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SOARES, T.C.S. Ocorréncia de Streptococcus suis e Salmonella spp em criacdes de
suinos na regido de Botucatu, perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e
implicacbes com a salde publica. Botucatu, 2011. 134p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo teve por objetivos determinar a ocorréncia de suinos portadores sadios de
Streptococcus suis e Salmonella spp em criagfes na regido de Botucatu-S.P., descrever a
distribuicdo dos diferentes sorotipos dos agentes e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos das linhagens isoladas, bem como verificar a transmissdo desses agentes
zoonoticos para os funcionarios das granjas. Suabes de tonsilas e cavidades nasais de 240
suinos clinicamente sadios e suabes de tonsilas de 28 funcionarios foram coletados para a
deteccdo de Streptococcus suis através de cultivo bacteriano e PCR. Para a deteccdo de
Salmonella spp foram coletados suabes de tonsilas e reto de 400 animais e suabes das méos
de 23 funcionérios. O género Salmonella foi identificado através de cultivo bacteriano e
provas bioquimicas. Streptococcus suis e Salmonella spp foram isolados de 80,42% e
2,00% dos animais amostrados, respectivamente. Dentre os 17 sorotipos de Streptococcus
suis isolados, os sorotipos 22 (18,60%), 30 (15,10%), 21 (11,60%) e 27 (10,40%) foram os
mais frequentes. Os trés sorotipos de Salmonella isolados foram S. Infantis, S.
Typhimurium e S. Cerro. Alta ocorréncia de Streptococcus suis foi observada em todas as
faixas etarias amostradas e ampla variedade de sorotipos do agente foi isolada.
Multirresisténcia foi observada na grande maioria das linhagens isoladas de ambos os
agentes estudados. O presente estudo descreve, pela primeira vez no Brasil, o isolamento de

Streptococcus suis a partir de amostra de tonsilas de um individuo sadio.

Palavras-chave: Streptococcus suis; Salmonella spp; Ocorréncia; Suinos; Portadores;

Epidemiologia; Sorotipificacdo; Antimicrobianos; Humanos; Saude Publica.



SOARES, T.C.S. Occurrence of Streptococcus suis and Salmonella spp in swine farms
of the Botucatu region, antimicrobial susceptibility profile and implications for public
health. Botucatu, 2011. 134p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the occurrence of Streptococcus suis and
Salmonella spp healthy carrier pigs in swine farms of the Botucatu region, S&o Paulo State,
to describe the distribution of the different serotypes of both agents and the antimicrobial
susceptibility profile of the isolated strains, and to verify the transmission of these zoonotic
agents for the farm workers. Swab samples from tonsils and nasal cavities of 240 clinically
healthy pigs and tonsil swabs of 28 farm workers were collected for the detection of
Streptococcus suis by bacterial culture and PCR. Tonsils and rectal swabs were collected
from 400 animals for the detection of Salmonella spp as well as swabs from the hands of 23
farm workers. The genus Salmonella was identified by bacterial culture and biochemical
tests. Streptococcus suis and Salmonella spp were isolated from 80.42% and 2.00% of the
sampled animals, respectively. Among the 17 isolated serotypes of Streptococcu suis,
serotypes 22 (18.60%), 30 (15.10%), 21 (11.60%) and 27 (10.40%) were the most
frequently. The three serotypes of Salmonella isolated were S. Infantis, S. Typhimurium
and S. Cerro. High occurrence of Streptococcus suis was observed in all sampled age
groups and a wide variety of serotypes of the agent was isolated. Multiresistance was
observed in most isolates of both agents studied. The present study describes, for the first

time in Brazil, the isolation of Streptococcus suis from the tonsils of a healthy human.

Keywords: Streptococcus suis; Salmonella spp; Occurrence; Swines; Carriers; Serotyping;

Antimicrobials; Humans; Public Health.



1 INTRODUCAO

As infeccdes causadas por Streptococcus suis e Salmonella spp sdo reconhecidas
mundialmente como dois dos maiores problemas da industria suinicola. Além do impacto
sanitario e econdmico, as espécies sdo agentes zoondticos (CDC, 2004a; MEAD et al.,
1999; STAATS et al., 1997; LUN et al., 2007).

A infecgdo por S. suis € considerada uma zoonose ocupacional que ocorre com maior
frequéncia em paises com intensa atividade suinicola e alto consumo de carne de porco,
sendo o agente potencialmente perigoso para individuos que trabalham diretamente com
suinos ou no processamento industrial e comercializacdo de seus produtos e subprodutos
(BUNGENER E BIALEK, 1989; WATKINS et al., 2001).

A infeccdo por Salmonella spp ocorre mundialmente em todas as espécies animais,
incluindo o homem, geralmente devido a condi¢bes precarias de higiene e manejo. A
transmissdo ao homem pode ocorrer diretamente pelo contato com animais e, mais
raramente, pelo contato com outro homem. Porém, diferentemente das infecgdes por S.
suis, as infecgdes humanas por Salmonella spp sdo mais comumente transmitidas pela
ingestdo de alimentos contaminados (ACHA E SZYFRES, 2003).

Os animais portadores sadios desempenham um importante papel na disseminagéo e
transmissdo desses patdgenos para 0s animais susceptiveis, funcionam como fonte de
infeccdo para os funcionarios das granjas e magarefes, além de fonte de contaminagdo das
carcacas na linha de abate e, consequentemente, do produto alimenticio final (ACHA E
SZYFRES, 2003; HIGGINS & GOTTSCHALK, 2005; GOTTSCHALK et al., 2007).

No Brasil, desde 1980 até o presente momento, existem menos de 15 trabalhos
cientificos publicados referentes a espécie S. suis, com a grande maioria envolvendo
animais doentes, sendo 0s mais recentes: Madureira Junior e Soncini (1999); Santos et al.
(1999); Pagnani et al. (2002); Costa et al. (2005); Del’Arco et al. (2008). Dentro do nosso
conhecimento, apenas quatro trabalhos cientificos foram desenvolvidos envolvendo
animais clinicamente sadios, dois com enfoque na detec¢do do sorotipo 2 (OLIVEIRA et
al., 2008; FARIA et al., 2010) e dois na deteccao do biotipo 2 (BOSCO et al., 2000; LARA
et al., 2007).
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O presente estudo objetivou determinar a ocorréncia de suinos portadores sadios de S.
suis e Salmonella spp, a distribuicdo dos sorotipos e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de ambos os agentes, a ocorréncia de funcionarios portadores sadios de S.
suis e a ocorréncia de Salmonella spp em suabes das maos dos funcionérios, em criacfes de
suinos na regido de Botucatu/S.P.

Ressaltamos que o presente projeto é o primeiro estudo epidemioldgico mais amplo
referente ao patogeno S. suis, realizado no Brasil, envolvendo: o primeiro relato de
ocorréncia de animais clinicamente sadios portadores de S. suis; primeiro relato da
distribuicdo dos diferentes sorotipos da espécie S. suis entre animais portadores sadios;
primeiro relato do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de diferentes
sorotipos de S. suis provenientes de animais portadores sadios; primeiro relato de

isolamento de S. suis a partir de amostra de tonsilas de um humano.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Streptococcus suis

2.1.1 O género Streptococcus

O género Streptococcus pode causar uma gama de infeccdes em humanos e diversas
espécies animais, incluindo mamiferos e peixes. Diferentes espécies do género sao
frequentemente encontradas como comensais nas membranas mucosas, se comportando
como microrganismos oportunistas (QUINN et al., 1994).

O género compreende diversas espécies, distintas quanto as suas propriedades
bioldgicas e patogenicidade para os animais e 0 homem (ACHA E SZYFRES, 2003). A
maioria dos estreptococos de interesse veterindrio vive como comensais na mucosa do
aparelho respiratorio e trato urogenital baixo (QUINN et al., 1994). Os microrganismos
desse género se apresentam como cocos Gram positivos isolados, aos pares ou em cadeias
com diferentes comprimentos; catalase e oxidase negativos; imdveis; ndo formadores de
esporos; anaerdbios facultativos; fermentadores da glicose; de crescimento 6timo em
temperatura de aproximadamente 37°C e fastidiosos, requerendo meios enriquecidos para
seu isolamento em laboratdrio (QUINN et al., 1994; ACHA E SZYFRES, 2003; MURRAY
et al., 2007; WASHINGTON et al., 2008).

2.1.2 A espécie Streptococcus suis

2.1.2.1 Historico

Os primeiros relatos de casos de meningite e artrite em leitdes por Streptococcus spp
deram-se na década de 50, na Inglaterra e Holanda. As espécies de Streptococcus alfa-
hemolitico foram originalmente classificadas, por De Moor (1963), como pertencentes aos
grupos R, S, RS e T de Lancefield. Mais tarde, Elliott et al. (1977), trabalhando com
linhagens de Streptococcus alfa-hemolitico capsulares, provenientes de casos de meningite

em suinos, similares aos dos grupos S e R de Lancefield, perceberam que De Moor havia
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trabalhado equivocadamente com antigenos extraidos do material capsular e ndo da parede
celular. Os autores demonstraram a presenca do antigeno lipoteicdico do grupo D nesses
microrganismos, o0s classificando como pertencentes ao grupo D de Lancefield. As
identificagbes S, R, RS e T foram entdo substituidas por S. suis tipo 1, 2, 1/2 e 15
respectivamente (ELLIOTT E TAI, 1978; PERCH et al., 1983; GOTTSCHALK et al.,
1989). Somente em 1987 (KILPPER-BALZ E SCHLEIFER, 1987) a espécie S. suis foi
oficialmente reconhecida como uma nova espécie pertencente ao género Streptococcus.
Segundo Washington et al. (2008), a sugestdo da existéncia do antigeno lipoteicdico do
grupo D ndo foi confirmada por técnicas moleculares e a reatividade com anti-soros do
grupo D é resultado de reacdes cruzadas entre os grupos D e R. Os autores trazem uma
nova classificacdo do género Streptococcus baseada na analise da sequéncia da subunidade
menor do RNAr, dividindo o género em sete grupos. A especie S. suis estaria inserida no
grupo VII.

No Brasil, os primeiros isolamentos de Streptococcus alfa-hemolitico de leitdes foram
realizados por Reis et al. (1980) e Farinha et al. (1981). Outros trabalhos sucederam
relatando o isolamento de S. suis tipo 1 e 2 em diferentes locais do pais como Santa
Catarina (BARCELLOS et al., 1984), Rio Grande do Sul (BARCELLOS et al., 1995) e Sao
Paulo / Botucatu (BOSCO et al., 2000). Somente em 1999 (SANTOS et al., 1999) houve a
primeira descricdo da distribuicdo dos sorotipos do agente no pais. A partir de entdo,
poucos trabalhos tém sido desenvolvidos em relagdo ao S. suis, no Brasil (PAGNANI et al.,
2002; SALGADO et al., 2003; CALDERARO et al., 2004; COSTA et al., 2005; LARA et
al., 2007; DEL’ARCO et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2008; RIVA et al., 2008;
SALVARANI et al., 2008; FARIA et al., 2010).

2.1.2.2 Etiologia

A espécie, além das caracteristicas macro e microscopicas tipicas do género
Streptococcus, apresenta capsula e alfa-hemolise em &gar sangue (WASHINGTON et al.,
2008). Atualmente, sdo reconhecidos 35 sorotipos capsulares do agente, denominados de 1
a 34 e 1/2 (PERCH et al., 1983; GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et al.,
1991b; HIGGINS et al., 1995). Hill et al. (2005), através da analise da sequéncia do RNAr
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e do gene cpn60, sugerem que os sorotipos 32 e 34 sejam, na verdade, Streptococcus
orisratti. Porém, os autores afirmam que novos estudos sdo necessarios antes de uma
reclassificagéo oficial.

O conhecimento acerca dos fatores de viruléncia, patogenicidade e mecanismos de
protecdo ainda sdo escassos. A maioria dos estudos tem sido conduzida com linhagens de S.
suis tipo 2.

O 4cido sialico, componente da cépsula do S. suis, ja identificado como fator de
viruléncia, parece inibir a via alternativa do complemento e auxiliar na protecdo do
microrganismo contra a fagocitose (CHARLAND et al., 1995; GOTTSCHALK et al.,
1991c). Alguns trabalhos demonstraram que linhagens acapsulares sdo avirulentas e mais
susceptiveis a fagocitose, reforcando a funcdo da capsula na viruléncia do microrganismo
(SALASIA et al., 1995; CHARLAND et al., 1998). Em contrapartida, Charland et al.
(1996) demonstraram a existéncia de linhagens capsulares avirulentas, indicando que outro
fator de viruléncia é também essencial para a protecdo do microrganismo contra a
fagocitose, uma vez que linhagens virulentas e avirulentas possuem cépsulas de tamanhos
similares e concentragdes similares de acido sialico. Estudos continuam sendo realizados na
tentativa de elucidar o mecanismo especifico pelo qual a capsula protege o agente contra a
fagocitose (SEGURA et al., 2004).

Os componentes da parede celular expostos na superficie bacteriana parecem
desempenhar um papel importante na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias
(GOTTSCHALK E SEGURA, 2000; GOTTSCHALK et al., 2007) assim como a N-
desacetilacdo do peptideoglicano e a D-alanilagdo do &cido lipoteicoico parecem contribuir
para a sobrevivéncia da bactéria na corrente sanguinea (BAUMS E VALENTIN-
WEIGAND, 2009).

Vecht et al. (1991) demonstraram que linhagens virulentas de S. suis tipo 2 produzem
duas proteinas, a 136 kDa muramidase-released protein (MRP) e o Fator Extracelular (FE),
de 110 kDa, as identificando como fatores de viruléncia da espécie. Pouco se sabe acerca
do mecanismo de acdo do FE, proteina secretada pela bactéria. Acredita-se que a proteina
estrutural MRP, presente na parede celular do S. suis, atue como adesina se ligando a
fibronectina presente na matriz extracelular, auxiliando na resisténcia a fagocitose
(QUESSY et al., 1995; STAATS et al., 1999). Estudos posteriores demonstraram linhagens
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virulentas que ndo expressavam uma ou ambas as proteinas (SMITH et al., 1996;
GOTTSCHALK et al., 1998; STAATS et al., 1998; STAATS et al., 1999; GOTTSCHALK
E SEGURA, 2000). Segundo Gottschalk e Segura (2000), certamente existe uma
associacao entre essas duas proteinas e a viruléncia do S. suis, uma vez que a maioria das
linhagens MRP+ FE+ sdo virulentas e levantam a possibilidade de linhagens MRP+ e FE+
serem mais virulentas que linhagens MRP- FE-.

Dentre os fatores secretados pelo S. suis, a suilisina € o0 mais importante
(GOTTSCHALK E SEGURA, 2000; GOTTSCHALK et al., 2007). Esta hemolisina
pertence a familia das toxinas conhecidas como antigenicamente relacionadas a toxinas
ligadoras de colesterol, as quais se ligam ao colesterol das membranas celulares, formando
poros transmembrana (GOTTSCHALK et al., 1995). Além do carater toxico para diversos
tipos celulares, autores demonstraram ainda sua interferéncia na fagocitose e morte
mediada por complemento (CHARLAND et al.,, 2000; LALONDE et al.,, 2000;
GOTTSCHALK E SEGURA, 2000; SEGURA E GOTTSCHALK, 2002; CHABOT-ROY
et al., 2006; BENGA et al., 2008). Assim como os demais fatores de viruléncia, linhagens
virulentas ndo produtoras de suilisina ja foram identificadas (GOTTSCHALK et al., 1998;
STAATS et al., 1999).

A producéo de MRP, FE e suilisina por diversos sorotipos de S. suis isolados de casos
clinicos e de animais sadios ja foi descrita assim como a transferéncia de genes de
viruléncia entre linhagens de S. suis, ressaltando a importancia epidemiolégica dos animais
portadores sadios na manutencao, transmissao e distribuicdo de linhagens virulentas dentro
e entre granjas suinicolas. Autores demonstraram ainda uma diversidade de fenotipos
dentro de um mesmo sorotipo e de acordo com a regido geografica (GOTTSCHALK et al.,
1998; LUQUE et al., 1998b; SEGERS et al., 1998; BERTHELOT-HERAULT et al., 2000;
KING et al., 2001; TARRADAS et al., 2001; TAKAMATSU et al., 2002; BLUME et al.,
2009). Enquanto que na Europa e Asia, a maioria das linhagens isoladas de casos clinicos
produz os trés fatores de viruléncia, a maioria das linhagens da América do Norte ndo os
produz, sendo inclusive sugerido que linhagens de S. suis sorotipo 2 provenientes da
Europa e Asia sejam mais virulentas que linhagens provenientes da América do Norte
(GOTTSCHALK et al., 2007). No Brasil, Calderaro et al. (2004) demonstraram a

existéncia de oito genotipos diferentes entre linhagens de S. suis tipo 2, isoladas de animais
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doentes provenientes de diversas regides do pais. O gendtipo MRP+/FE+/suilisina+ foi 0
mais prevalente, porém, a producdo dessas proteinas nao foi avaliada, ndo havendo,
portanto, a determinacdo dos fenotipos.

Diversas proteinas constituintes da matriz extracelular servem como potenciais
receptores para patdgenos, participando assim do processo infeccioso. Além disso, a
ligacdo desses patdgenos a proteinas plasmaticas como a fibronectina e o fibrinogénio pode
mascarar epitopos, impedindo o reconhecimento do agente pelo sistema imunologico do
hospedeiro (DINKLA et al., 2003). A ligacdo de bactérias patogénicas aos tecidos do
hospedeiro é o primeiro passo para a colonizagdo e posterior invasdo, processos que podem
culminar com bacteremia e sepse (TAMURA et al., 1994).

Recentemente, Greeff et al. (2002) identificaram a proteina ligadora de fibronectina e
fibrinogénio, uma proteina com alta capacidade de ligacdo com os referidos compostos.
Essa proteina parece atuar na colonizacdo dos 6rgdos especificos envolvidos na infeccéo
por S. suis, porém, parece nao estar relacionada a colonizacdo priméria das tonsilas. Os
autores demonstraram a presenca do gene fbps na maioria dos sorotipos, mas a expressdo
da proteina pelos diferentes sorotipos ndo foi investigada. Esgleas et al. (2005), através de
estudo realizado com a bactéria inteira, confirmaram a capacidade do S. suis de se ligar a
fibronectina e a outras proteinas da matriz extracelular. A alfa-enolase, outra proteina capaz
de se ligar a fibronectina e fibrinogénio, que talvez tenha um papel importante na invasdo
de células endoteliais do hospedeiro, foi recentemente identificada por Esgleas et al.
(2008).

Diversas outras adesinas tém sido descritas para o S. suis na Ultima década incluindo a
adesina ligadora da galactosil-a 1-4 galactose, presente em diversos sorotipos, a proteina
ligadora de IgG e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que se liga a diversas proteinas
do hospedeiro como plasminogénio e albumina (SERHIR et al., 1995; TIKKANEN et al.,
1996; QUESSY et al., 1997; JOBIN et al., 2004).

Outros potenciais fatores de viruléncia descritos na literatura mundial incluem o fator
de opacidade (BAUMS et al., 2006) e algumas enzimas como proteases (JOBIN E
GRENIER, 2003); glutamato desidrogenase (OKWUMABUA et al., 2001); DNAse
(FONTAINE et al., 2004); arginina desaminase, fator relacionado com a sobrevivéncia em

condicOes de estresse (GRUENING et al., 2006) e a hialuronidase, relacionada com a
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invasdo do agente nos tecidos hospedeiros pela degradacdo e redugdo da viscosidade da
matriz extracelular (ALLEN et al., 2004).

Segundo Donlan e Costerton (2002), a formacédo de biofilme por microrganismos 0s
permite se tornarem colonizadores persistentes, resistirem a eliminacdo pelo sistema imune
do hospedeiro, aumentar sua resisténcia aos antimicrobianos assim como a troca de
material genético, contribuindo para sua viruléncia. Grenier et al. (2009) caracterizaram a
formagé&o de biofilme por quatro linhagens de S. suis sorotipo 2 e uma linhagem de S. suis
sorotipo 5. Os autores demonstraram ainda que, quando em formacdo de biofilme, houve
um aumento significativo na resisténcia a penicilina G e ampicilina.

E importante ressaltar que a maioria dos potenciais fatores de viruléncia citados é
encontrada tanto em linhagens virulentas como em linhagens avirulentas. Segundo Smith et
al. (1997), a viruléncia do S. suis é um processo multifatorial. Apesar da falta de evidéncia
concreta do papel critico dos fatores citados na viruléncia do agente, eles podem servir
como marcadores de viruléncia e/ou para comparacdo de fen6tipos entre as linhagens, o que
parece ser o caso das proteinas MRP, EP e suilisina (VECHT et al., 1991; JACOBS et al.,
1994; GOTTSCHALK et al., 1995)

2.1.2.3 Epidemiologia

O S. suis & um patogeno primario de suinos que, ocasionalmente, pode ser isolado de
outras espécies de hospedeiros, incluindo o homem (ARENDS E ZANEN, 1988;
MURRAY et al., 2007). Infecgdes pelo agente ja foram descritas em ruminantes, equinos,
cdes, gatos e passaros (KEYMER et al., 1983; HOMMEZ et al., 1988; DEVRIESE E
HAESEBROUCK, 1992; SANFORD E HIGGNIS, 1992; DEVRIESE et al., 1994;
WILSON E GRIFFITH, 2000).

A infeccdo pelo S. suis é cosmopolita, ocorrendo com maior frequéncia na espécie
suina. Animais de todas as idades podem ser acometidos. No entanto, a maioria dos casos
sintomaticos ocorre nas primeiras semanas apés o desmame, quando animais susceptiveis,
sob condicbes de estresse, sdo expostos ao agente eliminado por suinos portadores sadios.
A doenga tem maior incidéncia em granjas de produgéo intensiva, com animais totalmente

confinados e alta densidade populacional. Os principais fatores predisponentes sdo: idade



23

dos animais; patogenicidade e viruléncia do microrganismo; movimentacdo dos animais
desmamados; mistura de suinos procedentes de diferentes rebanhos; superlotacdo com
suinos criados em confinamento; flutuacdo excessiva da temperatura ambiental; alojamento
de suinos na mesma sala com mais de duas semanas de diferenca de idade; umidade
relativa do ar superior a 70,00%; ventilacdo inadequada; uso de fluxo continuo de producgéo
sem vazio sanitario; historico de ocorréncia de outras doencas infecciosas como Sindrome
Reprodutiva e Respiratoria dos Suinos, doenca de Aujeszky, salmonelose e
pleuropneumonia suina (DEE et al., 1993; SOBESTIANSKI et al., 2001).

O agente é introduzido no rebanho através de suinos portadores, clinicamente sadios,
0s quais podem albergar mais de um sorotipo do agente (BRISEBOIS et al., 1990;
FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1996a). Hoje, a taxa de portadores assintomaticos de
um rebanho € considerada proximo de 100,00% (GOTTSCHALK, 2008 - comunicagédo
pessoal). Estudos demonstram que uma mesma linhagem pode sobreviver por longos
periodos em uma populagdo de suinos assim como o estado de portador dos animais pode
ser duradouro (CLIFTON-HADLEY et al., 1984; TORREMORELL E PIJOAN, 1998). Na
verdade, é muito dificil sabermos se, uma vez infectado, o suino permanece infectado como
portador assintomatico, ou se o animal esta constantemente sendo reinfectado
(GOTTSCHALK, 2008" - comunicacao pessoal).

S. suis tem como habitat natural o trato respiratorio, particularmente as tonsilas
palatinas e cavidades nasais; trato genital, especificamente a vagina e trato digestivo dos
suinos, caracterizando a espécie como principal reservatério e fonte de infeccdo desse
agente para outros animais € 0 homem. No entanto, acredita-se que a espécie S. suis seja
também um habitante normal do intestino de ruminantes (STAATS et al., 1997). Autores
relatam ainda o isolamento ocasional do agente a partir do sangue, leite, pulmdes,
linfonodos, figado, rins e prepucio de suinos sadios (ERICKSON, 1987; SIHVONEN et al.,
1988; ROBERTSON et al., 1991; SANFORD E HIGGINS, 1992). Esses dados sugerem
padrdes epidemioldgicos complexos, uma vez que, ocasionalmente, diversas espécies
animais podem ser a fonte de infeccdo do patogeno (DEVRIESE et al., 1990; DEVRIESE
E HAESEBROUCK, 1992; DEVRIESE et al., 1994).

“ M. Gottschalk (e-mail, 2008).
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Embora a taxa de portadores assintomaticos possa ser elevada nos rebanhos, a
ocorréncia da doenca clinica, geralmente, é inferior a 5,00%, podendo chegar a 50,00%. As
taxas de mortalidade devem variar entre 4,00% a 14,00%, sendo maiores em rebanhos de
terminacdo que compram e misturam leitbes de diferentes origens (WILLIAMS et al.,
1973; CLIFTON-HADLEY E ALEXANDER, 1980; ARENDS et al., 1984; BRISEBOIS et
al., 1990; TORREMORELL et al., 1998; SOBESTIANSKI et al., 2001; WASHINGTON et
al., 2008). Cloutier et al. (2003) relatam taxa de mortalidade de 20,00% na auséncia de
tratamento.

A via de infeccdo mais comum é a respiratoria, podendo ocorrer também infec¢édo pela
via digestiva (ACHA E SZYFRES, 2003). Matrizes podem transmitir o agente aos leitdes
por ocasido do parto, durante a passagem pelo canal vaginal (AMASS et al., 19964,
AMASS et al., 1997). A mosca domeéstica e os roedores podem se constituir como
importantes transmissores do agente. A mosca doméstica pode carrear o agente por cinco
dias e migrar entre duas granjas (ENRIGHT et al., 1987). Roedores de laboratorio podem
ser experimentalmente infectados tanto por via oral como nasal, além de transmitir o agente
a outros roedores. Autores acreditam que haja transmissdo do agente entre roedores e
suinos (WILLIAMS et al., 1988; ROBERTSON E BLACKMORE, 1990). S. suis pode
ainda ser transmitido facilmente por fomites (SOBESTIANSKY et al., 2001). Roels et al.
(2009) relataram o Gbito de um gato por infec¢do por S. suis, sem contato prévio com
suinos infectados ou produtos derivados de suinos.

As vias de eliminagdo sdo as secrecOes oronasais (principalmente) e uterina, conteudo
vaginal e fezes. A espécie pode sobreviver em tecidos ou fluidos de suinos por dez dias a
4°C; nas fezes por 104 dias a 0°C, dez dias a 9°C e oito dias a 25°C; na poeira por 54 dias a
0°C e 25 dias a 9°C. O agente € destruido pela maioria dos desinfetantes, embora resista ao
alcool 70,00% (CLIFTON-HADLEY E ENRIGHT, 1984; SOBESTIANSKI et al., 2001).

Os sorotipos de 1 a 8 sdo 0s mais prevalentes em casos clinicos. O sorotipo 2 tem sido,
ao longo dos anos, o mais frequentemente isolado de animais doentes na grande maioria
dos paises e considerado o sorotipo de maior carater zoondtico, sendo 0 mais comumente
descrito como causador de doenca sistémica em humanos (TOUIL et al., 1988; HIGGINS
et al., 1990; GALINA et al., 1992; HIGGINS et al., 1992; HIGGINS E GOTTSCHALK,
1993; KATAOKA et al., 1993; SALASIA E LAMMLER, 1995; KATSUMI et al., 1997,
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MESSIER et al., 2008; WEI et al., 2009). Somente 0s paises escandinavos, mais
precisamente a Finlandia, descrevem uma maior prevaléncia do sorotipo 7 em relagdo ao
sorotipo 2. Esses dois sorotipos constituem 75,00% dos isolados da Dinamarca (BOETNER
et al., 1987; SIHVONEN et al., 1988; AARESTRUP et al., 1998a). Embora o sorotipo 2
predomine na maioria dos paises, sua prevaléncia varia de acordo com a regido geografica.
A prevaléncia do sorotipo 2, na Europa e Asia, é de até duas vezes sua prevaléncia no
Canada e Estados Unidos (WISSELINK et al., 2000; MESSIER et al., 2008; FITTIPALDI
et al., 2009; WEI et al., 2009). Estudos recentes sugerem uma queda na prevaléncia do
sorotipo 2 (HIGGINS E GOTTSCHALK, 2001), ao longo dos anos, e o surgimento de
outros sorotipos como 0s mais prevalentes em alguns paises: sorotipo 9 na Bélgica,
Alemanha, Holanda e Espanha (WISSELINK et al., 2000; VELA et al., 2003); sorotipos 1
e 14 no Reino Unido (WISSELINK et al., 2000); sorotipo 3 nos Estados Unidos
(FITTIALDI et al., 2009). Outros sorotipos menos frequentes ja foram também
relacionados a quadros clinicos infecciosos em diversos paises: sorotipos 1/2, 3, 4, 8, 17, 19
e 21 no Canadd (GOTTSCHALK et al., 1993a); sorotipos 1/2, 1, 3, 4, 7, 8 e 9 na Italia
(SALA et al.,, 1996); 1/2, 3, 4, 7, 8 e 14 no Reino Unido (MACLENNAM et al., 1996);
sorotipos 1/2, 3, 8, 9 e 14 na Espanha (LUQUE et al, 1998a); sorotipos 3, 4, 7 e 9 na
Alemanha (WISSELINK et al., 2000) e sorotipo 9 na Holanda e Franca (JACOBS et al.,
1995). Quadros severos de infeccdo foram associados aos sorotipos 5, 7, 9 e 14 (HEATH et
al., 1996; CLOUTIER et al., 2003; TIAN et al., 2004; HIGGINS E GOTTSCHALK, 2005).
No Brasil, o S. suis j& foi identificado em 13 Estados: Rio de Janeiro, S&o Paulo,
Minas Gerais, Parand, Santa Catarina, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio
Grande do Sul, Pernambuco, Distrito Federal, Espirito Santo e Goias (DEL’ARCO et al.,
2008). O sorotipo 2 provou ser o mais prevalente em todos os estudos realizados
envolvendo animais doentes (MADUREIRA JUNIOR E SONCINI, 1999; SANTOS et al.,
1999; PAGNANI et al., 2002; DEL’ARCO et al., 2008). No pais, 0s sorotipos 1/2, 1, 3, 4,
56,7 8 9, 10, 11 e 14 também ja foram isolados de amostras provenientes de casos
clinicos (PAGNANI et al., 2002; COSTA et al., 2005; DEL’ARCO et al., 2008). O
isolamento dos sorotipos 1, 4 e 14 torna-se importante uma vez que esses Sorotipos ja
foram descritos como agentes etiolégicos de meningite e outras infeccGes em humanos
(ARENDS E ZANEN, 1988; VILAICHONE et al., 2000; HALESIS et al., 2009).
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A distribuicdo de sorotipos parece ser diferente entre animais doentes e portadores
assintomaticos. Os sorotipos 17, 18, 19, 21 e 22 parecem ser frequentemente recuperados
de animais sadios (GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al.,
1998; MAROIS et al., 2007) enquanto diversos estudos demonstram que o0 sorotipo 2 é bem
menos frequente nesses animais, muitas vezes, apresentando uma prevaléncia de 0,00%
(GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1996a; AMASS et al.,
1998; BAELE et al., 2001; HAN et al., 2001; MAROIS et al., 2007; XIONG et al., 2007;
ZHANG et al., 2009).

2.1.2.4 Patogenia da infeccéo

A patogenia da infeccdo causada pelo S. suis é extremamente complexa e esté longe de
ser completamente elucidada. Conforme mencionado anteriormente, as possiveis portas de
entrada do microrganismo sdo a via respiratoria e a digestiva, ocorrendo colonizagdo e
multiplicacdo primaria nas tonsilas palatinas e/ou faringeas e linfonodos mesentéricos,
respectivamente. A disseminacdo pode ocorrer através da corrente sanguinea ou sistema
linfatico (MADSEN et al., 2002).

A patogenicidade do agente varia de acordo com o sorotipo e entre as linhagens de um
mesmo sorotipo (GOTTSCHALK et al.,, 2007). Norton et al. (1999) demonstraram que
linhagens suilisina positivas s@o citotoxicas para as células epiteliais humanas,
caracteristica confirmada por Lalonde et al. (2000). Portanto, os autores sugerem que as
linhagens hemolisina positivas produzam a suilisina, a qual é tdxica para as células
epiteliais das tonsilas e dos linfonodos mesentéricos, levando a lise celular e alcangando a
circulagdo sanguinea. As linhagens hemolisina negativas parecem alcancar a corrente

<

sanguinea através de um processo denominado de “uptake por macréfagos”, no qual os
macrofagos fagocitam o microrganismo e o levam para a corrente sanguinea em seu interior
(WILLIAMS E BLACKMORE, 1990; BUSQUE et al., 1998).

Uma vez alcancada a circulagdo sanguinea, a evolugdo mais comum em animais jovens
é uma septicemia aguda terminal e fatal. Nos animais mais velhos, 0 microrganismo pode
se instalar nas articulagdes, endocérdio, olhos, meninges e outros tecidos (SOBESTIANSKI

et al., 2001). A primeira teoria desenvolvida sugere que o S. suis seja carreado para o
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sistema nervoso central (SNC), articulagbes e cavidades serosas, dentro de células
mononucleares (SANFORD E HIGGINS, 1992). Algumas linhagens parecem se comportar
como bactérias extracelulares e caminhar de forma livre na circulagdo sanguinea
(GOTTSCHALK E SEGURA, 2000). Segura et al. (1999) sugerem ainda a possibilidade de
disseminacdo do microrganismo atraves de sua aderéncia a fagocitos sem que ocorra
fagocitose.

Estudos recentes (CHABOT-ROY et al., 2006; BENGA et al., 2008) confirmam que o
S. suis se dissemina preferencialmente de forma extracelular, livre na corrente sanguinea ou
aderido aos fagdcitos. Embora linhagens acapsulares e capsulares sejam fagocitadas, o
indice de internalizacdo de linhagens capsulares € muito menor, ndo sendo suficiente para
impedir a infeccdo. Os autores confirmam ainda que tanto a capsula quanto a suilisina séo
fatores de resisténcia a fagocitose, mesmo ap0s opsonizagdo por mediadores do
complemento.

Segundo Charland et al. (2000), o S. suis é capaz de se aderir as células endoteliais
humanas da BHE e causar danos as mesmas através da liberagdo de citotoxinas, assim
como demonstrado anteriormente em células epiteliais (NORTON et al., 1999; LALONDE
et al., 2000). Portanto, as linhagens suilisina positivas parecem ultrapassar a BHE através
da liberacdo da suilisina e consequente lise das células endoteliais da BHE. A liberacédo
desse fator citotoxico parece promover o aumento da permeabilidade da BHE, com
consequente edema cerebral, aumento da pressdo intracraniana e bloqueio do fluxo
sanguineo; alteracOes caracteristicas de meningite (GOTTSCHALK E SEGURA, 2000).

A capacidade do S. suis em estimular a liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias por células mononucleares e células endoteliais da BHE ja foi previamente
demonstrada (SEGURA et al., 1999; SEGURA et al., 2002; VADEBONCOEUR et al.,
2003). Gottschalk e Segura (2000) sugerem diferentes mecanismos possiveis para que
linhagens suilisina negativas consigam ultrapassar a BHE, dependendo da sua forma de
disseminagdo pela circulagdo sanguinea. As linhagens disseminadas livres como bactérias
extracelulares e hemolisina negativas parecem ultrapassar a BHE através de dois
mecanismos: (1) aderéncia as células endoteliais da BHE com consequente alteracdo das
juncdes intercelulares; (2) aderéncia as células endoteliais da BHE com consequente

inducdo da liberacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias pelas proprias células da
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BHE. Essas substancias regulariam positivamente a expressdo de moléculas de adesdo, as
quais os leucdcitos se aderem para penetrarem na BHE, abrindo as portas para passagem do
microrganismo para 0 SNC. As linhagens disseminadas no interior ou aderidas a superficie
dos mondcitos, estimulariam a liberacdo das citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias
pelos proprios mondcitos, os quais se ligariam as moléculas de adesdo positivamente
reguladas para penetrar na BHE carreando consigo o S. suis em seu interior ou aderido a
sua superficie, processos denominados de Trojan Horse e Modified Trojan Horse,
respectivamente.

Vanier et al. (2009) sugerem que o S. suis possa induzir uma exacerbada liberacdo de
mediadores inflamatorios por células endoteliais suinas promovendo um elevado
recrutamento de leucocitos e subsequente quebra da BHE. Os autores sugerem ainda que o
S. suis possa modular essa resposta através da degradacdo da interleucina-8, a qual deve
reduzir o recrutamento dos neutréfilos para o sitio de inflamagdo, permitindo ao agente
sobreviver no SNC.

Estudos investigando a capacidade do S. suis de invadir células epiteliais e endoteliais
vém sendo macicamente conduzidos, porém, com resultados contraditorios. Em relacdo as
células epiteliais, Norton et al. (1999) demonstraram que linhagens de S. suis produtoras de
suilisina s@o capazes de invadir células epiteliais humanas, independentemente da producéo
de suilisina, enquanto que Lalonde et al. (2000) relataram que o agente, através das
linhagens testadas, foi capaz somente de se aderir e ndo de invadir diversas linhagens de
celulas epiteliais humana e de diferentes espécies animais. Linhagens de S. suis falharam
quanto a invasdo de células endoteliais humanas, em estudo conduzido por Charland et al.
(2000). O primeiro experimento realizado com células endoteliais derivadas de suinos foi
conduzido por Vanier et al. (2004). Os autores, pela primeira vez, demonstraram que
linhagens capsulares, acapsulares, produtoras e ndo produtoras de suilisina foram capazes
de invadir células endoteliais. Contraditoriamente, Benga et al. (2005), em estudo também
realizado com células suinas, obtiveram resultado negativo quanto a invasdo de células
endoteliais por linhagens de S. suis. Os autores relataram apenas uma pequena invasao de
uma Unica linhagem, dentre todas testadas, pertencente ao grupo nédo sorotipavel.

A regulacgdo da producédo da capsula bacteriana de acordo com o estagio da infeccdo ja
foi sugerida anteriormente para outros patogenos (ST. GEME E CUTTER, 1996). A
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presenca da capsula parece contribuir para a sobrevivéncia extracelular do S. suis (BENGA
et al.,, 2008) e esconder parcialmente suas adesinas, estruturas necessarias para a
colonizacdo e posterior invasdo do patdégeno (TIKKANEN et al., 1996). Uma vez
demonstrado que a expressdo da capsula pode variar de acordo com as condicbes de
crescimento (GOTTSCHALK et al., 1993b), autores sugerem que a producao do material
capsular possa ser negativamente regulada durante a etapa de colonizagdo e positivamente
regulada durante a disseminagé@o do agente pela corrente sanguinea, o protegendo contra o
sistema imune do hospedeiro (GOTTSCHALK E SEGURA, 2000). Porém, até o presente
momento, ndo ha evidéncias diretas da regulacdo da producdo de material capsular pelo S.
suis em relacéo ao estagio da infeccéo.

A multiplicacdo do S. suis livre no sistema nervoso central associada ao aumento da
migracdo de leucocitos e a co-migragdo do microrganismo acarreta uma inflamacéo local,
levando ao quadro clinico caracteristico de meningite (GOTTSCHALK E SEGURA,
2000). Dominguez-Punaro et al. (2010) relatam que a inflamagdo sistémica e cerebral
provocada por linhagens de S. suis tipo 2 é bem severa.

Recentemente, foi demonstrado que o S. suis afeta também a integridade das celulas
epiteliais do plexo cordide (CPEC), outro constituinte da BHE, facilitando sua invasao ao
SNC. Embora a apoptose possa estar envolvida no processo de morte das CPEC, a necrose

parece ser 0 mecanismo predominante (TENENBAUM et al., 2006).

2.1.2.5 Manifestacoes clinicas

O S. suis provoca um amplo espectro de doengas graves nos animais. Septicemia e
artrite sdo as manifestacGes mais comuns em animais lactentes, enquanto que a meningite é
a manifestacdo clinica mais comum em animais desmamados. A infec¢do, nos suinos,
caracteriza-se ainda por pneumonia, endocardite e, ocasionalmente, endometrite,
abortamento, rinite e vaginite. Na verdade, a importancia do S. suis como agente primario
de pneumonia e controvérsia. Diversos estudos demonstraram preéexisténcia ou coexisténcia
de outros patdgenos pulmonares nos casos de pneumonia estudados (GALINA et al., 1992;
HIGGINS et al., 1992; REAMS et al., 1994; REAMS et al., 1995). Os animais infectados

apresentam, inicialmente, apatia, anorexia, febre, hiperemia de pele, cerdas arrepiadas,
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orelhas constantemente retraidas junto a cabega, curto periodo de diarréia e ocasionalmente
vomito (HIGGINS et al., 1990; SANFORD E HIGGINS, 1992; LUQUE et al., 1998a;
SOBESTIANSKI et al., 2001). Os casos de meningite progridem com tremores musculares,
incordenacdo motora, perda de equilibrio, decubito lateral com movimento de pedalagem,
opistotono, convulsdes e morte. Os animais apresentam frequentemente otite interna como
sequela dos casos de meningite que ndo evoluem ao 6bito (MADSEN et al., 2001). Os
casos de artrite cursam com dor a palpacdo, claudicacdo e aumento de volume na
articulacdo afetada, enquanto que os casos de septicemia neonatal e endocardite levam,
geralmente, a morte subita (HIGGINS et al., 1990; SANFORD E HIGGINS, 1992;
LUQUE et al., 1998a; SOBESTIANSKI et al., 2001).

Diversos estudos foram conduzidos no sentido de tentar relacionar a infeccdo pelos
diversos sorotipos e fenotipos dentro de um mesmo sorotipo com os sinais clinicos
apresentados e a idade dos animais acometidos. No entanto, os resultados s&o
inconclusivos.Vela et al. (2003) conseguiram relacionar estatisticamente os sorotipos 7 e 9
a casos de meningite e o sorotipo 3 a casos de pneumonia. O sorotipo 3 também foi
relacionado a casos de pneumonia em estudo conduzido por Wei et al. (2009). Os autores
relacionaram ainda o sorotipo 2 a casos de infecgdes sistémicas. Contraditoriamente,
Aarestrup et al. (1998a) obtiveram um isolamento significativamente maior do sorotipo 7 a
partir de casos de pneumonia e do sorotipo 2 a partir de animais acometidos com menos de
quatro semanas de idade. Wisselink et al. (2000) obtiveram animais de trés semanas de
idade prioritariamente infectados pelo sorotipo 1 e animais de seis a oito semanas de idade
infectados pelos sorotipos 2, 7, 9 e 14. No entanto, outros estudos semelhantes ndo
conseguiram obter uma relacdo estatisticamente significativa entre os sorotipos e/ou
fendtipos, doenca clinica e idade dos animais acometidos (GALINA et al., 1992; REAMS
etal., 1994)

2.1.2.6 Diagnostico
O diagnostico presuntivo pode ser baseado no histérico, sintomatologia e achados

necroscépicos macroscopicos. O diagnostico definitivo se baseia no isolamento e

identificacdo do agente e lesdes microscépicas dos tecidos (SOBESTIANSKI et al., 2001).
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O isolamento do agente dos pulmdes deve ser interpretado com cautela uma vez que o
organismo estd constantemente presente no trato respiratdrio superior dos animais
(HIGGINS E GOTTSCHALK, 2005).

A identificacdo de linhagens recuperadas de animais doentes é possivel atraves de
poucas provas bioquimicas: presenca de alfa hemolise em &gar sangue, auséncia de
crescimento em caldo contendo 6,50% de cloreto de sddio, teste VP (Voges-Proskauer)
negativo e producgéo de amilase positiva (LUQUE et al., 1998a).

Diversos laboratdrios sugerem o uso de Kits comerciais multi-testes como o API Strep
System Test (Bio Mérieux, Franga) tanto para a identificacdo da espécie S. suis quanto para
a diferenciagédo do biotipo 1 e biotipo 2, com base na fermentacdo de alguns agucares. No
entanto, linhagens podem ser erroneamente diagnosticadas quando da utilizacao desses kits
comerciais, assim como, a classificacdo de S. suis biotiopo 1 e 2 com base nesses kits é
inapropriada (GOTTSCHALK et al., 1991a). Gottschalk et al. (1991a) relataram que
46,00% das linhagens estudadas pertencentes aos sorotipos 1 a 22 ndo puderam ser
corretamente identificadas como S. suis através desses Kits. Além disso, biotipo ndo é o
mesmo que sorotipo e, até hoje, nenhum padrdo bioquimico pdde ser associado a um
sorotipo especifico (PERCH et al., 1983; GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et
al., 1991b; HIGGINS et al., 1995).

Multiplos sorotipos podem ser isolados de animais doentes dentro de um mesmo
rebanho (HIGGINS E GOTTSCHALK, 2005). Técnicas de isolamento sorotipo especificas
foram desenvolvidas, como a utilizacdo de meios seletivos e diferenciais (KATAOKA et
al., 1991) e isolamento imunomagnético (GOTTSCHALK et al., 1999). No entanto, essas
técnicas se limitam ao isolamento do sorotipo 2 e 1/2, ndo havendo diferenciacdo entre os
dois sorotipos. Até o presente momento, ndo existem provas soroldgicas de confianca. As
principais desvantagens apresentadas por essas técnicas sdo a capacidade de deteccdo de
um numero muito reduzido de sorotipos e a incapacidade de diferenciacdo entre os
sorotipos 2 e 1/2, uma vez que esses sorotipos compartilham antigenos comuns (ELLIOTT
E TAI, 1978; PERCH et al., 1983; SERHIR et al., 1993; SEPULVEDA et al., 1996; YANG
etal., 2007; JU et al., 2010).

Recentemente, técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas. A PCR é uma

técnica rapida, sensivel e especifica capaz de detectar linhagens de S. suis e identificar
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especificamente alguns sorotipos provenientes de animais doentes, animais portadores
sadios e humanos, com objetivo de diagnéstico clinico ou estudos epidemioldgicos.
Técnicas de monoplex PCR, baseadas na sequéncia dos genes capsulares tipo especificos,
foram desenvolvidas para detectar especificamente os sorotipos 2 (e 1/2), 1 (e 14), 7 e 9
(SMITH et al.,, 1999a; SMITH et al.,, 1999b). Mais tarde, Wisselink et al. (2002a)
desenvolveram um protocolo de multiplex PCR para a detecgdo simultanea dos sorotipos
anteriormente citados. A possibilidade de deteccdo de linhagens patogénicas de S. suis
sorotipo 2 e sorotipo 1, através da técnica de PCR, baseada no gene epf codificador da
proteina fator extracelular, ja foi também descrita (WISSELINK et al., 1999). Okwumabua
et al. (2003) desenvolveram um multiplex PCR baseado no gene gdh codificador da enzima
glutamato desidrogenase, permitindo a amplificacdo de todos os sorotipos da espécie S. suis
e baseado também nos genes cps especificos para o sorotipo 2 (e 1/2), 1 (e 14), 7 e 9,
permitindo a deteccdo direta de linhagens pertencentes a esses sorotipos. No entanto, esse
método foi aplicado para detectar linhagens de S. suis provenientes de culturas puras.
Multiplex PCR capaz de amplificar linhagens de todos os sorotipos e detectar
simultaneamente linhagens sorotipo 2 (e 1/2) a partir de amostras de tonsilas de animais
vivos ou mortos, sem a necessidade de cultura prévia, foi desenvolvido por Marois et al.
(2004). Outros métodos de biologia molecular tém sido utilizados para o estudo da
diversidade genética do S. suis, da relacdo genética entre linhagens isoladas de animais e
humanos e patogenicidade de clones particulares (LUN et al., 2007).

Mesmo com todo o avan¢o dos métodos diagnosticos com o surgimento da biologia
molecular, a sorotipificacdo das linhagens de S. suis continua sendo uma etapa fundamental
do diagnostico de rotina, uma vez que as técnicas de sorotipificagdo sdo as Unicas capazes
de distinguir todos os sorotipos ja identificados do agente. Apesar da existéncia de
diferentes técnicas, a técnica de coaglutinagdo é a mais difundida técnica de sorotipificacdo
das linhagens de S. suis. A utilizacdo de reagentes polivalentes, seguida pela utilizacdo de
reagentes monovalentes, torna a técnica mais rapida, permitindo a sorotipificacdo de um
grande numero de linhagens em um curto periodo de tempo (FLORES et al., 1993;
GOTTSCHALK et al., 1993a). No entanto, estudos ja demonstraram reacdo cruzada entre
alguns sorotipos e a existéncia de reacOes inespecificas (GOTTSCHALK et al., 1989;
GOTTSCHALK et al., 1991a). Gottschalk et al. (1989) sugerem que reacGes fracamente
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positivas e multiplas reacdes positivas de uma mesma linhagem devam ser confirmadas
através do teste de reacdo capsular ou do teste de precipitacdo capilar. Além disso, o
preparo dos reagentes e as condi¢fes de cultura sdo pontos criticos para a realizacdo da
tipificacdo capsular (HIGGINS E GOTTSCHALK, 1990). Higgins et al. (1995) sugerem,
portanto, que os laboratorios de diagndstico devam realizar a sorotipificacdo do agente
através da utilizacdo de reagentes para a identificagdo dos sorotipos de 1 a 8 e que as
linhagens n&o sorotipaveis devam ser enviadas a um laboratorio de referéncia.

O isolamento e identificacdo de linhagens provenientes de animais portadores sadios é
uma tarefa mais complicada. A maioria dos animais alberga S. suis em suas tonsilas e
cavidades nasais. Multiplos sorotipos e linhagens ndo sorotipaveis podem estar presentes
no mesmo animal (FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1996a). O maior empecilho com a
utilizacdo de técnicas bacteriologicas € a dificuldade de isolar e localizar as possiveis
colonias de S. suis em amostras naturalmente multi-infectadas como as tonsilas e cavidades
nasais. No caso de amostras provenientes de animais doentes, a linhagem patogénica
geralmente cresce de forma abundante nos meios de cultivo, facilitando seu isolamento e
identificacdo. Portanto, a deteccdo de suinos portadores sadios requer a utilizacdo de
técnicas de biologia molecular, como a PCR (OKWUMABUA et al., 2003; MAROIS et al.,
2007).

A infec¢do por S. suis em humanos provavelmente é sub-diagnosticada, sendo o agente
erroneamente identificado como outro agente de aparéncia colonial similar. Embora a
espécie S. suis se desenvolva nos meios de cultura normalmente utilizados para o cultivo
bacteriano nos casos de meningite, diversos laboratorios de diagnéstico humano néo
possuem conhecimento sobre o S. suis, o qual é frequentemente diagnosticado como
enterococos, Streptococcus pneumoniae, Streptocococcus bovis, estreptococos do grupo
viridans ou mesmo Listeria monocytogenes (LUTTICKEN et al., 1986; MICHAUD et al.,
1996).

Segundo Sobestianski et al. (2001) deve-se realizar diagndstico diferencial para
Doenca de Teschem-Talfan (Paresia Enzootica Benigna); Doenca de Aujeszky; Doenga do
Edema; Listeriose; Doenca do coracdo em amora; infeccdes por Haemophilus parasuis;
infeccdes por Erysipelothrix rhusiophatiae; infecgdes por Actinobacillus suis; intoxicagédo

por cloreto de sddio; infeccdes por Mycoplasma hyosynoviae e Mycoplasma hyorhinis.
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2.1.2.7 Tratamento da infec¢do

O tratamento antimicrobiano, geralmente, tem efeito quando instituido no inicio dos
sintomas. Durante anos, o tratamento de escolha para animais apresentando sintomatologia
foi penicilina e ampicilina injetaveis (SANFORD E ROSS, 1986). Outros agentes
antimicrobianos muito utilizados para o tratamento e prevencdo das infecgdes por S. suis
séo amoxicilina, cefalosporinas, florfenicol, quinolonas e a combinacdo sulfa-trimetoprim.
Estudos sugerem fortemente que a inflamagdo desempenhe um papel significativo na
patogenia da infeccdo (DOMINGUEZ-PUNARO et al., 2007; GOTTSCHALK et al.,
2007). Recomenda-se, portanto, a administracdo de analgésico e anti-inflamatério
juntamente com o antimicrobiano e a medicacdo dos companheiros de baia ou mesmo do
lote inteiro (SOBESTIANSKI et al., 2001). Tenenbaum et al (2008) demonstraram, in vitro,
que a dexametasona previne a degradacdo das celulas epiteliais do plexo coroide,
dificultando a invaséo do S. suis no SNC.

Casos de resisténcia a diversos antimicrobianos tém sido relatados (TURGEON et al.,
1994; WASTESON et al., 1994; AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al., 1998b).
Diferenca no grau de resisténcia tem sido observada entre diferentes paises, sorotipos e ao
longo dos anos (AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al., 1998b; Marie et al.,
2002).

Em estudo realizado por Wisselink et al. (2006), a respeito da susceptibilidade a
antimicrobianos de linhagens de S. suis isoladas de suinos doentes provenientes de sete
paises europeus, todas as linhagens mostraram-se sensiveis ao ceftiofur, enrofloxacino,
florfenicol e penicilina; poucas linhagens (1,30%) mostraram-se resistentes a gentamicina e
os indices de resisténcia a tetraciclina variaram de 25,00% a 85,00% dependendo do
sorotipo da linhagem. Outros estudos, no entanto, demonstraram altas taxas de resisténcia a
penicilina (TARRADAS et al., 1994; SEOL et al., 1996). Vela et al. (2005), em estudo
conduzido com linhagens de S. suis provenientes de suinos doentes na Espanha, obtiveram
87,00% das linhagens resistentes a quatro ou mais antimicrobianos, além de mais de
87,00% de resisténcia a tetraciclina.

Recentemente no Brasil, Salvarani et al. (2008), avaliando a susceptibilidade de 75

linhagens de S. suis provenientes de animais com sintomatologia de meningoencefalite
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contra oito antimicrobianos, demonstraram altos indices de resisténcia a ampicilina
(24,00%), penicilina (21,30%), tetraciclina (14,70%), lincomicina (10,70%) e ao ceftiofur
(20,00%).

Estudos a respeito da susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de S. suis
provenientes de animais sadios também tém sido realizados (BOSCO et al., 2000; HAN et
al., 2001; MARIE et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008; ZHANG et al., 2008; ZHANH et
al., 2009).

O crescente aumento na resisténcia dos patdégenos aos antimicrobianos e a auséncia de
vacinas realmente eficazes fazem com que a terapia antiadesdo seja uma ferramenta
promissora na luta contra esses agentes. Toivanen et al. (2010) relatam que a amora
silvestre (Vaccinium oxycoccos L.) inibe efetivamente a hemaglutinacdo induzida por

linhagens de S. suis.

2.1.2.8 Controle e profilaxia da infec¢do

As medidas de controle visam reduzir a prevaléncia do agente nos animais e nas
granjas e, consequentemente, proteger os proprios animais e 0s seres humanos da infeccéo
pelo S. suis. Em relagdo aos animais, a medicacdo em massa em periodos estratégicos, de
maior probabilidade de ocorréncia de surtos € o mais indicado para o controle das
infeccdes. Medidas de manejo que minimizem os fatores predisponentes devem ser também
estabelecidas assim como medidas de controle dos vetores (ACHA E SZYFRES, 2003).

A erradicacdo do S. suis de uma granja e a eliminagdo do estado de portador dos
animais sdo consideradas, pela grande maioria dos autores, como medidas impossiveis.
Tentativas de eliminar o agente dos animais através do desmame precoce falharam, uma
vez que os leitbes podem ser colonizados logo ap6s 0 nascimento ou mesmo durante o
parto (AMASS et al., 1996a; AMASS et al.,1997). Segundo Amass et al. (1996c), a
antimicrobianoterapia preventiva, sozinha ou em associacdo com o desmame precoce, €
eficaz para impedir ou minimizar os sinais clinicos, porém néo elimina o estado de portador
dos animais. Contraditoriamente, em estudo recente, Swildens et al. (2007) sugerem que 0
S. suis possa ser eliminado das tonsilas de matrizes portadoras, através de medicagdo

combinada com vacinacéo, permitindo o desmame de leitdes livres do agente. A cesariana é
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outro método capaz de produzir leitdes livres do agente, porém, ndo economicamente
viavel (AMASS et al., 1996b). No entanto, a obtencéo de leitdes livres do agente ndo é
sindbnimo de um rebanho livre do agente, uma vez que o S. suis pode estar presente no
ambiente e colonizar os leitdes livres, apos a cesariana ou 0 desmame (ROBERTSON et al.,
1991; MAROIS et al., 2007). Swildens et al. (2005) descreveram uma técnica de PCR
capaz de detectar linhagens sorotipo 2 FE-positivas a partir de amostras de suabes de
tonsilas de animais vivos portadores sadios. Segundo os autores, através da utilizacdo dessa
técnica, programas de erradicacdo e certificacdo de granjas livres de linhagens S. suis
sorotipo 2 FE-positivas podem ser implantados.

O controle da doenca através do uso de vacinas tem sido, geralmente, ineficaz. A
diversidade de sorotipos virulentos, a diferenca de viruléncia entre 0s sorotipos e entre
linhagens de um mesmo sorotipo, a auséncia de protecdo cruzada entre os sorotipos e 0
pouco conhecimento acerca dos fatores de viruléncia e fisiopatologia do agente séo fatores
que dificultam o desenvolvimento de vacinas contra o S. suis (GOTTSCHALK E
SEGURA, 2000).

Diversos estudos vém sendo conduzidos sobre o uso de vacinas vivas atenuadas,
vacinas inativadas, vacinas de subunidade, vacinas autégenas e imunizacdo passiva.
Autores relatam protecdo incompleta com vacinas inativadas, vacinas vivas atenuadas, as
vacinas comerciais disponiveis e vacinas autdgenas, com a necessidade de repetidas
imunizagdes e/ou com eficacia sorotipo ou linhagem dependente (HOLT et al., 1989;
BROWN et al., 1997; BUSQUE et al., 1997; WISSELINK et al., 2002b). Torremorell et al.
(1999) demonstraram reducdo da sintomatologia clinica causada pela infec¢do por S. suis
com a exposicao de suinos jovens a linhagens vivas virulentas. As vacinas baseadas em
material capsular ndo promoveram resultados satisfatorios, uma vez que os polissacarideos
capsulares sdo pouco imunogénicos (ELLIOTT et al., 1980). Diversos experimentos tém se
baseado no desenvolvimento de vacinas de subunidade, utilizando antigenos protéicos do S.
suis, como a suilisina (JACOBS et al., 1996) e as proteinas MRP e FE (WISSELINK et al.,
2001). No entanto, a utilizagdo dessas vacinas é dificultada devido a um substancial nimero
de linhagens virulentas, em algumas regides geograficas, ndo expressarem essas proteinas
(GALINA et al., 1996; GOTTSCHALK et al., 1998; OKWUMABUA et al., 1999). No

momento, ha uma busca incessante por outros antigenos do agente capazes de promover



37

real protecdo aos animais (LI et al., 2006; LI et al., 2007; GENG et al., 2008; FENG et al.,
2009. ZHANG et al., 2009; CHEN et al., 2010; GARIBALDI et al., 2010). No Brasil, um
Unico experimento foi desenvolvido por Salgado et al. (2003). Os autores, ao avaliarem
uma bacterina autdgena contra a meningite estreptocécica em suinos, demonstraram uma
eficcia de 87,50%.

Schmitt et al. (2001) analisaram a influéncia do tratamento antimicrobiano e vacinal na
reducdo da mortalidade em casos de coinfeccdo pelo virus da Sindrome Reprodutiva e
Respiratdria dos Suinos (PRRS) e pelo S. suis. Os autores utilizaram, em grupos diferentes
de animais, como tratamento antimicrobiano, as substancias ceftiofur e ampicilina, além de
vacina comercial viva atenuada contra o virus da PRRS e exposicdo dos animais a dose
controlada de S. suis. Os tratamentos com ceftiofur e exposi¢cdo dos animais a dose
controlada de S. suis foram os unicos capazes de reduzir significativamente a mortalidade

dos animais. Resultados semelhantes foram obtidos por Halbur et al. (2000).

2.1.2.9 Aspectos em saude publica

As infecgdes por S. suis em seres humanos vém sendo consideradas como casos
esporédicos, ao longo dos anos. No entanto, atualmente, a espécie € considerada a causa
mais frequente de meningite bacteriana entre adultos, no Vietna (MAI et al., 2008). A
doenca € uma zoonose ocupacional que corre com maior frequéncia em paises com intensa
atividade suinicola e alto consumo de carne de porco, sendo o agente potencialmente
perigoso para individuos que trabalham diretamente com suinos ou no processamento
industrial e comercializacdo de seus produtos e subprodutos (BUNGENER E BIALEK,
1989; WATKINS et al., 2001).

Os primeiros casos de infeccdo por S. suis em seres humanos foram descritos em 1968,
na Dinamarca (PERCH et al., 1968). A partir de entdo, casos vém sendo descritos ao redor
do mundo (SHNEERSON et al., 1980; ROBERTSON E BLACKMORE, 1989;
TARRADAS et al., 2001; KOPIC et al., 2002; MARIE et al., 2002; STRANGMANN et al.,
2002; HEIDT et al., 2005; MAZOKOPAKIS et al., 2005; YANG et al., 2005; CHANG et
al., 2006; WANGKAEW et al., 2006; CAMPORESE et al., 2007; MARGARET et al.,
2007; KENNEDY et al., 2008; LEE et al., 2008; MANZIN et al., 2008; NAGEL et al.,
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2008; NGHIA et al., 2008; POGGENBORG et al., 2008; RAO et al., 2008; TAIPA et al.,
2008; TRAMONTANA, 2008; VAN DE BEEK et al., 2008; YE et al., 2008; HALESIS et
al., 2009). Em julho de 2005, ocorreu o terceiro surto de infeccdo humana por S. suis tipo 2
na China. Nesse pais, nos Gltimos oito anos, pelo menos 237 pessoas foram infectadas por
esse agente, das quais 53 vieram a 6bito (LUN et al., 2007).

Funcionarios de granjas e abatedouros, pessoas que transportam suinos e carne de
porco, agougueiros, veterinarios, donas de casa e cagadores de javali constituem o0s
principais grupos de risco (WALSH et al., 1992; HUANG et al., 2005; TANG et al., 2006;
MA et al., 2008; RAO et al., 2008). Strangmann et al. (2002), em estudo conduzido na
Alemanha, obtiveram 5,30% dos magarefes portadores de S. suis tipo 2 enquanto que 0
agente ndo foi identificado em amostras de tonsilas de individuos sem contato prévio com
suinos ou carne de porco. Outros estudos confirmaram o isolamento de S. suis a partir de
amostras de tonsilas de magarefes (SALA et al.,, 1989; ROJAS et al., 2001). Estudo
sorolégico recente nos Estados Unidos demonstrou titulos mais elevados de anticorpos
contra S. suis em individuos previamente expostos a suinos (SMITH et al., 2008).
Resultados semelhantes j& haviam sido relatados por Robertson e Blackmore (1989).
Baums et al. (2007) demonstraram que a prevaléncia de S. suis tipo 2 em javalis (11,00%) é
semelhante a encontrada em suinos domésticos (14,00%), confirmando a importancia dos
javalis como fonte de infeccdo para cacadores (ROSENKRANZ et al., 2003).

Como citado anteriormente, a epidemiologia das infecgdes por S. suis € complexa.
Autores relatam casos de infeccdo por S. suis em individuos sem ocupacdo ou contato
ocasional com suinos ou outros animais e sem histérico de alimentacdo por carne de porco
crua ou mal cozida (HIDALGO et al., 2007; MANZIN et al., 2008). Ishigaki et al. (2009)
descreveram um caso de endocardite provavelmente transmitida por um bovino.

Acredita-se que a infeccdo, no homem, ocorra pelas vias percutanea, atraves de cortes,
arranhaduras e abrasdes, respiratoria e digestiva (ARENDS E ZANEN, 1988). O periodo de
incubacdo varia de horas a dois dias (FONGCOM et al., 2001) e a taxa de mortalidade de
menos de 3,00% a 26,00% (LUN et al., 2007; WERTHEIM et al., 2009). A ultima via de
infeccdo parece ser a mais importante para os individuos sem contato com a cadeia

produtiva de suinos. Cheung et al. (2008) demonstraram a presenca de S. suis em 78 das 79
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amostras de carne de porco analisadas provenientes de trés diferentes estabelecimentos
comerciais em Hong Kong.

A principal manifestacdo clinica da infeccéo por S. suis em humanos é uma meningite
purulenta, podendo ocorrer ainda endocardite, peritonite, rabdomidlise, artrite,
espondilodiscite, pneumonia, uveite, endoftalmite e sindrome do choque toxico
(MCLENDON et al., 1978; CHENG et al., 1987; PEETERMANS et al., 1989; HO et al.,
1990; TROTTIER et al., 1991; WALSH et al., 1992; AREND et al., 1995; VILAICHONE
et al., 2002; SUANKRATAY et al., 2004; HEIDT et al., 2005; HUANG et al., 2005;
GOTTSCHALK et al., 2007; LUN et al., 2007; WERTHEIM et al., 2009). Estudos revelam
que a esplenectomia e o alcolismo sdo os dois principais fatores predisponentes para o
desenvolvimento de doenca grave em seres humanos (KOPIC et al., 2002; DE LA HOZ
ADAME et al., 2005). Embora os fatores predisponentes tenham certa importancia, ndo
parecem ser essenciais para o desenvolvimento da doenca, uma vez que diversos casos ja
foram relatados em individuos sem doenca prévia que os predispusessem a imunodepressdo
(CHANG et al., 2006; BAHLOUL et al., 2008; MA et al., 2008; NAGEL et al., 2008;
RUSMEECHAN E SRIBUSARA, 2008; VAN DE BEEK et al., 2008).

O sorotipo 2 é mundialmente considerado como o de maior carater zoonoético, sendo

responsavel pela grande maioria dos casos de meningite em humanos, além de diversas
outras manifestacdes clinicas. O desenvolvimento de bacteremia e meningite, ap6s a
infeccdo, é rapido (ARENDS E ZANEN, 1988; DONSAKUL et al., 2003), embora possa
ocorrer bacteremia macica sem o desenvolvimento de meningite (BUNGENER E BIALEK,
1989).
As sequelas mais comuns da infec¢do meningea sdo o comprometimento coclear-vestibular,
resultando em ataxia e tontura (DONSAKUL et al., 2003) e comprometimento do oitavo
nervo craniano com consequente perda auditiva unilateral ou bilateral (SHNEERSON et al.,
1980). Recentemente, Tan et al. (2010) descreveram o caso de uma chinesa de 70 anos de
idade que desenvolveu perda auditiva bilateral como sequela de meningite por S. suis.

O sorotipo 14 tem sido descrito como o segundo maior causador de doencas em
humanos, ja tendo sido isolado de casos de meningite (HALESIS et al., 2009),
espondilodiscite e bacteremia (POGGENBORG et al., 2008). Casos esporadicos por outros
sorotipos foram relatados, como o sorotipo 1 (VILAICHONE et al., 2002), o sorotipo 4,
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causando meningite (ARENDS E ZANEN, 1988) e o sorotipo 16, isolado de um paciente
viethamita com quadro de anorexia, dor abdominal, hepatoesplenomegalia, ascite e
dificuldade respiratoria (NGHIA et al., 2008). O sorotipo 27 foi isolado, pela primeira vez,
de um humano sadio (ROJAS et al., 2001).

A inspecdo veterinaria de carcacas e da pasteurizacdo do leite, o controle
microbiolégico dos alimentos e a educacdo em Salde Publica dos manipuladores de
alimentos, além do controle do agente nas granjas, s&o medidas importantes para prevenir a
infeccdo humana. Como medidas gerais de controle e profilaxia: higiene pessoal e
ambiental; cuidados com cortes, arranhaduras e abrasfes na pele; evitar contato direto com
animais, suas secre¢des e excrementos; uso de mascaras, luvas e roupas de protecdo ao lidar
com animais, seus produtos e subprodutos; ndo comprar carne de origem desconhecida;
guardar separadamente alimentos crus e cozidos; tratar alimentos crus e cozidos com

diferentes utensilios e cozimento adequado dos alimentos.

2.2 Salmonella spp

2.2.1 Historico e etiologia

Salmonella spp pertence a familia Enterobacteriaceae e tem como habitat natural o
intestino de humanos e animais de sangue quente e frio, podendo sobreviver por longos
periodos, até mesmo anos, no ambiente; solo, 4gua e vegetais (EWING, 1986; LE MINOR,
1972). O género compreende bacilos Gram negativos & microscopia; geralmente moveis;
anaerobios facultativos; ndo formadores de esporos; catalase positivos; oxidase negativos;
fermentadores da glicose geralmente com producdo de gas e com crescimento favorecido
por meios de enriquecimento seletivo (EWIN, 1986; BRENNER, 1992; QUINN et al.,
1994). Esses microrganismos conseguem se desenvolver a temperaturas entre 8°C e 45°C e
pH na faixa de quatro a oito; resistem a desidratacdo por periodos prolongados tanto nas
fezes como em alimentos e suportam bem o congelamento. No entanto, séo bastante
sensiveis a luz e a maioria dos desinfetantes (SOBESTIANSKI et al., 2001).

O género Salmonella é o mais complexo de toda a familia, compreendendo mais de
2.400 sorotipos descritos no atual esquema de Kauffmann-White (POPOFF et al., 1998).
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Os primeiros isolamentos de microrganismos pertencentes ao género foram realizados em
1884, por Gaffki (Bacterium typhosum) e em 1886, por Salmon e Smith (S. choleraesuis).
A nomenclatura e classificacdo do género sempre foi assunto de intensa discussao.
Atualmente, este género é composto por duas espécies; S. enterica e S. bongori (subsp V)
(REEVES et al., 1989). S. enterica, por sua vez, € subdividida em seis subespécies: S.
enterica subsp enterica (subsp 1); S. enterica subsp salamae (subsp Il); S. enterica subsp
arizonae (subsp Il1a); S. enterica subsp diarizonae (subsp I11b); S. enterica subsp houtenae
(subsp 1V) e S. enterica subsp indica (subsp VI) (TINDALL et al., 2005). Cepas de S.
enterica subsp enterica sdo as mais comumente isoladas de humanos e animais de sangue
quente (CDC, 2004a). Essa espécie, finalmente reconhecida como uma legitima espécie do
género Salmonella, em 2005 (TINDALL et al., 2005), compreende a maioria dos mais

importantes sorotipos.

2.2.2 Epidemiologia

Os suinos podem sofrer infec¢do por uma grande variedade de sorotipos. Os sorotipos
S. Choleraesuis, do qual os suinos sdo o principal reservatério, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Typhisuis e S. Dublin sdo os mais frequentemente encontrados causando
doenca clinica nestes animais. Os sorotipos que ndo sdo espécie-especificos se difundem
com facilidade entre as espécies animais e a0 homem (SOBESTIANSKI et al., 2001;
ACHA E SZYFRES, 2003).

A infeccdo por Salmonella spp ocorre mundialmente em todas as espécies animais,
incluindo o homem, geralmente devido a condigdes precarias de higiene e manejo. A
doenca, nos suinos, acomete principalmente animais jovens de dois a quatro meses de
idade, atingindo indices de morbidade e mortalidade de 13,00% a 15,00% e 4,00% a
6,00%, respectivamente. A taxa de mortalidade depende do sorotipo e espécie animal
afetada, podendo chegar a 100,00%, em alguns casos. Os animais infectados sdo a fonte de
infeccdo e a transmissdo pode ocorrer de forma direta, de animal para animal, ou indireta,
por meio de alimentos, 4gua ou ambiente contaminados. Os insetos, particularmente as
moscas, podem atuar como vetores em ambientes muito contaminados. Diversos fatores de

risco relacionados ao animal, ao patdgeno, ambiente e manejo predispdem a ocorréncia da
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salmonelose. Muitos desses fatores predisponentes sdo semelhantes aos descritos para
infeccdes por S. suis, incluindo estresse; idade e estado imunoldgico dos animais; mistura
de animais provenientes de diferentes propriedades; superlotacdo em sistema de
confinamento e ocorréncia de doencas intercorrentes como Peste Suina Classica, infecgdo
por Ascaris suum e deficiéncias nutricionais (SOBESTIANSKI et al., 2001; ACHA E
SZYFRES, 2003).

As salmonelas s&o microrganismos intracelulares facultativos que sobrevivem no
interior do fagolisossomo dos macréfagos, escapando da ac¢do dos anticorpos e do sistema
complemento, induzindo o estado de portador dos animais, importante caracteristica da
salmonelose. Existem trés tipos de animais portadores: portador ativo, o qual elimina os
microrganismos nas fezes de forma constante ou intermitente; portador latente, o qual ndo
elimina os microrganismos nas fezes, porém, tem a infeccéo persistindo nos linfonodos e
tonsilas e portador passivo, aquele que adquire constantemente a infeccdo do ambiente. A
importancia dos portadores latentes é a possibilidade de se tornarem portadores ativos ou
mesmo casos clinicos, alem de ndo serem prontamente identificados pela cultura fecal ou
métodos soroldgicos de diagnéstico (SOBESTIANSKI et al., 2001; ACHA E SZYFRES,
2003). A quantidade de microrganismos eliminada e a persisténcia da infecgdo dependem
da dose infectante. O animal € capaz de eliminar facilmente baixas doses de S.
Choleraesuis, por exemplo, porém, doses moderadas podem persistir, no minimo, por dois
meses no organismo do animal, enquanto altas doses podem resultar em um longo estado
de portador (GRAY et al., 1996). A longa persisténcia do microrganismo geralmente ¢
limitada as tonsilas palatinas, trato intestinal caudal ao jejuno médio e seus linfonodos
(WOOD E ROSE, 1992).

2.2.3 Patogenia da infeccao

As salmonelas possuem diversos fatores de viruléncia importantes para o
desencadeamento da salmonelose. O lipopolissacarideo da parede externa, pili, flagelos,
citotoxinas e enterotoxinas sdo alguns desses fatores (MURRAY, 1986). Apoés a infec¢do
oral, ocorre invasdo da parede intestinal principalmente na regido do ileo, evoluindo até os

linfonodos mesentérios. A partir desse ponto, o desencadeamento da doenca depende de
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fatores relacionados ao estado do animal, manejo e viruléncia das linhagens. A inflamacéo
e necrose da mucosa intestinal provocam ma absorcdo e aumento da permeabilidade
intestinal, desenvolvendo quadro de diarréia. As lesdes e sintomas de septicemia sdo
consequentes & endotoxemia, que ocorre durante a disseminacdo bacteriana
(SOBESTIANSKI et al., 2001).

2.2.4 Manifestacdes clinicas

A salmonelose, basicamente, pode ser descrita como trés entidades clinicas: enterite
aguda, enterite cronica e septicemia. A enterite aguda, caracterizada, principalmente, por
febre alta e diarréia, € mais comumente observada em animais infectados por S.
Typhimurium. Pneumonia e, ocasionalmente, encefalite podem acompanhar essa forma da
doenca. A forma septicémica é geralmente observada em animais infectados por S.
Choleraesuis. Os suinos acometidos por esse sorotipo apresentam manchas vermelho-
escuras e roxas na pele, principalmente no abdome e orelhas, e hemorragias petequiais
subcutaneas. Os sinais nervosos como tremor, fraqueza, paralisia e convulsdo podem estar
presentes. A proporcdo caso-fatalidade nessa forma clinica da doenca geralmente € de
100,00%. A S. Choleraesuis pode ainda provocar uma broncopneumonia semelhante a
pasteurelose e uma pleuropneumonia semelhante a infeccdo pelo Actinobacillus
pleuropneumoniae (SOBESTIANSKI et al., 2001).

2.2.5 Diagnostico

O isolamento e identificacdo do agente sdo necessarios para um diagndstico definitivo.
Testes soroldgicos, quando disponiveis, podem e devem ser usados em conjunto com o
cultivo bacteriologico para aumentar a eficacia do diagnostico (SOBESTIANSKI et al.,
2001; ACHA E SZYFRES, 2003). A sorotipificacdo € realizada em todo o mundo e tem
sido util na identificagdo de casos e no reconhecimento de surtos, inclusive internacionais.
Baseia-se em trés estruturas de superficie do patdgeno: antigeno somatico (O), flagelar (H)
e capsular (Vi) (MURRAY et al., 2007).
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2.2.6 Tratamento da infecgdo

O tratamento da salmonelose consiste em terapia antimicrobiana e terapia de suporte.
O uso de antimicrobianos € controverso. Alguns profissionais sugerem que a terapia
antimicrobiana precoce reduz a mortalidade dos animais, enquanto outros profissionais
acreditam que o uso de antimicrobianos possa prolongar o estado portador dos animais ap0s
a recuperacao clinica, contribuindo para a disseminacdo da doenca. No tratamento dos
suinos, tetraciclinas, estreptomicina, ampicilina, amoxicilina, sulfa-trimetoprim e
enrofloxacino tém sido usados com sucesso (SOBESTIANSKI et al., 2001). Segundo
Murray et al. (2007), a terapia antimicrobiana ndo é recomendada em casos de
gastroenterites ndo complicadas e o teste de sensibilidade a antimicrobianos ndo €
justificado para a finalidade de tratamento, sendo frequentemente valido para a finalidade
de vigilancia e monitoramento do desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana entre
isolados de Salmonella spp.

Multiresisténcia antimicrobiana tem sido relatada em diversos sorotipos de Salmonella
spp (CLOECKAER et al., 2000; GUPTA et al., 2003; BERGE et al., 2004). Graziani et al.
(2008), em estudo da resisténcia antimicrobiana de linhagens de S. Typhimurium,
provenientes de animais e humanos, demonstraram maiores indices de resisténcia das
linhagens contra o0s antimicrobianos ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas e tetraciclina. Resultados semelhantes foram observados no experimento de
Little et al. (2008). No Brasil, estudo conduzido por Castagna et al. (2001) demonstrou
resisténcia de amostras de Salmonella spp aos antimicrobianos sulfonamida, tetraciclina,
clotrimoxazol, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, acido nalidixico, tobramicina,
neomicina, amicacina, cefaclor, gentamicina e ciprofloxacina. Castagna et al. (2001)
relataram ainda que o sorotipo S. Typhimurium foi 0 que apresentou maior resisténcia aos

antimicrobianos em comparagdo com 0s demais sorotipos testados.

2.2.7 Controle e profilaxia da infeccéo

As medidas de controle se assemelham as adotadas para as infecgdes por S. suis. A

eficiéncia da vacinacdo também ¢é discutida. As vacinas disponiveis parecem prevenir a
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forma grave da doenca, porém, ndo impedem a infeccdo e o estado de portador dos animais
(SOBESTIANSKI et al., 2001; ACHA E SZYFRES, 2003).

2.2.8 Aspectos em saude publica

A salmonelose constitui uma importante causa de doenca entérica também em
humanos. Nos Estados Unidos, estima-se que, a cada ano, ocorram um milh&o e 400 mil
casos de salmonelose, dos quais 16.000 resultam em hospitalizagdes e 600 em mortes
(MEAD et al., 1999). Historicamente, os sorotipos S. Typhimurium, S. Enteritidis e S.
Newport tém sido os mais frequentemente isolados e notificados (CDC, 2004a).

Todas as salmonelas podem ser consideradas zoonoses, com excec¢do da S. Typhi e S.
Paratyphi (A e C) que sdo espécie-especificas para o homem. O reservatorio das
salmoneloses zoondticas s8o 0s animais. A transmissdo ao homem pode ocorrer
diretamente pelo contato com animais e, mais raramente, pelo contato com outro homem.
Porém, as infec¢des humanas sdao mais comumente causadas pela ingestdo de alimentos,
agua ou leite contaminados. Praticamente qualquer alimento de origem animal pode ser via
de infecgdo para 0 homem. Os veiculos mais comuns s&o a carne de aves, suinos e bovinos,
e leite (ACHA E SZYFRES, 2003).

No homem, a salmonelose pode ocorrer esporadicamente ou em forma de surtos.
Individuos de qualquer idade podem ser acometidos, porém, a incidéncia € maior em
criancas e idosos. A infecgdo intestinal caracteriza-se, principalmente, por febre, diarréia,
dores abdominais, nausea e vémito, apds um periodo de incubacdo de seis a 72 horas. A
salmonelose entérica geralmente possui um curso benigno com recuperagdo clinica em dois
a quatro dias. O portador convalescente pode eliminar o agente durante semanas e, mais
raramente, durante meses. A infeccdo em criancgas, idosos e pacientes debilitados pode
evoluir para uma bacteremia resultando em complica¢Bes pela disseminacdo bacteriana
para os pulmdes, pleura, articulagdes e endocardio. A doenga extra-intestinal por
salmonelas zoondticas é relativamente pouco frequente. Destaque para S. Choleraesuis,
responsavel por quadro grave de septicemia com febre alta, esplenomegalia e letalidade de
20,00% (ACHA E SZYFRES, 2003).



3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

A

Determinar a ocorréncia de suinos portadores sadios de S. suis em criages da regido de
Botucatu/S.P.;

Determinar a ocorréncia de funcionérios portadores sadios de S. suis em cria¢Oes de
suinos da regido de Botucatu/S.P.;

Determinar a ocorréncia de suinos portadores e/ou excretores sadios de Salmonella spp
em criacOes da regido de Botucatu/S.P.;

Avaliar a ocorréncia de Salmonella spp em suabes das maos dos funcionarios de

criacdes de suinos da regido de Botucatu/S.P.

3.2 Especificos

A

Determinar a ocorréncia de suinos portadores sadios de S. suis nas diferentes categorias
(faixas etarias) em criacOes da regido de Botucatu/S.P.;

Determinar a ocorréncia de suinos portadores sadios de S. suis em suas tonsilas e
cavidades nasais em criacOes da regido de Botucatu/S.P.;

Descrever a distribuicdo de sorotipos de S. suis isolados de suinos portadores sadios em
criacdes da regido de Botucatu/S.P.;

Descrever o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de S. suis
isoladas de suinos portadores sadios em criacOes da regido de Botucatu/S.P.;

Determinar a ocorréncia de suinos portadores e/ou excretores sadios de Salmonella spp
nas diferentes categorias (faixas etarias) em criagdes da regido de Botucatu/S.P.;
Descrever a distribuicdo de sorotipos de Salmonella spp isolados de suinos portadores
sadios em criacOes da regido de Botucatu/S.P.;

Descrever o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de Salmonella

spp isoladas de suinos portadores sadios em cria¢Oes da regido de Botucatu/S.P.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Streptococcus suis

4.1.1 Descricdo das propriedades

As coletas foram realizadas em trés propriedades suinicolas de ciclo completo e
rebanhos variando de 1.000 a 1.500 matrizes, localizadas na regido de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil, designadas A, B e C. Nas granjas A e C, a antimicrobianoterapia é instituida para
prevencdo e controle de doencas bacterianas comuns na suinocultura moderna, inclusive
doengas causadas pelo S. suis. Nenhuma informacéo a esse respeito nos foi fornecida em
relacdo a granja B. Na granja A, a doxiciclina é administrada aos leitdes na primeira e
terceira semana da fase de creche e na primeira e segunda semana da fase de terminacao.
Na granja C, os leitdes recebem amoxicilina do 24° ao 35° dia de vida (fase de creche). A

granja B € a unica que realiza imunizacdo contra o agente.

4.1.2 Coleta e transporte das amostras

Todos os animais amostrados se encontravam clinicamente sadios nos dias de coleta.

Em cada uma das trés granjas visitadas (A, B e C), com o auxilio de suabes estéreis,
foram coletadas amostras de tonsilas palatinas e cavidades nasais de oito matrizes no setor
de maternidade, 32 leitdes de maternidade, 20 leitdes de creche e 20 leitdes de terminacéo,
além de suabes vaginais das oito matrizes e de tonsilas de 17, oito e trés funcionarios,
respectivamente. No total, 28 funcionarios e 240 animais foram amostrados, sendo 24
matrizes no setor de maternidade, 96 leitdes de maternidade, 60 leitGes de creche e 60
leitbes de terminacéo.

Todas as amostras foram transportadas ao Laboratorio em tubos estéreis contendo meio

de transporte de Stuart (OXOID), sob refrigeracdo, imediatamente apds a coleta.
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4.1.3 Processamento microbiolégico das amostras

As amostras foram processadas no Laboratorio de Microbiologia da Disciplina de
Enfermidades Infecciosas dos Animais, sob responsabilidade do Prof. Adj. Dr. Antonio
Carlos Paes, no Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho”, Campus Botucatu/S.P.

O isolamento primario das amostras foi realizado em agar sangue ovino a 5,00%
(OXOID) e agar MacConkey (OXOID), incubados em estufa de cultura bacterioldgica
(FANEM A 502) a 37°C, em condicBes de aerobiose, com leituras diarias por 72 horas.

Ap0s o isolamento primario, trés colbnias suspeitas de S. suis (QUINN et al., 1994),
de cada sitio de isolamento de cada animal amostrado, foram repicadas individualmente
para outra placa de agar sangue para a obtencdo de um crescimento puro e exuberante de
cada linhagem. Essas novas placas de agar sangue foram estocadas em geladeira e as
linhagens novamente repicadas, de quatro em quatro dias, para placas de BHI Agar

(OXOID), até o resultado da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

4.1.4 ldentificacdo genotipica da espécie S. suis

A técnica de PCR foi realizada no Laboratério PANGENE, de responsabilidade do
Prof. Adj. Paulo Eduardo Martins Ribolla, no Departamento de Parasitologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu / S.P.

O protocolo utilizado para a identificacdo genotipica da espécie S. suis esta adaptado
do artigo de Okwumabua et al. (2003). Os autores desenvolveram uma técnica de PCR
especifica para S. suis, baseada no gene codificador da enzima glutamato desidrogenase,
produzindo fragmentos de 688 pb.

A extracdo do DNA (Apéndice 1) foi conduzida utilizando-se a resina chelex-100
(Bio-rad). A amplificacdo foi realizada num volume total de 20 pL utilizando-se, por
amostra: 7uL de agua milli-Q autoclavada; 10 puL de Go Tag® Colorless Master Mix
(Promega); 1 pL do primer JP4 (5’-GCAGCGTATTCTGTCAAACG-3); 1 pL do primer
JP5 (5’-CCATGGACAGATAAAGATGG-3") e 1 pL do DNA extraido, empregando-se 0s
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pardmetros: cinco minutos iniciais de desnaturacdo a 94°C seguidos de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento dos primers a 55°C por um minuto e
extensdao a 72°C por um minuto. Apds completar os 35 ciclos, os microtubos foram
incubados a 72°C por sete minutos para uma etapa final de extenséo.

O DNA extraido de linhagem de referéncia de S. suis sorotipo 2, cedida pelo Prof. Dr.
Marcelo Gottschalk, foi utilizado como controle positivo. Como controle negativo, utilizou-
se agua milli-Q autoclavada.

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada através da eletroforese em gel de
agarose 1,00%, corado com GelRed (2 pL / 40 mL). Os fragmentos foram identificados
com base na utilizacdo do marcador de peso molecular O’GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA
Ladder (FERMENTAS).

4.1.5 Liofilizacdo das linhagens de S. suis

As linhagens geneticamente identificadas como S. suis foram novamente repicadas
para placas de agar sangue para verificacdo de pureza e suspensdo para liofilizacdo,
utilizando-se 2 mL de meio préprio para liofilizagdo, cuja formulacéo (5g de Dextran T-40
SIGMA + 7g de sacarose SYNTH + 1g de L-glutamato de sodio VETEC / 100 mL de agua
milli-Q) nos foi fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo Gottschalk.

Aliquotas de 0,5 mL da suspensdo de cada linhagem foram transferidas
assepticamente para trés frascos tipo penicilina estéreis. As linhagens foram entdo
congeladas a -80°C por 24 horas e transportadas em isopor contendo gelo seco até o
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, de responsabilidade do Prof. Adj. Jesus
Aparecido Ferro, no Departamento de Tecnologia da UNESP / Jaboticabal, onde foram

liofilizadas.

4.1.6 Sorotipificacédo das linhagens de S. suis

A sorotipificagdo das linhagens de S. suis foi realizada no Laboratoire de Recherche

sur Streptococcus suis do Prof. Dr. Marcelo Gottschalk, na Faculté de Médecine
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Vétérinaire da Université de Montréal, através da técnica de coaglutinacdo, segundo
metodologia descrita por Gottschalk et al. (1993a).

As linhagens (n = 262) foram testadas contra os 34 reagentes monoclonais produzidos,
os quais identificam os 35 sorotipos da espécie, atualmente reconhecidos. VVolumes iguais
do reagente e da suspensdo bacteriana foram misturados numa placa de vidro e
homogeneizados com movimentos circulares manuais durante 30 segundos. A placa foi
observada contra um fundo escuro e a reacgdo positiva caracterizada pela ocorréncia de
aglutinacdo. Somente reacfes de 2+ a 4+ que ocorreram até 30 segundos foram
consideradas positivas.

O preparo dos reagentes e das linhagens para a realizacdo da técnica de coaglutinacdo
encontra-se descrito nos Apéndices 2 e 3, respectivamente.

As linhagens que apresentaram mdaltiplas reacGes positivas foram novamente
preparadas e submetidas a nova sorotipificacdo. ApOs a segunda sorotipificacdo, as
linhagens que continuaram apresentando multiplas reaces positivas foram classificadas
como linhagens X,y ou X,y,z de acordo com o nimero dos maltiplos sorotipos identificados
para a linhagem em questé&o.

Foram consideradas linhagens ndo sorotipaveis (NS) as linhagens que nao aglutinaram
quando em contato com todos 0s reagentes (anti-soros) preparados contra todos 0s
sorotipos hoje ja identificados e linhagens autoaglutinantes, as quais aglutinam sozinhas e

com todos os reagentes, impossibilitando a determinacgdo de um sorotipo especifico.

4.1.7 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade das linhagens de S. suis aos antimicrobianos foi
determinado através do método de difusdo pelo sistema de discos, segundo a metodologia
descrita por Bauer et al. (1966).

As linhagens de S. suis foram testadas frente aos antimicrobianos: ampicilina (10 pg);
ceftiofur (30 pg); ciprofloxacino (5 ug); florfenicol (30 ng); enrofloxacino (5 ng);
cloranfenicol (30 pg); norfloxacino (10 pg); sulfa-trimetoprim (25 pg); tetraciclina (30 ug);
amoxicilina-acido clavulanico (30 ug); levofloxacino (5 pg); doxiciclina (30 pg); penicilina
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(10 UI), eritromicina (15 ng), cefalexina (30 pg), azitromicina (15 ug) e clindamicina (2
Hg).

A leitura do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos foi realizada apds 18 - 24
horas de incubagéo das placas a 37°C. A determinacdo do didmetro do halo de inibicéo e
sua interpretacdo foram realizadas seguindo as instrugdes do fabricante dos discos de
antimicrobianos (CEFAR) e de acordo com as normas do National Committee for Clinical

Laboratory Standards / Clinical and Laboratory Standards Institute (2010).

4.2 Salmonella spp

4.2.1 Coleta e transporte das amostras

Todos os animais amostrados se encontravam clinicamente sadios nos dias de coleta.

Amostras de tonsilas palatinas e reto, com o auxilio de suabes estéreis, foram
coletadas de 40 matrizes no setor de maternidade, 160 leitdes de maternidade, 100 leitdes
de creche e 100 leitdes de terminacdo, perfazendo 400 animais, distribuidos em trés
diferentes granjas (A, B, C) localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil. Suabes das
méaos de 23 tratadores de suinos foram também coletados. No entanto, nenhum tratador se
dispds a nos fornecer suas fezes para analise.

Na granja A, foram coletadas amostras de tonsilas palatinas e reto de oito matrizes no
setor de maternidade, 32 leitbes de maternidade, 20 leitGes de creche e 20 leitdes de
terminacgdo, além de suabes das maos de 13 tratadores. Nas granjas B e C, foram coletadas
amostras de tonsilas palatinas e reto de 16 matrizes no setor de maternidade, 64 leitdes de
maternidade, 40 leitbes de creche e 40 leitdes de terminacdo, além de suabes das méos de
sete e trés tratadores, respectivamente.

O transporte das amostras foi realizado como descrito anteriormente no item 4.1.2.

4.2.2 Processamento microbioldgico das amostras

As amostras foram processadas no mesmo Laboratério descrito anteriormente no item
4.1.3.
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O isolamento primario das amostras foi realizado em agar sangue ovino a 5,00%
(OXOID) e agar MacConkey (OXOID), incubados em estufa de cultura bacteriologica
(FANEM A 502) a 37°C, em condicdes de aerobiose, com leituras diérias por 72 horas.

Concomitantemente a semeadura nos meios de isolamento primério, as amostras
foram semeadas nos caldos de enriquecimento seletivo Rappaport Vassiliadis (OXOID) e
caldo Tetrationato (OXOID) com verde brilhante, incubados em estufa de cultura
bacterioldgica a 42°C (Incubadora B.O.D. MARTE MB 155/3) e 37°C (FANEM A 502),
respectivamente, em condi¢fes de aerobiose, por até 24 horas. Aliquotas de ambos os
caldos de enriquecimento seletivo foram semeadas em agar Salmonella-Shigella (ASS -
OXOID), ap6s oito e 24 horas de incubacéo.

4.2.3 ldentificacdo do género Salmonella

A identificacdo do género Salmonella foi realizada segundo Quinn et al. (1994) e
Washington et al. (2008).

As linhagens bacterianas isoladas em agar MacConkey, ndo fermentadoras da lactose
(colbnias de coloragdo transparente) assim como as linhagens isoladas em ASS, néo
fermentadoras da lactose (colénias de coloragdo transparente, com ou sem 0 centro
enegrecido) foram submetidas a provas bioguimicas para enterobactérias, através dos meios
Mili, EPM e Citrato de Simmons (DIFCO), visando determinar os seguintes parametros:
fermentacdo da glicose; produgdo de gas; H.S; enzima urease; L-TD (L-triptofano
desaminase); indol; motilidade; lisina descarboxilase e citrato.

Foram suspeitas de pertencerem ao género Salmonella as linhagens que se
apresentaram positivas para as provas de gas (glicose), H,S, lisina descarboxilase,
motilidade e citrato (variavel) e negativas para urease e indol.

As linhagens de perfil bioquimico caracteristico foram confirmadas como Salmonella
spp atraves da prova de aglutinacdo em lamina com soro polivalente somaético anti-
Salmonella (Probac do Brasil) e prova do malonato negativa (caldo malonato -
MIKROBIOLOGIE).

As linhagens de Salmonella spp foram estocadas em triplicata, em agar Nutriente, para

posterior sorotipificacao.
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4.2.4 Sorotipificacdo das linhagens de Salmonella spp

A sorotipificacdo das linhagens de Salmonella spp foi realizada no Laboratdrio de
Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, sob responsabilidade da Dra.

Délia dos Prazeres Rodriguez, pesquisadora titular do Instituto e chefe do Laboratorio.

4.2.5 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos foi realizado como descrito
anteriormente no item 4.1.7.

As linhagens de Salmonella spp foram testadas frente aos antimicrobianos: ampicilina
(10 pg); ceftiofur (30 pg); ciprofloxacino (5 ug); florfenicol (30 pg); enrofloxacino (5 ug);
cloranfenicol (30 pg); norfloxacino (10 pg); sulfa-trimetoprim (25 pg); tetraciclina (30 ug);
amoxicilina-acido clavulanico (30 pg); levofloxacino (5 pg); doxiciclina (30 png);
gentamicina (10 pg), amicacina (30 pg) e estreptomicina (10 pg).

4.3 Analise Estatistica

Os resultados obtidos para cada propriedade, bem como os resultados gerais do
estudo, foram comparados em tabelas individuais de contingéncia 2 X 2 ou maiores, atraves
dos testes de Qui-quadrado e Exato de Fisher, com intervalo de confianga de 95,00%.

Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (TRIOLA, 2005).



5 RESULTADOS

5.1 Streptococcus suis

5.1.1 Ocorréncia de S. suis em suinos clinicamente sadios

Os resultados referentes a ocorréncia de S. suis nas diferentes propriedades, bem como

nas diferentes categorias amostradas e entre oS sexos dos animas, estdo resumidos na

Tabela 1.

TABELA 1: Ocorréncia de Streptococcus suis em suinos clinicamente sadios provenientes de trés

diferentes propriedades localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil. Diferenca de ocorréncia entre

as propriedades, faixas etarias (categorias) e sexo dos animais.

PROPRIEDADES

A B C Total
Matrizes
n°+/ n°A (%) 8/8(100,00) 6 /8 (75,00) 718 (87,50) 21/24 (87,50)
N°F+ (%) - N°M+ (%) 8 (100,00) - 0 6 (75,00) - 0 7(87,50)- 0 21 (87,50)— 0

Leitbes Maternidade
n°+/ n°A (%)
n°F+ (%) - n°M+ (%)

32/32 - (100,00)
16 (100,00) - 16 (100,00)

26132 (81,25)
14 (87,50) - 12 (75,00)

27132 (84,37)
13 (81,25) - 14 (87,50)

85/ 96 (88,54)
43 (89,58) - 42 (87,50)

Leitdes Creche
n°+/ n°A (%)
n°F+ (%) - n°M+ (%)

17120 (85,00)
7 (70,00) - 10 (100,00)

17120 (85,00)
9 (90,00) - 8 (80,00)

9/ 20 (45,00)
3 (30,00) - 6 (60,00)

43160 (71,66)
19 (39,58) - 24 (50,00)

Leitdes Terminacdo

n°+/ n°A (%) 19 /20 (95,00) 20/ 20 (100,00) 5 /20 (25,00) 44160 (73,33)
N°F+ (%) - n°M+ (%) | 10 (100,00) - 9 (90,00) 10 (100,00) - 10 (100,00) 1 (10,00) - 4 (40,00) 21 (43,75) - 23 (47,92)
Total
n°+ / N°A (%) 76 /80 (95,00) 69 / 80 (86,25) 48 /80 (60,00) 193 / 240 (80,42)

n°F+ (%) - N°M+ (%)

41 (93,18) - 35 (87,50)

39 (88,64) - 30 (83,33)

24 (54,54) - 24 (66,66)

104 (43,33) - 89 (37,08)

n°+: NUmero de animais positivos para S. suis

n°A: NUimero de animais amostrados

(%): Porcentagem

n°F+: Namerp de fémeas positivas para S. suis

n°M+: NUmero de machos positivos para S. suis

Dos 240 animais amostrados, 193 (80,42%) se mostraram positivos para S. suis: 21
matrizes (8,75%); 85 (35,42%) animais em idade de maternidade (43 fémeas e 42 machos);
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43 (17,92%) em idade de creche (19 fémeas e 24 machos) e 44 (18,33%) em idade de
terminacdo (21 fémeas e 23 machos). Em relacdo ao numero de animais amostrados por
categoria, foi isolado S. suis de 87,50% (21/24) das matrizes; 88,54% (85/96) dos animais
em idade de maternidade; 71,66% (43/60) dos animais em idade de creche e 73,33%
(44/60) dos animais em idade de terminacdo. No total, 291 linhagens de S. suis foram
isoladas: 153 (52,58%) linhagens provenientes de amostras de tonsilas; 131 (45,02%)
provenientes de amostras de cavidade nasal e 7 (2,40%) de amostras de vagina (Tabela 1).

Na granja A, dos 80 animais amostrados, 76 (95,00%) se mostraram positivos para S.
suis: oito matrizes (10,00%); 32 (40,00%) animais em idade de maternidade (16 fémeas e
16 machos); 17 (21,25%) em idade de creche (sete fémeas e dez machos) e 19 (23,75%) em
idade de terminacdo (dez fémeas e nove machos). Em relacdo ao nimero de animais
amostrados por categoria, foi isolado S. suis de 100,00% (8/8) das matrizes; 100,00%
(32/32) dos animais em idade de maternidade; 85,00% (17/20) dos animais em idade de
creche e 95,00% (19/20) dos animais em idade de terminacdo. No total, 125 linhagens de S.
suis foram isoladas: 60 (48,00%) linhagens provenientes de amostras de tonsilas; 63
(50,40%) provenientes de amostras de cavidade nasal e 2 (1,60%) de amostras de vagina
(Tabela 1).

Na granja B, dos 80 animais amostrados, 69 (86,25%) se mostraram positivos para S.
suis: seis matrizes (7,50%); 26 (32,50%) animais em idade de maternidade (14 fémeas e 12
machos); 17 (21,25%) animais em idade de creche (nove fémeas e oito machos) e 20
(25,00%) animais em idade de terminacdo (dez fémeas e dez machos). Em relagdo ao
nimero de animais amostrados por categoria, foi isolado S. suis de 75,00% (6/8) das
matrizes; 81,25% (26/32) dos animais em idade de maternidade; 85,00% (17/20) dos
animais em idade de creche e 100,00% (20/20) dos animais em idade de terminacdo. No
total, 107 linhagens de S. suis foram isoladas: 53 (49,53%) linhagens provenientes de
amostras de tonsilas; 51 (47,66%) provenientes de amostras de cavidade nasal e 3 (2,81%)
de amostras de vagina (Tabela 1).

Na granja C, dos 80 animais amostrados, 48 (60,00%) se mostraram positivos para S.
suis: sete matrizes (8,75%); 27 (33,75%) animais em idade de maternidade (13 fémeas e 14
machos); nove (11,25%) em idade de creche (trés fémeas e seis machos) e cinco (6,25%)

em idade de terminacdo (uma fémea e quatro machos). Em relagdo ao nimero de animais
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amostrados por categoria, foi isolado S. suis de 87,50% (7/8) das matrizes; 84,37% (27/32)
dos animais em idade de maternidade; 45,00% (9/20) dos animais em idade de creche e
25,00% (5/20) dos animais em idade de terminacgdo. No total, 59 linhagens de S. suis foram
isoladas: 40 (67,80%) linhagens provenientes de amostras de tonsilas; 17 (28,81%)
provenientes de amostras de cavidade nasal e 2 (3,39%) de amostras de vagina (Tabela 1).

S. suis foi isolado de 21 (87,50%) de um total de 24 matrizes amostradas. Dentre as
trés matrizes negativas, os leitdes de apenas uma se mostraram também negativos. Em
leitdes de trés fémeas positivas foram encontrados 0s mesmos sorotipos isolados das
respectivas matrizes. Apenas trés das sete matrizes portadoras de S. suis no canal vaginal
albergavam linhagens com sorotipos definidos. Linhagens de mesmo sorotipo foram
isoladas dos leitdes de apenas uma dessas matrizes. As situacdes mais frequentes foram
matrizes portadoras de linhagens ndo sorotipaveis com seus respectivos leitdes albergando
linhagens de sorotipos especificos ou matrizes e seus respectivos leitbes albergando
linhagens de diferentes sorotipos.

5.1.2 Isolamento tonsilar versus isolamento nasal

Os resultados do presente estudo, referentes a comparagédo das taxas de isolamento de

S. suis a partir das tonsilas e cavidades nasais dos animais, estdo demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2: Comparagdo das taxas de isolamento de Streptococcus suis a partir das tonsilas e
cavidades nasais de suinos clinicamente sadios provenientes de trés diferentes propriedades localizadas

na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

Propriedades

A B C Total
Animais positivos somente nas tonsilas 13 (16,25%) 18 (22,50%) 31 (38,75%) 62 (25,83%)
Animais positivos somente nas cavidades nasais 16 (20,00%) 16 (20,00%) 8 (10,00%) 40 (16,66%)

Animais positivos em um Unico sitio bioldgico: tonsilas ou 29 (36,25%) 34 (42,50%) 39 (48,75%) 102 (42,50%)
cavidades nasais

Animais positivos nos dois sitios bioldgicos: tonsilas e | 47 (58,75%) 35 (43,75%) 9 (11,25%) 91 (37,92%)
cavidades nasais

Isolamento Tonsilar: animais positivos somente nas 60 (75,00%) 53 (66,25%) 40 (50,00%) 153 (63,75%)
tonsilas + animais positivos nos 2 sitios biolégicos

Isolamento Nasal: animais positivos somente nas 63 (78,75%) 51 (63,75%) 17 (21,25%) 131 (54,58%)
cavidades nasais + animais positivos nos 2 sitios biol6gicos

Dentre o0s 240 animais amostrados, 153 (63,75%) albergavam S. suis em suas tonsilas,

independentemente de albergarem ou ndo o agente em suas cavidades nasais; 131 (54,58%)
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albergavam S. suis em suas cavidades nasais, independentemente de albergarem ou ndo o
agente em suas tonsilas; 102 (42,50%) se mostraram portadores de S. suis em um Unico
sitio bioldgico, ou seja, tonsilas ou cavidades nasais; 91 (37,92%) se mostraram portadores
de S. suis em ambos os sitios bioldgicos amostrados, ou seja, tonsilas e cavidades nasais; 62
(25,83%) foram positivos para 0 agente somente nas tonsilas e 40 (16,66%) foram positivos

para 0 agente somente nas cavidades nasais (Tabela 2).

5.1.3 Distribuicao dos diferentes sorotipos de S. suis isolados de suinos clinicamente

sadios

Dentre as 262 linhagens de S. suis submetidas a sorotipificacdo, 176 (67,18%)
pertencem ao grupo de linhagens NS, sendo possivel a determinacdo do sorotipo em 86
(32,83%) linhagens capsulares.

Os resultados referentes a distribuicdo dos diferentes sorotipos isolados dos animais

amostrados no presente estudo estdo demonstrados na Tabela 3.

TABELA 3: Distribuicdo dos diferentes sorotipos de Streptococcus suis, dentre as 86 linhagens
tipificaveis (encapsuladas), isolados de suinos clinicamente sadios provenientes de trés diferentes

propriedades localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

Propriedades  N° (%) Propriedades  N° (%)

Sorotipos A B C Total Sorotipos A B C Total

5 0 (0,00) 1 (3,60) 0(000) | 1(1,20) |27 8 (25,80) 1 (3,60) 0(0,00) | 9(10,40)
7 2 (6,45) 1 (3,60) 000,00 | 3350 |28 1(3,23) 1 (3,60) 0(0,00) | 230
11 1(3.23) 1 (3,60) 00,00 | 230 |29 0 (0,00) 2(7,10) 0(0,00) [ 2(230)
14 0 (0,00) 1 (3,60) 0(0,00) | 1(1,20) | 30 6 (19,35) 2(7,10) 5(18,50) | 13 (15,10)
15 1(3,23) 0 (0,00) 0(000) | 1(1,20) |34 1(3,23) 0 (0,00) 0(0,00) | 1(1,20)
16 3(9,67) 0 (0,00) 0(0,000 | 3@350) | 1,27 0 (0,00) 0 (0,00) 2(7,40) | 2(230)
18 1(3,23) 1 (3,60) 0(000) | 2(230) [9,2227 1(3,23) 2(7,10) 0(0,00) | 3(3,50)
19 0 (0,00) 1 (3,60) 0000 | 120 |92733 0 (0,00) 0 (0,00) 13,70) | 11,20
20 0 (0,00) 0 (0,00) 133700 | 1@20 |933 0 (0,00) 0 (0,00) 5(18,50) | 5 (5,80)
21 3(9,67) 5 (17,85) 2(7,40) | 10(11,60) | 15,18 0 (0,00) 2(7,10) 0(0,00) [ 2(230)
22 2 (6,45) 5 (17,85) 9(33,40) | 16(18,60) | 17,18,19 1(3,23) 0 (0,00) 0(0,00) | 1(1,20)
24 0 (0,00) 0 (0,00) 2(7.40) | 2(30) | 21,22 0 (0,00) 2(7,10) 0(0,00) [ 2(230)
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O sorotipo 22 (18,60%) foi o mais frequente seguido pelos sorotipos 30 (15,10%), 21
(11,60%) e 27 (10,40%). Os demais sorotipos isolados apresentaram ocorréncias inferiores
a 4,00%, com excecdo do ‘“sorotipo” 9,33 (5,80%). Nao foram isoladas linhagens
pertencentes aos sorotipos 1, 2 e 1/2. No presente estudo, dois sorotipos diferentes foram

isolados de 3,75% dos animais amostrados (Tabela 3).

5.1.4 Susceptibilidade aos antimicrobianos

A Tabela 4 demonstra a proporcao de linhagens de S. suis sensiveis, parcialmente
sensiveis e resistentes frente aos 17 antimicrobianos testados, dentre as 260 submetidas ao

teste de susceptibilidade.

TABELA 4: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de 260 linhagens de Streptococcus suis
isoladas de suinos clinicamente sadios provenientes de trés diferentes propriedades localizadas na

regido de Botucatu / S.P., Brasil.

ANTIMICROBIANOS SENSIVEL PARCIALMENTE SENSIVEL RESISTENTE
n° (%) n° (%) n° (%)
Ampicilina 174 (66,92) 69 (26,54) 17 (6,54)
Amoxicilina + Clavulanato 245 (94,23) 12 (4,62) 3(1,15)
Azitromicina 189 (72,69) 22 (8,46) 49 (18,85)
Cefalexina 219 (84,23) 4 (1,54) 37 (14,23)
Ceftiofur 248 (95,39) 9 (3,46) 3(1,15)
Ciprofloxacino 64 (24,62) 37 (14,23) 159 (61,15)
Clindamicina 6(2,31) 34 (13,08) 220 (84,61)
Cloranfenicol 213 (81,92) 25 (9,62) 22 (8,46)
Doxiciclina 162 (62,31) 70 (26,92) 28 (10,77)
Eritromicina 124 (47,69) 15 (5,77) 121 (46,54)
Enrofloxacino 115 (44,23) 31(11,92) 114 (43,85)
Florfenicol 212 (81,54) 10 (3,85) 38 (14,61)
Levofloxacino 162 (62,31) 16 (6,15) 82 (31,54)
Norfloxacino 46 (17,69) 14 (5,39) 200 (76,92)
Penicilina 127 (48,85) 86 (33,08) 47 (18,07)
Sulfa + Trimetoprim 0 (0,00) 0 (0,00) 260 (100,00)
Tetraciclina 6 (2,31) 0 (0,00) 254 (97,69)
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O teste de sensibilidade aos antimicrobianos demonstrou uma eficacia das drogas
testadas variando de 95,39% a 0,00% e resisténcia das linhagens de S. suis variando de
100,00% a 1,15%. O antimicrobiano que apresentou o maior indice de eficicia contra as
linhagens estudadas foi o ceftiofur (95,39%) seguido pelos antimicrobianos amoxicilina
com clavulanato (94,23%), cefalexina (84,23%), cloranfenicol (81,92%), florfenicol
(81,54%), azitromicina (72,69%), ampicilina (66,92%), doxiciclina (62,31%) e
levofloxacino (62,31%). Os demais antimicrobianos demonstraram eficacia inferior a
50,00%. Mais de 50,00% das linhagens foram resistentes as drogas ciprofloxacino
(61,15%), norfloxacino (76,92%), clindamicina (84,61%), tetraciclina (97,69%) e a
combinacdo sulfa-trimetoprim (100,00%). indices elevados de resisténcia (superior a
30,00%) foram ainda demonstrados para os antimicrobianos levofloxacino (31,54%),
eritromicina (46,54%) e enrofloxacino (43,85%). Diferenca significativa foi observada para
as proporcoes de sensibilidades, entre as propriedades amostradas, para 12 antimicrobianos
dentre os 17 testados: ampicilina, amoxacilina com clavulanato, azitromicina,
ciprofloxacino, cloranfenicol, doxiciclina, eritromicina, enrofloxacino, florfenicol,

levofloxacino, norfloxacino, e penicilina (Tabela4).
5.1.4.1 Multiresisténcia e perfis de resisténcia (resistotypes)
Multiresisténcia, ou seja, resisténcia a trés ou mais antimicrobianos, foi demonstrada

na grande maioria (99,61%) das linhagens de S. suis isoladas no presente estudo, conforme

sumarizado na Tabela 5.
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TABELA 5: Multirresisténcia de linhagens de Streptococcus suis isoladas de suinos clinicamente sadios

provenientes de trés diferentes propriedades localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

n° de Propriedade A Propriedade B Propriedade C Total
Antimicrobianos n° linhagens (%) n° linhagens (%) n° linhagens (%) n° linhagens (%)

3 0 (0,00) 6 (5,94) 0 (0,00) 6 (2,30)
4 11 (10,48) 1(0,99) 0 (0,00) 12 (4,60)
5 11 (10,48) 10 (9,90) 1(1,89) 22 (8,48)
6 0 (0,00) 10 (9,90) 0 (0,00) 10 (3,80)
7 16 (15,24) 9(8,91) 6 (11,32) 31 (11,96)
8 33(31,43) 12 (11,89) 1(1,89) 46 (17,70)
9 9 (8,57) 13 (12,87) 6 (11,32) 28 (10,80)
10 7 (6,66) 20 (19,80) 5(9,43) 32 (12,30)
11 13 (12,38) 4 (3,96) 12 (22,64) 29 (11,19)
12 0 (0,00) 7(6,93) 11 (20,75) 18 (6,90)
13 0 (0,00) 4 (3,96) 7(13,21) 11 (4,20)
14 1(0,95) 0 (0,00) 4 (7,55) 5 (1,90)
15 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
16 4 (3,81) 2(1,98) 0 (0,00) 6 (2,30)
17 0 (0,00) 3(2,97) 0 (0,00) 3(1,57)

Total 105 (40,54) 101 (39,00) 53 (20,46) 259 (99,61)

Dentre as 260 linhagens submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos,
259 (99,61%) apresentaram multirresisténcia: seis (2,30%) linhagens se mostraram
resistentes a trés antimicrobianos; 12 (4,60%) a quatro; 22 (8,48%) a cinco; dez (3,80%) a
seis; 31 (11,96%) a sete; 46 (17,70%) a oito; 28 (10,80%) a nove; 32 (12,30%) a dez; 29
(11,19%) a 11; 18 (6,90%) a 12; 11 (4,20%) a 13; cinco (1,90%) a 14; seis (2,30%) a 16 e
trés (1,57%) linhagens resistentes aos 17 antimicrobianos testados (Tabela 5).

Os perfis de resisténcia (resistotypes) das linhagens de S. suis estudadas foram
construidos usando os 17 antimicrobianos testados. A distribuicdo geral dos resistotypes e

entre 0s principais sorotipos isolados estd demonstrada nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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TABELA 6: Distribuicéo geral dos perfis de resisténcia (resistotypes) de 260 linhagens de Streptococcus suis isoladas de suinos

clinicamente sadios provenientes de trés diferentes propriedades localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

nO

nU

Perfis de Resisténcia (Resistotypes)

Resistotypes Linhagens
1 1 AMP-AZI-CEFT-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-NOR-PEN-SULT-TET
2 6 AMP-AZI-CEFA-CEFT-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
3 2 AMP-AZI-CEFA-CEFT-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
4 1 AMP-AZI-CEFA-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT-TET
5 2 AMP-AZI-CEFA-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
6 1 AMP-AZ|-CEFA-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
7 3 AMP-AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
8 3 AMP-AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-FLO-NOR-PEN-SULT-TET
9 1 AMP-AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
10 2 AMP-AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
11 2 AMP-AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
12 4 AMP-AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
13 2 AMP-AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT-TET
14 3 AMP-AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT
15 6 AMP-CIP-CLI-DOX-ENR-NOR-PEN-SULT-TET
16 28 AMP-CIP-CLI-DOX-NOR-PEN-SULT-TET
17 4 AMP-CIP-CLI-NOR-PEN-SULT-TET
18 12 AMP-AMO-AZI-CEFA-CLI-CLO-ERI-FLO-PEN-SULT-TET
19 3 AMP-AMO-AZI-CEFA-CEFT-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
20 2 AZI-CEFA-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
21 2 AZI-CEFA-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
22 4 AZI-CEFA-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
23 3 AZI-CEFA-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
24 3 AZI-CEFA-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
25 4 AZI-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
26 2 AZI-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-SULT-TET
27 1 AZI-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
28 3 AZI-CIP-CLI-CLO-DOX-ERI-FLO-NOR-SULT-TET
29 11 AZI-CIP-CLI-CLO-ERI-NOR-SULT-TET
30 5 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
31 11 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
32 13 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
33 5 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-SULT-TET
34 5 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
35 2 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT-TET
36 3 AZI-CIP-CLI-ERI-NOR-SULT-TET
37 2 AZI-CIP-CLI-ERI-NOR-PEN-SULT-TET
38 2 AZI-CIP-CLI-ERI-PEN-SULT-TET
39 4 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-SULT-TET
40 1 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
41 5 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
42 11 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
43 4 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
44 3 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-NOR-SULT-TET
45 1 AZI-CIP-ERI-ENR-SULT
46 1 AZI-CLI-ERI-NOR-PEN-SULT-TET
47 6 AZI-CLI-ERI-NOR-SULT-TET
48 1 AZI-CLI-ERI-SULT-TET
49 4 AZI-CLI-ERI-PEN-SULT-TET
50 1 AZI-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
51 2 AZI-CLI-DOX-SULT-TET
52 5 CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
53 7 CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
54 12 CLI-ERI-SULT-TET
55 14 CLI-ERI-NOR-SULT-TET
56 3 CLI-SULT-TET
57 1 CLI-SULT
58 3 ENR-SULT-TET
59 2 ENR-LEV-NOR-SULT-TET

AMP-Ampicilina AMO-Amoxicilina + Clavulanato AZI-Azitromicina CEFA-Cefalexina CEFT-Ceftiofur CIP-Ciprofloxacino
CLI-Clindamicina CLO-Cloranfenicol DOX-Doxiciclina ERI-Eritromicina ENR-Enrofloxacino FLO-Florfenicol

LEV-Levofloxacino NOR-Norfloxacino PEN-Penicilina SULT-Sulfa + Trimetoprim TET-Tetraciclina
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As 260 linhagens de S. suis submetidas ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos foram distribuidas em 59 perfis de resisténcia. Os perfis mais frequentes
(contendo dez ou mais linhagens) foram os de ndmero 16 (AMP-CIP-CLI-DOX-NOR-
PEN-SULT-TET), 18 (AMP-AMO-AZI-CEFA-CLI-CLO-ERI-FLO-PEN-SULT-TET), 29
(AZI-CIP-CLI-CLO-ERI-NOR-SULT-TET), 31 (AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-
PEN-SULT-TET), 32 (AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET), 42 (AZI-CIP-
CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET), 54 (CLI-ERI-SULT-TET) e 55 (CLI-ERI-
NOR-SULT-TET) (Tabela 6).

TABELA 7: Distribuicdo dos perfis de resisténcia (resistotypes) entre sorotipos importantes de
Streptococcus suis isolados de suinos clinicamente sadios provenientes de trés diferentes propriedades

localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

Sorotipos N° Ne Resistotypes
Importantes Antimicrobianos  Linhagens

5 12 1 AMO-AZI-CEFA-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT-TET

7 9 1 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
10 2 AZI-CIP-CLI-DOX-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
11 4 1 CLI-ERI-SULT-TET
7 1 CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
14 7 1 AZI-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
16 11 1 AMP-AMO-AZI-CEFA-CLI-CLO-ERI-FLO-PEN-SULT-TET
19 9 1 AMP-AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-PEN-SULT
21 7 3 CIP-CLI-ERI-ENR-NOR-SULT-TET
7 4 AZ|-CIP-CLI-ERI-ENR-SULT-TET
10 3 AZ|-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
27 9 2 AZ|-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-SULT-TET
10 2 AZI-CIP-CLI-ERI-ENR-LEV-NOR-PEN-SULT-TET
16 5 AMP-AZI-CEFA-CEFT-CIL-CLI-CLO-DOX-ERI-ENR-FLO-LEV-NOR-PEN-

SULT-TET

As linhagens pertencentes aos sorotipos 5, 7, 11, 14, 19 e 21, j& descritas em casos
clinicos em suinos, foram resistentes, respectivamente, a 12, nove a dez, quatro a sete, sete,
nove e sete a dez antimicrobianos. As linhagens de importancia em salde publica, ja
descritas como causadoras de meningite e outras manifestacdes clinicas em humanos,

foram resistentes a sete (sorotipo 14) e 11 antimicrobianos (sorotipo 16) (Tabela7).
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5.1.5 S. suis em humanos

No presente estudo, dentre os 28 funcionarios amostrados, foi detectado um portador
sadio de S. suis em suas tonsilas. A linhagem em questdo pertence ao grupo de linhagens
NS e se mostrou sensivel a ampicilina, amoxacilina com clavulanato, ceftiofur, doxiciclina,
enrofloxacino, levofloxacino e norfloxacino; parcialmente sensivel aos antimicrobianos
ciprofloxacino, penicilina e cloranfenicol e resistente a azitromicina, cefalexina,

clindamicina, eritromicina, florfenicol, sulfa-trimetoprim e tetraciclina.

5.2 Salmonella spp

5.2.1 Ocorréncia e distribuicdo dos sorotipos de Salmonella spp

Os resultados referentes a ocorréncia de portadores sadios de Salmonella spp

encontrada no presente estudo, bem como a distribuicdo dos sorotipos isolados e as

condic0es de isolamento estdo demonstrados na Tabela 8.
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TABELA 8: Numero e caracteristicas dos animais positivos; nimero, sorotipo e sitio e condic¢bes de
isolamento das linhagens de Salmonella spp isoladas de suinos clinicamente sadios provenientes de trés

diferentes propriedades localizadas na regido de Botucatu / S.P., Brasil.

Granja Animais Numero Animais  Sexo Fase de Sitio de Sorotipo Condigoes de
Amostrados linhagens Positivos Criagéo Isolamento Isolamento
isoladas
A 80 5 1 F Maternidade Tonsilas S.C Exame Direto
1 F Creche Tonsilas S. T pT - 8h
S.T pT - 24h
S.T PRV - 8h
S.T PRV - 24h
B 160 4 1 F Matriz Tonsilas S.T pT - 8h
S.T pT - 24h
1 F Matriz Tonsilas S.T pT - 8h
S.T pT - 24h
C 160 10 1 F Terminagéo Tonsilas S.1 pT - 8h
S. | pT - 24h
1 F Terminacéo Tonsilas S. pT - 8h
S.1 pT - 24h
1 F Terminacgdo Reto S. 1 pT - 8h
S.1 pT - 24h
S.1 PRV - 24h
1 F Terminacéo Reto S.1 pT - 8h
S| pT - 24h
S. 1 PRV - 24h
Total 400 19 8 8F 1 Maternidade T>R S.C=1 pT-8h=7
1 Creche T=13 S.T=8 pT-24h=7
2 Matriz R=6 S.1=10 pRV-8h=1
4 Terminacgao pRV -24h =3

F-Fémea(s) T-Tonsilas R-Reto S.C-SalmonellaCerro S. T - Salmonella Typhimurium S. I - Salmonella Infantis
pT - 8h - pés-Tetrationato com 8h de incubagdo pT - 24h - pds-Tetrationato com 24h de incubagéo
pRV - 8h - pds-Rapapport Vassiliadis com 8h de incubagdo pRYV - 24h - p6s-Rapapport Vassiliadis com 24h
de incubagéo

Devido ao baixo isolamento do agente, os resultados serdo apenas descritivos, ndo
sendo expressos em porcentagem.

Dos 400 animais amostrados, oito foram positivos para Salmonella spp, sendo uma
fémea do setor de maternidade, uma fémea do setor de creche, quatro fémeas em fase de
terminacdo e duas matrizes no setor de maternidade. No total, 19 linhagens de Salmonella
spp foram isoladas: 13 provenientes de amostras de tonsilas e seis provenientes de suabes

retais. Dentre as 19 linhagens isoladas, dez correspondem ao sorotipo Salmonella Infantis,
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oito correspondem ao sorotipo Salmonella Typhimurium e uma ao sorotipo Salmonella
Cerro (Tabela 8).

Na granja A, dos 80 animais amostrados, cinco linhagens de Salmonella spp foram
isoladas das tonsilas de dois animais. Dentre as cinco linhagens isoladas, quatro
correspondem ao sorotipo Salmonella Typhimurium e uma ao sorotipo Salmonella Cerro.
O sorotipo Salmonella Cerro foi isolado do exame direto das tonsilas palatinas do primeiro
animal (fémea em fase de maternidade) e as quatro linhagens correspondentes ao sorotipo
Salmonella Typhimurium foram isoladas das tonsilas palatinas do segundo animal (fémea
em fase de creche), sob as seguintes condi¢des: uma linhagem isolada pds-Tetrationato com
oito horas de incubacdo; uma linhagem isolada pds-Tetrationato com 24 horas de
incubacdo; uma linhagem isolada pés-Rapapport Vassiliadis com oito horas de incubacéo;
uma linhagem isolada pds-Rapapport Vassiliadis com 24 horas de incubagéo (Tabela 8).

Na granja B, dos 160 animais amostrados, quatro linhagens de Salmonella spp foram
isoladas das tonsilas de duas matrizes. As quatro linhagens isoladas correspondem ao
sorotipo Salmonella Typhimurium. Duas foram isoladas das tonsilas da primeira matriz
poOs-Tetrationato com oito e 24 horas de incubacdo e duas foram isoladas das tonsilas da
segunda matriz pés-Tetrationato com oito e 24 horas de incubacdo (Tabela 8).

Na granja C, dos 160 animais amostrados, dez linhagens de Salmonella spp foram
isoladas das tonsilas de dois animais e do reto de outros dois animais, totalizando quatro
animais fémeas em fase de terminacdo. As dez linhagens isoladas nessa granja
correspondem ao sorotipo Salmonella Infantis. Duas linhagens foram isoladas das tonsilas
do primeiro animal pés-Tetrationato com oito e 24 horas de incubagdo. Duas linhagens
foram isoladas das tonsilas do segundo animal pés-Tetrationato com oito e 24 horas de
incubacdo. Trés linhagens foram isoladas do reto do terceiro animal: duas pos-Tetrationato
com oito e 24 horas de incubacdo e uma pos-Rapapport Vassiliadis com 24 horas de
incubacdo. Do reto do quarto animal, foram isoladas trés linhagens: duas pos-Tetrationato
com oito e 24 horas de incubacdo e uma pos-Rapapport Vassiliadis com 24 horas de
incubacdo (Tabela 8).
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5.2.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os resultados referentes ao perfil de susceptibilidade das linhagens de Salmonella spp

isoladas dos animais amostrados no presente estudo estdo demonstrados na Tabela 9.

TABELA 9: Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos das 19 Linhagens de Salmonella spp
isoladas de suinos clinicamente sadios provenientes de trés diferentes propriedades localizadas na

regido de Botucatu / S.P., Brasil.

ANTIMICROBIANOS SENSIVEL PARCIALMENTE SENSIVEL RESISTENTE
n° (%) n° (%) n° (%)
Amicacina 19 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Amoxacilina + Clavulanato 19 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Ampicilina 14 (73,68) 0 (0,00) 5(26,32)
Ceftiofur 11 (57,89) 8(42,11) 0 (0,00)
Ciprofloxacino 14 (73,68) 5 (26,32) 0 (0,00)
Cloranfenicol 19 (100,00) 0(0,00) 0 (0,00)
Doxiciclina 0 (0,00) 0(0,00) 19 (100,00)
Enrofloxacino 10 (52,63) 5 (26,32) 4 (21,05)
Estreptomicina 4 (21,05) 10 (52,63) 5 (26,32)
Florfenicol 18 (94,74) 1 (5,26) 0 (0,00)
Gentamicina 19 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Levofloxacino 19 (100,0) 0 (0,00) 0 (0,00)
Norfloxacino 19 (100,00) 0(0,00) 0 (0,00)
Sulfa + Trimetoprim 15 (78,95) 0(0,00) 4 (21,05)
Tetraciclina 10 (52,63) 0(0,00) 9 (47,37)

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos demonstrou uma eficacia dos
antimicrobianos testados variando de 100,00% a 0,00%. Os antimicrobianos amicacina,
amoxacilina com clavulanato, cloranfenicol, gentamicina, levofloxacino e norfloxacino
foram eficazes contra todas as linhagens isoladas. Em contrapartida, todas as linhagens se
mostraram resistentes a doxiciclina. Considerando o resultado parcialmente sensivel como
resistente, uma vez que 0s antimicrobianos com esse resultado ndo sdo aplicaveis ao
tratamento dos animais, apenas uma linhagem se apresentou resistente ao florfenicol;

quatro resistentes a sulfa; cinco resistentes a ampicilina e ciprofloxacino; oito resistentes ao
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ceftiofur; nove resistentes a enrofloxacino e tetraciclina e 15 resistentes a estreptomicina
(Tabela 9).

Multiresisténcia, ou seja, resisténcia a trés ou mais antimicrobianos, foi detectada em
13 das 19 linhagens: quatro linhagens se mostraram resistentes a trés antimicrobianos;

quatro resistentes a cinco; quatro resistentes a seis e uma resistente a oito antimicrobianos.

5.2.3 Salmonella spp em humanos

N&o houve isolamento de Salmonella spp a partir da semeadura dos suabes das méos

dos tratadores.



6 DISCUSSAO

6.1 Streptococcus suis

6.1.1 Ocorréncia de S. suis em suinos clinicamente sadios

S. suis tem como habitat natural o trato respiratério superior, particularmente as
tonsilas e cavidades nasais, bem como os tratos genital e alimentar dos suinos. Os animais
portadores sadios desempenham um importante papel na disseminagao e transmissao do S.
suis para 0s animais susceptiveis, além de funcionarem como fonte de infec¢do para os
funcionérios das granjas e magarefes (HIGGINS E GOTTSCHALK, 2005;
GOTTSCHALK et al.,, 2007). A utilizacdo de diferentes métodos de deteccdo e
identificacdo do agente é, provavelmente, a principal explicacdo para a grande variacdo das
taxas de portadores assintomaticos encontradas nos diferentes estudos. Outras possiveis
explicagOes sdo o tipo de amostras coletadas para analise e a idade dos animais envolvidos
nos estudos (CLIFTON-HADLEY E ALEXANDER, 1980; BRISEBOIS et a., 1990;
FLORES et a., 1993; HAN et al., 2001; MAROIS et al., 2004; SWILDENS et al., 2005;
MAROIS et al., 2007; ZHANG et al. 2009).

Diversos estudos sugerem que as tonsilas palatinas sejam o principal sitio bioldgico no
qual os suinos portadores sadios albergam a espécie S. suis (CLIFTON-HADLEY et al.,
1984; ROBERTSON E BLACKMORE, 1987). Alguns autores sugerem que as tonsilas
inteiras sejam o melhor material a ser coletado para a detec¢do dos portadores sadios, uma
vez que o S. suis tende a formar grupos de bactérias nos tecidos mais internos do 6rgéao
(ARENDS et al., 1984). Swildens et al. (2005), utilizando a técnica de PCR, demonstraram
maior sensibilidade na deteccdo de S. suis sorotipo 2 FE-positivo ao utilizarem tonsilas
inteiras ao invés de suabes de tonsilas. Contraditoriamente, em estudo conduzido por
Marois et al. (2007), suabes de tonsilas foram mais sensiveis que biopsias de tonsilas para a
deteccdo de S. suis em animais vivos. Marois et al. (2004), por sua vez, ndo obtiveram
diferenca significativa entre as trés amostras de tonsilas estudadas (suabes, biopsias e
tonsilas inteiras). Independentemente dos resultados contraditérios relatados nos diferentes
estudos, a coleta de amostras de tonsilas através de suabes € uma préatica mais facil e menos

traumatica, com a qual se tem obtido boa sensibilidade na detec¢do dos portadores sadios.
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As cavidades nasais tém sido também reconhecidas como um bom sitio de
recuperacdo da espécie S. suis (LE MENEC et al., 1985; ROBERTSON E BLACKMORE,
1987; MOREAU et al., 1989; BRISEBOIS et al., 1990).

Matrizes podem transmitir o agente aos leitbes por ocasido do parto, durante a
passagem pelo canal vaginal, sendo consideradas as fontes primérias de infeccdo para os
leitbes (ROBERTSON et al., 1991; AMASS et al., 1996a; AMASS et al., 1997). Os
resultados encontrados referentes ao isolamento de S. suis nas matrizes amostradas e seus
respectivos leitbes (maternidade) se assemelham aos obtidos por Amass et al. (1996a) e
confirmam que, embora as matrizes sejam as fontes primérias de infec¢do para os recém-
nascidos, outras origens do agente sdo também importantes para essa categoria de suinos.

N&o houve diferenca significativa entre o isolamento de S. suis a partir de suinos
machos ou fémeas. Segundo Robertson e Blackmore (1989), o manejo semelhante aplicado
a machos e fémeas nas propriedades explica indices semelhantes de infeccdo pelo agente
em ambos 0S Sexos.

No entanto, diferenca significativa foi encontrada em relacdo a porcentagem de
portadores sadios demonstrada em cada propriedade e entre as categorias amostradas. As
granjas A (95,00%) e B (86,25%) revelaram taxas de portadores assintomaticos bem mais
elevadas do que a encontrada na granja C (60,00%). Além disso, os resultados mostram um
significativo maior isolamento do agente a partir de matrizes e leitbes de maternidade em
relacdo ao isolamento a partir de leitbes de creche e terminacdo. Essas diferencas
significativas encontradas podem ser explicadas pela prejudicada coleta das amostradas na
propriedade C, em funcdo da condicdo precéria das instalacdes de creche e terminagéo, o
que acarretou a contaminagdo da grande maioria das placas de agar sangue referentes as
amostras dos animais de creche e terminagéo, por Proteus spp, nos impedindo de recuperar
coldnias de Streptococcus alfa-hemolitco para a identificacdo da espécie S. suis. Essa
sugestdo de explicacdo é reforcada uma vez que, ao retirarmos os dados referentes a
propriedade C, a diferenca significativa ndo mais é encontrada durante a analise estatistica
dos resultados. Portanto, ao considerarmos somente os dados referentes as propriedades A e
B, onde a coleta das amostras foi adequada, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relagdo a porcentagem de portadores sadios encontrada em cada

propriedade nem entre as categorias amostradas.
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Grande variacdo das taxas de portadores sadios é relatada nos diversos estudos
conduzidos em diferentes paises. Taxas de 94,00% e 75,00% foram relatadas em estudos
conduzidos por Brisebois et al. (1990) e Flores et al. (1993), respectivamente, envolvendo a
anélise de suabes nasais de animais clinicamente sadios com quatro a oito semanas de
idade. Baele et al. (2001), analisando amostras de tonsilas e conchas nasais inteiras de 40
leitdes eutanaziados em idade de desmame, demonstraram 100,00% de prevaléncia para S.
suis nos animais estudados. Curiosamente, Han et al. (2001), em estudo envolvendo
animais em idade de abate, obtiveram apenas 13,80%, dos 406 suabes de tonsilas
analisados, positivos para S. suis.

No estudo realizado por Brisebois et al. (1990), 716 linhagens bioquimicamente
compativeis com S. suis foram recuperadas de 94,00% dos animais sadios amostrados.
Como mencionado anteriormente, linhagens de Streptococcus alfa-hemolitico recuperadas,
principalmente, de animais sadios, podem ser erroneamente diagnosticadas como S. suis,
através da utilizacdo de provas bioquimicas (GOTTSCHALK et al., 1991a). Apds a
realizacdo da sorotipificacdo dessas linhagens, as 164 linhagens capsulares que aglutinaram
com 0s oito anti-soros utilizados na técnica de coaglutinacdo, sdo as Unicas que podemos
considerar, de fato, S. suis. Desta forma, a prevaléncia de animais portadores encontrada no
estudo em questdo cai para 31,00%. No entanto, é possivel que essa prevaléncia seja
subestimada, uma vez que os autores testaram as linhagens isoladas somente contra oito
anti-soros, permitindo a identificacdo de nove sorotipos do agente. As linhagens
classificadas como néo sorotipaveis podem ser linhagens de S. suis pertencentes aos demais
sorotipos do agente, posteriormente descobertos, elevando a prevaléncia. Outro fator que
pode ter influenciado o indice de isolamento do agente foi a utilizagdo de suabes nasais, ao
invés de suabes de tonsilas, uma vez que as tonsilas sdo consideradas, pela maioria dos
autores, como o principal sitio bioldgico de recuperacdo de linhagens de S. suis.

A prevaléncia de portadores sadios (75,00%) demonstrada no estudo de Flores et al.
(1993) parece mais proxima da realidade, uma vez que os autores s6 consideraram como S.
suis as linhagens capsulares que aglutinaram na técnica de coaglutinacdo. No entanto, mais
uma vez, a prevaléncia demonstrada pode estar subestimada pela utilizacdo de 28 anti-

soros, 0s quais diagnosticam 29 sorotipos do agente (e ndo os 35 sorotipos hoje ja
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identificados), além da utilizacdo de suabes nasais e ndo de tonsilas, como ja mencionado
para o estudo de Brisebois et al. (1990).

Han et al. (2001), analisando suabes de tonsilas, obtiveram uma prevaléncia de
portadores assintomaticos de 13,80%, inferior a normalmente encontrada nos demais
trabalhos. Considerando somente as linhagens capsulares que aglutinaram na técnica de
coaglutinagdo como S. suis, a prevaléncia cai para 7,14%.

Prevaléncia de 100,00% foi demonstrada por Baele et al. (2001). Todas as linhagens
isoladas pelos autores foram confirmadas como S. suis através de técnica de
sequenciamento. Maior sensibilidade diagnostica foi alcancada pela analise de tonsilas e
conchas nasais inteiras coletadas apds eutanazia dos animais. No entanto, o ndmero
reduzido de animais amostrados (n = 40) pode estar superestimando a prevaléncia
encontrada no estudo.

Marois et al. (2007) e Zhang e al. (2009) empregaram, em seus estudos, metodologia
diagnostica semelhante a utilizada no presente trabalho. Zhang et al. (2009) utilizaram a
técnica de PCR, com cultivo prévio das amostras como no presente estudo, para a
identificacdo de S. suis e a determinacdo da prevaléncia de porcas portadoras sadias na
China. O estudo foi conduzido com 1.043 bidpsias de tonsilas de porcas com um ano de
idade ou mais velhas provenientes de 13 rebanhos diferentes situados em 10 areas
geogréaficas distintas da China. As prevaléncias obtidas variaram de 19,50% a 93,90% de
acordo com a propriedade. Os autores concluiram que diferencas significativas de
prevaléncia de portadores assintomaticos encontradas em diferentes rebanhos ndo estdo
associadas ao tamanho ou area geografica dos rebanhos. Diferenca significativa entre a
ocorréncia de S. suis demonstrada nas diferentes propriedades foi também encontrada no
presente estudo. Contudo, além da coleta inadequada na propriedade C, poucas
propriedades foram amostradas, as trés possuindo rebanhos de tamanho semelhante, ndo
sendo possivel a analise da influéncia do tamanho do rebanho na ocorréncia de portadores
sadios.

Marois et al. (2007), em estudo envolvendo 480 animais sadios na Franga, compararam
o indice de deteccdo de S. suis a partir de suabes de tonsilas com o indice de deteccdo a
partir de bidpsias de tonsilas, além da sensibilidade da técnica de PCR utilizada com e sem

cultivo e isolamento prévio das amostras. A prevaléncia de portadores sadios encontrada foi
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de 80,58%, tendo sido significativamente maior em leitdes e porcas jovens quando
comparada a prevaléncia observada em porcas mais velhas. Esses resultados sdo
contraditorios aos obtidos por Clifton-Hadley e Alexander (1980), os quais sugerem que 0
indice de portadores sadios & maior entre animais mais velhos. No presente estudo, se
considerarmos todos os animais amostrados, também houve diferenca significativa entre as
faixas etarias amostradas. No entanto, as maiores ocorréncias de S. suis foram encontradas
em matrizes e leitbes de maternidade, demonstrando que os resultados encontrados na
literatura sdo inconclusivos. Diversos outros trabalhos foram realizados com uma Unica
faixa etaria de animais sadios, ndo havendo a possibilidade de analisar a tendéncia de
prevaléncia do agente entre as diferentes categorias (BRISEBOIS et al., 1990; FLORES et
al., 1993; BAELE et al., 2001; HAN et al., 2001; ZHANG et al., 2009). As diferentes faixas
etarias envolvidas nas pesquisas e as diferentes técnicas de deteccdo do S. suis empregadas
acabam por fornecer resultados inconclusivos, impossibilitando uma real comparacéo entre
os estudos. Contudo, considerando a taxa de portadores assintomaticos de um rebanho
como préximo de 100,00% (GOTTSCHALK, 2008 - comunicacio pessoal)” e a inadequada
coleta das amostras realizada na propriedade C, consideramos ndo ter havido diferenca
significativa da ocorréncia de S. suis entre as faixas etarias amostradas no presente estudo.

Marois et al. (2007) demonstraram ainda diferenca significativa entre os resultados
obtidos com as diferentes metodologias de diagnostico empregadas e os diferentes tipos de
amostra de tonsila analisados. No estudo realizado pelos autores, 57,00% das biopsias de
tonsilas e 72,00% dos suabes de tonsilas foram positivos para o agente quando coldnias
suspeitas isoladas foram identificadas posteriormente por PCR. As prevaléncias das
biopsias e suabes de tonsilas positivos aumentaram para 71,00% e 81,00%,
respectivamente, quando a PCR foi realizada sem o cultivo prévio das amostras.

A utilizacdo da PCR sem cultivo prévio das amostras, hoje em dia, possibilita a
identificacdo de um nUmero muito reduzido de sorotipos do agente. Até o presente
momento, primers foram desenvolvidos e técnicas de PCR padronizadas para a
amplificacdo de sequéncias dos genes responsaveis pela producdo da capsula dos sorotipos

2 (e 1/2), 1 (e 14), 7 e 9. Mesmo que primers sejam desenhados para a identificacdo de

“ M. Gottschalk (e-mail, 2008).
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todos os demais sorotipos existentes, 0 compartilhamento de antigenos capsulares comuns
entre os sorotipos 2 (e 1/2) e 1 (e 14), assim como nas provas soroldgicas, ndo permite a
diferenciacdo desses pares de sorotipos através da técnica de PCR (SMITH et al., 1999z;
SMITH et al., 1999b). Hoje, para que possamos realizar um estudo epidemiologico mais
completo, com a pesquisa de todos os sorotipos ja identificados do agente, ha a necessidade
da realizacdo da técnica de coaglutinacdo que, para tal, hd a necessidade de obtencdo de
linhagens de S. suis isoladas, o que é conseguido através de cultivo e isolamento do
material coletado.

No Brasil, até o presente momento, dentro do nosso conhecimento, existem quatro
trabalhos cientificos publicados referentes a prevaléncia de S. suis em suinos portadores
sadios, todos concentrados na prevaléncia do biotipo ou sorotipo 2 (BOSCO et al., 2000;
LARA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; FARIA et al., 2010).

O presente estudo reune a coleta de suabes de tonsilas e cavidades nasais e a detec¢do
do agente através da técnica de PCR com cultivo prévio das amostras, obtendo a mais alta
sensibilidade e especificidade, hoje disponiveis, para a realizagdo de um projeto
epidemioldgico mais completo referente a ocorréncia de S. suis e seus diferentes sorotipos
em suinos clinicamente sadios no Brasil. No entanto, a ocorréncia obtida no presente estudo
pode estar subestimada, uma vez que escolhemos apenas trés colonias suspeitas de cada
sitio bioldgico de cada animal amostrado para a identificacdo da espécie S. suis. Além
disso, como mencionado anteriormente, a inadequada coleta na propriedade C acarretou a
contaminacdo da grande maioria das placas de &gar sangue referentes as amostras dos
leitdes de creche e terminagdo da referida propriedade, inutilizando-as para a detecc¢do do

agente.

6.1.2 Isolamento tonsilar versus isolamento nasal

Diferenca significativa foi encontrada entre o nimero de animais positivos para S. suis
em suas tonsilas (153 - 63,75%) e 0 numero de animais positivos para S. suis em suas
cavidades nasais (131 - 54,58%), e entre 0 nimero de animais positivos somente em suas
tonsilas (62 - 25,83%) e 0 numero de animais positivos somente em suas cavidades nasais
(40 - 16,66%). Estes resultados corroboram com os estudos de Clifton-Hadley et al. (1984)
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e Robertson e Blackmore (1987), sugerindo que as tonsilas sejam o principal sitio bioldgico
no qual os suinos portadores sadios albergam o agente.

No entanto, ao considerarmos somente as propriedades A e B, onde as coletas foram
realizadas adequadamente, nenhuma das diferencas significativas citadas anteriormente foi
observada. Neste caso, 113 (70,65%) animais foram positivos para S. suis em suas tonsilas
e 114 (71,25%) foram positivo em suas cavidades nasais. Além disso, o agente foi isolado
somente das tonsilas de 31 (19,37%) animais e somente das cavidades nasais de 32
(20,00%) animais. Desta forma, se tivéssemos coletado somente suabes de tonsilas ou
somente suabes de cavidades nasais, as ocorréncias encontradas no presente estudo teriam
sido de 63,75% e 54,58%, ao invés de 80,42%, indicando que as cavidades nasais sdo sitios
bioldgicos tdo importantes quanto as tonsilas para a deteccdo de portadores sadios de S.
suis. Moreau et al. (1989) também obtiveram maior sensibilidade na recuperacéo do agente
coletando amostras de ambos os sitios. Outros autores, inclusive, obtiveram melhores
resultados a partir de suabes nasais (LE MENEC et al., 1985).

Resultados interessantes foram encontrados quando comparamos 0 nimero de animais
que albergavam S. suis em um dos sitios bioldgicos, ou seja, tonsilas ou cavidades nasais e
0 numero de animais que albergavam o agente em ambos 0s sitios, ou seja, tonsilas e
cavidades nasais. Na propriedade B, ndo houve diferenca significativa. Na propriedade C,
houve diferenca significativa, com o maior nimero de animais albergando o agente em um
Unico sitio. Na propriedade A, também houve diferenca significativa, portanto, com o
maior numero de animais albergando o agente em ambos 0s sitios biologicos. A anélise do
total de animais amostrados néo revelou diferenca significativa, muito provavelmente pela
diferenca da propriedade A ter anulado a diferenca da propriedade C. No entanto, ao
considerarmos somente as propriedades A e B, onde as coletas foram adequadas, diferenca
significativa foi encontrada, com o maior numero de animais albergando S. suis em ambos
os sitios (51,88%) em comparacdo ao nimero de animais albergando o agente em um unico
sitio (39,38%) bioldgico.



75

6.1.3 Distribuicdo dos diferentes sorotipos de S. suis isolados de suinos clinicamente

sadios

Altas porcentagens de linhagens de S. suis NS, como a encontrada no presente estudo
(67,18%), j& foram descritas por outros autores. Han et al. (2001) demonstraram
prevaléncia de 47,30% de linhagens NS, recuperadas de suinos sadios em idade de abate,
na Coreia. Marois et al. (2007) e Brisebois et al. (1990) descreveram, respectivamente,
prevaléncias de 58,00% e 79,00% para linhagens NS isoladas de animais sadios. Esses
resultados sugerem a perda da capsula durante o processo de preparo das linhagens para a
realizacdo da técnica de coaglutinacdo, a existéncia de linhagens ndo capsulares e/ou a
existéncia de mais de 35 sorotipos da espécie S. suis (GOTTSCHALK, 2010° -
comunicacao pessoal).

Os sorotipos 17, 18, 19, 21 e 22 parecem ser frequentemente recuperados de animais
sadios (GOTTSCHALK et al.,, 1991a; FLORES et al.,, 1993; AMASS et al., 1998;
MAROIS et al., 2007) enquanto diversos estudos demonstram que 0 sorotipo 2 é bem
menos frequente nesses animais (GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993;
AMASS et al., 1996a; AMASS et al., 1998; BAELE et al., 2001; HAN et al., 2001,
MARQOIS et al., 2007; ZHANG et al., 2009). Os sorotipos 17, 18, 19 e 21 somaram quase
40,00% das linhagens encapsuladas isoladas a partir de suinos portadores sadios, em estudo
conduzido por Flores et al. (1993), corroborando com os resultados do presente trabalho, no
qual os sorotipos 18, 19, 21 e 22 somaram 33,70% das linhagens encapsuladas. Marois et
al. (2007), assim como no presente estudo, obtiveram o sorotipo 22 como o mais frequente
dentre os sorotipos identificados e os sorotipos 21, 22 e 23 foram os Unicos isolados por
Amass et al. (1998).

Destaque para o isolamento dos sorotipos 5 (1,20%), 7 (3,50%), 11 (2,30%), 14
(1,20%), 19 (1,20%) e 21 (11,60%), ja implicados em casos clinicos em suinos
(GOTTSCHALK et al., 1993a; MACLENNAM et al., 1996; SALA et al., 1996; LUQUE et
al, 1998a; WISSELINK et al.,, 2000; PAGNANI et al., 2002; COSTA et al., 2005;
DEL’ARCO et al., 2008); para os sorotipos 14 (1,20%) e 16 (3,50%), ja descritos como

causadores de meningite e outras manifestacdes clinicas em humanos (NGHIA et al., 2008;

“ M. Gottschalk (e-mail, 2010).
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POGGENBORG et al., 2008; HALESIS et al., 2009); e para o sorotipo 27 (10,40%),
isolado de um humano sadio, no México (ROJAS et al., 2001).

O isolamento de multiplos sorotipos a partir de um Unico animal foi anteriormente
descrito por alguns autores. Brisebois et al. (1990) isolaram dois sorotipos diferentes de
10,00% dos animais estudados e trés sorotipos de 1,00% dos animais, enquanto que Flores
et al. (1993) demonstraram 38,00% dos animais albergando dois ou trés sorotipos e 6,00%
albergando mais de quatro sorotipos diferentes.

Estudos conduzidos com suinos portadores sadios relatam prevaléncia do sorotipo 2
variando de 0,00% a 4,00% (BRISEBOIS et al., 1990; GOTTSCHALK et al., 1991a;
FLORES et al., 1993; AMASS et al.,, 1996a; AMASS et al., 1998; BAELE et al.,2001,;
HAN et al., 2001; MAROIS et al., 2007; ZHANG et al., 2009). ZHANG et al. (2009),
avaliando amostras de tonsilas de 1.043 animais, provenientes de 13 diferentes granjas na
China, demonstraram prevaléncia do sorotipo 2 variando, de acordo com a granja, de
1,20% a 10,20%. A prevaléncia de 10,20% demonstrada pelos autores em uma das
propriedades, embora mais elevada do que as encontradas nos demais estudos, ainda € bem
inferior a prevaléncia relatada nos estudos conduzidos com amostras provenientes de
animais doentes (HIGGINS et al., 1990; DEL’ARCO et al., 2008).

No Brasil, até o presente momento, dentro do nosso conhecimento, existem quatro
trabalhos cientificos publicados referentes a prevaléncia de S. suis em suinos portadores
sadios, todos concentrados na prevaléncia do biotipo ou sorotipo 2 (BOSCO et al., 2000;
LARA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; FARIA et al., 2010). BOSCO et al. (2000), em
Botucatu, e LARA et al. (2007), em Santa Catarina, trabalhando com animais sadios,
utilizaram provas bioquimicas para a diferenciacdo do biotipo 1 e biotipo 2. LARA et al.
(2007) se referem ao biotipo 2, equivocadamente, como S. suis sorotipo 2. Como
mencionado anteriormente, a classificacdo de linhagens de S. suis em biotipo 1 e 2, com
base em provas bioquimicas, é inapropriada (GOTTSCHALK et al., 1991a). Além disso,
biotipo ndo é o mesmo que sorotipo e, até hoje, nenhum padrdo bioquimico pdde ser
associado a um sorotipo especifico (PERCH et al., 1983; GOTTSCHALK et al., 1989;
GOTTSCHALK et al., 1991b; HIGGINS et al.,, 1995). Portanto, as prevaléncias
encontradas nos estudos de BOSCO et al. (2000) e LARA et al. (2007) ndo devem, no

nosso entendimento, ser consideradas como prevaléncias de S. suis sorotipo 2.
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OLIVEIRA et al. (2008) e FARIA et al. (2010), em estudos realizados com animais
sadios em idade de abate no Estado do Mato Grosso, pesquisaram a prevaléncia de S. suis
sorotipo 2 através da técnica de PCR utilizando os primers cps2J (MAROIS et al., 2004).
No entanto, em ambos 0s estudos, 0s autores ndo comentam que esses primers identificam
tanto o sorotipo 2 como o sorotipo 1/2. Portanto, a prevaléncia descrita nesses estudos, na
verdade, ¢ a prevaléncia do sorotipo 2 somada a prevaléncia do sorotipo 1/2, uma vez que
0s autores ndo mencionam a realizacdo da sorotipificacdo para a posterior diferenciagdo

entre os dois sorotipos.

6.1.4 Susceptibilidade aos antimicrobianos

A protecdo incompleta fornecida pelas vacinas atualmente disponiveis torna a
antimicrobianoterapia uma prética rotineira nas propriedades de suinos, com o objetivo de
tratamento e/ou controle das diversas doencas comuns a esses animais, inclusive as
causadas pela especie S. suis. Os agentes antimicrobianos mais utilizados para tratamento e
prevencdo das infeccdes por S. suis sdo penicilina, amoxicilina, ampicilina, cefalosporinas,
florfenicol, quinolonas e a combinag&o sulfa-trimetoprim (SOBESTIANSKY et al., 2001).

Resisténcia bacteriana a diferentes antimicrobianos tem sido relatada em diversos
trabalhos envolvendo linhagens de S. suis provenientes de casos clinicos (TARRADAS et
al., 1994; TURGEON et al., 1994; WASTESON et al., 1994; SEOL et al., 1996;
AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al., 1998b; MARIE et al., 2002; VELA et al.,
2005, WISSELINK et al., 2006; SALVARANI et al., 2008). No entanto, poucos trabalhos
vém sendo realizados referentes a susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens
isoladas de animais portadores sadios (BOSCO et al., 2000; HAN et al., 2001; MARIE et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008; ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Diferenga
no grau de resisténcia tem sido observada entre diferentes paises, sorotipos e ao longo dos
anos (AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al., 1998b; MARIE et al., 2002;
WISSELINK et al., 2006). A diferenca observada entre os paises pode ser justificada pela
diferenca entre as linhagens estudadas ou pelas diferentes metodologias aplicadas para a

realizacdo do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (HAN et al., 2001).



78

Diferentes técnicas de avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens
de S. suis tém sido utilizadas nos diversos estudos (BOSCO et al., 2000; HAN et al., 2001;
ZHANG et al., 2008). Marie et al. (2002) estudaram a susceptibilidade de 135 linhagens de
S. suis isoladas de suinos doentes, clinicamente sadios e humanos a 13 antimicrobianos,
através dos métodos de microdiluicdo (MDM) e difusdo pelo sistema de discos (DDM),
utilizando agar Mueller-Hinton (MH) suplementado com sangue desfibrinado caprino
(MHSB) e soro equino (MHHS). Os autores obtiveram resultados semelhantes para todos
0s antimicrobianos testados através do DDM usando MHSB e MHHS, exceto para
penicilina G. Um significativo nimero de linhagens, classificadas como parcialmente
sensiveis com o uso do MHSB, foram classificadas como sensiveis com o uso do MHHS.
Diferencas significativas foram observadas entre os dois métodos, DDM e MDM para
estreptomicina e bacitracina. Nenhuma correlacdo pdde ser feita entre as propor¢des de
sensibilidade de linhagens de S. suis isoladas de animais doentes (n = 83), animais sadios (n
= 27) ou humanos (n = 25). No entanto, diferenca significativa foi encontrada entre os
perfis de susceptibilidade de linhagens sorotipo 2 e linhagens de outros sorotipos.
Contraditoriamente, Han et al. (2001) ndo observaram correlagdo entre a susceptibilidade
aos antimicrobianos e sorotipos do agente.

No presente estudo, o perfil de susceptibilidade das linhagens de S. suis aos
antimicrobianos foi determinado através do método de difusdo pelo sistema de discos,
metodologia mais difundida no Brasil, utilizando agar MH suplementado com sangue
bovino.

Os dois antimicrobianos aos quais as linhagens se mostraram mais resistentes foram a
tetraciclina (97,69%) e a combinagdo sulfa-trimetoprim (100,00%). indices elevados de
resisténcia foram demonstrados para a tetraciclina, em estudos conduzidos por Vela et al.
(2005) (95,40%) e Wisselink et al. (2006) (75,00%), envolvendo linhagens clinicas.
Contraditoriamente ao resultado obtido no presente estudo, Vela et al. (2005) e Wisselink et
al. (2006) demonstraram indices baixissimos de resisténcia para a combinagdo sulfa-
trimetoprim (0,00% e 6,00%), respectivamente.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os de outros estudos envolvendo
linhagens de S. suis isoladas de animais portadores sadios (HAN et al., 2001; MARIE et al.,
2002; ZHANG et al., 2009). Em estudo realizado por Marie et al. (2002), todas as
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linhagens foram classificadas como sensiveis a amoxicilina, ceftiofur e florfenicol. Han et
al. (2001) obtiveram altos indices de sensibilidade a amoxicilina e ceftiofur enquanto
Zhang et al. (2008) também demonstraram mais de 50,00% das linhagens resistentes a
clindamicina (68,40%), tetraciclina (91,70%) e sulfa-trimetoprim (59,10%). No entanto, 0s
autores descreveram resisténcia bem mais elevada ao ceftiofur (22,10%) do que a descrita
no presente estudo (1,15%). Linhagens isoladas de animais doentes ou sadios, com alto
indice de resisténcia a tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas e sulfonamidas, j& foram
amplamente relatadas (PRIETO et al., 1994; AARESTRUP et al., 1998a,b).

O antimicrobiano mais eficaz dentre os beta-lactamicos foi a amoxicilina com
clavulanato (94,23%), seguido pela cefalexina (84,23%), ampicilina (66,92%) e penicilina
(48,85%). Baixos indices de resisténcia foram observados para amoxicilina com
clavulanato (1,15%) e ampicilina (6,54%) enquanto que indices relativamente mais
elevados foram demonstrados para a cefalexina (14,23%) e penicilina (18,07%). indices de
sensibilidade muito semelhantes para ampicilina (66,00%) e penicilina (42,30%) foram
descritos por Zhang et al. (2009). Os autores demonstraram ainda niveis relativamente mais
baixos de resisténcia a penicilina (9,50%). Contraditoriamente ao presente estudo, 100,00%
das linhagens foram sensiveis a penicilina, em estudo conduzido por Marie et al. (2002).

A penicilina e a ampicilina foram, ao longo dos anos, os antimicrobianos de escolha
para o tratamento das infec¢des por S. suis (SANFORD E ROSS, 1986). O nimero elevado
de linhagens néo sensiveis a penicilina (52,05%) e a ampicilina (33,08%) é particularmente
importante. Os altos indices de linhagens, recentemente isoladas, parcialmente sensiveis a
penicilina (33,08%) e a ampicilina (26,54%), descritos no presente trabalho, sugere futuro
aumento no indice de resisténcia a esses antimicrobianos.

Resultados semelhantes foram obtidos para outros antimicrobianos, demonstrando
indices medianos (> 10,00%) de linhagens parcialmente sensiveis as drogas ciprofloxacino
(14,23%), clindamicina (13,08%), doxiciclina (26,92%) e enrofloxacino (11,92%). Esses
resultados indicam que esses antimicrobianos, inclusive a penicilina e a ampicilina citados
anteriormente, ndo devam mais ser empiricamente utilizados para o tratamento e/ou
controle de infeccbes por S. suis, sugerindo a realizacdo periddica do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos das linhagens recuperadas de animais doentes e

portadores sadios, para tratamento e controle, respectivamente.
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O indice de resisténcia ao antimicrobiano enrofloxacino encontrado no presente estudo
(43,85%) foi mais elevado do que o encontrado por Zhang et al. (2009) (32,80%) e,
inclusive, mais elevado do que os encontrados em estudos realizados com linhagens
provenientes de animais doentes na Espanha (2,00%) (VELA et al., 2005) e outros paises
europeus (0,00%) (WISSELINK et al., 2006).

A porcentagem de linhagens sensiveis ao cloranfenicol (81,92%), antimicrobiano de
uso proibido em animais de producdo, foi praticamente igual a de linhagens sensiveis ao
florfenicol (81,54%), analogo estrutural substituto do cloranfenicol, muito utilizado para
tratamento de doencas respiratdrias dos suinos. No entanto, a resisténcia ao florfenicol
(16,61%) foi quase duas vezes a resisténcia descrita para o cloranfenicol (8,46%) e, ainda,
superior a demonstrada para linhagens clinicas (WISSELINK et al., 2006) (0,00%). indices
mais elevados de resisténcia aos dois antimicrobianos foram relatados por Zhang et al.
(2009).

No presente estudo, a tetraciclina apresentou um indice de resisténcia (97,69%)
extremamente elevado, semelhante ao observado por Zhang et al. (2009). O percentual de
sensibilidade da doxiciclina foi surpreendentemente alto (62,31%) quando comparado com
0 encontrado por Marie et al. (2002) (21,00%). Dentre as quinolonas, o maior indice de
resisténcia foi observado para o antimicrobiano norfloxacino (76,93%).

A eficacia dos representantes da classe dos macrolideos variou consideravelmente. A
azitromicina apresentou eficécia de 72,69% e a eritromicina de 47,69% contra as linhagens
de S. suis isoladas dos animais amostrados no presente estudo enquanto que 18,85% e
46,54% das linhagens foram resistentes a azitromicina e eritromicina, respectivamente. Alta
resisténcia a clindamicina (84,61%), representante das lincosamidas, foi observada no
presente estudo. Esses resultados sdo compativeis com os obtidos em estudo realizado por
Marie et al. (2002), no qual indices elevados de resisténcia a macrolideos e lincosamidas

foram também observados.

6.1.4.1 Multiresisténcia e perfis de resisténcia (resistotypes)

A porcentagem de linhagens multiresistentes encontrada no presente estudo (99,61%)

foi superior a demonstrada por Zhang et al. (2009) (80,10%), além das descritas nos
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trabalhos envolvendo linhagens provenientes de casos clinicos (KATAOKA et al., 2000;
VELA et al., 2005). Os perfis de resisténcia mais prevalentes nos estudos de Vela et al.
(2005) e Zhang et al. (2009) sdo formados por quatro e cinco antimicrobianos,
respectivamente, enquanto que o perfil de resisténcia mais prevalente no presente estudo é
constituido por oito antimicrobianos. Vela et al. (2005) descreveram 87,40% e 6,00% das
linhagens resistentes a pelo menos quatro e seis antimicrobianos, respectivamente enquanto
Zhang et al. (2009) obtiveram 56,50% das linhagens resistentes a pelo menos seis
antimicrobianos. No presente estudo, 97,70% e 84,62% das linhagens de S. suis submetidas
ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foram resistentes, respectivamente, a pelo
menos quatro e seis antimicrobianos, indices bem mais elevados quando comparados com
os demais estudos, indicando o uso indiscriminado dos antimicrobianos no Brasil.

Os sorotipos de importéncia ja descrita na literatura mundial e nacional, causadores de
doencas clinicas em suinos e humanos, apresentaram resisténcia a quatro a 12
antimicrobianos. Além disso, as linhagens pertencentes ao sorotipo 27, ja isolado de um
humano sadio, apresentaram resisténcia a nove, dez ou 16 antimicrobianos. Esses dados
sugerem uma possivel dificuldade no tratamento tanto de animais quanto de humanos que
possam, eventualmente, se infectar e manifestar quadro clinico por linhagens de S. suis

pertencentes a esses SOI‘OtipOS.

6.1.5 S. suis em humanos

As infecgdes por S. suis parecem ndo representar um problema sério em salde publica
devido a falta de relato de casos em muitos paises. No entanto, sabe-se que a infecgdo por
S. suis, em humanos, é sub-diagnosticada, sendo o agente muitas vezes confundido com
outros agentes bacterianos (LUTTICKEN et al., 1986; MICHAUD et al., 1996).
Atualmente, a espécie € considerada a causa mais frequente de meningite bacteriana entre
adultos, no Vietna (MAI et al., 2008). A doenca € uma zoonose ocupacional que ocorre
com maior frequéncia em paises com intensa atividade suinicola e alto consumo de carne
de porco, sendo o agente potencialmente perigoso para individuos que trabalham
diretamente com suinos ou no processamento industrial e comercializagdo de seus produtos
e subprodutos (BUNGENER E BIALEK, 1989; WATKINS et al., 2001), como
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funcionarios de granjas e abatedouros, pessoas que transportam suinos e carne de porco,
acougueiros, veterinarios, donas de casa e cacadores de javali (WALSH et al., 1992;
HUANG et al., 2005; TANG et al., 2006; MA et al., 2008; RAO et al., 2008).

Kumate e Gutiérrez (1978) definem portador como o individuo que alberga o agente
infeccioso sem apresentar manifestacfes clinicas. Segundo os autores, a confirmacdo do
estado de portador de um individuo deve ser realizada através de isolamento e identificacdo
do agente em questdo. Poucos estudos epidemioldgicos envolvendo humanos foram
realizados, mundialmente, até o presente momento, com a grande maioria envolvendo
magarefes. Strangmann et al. (2002), em estudo conduzido na Alemanha, obtiveram 5,30%
dos magarefes portadores de S. suis tipo 2 em suas tonsilas. Outros autores relataram
também o isolamento de S. suis a partir de amostras de tonsilas desse mesmo grupo de risco
(SALA et al., 1989; ROJAS et al., 2001). Rojas et al. (2001), no México, isolaram quatro
linhagens de S. suis de magarefes, uma pertencente ao sorotipo 2, outra ao sorotipo 27 e
duas linhagens NS.

Estudo soroldgico realizado por Robertson e Blackmore (1989), na Nova Zelandia,
comparando a soropositividade para S. suis de alguns grupos de risco, demonstrou 10,00%
dos inspetores de carne de porco e 21,00% dos produtores de suinos soropositivos para o
agente. No entanto, apenas um estudo epidemiolégico envolvendo cultivo de amostras de
tonsilas de funcionarios de granjas foi realizado por Amass et al. (1998). S. suis ndo foi
detectado em nenhum humano.

O funcionario do qual a linhagem de S. suis foi isolada é um portador sadio que pode
propagar o agente e atuar como fonte de infec¢do, bem como desenvolver quadro clinico
qguando sofrer queda de sua imunidade por ocasido de outras enfermidades
imunossupressoras, desnutricdo ou outros fatores. Embora classificada como uma linhagem
NS, pode se tratar de um sorotipo ainda desconhecido e causar quadro clinico no individuo

portador.
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6.2 Salmonella spp

6.2.1 Ocorréncia e distribuicdo dos sorotipos de Salmonella spp

O isolamento de Salmonella spp a partir dos linfonodos mesentéricos e tonsilas,
segundo Damman et al. (1999), indica o estado de portador dos animais enquanto que o
isolamento do agente a partir das fezes indica o estado excretor dos animais.

A coleta de fezes individuais dos animais e fezes de lote tem sido a metodologia mais
utilizada para determinar a presenca de animais portadores de Salmonella spp nas granjas
de criacdo de suinos (MICHAEL et al., 2002; WEISS et al., 2002; WILKINS et al., 2010).
Estudos iniciais da excrecdo deste microrganismo por suinos basearam-se na realizacdo de
suabes retais de animais transportados ao matadouro (WILLIAM E NEWELL, 1970).

Weiss et al. (2002) analisaram a ocorréncia de Salmonella spp em suinos de
terminacdo no Estado do Rio Grande do Sul. Os autores coletaram amostras de fezes
individuais dos animais e fezes de lote nas granjas e suabe retal, contetdo intestinal e
linfonodos mesentéricos, dos mesmos animais, ao abate. Das amostras de fezes coletadas
nas granjas, 6,40% das fezes de lote e 5,30% das fezes individuais foram positivas para
Salmonella spp, enquanto que, ao abate, foi possivel o isolamento do agente a partir de
5,30% dos conteudos intestinais e 5,60% dos linfonodos mesentéricos. O lote com maior
numero de animais positivos na granja correspondeu aquele com maior numero de
isolamento do agente no abatedouro. No entanto, nenhum animal foi detectado como
portador e/ou excretor através do cultivo e isolamento de suabes retais. Esta observacdo
estd de acordo com outros estudos que concluiram que a coleta de suabes retais € um
método eficiente para o isolamento de Salmonella spp a partir de casos clinicos. Para a
deteccdo de animais portadores, onde o titulo de bactérias excretadas nas fezes é geralmente
baixo, este método torna-se pouco sensivel (HURD et al. 1999). Nielsen e Baggesen (1997)
afirmaram que a quantidade de fezes semeadas nos meios de cultivo tem relag&o direta com
a sensibilidade no isolamento de Salmonella spp.

Os procedimentos microbioldgicos para o isolamento de Salmonella spp de amostras
de fezes geralmente incluem etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento em caldo

seletivo, plaqueamento em meio semi-solido, andlise bioquimica e sorotipificacdo
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(LITCHFIELD, 1973). As etapas de enriquecimento em caldo seletivo e plaqueamento em
meios semi-solidos sdo utilizadas para auxiliar na recuperacdo e no desenvolvimento da
bactéria de interesse e para inibir o crescimento de microrganismos competidores
(FERNANDES et al., 2004). Segundo Waltman (1998), ha trés tipos de meios de
enriquecimento: caldo Rappaport-Vassiliadis, caldo selenito e caldo tetrationato. A escolha
do melhor caldo para deteccdo ou recuperacdo de Salmonella spp de amostras de fezes €
dificil, principalmente, devido a falta de resultados conclusivos descritos na literatura
(FRESCHI et al., 2005; PAIVA et al., 2006; SILVA et al., 2008). Murray et al. (2007)
sugerem ainda diferenca de sensibilidade entre os diferentes caldos de enriquecimento, para
a deteccdo do agente, de acordo com os sorotipos, dificultando ainda mais o delineamento
da metodologia diagndstica.

No presente estudo, as ocorréncias de suinos portadores e excretores sadios,
provenientes de trés diferentes granjas localizadas na regido de Bortucatu, Sdo Paulo, foram
avaliadas através da coleta de suabes de tonsilas e reto, respectivamente. As baixas
ocorréncias encontradas, quando comparadas as demonstradas nos demais estudos
(MICHAEL et al., 2002; WEISS et al., 2002; WILKINS et al., 2010), podem ser explicadas
pela coleta de suabes retais ao invés de fezes, a ndo realizacdo da etapa de pré-
enriquecimento e a realizacdo de uma Unica coleta por propriedade.

Michael et al. (2002), no Rio Grande do Sul, trabalhando em uma propriedade de
suinos de terminagdo, demonstraram diferenca significativa na detecgdo de Salmonella spp
a partir de amostras de fezes, entre as duas coletas. A excrecdo de Salmonella spp pelos
suinos portadores ocorre geralmente de forma intermitente (FEDORKA-CRAY, 1996), o
que poderia explicar a discrepancia entre os resultados das duas coletas. Neste sentido, tem
sido observado que a repeticdo de amostragens numa mesma propriedade leva ao aumento
do ndmero de animais positivos detectados (CARLSON E BLAHA, 1998).

No estudo de Wilkins et al. (2010), foi encontrada diferenca significativa na
ocorréncia de Salmonella spp entre as faixas etarias amostradas, com a maior ocorréncia
detectada nas matrizes (43,00%), seguindo-se os leitGes de creche (29,00%) e leitdes de
crescimento-terminacdo (28,00%), indicando que um numero significativamente maior de
matrizes se comportava, no momento da coleta, como animais excretores de Salmonella

spp. Os autores isolaram 19 sorotipos diferentes e multiplos sorotipos de uma mesma



85

propriedade e de um mesmo animal. Os cinco sorotipos mais prevalentes foram S. Derby
(28,50%), S. Typhimurium var. Copenhagen (19,40%), S. Putten (11,70%), S. Infantis
(6,70%) e S. Mbandaka (6,20%). Diferenca significativa foi observada na distribui¢do dos
sorotipos isolados entre as faixas etarias dos animais amostrados.

No Brasil, a maioria dos estudos epidemioldgicos tem se concentrado em suinos de
terminacdo (MICHAEL et al., 2002; WEISS et al., 2002) ou animais abatidos (BESSA et
al., 2004; CASTAGNA et al., 2004; CASTAGNA et al., 2005; SCHWARZ et al., 2009;
SEIXAS et al.,, 2009; SILVA et al., 2009). Ndo encontramos, dentro da literatura
consultada, estudo que tenha investigado a distribuicdo de sorotipos de Salmonella spp em
todas as fases de criacdo dos suinos no Brasil.

No presente estudo, 19 linhagens do agente, pertencentes a trés diferentes sorotipos,
foram isoladas de oito animais, dentre os 400 amostrados; seis provenientes de suabes de
tonsilas e duas de suabes retais. N&do houve isolamento de mdaltiplos sorotipos de um
mesmo animal, apenas dois sorotipos diferentes isolados na propriedade A. O sorotipo mais
isolado foi S. Infantis, sequido de S. Typhimurium e S. Cerro. Embora o reduzido nimero
de isolados ndo nos permita uma real discussédo dos resultados e assumindo os valores
absolutos encontrados, no presente estudo, diferentemente dos resultados obtidos nos
estudos de Wilkins et al. (2010), mencionado anteriormente, e Kranker et al. (2003), os
Unicos animais que se mostraram excretores de Salmonella spp foram suinos de terminacéo.
Kranker et al. (2003) demonstraram maior excrecdo do agente em animais desmamados, de
crescimento e terminacdo, tendo sido o agente isolado apenas ocasionalmente de porcas e

marras.

6.2.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

A exemplo de outros patdgenos suinos, resisténcia e multirresisténcia a diversos
antimicrobianos tém sido relatadas para linhagens de Salmonella spp pertencentes a
diversos sorotipos (WONDWOSSEN et al., 2000; CASTAGNA et al., 2001; WEISS et al.,
2002; VARGA et al., 2008).

No presente estudo, linhagens de Salmonella spp, isoladas de suinos sadios,

apresentaram resisténcia aos antimicrobianos doxiciclina (100,00%), tetraciclina (47,37%)
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enrofloxacino (21,05%), sulfa-trimetoprim (21,05%), ampicilina (26,32%) e estreptomicina
(26,32%). Esses resultados corroboram com os estudos de Castagna et al. (2001) e Weiss et
al. (2002), os quais demonstraram resisténcia de linhagens do agente, pertencentes a
diversos sorotipos, a varios antimicrobianos. Multirresisténcia foi também evidenciada em

todos os estudos anteriormente citados.

6.2.3 Salmonella spp em humanos

A grande maioria das espécies e sorotipos de Salmonella é considerada zoonose. A
transmissdo ao homem pode ocorrer pelo contato direto com animais e, mais raramente,
com outro homem. No entanto, as infec¢gdes humanas sdo mais comumente causadas pela
ingestdo de alimentos, dentre os quais, 0s produtos e sub-produtos dos suinos tem grande
importancia (ACHA E SZYFRES, 2003).

A presenca de Salmonella spp tanto nos linfonodos e tonsilas quanto nas fezes dos
animais abatidos constituem risco para a contaminacdo cruzada das carcacas na linha de
abate. Portanto, quanto maior o nimero de portadores e/ou excretores enviados para o abate
mais dificil € o controle da contaminacdo do produto final, fazendo desses animais, um
fundamental ponto de controle da contaminagdo na linha de abate (DAVIES E FUNK,
1999).

O transporte dos animais das granjas para os abatedouros e a espera do abate séo
fatores que contribuem para uma maior excrecdo de Salmonella spp pelos animais. Desta
forma, o contato direto com suinos no momento do abate e a contamina¢do de seus
produtos e sub-produtos conferem maior risco de transmissdo do agente ao homem do que
0s suinos portadores sadios nas granjas. Nesse sentido, estudos tém demonstrado maiores
prevaléncias de animais portadores e excretores de Salmonella spp no momento do abate
(BESSA et al., 2004; CASTAGNA et al.,, 2004; ) quando comparado com estudos
envolvendo animais sadios de granja (MICHAEL et al., 2002; WEISS et al., 2002;
WILKINS et al., 2010).

O ndo isolamento de Salmonella spp a partir dos suabes das maos dos funcionarios das
granjas corrobora com conhecimentos prévios de outros autores a respeito das infecgdes

humanas por Salmonella spp serem mais comumente causadas pela ingestdo de alimentos e
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ndo pelo contato direto com os animais (ACHA E SZYFRES, 2003; BESSA et al., 2004;
CASTAGNA et al., 2004).



7 CONCLUSOES

Alta ocorréncia de suinos portadores sadios de S. suis foi encontrada no presente
estudo, ndo havendo diferenca significativa das ocorréncias demonstradas nas diferentes
faixas etarias amostradas, indicando que todas as categorias sdo importantes fontes de
infeccdo para outros animais e 0 homem e importantes pontos de controle do agente.

O resultado do estudo comparativo dos isolamentos tonsilar e nasal sugere que as
cavidades nasais sejam sitios bioldgicos tdo importantes quanto as tonsilas para a detec¢do
de suinos portadores sadios.

O isolamento de ampla variedade de sorotipos de S. suis reforca a idéia da necessidade
de conhecimento a cerca da distribuicdo dos sorotipos do agente nos diferentes Estados
brasileiros com o objetivo de implantacdo de medidas eficazes de controle para cada
Estado.

A deteccdo de sorotipos ja reconhecidos como causadores de doengas nos animais e no
homem reforca a importancia dos suinos portadores sadios na epidemiologia do S. suis.

A deteccdo de um funcionario portador sadio de S. suis, no primeiro estudo realizado
no pais envolvendo um ndmero pequeno de humanos, demonstra a necessidade de reforcos
na educacdo em salde dos brasileiros, principalmente dos grupos de risco das infeccdes
causadas pelo agente. Além disso, ha a necessidade de maior conhecimento sobre essa
espécie zoonatica nos centros de diagndstico humano, para que o agente ndo mais seja sub-
diagnosticado no pais.

O teste de sensibilidade microbiana demonstrou que os antimicrobianos ceftiofur,
amoxicilina com clavulanato, cefalexina, cloranfenicol, florfenicol e azitromicina foram os
mais eficazes contra as linhagens de S. suis isoladas.

Baixas ocorréncias de suinos portadores sadios de Salmonella spp em suas tonsilas e
suinos excretores do agente foram observadas no presente estudo. Os sorotipos isolados dos
animais amostrados foram S. Infantis, S. Typhimurium e S. Cerro. N&o houve isolamento
de Salmonella spp a partir dos suabes das méos dos funcionarios das granjas.

Os antimicrobianos amicacina, amoxicilina com clavulanato, cloranfenicol,
gentamicina, levofloxacino e norfloxacino foram os mais efetivos contra as linhagens de

Salmonella spp estudadas.
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A alta porcentagem de linhagens de S. suis e Salmonella spp multirresistentes,
demonstrada no presente estudo, indica a continuagdo do uso indiscriminado de
antimicrobianos nos rebanhos suinos brasileiros e alerta para a necessidade da realizagdo do

teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de forma rotineira.
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APENDICE 1: Protocolo de Extragio de DNA Bacteriano Utilizando-se a Resina

Chelex-100 (Bio-rad)

Partindo-se de um crescimento puro e exuberante da linhagem, dissolver uma ou duas

alcadas da linhagem em 1 mL de &gua milli-Q autoclavada, em um microtubo RNase e

DNase Free.

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Vortexar por 10 segundos.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 2-3 minutos.

Desprezar o sobrenadante.

Adicionar ao sedimento 200 pL da resina Chelex-100, preparada a 5%.
Vortexar por 10 segundos

Incubar a 56°C durante 20-30 minutos.

Vortexar por 10 segundos.

Incubar em agua fervente por 8 minutos.

10) Centrifugar a 13.000 rpm durante 2-3 minutos.

11) Transferir o sobrenadante contendo o DNA para outro microtubo RNase e DNase free.
12) Armazenar a -20°C.

A resina Chelex-100 permite um rapido e facil preparo do DNA para a técnica de PCR.

A simples lise celular por fervura em presenca da resina é suficiente, uma vez que a resina

absorve eficientemente os produtos da lise celular, ndo os permitindo interferir no processo

de amplificagédo do DNA.
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APENDICE 2: Protocolo de Preparo dos Reagentes Utilizados para a Sorotipificacio

das Linhagens de S. suis Através da Técnica de Coaglutinacéo

13) Descongelar uma linhagem de S. aureus e semeé-la em BHI agar, com o auxilio de um
suabe, em trés diregOes diferentes, para obtencdo de um crescimento exuberante e
homogéneo em toda a superficie da placa;

14) Adicionar 4 mL de PBS (pH 7,3) estéril & placa contendo o crescimento de S. aureus;
15)Com o auxilio de uma alca de Driglausky e pipetas, transferir a suspensdo de
crescimento para tubos com tampa de rosca;

16) Deixar os tubos em banho-maria a 80°C por 30 minutos;

17) Colocar os tubos em &gua gelada, por no minimo 10 minutos, imediatamente apds a
retirada do banho-maria;

18) Adicionar aos tubos 200 pL de soro de coelho contendo o anticorpo monoclonal contra
cada sorotipo de S. suis e vortexar;

19) Homogeneizar (em homogeneizador automatico) por 1 hora a temperatura ambiente;
20) Centrifugar os tubos a 3.000 rpm por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;

21) Adicionar aos tubos 8 mL de PBS (pH 7,3) estéril e vortexar;

22) Centrifugar os tubos a 3.000 rpm por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;

23) Adicionar aos tubos 8 mL de PBS especial (acrescido de azida sodica e albumina
bovina) estéril e vortexar;

24) Armazenar em geladeira durante o uso;

25) Antes do uso, testar cada reagente com linhagens de referéncia de todos os sorotipos

atualmente reconhecidos para a verificacdo de reagdes cruzadas.
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APENDICE 3: Protocolo de Preparo das Linhagens de S. suis para Sorotipificacio

Através da Técnica de Coaglutinacao

26) Semear as linhagens em tubos contendo caldo Todd Hewitt (THB) e incubar a 37°C por
18 horas;

27) Adicionar aos tubos 2 gotas de formol 37%;

28) Homogeneizar e incubar a 37°C por 1 hora;

29) Centrifugar os tubos a 3.000 rpm por 10 minutos;

30) Descartar o sobrenadante;

31) Adicionar aos tubos 2,5 mL de PBS (pH 7,3) com 0,5% de formol,

32) Vortexar;

33) Armazenar em geladeira durante o uso.
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Trabalho a ser enviado para a Revista Ciéncia Rural

Streptococcus suis sorotipo 2: discussdo da literatura brasileira
Streptococcus suis serotype 2: discussion of the brazilian literature
Taissa Cook Siqueira Soares ** Antonio Carlos Paes '

- REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

S. suis é mundialmente considerado como um dos patdgenos de maior impacto sanitario e
econdmico na inddstria suinicola. Dentre os sorotipos descritos como zoon6ticos, o sorotipo 2 é o
mais frequentemente isolado de animais e humanos doentes, na maioria dos paises. O estudo da
epidemiologia das infeccBes por S. suis no Brasil € importante para a implantacdo de medidas
efetivas de controle. O objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisao critica da literatura

brasileira, sobretudo a respeito da prevaléncia do sorotipo 2 no pais.

Palavras-chave: Streptococcus suis sorotipo 2, prevaléncia, diagndstico, animais doentes,

animais portadores sadios.

ABSTRACT
S. suis is considered worldwide as one of the pathogens of biggest health and economic

impact in the swine industry. Among the serotypes described as zoonotic, serotype 2 is the most
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frequently isolated from diseased animals and humans in most countries. The study of the
epidemiology of S. suis infections in Brazil is important and may help in the development of
effective control measures. The aim of this study was to conduct a critical review of the brazilian

literature, especially regarding to the prevalence of the serotype 2 in the country.

Key words: Streptococcus suis serotype 2, prevalence, diagnostic, diseased animals, healthy

carrier animals.

INTRODUCAO

As infeccOes causadas pelo Streptococcus suis séo reconhecidas mundialmente como um dos
maiores problemas da inddstria suinicola. Além do impacto sanitario e econdmico, a espécie é
um agente zoonotico responsavel por meningite e outras manifestacdes clinicas em humanos
(STAATS et al., 1997; LUN et al., 2007).

Streptococcus suis € um coco Gram-positivo encapsulado pertencente ao grupo D de
Lancefield. Até o presente momento, 35 sorotipos foram descritos com base na composic¢ao dos
polissacarideos capsulares, sendo o sorotipo 2 o mais frequentemente isolado de casos clinicos e
considerado o de maior carater zoondtico. A meningite € a principal manifestacdo clinica
associada as infeccBes por S. suis, em suinos. Outras manifestacBes sdo artrite, endocardite,
pneumonia, rinite, abortamento e vaginite (HIGGINS & GOTTSCHALK, 2005). Na auséncia de
tratamento, a taxa de mortalidade chega a 20,00% (CLOUTIER et al., 2003).

O agente tem como habitat natural o trato respiratorio superior, particularmente as tonsilas e
cavidades nasais, bem como os tratos genital e alimentar dos suinos. Os animais portadores

sadios desempenham um importante papel na disseminacdo e transmissdo do S. suis para 0s
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animais susceptiveis, além de funcionarem como fonte de infeccdo para os funcionarios das
granjas e magarefes (HIGGINS & GOTTSCHALK, 2005; GOTTSCHALK et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisao critica da literatura brasileira, com
suporte da literatura mundial, abordando o diagnostico do agente e sua prevaléncia em animais

clinicamente doentes e portadores sadios, com destaque para a prevaléncia do sorotipo 2.

DESENVOLVIMENTO

O diagnostico presuntivo pode ser baseado no historico, sintomatologia e achados
necroscopicos macroscopicos. O diagndstico definitivo se baseia no isolamento e identificagdo do
agente e lesbes microscopicas dos tecidos (SOBESTIANSKY et al., 2001). O isolamento do
agente dos pulmbes deve ser interpretado com cautela uma vez que 0 organismo esta
constantemente presente no trato respiratorio superior dos animais (HIGGINS &
GOTTSCHALK, 2005).

A identificacdo de linhagens recuperadas de animais doentes € possivel atraves de poucas
provas bioquimicas: presenca de alfa hemdlise em &gar sangue, auséncia de crescimento em
caldo contendo 6,5% de cloreto de sddio, teste VP (Voges-Proskauer) negativo e producdo de
amilase positiva (LUQUE et al., 1998).

Diversos laboratorios sugerem o uso de kits comerciais multi-testes como o API Strep
System Test (Bio Mérieux, Franga) tanto para a identificacdo da espécie S. suis quanto para a
diferenciacdo do biotipo 1 e biotipo 2, com base na fermentacdo de alguns agucares. No entanto,
linhagens podem ser erroneamente diagnosticadas quando da utilizacdo desses kits comerciais,
assim como, a classificacdo de S. suis biotiopo 1 e 2 com base nesses Kits € inapropriada
(GOTTSCHALK et al., 1991a). GOTTSCHALK et al. (1991a) relataram que 46,00% das

linhagens estudadas pertencentes aos sorotipos 1 a 22 ndo puderam ser corretamente identificadas

3
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como S. suis atraves desses Kits. Além disso, biotipo ndo € o mesmo que sorotipo e, até hoje,
nenhum padrdo bioquimico pdde ser associado a um sorotipo especifico (PERCH et al., 1983;
GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et al., 1991b; HIGGINS et al., 1995).

Muiltiplos sorotipos podem ser isolados de animais doentes dentro de um mesmo rebanho
(HIGGINS & GOTTSCHALK, 2005). Técnicas de isolamento sorotipo especificas foram
desenvolvidas, como a utilizacdo de meios seletivos e diferenciais (KATAOKA et al., 1991) e
isolamento imunomagnético (GOTTSCHALK et al., 1999). No entanto, essas técnicas se limitam
ao isolamento do sorotipo 2 e 1/2, ndo havendo diferenciacdo entre os dois sorotipos. Até o
presente momento, ndo existem provas sorolégicas de confianga. As principais desvantagens
apresentadas por essas técnicas sdo a capacidade de deteccdo de um numero muito reduzido de
sorotipos e a incapacidade de diferenciacdo entre os sorotipos 2 e 1/2, uma vez que esses
sorotipos compartilham antigenos comuns (ELLIOT & TAI, 1978; PERCH et al., 1983; SERHIR
etal., 1993; SEPULVEDA et al., 1996).

Recentemente, técnicas de biologia molecular foram padronizadas para a identificagcdo do S.
suis. A PCR é uma técnica rapida, sensivel e especifica capaz de detectar linhagens de S. suis e
identificar especificamente alguns tipos do agente provenientes de animais doentes, animais
portadores sadios e humanos, com objetivo de diagndstico clinico ou estudos epidemioldgicos.
Primers foram desenvolvidos e técnicas de PCR padronizadas para a amplificacdo de sequéncias
dos genes responsaveis pela producdo da capsula do agente. Desta forma, ao utilizarmos primers
desenhados para sequéncias de genes capsulares especificos para o sorotipo 7, por exemplo, as
linhagens positivas na técnica de PCR podem ser denominadas de S. suis tipo ou sorotipo 7, uma
vez que a diferenciacdo dos sorotipos é baseada, exatamente, na constituicdo antigénica
individual da capsula de cada sorotipo. O compartilhamento de antigenos capsulares comuns

entre os sorotipos 2 (e 1/2) e 1 (e 14), assim como nas provas soroldgicas, ndo permite a
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diferenciacdo desses pares de sorotipos através da técnica de PCR (SMITH et al., 1999a; SMITH
et al., 1999b).

Tecnicas de monoplex PCR, baseadas na sequéncia dos genes capsulares tipo especificos,
foram desenvolvidas para detectar especificamente os sorotipos 2 (e 1/2), 1 (e 14), 7 e 9 (SMITH
et al., 1999a; SMITH et al., 1999b). Mais tarde, WISSELINK et al. (2002) desenvolveram um
protocolo de multiplex PCR para a deteccdo simultanea dos sorotipos anteriormente citados. A
possibilidade de deteccdo de linhagens patogénicas de S. suis sorotipo 2 e sorotipo 1, através da
técnica de PCR, baseada no gene epf (codificador da proteina fator extracelular), ja foi também
descrita (WISSELINK et al., 1999). OKWUMABUA et al. (2003) desenvolveram um multiplex
PCR baseado no gene gdh (codificador da enzima glutamato desidrogenase), permitindo a
amplificacdo e identificacdo de todos os sorotipos da espécie S. suis e baseado também nos genes
cps especificos para o sorotipo 2 (e 1/2), 1 (e 14), 7 e 9, permitindo a deteccdo direta de linhagens
pertencentes a esses sorotipos. No entanto, esse método foi aplicado para detectar linhagens de S.
suis provenientes de culturas puras. Multiplex PCR capaz de amplificar linhagens de todos os
sorotipos e detectar simultaneamente linhagens sorotipo 2 (e 1/2) a partir de amostras de tonsilas
de animais vivos ou mortos, sem a necessidade de cultura prévia, foi desenvolvido por MAROIS
et al. (2004).

Mesmo com todo o avanco dos métodos diagnosticos com o surgimento da biologia
molecular, a sorotipificacdo das linhagens de S. suis continua sendo uma etapa fundamental do
diagndstico de rotina, uma vez que as técnicas de sorotipificacdo sdo as Unicas capazes de
distinguir todos os sorotipos ja identificados do agente. Apesar da existéncia de diferentes
técnicas, a técnica de coaglutinacdo € a mais difundida técnica de sorotipificacdo das linhagens de
S. suis. A utilizacdo de reagentes polivalentes, seguida pela utilizagdo de reagentes monovalentes,

torna a técnica mais rapida, permitindo a sorotipificacdo de um grande nimero de linhagens em
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um curto periodo de tempo (FLORES et al., 1993; GOTTSCHALK et al., 1993). No entanto,
estudos ja demonstraram reacdo cruzada entre alguns sorotipos e a existéncia de reacOes
inespecificas (GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et al., 1991a). GOTTSCHALK et al.
(1989) sugerem que reacOes fracamente positivas e multiplas reagdes positivas de uma mesma
linhagem devam ser confirmadas através do teste de reacdo capsular ou do teste de precipitacdo
capilar.

O isolamento e identificacdo de linhagens provenientes de animais portadores sadios € uma
tarefa mais complicada. A maioria dos animais alberga S. suis em suas tonsilas e cavidades
nasais. Multiplos sorotipos e linhagens ndo sorotipaveis podem estar presentes no mesmo animal
(FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1996). O maior empecilho com a utilizacdo de técnicas
bacterioldgicas € a dificuldade de isolar e localizar as possiveis coldnias de S. suis em amostras
naturalmente multi-infectadas como as tonsilas e cavidades nasais. No caso de amostras
provenientes de animais doentes, a linhagem patogénica geralmente cresce de forma abundante
nos meios de cultivo, facilitando seu isolamento e identificagdo. Portanto, a detec¢do de suinos
portadores sadios requer a utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como a PCR
(OKWUMABUA et al., 2003; MAROIS et al., 2007). MAROIS et al. (2007) demonstraram
diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de S. suis encontrada atraves da técnica de
PCR com e sem cultivo e isolamento prévio. No estudo realizado pelos autores, 57,00% das
bidpsias de tonsilas e 72,00% dos suabes de tonsilas foram positivos para 0 agente quando
colbnias suspeitas isoladas foram identificadas posteriormente por PCR. As prevaléncias das
bidpsias e suabes de tonsilas positivos aumentaram para 71,00% e 81,00%, respectivamente,
quando a PCR foi realizada sem o cultivo prévio das amostras.

Os sorotipos de 1 a 8 sdo 0s mais prevalentes em casos clinicos. O sorotipo 2 tem sido, ao

longo dos anos, o mais frequentemente isolado de animais doentes na grande maioria dos paises e
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considerado o sorotipo de maior carater zoonoético, sendo 0 mais comumente descrito como
causador de doenca sistémica em humanos (TOUIL et al., 1988; HIGGINS et al., 1990; GALINA
et al.,, 1992; HIGGINS et al., 1992; HIGGINS & GOTTSCHALK, 1993; KATAOKA et al.,
1993; KATSUMI et al., 1997; MESSIER et al., 2008; WEI et al., 2009). Somente o0s paises
escandinavos descrevem uma maior prevaléncia do sorotipo 7 em relacdo ao sorotipo 2. Esses
dois sorotipos constituem 75,00% dos isolados da Dinamarca (BOETNER et al., 1987;
SIHVONEN et al., 1988; AARESTRUP et al., 1998). Embora o sorotipo 2 predomine na maioria
dos paises, sua prevaléncia varia de acordo com a regido geogréfica. A prevaléncia do sorotipo 2,
na Europa e Asia, é de até duas vezes sua prevaléncia no Canada e Estados Unidos (WISSELINK
et al., 2000; MESSIER et al., 2008; FITTIPALDI et al., 2009; WEI et al., 2009). Estudos recentes
sugerem uma queda na prevaléncia do sorotipo 2 (HIGGINS & GOTTSCHALK, 2001), ao longo
dos anos, e 0 surgimento de outros sorotipos como 0s mais prevalentes em alguns paises: sorotipo
9 na Beélgica, Alemanha, Holanda e Espanha (WISSELINK et al., 2000; VELA et al., 2003);
sorotipos 1 e 14 no Reino Unido (WISSELINK et al., 2000); sorotipo 3 nos Estados Unidos
(FITTIALDI et al., 2009). Outros sorotipos menos frequentes ja foram também relacionados a
quadros clinicos infecciosos em diversos paises: sorotipos 1/2, 3, 4, 8, 17, 19 e 21 no Canada
(GOTTSCHALK et al., 1993); sorotipos 1/2, 1, 3, 4, 7, 8 e 9 na Itdlia (SALA et al., 1996);
sorotipos 1/2, 3, 4, 7, 8 e 14 no Reino Unido (MACLENNAM et al., 1996); sorotipos 1/2, 3, 8, 9
e 14 na Espanha (LUQUE et al, 1998); sorotipos 3, 4, 7 e 9 na Alemanha (WISSELINK et al.,
2000) e sorotipo 9 na Holanda e Franca (JACOBS et al., 1995).

No Brasil, o S. suis ja foi identificado em 13 Estados: Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Parand, Santa Catarina, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul,
Pernambuco, Distrito Federal, Espirito Santo e Goiéas, demonstrando a importancia deste

patoégeno na industria suinicola brasileira (DEL’ARCO et al., 2008). O sorotipo 2 provou ser o
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mais prevalente em todos os estudos realizados envolvendo animais doentes (MADUREIRA
JUNIOR & SONCINI, 1999; SANTOS et al., 1999; PAGNANI et al., 2002; COSTA et al., 2005;
DEL’ARCO et al., 2008). Prevaléncia variando de 38,20% a 61,00% foi relatada para o sorotipo
2, dentre todas as linhagens isoladas e identificadas como S. suis, nos trés estudos mais recentes
(PAGNANI et al., 2002; COSTA et al., 2005; DEL’ARCO et al., 2008). A identificacdo do
agente foi realizada por provas bioquimicas e sorotipificacdo através da técnica de coaglutinacéo,
segundo o recomendado pela literatura mundial (LUQUE et al., 1998; GOTTSCHALK et al.,
1993). No pais, os sorotipos 1/2, 1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 14 ja foram também isolados de
amostras provenientes de casos clinicos (PAGNANI et al., 2002; COSTA et al., 2005;
DEL’ARCO et al., 2008). O isolamento dos sorotipos 1, 4 e 14 torna-se importante uma vez que
esses sorotipos ja foram descritos como agentes etioldgicos de meningite e outras manifestaces
clinicas em humanos (ARENDS & ZANEN, 1988; VILAICHONE et al., 2000; HALESIS et al.,
2009).

PAGNANI et al. (2002), analisando 51 linhagens de S. suis isoladas de animais doentes
apresentando septicemia, endocardite, pneumonia e artrite, obtiveram 58,80% de prevaléncia do
sorotipo 2. As linhagens estudadas foram provenientes dos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parand. Prevaléncia de 38,20% foi demonstrada para o sorotipo 2 em estudo de 100 linhagens de
S. suis conduzido por COSTA et al. (2005). DEL’ARCO et al. (2008) demonstraram prevaléncia
de 61,00% do sorotipo 2, dentre as 323 linhagens estudadas provenientes de 13 Estados
brasileiros. COSTA et al (2005) e DEL’ARCO et al. (2008) pesquisaram, respectivamente, 16 e
10 sorotipos dentre os 35 ja identificados para a espécie.

A distribuicdo de sorotipos parece ser diferente entre animais doentes e portadores
assintomaticos. Os sorotipos 17, 18, 19, 21 e 22 parecem ser frequentemente recuperados de

animais sadios (GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1998;
8
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MAROIS et al., 2007) enquanto diversos estudos demonstram que o sorotipo 2 € bem menos
frequente nesses animais (GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al.,
1996; AMASS et al., 1998; BAELE et al., 2001; HAN et al., 2001; MAROIS et al., 2007;
ZHANG et al., 2009). Os sorotipos 17, 18, 19 e 21 somaram quase 40,00% e 87,00% das
linhagens encapsuladas isoladas a partir de suinos portadores sadios, em estudos conduzidos por
FLORES et al. (1993) e GOTTSCHALK et al. (1991a), respectivamente. MAROIS et al. (2007)
obtiveram o sorotipo 22 como o mais frequente dentre os sorotipos identificados e os sorotipos
21, 22 e 23 foram os Unicos isolados por AMASS et al. (1998). Estudos conduzidos com suinos
portadores sadios relatam prevaléncia do sorotipo 2 variando de 0,00% a 4,00% (BRISEBOIS et
al., 1990; GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1996; AMASS et
al., 1998; BAELE et al.,2001; HAN et al., 2001; MAROIS et al., 2007; ZHANG et al., 2009).
ZHANG et al. (2009), avaliando amostras de tonsilas de 1.043 animais, provenientes de 13
diferentes granjas na China, demonstraram prevaléncia do sorotipo 2 variando, de acordo com a
granja, de 1,20% a 10,20%. A prevaléncia de 10,20% demonstrada pelos autores em uma das
propriedades, embora mais elevada do que as encontradas nos demais estudos, ainda € bem
inferior a prevaléncia relatada nos estudos conduzidos com amostras provenientes de animais
doentes (HIGGINS et al., 1990; DEL’ARCO et al., 2008).

No Brasil, até o presente momento, dentro do nosso conhecimento, existem quatro trabalhos
cientificos publicados referentes a prevaléncia de S. suis em suinos portadores sadios, todos
concentrados na prevaléncia do biotipo ou sorotipo 2 (BOSCO et al., 2000; LARA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2008; FARIA et al., 2010). BOSCO et al. (2000), em Botucatu, e LARA et al.
(2007), em Santa Catarina, trabalhando com animais sadios, utilizaram provas bioquimicas para a
diferenciacdo do biotipo 1 e biotipo 2. LARA et al. (2007) se referem ao biotipo 2,

equivocadamente, como S. suis sorotipo 2. Como mencionado anteriormente, a classificacdo de
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linhagens de S. suis em biotipo 1 e 2, com base em provas bioquimicas, é inapropriada
(GOTTSCHALK et al., 1991a). Além disso, biotipo ndo € o mesmo que sorotipo e, até hoje,
nenhum perfil bioquimico pdde ser associado a um sorotipo especifico (PERCH et al., 1983;
GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et al., 1991b; HIGGINS et al., 1995). Portanto, as
prevaléncias encontradas nos estudos de BOSCO et al. (2000) e LARA et al. (2007) ndo devem,
no nosso entendimento, ser consideradas como prevaléncias de S. suis sorotipo 2. OLIVEIRA et
al. (2008) e FARIA et al. (2010), em estudos realizados com animais sadios em idade de abate no
Estado do Mato Grosso, pesquisaram a prevaléncia de S. suis sorotipo 2 atravées da técnica de
PCR utilizando os primers cps2J (MAROIS et al., 2004). No entanto, em ambos os estudos, 0s
autores ndo comentam que esses primers identificam tanto o sorotipo 2 como o sorotipo 1/2.
Portanto, a prevaléncia descrita nesses estudos, na verdade, é a prevaléncia do sorotipo 2 somada
a prevaléncia do sorotipo 1/2, uma vez que 0s autores ndo mencionam a realizacdo da

sorotipificacdo para a posterior diferenciacdo entre os dois sorotipos.

CONCLUSAO

S. suis € um importante patdgeno suino e agente zoonético muito pouco estudado no Brasil.
Os estudos brasileiros demonstram que o sorotipo 2 é o mais frequentemente isolado de suinos
clinicamente doentes, a semelhanca da maioria dos paises nos quais a indudstria suinicola é
desenvolvida. No entanto, os estudos se concentram na pesquisa de poucos sorotipos dentre os 35
ja identificados até 0 momento, o que ndo nos revela uma real prevaléncia do sorotipo 2 dentre as
linhagens capsulares isoladas. Além disso, as pesquisas envolvem linhagens provenientes de
poucos Estados ou poucas linhagens oriundas de cada Estado, ndo nos permitindo ter uma idéia
concreta da distribuicdo de sorotipos virulentos e da taxa de ocorréncia de doenca por S. suis nos

diferentes Estados brasileiros e, consequentemente, no Brasil. As pesquisas envolvendo animais
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sadios demonstram alta prevaléncia de suinos portadores de S. suis sorotipo 2 e 1/2 no pais.
Entretanto, ndo ha até o presente momento, uma descricdo da distribuicdo dos diferentes
sorotipos nesses animais, 0s quais sao de extrema importancia epidemiologica.

Novos estudos devem ser realizados, sobretudo envolvendo parceria entre as Universidades
dos diferentes Estados, para que possamos comecar a entender, de fato, a real situacdo do agente
no pais. A determinacdo da distribuicdo dos diferentes sorotipos do agente no Brasil, de forma
ampla, € importante uma vez que a prevaléncia dos sorotipos pode variar entre os paises. Além
disso, as bacterinas atualmente disponiveis fornecem protecdo sorotipo especifica. O melhor
entendimento da epidemiologia das infecgdes por S. suis em nosso pais, nos permitird o

desenvolvimento de medidas mais efetivas de controle.
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