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RESUMO

O presente estudo teve por objetivos determinar a ocorréncia de Streptococcus suis em
funcionarios (portadores sadios) e ambiente de abatedouros com SIF do estado de Séo
Paulo, Brasil, descrever a distribuicdo dos diferentes tipos do agente e o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos das linhagens isoladas, bem como pesquisar os fatores
de risco associados a ocorréncia do patdgeno. Suabes de tonsilas de 139 funcionéarios e 261
suabes ambientais foram coletados para deteccdo de S. suis e seus tipos através das técnicas
de monoplex e multiplex PCR, respectivamente. Ndo houve detec¢do de funcionérios
portadores sadios. S suis foi isolado de 27,03% das amostras coletadas no abatedouro A;
17,31% no abatedouro B; 15,31% no abatedouro C; e 36,36% no abatedouro D. Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada para as ocorréncias de S. suis entre 0s
abatedouros e entre as areas de risco baixo, médio e alto da etapa de matanca no abatedouro
A. Os tipos 4 (20,00%), 5 (20,00%), 12 (20,00%) e 29 (20,00%) foram os mais frequentes
seguidos pelos tipos 21 (10,00%) e 31 (10,00%). Os antimicrobianos mais eficazes foram
amoxicilina com clavulanato (100,00%), doxiciclina (100,00%), ceftiofur (93,75%),
ampicilina (81,25%) e cefalexina (75,00%). Multirresisténcia foi observada em 100,00%
das linhagens isoladas. Os abatedouros e as diferentes areas da etapa de matanga podem ser
fatores de risco para a ocorréncia de S suis, consequentemente, para infecgdo humana pelo
patdégeno. No entanto, é importante ressaltar que todos os funcionarios estdo expostos a
infeccdo. O presente trabalho é o primeiro estudo epidemiologico realizado no Brasil acerca
dos fatores de risco associados a ocorréncia de S suis envolvendo grande numero de

individuos pertencentes ao principal grupo de risco.

Palavras-chave: Sreptococcus suis, Ocorréncia; Funcionarios de Abatedouros; Fatores de

Risco; Suscetibilidade Antimicrobiana; Salude Publica.
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the occurrence of Streptococcus suis in employees
(healthy carriers) and environment of swine slaughterhouses with federal inspection service
of the state of Sdo Paulo, Brazil, to describe the distribution of the different types of the
agent and the antimicrobial susceptibility profile of the isolated strains, as well as to
research the risk factors associated with the occurrence of the pathogen. Tonsillar swabs of
139 employees and 261 environmental swabs were collected for detection of S suis and its
types by monoplex and multiplex PCR, respectively. There was no detection of healthy
carriers employees. S suis was isolated from 27.03% of the samples collected at
slaughterhouse A; 17.31% at slaughterhouse B; 15.31% at slaughterhouse C; and 36.36% at
slaughterhouse D. Significant statistical differences (p<0.05) were observed for the
occurrence of S suis among slaughterhouses and among areas of low, medium and high
risk of the slaughterhouse A. The types 4 (20.00%), 5 (20.00%), 12 (20.00%) and 29
(20.00%) were the most frequent followed by types 21 (10.00%) and 31 (10.00%). The
most effective antimicrobials were amoxicillin-clavulanate (100.00%), doxycycline
(100.00%), ceftiofur (93.75%), ampicillin (81.25%) and cephalexin (75.00%). Multidrug
resistance was observed in 100.00% of the isolates. The slaughterhouses and the different
areas of the pig slaughtering may be risk factors for the occurrence of S suis and,
consequently, for human infection. However, it is noteworthy that all employees are
exposed to S. suis infection. This project is the first epidemiological study in Brazil about
the risk factors associated with the occurrence of S suis involving a large numbers of

individuals belonging to the main risk group.

Keywords: Streptococcus suis; Slaughterhouse Employees; Risk Factors; Antimicrobial
Susceptibility; Public Health.



1 INTRODUCAO

Infeccdes causadas por S. suis sdo consideradas um problema mundial na industria
suinicola (LUN et al., 2007). Além do impacto sanitario e econdmico, S. suis € um agente
zoondtico 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 animais portadores sadios desempenham importante papel na disseminacdo e na
transmissdo deste patdgeno para 0s animais suscetiveis, funcionando como fonte de
infeccdo para os funcionarios das granjas e magarefes, além de fonte de contaminacdo das
carcacas na linha de abate e, consequentemente, do produto alimenticio final (ACHA e
SZYFRES, 2003; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2005; GOTTSCHALK et al., 2007).

O ndmero de casos de infeccbes em humanos por S. suis reportados na literatura
aumentou significativamente nos ultimos anos, especialmente apds o terceiro surto ocorrido
na China, em 2005, envolvendo 215 casos e 38 dbitos, enfatizando a importancia do agente
como zoonose emergente (LUN et al., 2007; GOTTSCHALK et al., 2010). Atualmente, S
suis é reconhecido como primeira e segunda causa mais frequente de meningite bacteriana
em adultos no Vietnam e na Tailandia, respectivamente (MAI et al., 2008; GOTTSCHALK
etal., 2010).

A condicdo de portador assintomético dos suinos €, hd muitos, conhecida. No entanto,
em humanos, € pouco estudada. Poucos estudos epidemiologicos foram realizados com o
objetivo de estabelecer a prevaléncia de S suis em individuos pertencentes aos grupos de
risco (ROJAS et al., 2001; STRANGMANN et al., 2002).

No Brasil, desde 1980 até o presente momento, existem poucos (menos de 20) artigos
cientificos publicados referentes & espécie S suis; a maioria envolvendo animais doentes,
sendo os mais recentes: Pagnani et al. (2002); Costa et al. (2005); Del’Arco et al. (2008); e
Rocha et al. (2012). Somente um estudo foi realizado envolvendo funcionarios de granjas
de suinos no Estado de Sao Paulo (SOARES et al., 2014a).

O presente estudou objetivou determinar a ocorréncia de S. suis em funcionarios e
ambiente de abatedouros de suinos com Servico de Inspecdo Federal do Estado de Séo

Paulo. Ressaltamos que o presente projeto é o primeiro estudo epidemioldgico referente ao



patbgeno S suis, realizado no Brasil, envolvendo: (1) grande nimero de individuos
pertencentes ao principal grupo de risco; (2) primeira descri¢do da ocorréncia do agente e
seus tipos em ambiente de abatedouros de suinos do Estado de Sao Paulo; (3) primeiro
estudo de fatores de risco associados a infec¢do por S. suis em funcionarios de abatedouros

de suinos, incluindo as diferentes areas da etapa de matanca.

2 REVISAO DA LITERARTURA

2.1 Histdrico

Os primeiros relatos de infecgbes por Sreptococcus spp causando meningite e artrite,
em leitdes, ocorreram na década de 50, na Inglaterra e Holanda. De Moor (1963)
classificou originalmente as espécies de Streptococcus alfa-hemolitico como pertencentes
aos grupos R, S, RS e T de Lancefield. Elliott et al. (1977), percebendo equivoco de De
Moor (1963) ao trabalhar com antigenos extraidos do material capsular e ndo da parede
celular, reclassificaram esses micro-organismos como pertencentes ao grupo D de
Lancefield. As identificagdes S, R, RS e T foram entdo substituidas por S suis tipos 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) S suis foi,
oficialmente, reconhecido como espécie pertencente ao género Streptococcus.

No Brasil, Reis et al. (1980) e Farinha et al. (1981) relataram os primeiros isolamentos
de Streptococcus alfa-hemolitico de leitbes. Desde entdo até o presente momento, poucos
artigos foram publicados a respeito da espécie S suis no pais (BARCELLOS et al., 1984;
BARCELLOS et al., 1995; SANTOS et al., 1999; BOSCO et al., 2000; PAGNANI et al.,
2002; SALGADO et al., 2003; CALDERARQO 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; ROCHA et al., 2012; SOARES e PAES,
2013; SOARES et al., 2014b).



2.2 Etiologia

Espécies do género Streptococcus sdo frequentemente encontradas como comensais
nas membranas mucosas, se comportando como micro-organismos oportunistas (QUINN et
al., 1994), e se apresentam como cocos Gram positivos isolados, aos pares ou em cadeias
com diferentes comprimentos; catalase e oxidase negativos; iméveis; ndo formadores de
esporos; anaerobios facultativos; fermentadores da glicose; de crescimento 6timo em
temperatura de aproximadamente 37°C e fastidiosos (QUINN et al., 1994; ACHA e
SZYFRES, 2003; MURRAY et al., 2007; WASHINGTON et al., 2008).

A espécie S. suis, além das caracteristicas tipicas do género Streptococcus, apresenta
capsula (algumas linhagens), alfa-hemdlise em agar sangue (WASHINGTON et al., 2008) e
35 sorotipos capsulares reconhecidos atualmente, denominados de 1 a 34 e 1/2 (PERCH et
al., 1983; GOTTSCHALK et al., 1989; GOTTSCHALK et al., 1991b; HIGGINS et al.,
1995). Estudos recentes sugerem a reclassificagdo dos sorotipos 32 e 34 como
Streptococcus orisratti (HILL et al., 2005) e a remogéo dos sorotipos 20, 22, 26 e 33 da
espécie S suis(TIEN et al., 2013).

A maioria dos estudos acerca dos fatores de viruléncia tem sido conduzidos com
linhagens de S suis sorotipo 2 e sua identificacdo tem sido limitada pela falta de uma
definicdo clara de viruléncia e padroniza¢do do modelo animal de experimentag&o.

Fatores de viruléncia sdo aqueles que possuem papel especifico definido em um ou
mais estagios da patogenia. Os candidatos a fatores de viruléncia sdo aqueles para os quais
ndo foi ainda associado um papel especifico no desenvolvimento da doenga, embora a
auséncia do fator em questédo afete a viruléncia do agente. Existem ainda os marcadores de
viruléncia como as proteinas muramidase-released protein (MRP) e o Fator Extracelular
(FE). Ha associacdo entre a presenca desses fatores com a viruléncia de algumas linhagens,
no entanto, a auséncia de producdo desses fatores ndo resulta em perda da viruléncia
(FITTIPALDI et al., 2012). Os principais fatores de viruléncia e suas fungdes estdo

resumidos no Quadro 1.



QUADRO 1: Principais fatores de viruléncia de Streptococcus suis e suas funcdes.

Fatores Funcéo

Adesinas: Colonizagdo e invaséo de tecidos e 6rgdos
Proteina ligadora de fibronectina (Fbps)
Enolase, Sortase A (SrtA)
Dipeptidylpeptidase 1V (DpplV)

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Cépsula Resisténcia a fagocitose (mimetismo molecular)

Dipeptidylpeptidase Inibigdo da via alternativa do complemento

Aderéncia aos mondcitos — disseminacdo pela corrente sanguinea

Suilisina (hemolisina) Citotoxicidade (células epiteliais, endoteliais, neutrdfilos,

mondcitos e macrofagos)
Resisténcia a fagocitose

Sobrevivéncia na corrente sanguinea

Formagc&o de Biofilme Colonizago persistente
Resisténcia a eliminacgdo pelo Sistema Imune

Resisténcia aos antimicrobianos

Modificacdo da parede celular:
N-desacetilacdo do peptideoglicano

D-alanilagéo do &cido lipoteicdico

Resisténcia a fagocitose

Sobrevivéncia na corrente sanguinea

Enzima superéxido dismutase (SodA)

Sobrevivéncia no interior dos fagdcitos

Sistema arginina desaminase

Sobrevivéncia no interior dos fagdcitos

FONTE: FITTIPALDI et al., 2012.

Diversas linhagens de S suis isoladas de casos clinicos e de animais sadios sdo
capazes de produzir as proteinas MRP, FE e suilisina, existindo uma diversidade de
fenotipos variando em relacdo aos sorotipos e regido geogréafica. O fendtipo predominante
entre linhagens isoladas de casos clinicos na Europa e Asia é o fen6tipo produtor dos trés
fatores/marcadores de viruléncia acima mencionados, enquanto que a maioria das linhagens
da América do Norte ndo os produz (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).

No Brasil, Calderaro et al. (2004) demonstraram a existéncia de oito genotipos

diferentes entre linhagens de S. suis sorotipo 2, isoladas de animais doentes provenientes de




diversas regides do pais. O gendtipo MRP+/FE+/suilisina+ foi o mais prevalente, porém, a
producdo dessas proteinas ndo foi avaliada, ndo havendo, portanto, a determinagcdo dos

fenotipos.

2.3 Epidemiologia

S suis € patdgeno primario de suinos que, ocasionalmente, pode causar infeccdo em
diversas outras espécies, incluindo humanos (KEYMER et al., 1983; ARENDS e ZANEN,
1988, HOMMEZ et al., 1988; DEVRIESE e HAESEBROUCK, 1992; SANFORD e
HIGGNIS, 1992; DEVRIESE et al., 1994; WILSON e GRIFFITH, 2000; MURRAY et al.,
2007).

A infeccdo é cosmopolita, acometendo animais de todas as idades, embora a maioria
dos casos sintomaticos ocorra nas primeiras semanas ap6s o desmame. Os principais fatores
predisponentes sdo: idade dos animais; patogenicidade e viruléncia do micro-organismo;
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 producdo sem vazio sanitario; historico de ocorréncia de outras
doencas infecciosas como Sindrome Reprodutiva e Respiratdria dos Suinos, doenca de
Aujeszky, salmonelose e pleuropneumonia suina (DEE et al., 1993; SOBESTIANSKI et
al., 2001).

Os suinos portadores sadios sdo 0s responsaveis pela introducdo e manutencdo da
espécie S. suis nos rebanhos. Atualmente, admiti-se que 100,00% dos suinos sejam
portadores do agente (GOTTSCHALK, 2008" - comunicacio pessoal).

S suis tem como habitat natural o trato respiratdrio, particularmente as tonsilas
palatinas e cavidades nasais; trato genital, especificamente a vagina e trato digestério dos
suinos. Isolamentos ocasionais do agente a partir do sangue, leite, pulmdes, linfonodos,
figado, rins e preplcio de suinos sadios ja foram descritos (ERICKSON, 1987
SIHVONEN et al., 1988; ROBERTSON et al., 1991; SANFORD e HIGGINS, 1992).

" M. Gottschalk (e-mail, 2008).



A ocorréncia da doenca clinica, geralmente, é inferior a 5,00%, podendo chegar a
50,00%. As taxas de mortalidade variam entre 4,00% e 14,00%, podendo alcancar o indice
de 20,00 % na auséncia de tratamento (SOBESTIANSKI et al., 2001; CLOUTIER et al.,
2003).

A principal via de infeccdo € a respiratoria, podendo ocorrer também pela via
digestoria (ACHA e SZYFRES, 2003), inclusive durante a passagem do leitdo pelo canal
vaginal durante o parto (AMASS et al., 1996a; AMASS et al., 1997). S. suis pode ainda ser
transmitido facilmente por fémites (SOBESTIANSKY et al., 2001) e carreado por mosca
doméstica e roedores (ENRIGHT et al., 1987; WILLIAMS et al., 1988; ROBERTSON e
BLACKMORE, 1990).

As vias de eliminacdo sdo as secrecdes oronasais (principalmente) e uterina, conteddo
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 é 0 mais
prevalente na maioria dos paises e considerado o 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 ¢ LAMMLER, 1995;
KATSUMI et al., 1997, MESSIER et al., 2008; WEI et al., 2009).

No Brasil, ha relatos de isolamento de S suis de amostras clinicas em 13 Estados: Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, 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). A semelhanga do que ocorre na maioria dos paises, o sorotipo 2
€ 0 mais prevalente em todos os estudos realizados envolvendo animais doentes no pais
(MADUREIRA JUNIOR e SONCINI, 1999; SANTOS et al., 1999; PAGNANI et al., 2002;
DEL’ARCO et al., 2008).

Os sorotipos 17, 18, 19, 21 e 22 s&o os mais frequentemente recuperados de animais
sadios (GOTTSCHALK et al., 1991a; FLORES et al., 1993; AMASS et al., 1998;

MARQOIS et al., 2007). A prevaléncia do sorotipo 2 nesses animais € inferior a descrita para



animais doentes (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).

2.4 Patogenia da infecgéo

A patogenia da infeccdo causada por S suis é extremamente complexa, pouco
elucidada e varia de acordo com o sorotipo e linhagens, em funcdo do conjunto de fatores
de viruléncia expressos pelo agente (GOTTSCHALK et al., 2007).

No primeiro estagio da infeccdo, a colonizacdo, o agente regula negativamente a
producdo de sua capsula para que haja exposicdo de suas adesinas e, consequentemente,
aderéncia entre o patogeno e as células epiteliais das tonsilas palatinas e/ou faringeas (via
respiratéria) e linfonodos mesentéricos (via oral) (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
(MADSEN et al., 2002; FITTIPALDI et al., 2012).

Apos a colonizacgdo, o agente se multiplica e inicia a invasdo. Linhagens produtoras de
suilisina promovem a lise das células epiteliais dos 6rgéos colonizados, alcangando assim a
circulagdo sanguinea (NORTON et al., 1999; LALONDE et al., 2000). As linhagens néo
produtoras de suilisina se disseminam para o sangue através de um processo denominado
uptake by macrophages; macrofagos fagocitam e carreiam 0 micro-organismo para a
corrente sanguinea. Nesta etapa, 0 patdgeno regula positivamente a producdo da capsula
para sua sobrevivéncia no sangue. Na auséncia de anticorpos especificos, 0 agente é capaz
de resistir a fagocitose e persistir na corrente sanguinea em altas concentragdes
(WILLIAMS e BLACKMORE, 1990; BUSQUE et al., 1998; GOTTSCHALK e SEGURA,
2000; MADSEN et al., 2002; FITTIPALDI et al., 2012).

A evolugdo mais comum em animais lactentes € uma septicemia aguda terminal e
fatal. Nos animais desmamados, 0 micro-organismo pode se instalar nas articulacoes,
endocérdio, olhos, meninges e outros tecidos (SOBESTIANSKI et al., 2001). S suis é
disseminado de forma extracelular (preferencialmente), linhagens livres ou aderidas a
superficie externa de fagocitos, e intracelular, no interior de células mononucleares
(SANFORD e HIGGINS, 1992; SEGURA et al., 1999; GOTTSCHALK e SEGURA,
2000).



O patdgeno € capaz de transpor a barreira hematoencefélica (BHE) causando a
meningite dos leitdes. Linhagens produtoras de suilisina aderem as células endoteliais da
BHE e secretam essa citotoxina, promovendo lise celular, invadindo o sistema nervoso
central (NORTON et al., 1999; LALONDE et al., 2000). Linhagens disseminadas de forma
extracelular (linhagens livres) e ndo produtoras de suilisina aderem as células endoteliais da
BHE, com consequente: alteracdo das jungdes intercelulares; inducdo da liberacdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias pelas proprias células da BHE; substancias que
regulam positivamente a expressao de moléculas de adesdo, na superficie das células
endoteliais da BHE, as quais os leucdcitos aderem para invadir a BHE, favorecendo a
passagem do micro-organismo para o sistema nervoso central. Linhagens ndo produtoras de
suilisina com disseminacdo dependente dos mondcitos invadem o sistema nervoso central
através de mecanismos denominados de Trojan Horse e Modified Trojan Horse (SEGURA
et al, 1999; GOTTSCHALK e SEGURA, 2000; SEGURA et al, 2002
VADEBONCOEUR et al., 2003).

A liberacdo de mediadores inflamatorios pelas células endoteliais suinas, induzida
pelo agente é também modulada pelo micro-organismo, através da degradacdo da
interleucina-8, reduzindo o recrutamento dos neutrofilos para o sitio de inflamacéo,

permitindo sua sobrevivéncia no sistema nervoso central (VANIER et al., 2009).

2.5 ManifestacGes clinicas

S suis provoca amplo espectro de doencas graves nos animais incluindo meningite,
septicemia, artrite, pneumonia, endocardite, endometrite, abortamento, rinite e vaginite.
Animais lactentes apresentam septicemia e artrite como principais manifestacdes clinicas,
enquanto a meningite € a manifestacdo mais comum em animais desmamados (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 1995).

Inicialmente, os animais infectados apresentam apatia, anorexia, febre, hiperemia de
pele, cerdas arrepiadas, orelhas constantemente retraidas junto a cabeca, curto periodo de
diarreia e ocasionalmente vomito (HIGGINS et al., 1990; SANFORD e HIGGINS, 1992;
LUQUE et al., 1998a; SOBESTIANSKI et al., 2001). O quadro clinico nos casos de

meningite progride com tremores musculares, incordena¢do motora, perda de equilibrio,



decubito lateral com movimento de pedalagem, opistétono, convulsdes e morte. Otite
interna é sequela frequente nos casos que ndo evoluem ao 6bito (MADSEN et al., 2001).
Animais com artrite apresentam dor a palpacdo, claudicacdo e aumento de volume na
articulacdo afetada. Casos de septicemia neonatal e endocardite evoluem, geralmente, com
morte stbita (HIGGINS et al., 1990; SANFORD e HIGGINS, 1992; LUQUE et al., 1998a;
SOBESTIANSKI et al., 2001).

Estudos conduzidos com o objetivo de relacionar a infeccdo pelos diversos sorotipos e
fenotipos (dentro de um mesmo sorotipo) com os sinais clinicos apresentados e a idade dos
animais acometidos obtiveram resultados inconclusivos (GALINA et al., 1992;
AARESTRUP et al., 1998a; WISSELINK et al., 2000; VELA et al., 2003; WEI et al.,
2009).

2.6 Diagnostico

O histdrico, sintomatologia e achados de necropsia sdo as bases do diagndstico
presuntivo. O diagnostico definitivo se baseia no isolamento e identificacdo do agente e
lesGes microscopicas dos tecidos (SOBESTIANSKI et al., 2001).

Linhagens recuperadas de animais doentes podem ser facilmente identificadas por
provas bioguimicas: presenca de alfa hemolise em agar sangue, auséncia de crescimento em
caldo contendo 6,50% de cloreto de sadio, teste VP (Voges-Proskauer) negativo e producdo
de amilase positiva (LUQUE et al., 1998a). No entanto, segundo Gottschalk et al. (1991a),
0 uso de Kkits comerciais multi-testes como o API Strep System Test (Bio Mérieux, Franga)
para identificagdo da espécie S suis ndo é recomendado. Além disto, a classificacdo das
linhagens em biotipo 1 e 2, com base na fermentacdo de alguns agucares, é inapropriada.
Biotipo ndo é sindnimo de sorotipo e, até o presente momento, nenhum padrdo bioquimico
pode ser associado a um sorotipo especifico (PERCH et al., 1983; GOTTSCHALK et al.,
1989; GOTTSCHALK et al., 1991b; HIGGINS et al., 1995).

Técnicas soroldgicas foram desenvolvidas e testadas ao longo dos anos demonstrando
limitada eficiéncia: variacdo nos resultados dependendo da concentragdo de anticorpos
utilizada, baixa sensibilidade e especificidade, e a incapacidade de diferenciar o sorotipo 2

do sorotipo 1/2 devido ao compartilhamento de antigenos comuns entre estes dois sorotipos



(ELLIOTT e TAI, 1978; PERCH et al., 1983; KATAOKA et al., 1991; SERHIR et al.,
1993; SEPULVEDA et al., 1996; YANG et al., 2007; JU et al., 2010).

Atualmente, a técnica de sorotipificacdo € a Unica capaz de distinguir todos o0s
sorotipos j& identificados do agente. Dentre as diferentes técnicas existentes, a de
coaglutinacdo é a mais difundida (GOTTSCHALK et al., 1993a). No entanto, 0 tempo
gasto e o custo e dificuldade de producdo dos reagentes necessarios para tal técnica fazem
com que o desenvolvimento de outra técnica seja desejado.

A dificuldade de isolar e localizar as possiveis col6nias de S suis em amostras
naturalmente multi-infectadas como as tonsilas e cavidades nasais € o maior limitante para
0 uso de técnicas bacteriolégicas para o isolamento e identificacdo de linhagens
provenientes de animais portadores sadios. Técnicas de biologia molecular, como a PCR,
sd0 necessarias para acurada detec¢do de suinos portadores sadios e linhagens ambientais
(OKWUMABUA et al., 2003; MAROIS et al., 2007).

Segundo Marois et al. (2007), existe diferenca entre os resultados obtidos com as
diferentes metodologias de diagnéstico empregadas e os diferentes tipos de amostra de
tonsila analisados. Os autores demonstraram que a sensibilidade diagndstica aumenta
significativamente quando coletamos suabes ao invés de bidpsias de tonsilas e quando
utilizamos a PCR sem o cultivo prévio das amostras.

A PCR é uma técnica rapida, sensivel e especifica, capaz de diagnosticar linhagens de
S suis de todos os tipos e linhagens nao tipaveis e, adicionalmente, identificar praticamente
todos os tipos do agente provenientes de animais doentes, animais portadores sadios e
humanos. Okura et al. (2014) desenvolveram protocolo de multiplex PCR em duas etapas
para tipagem das linhagens de S suis capaz de diferenciar praticamente todos o0s tipos
atualmente identificados. A multiplex PCR, em semelhanca ao que ocorre nas técnicas
soroldgicas, ndo é capaz de diferenciar o tipo 2 do 1/2, e o tipo 1 do tipo 14, devido a alta
semelhanca entre seus genes capsulares.

Diagnostico diferencial das infeccdes por S. suis em suinos deve ser realizado para
Doenca de Teschem-Talfan (Paresia Enzodtica Benigna); Doenga de Aujeszky; Doenca do
Edema; Listeriose; Doenca do coragdo em amora; infeccbes por Haemophilus parasuis;

infeccdes por Erysipelothrix rhusiophatiae; infecgdes por Actinobacillus suis; intoxicacao



por cloreto de sodio; infeccBes por Mycoplasma hyosynoviae e Mycoplasma hyorhinis
(SOBESTIANSKI et al., 2001).

2.7 Tratamento da infeccdo

O tratamento com antimicrobianos deve ser instituido no inicio dos sinais clinicos para
ser efetivo. Animais apresentando sintomatologia clinica devem ser isolados e tratados com
antimicrobianoterapia individual. A antimicrobianoterapia massal deve ser aplicada aos
demais animais da baia ou lote inteiro. Recomenda-se ainda administracdo de analgésico e
anti-inflamatério (SOBESTIANSKI et al., 2001; DOMINGUEZ-PUNARO et al., 2007;
GOTTSCHALK et al., 2007).

Os antimicrobianos mais utilizados no tratamento de infecgdes por S suis séo
penicilina e ampicilina, para tratamento individual, e florfenicol e tetraciclina, para o
tratamento massal. Outros principios ativos utilizados para o tratamento e prevencdo das
infeccbes sdo amoxicilina, cefalosporinas e a combinagdo sulfa-trimetoprim
(SOBESTIANSKI et al., 2001).

Resisténcia bacteriana € a principal causa de insucesso no tratamento. Alta frequéncia
de resisténcia de linhagens de S. suis provenientes de casos clinicos e animais portadores
sadios, frente aos principais antimicrobianos utilizados na suinocultura, foi demonstrada em
estudos conduzidos em diversos paises (HAN et al., 2001; MARIE et al., 2002; VELA et
al., 2005; WISSELINK et al., 2006; SALVARANI et al., 2008; ZHANG wt al., 2008;
SOARES et al., 2014b). Portanto, a realizagdo do teste de sensibilidade in vitro aos

antimicrobianos é recomendada.

2.8 Controle e profilaxia da infec¢ao

S suis ndo pode ser erradicado. Antimicrobianoterapia preventiva e desmame precoce,
isolados ou em associagdo, ndo eliminam o estado de portador dos animais e,
consequentemente, ndo erradicam o agente da propriedade, embora sejam efetivos em
reduzir os sinais clinicos da infeccdo (AMASS et al., 1996a; AMASS et al., 1996b;
AMASS et al.,1997).



O controle das infecgdes por S. suis contempla medidas gerais e especificas que visam
reduzir a prevaléncia do agente nos animais e nas granjas e, consequentemente, proteger os
préprios animais e os humanos da infeccdo pelo agente. Medidas gerais sdo acdes de
manejo que minimizam os fatores predisponentes como: isolamento e tratamento dos
animais doentes; limpeza e desinfeccdo das instalagbes; manutencdo de programas
nutricionais adequados ao material genético do plantel; adogdo do sistema de manejo em
lotes, respeitando o vazio sanitario; evitar: superlotacdo de animais, ambientes fechados
com ventilagdo insuficiente, mistura de leitbes de diferentes idades e excessiva umidade
relativa do ar; controle dos vetores; controle de outras doencas (SOBESTIANSKI et al.,
2001; ACHA e SZYFRES, 2003). As medidas especificas sdo a antimicrobianoterapia
massal em periodos estratégicos, de maior probabilidade de ocorréncia de surtos, e a
imunoprofilaxia.

A imunoprofilaxia reduz a severidade do quadro clinico, mas ndo impede a infec¢do
por S. suis. O desenvolvimento de vacinas realmente eficazes é dificultado pela diversidade
de sorotipos virulentos, diferenga de viruléncia entre os sorotipos e entre linhagens,
auséncia de protecdo cruzada, e o pouco conhecimento acerca dos fatores de viruléncia e
fisiopatologia do agente (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

Estudos conduzidos sobre o uso de vacinas atenuadas, inativadas, de subunidade,
autégenas e imunizacdo passiva demonstram prote¢do incompleta com necessidade de
repetidas imunizacGes e/ou com eficacia sorotipo ou linhagem dependente (ELLIOTT et
al., 1980; HOLT et al., 1989; JACOBS et al., 1996; BROWN et al., 1997; BUSQUE et al.,
1997; TORREMORELL et al., 1999; WISSELINK et al., 2001; WISSELINK et al., 2002b;
Ll etal., 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).

2.9 Aspectos em saude publica

InfeccBes por S suis em humanos sdo subdiagnosticadas, na maioria dos paises. O
agente é equivocadamente diagnosticado como enterococos, Streptococcus pneumoniae,
Sreptocococcus bovis, estreptococos do grupo viridans ou mesmo Listeria monocytogenes
(LUTTICKEN et al., 1986; MICHAUD et al., 1996). No entanto, atualmente, S. suis ¢ a



primeira e segunda causa mais frequente de meningite bacteriana em adultos no Vietnam e
na Tailandia, respectivamente (MAI et al., 2008; GOTTSCHALK et al., 2010).

Os primeiros casos de infec¢do por S. suis em humanos foram descritos em 1968, na
Dinamarca. A partir de entdo, casos esporadicos vém sendo relatados ao redor do mundo.
Na China, trés surtos de infeccdo humana ocorreram em 1998, 1999 e 2005, todos
precedidos por surtos em suinos (LUN et al., 2007; GOTTSCHALK et al., 2010).

Os principais grupos de risco sdo funcionarios de granjas e abatedouros, pessoas que
transportam suinos e carne de porco, agcougueiros, veterinarios, donas de casa e cacadores
de javali (ROBERTSON e BLACKMORE, 1989; SALA et al., 1989; WALSH et al., 1992;
ROJAS et al., 2001; STRANGMANN et al., 2002; HUANG et al., 2005; TANG et al.,
2006; MA et al., 2008; RAO et al., 2008; SMITH et al., 2008). No entanto, foram relatados
casos de infeccdo por S. suis em individuos sem ocupa¢do ou contato ocasional com suinos
ou outros animais e sem historico 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 bovino.

A principal via de infeccdo, para os humanos, € a percutanea, através de cortes,
arranhaduras e abrasdes. A infeccdo pode ocorrer ainda pelas vias respiratoria e digestoria
(ARENDS e ZANEN, 1988). O periodo de incubagdo varia de horas a dois dias
(FONGCOM et al., 2009) e a taxa de letalidade de 3,00% a 26,00% (LUN et al., 2007;
WERTHEIM et al., 2009).

Meningite é a principal manifestagcdo clinica em humanos, podendo ocorrer ainda
endocardite, peritonite, rabdomidlise, artrite, espondilodiscite, pneumonia, uveite,
endoftalmite e sindrome do choque téxico (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; HEIDT et al., 2005; HUANG et
al., 2005; GOTTSCHALK et al., 2007; LUN et al., 2007; WERTHEIM et al., 2009). A
perda auditiva unilateral ou bilateral ¢ a sequela mais comum da infeccdo meningea
(DONSAKUL et al., 2003).

Os sorotipos comprovadamente zoono6ticos, ja descritos em casos clinicos humanos,
sdo os sorotipos 1, 2, 4, 5, 14, 16 e 24 (ARENDS e ZANEN, 1988; VILAICHONE et al.,



2002; NGHIA et al., 2008; POGGENBORG et al., 2008; HALESIS et al., 2009; KERDSIN
etal., 2011). O sorotipo 27 foi isolado de um humano portador sadio (ROJAS et al., 2001).

A prevencdo e controle da infeccdo contemplam a inspecdo veterinaria de carcagas e
da pasteurizacdo do leite, o controle microbiolégico dos alimentos, a educacdo em Salde
Publica dos manipuladores de alimentos e o controle do agente nas granjas
(SOBESTIANSKY et al., 2001).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

A. Determinar a ocorréncia de S suis e seus tipos em funcionarios e ambiente de

abatedouros de suinos com SIF do Estado de Sdo Paulo;

3.2 Especificos

A. Determinar a ocorréncia de portadores sadios de S suis entre funcionarios de
abatedouros de suinos com SIF do Estado de S&o Paulo;

B. Descrever a distribuicdo de tipos de S suis isolados de ambiente de abatedouros de
suinos com SIF do Estado de S&o Paulo;

C. Descrever o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das linhagens de S suis
isoladas;

D. Avaliar os fatores de risco associados a infeccdo por S. suis em funcionérios de
abatedouros de suinos com SIF do Estado de S&o Paulo, incluindo as diferentes areas da

etapa de matanga.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e transporte das amostras

O presente projeto teve prévia aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de Animais
(Protocolo n° 162/2011-CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia e da
Comisséo Etica em Pesquisa (Protocolo CEP 3962-2011) da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu.

As coletas foram realizadas em quatro abatedouros de suinos com SIF localizados no
interior de Sao Paulo, Brasil. Todos os funcionarios de todas as areas da etapa de matanca
dos quatro abatedouros foram amostrados, em visita Unica. As areas da etapa de matanca
foram classificadas em areas de risco baixo (pocilga, insensibilizacdo, depilacdo e
carimbagem), risco médio (escaldagem, toalete, lavagem e inspecéao de carcaga) e risco alto
(sangria, evisceracdo, lavagem e inspecdo de visceras), de acordo com a metodologia
proposta na conferéncia de saude, seguranca e higiene no trabalho (IMSS, 1996).

No total, 400 amostras foram coletadas. Amostras de tonsilas (bilateralmente) foram
coletadas de 139 funcionéarios. Suabes ambientais foram também coletados, durante o
periodo de abate: 132 suabes das médos dos funcionarios; 75 de facas; 42 de carcagas;
quatro dos tanques de escaldagem; quatro das mesas de depilagéo; e quatro dos chéos das
salas de matanca, totalizando 261 amostras ambientais. Os suabes das ma&os dos
funcionarios e das facas foram agrupados como amostras ambientais para facilitar a
descricéo.

No frigorifico A, foram coletados suabes de tonsilas (bilateralmente) de 22
funcionarios, suabes de méos de 22 funcionarios, além de suabes de 15 facas, 10 carcacas,
do chdo da sala de matanca, da mesa de depilacédo e da agua de escaldagem. No frigorifico
B, foram coletados suabes de tonsilas (bilateralmente) de 40 funcionérios, suabes de méaos
de 35 funcionarios, além de suabes de 17 facas, 12 carcacas, do chdo da sala de matanca, da
mesa de depilacdo e da &gua de escaldagem. No frigorifico C, foram coletados suabes de
tonsilas (bilateralmente) de 31 funcionarios, suabes de maos de 32 funcionéarios, além de
suabes de 20 facas, 10 carcacas, do chdo da sala de matanca, da mesa de depilacéo e da

agua de escaldagem. No frigorifico D, foram coletados suabes de tonsilas (bilateralmente)



de 46 funcionarios, suabes de méos de 43 funcionarios, além de suabes de 23 facas, 10
carcacas, do chdo da sala de matanca, da mesa de depilacdo e da 4gua de escaldagem.
Todas as amostras foram transportadas ao Laboratério em tubos estéreis contendo

meio de transporte de Stuart (OXOID), sob refrigeracdo, imediatamente apos a coleta.

4.2 Processamento das amostras

As amostras foram inicialmente processadas no Laboratorio de Microbiologia da
Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais, no Departamento de Higiene
Veterinaria e Salde Publica — FMVZ — UNESP — Botucatu / SP.

O isolamento primario das amostras foi realizado em placa de 4gar sangue ovino a
5,00% (OXOID), incubada em estufa de CO, a 37°C, com leituras diarias por 72 horas.
Apos semeadura nas placas de agar sangue, os suabes foram introduzidos em microtubos
(Nuclease free) de 1,5 mL contendo 300 pL da resina chelex-100 (Bio-rad), prdpria para
extracdo de DNA (Apéndice 1).

A identificacdo genotipica da espécie S suis foi realizada no Laboratorio PANGENE,
no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu / SP. O protocolo
utilizado foi adaptado do artigo de Okwumabua et al. (2003) e baseia-se na amplificacdo do
gene codificador da enzima glutamato desidrogenase, produzindo fragmento de 688 pb.

As reacOes de PCR de triagem foram realizadas em microtubos nuclease free de 0,2
mL, em volumes totais de 20 pL, por amostra, constituidos de: 3L de agua nucleasse free;
10 pL de Go Tag® Colorless Master Mix (Promega / 2X); 1 pL do primer JP4 a 10 pmol
(5’-GCA GCG TAT TCT GTC AAA CG-3); 1 pL do primer JP5 a 10 pmol (5’-CCA TGG
ACA GAT AAA GAT GG-3’) e 5 pL do DNA extraido. A amplificacdo foi realizada em
termociclador empregando-se 0s seguintes parametros: 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 extensdo a 72°C por um minuto. Apos
completar os 35 ciclos, os microtubos foram incubados a 72°C por sete minutos para uma
etapa final de extensdo. Em todas as reagdes foi utilizada, como controle positivo, linhagem
de referéncia internacional cedida pelo Dr. Marcelo Gottschalk (Prof. Titular da Faculdade

de Medicina Veterinaria da Universidade de Montreal, Quebec, Canada).



Os DNAs extraidos diretamente dos suabes para a realizacdo da PCR de triagem foram
enviados para o Laboratoire de Recherche sur Streptococcus suis do Prof. Dr. Marcelo
Gottschalk, na Faculté de Médecine Vétérinaire da Université de Montréal, para a
tipificacdo da espécie S. suis através do protocolo de multiplex PCR desenvolvido por
Okura et al. (2014). O envio do material acima especificado foi realizado com todos os
documentos exigidos, obedecendo as normas de exportacdo do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento e as normas de importacdo do Canada.

Todas as colbnias suspeitas de S suis (QUINN et al., 1994), a partir das placas de agar
sangue correspondentes aos suabes positivos na PCR de triagem, foram repicadas,
individualmente, para outras placas de agar sangue, para obtencdo de crescimento puro e
exuberante. As col6nias foram entdo submetidas a técnica de PCR utilizando-se 0s mesmos
protocolos de extracdo e amplificacdo, com as seguintes diferencas: 7uL de agua nucleasse
free e 1 uL do DNA extraido.

As linhagens identificadas como S. suis pela técnica de PCR foram entdo submetidas
ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) através do método de difusdo pelo
sistema de discos, segundo a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), utilizando os pontos de corte indicados pelo fabricante (Cefar Diagndstica
Ltda, S&o Paulo, Brasil), especificados no Quadro 2. Os antimicrobianos testados foram:
amicacina (30 pg); ampicilina (10 pg); amoxicilina-acido clavulanico (30 pg); azitromicina
(15 pg); cefalexina (30 pg); ceftiofur (30 pg); ciprofloxacino (5 pg); clindamicina (2 pg);
cloranfenicol (30 pg); doxicilina (30 pg); enrofloxacino (5 ug); eritromicina (15 pg);
estreptomicina (10 pg); florfenicol (30 pg); gentamicina (10 ug); levofloxacino (5 pg);
norfloxacino (10 pg); penicilina (10 Ul); sulfa-trimetoprim (25 ug); e tetraciclina (30 pg).

4.3 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com PROC FREQ e PROC GLIMMIX (SAS
Institute, 2011) adotando o nivel de significancia de 5,00% (p<0,05). Analise uni-variada
foi utilizada para identificar os fatores (abatedouros, area de risco e tipo de amostra)
associados a ocorréncia de S. suis. Um modelo de regressdo logistica foi utilizado para

estimar as chances de isolamento do agente como funcdo das variaveis explanatorias



(abatedouros, area de risco e tipo de amostra). Termos de interacdo entre abatedouro e tipo

de amostra e abatedouro e area de risco foram testados no modelo.

5 RESULTADOS

5.1 Ocorréncia de S. suisem funcionarios sadios de abatedouros

No presente estudo, dentre os 139 funcionarios amostrados, ndo foi detectado nenhum

portador assintomatico de S. suis em suas tonsilas.
5.2 Ocorréncia de S. suisem ambiente de abatedouro
Os resultados referentes a ocorréncia de S suis nos diferentes abatedouros, bem como

nas diferentes areas de risco da etapa de matanca e em relacdo ao tipo de amostra coletada,

estdo resumidos na Tabela 1.



TABELA 1: Ocorréncia de Streptococcus suisem ambiente de abatedouros de suinos com SIF do estado

de Sdo Paulo, Brasil. Diferen¢a de ocorréncia entre os abatedouros, areas de risco e tipo de amostras

(mao / facas).
n%p / n% (%) Abatedouro A | AbatedouroB | AbatedouroC | Abatedouro D TOTAL
S. suis 10/37 (27,03) | 9/52 (17,31) | 8/52(15,38) | 24/66 (36,36) 51/ 207 (24,64)
Valor p 0,03
Tipo Amostra
Maos 7/22(31,82) | 7/35(20,00) | 4/32(1250) | 17/43(39,53) 35/132 (26,52)
Facas 3/15(20,00) | 2/17(11,76) | 4/20(20,00) | 7/23(30,43)  16/75 (21,33)
Valor p 0,42 0,46 0,46 0,46 0,40
Area de Risco
Baixo 2/8(2500) | 3/11(27,27) | 1/156,67) 0/7(0,00) 6/41 (14,63)
Médio 7/14 (50,00) | 3/29(10,34) | 4/23(17,39) | 14/37(37,84)  28/103 (27,18)
Alto 1/15(6,67) | 3/12(2500) | 3/14 (21,43) | 10/22 (4545)  17/63 (26,98)
Valor p 0,03 0,32 0,51 0,08 0,25

n%p: nimero de amostras positivas para S. suis

na: nimero de amostras coletadas

Risco Baixo: pocilga, insensibilizacdo, depilacéo e carimbagem
Risco Médio: escaldagem, toalete e lavagem e inspecéo de carcaca

Risco Alto: sangria, evisceragdo e lavagem e inspe¢ao de visceras

Das 207 amostras ambientais coletadas (132 suabes de méos e 75 suabes de facas), 51
(24,64%) se mostraram positivas para S. suis: 35 (26,52%) suabes de maos e 16 (21,33%)
suabes de facas. Em relagdo ao nimero de amostras por &rea de risco, foi isolado S. suis de
14,63% (6/41) das amostras coletadas em areas de risco baixo; 27,18% (28/103) das
amostras coletadas em areas de risco médio; 26,98% (17/63) das amostras coletadas em
areas de risco alto (Tabela 1).

No abatedouro A, das 37 amostras ambientais coletadas (22 suabes de méos e 15
suabes de facas), dez (27,03%) se mostraram positivas para S. suis: sete (31,82%) suabes de
maéos e trés (20,00%) suabes de facas. Em relacdo ao nimero de amostras por area de risco,
foi isolado S suis de 25,00% (2/8) das amostras coletadas em areas de risco baixo; 50,00%
(7/14) das amostras coletadas em areas de risco medio; 6,67% (1/15) das amostras
coletadas em &reas de risco alto (Tabela 1).



No abatedouro B, das 52 amostras ambientais coletadas (35 suabes de maos e 17
suabes de facas), nove (17,31%) se mostraram positivas para S. suis: sete (20,00%) suabes
de méos e dois (11,76%) suabes de facas. Em relacdo ao numero de amostras por area de
risco, foi isolado S. suis de 27,27% (3/11) das amostras coletadas em areas de risco baixo;
10,34% (3/29) das amostras coletadas em areas de risco médio; 25,00% (3/12) das amostras
coletadas em areas de risco alto (Tabela 1).

No abatedouro C, das 52 amostras ambientais coletadas (32 suabes de méos e 20
suabes de facas), oito (15,38%) se mostraram positivas para S. suis: quatro (12,50%) suabes
de méos e quatro (20,00%) suabes de facas. Em relacdo ao nimero de amostras por area de
risco, foi isolado S suis de 6,67% (1/15) das amostras coletadas em areas de risco baixo;
17,39% (4/23) das amostras coletadas em areas de risco medio; 21,43% (3/14) das amostras
coletadas em areas de risco alto (Tabela 1).

No abatedouro D, das 66 amostras ambientais coletadas (43 suabes de mé&os e 23
suabes de facas), 24 (36,36%) se mostraram positivas para S. suis: 17 (39,53%) suabes de
maos e sete (30,43%) suabes de facas. Em relagdo ao niUmero de amostras por area de risco,
foi isolado S suis de 37,84% (14/37) das amostras coletadas em areas de risco médio;
45,45% (10/22) das amostras coletadas em areas de risco alto; e ndo foi isolado S. suis (0/7)
das amostras coletadas em areas de risco baixo (Tabela 1).

Os abatedouros e as diferentes areas de risco do abatedouro A se revelaram fatores de
risco para infeccdo de S suis em funcionarios de abatedouros de suinos. Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada para as ocorréncias de S. suis entre 0s
abatedouros. A chance de obtencdo de uma amostra positiva para S. suis foi 2,7 e 3,1 vezes
maior no abatedouro D em relagdo ao abatedouro B e abatedouro C, respectivamente. No
abatedouro A, foi observada também diferenca significativa (p<0,05) para as ocorréncias de
S suis entre as areas de risco baixo, médio e alto, com maior ocorréncia (50,00%) do
patdgeno em maos / facas dos funcionarios das areas de risco médio (Tabela 1).

S suis foi ainda isolado da superficie da mesa de depilacdo do abatedouro A e de seis

carcacas: trés do abatedouro B e trés do abatedouro C.



5.3 Cultivo bacteriano versus PCR sem cultivo prévio

Dentre as 261 amostras ambientais processadas, 58 (22,22%) foram positivas para S
suis quando a PCR foi utilizada sem o cultivo prévio das amostras.

O cultivo bacteriano evidenciou 110 (42,15%) placas da agar sangue com crescimento
de Streptococcus alfa-hemolitico, no entanto, apenas 16 (6,13%) placas contendo col6nias
individualizadas capazes de serem utilizadas para as técnicas de PCR, para confirmacdo de
espécie S suis, e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos. S. suis foi identificado nas 16

placas.

5.4 Distribuicao dos diferentes tipos de S. suisisolados de ambiente de abatedouros

Dentre as 58 linhagens de S. suis submetidas a tipificacdo, 48 (82,76%) pertencem ao
grupo de linhagens NS (néo tipaveis), sendo possivel a determinacdo do tipo em apenas dez
(17,24%) linhagens.

Os resultados referentes a distribuicdo dos diferentes tipos isolados de ambiente dos

abatedouros estdo demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2: Distribuicéo dos diferentes tipos de Streptococcus suis, dentre as dez linhagens tipificaveis,

isolados de ambiente de abatedouros de suinos com SIF do estado de Sao Paulo, Brasil.

Abatedouros N2 (%)

Tipos| A B C D TOTAL
4 - - - 2 (20,00) 2 (20,00)
5 - - 2 (20,00) - 2 (20,00)
12 - - 2 (20,00) - 2 (20,00)
21 | 1(10,00) - - - 1(10,00)
29 - - 1(10,00) 1(10,00) 2 (20,00)
31 - - - 1(10,00) 1 (10,00)

Os tipos 4 (20,00%), 5 (20,00%), 12 (20,00%) e 29 (20,00%) foram os mais
frequentes seguidos pelos tipos 21 (10,00%) e 31 (10,00%). N&o foram isoladas linhagens
pertencentes aos tipos 1, 2 e 1/2 (Tabela 2).



5.5 Suscetibilidade aos antimicrobianos

A Tabela 3 demonstra a proporcado de linhagens de S. suis sensiveis, parcialmente
sensiveis e resistentes frente aos 20 antimicrobianos testados, dentre as 16 submetidas ao

teste de suscetibilidade.



TABELA 3: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de 16 linhagens de Streptococcus suis isoladas

de ambiente de abatedouros de suinos com SIF do estado de Sao Paulo, Brasil.

ANTIMICROBIANOS

Beta-lactamicos:
Amoxicilina + Clavulanato
Ampicilina
Penicilina
Cefalexina
Ceftiofur
Aminoglicosideos:
Amicacina
Estreptomicina
Gentamicina
Macrolideos:
Azitromicina
Eritromicina
Fluorquinolonas:
Ciprofloxacino
Enrofloxacino
Levofloxacino
Norfloxacino
Lincosaminas:
Clindamicina
Tetraciclinas:
Doxiciclina
Tetraciclina
Anfenicdis:
Cloranfenicol
Florfenicol
Sulfonamidas:

Sulfa + Trimetoprim

SENSIVEL
n? (%)

16 (100,00)
13 (81,25)
5 (31,25)
12 (75,00)
15 (93,75)

3 (18,75)
1 (6,25)
7 (43,75)

4 (25,00)
2 (12,50)

3 (18,75)
5 (31,25)
6 (37,50)
4 (25,00)

1 (6,25)

16 (100,00)
1 (6,25)

9 (56,25)
8 (50,00)

3 (18,75)

PARCIALMENTE SENSIVEL

n® (%)

0 (0,00)
2 (12,50)
8 (50,00)
1 (6,25)
1 (6,25)

7 (43,75)
0 (0,00)
4 (25,00)

1 (6,25)
2 (12,50)

3 (18,75)
5 (31,25)
2 (12,50)
2 (12,50)

0 (0,00)

0 (0,00)
1 (6,25)

6 (37,50)
5 (31,25)

1 (6,25)

RESISTENTE
n® (%)

0 (0,00)
1 (6,25)
3(18,75)
3(18,75)
0 (0,00)

6 (37,50)
15 (93,75)
5 (31,25)

11 (68,75)
12 (75,00)

10 (62,50)
6 (37,50)
8 (50,00)
10 (62,50)

15 (93,75)

0 (0,00)
14 (87,50)

1 (6,25)
3 (18,75)

12 (75,00)

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos demonstrou uma eficacia dos farmacos

testados variando de 100,00% a 6,25% e resisténcia das linhagens de S. suis variando de

100,00% a 0,00%. Os antimicrobianos que apresentaram o maior indice de eficacia contra



as linhagens estudadas foram a amoxicilina com clavulanato (100,00%) e a doxiciclina
(100,00%) seguidos pelos antimicrobianos ceftiofur (93,75%), ampicilina (81,25%),
cefalexina (75,00%), cloranfenicol (56,25%) e florfenicol (50,00%). Os demais
antimicrobianos demonstraram eficacia inferior a 50,00%. Mais de 50,00% das linhagens
foram resistentes as drogas ciprofloxacino (62,50%), norfloxacino (62,50%), azitromicina
(68,75%), eritromicina (75,00%), sulfa-trimetoprim (75,00%), tetraciclina (87,50%),
clindamicina (93,75%) e estreptomicina (93,75%). indices elevados de resisténcia (superior
a 30,00%) foram ainda demonstrados para 0s antimicrobianos gentamicina (31,25%),
amicacina (37,50%), enrofloxacino (37,50%) e levofloxacino (50,00%) (Tabela 3).

5.6 Multirresisténcia e perfis de resisténcia (resistotypes)
Multiresisténcia, ou seja, resisténcia a trés ou mais grupos antimicrobianos, foi
demonstrada em 100,00% das linhagens de S suis isoladas no presente estudo, conforme

sumarizado na Tabela 4.

TABELA 4: Multirresisténcia de linhagens de Streptococcus suis isoladas de ambiente de abatedouros

de suinos com SIF do estado de Sado Paulo, Brasil.

n? de Grupos Total n® de Total
Antimicrobianos n? linhagens (%) Antimicrobianos n? linhagens (%)

3 1 (6,25) 3 1 (6,25)

4 1 (6,25) 7 2 (12,50)

5 1 (6,25) 10 2 (12,50)

6 4 (25,00) 11 1 (6,25)

7 3(18,75) 12 5(31,25)

8 6 (37,50) 14 1 (6,25)
Total 16 (100,00) 15 1 (6,25)

16 2 (12,50)

17 1 (6,25)

Total 16 (100,00)

Dentre as 16 linhagens submetidas ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, 16

(100,00%) apresentaram multirresisténcia: uma (6,25%) linhagem se mostrou resistente a



trés, quatro e cinco grupos antimicrobianos; quatro (25,00%) a seis; trés (18,75%) a sete; e

seis (37,50%) a oito grupos antimicrobianos. Em relacdo ao nimero de antimicrobianos

individuais: uma (6,25%) linhagem se mostrou resistente a trés, 11, 14, 15 e 17

antimicrobianos; duas (12,50%) a sete, dez e 16; e cinco (31,25%) a 12 antimicrobianos

(Tabela 4).

Os perfis de resisténcia (resistotypes) das linhagens de S suis estudadas foram

construidos usando os 20 antimicrobianos testados. A distribuicdo geral dos resistotypes e

entre os principais tipos isolados estd demonstrada nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

TABELA 5: Distribuicdo geral dos perfis de resisténcia (resistotypes) de 16 linhagens de Streptococcus

suisisoladas de ambiente de abatedouros de suinos com SIF do estado de Sao Paulo, Brasil.

n2

Perfis de Resisténcia (Resistotypes)

Resistotypes  Linhagens

1 1 AMI-AMP-AZ|-CEFA-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
2 1 AMI-AMP-CIP-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GEN-PEN-SUL-TET

3 1 AMI-AZI-CEFA-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
4 1 AMI-AZI-CEFA-CIP-CLI-ENR-ERI-EST-FLO-GEN-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

5 1 AMI-AZI-CEFT-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
6 1 AMI-AZI-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

7 1 AMI-AZI-CIP-CLI-CLO-ERI-EST-NOR-PEN-SUL-TET

8 1 AMI-AZI-CIP-CLI-ENR-ERI-EST-LEV-NOR-SUL-TET

9 1 AMI-AZI-CIP-CLI-ERI-EST-TET

10 1 AMI-AZI-CLI-ERI-EST-GEN-NOR-PEN-SUL-TET

11 1 AMI-AZI-CLI-ERI-EST-GEN-TET

12 1 AMI-CIP-CLI-ENR-EST-FLO-GEN-LEV-NOR-SUL-TET

13 1 AMI-CLI-ERI

14 1 AMP-CEFA-CIP-CLI-ENR-EST-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

15 1 AZI-CIP-CLI-ENR-ERI-EST-LEV-NOR-SUL-TET

16 1 AZI-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-LEV-NOR-SUL-TET

AMI-Amicacina AMP-Ampicilina AMO-Amoxicilina + Clavulanato AZI-Azitromicina CEFA-Cefalexina
CEFT-Ceftiofur CIP-Ciprofloxacino CLI-Clindamicina CLO-Cloranfenicol DOX-Doxiciclina ENR-

Enrofloxacino ERI-Eritromicina EST-Estreptomicina FLO-Florfenicol GEN-Gentamicina LEV-Levofloxacino

NOR-Norfloxacino PEN-Penicilina SUL-Sulfa + Trimetoprim TET-Tetraciclina

As 16 linhagens de S suis submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

foram distribuidas em 16 perfis de resisténcia. Ndo houve perfil mais frequente (Tabela 5).



TABELA 6: Distribuicdo dos perfis de resisténcia (resistotypes) entre tipos zoonéticos de Streptococcus

suisisolados de ambiente de abatedouros de suinos com SIF do estado de Sao Paulo, Brasil.

Tipos Ne N2 Resistotypes

Importantes  Antimicrobianos  Linhagens

4 15 1 AMI-AZI-CEFA-CIP-CLI-ENR-ERI-EST-FLO-GEN-LEV-NOR-PEN-SUL-
TET
16 1 AMI-AZI-CEFA-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GEN-LEV-NOR-PEN-
SUL-TET
5 12 1 AMP-CEFA-CIP-CLI-ENR-EST-GEN-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
17 1 AMI-AMP-AZ|-CEFA-CIP-CLI-CLO-ENR-ERI-EST-FLO-GENT-LEV-NOR-
PEN-SUL-TET

As linhagens pertencentes aos tipos de importancia em salde publica, ja descritos
como causadores de meningite e outras manifestagdes clinicas em humanos, foram

resistentes a 12 a 17 antimicrobianos (Tabela6).

6 DISCUSSAO

6.1 Ocorréncia de S. suis em funcionarios sadios de abatedouros

Kumate e Gutiérrez (1978) definem portador como o individuo que alberga o agente
infeccioso sem apresentar manifestacdes clinicas. A condi¢do de portador assintomatico
dos suinos €, hd muitos, conhecida. No entanto, poucos estudos epidemioldgicos foram
realizados com o objetivo de estabelecer a prevaléncia de S suis em individuos
pertencentes aos principais grupos de risco. Apesar da auséncia de individuos positivos
para S suis em suas tonsilas no presente estudo, o estado de portador assintomatico pode
ocorrer em individuos com contato prolongado e recorrente com suinos ou seus produtos e
subprodutos (ROJAS et al., 2001; STRANGMANN et al., 2002; SOARES et al., 2014a).

Amass et al. (1998) e Soares et al. (2014a) pesquisaram a prevaléncia de portadores
sadios entre funcionarios de granjas, nos Estados Unidos e Brasil, respectivamente.
Nenhum portador assintomatico pdde ser identificado no estudo de Amass et al. (1998). No
entanto, Soares et al. (2014a) identificaram um funcionario de granja portador

assintomatico de linhagem NS de S suis, dentre 28 amostrados.



O presente estudo, trabalhando com o principal grupo de risco, funcionarios de
abatedouros de suinos, ndo evidenciou nenhum portador assintomético. No entanto, a
condicdo de portador ja foi demonstrada em funcionarios de abatedouros (ROJAS et al.,
2001; STRANGMANN et al., 2002). Rojas et al. (2001) coletaram suabes de tonsilas de 69
funcionarios da etapa de matancga de quatro abatedouros de suinos, no México. Os autores
evidenciaram o estado de portador assintomatico em 5,79% (4/69) dos funcionarios
amostrados. Strangmann et al. (2002), trabalhando com amostras de 132 funcionarios,
também demonstraram ocorréncia de 5,3% de portadores assintomaticos, corroborando

com o estudo de Rojas et al. (2001).

6.2 Ocorréncia de S. suisem ambiente de abatedouro

Diferenca significativa (p<0,05) foi observada para as ocorréncias de S suis entre 0S
abatedouros e entre as &reas de risco baixo, médio e alto do abatedouro A, com maior
ocorréncia (50,00%) do patdgeno em mados / facas dos funcionarios das areas de risco
médio (escaldagem, toalete e lavagem e inspecdo de carcaca). A chance de obtencdo de
uma amostra positiva para S suis foi 2,7 e 3,1 vezes maior no abatedouro D em relagéo ao
abatedouro B e abatedouro C, respectivamente.

Breton et al. (1986) coletaram suabes de mé&os e facas de evisceradores e de
funcionarios da area de desossa. Os autores também demonstraram diferenca significativa
entre as ocorréncias de S. suis nas diferentes areas amostradas. No estudo, as probabilidades
de isolamento de S. suis das facas e das méos dos evisceradores foram, respectivamente,
4,0 e 7,0 vezes maiores que as probabilidades de isolamento de S. suis das facas e das maos
dos funcionérios da area de desossa.

Embora tenha havido diferenca significativa entre as areas amostradas em ambos 0s
estudos, € importante ressaltar que, em muitos abatedouros, existe rodizio dos funcionarios

nas diferentes areas, portanto todos os funcionarios estao expostos a infeccao.



6.3 Cultivo bacteriano versus PCR sem cultivo prévio

O presente estudo demonstrou que 22,22% (58/261) das amostras ambientais
estudadas foram positivas para S. suis quando a PCR foi realizada sem o cultivo prévio das
amostras e apenas 6,13% (16/261) foram positivas quando colénias isoladas suspeitas de S
suis foram identificadas posteriormente por PCR. Estes achados corroboram com o0s
resultados publicados por Marois et al. (2007). No estudo realizado pelos autores, 57,00%
das bidpsias de tonsilas e 72,00% dos suabes de tonsilas foram positivos para o agente
quando col6nias suspeitas isoladas foram identificadas posteriormente por PCR. As
prevaléncias das bidpsias e suabes de tonsilas positivos aumentaram significativamente
para 71,00% e 81,00%, respectivamente, quando a PCR foi realizada sem o cultivo prévio

das amostras.

6.4 Distribuicéo dos diferentes tipos de S. suisisolados de ambiente de abatedouros

Altas porcentagens de linhagens de S. suis NS, como a encontrada no presente estudo
(82,76%), ja foram descritas por outros autores, em estudos envolvendo linhagens oriundas
de animais portadores sadios: 47,30% (HAN et al., 2001); 58,00% (MAROIS et al., 2007);
79,00% (BRISEBOIS et al., 1990). As linhagens pertencentes ao grupo NS podem ser
linhagens ndo capsulares, linhagens que perderam sua capsula ou linhagens pertencentes a
tipos ainda néo identificados (LAKKITJAROEN et al., 2011).

No presente estudo, os tipos 4 (20,00%), 5 (20,00%), 12 (20,00%) e 29 (20,00%)
foram os mais frequentes seguidos pelos tipos 21 (10,00%) e 31 (10,00%). N&o foram
isoladas linhagens pertencentes aos tipos 1, 2 e 1/2, resultado coerente com a literatura
internacional. Estudos conduzidos com suinos portadores sadios relatam prevaléncia do
sorotipo 2 variando de 0,00% a 4,00%, bem inferior a encontrada em estudos conduzidos
com animais doentes (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).



Destaque para os tipos 4 (20,00%) e 5 (20,00%), ja descritos como causadores de
meningite e outras manifestacbes clinicas em humanos (ARENDS e ZANEN, 1988;
KERDSIN et al., 2011).

No Brasil, até o presente momento, existem quatro trabalhos cientificos publicados
referentes a prevaléncia de S. suis em suinos portadores sadios. Bosco et al. (2000) e Lara
et al. (2007) pesquisaram a prevaléncia do biotipo 2, classificacdo ndo mais aceita
atualmente. 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).
Estes primers ndo diferenciam o sorotipo 2 do 1/2. Portanto, a prevaléncia descrita em

ambos os estudos é a prevaléncia do sorotipo 2 somada a prevaléncia do sorotipo 1/2.

6.5 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Resisténcia de linhagens de S. suis provenientes de casos clinicos e portadores sadios
tem sido relatada em diversos paises (TARRADAS et al., 1994; TURGEON et al., 1994;
WASTESON et al., 1994; SEOL et al., 1996; AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et
al., 1998b; HAN et al., 2001; MARIE et al., 2002; VELA et al., 2005; WISSELINK et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2008; SALVARANI et al., 2008; ZHANG et al., 2008; SOARES
et al., 2014b). Estudos revelam diferenca no grau de resisténcia observada entre diferentes
paises, sorotipos, técnicas empregadas de avaliacdo da suscetibilidade e ao longo dos anos
(AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al., 1998b; HAN et al., 2001; MARIE et al.,
2002; WISSELINK et al., 2006; ZHANG et al., 2008).

No presente estudo, a determinacdo do perfil de suscetibilidade das linhagens de S
suis aos antimicrobianos foi realizada pelo método de difusdo com discos, metodologia
mais difundida no Brasil, utilizando agar Mueller-Hilton suplementado com 5,00% de
sangue bovino.

Devido as caracteristicas farmacoldgicas dos antimicrobianos e o patégeno envolvido,
esperava-se boa eficacia dos beta-lactamicos, macrolideos, cloranfenicol, florfenicol, sulfa+
trimetoprim, tetraciclinas e lincosaminas. Dentre estes, somente o0s beta-lactamicos

demonstraram eficacia satisfatoria, variando de 75,00% a 100,00%, com excecdo da



penicilina (31,25%). Estudos envolvendo linhagens isoladas de animais doentes ou
portadores sadios j& foram descritos, com alto indice de resisténcia a tetraciclinas,
macrolideos, lincosamidas e sulfonamidas, corroborando com o presente estudo (PRIETO
et al., 1994; AARESTRUP et al., 1998; AARESTRUP et al., 1998b; VELA et al., 2005;
WISSELINK et al., 2006; ZHANG et al., 2008; SOARES et al., 2014b). Zhang et al (2008)
e Soares et al. (2014b) também demonstraram mais de 50,00% das linhagens resistentes a
clindamicina (68,40% e 84,61%), tetraciclina (91,70% e 97,69%) e sulfa-trimetoprim
(59,10% e 100,00%), respectivamente. Contraditoriamente ao resultado obtido, Vela et al.
(2005) e Wisselink et al. (2006) demonstraram baixos indices de resisténcia para a
combinacéo sulfa-trimetoprim (0,00% e 6,00%), respectivamente.

A amoxicilina com clavulanato (100,00%) foi o antimicrobiano mais eficaz dentre os
beta-lactamicos, seguido pelo ceftiofur (93,75%), ampicilina (81,25%), cefalexina
(75,00%) e penicilina (31,25%). Altos indices de sensibilidade a amoxicilina foram
também obtidos em estudos recentes (HAN et al., 2001; MARIE et al., 2002; SOARES et
al., 2014b). Baixos indices de resisténcia foram observados para amoxicilina com
clavulanato (0,00%) e ceftiofur (6,25%) enquanto que indices relativamente mais elevados
(> 15,00%) foram demonstrados para ampicilina (18,25%), cefalexina (25,00%) e
penicilina (68,75%). Zhang et al. (2008) demonstraram niveis de resisténcia mais elevados
ao ceftiofur (22,10%) e bem mais baixos a penicilina (9,50%). Contraditoriamente ao
presente estudo, 100,00% das linhagens foram sensiveis a penicilina, em estudo conduzido
por Marie et al. (2002).

No presente estudo, a tetraciclina apresentou indice elevado de resisténcia (87,50%),
semelhante ao observado por Zhang et al. (2008) e Soares et al. (2014b). O percentual de
sensibilidade da doxiciclina foi surpreendentemente alto (100,00%) quando comparado
com o encontrado por Marie et al. (2002) (21,00%) e Soares et al. (2014b) (62,31%), este
ultimo, estudo conduzido com linhagens isoladas de animais sadios provenientes de granjas
tambeém localizadas no interior de Sdo Paulo.

A porcentagem de linhagens sensiveis ao cloranfenicol (56,25%), antimicrobiano de
uso proibido em animais de producdo, foi semelhante a de linhagens sensiveis ao
florfenicol (50,00%), analogo estrutural substituto do cloranfenicol, muito utilizado para

tratamento de doencas respiratorias dos suinos. No entanto, a resisténcia ao florfenicol



(18,75%) foi trés vezes a resisténcia demonstrada para o cloranfenicol (6,25%) e, ainda,
superior a descrita para linhagens clinicas (WISSELINK et al., 2006) (0,00%). Soares et al.
(2014b) também descreveram eficadcia muito proxima dos dois antimicrobianos e
resisténcia ao florfenicol de quase duas vezes a resisténcia ao cloranfenicol.

A penicilina e a ampicilina foram, ao longo dos anos, os antimicrobianos de escolha
para o tratamento das infec¢fes por S. suis (SANFORD E ROSS, 1986). Outros principios
ativos muito utilizados como tratamento e prevencdo de infec¢bes bacterianas na
suinocultura sdo amoxicilina, cefalosporinas, florfenicol, tetraciclina e a combinacéo sulfa-
trimetoprim (SOBESTIANSKI et al., 2001). Os altos indices de linhagens parcialmente
sensiveis a penicilina (50,00%), ampicilina (12,50) e florfenicol (31,25%), descritos no
presente trabalho, sugerem que esses antimicrobianos ndo devam mais ser utilizados,

empiricamente, para o tratamento e/ou controle de infec¢Ges por S suis.

6.6 Multirresisténcia e perfis de resisténcia (resistotypes)

A porcentagem de linhagens multirresistentes encontrada no presente estudo
(100,00%) foi superior a demonstrada por Zhang et al. (2008) (80,10%), além das descritas
nos 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. (2008) sdao formados por quatro e cinco antimicrobianos,
respectivamente. No presente estudo, ndo houve perfil mais prevalente, no entanto, 93,75%
(15/16) dos perfis sdo formados por, no minimo, sete 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. (2008) obtiveram 56,50% das
linhagens resistentes a pelo menos seis antimicrobianos. No presente estudo, 93,75% das
linhagens de S. suis foram resistentes a pelo menos sete, indices bem mais elevados quando
comparados com os demais estudos, indicando o uso indiscriminado dos antimicrobianos
no Brasil.

Os tipos zoondticos descritos no presente estudo foram resistentes a 12 a 17

antimicrobianos. As linhagens tipo 4 foram resistentes a 15 e 16 antimicrobianos enquanto



que as linhagens tipo 5 foram resistentes a 12 e 17 antimicrobianos. Esses dados sugerem

uma possivel dificuldade no tratamento das infeccGes por S. suistanto em animais.

7 CONCLUSOES

S. suis estéa presente no ambiente de abatedouros de suinos, em carcacas, facas e maos
dos funcionéarios de todas as areas da etapa de matanca, demonstrando que todos os
funcionarios estdo expostos a infeccao.

Os abatedouros e as diferentes areas da etapa de matanca podem ser fatores de risco
associados a ocorréncia de S. suis em abatedouros de suinos e, consequentemente, a
infeccdo humana pelo patégeno.

O uso de técnicas de biologia molecular é essencial para a deteccdo de S. suis em
amostras ndo clinicas.

A deteccéo de diferentes tipos de S suis reforca a necessidade de conhecimento da
distribuicdo dos tipos do agente nos microambientes (granjas, abatedouros, municipios,
estados, paises) para a implantagdo de medidas eficazes de controle.

A deteccdo dos tipos 4 e 5, reconhecidos como causadores de doencas em animais e
nos humanos, reforca a importancia dos suinos portadores sadios na epidemiologia do S
suis; da implantacdo e fiscalizagdo de normas de seguranga no trabalho dentro dos
abatedouros de suinos; e a importancia de educacdo em salde publica.

A amoxicilina com clavulanato (100,00%), doxiciclina (100,00%), ceftiofur (93,75%),
ampicilina (81,25%) e cefalexina (75,00%) sdo os antimicrobianos de elei¢cdo para o
tratamento de infecgdes causadas por S. suis.

A alta porcentagem de linhagens de S. suis multirresistentes, demonstrada no presente
estudo, indica o uso indiscriminado de antimicrobianos nos rebanhos suinos brasileiros e a
necessidade de realizacdo do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos de forma

rotineira.
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Apéndices



APENDICE 1: Protocolo de Extracio de DNA Bacteriano Utilizando-se a Resina
Chelex-100 (Bio-rad)

1) Extragéo de colbnias

a) Dissolver uma ou duas algadas da linhagem em 1 mL de agua milli-Q autoclavada, em

um microtubo RNase e DNase Free.

b) Vortexar por 10 segundos.

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

d) Desprezar o sobrenadante.

e) Adicionar ao sedimento 200 uL da resina Chelex-100, preparada a 5%.

f) Vortexar por 10 segundos

g) Incubar a 56°C durante 20-30 minutos.

h) Vortexar por 10 segundos.

i) Incubar em agua fervente por 8 minutos.

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

k) Transferir o sobrenadante contendo o DNA para outro microtubo RNase e DNase free.

I) Armazenar a-20°C.

2) Extracao diretamente do suabe

a) Deixar o suabe no microtubo contendo 300 pL da resina Chelex-100, preparada a 5%
em geladeira por 12 a 24 horas.

b) Descartar o suabe.

C) Seguir os passos de “f” a “1” do item 1.

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 amplificacdo do DNA.
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ABSTRACT

Sreptococcus suis is an important pathogen in the swine industry. This study is the
first to report on occurrence, risk factors, type distribution and antimicrobial susceptibility
of S suisrecovered from employees and environment sample of swine slaughterhouses in
Brazil. Tonsillar swabs of 139 employees and 261 environmental swabs were collected for
detection of S suis and its types by monoplex and multiplex PCR, respectively. The
antimicrobial susceptibilitywas determined by disc diffusion method. There was no
detection of healthy carriers employees. S suis was isolated from 24.64% of the
environment samples. Significant statistical differences (p<0.05) were observed for the
occurrence of S suis among slaughterhouses and among areas of low, medium and high
risk of the slaughterhouse A. The types 4 (20.00%), 5 (20.00%), 12 (20.00%) and 29
(20.00%) were the most frequent followed by types 21 (10.00%) and 31 (10.00%). The
most effective antimicrobials were amoxicillin-clavulanate (100.00%), doxycycline
(100.00%), ceftiofur (93.75%), ampicillin (81.25%) and cephalexin (75.00%). Multidrug
resistance was observed in 100.00% of the isolates. S. suis is present in the environment of
swine slaughterhouses, carcasses, knives and hands of employees from all areas,

demonstrating that all employees are exposed to infection.

Keywords:Streptococcus suis; Slaughterhouse Employees; Risk Factors; Antimicrobial

Susceptibility; Public Health.



INTRODUCTION

Sreptococcus suis is recognized worldwide as an important pathogen in intensive
swine production and as an important zoonotic agent. It has been associated with a variety
of infections in individuals working in close contact with swine or pork products, such as
meningitis, peritonitis, endocarditis, septic shock and others (1,2). Nowadays, S. suishas
been reported to be the first and the second frequent cause of bacterial meningitis is adults
in Vietnam and Thailand, respectively (2,3).

The condition of asymptomatic carrier in human is poorly unknown. Few
epidemiological studies were performed in order to establish the prevalence of S suis in
individuals belonging to the main risk groups (4,5).

From the 35 capsular serotypes currently identified, serotype 2 is considered the
most virulent and frequently isolated from both swine and humans. However, serotypes 1,
4,5, 14, 16 and 24 have also been isolated from clinical cases in humans (6-11).

Current vaccines provide only partial serotype-specific protection. Therefore,
antimicrobial agents have become very important in treating and controlling infections
caused by S. suis. Differences in the level of resistance have been demonstrated between
different countries, serotypes, and over time (12-14).

In Brazil, the fourth major pork producer and exporter in the world, there are only
about 18 published scientific papers about this pathogen. The present study is the first that
aims to determine the occurrence, type distribution and antimicrobial susceptibility, as well
as the resistotypes, of S suis strains recovered from employees and environment of swine

slaughterhouses of the state of Sdo Paulo, Brazil.



MATERIAL AND METHODS

Samples

During a four month period, from June to September 2013, samples were collected
from various sources at four slaughterhouses, located in four different cities of the state of
Sdo Paulo, Brazil. In each slaughterhouse, all the employees in pig slaughtering were
sampled, considering three risk areas: low risk (piggery, stunning, dehairing and stamping);
medium risk (scalding and washing, dressing and inspection of carcasses); and high risk
(bleeding, evisceration and washing and inspection of visceras).

A total of 400 samples were collected. Samples of tonsils were collected from 139
employees. Environmental swabs were also collected during the slaughter: 132 and 75
swabs from the hands and knives of the employees, respectively; 42 from the cut surface of
the thorax of the carcasses; four from the scalding tanks; four from dehairing tables; and

four from the floor of the killing rooms, comprising 261 environmental samples.

Detection and typing of S. suis

Each sample was analysed by PCR without culture and by bacteriologic culture.
Swabs were cultured on a 5% sheep blood agar plate and then introduced into microtubes
containing 300 pL of the chelex-100 resin (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) used for the DNA
extraction. The plates were incubated aerobically at 37°C and inspected for growth after 24
and 48 hours. All colonies of 1-2 mm in diameter showing alpha-hemolysis were suspected
as potentialS. suis (15). The S suis-like strains and the DNA extracted directly from the

swabs were submitted to PCR for the identification of S suis. The identification and the



typing were performed as described by Okwumabua et al. (16) and Okura et al. (17),

respectively.

Antimicrobial Susceptibility Test

The antimicrobial susceptibility of S suis strains was determined by disc diffusion
method using Mueller-Hinton agar supplemented with 5% defibrinated sheep blood,
according to the recommendation reported by CLSI (18), following specific breakpoints
indicated by the manufacturer (CefarDiagndstical.tda, Sdo Paulo, Brasil) as shown in Table
I. The antimicrobial agents used in this study were:amikacin (30 npg);ampicillin (10
ug);amoxicillin + clavulanate (30 pg);ceftiofur (30 pg); ciprofloxacin (5 pg); florfenicol
(30 pg); chloramphenicol (30 ng); norfloxacin (10 pg); gentamicin (10 ng);enrofloxacin(5
ug); streptomycin (10 ug); sulfa-trimethoprim (25 ng); tetracycline (30 ug); levofloxacin (5
ug); doxycycline (30 ng); penicillin (10 Ul), erythromycin (15 ng), cephalexin (30 pg),
azithromycin (15 pg) e clindamycin (2 pg).

Statistical tests were performed with PROC FREQ and PROC GLIMMIX (SAS

Institute, 2011) and differences were considered significant when p was lower than 0.05.

RESULTS

Detection of S. suisin tonsils of clinically healthy employees

In the present study, among the 139 sampled employees, no human carrier could be

identified.



Detection of S. suisin environmental smples

The occurrence of S suis according to the slaughterhouse, type of sample collected
(hands / knives) and risk area is shown in Table II.

Of the 207 samples collected (132 swabs of hands and 75 swabs of knives), 51
(24.64%) were positive for S suis: 35 (26.52%) swabs of hands and 16 (21.33%) swabs of
knives. In relation to the number of samples per risk area, S. suis was isolated from 14.63%
(6/41) of the samples collected in low risk areas; 27.18% (28/103) of the samples collected
in medium risk areas; 26.98% (17/63) of the samples collected in high risk areas (Table II).

At slaughterhouse A, of the 37 samples collected (22 swabs of hands and 15 swabs
of knives), ten (27.03%) were positive for S. suis: seven (31.82%) swabs of hands and three
(20.00%) swabs of knives. In relation to the number of samples per risk area, S. suis was
isolated from 25.00% (2/8) of the samples collected in low risk areas; 50.00% (7/14) of the
samples collected in medium risk areas; 6.67% (1/15) of the samples collected in high risk
areas (Table II).

At slaughterhouse B, of the 52 samples collected (35 swabs of hands and 17 swabs
of knives), nine (17.31%) were positive for S suis: seven (20.00%) swabs of hands and two
(11.76%) swabs of knives. In relation to the number of samples per risk area, S suis was
isolated from 27.27% (3/11) of the samples collected in low risk areas; 10.34% (3/29) of
the samples collected in medium risk areas; 25.00% (3/12) of the samples collected in high
risk areas (Table II).

At slaughterhouse C, of the 52 samples collected (32 swabs of hands and 20 swabs
of knives), eight (15.38%) were positive for S. suis. four (12.50%) swabs of hands and four
(20.00%) swabs of knives. In relation to the number of samples per risk area, S. suis was

isolated from 6.67% (1/15) of the samples collected in low risk areas; 17.39% (4/23) of the



samples collected in medium risk areas; 21.43% (3/14) of the samples collected in high risk
areas (Table II).

At slaughterhouse D, of the 66 samples collected (43 swabs of hands and 23 swabs
of knives), twenty-four (36.36%) were positive for S. suis. seventeen (39.53%) swabs of
hands and seven (30.43%) swabs of knives. In relation to the number of samples per risk
area, S. suis was isolated from 0,00% (0/7) of the samples collected in low risk areas;
37.84% (14/37) of the samples collected in medium risk areas; 45.45% (10/22) of the
samples collected in high risk areas (Table II).

Significant statistical differences (p<0.05) were observed for the occurrence of S
suis among slaughterhouses and among the areas of low, medium and high risk of the
slaughterhouse A. The likelihood of isolating S suisfrom samples collected at
slaughterhouse D was 2.7 times greater than from samples collected at slaughterhouse B
and 3.1 times greater than from samples collected at slaughterhouse C.

S suis was also isolated from the surface of the dehairing table of slaughterhouse A
and from six carcasses: three sampled at slaughterhouse B and three sampled at

slaughterhouse C.

PCR X bacteriologic culture

On average, among the 261 environmental samples collected (hands, knives,
carcasses, scalding tanks, dehairing tables and floor of the killing rooms), 58 (22.22%)
were PCR positive, whereas 16 (6.13%) yielded S suis on culture. Therefore, only 16

strains could be submitted to the antimicrobial susceptibility test.



Typing of S. suis

Among the 58 strains of S suis submitted to typing PCR, 48 (82.76%) were
untypable. The types most frequent were types 4 (20.00%), 5 (20.00%), 12 (20.00%) and
29 (20.00%), followed by types 21 (10.00%) and 31 (10.00%). The types 1, 2 and 1/2 were

not found in this study.

Antimicrobial susceptibility and resistotypes

The results of the susceptibility testing of the S suis strains are shown in Table
I11.The most effective antimicrobials were amoxicillin-clavulanate (100.00%), doxycycline
(100.00%), ceftiofur (93.75%) and ampicillin (81.25%), with higher than 80.00% of the
strains being susceptible to these antimicrobials. A high frequency of resistance to some of
the antimicrobial agents was demonstrated, with resistance being most common to
streptomycin (93.75%), clindamycin (93.75%), tetracycline (87.50%), sulfa-trimethoprim
(75.00%), erythromycin (75.00%), azithromycin (68.75%), norfloxacin (62.50%) and
ciprofloxacin (62.50%).

Multidrug resistant strains (> 3 antimicrobial agents) were observed in 100.00%
(16/16) of the isolates. Fifteen strains (93.75%) were resistant to at least seven
antimicrobials and 13 strains (81.25%) were resistant to at least ten antimicrobials. None of
the 16 strains was resistant to the 20 antimicrobials.

The antimicrobial susceptibility profiles (resistotypes) of the S. suis strains studied
were constructed using all of the 20 antimicrobials agents. The overall distribution of
resistotypes is shown in table IV. There was no resistotype most frequent. The strains of
public health importance were resistant to 15 and 16 (type 4) and 12 and 17 (type 5)

antimicrobials.



DISCUSSION

Carriers are individuals who harbor a potentially virulent infectious agent without
showing clinical signs. There was no detection of healthy carriers employees in this study.
However, human carrier status has already been demonstrated in slaughterhouse workers
(4,5).

Significant statistical differences for the occurrence of S suis among different areas
of slaughterhouses has already been demonstrated (19). The authors showed that the
likelihood of isolating S suis from an eviscerator’s hand was four times greater than from a
butcher’s hand and that the likelihood of isolating S suis from an eviscerator’s knife was
seven times greater than from a butcher’s knife. Evisceration is considered high risk area
due to predisposition to accidents with sharp objects and exposure to the visceras of
pigs.Contradictorily, Rojas et al. (4) found a higher frequency of isolation of S suis in
medium risk areas.

PCR was more sensitive than bacteriologic culture. Same result was demonstrated
by Marois et al. (20). In the study conducted by the authors, 57.00% of the tonsil biopsies
and 72.00% of the tonsil swabs yielded S suis on culture. The prevalence of positive tonsil
biopsies and tonsil swabs significantly increased to 71.00% and 81.00%, respectively, when
PCR was carried out without prior culture.

Results from typing showed that most strains (82.76%) were untypable, a common
finding for strains not isolated from clinical samples (M. Gottschalk, reference laboratory
for S suisserotyping,unpublished data). All the serotypes identified in this study have
already been described as causes of diseases in pigs (21) and, some of them (types 4 and 5),

in humans (2,11).



Among beta-lactams, the most effective antimicrobial was amoxicillin-clavulanate
(100.00%), followed by ceftiofur (93.75%), ampicillin (81.25%), cephalexin (75.00%) and
penicillin (31.25%). High levels of sensitivity to these antimicrobial agents were also
obtained in other studies (12-14,22,23).

A high frequency of resistance to tetracyclines (tetracycline / 87.50%),
sulphonamides (sulfa-trimethoprim / 75.00%), macrolides (erythromycin / 75.00% and
azithromycin / 68.75%) and lincosamides (clindamycin / 93.75%), as shown in the present
study, has already been described in the literature for strains isolated from diseased or
health pigs(14,22,24,25).

The resistance to florfenicol (18.75%) was three times greater than the resistance to
chloramphenicol (6.25%). Similar results were demonstrated by Zhang et al. (26) and
Soares et al (23).Studies have been showing an increase of the rate of resistance to
florfenicol since chloramphenicol has been banned in food animals.

The penicillin and ampicillin were, over the years, the antimicrobials agents of
choice for treatment of S suisinfections. Other antimicrobials commonly used against
bacterial infections in swine industry are amoxicillin, cephalosporins, florfenicol,
tetracycline and sulfa-trimethoprim. The high rates of intermediate strains to penicillin
(50.00%), ampicillin (12.50) and florfenicol (31.25%), reported in this study, suggest an
increase of resistance tothese first line antimicrobial agents and that they should not be used
empiricallyfor treatment or control of infections caused by S. suis.

The percentage of multidrug resistant strains showed in this study (100.00%) is the
highest already reported for S. suis strains, including those described in studies involving

clinical strains (22,27).



S suisis present in the environment of swine slaughterhouses, carcasses, knives and
hands of employees from all areas, demonstrating that all employees are exposed to
infection.The use of molecular biology techniques is essential for the detection of S. suisin
non-clinical samples.The knowledge of the distribution of the S suistypes in
microenvironments (farms, slaughterhouses, cities, states, countries) is important for the
implementation of effective control measures.

Beta-lactams are still the most effective antimicrobials against S. suisinfections.
However, the presence of resistant and intermediate strains to these antimicrobials suggests
the need for a continuous surveillance of the susceptibility pattern of this pathogen and that
no antimicrobial is used empirically.

The high percentage of multidrug resistant strains and the fact that the serotypes
identified in this study, already described as cause of disease in humans, were resistant to
12 to 17 antimicrobials agents, suggests a difficulty in the treatment of humans eventually
infected with these types of Ssuis.

The differences observed between countries might be explained by different usage
of antimicrobial agents or due to methodological differences between studies.
Standardization of susceptibility testing methods at an international level is necessary to

facilitate comparisons.
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TABLE I: Specific breakpoints for each of the antimicrobials used.

ANTIMICROBIALS SUSCEPTIBLE INTERMEDIATE RESISTANT
Amikacin >17 15-16 <14
Amoxicillin +clavulanate >18 14-17 <13
Ampicillin >26 19-25 <18
Azithromycin >18 14-17 <13
Cephalexin >18 15-17 <14
Ceftiofur >21 18-20 <17
Ciprofloxacin >21 16-20 <15
Clindamycin >19 16-18 <15
Chloramphenicol >21 18-20 <17
Doxycycline >16 13-15 <12
Enrofloxacin >23 17-22 <16
Erythromycin >21 16-20 <15
Streptomycin > 14 11-13 <10
Florfenicol >22 19-21 <18
Gentamicin >15 13-14 <12
Levofloxacin >17 14-16 <13
Norfloxacin >17 13-16 <12
Penicillin >28 22-27 <21
Sulfa + Trimethoprim >16 11-15 <10
Tetracycline >23 19-22 <18




TABLE I1I: Occurrence of Streptococcussuis according to the slaughterhouse, type of sample collected

(hands / knives) and risk area.

n°p/N°s (%) Slaughterhouse | Slaughterhouse | Slaughterhouse | Slaughterhouse TOTAL

A B C D
S. suis 10/ 37 (27,03) 9/52 (17,31) 8/52 (15,38) 24/ 66 (36,36) 51 /207 (24,64)
P Value 0,03

Type of Sample
Hands

7122 (31,82)

7135 (20,00)

4132 (12,50)

17143 (39,53)

35/132 (26,52)

Knives 3/15 (20,00) 2/17 (11,76) 4720 (20,00) 7123 (30,43) 16 /75 (21,33)
P Value 0,42 0,46 0,46 0,46 0,40

Risk Areas

Low 218 (25,00) 3/11(27,27) 1/15 (6,67) 0/7(0,00) 6 /41 (14,63)
Medium 7 /14 (50,00) 3/29(10,34) 4/23(17,39) 14137 (37,84) 28/103 (27,18)
High 1/15 (6,67) 3/12 (25,00) 3/14 (21,43) 10/ 22 (45,45) 17 /63 (26,98)
P Value 0,03 0,32 0,51 0,08 0,25

n°p: number of positive samples

n°s: number of samples collected

Low Risk: piggery, stunning, dehairing and stamping

Medium Risk: scalding and washing, dressing and inspection of carcasses

High Risk:bleeding, evisceration and washing and inspection of visceras



TABLE I11: Antimicrobial susceptibility of 16 Streptococcus suisstrains recovered from
slaughterhouses employee’s hands and knives.

ANTIMICROBIALS SUSCEPTIBLE INTERMEDIATE RESISTANT
STRAINS (%)  STRAINS(%)  STRAINS (%)

Beta-lactams:

Amoxicillin + clavulanate 16 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Ampicilin 13 (81,25) 2 (12,50) 1 (6,25)
Penicillin 5 (31,25) 8 (50,00) 3 (18,75)
Cephalexin 12 (75,00) 1 (6,25) 3 (18,75)
Ceftiofur 15 (93,75) 1 (6,25) 0 (0,00)
Aminoglycosides:

Amikacin 3 (18,75) 7 (43,75) 6 (37,50)
Streptomycin 1 (6,25) 0 (0,00) 15 (93,75)
Gentamicin 7 (43,75) 4 (25,00) 5 (31,25)
Macrolides:

Azithromycin 4 (25,00) 1 (6,25) 11 (68,75)
Erythromycin 2 (12,50) 2 (12,50) 12 (75,00)
Quinolones:

Ciprofloxacin 3 (18,75) 3 (18,75) 10 (62,50)
Enrofloxacin 5 (31,25) 5 (31,25) 6 (37,50)
Levofloxacin 6 (37,50) 2 (12,50) 8 (50,00)
Norfloxacin 4 (25,00) 2 (12,50) 10 (62,50)
Lincosamides:

Clindamycin 1 (6,25) 0 (0,00) 15 (93,75)
Tetracyclines:

Doxycycline 16 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Tetracycline 1 (6,25) 1 (6,25) 14 (87,50)
Sulfonamides:

Sulfa + Trimetoprim 3 (18,75) 1 (6,25) 12 (75,00)
Chloramphenicol 9 (56,25) 6 (37,50) 1 (6,25)

Florfenicol 8 (50,00) 5 (31,25) 3 (18,75)




TABLE IV:Resistotypes of 16 Streptococcus suisstrains recovered from slaughterhouses employee’s
hands and knives.

n° n° Perfis de Resisténcia (Resistotypes)

Resistotypes  Linhagens

1 1 AMI-AMP-AZI-CEP-CIP-CLI-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
2 1 AMI-AMP-CIP-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-GEN-PEN-SUL-TET

3 1 AMI-AZI-CEP-CIP-CLI-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
4 1 AMI-AZI-CEP-CIP-CLI-ENR-ERY-STR-FLO-GEN-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

5 1 AMI-AZI-CEFT-CIP-CLI-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET
6 1 AMI-AZI-CIP-CLI-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

7 1 AMI-AZ|-CIP-CLI-CHL-ERY-STR-NOR-PEN-SUL-TET

8 1 AMI-AZI-CIP-CLI-ENR-ERY-STR-LEV-NOR-SUL-TET

9 1 AMI-AZI-CIP-CLI-ERY-STR-TET

10 1 AMI-AZI-CLI-ERY-STR-GEN-NOR-PEN-SUL-TET

11 1 AMI-AZ|-CLI-ERY-STR-GEN-TET

12 1 AMI-CIP-CLI-ENR-STR-FLO-GEN-LEV-NOR-SUL-TET

13 1 AMI-CLI-ERY

14 1 AMP-CEP-CIP-CLI-ENR-STR-GENT-LEV-NOR-PEN-SUL-TET

15 1 AZI-CIP-CLI-ENR-ERY-STR-LEV-NOR-SUL-TET

16 1 AZI-CIP-CLI-CHL-ENR-ERY-STR-FLO-LEV-NOR-SUL-TET

AMI-Amikacin AMP-Ampicillin AMO-Amoxicillin + Clavulanate AZI-Azithromycin CEP-Cephalexin CEFT-
Ceftiofur CIP-Ciprofloxacin CLI-Clindamycin CHL-Chloramphenicol DOX-DoxYCYCLINE ENR-
Enrofloxacin ERY-Erythromycin STR-Streptomycin FLO-Florfenicol GEN-Gentamicin LEV-Levofloxacin
NOR-Norfloxacin PEN-PenicilLIN SUL-Sulfa + Trimethoprim TET-Tetracycline
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