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RESUMO: Microrganismos da espécie S. aureus sdo responsabilizados por diversos problemas
clinicos em suinocultura e humanos. Estudos epidemiol6gicos comprovam o potencial deste
microrganismo em adquirir resisténcia a antibidticos. Atualmente, estirpes resistentes a meticilina
conhecida pela sigla MRSA derivada do inglés (Meticilin Resistant Staphylococcus aureus),
responsabilizados por casos de infecgbes nosocomiais, s8o as mais estudadas uma vez que o
MRSA encontra-se disseminado em ambientes extra-hospitalares e frenquentemente tem sido
isolado de vérios animais domeésticos inclusive suinos. O objetivo desde trabalho foi determinar a
presenca de S. aureus em granjas de suinos, identificar a ocorréncia dos genes mecA, icaA e icaD e
o perfil de resisténcia a antimicrobianos. Ao todo colheram-se 458 amostras de cinco granjas e dois
frigorificos. As amostras foram semeadas em agar Braid - Parker e agar sangue seguido de provas
bioquimicas. As amostras sugestivas, foram submetidas a PCR para confirmacdo de espécie,
detec¢cdo do gene coa para confirmacdo do gene da coagulase, mecA para avaliar a resisténcia a
meticilina além dos genes de viruléncia icaA e icaD que expressam capacidade para formacao de
biofilmes. Na sequéncia, realizou-se o antibiograma para a avaliagdo de 11 antimicrobianos. Ao todo
foram identificados 81 (79%) S. aureus isolados de todas as granjas e frigorificos incluindo quatro
amostras isoladas de funcionarios das granjas. Nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA. Em
relagdo aos genes icaA e icaD, observou predominio do gene icaD e que 41% das amostras foram
positivas para os dois genes. O antibiograma demonstrou grande resisténcia as penicilinas e
tetraciclinas, além de grande quantidade de S aureus multirresistentes.
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ANTIBIOTIC RESISTANT PROFILE OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS
ISOLATED FROM PIGS FARMS AND SLAUTHERHOUSES

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

Microorganismos do género
Staphylococcus sédo cocos Gram-
positivos, imoveis, anaerobios

facultativos, catalase positiva e que
fermentam glicose com producdo de
acido. Atualmente, o género € composto
por aproximadamente 27 espécies,
algumas frequentemente encontradas
na pele e nas mucosas nasais de
humanos e animais (Baker et al., 2008).
Sao bactérias patogénicas que podem
causar infecgbes cutaneas, infecgcOes
oportunistas e até mesmo septicemias
fatais (Murray et al., 1998).

Um dos aspectos a ser levado em
consideracdo na epidemiologia de S.
aureus € sua multiresisténcia a
antimicrobianos. Neste aspecto,
atualmente, a maior preocupacao
envolve S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e outros B-
lactamicos. Os MRSA séo
microrganismos emergentes e
mundialmente disseminados,
responsaveis por inameras infeccoes
nosocomiais (Mangeney et al., 2002;
Caddick et al., 2006) e € um dos
microrganismos mais estudados visto a
sua importancia em Saude Publica e
distribuicdo mundial, inclusive no Brasil,
onde o MRSA foi isolado recentemente
em um hospital em Porto Alegre
(Machado et al., 2007).

A incidéncia de animais
domésticos portadores e infectados com
MRSA tem sido descrita com frequéncia
em varios paises e espécies animais
(Busscher et al.,, 2006; Weese et al.,
2006; Juhasz-Kaszanyitzky et al., 2007;
Walther et al.,, 2008), inclusive em
suinos e individuos que trabalham com
a espécie (Armand-Lefevre et al., 2005;
Huijsdens et al., 2006; Sergio et al.,
2007).

Bagcil et al. (2007) relataram que,
o Staphylococcus aureus presente na
mucosa nasal pode ser transmitido entre

frigorificos de suinos

animais e humanos. Utilizando-se da
técnica de Pulse Field em Gel de
Agarose (PFGE), Huijsdens et al. (2006)
observaram que S. aureus isolados de
suinos e humanos em uma granja na
Holanda mostraram-se geneticamente
idénticas.

Outro aspecto relevante na
epidemiologia de S. aureus é sua
capacidade de se aderir as superficies
sélidas produzindo biofilmes compostos
por multicamadas de células embebidas
em uma matriz de exopolissacarideos
(Cucarella et al.,, 2001; Flach et al.,
2005). Esta organizacao é
extremamente vantajosa a todas as
espécies de microrganismos, pois
fornece protecdo contra adversidades
como desidratacdo, colonizacdo por
bacteriofagos e resisténcia a
antimicrobianos (Gilbert et al., 2003).

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

O ica lécus consiste nos genes
icaABC e D que codificam proteinas
mediante sintese de PIA e PS/A em
espécies de Staphylococcus (Mc
Kenney et al., 1998; Cramton et al.,
1999). Os genes icaA e icaD, sao
relatados como 0s principais na
formacédo de biofilmes em S. aureus e S.
epidermidis. O gene icaA codifica N-
acetilglicosamina transferase, que é a
enzima envolvida na sintese de N-
acetilglicosamina oligbmeros da UDP-N-
acetilglicosamina (Arciola et al., 2001).
O gene icaD tem sido relatado como
fundamental na maxima expressao da
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N-acetilglicosamina transferase, que
conduz a expressdo fenotipica do
polissacarideo capsular (Gerke et al.,
1998).

Bactérias contendo o ica lécus,
foram encontradas em variedades de S.
aureus isolados de infeccdes
nosocomiais (Cramton et al., 1999) e em
diferentes pontos na linha de abate de
suinos (Nitzsche et al., 2007).

Com base nestas informacdes
realizou-se estudo para a avaliacdo da
presenca de S. aureus em suinos em
diferentes fases do ciclo de producao
com o objetivo de avaliar a presenca
dos genes mecA, icaA e icaD bem
como, o perfl de resisténcia a
antimicrobianos das estirpes isoladas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem: O célculo do
namero de amostras coletadas por cada
granja e fase do ciclo de producéo foi
realizado tomando como base na
estimativa de prevaléncia de
Staphylococcus spp. maior do que 20%
(Neeling et al.,, 2007; Khanna et al.,
2008; van Duijkeren et al., 2008), com
95% de confianca.

Ao todo foram colhidas 458
amostras de suabes nasais de suinos
de cinco granjas de ciclo completo e de
dois frigorificos um com servico de
inspecao Estadual e outro com servigco
de inspecéao Federal.

As amostras originarias das
granjas foram coletas de animais em
diferentes fases do ciclo de producao
(PL — porcas lactantes, LL - leitbes
lactentes, LC- leitdes de creche, SC —
suino em crescimento, ST — suino em
terminacdo). As amostras foram
colhidas pelo emprego de suabes
estéreis e tiveram origem da cavidade
nasal dos animais e da cavidade nasal e
das méos de funcionarios de cada setor,
envolvidos no processo produtivo.

No processo de colheita, os
animais foram fisicamente contidos.

Leitbes menores, até 15-20 Kg, foram
contidos por um auxiliar. Ainda no chéao,
o animal era seguro pelas extremidades
dos membros pélvicos. Em seguida era
icado e travado entre o braco esquerdo
e 0 corpo do auxiliar, que o mantinha
com a cabeca para frente e
horizontalmente posicionada. Animais
maiores eram contidos no chdo, em
posicao guadrupedal, mediante
emprego de pito, aplicado em laco, no
maxilar. Depois de contido, realizava-se
a colheita da amostra, introduzindo o
suabe e friccionando-o, suavemente, na
mucosa nasal dos animais.

As amostras nasais e das maos
de funcionérios voluntarios, foram
colhidas por eles proprios apos
explicacgdo e demonstracdo do
procedimento evitando qualquer forma
de constrangimento aos mesmos. A
amostra das maos foi colhida
friccionando as zaragatoas sobre a
palma e entre os dedos de uma das
maos antes da higienizacdo. As
amostras nasais foram  colhidas,
conforme j& descrito anteriormente, ou
seja, introducdo do suabe na narina e
leve friccdo na mucosa nasal.

Nos frigorificos foram colhidas
amostras nasais e da carcaca dos
animais, além de amostras dos
utensilios empregados no processo de
abate — cabos das facas, chairas e
ganchos. As amostras nasais foram
obtidas apés a insensibilizacdo elétrica
e antes da sangria dos animais. As
amostragens das carcagas foram
realizadas apds o abate, sendo obtidas
por suabes de arrasto de area de 10 cm
x 10 cm na regido interna dos pernis. Na
sala de desossa as amostras foram
colhidas em diferentes pontos da esteira
ou da mesa de preparo. Neste
processo, utilizaram-se luvas e suabes
estéreis.

Todas as amostras foram
transportadas ao Laboratério em tubos
estéreis contendo 5 mL de caldo Mueller
Hinton Oxoid (CM0405) acrescidos com
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7% cloreto de sodio (NaCl) dentro de
caixa isotérmicas.

Isolamento  Bacteriologico: No

laboratério as amostras foram
imediatamente semeadas em agar
Baird-Parker (Oxoid CM0275)

acrescidos de 5% de gema de ovo e 1%
de telurito de potassio 3,5% (Sigma
POG677) e incubadas a 37°C por 24 a 48
horas e em agar sangue (Oxoid
CMO0055) com 5% de sangue de
carneiro e incubadas a 37°C por
24horas.

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

As amostras positivas a prova da
catalase foram submetidas as provas de
coagulase em lamina “Clump Test” e em
tubo, utilizando plasma de coelho
liofiizado (CECON) (Holmberg, 1973).
Uma alcada das colonias catalase
positivas foi transferida para tubos de
vidro contendo 5 mL de caldo de infusdo
cérebro e coracdo - BHI (Oxoid
CM0225) e incubada a 37 C° por 18 a
24 horas. As leituras para a verificacao
da producdo de coagulase em tubo
foram realizadas uma, duas, trés, quatro
e 24 horas apdés a incubacdo das
amostras a 37°C em banho-maria
(Garcia et al.,1980).

As amostras incubadas em caldo
BHI, foram também semeadas em agar
DNAse (Oxoid, CM0321) e novamente
levadas a estufa bacterioloégica por 24
horas. Outros 200uL foram transferidos
para tubos de vidro contendo 3 mL de
caldo MRVP - Teste do Vermelho de
Metila e Voges-Proskauer para verificar
a producdo da acetoina e incubadas a
37C° por 48 horas. Posteriormente,
adicionou-se 0 reativo de Barrit
composto por uma solucdo de Alfa-
Naftol 5% (VETEC COD 657) e

frigorificos de suinos

Hidroxido de Potassio 40% (QEEL).
Para a avaliacao da prova da DNAse foi
adicionado o volume entre 1 e 2 mL
apos 24 horas de solucdo de acido
cloridrico 1N a superficie da placas.

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

Finalmente os isolados foram
estocados a — 20° C em caldo BHI
acrescido de 20% de glicerol até o
momento das analises moleculares.

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

Cada linhagem bacteriana foi
cultivada em 10 mL de BHI (Oxoid
CMO0225) e incubada a 37°C, por 18
horas. Apdés, as células bacterianas
foram centrifugadas a 5600 x g por 5
minutos, a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o
sedimento lavado com 5 mL de solucédo
fisiologica esterilizada (0,85% NacCl). Ao
sedimento bacteriano foi adicionado o
mesmo volume de pérolas de vidro (~
600 pum de diametro), previamente
tratadas com &cido nitrico.

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

Apés a adicdo das pérolas de
vidro, foi adicionado ao sedimento
bacteriano a solucéo de lise (Tris-HCI
0,2M pH 8,5; NaCl 1,5%; EDTA 25mM
de pH 8; SDS 0,5%) na proporgéo 1:3,
ou seja, foi adicionado um volume de
solucdo de lise correspondente a 3
vezes o0 volume de sedimento
bacteriano. A mistura, sedimento
bacteriano, solucdo de lise e pérolas de
vidro foi agitada vigorosamente, em
agitador mecanico, por 10 minutos.

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

Apés a secagem, o DNA foi
suspenso em 50uL de &gua ultra pura
(W-PCR, Sigma) e mantido a 4°C por 18
horas. Posteriormente, o DNA foi tratado
com 1 pL de solucdo de RNAse (1
mg/mL) e mantido a 37 °C, por 1 hora.
Finalmente, o produto da extracdo foi
quantificado utilizando-se o]
equipamento GeneQuant (Amersham
Bioscience) e mantido a -20 °C, até o
momento do uso.

Reacédo da Cadeia da Polimerase
(PCR): A PCR foi realizada para um
volume de 25uL adicionando-se 60ng
de DNA gendmico, 0,2 mM de cada um
dos quatro nucleotideos (Fermentas Life

Sciences), 2,5 pL de tampao PCR 10X
concentrado (Fermentas Life Sciences),
20 mM de solugéo de MgCl;
(Fermentas Life Sciences), 0,625U de
Tag DNA polimerase (Fermentas Life
Sciences ), 25PLol de cada um dos
primers (Invitrogen Life Tecnologies) e
agua ultra-pura (g.s.p. 25 pL, Sigma).
Utilizou-se o termociclador Mastercycler
Gradiente (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha). Os primers utilizados estéao
descritos na Tabela 1 e os ciclos de
amplificacéo na Tabela 2.

Tabela 1. Primers utilizados na PCR para deteccio de gene de resistincia ao p —
lactamico (mecA), gene da coagulase (coa) e gene de viruléncia (icad e

icaD). Jaboticabal 2012.

Gene Primer Sequencia primer (5" - 3')

mech CTCAGGTACTGCTATCCACC

Fragmento (pb) Referencia
BIGMARDI

mecA 449
mech CACTTGGTATATCTTCACC o al 1996
cog coal GAACAAAGCGGCCCATCATTA varidvel WALKER et
coa2 TAAGAAATATGCTCCGATTIGTTCG al 1998
ican cah(R) AAGATATAGCGATAAGTGC 1315 CIFTCI et
icah CCTAACTAACGAAAGGTAG al. 2000
icaD GGCAATATGATCAAGATA CIFTCl et
icaD |1
icaD AAACGTAAGAGAGGTGG al, 2009
pb—Pares de Base
Tabela 2. Etapas para amplificacio dos genes mecA, coa, icad e icaD. Jaboticabal,
2mz.
Etapas mecA Coa icad icaD

Desnaturacao Emin.a%°C  5min.a%*C 5min.a%°C  5min adecC

Tmin. a84*C 1min.a¥*C 1min.3%4°C 1min. ad4°C
A sak2eC 40sab2*C 1min. 249°C  1min. a49°C
AsaizeC 1min. a72°C 1min.a72°C 1min. a72°C
10 min. a 72 10 min. a 72 10 min. a 72 10 min. a 72
*Para estas tres etapas foram realzados 30 cidos

Desnaturagiio*
Pareamento*
Extenso®
Extensio final

A PCR para identficagdo de
espécies foi realizada conforme (Sasaki
et al.,, 2010), porém individualmente
para cada um dos primers testados. Os
ciclos de amplificagdo foram —
desnaturacao inicial a 92°C por 2 min.
Seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 30s, pareamento, 30 ciclos de
52°C por 30s, extensdo 72°C por 30s e
extensao final a 72°C por 2 min.

Os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose 1%. A
estes produtos, foram adicionados 10
ML de solugdo de azul de bromofenol
(33% de dlicerol, 0,05% de azul de
bromofenol em tampdo TBE 0,5X) e
aplicados no gel de agarose.
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Os marcadores de  peso
molecular de 100pb e de 1000pb
(Fermentas Life  Sciences) foram
aplicados no gel de agarose para a
determinacdo do tamanho  dos
fragmentos obtidos. A eletroforese foi
realizada a 90 volts, utilizando fonte
EPS 200 (Pharmacia Biotech).

Cada gel, ap6s ser corado com
brometo de etideo (1pg/mL) por 15
minutos, foi observado sob a luz
ultravioleta e fotografado utilizando o
sistema de fotodocumentacéao
Alphalmager (Alpha Innotech).

Antibiograma: As amostras
positivas, amplificadas pela PCR foram
submetidas ao teste de sensibilidade in
vitro a antimicrobianos. Para tanto, os
isolados foram repicadas em caldo BHI
e incubadas a 37 °C por
aproximadamente 18 horas e
posteriormente semeadas em 4gar
sangue e novamente incubadas a 37 °C
por 18 a 24 horas. As coldnias
repicadas foram diluidas em solucéo
salina estéril 0,9% até atingir turbidez
Optica comparavel a da solucdo padréo
da escala de MacFarland a 0,5%.
Posteriormente, uma alcada foi
semeada em placas de agar Mueller-
Hinton a partir da técnica de difusdo em
disco (Bauer et al., 1966) frente a 11
antimicrobianos  representados pela
vancomicina (Oxoid, CT0058),
rifampicina (Oxoid, 0207), clindamicina
(Oxoid, CT0064), penicilina G (Oxoid,
CT0152), gentamicina (Oxoid, CT0024),
tetraciclina (Oxoid, CTO0054),
ciprofloxacina (Oxoid, 0425),
eritromicina (Oxoid, CT0020), cefepime
(Oxoid, CT0771), cloranfenicol (Oxoid,
CT 0013) e oxacilina (Oxoid, CT0159).

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

frigorificos de suinos

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 458 amostras colhidas nas
cinco granjas e nos dois frigorificos, 103
(22,5%) isolados foram classificados
como Staphylococcus spp. coagulase
positivos. Destas, 45 foram oriundas de
granjas, incluindo a amostra de suabe
nasal de um funcionario da granja 1 e
trés amostras de suabes das maos de
funcionarios das granjas 1, 3 e 4
(Tabela 3). As amostras restantes (n =
58) foram isoladas a partir das
amostragens realizadas nos frigorificos,
durante o processo de abate (Tabela 4).

Tabela 3. Resultados das andlises microbioldgicas encontradas apds a colheita de
amostras de suabes da cavidade nasal de suinos em diferentes fases do
ciclo de producio, suabes da cavidade nasal e das maos de funcionarios

de cada granja. Jaboticabal, 2012.

PL LL IC SC ST ___FN ___FWM _ TOTAL
Cranja1 1 0 1 1 1 1 1 §
Cranja2 0 1 0 0 0 0 0 1
Cranja2 0 0 0 4 3 0 1 8
Cranja4 2 2 2 3 B 0 1 16
Cranjas 2 2 1 5 4 0 0 14
Total & 5 4 (N 3 45

PL - porca lactante, LL — leitdo lactente, LC- leitdo de creche, SC - suino em
crescimento, ST — suino emterminaco, FN — amostra colhida da cavidade nasal de

funcionario, FM — amostra colhida das mios dos funciondrios.

Tabela 4. Resultados das analises microbioldgicas encontradas apds a colheita de
amostras de suabes da cavidade nasal de suinos, utensilios utiizados
pelos magarefes, suabe de arrasto da porcio interna do pernil e da sala
de desossa ao longo do processo de abate de suinos em dois frigorificos

naregido noroeste de S3o Paulo, Jaboticabal 2012,

Cavidade
Frigorifico 1 16

Frigorifico2 16 3 7 0 26

Total 32 10 13 3 58
*Facas, chairas e ganchos utiizados pelos magarefes ao longo da linha de abate

Tais resultados revelam que as
prevaléncias de Staphylococcus spp.
nas granjas e nos frigorificos foram
muito proximas, variando entre 10% e
12% respectivamente e demonstraram a
importancia do S. aureus para a
suinocultura. Entretanto, maiores
incidéncias podem ser encontradas e
estdo relacionadas a fatores que
favorecem a presenca do agente no
ambiente como o0 status sanitario a

Utensilios” Pemil Desossa Total
7 6 3 32
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idade dos animais além de fatores
geograficos (Khanna et al., 2008).

N&o houve crescimento de
colénias bacterianas semeadas em agar

cromogénico — “Oxacilin Resistant
Staphylococcus aureus” (ORSA)
suplementado oxacilina.

A avaliacdo molecular para

identificagdo das diferentes espécies
pesquisadas revelou que dentre os 103
isolados apenas a espécie S. aureus foi
identificada. Das amostras isoladas na
microbiologia, 81 (79%) foram
confirmadas como S. aureus (Tabela 5)
e também positivas para o gene da
coagulase (coa) que apresentou trés
tamanhos de  fragmentos  apoés
amplificacdo (Figura 1) com 600 pb (2
amostras), 750 pb (16 amostras) e 850
pb (63 amostras). O polimorfismo para
este gene também foi descrito em
amostras do continente europeu (Silva
et al., 2003; Sanjiv et al., 2008; Sindhu
et al., 2010) e no Brasil (Coelho et al.,
2009) sendo atribuido a diferencas
estruturais do gene (Goh et al., 1992) .

Tabela 5 Amostras amplificadas apds PCR utiizando primer espécie especifico
para S. gureus a partir de microrganismos isolados da cavidade nazal de
suinos, cavidade nasal e maos de funciondrios de suinocultura,

Jabaticabal, 2012
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crescimento, ST — suino emterminacdo, FN — amostra colhida da cavidade nasal de

funcionario, FM — amostra colhida das m&os dos funciondrios.

R L L

.- - -
s00eb u"‘ - e P R

Figura 1. Amostras de Staphylococcus aureus positivos para o gene coa apds
avaliagdo molecular. Foram obsewvados trés padries de amplificacdo
600 pb, 750 pb e 850 pb. Jaboticabal, 2012.
Nenhuma amostra foi positiva para
0 gene mecA, que expressa, resisténcia

para meticilina confirmando o resultado
encontrado na bacteriologia. A auséncia
do gene mecA também foi descrita por
Bagcigil (2007) que avaliou 400
amostras de S. aureus isolados de
animais domesticos incluindo 100
suinos. Na literatura, = podemos
encontrar diferentes prevaléncias de
MRSA pelo mundo. Na Corréia a
prevaléncia de MRSA em suinos variou
de 0 a 7,8% e de 0 a 50% para as
granjas (Lim et al.,, 2011). No Japéo a
prevaléncia encontrada foi de 0,9%
(Baba et al., 2009) e na Malasia de
1,38% (Neela et al., 2009). Dentre os
paises asiaticos a China foi o pais com
maior indice de MRSA (11,8%) (Cui et
al., 2009).

No continente europeu e na
Ameérica do norte as prevaléncias séo
bem mais altas, sendo de 49% na
Alemanha (Tenhagen et al., 2009), 39%
na Holanda (Neeling et al., 2007), 21%
na Espanha (Gomez-Sanz et al., 2010),
36% nos Estados Unidos (Smith, 2009)
e 26% no Canadd (Khanna et al.,
2008).

As analises moleculares
revelaram ainda que dentre os S.
aureus isolados 38 (47%) foram
positivas para 0 gene icaA e 62
(76,5%) para o gene icaD. Trinta e trés
(41%) das amostras foram positivas
para ambos os genes.

Os dados da figura 2 demonstram
gue nos frigorificos 56 % dos isolados
tiveram sua origem nos suabes nasais.
Resultados semelhantes, porém, com
prevaléncia de 70,8% e 64,7% foram
encontrados por Tenhagen et al. (2009)
e Beneke et al. (2011). A presenca de S.
aureus em outros pontos do abate e
principalmente na carcaga e apos a
refrigeracdo, em menor frequéncia,
também foi encontrada por Lima et al.
(2004) comprovando que nestes pontos
também existe risco de contaminacéo
das caragas e a saude publica.
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Figura 2. Representacdo grafica do nimero de Staphylococcus aureus isolados na
linha de abate de suinos. Amostras colhidas em dois frigorificos (F1 e F2)
na regido noroeste do Estado de S3o Paulo. Utensilios (Facas, chairas e

ganchos utilizados pelos magarefes ao longo da linha de abate)

Os resultados do teste de
resisténcia a antimicrobianos estao
descritos na Tabela 6 e ilustrados
graficamente nas Figuras 3 e 4. A
analise global demonstrou a existéncia
de resisténcia em todas as granjas,
frigorificos e em todas as fases do ciclo
de producdo. A maioria dos isolados
apresentaram resisténcia para dois a
cinco dos antimicrobianos testados
(Figura 3). Os maiores indices de
resisténcia foram encontrados para
penicilina, tetraciclina e clindamicina
(Figura 4).

Tabela 6 Principais fases do ciclo de producio de suinos onde se observou
resisténcia a antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus spp

isolados de suinos, Jabaoticabd 2012
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Rifamicina
Clindamica X
Penicilina G X
Gentamicina
Tetraciclina
Ciprofloxacina
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Oxacilina X
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suino em crescimento, ST: suino em terminagdo; Func.: funciondrio granja; Frig.:

Frigorifico.
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Figura 3. Perfil de resisténcia multipla de estirpes de Staphyococcus aureus
isolados ao longo da cadeia produtiva de suinos para estudo

epidemioldgico logitudinal realizado em Jaboticabal — SP em 2011,
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Figura 4. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus
gureus isolados de suinos ao longo de sua cadeia produtiva para estuda
epidemioldgico logitudinal onde, S§ = sensivel, | indeterminado, R =

resistente. Jaboticabal - SP em 2011.

N&o foram encontrados S. aureus
resistentes a vancomicina, entretanto,
um isolado, a partir de uma porca de
maternidade da granja 4 apresentou
resultado inconclusivo. Na sequéncia,
0s antimicrobianos mais eficazes frente
aos isolados foram a gentamicina,
cefepime, oxacilina e rifamicina.

Para oxacilina, quatro isolados,
sendo, dois de suinos em terminacao de
G4, um da cavidade nasal e um da faca
do magarefe da linha de inspecdo do
frigorifico 1 foram resistentes.

Estes guatro isolados
apresentaram-se, fenotipicamente,
resistentes a oxacilina, porém negativas
para 0 gene mecA que expressa a
resisténcia a meticilina. Lee (2003)
encontrou comportamento semelhante
em dois S. aureus isolados de suinos
também mecA negativos. Este fato pode
ser explicado, ja que o método de
difusdo em disco para a deteccdo de
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MRSA ndo é o de eleicdo, e falsos
positivos podem acorrer (Jorgensen,
1991) uma vez que, S. aureus
produzem  outras  beta-lactamases
fenotipicamente indistinguiveis
(Turutoglu et al., 2006).

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

Os isolados da cavidade nasal e
das mé&os do funcionario de G1
apresentaram resisténcia para
rifamicina, penicilina, tetraciclina e
eritromicina  demonstrando  grande
semelhanca apesar do isolado das
maos ser também resistente ao
cefepime e cloranfenicol. Os outros
isolados das méaos dos funcionarios das
granjas 3 e 4 foram resistentes para
penicilina, tetraciclina e rifamicina,
penicilina e gentamicina
respectivamente. A Tabela 6 resume as
principais fases do ciclo de producgéo
onde ocorreu resisténcia aos
antimicrobianos testados.

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

Grande quantidade de S. aureus
resistentes a penicilina (31%),
tetraciclina (14%) e clindamicina (8%)
principalmente nos isolados de suinos
foi descrito no Canada (Rubin et al.,

2011). A resisténcia para penicilina
geralmente € elevada, mas Vvariavel
entre alguns paises. Na Bélgica foram
encontrados 60% de resisténcia, na
Dinamarca 84%, na Alemanha 25%, no
Japado 38%, no Reino Unido 32%
(Aarestrup et al.,, 2008) e na Turquia
observou-se 100% de resisténcia para
penicilina (Turutoglu et al., 2006).

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

Na suinocultura, o ponto critico
do uso destas substancias é sua
utilizagcdo como aditivos promotores de
crescimento, onde pode ocorrer a
ingestdo de subdoses seja por
deficiéncia no preparo da racao
(mistura) ou a quantidade ingerida pelos
suinos (Palermo-Neto, 2011).

Relatos de multirresistencia em
humanos e animais incluindo os suinos,
como observado neste estudo sao
facilmente encontrados na literatura
(Turotoglu et al., 2006; Menegotto &
Picoli, 2007; Aarestrup et al., 2008;
Coelho et al., 2008; Schlegelova et al.,
2008; Tenhagen et al., 2009; Kadlec et
al., 2010; Rubin et al., 2011).

Em centrais de inseminacdo o
perfil de resisténcia observado para
Staphylococcus spp. foi resistencia a
rifampicina, norfloxacina, lincomicina e
vancomicina. Para Ampicilina, ceftiofur,
gentamicina, doxicilina, florfenicol,
penicilina e estreptomicina observou-se
sensibilidade. Ja para tetraciclina foi
indeterminado (Batista et al., 2011).
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O grande numero de S. aureus
resistentes a tetraciclina, eritromicina e

clindamicina encontrados sao
considerados frequentes (van der WOLF
et al., 2008). O maior indice de

resistencia para tetraciclina (68%) foi
encontrada em S. aureus isolados de
suinos quando comparado com outras
espécies de interesse econdmico
(Gousia et al.,, 2011). Bagcigil et al.
(2007), também descreve alta incidéncia
de resistencia a tetraciclina. Estes
mesmos autores também observaram

grande quantidade de S. aureus
resistentes a clindamicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina e a
rifampicina.

A resistencia para eritromicina
esta associada ao gene de resistencia a
macrolideos (ermC) (Luthje & Schwars,
2006) e relaciona-se ao uso de outros

macrolideos como por exemplo a
tilosina (Bagcigil et al., 2007) e
lincosamidas (Aubry-Damon et al.,

2004) amplamente utilizadas para o
tratamento e prevencdo de doencas
entéricas e respiratérias dos suinos.

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

A literatura indica, entretanto,
grande variabilidade no perfil de
resistencia a antimicrobianos entre
granjas, regides e paises (Aaretrup et
al., 2008). Epidemiologicamente, a
disseminagédo de Staphylococcus spp.
multirresistentes vem  apresentando
mudancas tanto em medicina humana
como veterinaria (Rubin et al., 2011).

frigorificos de suinos

Assim sendo, o potencial de
mutacdo e alteracbes genéticas entre
bactérias, combinado com o curto tempo
de geracdo das bactérias, € de grande
importancia na limitacdo do uso de
drogas para o controle de infec¢gbes nos
animais (Vaz, 2009) e comprova
claramente a Importancia
epidemiologica e o0s riscos do uso
inapropriado de antimicrobianos na
producdo animal, em especial a
suinocultura.

CONCLUSAO

S. aureus mostraram-se
importantes agentes, sendo isolados de
todas as granjas e frigorificos

amostrados. Principalmente nas fases
de crescimento, terminacdo e apods
insensibilizacdo na linha de abate.

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

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

Os maiores indices de resiténcia
foram observados para penicilina,
tetraciclina clindamicina e eritromicina.
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