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RESUMO

SANTOS, SILVANA CRISTINA LIMA DOS. Prevaléncia de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) em granjas de suinos. 2015. 57 p. Dissertacdo (Mestrado
em Zootecnia). Centro de Ciéncias Agrérias. Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB,
2015.

Objetivou-se investigar a prevaléncia, o perfil de resisténcia antimicrobiana e a relacao
genotipica entre Staphylococcus aureus (S. aureus) isolados de suinos em diferentes fases
de criacdo. Com base no célculo do tamanho amostral, foram colhidos swabs nasais de 282
animais de trés diferentes granjas no Nordeste, localizadas nos municipios de Areia e Santa
Rita (Paraiba) e Itapetim (Pernambuco). Considerando a emergente importancia em salde
publica dos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), foi realizado
protocolo paralelo para isolamento desses microrganismos em todas as amostras. Apos
isolamento microbioldgico convencional e realizacdo de testes fenotipicos e genotipicos
para identificacdo do género Staphylococcus, foi realizada PCR para identificacdo de
marcadores moleculares especificos de S. aureus. Dentre as amostras analisadas, 48,9%
(138/282) foram positivas para Staphylococcus spp., dentre as quais 15,94% (22/138)
foram positivas para Staphylococcus aureus. A prevaléncia de S. aureus na Granja 1 foi de
2,07% (1C=0,71;5,91) e na Granja 3 de 2,97% (1C=1,91;4,59). Néo foi isolado S. aureus
dos animais da granja 2. Dentre os marcadores para a espécie S. aureus, o gene femA foi o
mais frequentemente encontrado. Resisténcia a pelo menos um antimicrobiano foi
detectada em todos os S. aureus investigados, sendo as maiores taxas de resisténcia
observadas para clindamicina (100%), ampicilina (100%) e penicilina (100%), seguidos de
clorafenicol (95,45) e azitromicina (90,91%). De todos os S. aureus, 63,64% (14/22)
apresentaram resisténcia a cefoxitina, confirmando serem resistentes a meticilina (MRSA).
A andlise de similaridade genética por Rep-PCR indicou 0 agrupamento das bactérias em
funcdo de sua origem. Além disso, isolados de diferentes setores de producdo
apresentaram-se indistinguiveis, indicando que cepas de S. aureus podem infectar animais

em diferentes fases de criacéo.

Palavras-chave: gene mecA, resisténcia antimicrobiana, seguranca alimentar



ABSTRACT

SANTOS, SILVANA CRISTINA LIMA DOS. Prevalence of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in pig farms. 2015. 57 p. Dissertation (Master in animal
Science).

Aimed to investigate the prevalence, the pattern of antimicrobial susceptibility and the
genotypic ratio of Staphylococcus aureus (S. aureus) isolated from pigs in differents age
groups. Based of calculation of sample size, were collected 282 nasal swabs of pigs from
three differents farms in Northest, located in the citys of Areia and Santa Rita (Paraiba
State) and Itapetim (Pernambuco State). Considering the emerging public health
significance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), parallel protocol was
performed to isolate these microorganism in all samples. After conventional
microbiological isolation and conducting tests for phenotypic and genotypic identification
of Staphilococcus genus, PCR was conducted to identify molecular markers specific of S.
aureus. Among the samples analyzed, 48.9% (138/282) were positive for Staphylococcus
spp., among with 15.94% (22/138) were positive for S. aureus. The prevalence of S. aureus
in the Farm 1 was 2.07% (Cl = 0.71, 5.91) and Farm 3 was 2.97% (Cl = 1.91, 4.59). It was
not isolated S. aureus from the animals of Farm 2. Among the markers for the S. aureus
species, femA gene was the most frequently found. Resistance to at least one antimicrobial
agent was detected in all investigated S. aureus, with the higthest rates observed to
clindamycin (100%), ampicillin (100%) and penicillin (100%), followed by chloraphenicol
(95.45%) and azithromycin (90.91). Of all S. aureus, 63.64% (14/22) were resistant to
cefoxitin, confirming be resistant to methicillin (MRSA). The genetic similarity analysis
by Rep-PCR indicated the grouping of bacteria due to its origin. Also, isolates from
different sectors of production have become indistinguishable, indicating that S. aureus
strains can infect pigs at different age groups.

Keywords: antimicrobial resistance, food safety, mecA gene
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1. INTRODUCAO

Bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sdo hospedeiras naturais tanto no
homem como em animais. Estes microrganismos colonizam as mucosas e podem causar
infeccbes oportunistas. Dentro deste género estdo os Staphylococcus aureus (S. aureus)
espécie com maior potencial patogénico por apresentar inumeros fatores de viruléncia,
principalmente a capacidade de expressar varios genes de resisténcia a antimicrobianos da
classe dos beta-lactamicos (KONEMAM et al., 2010).

Com maior relevancia dentro da espécie, destaca-se Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), considerado por muito tempo um patdgeno nosocomial, ou seja,
encontrado exclusivamente em ambiente hospitalar e responsavel por infeccbes em seres
humanos nesse ambiente. Entretanto, a sua presenca tem sido relatada em animais de
producdo (PERSOONS et al., 2009; DUIJKEREN, VAN et al., 2010; AKINEDEN et al.,
2011), com o suino, considerado um reservatorio deste patogeno (OPPLIGER et al., 2012).

De acordo com WEESE et al., (2006), as pessoas que estdo em contato direto com
suinos portadores de MRSA apresentam maior risco de contaminacdo, ou seja, ja ha
comprovacao de que trata-se de um patdgeno ocupacional. Apesar do género Staphylococcus
ser reconhecidamente um dos principais causadores de intoxicacdo alimentar (OLIVINDO et
al., 2009), ainda ndo existe comprovacdo de que MRSA seja transmitido pelo consumo de
alimentos. Contudo, sabe-se que as cepas multirresistentes influenciam negativamente a salde
humana tornando-se necessario o seu monitoramento em sistemas de producdo animal. E
importante salientar que a emergéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos tem sido
associada a crescentes taxas de mortalidade e prejuizos econdmicos em decorréncia dos
elevados custos com saude (COHN & MIDDLETON, 2010).

O conhecimento da epidemiologia do MRSA em sistemas de producdo tem sido obtido
principalmente em criacBes intensivas, altamente tecnificadas e com elevado nimero de
animais, diferentemente dos sistemas de criagdo na regido Nordeste do Brasil. Nesta regiéo,
0s suinos sdo criados com baixa tecnificagcdo e, geralmente, coabitam com outras espécies.
Neste contexto, salienta-se a auséncia de informagdes sobre o estado sanitario dos rebanhos
no Nordeste, pela baixa importancia que a suinocultura representa no cenario regional. Por

outro lado, a carne suina produzida na regido € praticamente destinada ao consumo interno e,
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ndo ha trabalhos que estudem a presenca de MRSA em granjas de suinos no Nordeste,
justificando assim, pesquisas sobre a seguranca deste alimento.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo investigar a prevaléncia de
Staphylococcus aureus e MRSA em trés granjas na regido Nordeste, avaliar o perfil de
resisténcia antimicrobiana e comparar o perfil genotipico dessas bactérias isoladas de animais
em diferentes fases de criagéo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A suinocultura no Nordeste Brasileiro

No Brasil, existem granjas de suinos que utilizam tecnologia avancada, apresentando
niveis indistinguiveis aos praticados nos paises desenvolvidos. Porém, no Nordeste Brasileiro,
uma limitada atencdo tem sido voltada a criacdo de suinos, pois esta € considerada apenas
uma atividade de subsisténcia familiar. Apesar deste papel secundario, a suinocultura no
Nordeste apresenta uma grande importancia socioecondmica, sobretudo para 0s pequenos
produtores rurais contribuindo com a renda (SILVA FILHA et al., 2008).

A regido Nordeste é detentora do terceiro maior rebanho nacional (15,91%) com uma
importancia social e econdmica significativa para alguns estados desta regido, como o estado
do Pernambuco que abrange 401.944 mil cabecas e a Paraiba com 133.875 mil cabecas (IBGE,
2012). Nos sistemas de criacdo observa-se uma flexibilidade da gestdo dos rebanhos, onde se
criam diversas espécies, como bovinos, caprinos, ovinos, suinos e aves, em subsistemas com
baixo controle sanitario. Ja que, muitos criadores de suinos deixam o fator sanidade em
segundo plano, sem atentarem ao fato que a produtividade de uma granja é dependente de
fatores, como genética, nutricdo, manejo, ambiente e sanidade (PAIVA et al., 2005).

Em teoria, esses sistemas sdo mais susceptiveis a infeccdes, ou mesmo enfermidades,
causadas por microrganismos circulantes entre diferentes espécies. Segundo GREEN et al.,
(2006) produtores de suinos devem usar mascaras, mudarem de roupa e tomar banho antes de
sairem das baias, para evitar a exposicdo das populagfes mais vulneraveis (criangas, idosos,

individuos imunodeprimidos) a aderencia de bactérias oriundas da espécie suina, a suas
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roupas e pele. Além disso, SASAKI et al., (2010) comentam que S. aureus estd presente na

microbiota nasal destes animais.

2.2. Staphylococcus spp.

2.2.1. Caracterizagdo do género

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, anaerobios
facultativos e ndo formadores de esporos. Sdo microrganismos imdveis, pequenos com 0,5-
1,5u de diametro e, quando observados ao microscopio, pode apresentar-se em diversas
formas, que vao desde isolados aos pares, em cadeias curtas ou agrupados irregularmente
(“cachos de uva”) (KONEMAM, et al., 2010).

Os Staphylococcus spp., sdo produtores da enzima catalase, a qual tem capacidade de
modificar o perdxido de hidrogénio (BAIRD PARKER, 1963). Além disso, apresentam
fatores de viruléncia como céapsula, peptidoglicano, proteina A, adesinas, enzimas
extracelulares, leucocidinas e hemolisinas (SPANU et al., 2012). Para o isolamento de
Staphyloccoccus spp., 0 meio seletivo mais utilizado € o manitol salgado, o qual é aproveitado
aerobiamente e anaerobiamente por cepas produtoras de coagulase (BAIRD PARKER, 1963).
E capaz de formar col6nias amarelas em meio enriquecido além de produzir o e beta-hemolise
em placas de agar sangue desfibrinado de carneiro a 5% (PINCHUK; BESWICK; REYES,
2010).

Existem 49 espécies descritas e 26 subespécies pertencentes a este género (LPSN, 2014),
colonizando diferentes ambientes e espécies animais. As espécies que compdem 0 género
Staphylococcus sé@o divididas de acordo com a capacidade de sintetizar a enzima coagulase
em dois grupos: coagulase positivos (SCP) e coagulase negativos (SCN). A producdo de
coagulase esta ligada a viruléncia dos SCP, pois, liga-se a proteina plasmatica e catalisa a
transformacéo de fibrinogénio em fibrina, formando uma rede de protecdo, mecanismo este
que, impede a fagocitose (KONEMAM et al., 2010).

Atualmente, existem oito espécies de SCP identificadas: S. intermedius, S. delphini, S.
pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, e S. agnetis e S. aureus
(FRENEY et al., 1999; DEVRIESE et al., 2005; TAPONEN et al., 2012). Staphylococcus
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aureus é a espécie mais estudada, pois é a mais envolvida em infec¢cbes em humanos e em
animais (SILVA; GANDRA, 2004; SAKAI et al., 2004).

2.2.2. ldentificacdo fenotipica e genotipica

A identificacdo de Staphylococcus spp. tem sido tradicionalmente realizada através de
métodos fenotipicos, com base em suas caracteristicas morfofisioldgicas e bioquimicas. Para
a identificacdo do género, utiliza-se a coloracdo de Gram para observar as caracteristicas
morfotintoriais; e por meio do teste de producdo de catalase. A identificacdo das espécies é
realizada através de painel de fermentacdo de agucares e testes bioquimicos, como a prova de
producdo de coagulase. No entanto, bactérias com comportamento bioquimico atipico
representam um problema na acuracia da identificacdo realizada apenas através de testes
fenotipicos (KONEMAM et al., 2010).

Os avangos na area molecular tem proporcionado o desenvolvimento de testes
genotipicos importantes para a adequada identificagdo e caracterizacdo dos Staphylococcus
spp. A taxonomia do género foi esclarecida nos Gltimos anos devido a utilizacdo de técnicas
moleculares que permitiram relacionar os resultados dos testes fenotipicos e genotipicos
(LANGE et al., 2011).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) possibilitou a deteccdo de microrganismos
que ndo podiam ser cultivados, assim como aqueles que eram fastidiosos ou de crescimento
lento. A técnica também tem sido utilizada para identificacdo de microrganismos, incluindo
Staphylococcus spp. (SASAKI et al., 2010). Dessa forma, na Gltima década, a PCR tornou-se
0 método genético mais utilizado em diagnéstico microbiolégico (MALORNY et al., 2003).
Varias modificagdes da PCR foram descritas, dentre essas, destaca-se a Multiplex PCR
(mPCR), atraves da qual é possivel a identificacdo de dois ou mais genes concomitantemente
(TANG; PROCOP; PERSING, 1997).

2.2.3. Resisténcia aos beta-lactamicos

O mecanismo de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. é bastante complexo.

Conceitualmente, a resisténcia ocorre quando os microrganismos de uma populacdo séo
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expostos a uma presséo de selecdo por meio da presenca de determinado antimicrobiano, onde
apenas as bactérias mais resistentes persistem, proporcionando o surgimento de varios clones
resistentes ao respectivo antimicrobiano. Acredita-se que a expressdo da resisténcia
microbiana tem aumentado em funcdo da utilizacdo exacerbada de antimicrobianos,
principalmente os beta-lactdmicos, como as penicilinas e seus derivados sintéticos
(KONEMAM et al., 2010; FIOL et al., 2010). Por sua grande variedade, representam a classe
mais amplamente utilizada seja na medicina humana quanto na medicina veterinaria,
tornando-se um grave problema de satde pablica em todo mundo (LOWY, 2003).

De acordo com CHAMBERS, (2001), a disseminacdo de clones resistentes surgiu logo
apos a introducdo da penicilina. Esta proliferacdo ocorre através de transferéncia genética,
atingindo algumas das principais bactérias Gram-positivas, dentre as quais destacam-se 0
género Staphylococcus (SILVEIRA et al., 2006).

Inicialmente, em 1940, todas as infec¢des por Staphylococcus aureus eram efetivamente
curadas através da penicilina. No entanto, em meados de 1942, j& haviam surgidas cepas
resistentes (CASSETTARI et al., 2005). Diante disso, introduziu-se em 1959 a meticilina, a
qual foi a primeira das penicilinas modificadas e projetadas para resistir a acdo da beta-
lactamase. ApGs dois anos, relatou-se o primeiro caso de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina, mais comumente chamado de MRSA (JEVONS, 1961; FITZGERALD et al.,
2001).

A resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos pode ocorrer devido a dois
mecanismos distintos: a producdo da enzima beta-lactamase, codificada pelo gene blaz, e a
producdo da proteina ligante de penicilina de baixa afinidade por beta lactamicos (PBP2a), a
qual ¢ codificada pelo gene mecA (KATAYAMA,; ITO; HIRAMATSU, 2000; GARCIA-
ALVAREZ et al., 2011). No primeiro mecanismo, a enzima em questdo atua na ruptura do
anel beta-lactdmico do antimicrobiano. J4 a PBP2a ndo permite que o anel beta lactamico se
fixe na parede celular e que autolisinas sejam ativadas e degradem a mesma, conduzindo a
morte da célula bacteriana (LYON; SKURRAY, 1987).

Desta forma, as bactérias resistentes multiplicaram-se sofrendo mutacdo e trocando
material genético entre linhagens de mesma espécie e/ou diferentes (GUIMARAES et al.,
2010), comprovando, a elevada capacidade adaptativa frente a fatores ambientais, possuindo
assim alta capacidade de adaptacéo a diversos fatores (FERNANDES, 2006).
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A principio, MRSA eram considerados exclusivos de hospitais (HA-MRSA),
representando a principal causa de infeccdo nosocomial em pacientes imunodeprimidos
(DUIJKEREN, VAN et al., 2004; JIMENEZ et al., 2012; ESPADINHA et al., 2013; OTTER
et al., 2013). Entretanto, um fendmeno mais preocupante comegou a ser observado a partir da
década de 1990: a identificacio de MRSA em pessoas sem historico de exposi¢cdo ao
ambiente hospitalar (MATTEO BASSETTI, 2009). Dessa forma, foram reconhecidos na
comunidade os chamados Staphylococcus aureus meticilina resistente comunidade-adquirida
ou CA-MRSA (LEE, 2003; WEESE et al., 2006; MORGAN, 2008; CUNY et al., 2010).

Mais recentemente, foi identificada uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a
cefoxitina colonizando populagdes animais, possivelmente favorecida pela ampla utilizacdo
de antimicrobianos (RICH et al., 2005). Denominada MRSA associada a rebanhos
(“livestock-associated MRSA”), ou LA-MRSA, foi detectada primeiramente em suinos
(SERGIO et al., 2007; KHANNA et al., 2008; SUNDE et al., 2011; OPPLIGER et al., 2012;
SZABO et al., 2012; SMITH et al., 2013), sendo estes considerados reservatorios deste
patdgeno.

Varios estudos demonstram que MRSA em humanos podem ser originados de animais,
incluindo suinos (JAMROZY et al., 2012; KOCK et al., 2013; SCHINASI et al., 2014),
equinos (EEDE, VAN DEN et al., 2009; DUIJKEREN, VAN et al., 2010), cées e gatos
(BOOST; O’ DONOGHUE; SIU, 2007; FAIRES; TATER; FERREIRA et al., 2011) e frangos
(PERSOONS et al., 2009).

A grande preocupacdo sobre MRSA decorre do fato dessas bactérias apresentarem
resisténcia a diversos outros antimicrobianos beta-lactamicos e n&o beta-lactamicos,
conferindo grande dificuldade de tratamento em caso de infec¢do (ITO et al., 2001; COHN;
MIDDLETON, 2010).

2.2.4. MRSA em sistemas de producdo de suinos

Existe uma grande preocupacdo relacionada ao fato de que 0s suinos sdo animais de
producdo e considerados reservatérios de MRSA (LIM et al., 2012). No entanto, ndo ha
indicios de transmissdo de MRSA através do consumo ou manipulagdo de alimentos
infectados. Por outro lado, alguns estudos ja confirmaram os suinos portadores assintomaticos

(BOSCH et al., 2010). Os agentes envolvidos sdo geralmente associados ao complexo clonal
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CC (CC398), o qual € considerado uma ameaca a saude publica como motivo de infeccBes
clinicas em seres humanos. Portanto, trata-se de um agente causador de doenca ocupacional
(CROMBE et al., 2013). Vale salientar que, a colonizagdo nasal em suinos por MRSA ndo
resulta, geralmente, em sinais clinicos. Por isso, o termo colonizacdo em vez de infeccdo é
utilizado atualmente (SZABO et al., 2012).

Elevada prevaléncia de MRSA pode representar um risco para a salde publica, tendo
em vista que, as razdes para altos indices de colonizacdo permanecem incertas (KHANNA et
al., 2008). WEESE et al., (2011) encontraram MRSA em 4,6% dos suinos pesquisados, em 5
de 46 fazendas (11%). Apesar de limitados, os dados comparando fases de criacdo de suinos
sdo sugestivos que a prevaléncia pode ser maior em leitdes desmamados (SMITH et al., 2009).

A prevaléncia de MRSA na producdo de suinos pode variar de acordo com muitos
fatores, incluindo as regifes geograficas, setor de producdo e idade de suinos testados, bem
como, metodologias de amostragem (KHANNA et al., 2008). Contudo, sabe-se que 0 MRSA
ndo estd ocorrendo de forma estatica, existem variantes que confirmam que este patogeno
continua evoluindo e se adaptando (WAGENAAR et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem e critérios de incluséo

O numero total de amostras a serem colhidas foi determinado segundo férmula
estatistica para calculo do tamanho amostral (THRUSFIELD, 2012), composta pelos
seguintes elementos:

n=z*z[p(1-p)}/(D*D)
Onde:
n= numero de amostras a serem colhidas
z = valor da distribuicdo normal padrdo ao nivel de confianca desejado
p = estimativa de prevaléncia

D = erro maximo aceitavel

Para o presente estudo, utilizou-se uma estimativa de prevaléncia de Staphylococcus spp.,
em suinos de 22%, com base em um estudo prévio, sobre prevaléncia do agente (MASSON;
FERREIRA; CARVALHO, 2012), nivel de confianca de 95%, calculado de acordo
ARMITAGE & BERRY (1994), e erro méaximo aceitavel de 5%, o que resultou num minimo
de 264 amostras.

Foram colhidas amostras a partir de 282 swabs nasais de suinos em trés propriedades
localizadas nos municipios de Santa Rita-PB, Areia-PB e Itapetim-PE no periodo de
Fevereiro a Agosto de 2014. Do total de 145 suinos na granja 1 colheram-se 32 swabs, de 496
na granja 2 foram colhidos 109 e na granja 3 do total de 640 animais colheram-se 141 swabs
nasais. Em cada propriedade, colheu-se amostras de animais de diferentes fases de criacao,
estimando-se 22%, do total de animais em cada fase de producao, incluindo-se maternidade
(leitdes ndo desmamados), creche, terminacdo (engorda), marrds, porcas em lactacdo e
cachagos (reprodutor). Os animais foram selecionados de forma aleatéria. As amostras foram
acondicionadas ao meio Stuart e mantidas em refrigeracdo até seu processamento no
Laboratdrio de Avaliagdo de Produtos de Origem Animal (LAPOA-UFPB), que ocorreu em
um periodo maximo de 12 horas apos a colheita. A Tabela 1 apresenta a distribuicdo entre as

fases de criacdo, das amostras colhidas nas trés propriedades (Granja 1, Granja 2 e Granja 3).
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Tabela 1. Distribuicdo do nimero de amostras colhidas nas Granjas 1 (Areia), 2 (Santa Rita) e 3
(Itapetim), de acordo com as diferentes fases de criagdo entre as granjas estudadas

Categoria Granjal Granja2 Granja3
Creche 10 37 36
Maternidade (Leitdo ndo desmamado) 8 4 13
Marrés 8 13 26
Porcas em Lactagéo - 4 8
Reproducéo (Cachacos) - 3 5
Terminacdo (Engorda) 4 48 55

Total 32'/145" 109'/496" 141'/640"

I=n total de swabs nasais colhidas;
I1=n total de suinos na granja;

3.2. Isolamento microbiolégico e identificacdo

As amostras foram submetidas a isolamento microbiolégico convencional (SZABO et
al., 2012) com modificacbes. O fluxograma de isolamento utilizado é mostrado na Figura 1.
Como enriguecimento primario, os swabs foram inoculados em caldo Mueller-Hinton (MHB)
(BD®-Inglaterra) com 6,5% de NaCl, com 24h de incubagdo a 37°C. Posteriormente, uma
aliquota foi submetida a enriquecimento secundario em caldo de Triptona de soja (TSB)
(BD®-Inglaterra) contendo 3,5 mg/litro de cefoxitina. Este caldo seletivo foi incubado durante
17ha37°C.

Paralelamente, uma alcada de MHB foi repicada para os dgares manitol salgado (MSA)
(BD®-Inglaterra) e agar cromogénico MRSA (HIMEDIA®-india) para posterior observagdo
das caracteristicas das colonias tipicas de Staphylococcus spp. Apds incubacdo do TSB, foi
retirada uma alcada e repicada em MSA, contendo 3,5 mg/litro de cefoxitina e em agar
MRSA, ambos seguidos por incubacdo a 37°C durante 24 e 48 h. Realizada a identificacdo
presuntiva das colbnias em 4&gar, retirou-se cinco coldnias com caracteristicas do género
Staphylococcus, as quais foram repicadas em agar Baird-Parker (BP) (BD®-Inglaterra)
submetidas a coloracdo de Gram, para confirmacdo das suas caracteristicas morfotintoriais.
Em seguida, realizado o teste de catalase, dos quais os isolados positivos foram selecionados e
encaminhados para prova de producdo de coagulase. Em contrapartida, 0s negativos a prova
da coagulase foram armazenados a -80°C em caldo de infusdo em cerebro e coracdo (BHI)

(BD®-Inglaterra) e acrescido de 40% de glicerol, até o momento das analises moleculares.
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MH (6.5% NaCl)
37 °C/24h

TSE
(com 3.3 mg/L cefoxitina)
A7 C/24-48h

A7 °C/24-48h

* com 3.5 mg/L
cefoxitina

37 oC/24-45h

l

Gram, catalase e coagulase

Figura 1. Fluxograma do protocolo de isolamento e identificacdo (SZABO et al., 2012)

3.3. PCR para identificacdo de marcadores moleculares em Staphylococcus spp e S. aureus

3.3.1. Extracdo de DNA Total bacteriano

A extracdo do DNA gendmico dos isolados de Staphylococcus spp., foi realizada pelo
método de fervura-centrifugacdo, de acordo com ADWAN (2014) com modificacGes.

Para extracdo, uma col6nia de cada isolado foi suspensa em 100 pL de agua ultra pura,
congeladas por 10 minutos e em seguida fervidas a 100°C por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas brevemente, por 3 minutos a 12000 rpm a 4°C para remoc¢do de detritos

celulares. O sobrenadante foi retirado para outro tubo (aproximadamente 70 pL) e estocado a
4°C até a sua utilizacéo.
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3.3.2. Deteccdo dos genes de Staphylococcus aureus e de resisténcia antimicrobiana por

Reacéo de Polimerase em cadeia multiplex (mPCR)

A mPCR foi utilizada para deteccdo de MRSA, atraves da confirmacdo da espécie S.
aureus concomitantemente a identificagdo dos gene mecA, associado a resisténcia a meticilina.
Foram utilizados iniciadores (primers) especificos para a investigacdo da presenca dos genes
16S rRNA, nuc, femA, coa e mecA (Quadro 1).

Quadro 1. Primers e ciclos empregados para identificacdo de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA)

Gene (pb) Espécie Sequéncia (5°-3”) Ciclo* Referéncia
16S (rRNA) | Staphylococcus AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA Il ZHANG et al.,
(756pb) spp CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC (2004)
nuc S. aureus GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT Il CIFTCl et al.,
(279pb) AGC CAAGCC TTG ACG AAC TAA AGC (2009)
femA S. aureus AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG I MEHROTRA et
(132pb) GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG al., (2000)
coa S. aureus ATA GAG ATG CTG GTACAG G | HOOKEY etal.,
(variavel) GCT TCC GAT TGT TCG ATG C (1998)
mecA S. aureus GTA GAA ATG ACT GAACGT CCG ATA A I OLIVEIRA;
(162pb) (MRSA) CCAATT CCACATTGT TTC GGT CTA AA LENCASTRE,
(2002)

1-94°C 4 min (94°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5 min; 11-94°C 5 min (94°C 40s, 58° 40s, 72°C
1 min) x10 (94°C 1 min, 50° 1min, 72°C 2 min) x 25 e 72°C 10 min

Para a mistura da PCR utilizou-se 23 pL de reacdo, contendo, 1 U de Tag DNA
polimerase (LGC Biotecnologia, USA), 2mM de MgCI2, 1X tampéo taq, 200 uM de cada
dNTPs (Thermo Fisher Scientific), &gua mili-Q para completar o volume total da reacédo e 2
uL do DNA extraido. Ja para o gene coa foi realizada uma nova PCR de todos os isolados que
amplificaram somente 16S rRNA e mecA (indicador de resisténcia) bem como aqueles que
foram apenas positivos para 16S rRNA, a fim de identificar S. aureus, conforme descrito na
Figura 2.

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (Techne TC5000, Inglaterra).
Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 2% corado com o GelRed
(Biotium, USA) e visualizados com auxilio de transiluminador em UV (Carestream Molecular
Imaging Software - Version 5.0, ®Carestream Health, Inc, EUA). Utilizou-se como controle

positivo a S. aureus USA 400 quanto a presenca de todos 0s genes.
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Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e Staphylococcus coagulase negativo
(SCN)

MULTIPLEX-PCR [ PCR I

nuc- S. aureus
femA- S. aureus
mecA- S. aureus resistente a
meticilina

Figura 2. Esquema para identificacdo fenogenotipica de Staphylococcus spp., S. aureus e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA)

3.4. Avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana in vitro método de Disco-difusdo (Kirby-

Bauer)

Os testes de deteccdo fenotipica de resisténcia foram executados conforme as
recomendacdes do Clinical and laboratory Standarts Institute (CLSI, 2013). Primariamente,
as culturas foram semeadas em placas de TSA (&gar Triptase de soja) e incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C. Apds 24h de incubacdo, o cultivo foi suspendido em solucdo salina
estéril (0,9%) em tubo, de forma a obter uma suspensdo com turvacdo equivalente a 0,5 na
escala de McFarland o que corresponde a uma turvacao equivalente a aproximadamente, 1,5 X
10® UFC/mL (CLSI VET01-A4, 2013). Em seguida, as culturas foram semeadas em placas de
agar Muller-Hinton, com auxilio de swabs, seguido da disposi¢do dos discos.

Foram utilizados discos com o0s seguintes antimicrobianos: ampicilina (AMP 30 pg),
cefoxitina (CFO 30 ug), penicilina G (PEN 10 Ul), clorafenicol (CLO 30 ug), gentamicina
(GEN 10 pg), oxacilina (OXA 1 pug), clindamicina (CLI 2 pg), tetraciclina (TET 30 pg),
amoxicilina + clavulanato (AMC 10 ug), azitromicina (AZI1 15 pg), vancomicina (VAN 30 pg)
e enrofloxacina (ENO 10 pg) (CECON®, Sdo Paulo, Brasil). Por fim, as placas foram
incubadas & 37°C/24h e realizadas leituras dos resultados, através da medi¢do dos halos de

inibicdo formados por cada antimicrobiano, conforme descrito na Tabela 2. Para o teste de
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controle, foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CLSI VETO01-A4, 2013;
CLSI VETO01-S2, 2013).

Tabela 2. Critério interpretativo adotado para avaliacdo dos halos de inibicdo aos antimicrobianos
testados de acordo com o CLSI, (2013)

Discos de antimicrobianos Halos de inibi¢cdo (mm)
S [ R
CFO (30 Hg) >22 - <21
OXA (1 uo) > 18 - <17
PEN (10 UI) >29 - <28
CLO (30 pg) >18 13-17 <12
AMP (30 pug) >29 - <28
TET (30 pg) >19 15-18 <14
GEN (10 pg) >15 13-14 <12
CLI (2 ng) >21 25-20 <14
AMC (10 pg) >20 - <19
ENO (10 pg) - - -
VAN (30 ug) - - -

3.6. Genotipificacdo dos isolados

As bactérias identificadas como S. aureus foram genotipificadas através de Rep-PCR e

macrorestricdo do DNA cromossomal, pelo método de eletroforese de campo pulsétil (PFGE).

3.6.1. Extracdo por Fenol: cloroférmio: alcool isoamilico

A extragdo do DNA gendmico dos isolados de S. aureus foi realizada por
Fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), descrito por Sambrook et al., (1989), com
modificacdes. Culturas bacterianas (1,4 mL) crescidas em caldo infusdo de cérebro e coracéo
(BHI) foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet obtido foram adicionados 500 pL de tampédo TE 10:1 (10 mM de Tris-
HCI, pH 8, 1ImM de EDTA), 10 pL de lisozima (10 mg/mL) (USB Corporation, EUA) e 10
uL de proteinase K (5 mg/mL) (BioLabs®, EUA), para lise da parede celular. A solugéo foi
homogeneizada em vortex e incubada a 60° C overnight.

Em seguida, foram adicionados 100 pL de tampdo STE (2,5% SDS, 10mM Tris-HCI,
pH 8, 0,25M EDTA) com incubac¢éo a 60°C por 15 minutos, para solubilizacdo dos lipidios. A
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solugéo foi mantida em repouso a temperatura ambiente e em gelo durante 5 minutos (cada).
Adicionou-se 130 pL de acetato de amdnio (7,5 M) (Amresco®, EUA), com incubagdo em
gelo por 15 minutos, neutralizando a reacao.

Sequencialmente, a solucdo foi centrifugada em rotacao supracitada por 5 minutos, com
sobrenadante (£ 700uL) transferido para novo tubo (1,5 mL) e a este adicionado volume igual
de Fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (Sigma-Aldrich, EUA), sendo novamente
centrifugado por 5 minutos. O fenol:cloroférmio precipita as proteinas, revelando-as na
interface entre as fases organica e aquosa.

O sobrenadante ou fase aquosa (onde se encontra os acidos nucléicos) (400 uL) foi
transferido para um novo tubo (1,5 mL, livre de RNAse e DNAse) e a este adicionado 420 pL
de Etanol absoluto gelado (Amresco®, EUA), com incubacdo a -20°C por 24 horas para
precipitacdo do DNA extraido.

Apo0s 24 horas, o tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos, e o sobrenadante
descartado. O pellet (translicido) foi seco em temperatura ambiente por 30 minutos e
ressuspendido em 30 L de agua (deionizada e autoclavada), com incubacao a -20°C por 24
horas. Por fim, o DNA genémico extraido foi avaliado quali-quantitativamente por
espectrofotometria, através do uso de biofotdmetro (Biophotometer Plus, Eppendorf®,
Alemanha).

Admitiram-se limites de quantidades de DNA acima de 300 ng/pL e absorbancias
(Az60r280) entre 1,7 a 1,9. Para realizacdo das analises moleculares seguintes foi realizada uma
padronizacdo de DNA para 50 ng/uL em 40 pL de agua DDA (destilada, deionizada e
autoclavada).

3.6.2. Método de eletroforese em campo pulsatil (PFGE)

A macrorestricdo por eletroforese em campo pulsatil foi realizada de acordo com
MULVEY et al., (2001) com modificacdes. As cepas foram repicadas em &gar ndo seletivo
(TSA) e incubadas a 37°C por 16-24 horas. Posteriormente, inoculadas em BHI e novamente
e incubadas a 37°C por 16-24 horas. Repicou-se uma cepa de Salmonella Braenderup H9812,
a qual foi utilizada como marcador de tamanho molecular. E procedeu-se a preparacdo dos

reagentes (500 mL de TE; 500 mL de agua bidestilada autoclavada; 5 mL de lisozima a



29

50mg/mL; 5 mL de Proteinase K 20 mg/mL; 20 mL de agarose 1% em TE; 1 mL de
Lisostafina solucdo estoque de 1mg/mL).

Os plugs foram preparados e identificados, colando fita adesiva na parte inferior. Foi
pipetado 1000 pL de caldo em um microtubo e centrifugado (7.000 rpm/2 min) descartado o
sobrenadante e ressuspendido em 300pL de TE. Pipetou-se rapidamente 300uL de agarose no
microtubo com a suspenc¢do, homogeneizar e pipetar nos plugs. Foram feitos 5 plugs para
cada amostra (fundir a agarose e deixa-la no banho a 55-60°C por pelo menos 15 minutos
antes de usar). Os plugs foram deixados em temperatura ambiente por 15 minutos e colocados
5 minutos na geladeira a 4°C quando em dias quentes.

O plugs foram imersos em 4 mL de solugdo de lise contendo adicionalmente
adicionados 8 uL de lisostafina (Lmg/mL) (no. L-7386, Sigma) e 70uL de lisozima (50mg/mL)
e incubados a 55°C em banho-maria. A solucédo de lise foi removida dos tubos e os plugs
foram lavados com 4 mL de &gua bidestilada estéril sob incubacdo a 37°C por 15 minutos em
estufa de agitacdo orbital. Passados 15 min, foi removida a dgua bidestilada dos tubos e
adicionados 4 mL de TE novamente sob incubacdo a 37°C por 15 minutos em estufa de
agitacdo orbital. Este passo foi repetido por mais trés vezes.

Sequencialmente, os plugs foram imersos em solucdo de restricdo contendo enzima
Smal (10U/uL), tamp@o de restrigdo (10x), BSA (Bovine Serum Albumin - Albumina de soro
bovino) e agua destilada, com solucédo final de 100 pL por amostra. A cepa padrdo controle
utilizada, Salmonella Braenderup ATCC H9812, foi clivada com a enzima Xbal (10U/uL),
sendo a solucdo de restricdo a mesma utilizada para Smal. As amostras foram incubadas
durante 3h a 25°C e por 5h a 37°C, respectivamente para restricdo com Xbal e Smal.

Apo6s o periodo de restricdo, preparou-se o gel de agarose a 1% (Mega base pulse-
field) e as condicdes de corrida eletroforetica dispondo de, tempo inicial de 5s; tempo final de
40 s; voltagem 6 V; e tempo de corrida total de 21h. O sistema de eletroforese de campo
pulsado utilizado foi o CHEF-I1I (Bio-Rad, Laboratories, USA).

Os subtipos de PFGE gerados foram corados com Gel Red (Biotium, EUA) e
visualizados com auxilio do transiluminador em UV Gel Logic 212 PRO (Carestream

Molecular Imaging Software - Version 5.0, °Carestream Health, Inc, EUA).
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3.6.3. Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequences)

A reacdo de amplificacdo para a Rep-PCR foi realizada segundo protocolo descrito por
Van Der Zee et al, (1999), com modificacdes. Preparou-se reagdo com volume total de 25 pL,
contendo tampéo (x1), MgCl, (3 mM), dNTPs (200 uM de cada), primer RW3A (5'-TCG
CTC AAA ACA ACG ACA CC-3") (1 pmol), Taq DNA polimerase (1U invitrogen), agua
DDA (deionizada, destilada e autoclavada) e DNA alvo.

A mistura reacional foi incubada em Termociclador (TPersonal Thermocycler,
Biometra®, Alemanha) com os seguintes ciclos: desnaturaco inicial a 94° C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 50° C
por 1 minuto e polimerizacao a 72° C por 2 minutos) e extensao final a 72° C por 5 minutos.

Os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 2%, corados
com Gel Red (Biotium, EUA) e visualizados com auxilio do transiluminador em UV Gel
Logic 212 PRO (Carestream Molecular Imaging Software - Version 5.0, ©Carestream Health,
Inc, EUA). O tamanho dos fragmentos amplificados foi analisado por comparagdo com um
padrdo de massa molecular de 100 pb e 1 kb (Ludwig Biotec, Brasil). Como controle positivo

foi utilizado cepa padrdo USA 400 e um isolado de humano.

3.7. Analise dos dados

Os dados de prevaléncia fenotipica e genotipica foram analisados utilizando-se
estatfstica descritiva convencional, com o uso de planilha eletronica (Microsoft Excel®). Para
avaliar possiveis associacdes entre a presenca de Staphylococcus spp., S. aureus e MRSA, e
variaveis independentes (fases de criacdo) realizou-se um teste de qui-quadrado, adotando o
nivel de 5% de significancia. Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico
SAS - Statistic Analysis System (SAS versao 9.1, 2003).

O nivel de concordancia dos genes utilizados para identificacdo de S. aureus foi
calculado pelo coeficiente de Kappa de Cohen, de acordo com Landis & Koch (1977)
(Quadro 2).
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Com relacdo a genotipificacdo, a similaridade entre as cepas de S. aureus foi
determinada com base na presenca e auséncia de amplicons no gel, com imagens processadas
pelo software BioNumerics® (Versdo 7.1, Applied Maths, Bélgica). Para expressio da
similaridade entre os diferentes gendtipos, foi utilizado coeficiente de Dice (2% de tolerancia)
e construcdo de dendograma através da obtencdo das médias aritméticas de grupos em pares
de dados combinados (UPGMA), onde diferentes clusters foram determinados
automaticamente pelo software utilizando coeficiente de Correlacéo Ponto Bisseriado.

Adicionalmente, o poder discriminatério da Rep-PCR foi avaliado pelo calculo do valor

D, conforme previamente descrito por Hunter & Gaston (1990).

Quadro 2. Critérios para avaliagdo dos valores de concordancia Kappa de Cohen

Valores Kappa Interpretacéo
<0 Sem concordancia
0-0.20 Baixa
0.21-0.40 Razoéavel
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Substancial
0.81-1.00 Otima

Fonte: LANDIS e KOCH, 1977. The measurement of observer agreement for categorical data
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ldentificacéo de Staphylococcus aureus

A presenca de S. aureus em cada uma das granjas encontra-se demonstrada na Tabela
3. Dentre as amostras analisadas, 48,94% (138/282) foram positivas para a presenca de
Staphylococcus spp., cuja confirmacdo foi realizada pela amplificacdo do gene 16S rRNA.
Desse total, 15,94% (22/138) foram identificadas como S. aureus por apresentarem pelo
menos algum dos trés marcadores para a espécie (nuc, femA e coa). Complementarmente, foi
observada diferenca significativa (P<0,05) em relacdo a presenca de S. aureus entre as granjas
investigadas, sendo a granja 3 com maior numero de isolados positivos para S.aureus ou seja,
24,05% (19/22).

Tabela 3. Presenca de S. aureus entre as diferentes granjas estudadas

Granja Presenca (%0)
n(total) P X?
! 15 20
2 0 39 0.0035 11.2859
3 24,05 79

P= 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado;
X?= qui-quadrado

O maior nimero de suinos, bem como o contato com animais de outras espécies
podem explicar a maior presenca de S. aureus na granja 3. Outras falhas no manejo, a
exemplo da ndo realizacdo da quarentena de animais recém-chegados contribuem para uma
elevada frequéncia de S. aureus, caracterizando como um reservatorio para infeccoes
oportunistas nos suinos. Além disso, estes resultados de ocorréncia de S. aureus entre as
granjas estudadas refletem que este microrganismo esta presente na microbiota nasal destes
animais (SASAKI et al., 2010) de maneira inata, independente da presenca de quadros de

enfermidades.



33

Os valores de presenca de S. aureus nas diferentes fases de criagdo estdo apresentados
na Tabela 4, onde observou-se auséncia de diferenca estatistica (P>0,05). Apesar do teste qui-
quadrado ser indicado para analise de dados desuniformes, a variabilidade do numero de
isolados em cada setor de producdo pode ter influenciado na analise (P>0,05) pelo teste qui

quadrado.

Tabela 4. Identificacdo de S. aureus entre os setores de producdo de suinos avaliados

Setor de producéo Presenca n (%) n (total) p e
Creche 9 (18,75) 48
Engorda 6 (13,64) 44
Maternidade 4 (26,67) 15
Lactagio 2(25.0) 8 0,0177 16,9481
Marra 1 (5,26) 19
Reprodutor 0 4

P= 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado;
X?= qui-quadrado;

A prevaléncia de S. aureus foi bastante similar entre a Granja 1 [2,07%
(IC=0,71;5,91)] e Granja 3 [2,97% (1C=1,91;4,59)], apesar da diferenca de tamanho dos
plantéis. E na Granja 2 ndo obteve-se prevaléncia. Diferentemente, alguns autores sugerem
que o tamanho de rebanhos influencia a prevaléncia de MRSA. Rebanhos maiores parecem
ser mais propensos a ser MRSA-positivos em comparacdo com rebanhos menores (BROENS
et al., 2011). Esta discordancia pode ter ocorrido devido a Granja 1 ser menos tecnificada, e
bem como, observou-se condi¢Ges precarias de higiene, o que pode explicar uma alta
prevaléncia independente do tamanho do rebanho.

Em contrapartida, em um trabalho realizado em Ontario no Canada por Khanna et al.,
(2007) encontraram prevaléncia de 25% (71/285). Os autores comentam que em muitas
granjas avaliadas todos ou a maioria dos suinos estavam colonizados e, em outras, apenas um
pequeno nimero de suinos. No entanto, sugerem uma nova colheita para avaliar se esta baixa
prevaléncia em algumas propriedades ndo estaria associada a uma recente introducdo de
MRSA ou as praticas de manejo distintas entre as granjas contribuem para reducdo da

colonizagdo de MRSA.
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A avaliagdo comparativa entre a prevaléncia de S. aureus nos diferentes setores de
producdo das granjas 1 e 3 podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5. Prevaléncia de S. aureus entre 0s setores de producdo de suinos nas Granjas 1 (G1) e 3 (G3)

GRANJAS
CATEGORIA G1 P % (IC) G3 P % (IC)
CRECHE 0 0 9/164 5,49 (2,91;10,10)
MATERNIDADE 3137 8,11 (2,80;21,30)  1/59 1,69 (0,30;9,0)
LACTACAO 0 0 2/8 25,0 (7,15;59,07)
MARRA 0 0 1/118 0,85 (0,15:4,64)
TERMINACAO 0 0 6/250 2,40 (1,10;5,14)

P= prevaléncia;
IC=95% de confian¢a

E interessante notar que, na Granja 1, S. aureus foi isolado no setor de maternidade,
apenas [8,11% (1C=2,80;21,30)], enquanto na Granja 3 foi isolado de todos os setores de
producdo, exceto reproducdo. Adicionalmente, ao contrario do que foi observado na Granja 1,
o0 setor maternidade e de marras, apresentaram menor prevaléncia de S. aureus dentre todas as
categorias de producgdo. Esses resultados indicam que a compreensdo dos fatores de risco
associados a colonizagdo de suinos por S. aureus pode representar um caminho para reducao
da prevaléncia pela bactéria. Os principais fatores de risco conhecidos para MRSA em
exploracBes de suinos sdo o tamanho do rebanho, tipo de producdo e aquisicdo de suinos
(BROENS et al., 2011; CROMBE et al., 2012).

Sabe-se também que o MRSA pode ser transmitido de animais para humanos. No
entanto, 0 mecanismo exato de como a transmissdo ocorre ainda necessita de alguns estudos,
uma vez que ndo esta totalmente elucidado (LEE, 2003). A elevada prevaléncia de S. aureus
nos setores maternidade (Granja 1) e creche (Granja 3) ressaltam a possivel ocorréncia de
contaminacgéo cruzada, uma vez que séo as fases de maior manejo, portanto, presenca do ser
humano. Outro fator importante é que, embora a maternidade seja considerada a fase de
menor prevaléncia na Granja 3, pode sugerir que esti ocorrendo contaminagdo no ambiente e
um manejo sanitario ineficiente tornando a instalacdo de maternidade uma fonte de
transmissdo de S. aureus ja que os animais de creche que apresentaram alta prevaléncia,

passaram pelo ambiente da maternidade e foram colonizados por S. aureus.
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A elevada prevaléncia deste patdgeno em animais de creche pode ser relacionada
também, as maiores condicOes de estresse aos quais esses animais sdo submetidos, tais como
mudanca de ambiente, separacdo da progenitora, mudanca brusca na alimentacao, coabitacdo
com animais de outros lotes, sendo assim, mais susceptiveis a infec¢es devido a uma baixa
no sistema imune. Outro fator importante pode ser relacionado ao fato do sistema imune nédo
ser completamente desenvolvido nos leitGes, tornando-os mais susceptiveis a infecdo por S.
aureus. Sabe-se que, por se tratar de um patdgeno oportunista, o S. aureus é comumente
isolado causando infec¢Ges em humanos imunossuprimidos (DUIJKEREN, VAN et al., 2004).

A Figura 3 ilustra os produtos de amplificacdo dos genes 16S rRNA, utilizado para
confirmar o género Staphylococcus, e dos genes nuc, coa e femA, marcadores de S. aureus.
Dentre os marcadores para a espécie S. aureus, o gene femA foi o mais frequentemente
encontrado em 10,9% (15/138) dentre as bactérias positivas para o gene 16S rRNA. Os outros
genes, nuc e coa, foram identificados em 10,1% (14/138) e 8,7% (12/138) dos isolados
confirmados pelo gene 16S rRNA, respectivamente.

A B

Figura 3. Produtos de amplificagdo dos genes A: 16S rRNA 756 pb (1, 2, 3, 4 e 5: isolados
positivos) e dos genes nuc 279 pb (1 e 2 isolados negativos; 3, 4 e 5 isolados positivos), femA 132
pb (1, 2 e 3 isolados negativos; 4 e 5 isolados positivos); M= marcador de 100pb; e B: coa
variavel 400-1000pb M= marcador de 100pb (1 e 7: isolados negativos; 2, 3, 4, 5 e 6: isolados
positivos)

O célculo do coeficiente Kappa de Cohen, gque ajusta a concordancia para decisfes
especificas positivas e negativas, permitiu identificar um valor geral entre os marcadores nuc-
femA de 65,3%, indicando uma concordancia substancial. Os valores de concordancia entre

0s marcadores podem ser vistos no Quadro 3. Apesar de ter existido concordancia substancial
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entre os marcadores moleculares, os resultados do presente estudo indicam a necessidade de

utilizacdo de mais de um marcador para confirmacédo de S. aureus.

Quadro 3. Coeficiente Kappa de Cohen para concordancia entre os marcadores, coagulase in
vitro-nuc, coagulase in vitro-femA, coagulase in vitro-coa, nuc-femA, nuc-coa e femA-coa
utilizados para identificacdo de S. aureus

Marcador Kappa Geral | P-valor geral | Intervalo de 95% de confianca
do Kappa
Coagulase in vitro-nuc 0,451 <0,001 sup: 0,595
inf: 0,307
Coagulase in vitro-femA 0,434 < 0,001 sup: 0,581
inf: 0,287
Coagulase in vitro-coa 0,242 0,001 sup: 0,38
inf: 0,104
nuc-femA 0,653 <0,001 sup: 0,82
inf: 0,487
nuc-coa 0,576 <0,001 sup: 0,742
inf: 0,409
femA-coa 0,549 <0,001 sup: 0,715
inf: 0,383

Na amplificacdo dos trés genes (nuc, femA e coa) para identificacdo de S. aureus, foi
observada uma variagéo, a qual permitiu a formacéo de diferentes perfis (Tabela 6).

Deste modo, foram obtidos sete perfis distintos de acordo com a amplificacdo de um
ou mais dos trés genes em estudo que caracterizam a espécie. Independentemente do perfil
obtido, estes isolados foram genotipicamente caracterizados como S. aureus. O perfil 1, com
resultado positivo para os trés genes foi encontrado em 31,8% (7/22) dos isolados.

No presente trabalho, foi observada uma maior frequéncia de amplificacdo do gene
femA em relacdo ao nuc. Diversos autores utilizam o gene nuc como marcador para
identificacdo molecular de S. aureus. KALOREY et al., (2007) visando caracterizar
genotipicamente 37 isolados de S. aureus provenientes de casos de mastite clinica, obtiveram
a amplificacdo do gene nuc em 36 dos isolados e estes autores descrevem que este gene
codifica termonuclease.

TAMARAPU; MCKILLIP; DRAKE (2001) desenvolveram um mPCR para detecgdo
de Staphylococcus aureus em leite e derivados através da amplificacdo dos genes nuc e
tambeém verificaram elevada especificidade de sequéncias do gene nuc para deteccdo dessa
bactéria. Contudo, foram escolhidos os trés genes para a caracterizagao de S. aureus devido a

dificuldade encontrada na identificacdo deste agente quando se utiliza apenas um deles. Assim
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como foi confirmado no presente estudo, pois, observa-se a presenca de um gene isolado ou

deste em conjunto.

Tabela 6. Perfis de amplificacdo dos genes coa, nuc e femA para identificacdo de Staphylococcus
aureus obtidos das granjas 1, 2 e 3

Perfis (n° de isolados) (%) nuc femA Coa
1(7) 31,8 + + +
2 (4) 18,2 - + -
313 13,6 + + -
4(3) 13,6 - - +
5@1) 13,6 + - -
6 (1) 4,5 - +
7() 4,5 + -
Total (22) 100
+ = positivo;
- = negativo;

E importante destacar que 2,3% (5/22) dos isolados identificados como S. aureus
apresentaram-se como coagulase negativos fenotipicamente. A producdo de coagulase € um
dos principais fatores de viruléncia dos SCP, mecanismo que ocorre atraves da ligacdo ao
fibrinogénio do plasma sanguineo, o que resulta numa aglutinacdo dos organismos ou na
coagulacao do plasma, impedindo a fagocitose (KONEMAM et al., 2010). Observou-se, neste
estudo, a ndo expressdo da coagulase, pois trata-se de um mecanismo de sobrevivéncia
quando agredido pelo sistema imune do hospedeiro. Sendo assim, existem cepas de S. aureus
gue ndo se apresentam positivas a prova da coagulase, podendo ser identificados
erroneamente como SCN.

Os mesmos autores citados acima identificaram dois isolados de S. aureus, oriundos do
leite de uma vaca com mastite subclinica, que ndo expressavam fenotipicamente a producéo
da coagulase, mas que foram genotipicamente caracterizados como S. aureus com base na
amplificacdo dos genes coa e nuc. Estes resultados corroboram a necessidade de submeter os
isolados negativos ao teste de coagulase a uma ferramenta molecular, neste caso a PCR, para

comprovar a presenca ou auséncia dos genes especificos para S. aureus (nuc, femA e coa).
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4.2. Susceptibilidade in vitro de Staphylococcus aureus

Os resultados do teste de susceptibilidade demonstraram que todos os S. aureus foram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano. As taxas de resisténcias mais frequentes foram
observadas para as drogas clindamicina (100%), ampicilina (100%) e penicilina (100%),
sequidos de clorafenicol (95,45) e azitromicina (90,91%), respectivamente. De todos os S.

aureus, 63,64% (14/22) apresentaram resisténcia a cefoxitina (Figura 4).
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Figura 4. Susceptibilidade in vitro dos 22 isolados de Staphylococcus aureus PEN= penicilina,
OXA= oxacilina, CFO= cefoxitina, CLO= clorafenicol, AMP= ampicilina, CLI= clindamicina,
GEN= gentamicina, AMC= amoxicilina + acido clavulanico, AZI= azitromicina, ENO=
enrofloxacina, VAN= vancomicina, TET= tetraciclina

No presente estudo observa-se que todas as cepas foram multirresistentes, ou seja,
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos. Taxas elevadas de resisténcia em S.
aureus de suinos também foram relatados por Liu et al. (2012), os quais detectaram as
seguintes taxas de resisténcia: penicilina (78,5%), tetraciclina (75,2%), sulfametoxazol (94%),
clorafenicol (78,5%) e a oxacilina (5,4%). De acordo com Chambers, (2001) a resisténcia
antimicrobiana a penicilina, meticilina, ou vancomicina ¢ uma consequéncia inevitavel da

seletiva pressdo da exposicao aos antibidticos.
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De acordo com Cohn & Middleton (2010), os Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) tendem a apresentar multirresisténcia, e ndo sdo resistentes apenas aos
antibioticos beta-lactamicos, mas também a uma variedade de classes de antibioticos, como
fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas e aminoglicosideos. O
conhecimento do perfil de resisténcia de cepas multirresistentes é de grande importancia
tendo em vista que, é o ponto de partida para estabelecer uma melhor estratégia terapéutica
(SAKWINSKA et al., 2011).

De todos os isolados estudados 100% foram resistentes a ampicilina e penicilina G.
Estes sdo antimicrobianos de baixa onerosidade e facil acesso no mercado, o que pode indicar
um elevado uso na regido e, consequentemente, o alto nimero de cepas resistentes.

A resisténcia a clindamicina por parte de 100% dos isolados de S. aureus no presente
estudo é bastante preocupante. J& que, este antimicrobiano é o tratamento terapéutico
escolhido quando MRSA é isolado. Assim, todos os isolados resistentes a cefoxitina 63,64%
(14/22), considerados sugestivos para MRSA foram resistentes também a clindamicina. Além
disso, € um antimicrobiano frequentemente utilizado como estratégia terapéutica no
tratamento de uma variedade de infec¢cbes estafilocdcicas incluindo, pele e tecidos,
pneumonia e cavidade oral. Contudo, a grande preocupacdo relacionada a terapia com este
antimicrobiano € devido a sua expressdo de resisténcia induzivel (PATEL et al., 2006). No
entanto, a resisténcia induzivel é apenas expressa quando um agente indutor estiver presente,
a eritromicina pode funcionar como tal agente in vitro (RICH; DEIGHTON; ROBERTS,
2005).

Para o perfil de resisténcia ao clorafenicol (95,45%), cujo uso em medicina veterinaria
foi proibido pelo Ministério da Agricultura em 2003, para animais de producgdo pelo alto
poder residual dessa droga. Percebeu-se uma resisténcia se assemelhando a dados obtidos por
MASSON; FERREIRA; CARVALHO, (2012), onde 27% dos isolados de S. aureus foram
resistentes. A principal causa de resisténcia observadas no campo estd relacionada entre
outros fatores, ao uso inadequado de drogas como sub-dosagem e interrupgdo do tratamento
causando uma pressao de selecdo entre cepas mais resistentes (CHAMBERS, 2001). A Tabela

7 apresenta os perfis de resisténcia observados.



Tabela?. Perfis de resisténcia encontrados entre os 22 S. aureus

ISOLADO

SETOR DE

PRODUCAO/ORIGEM

ISOLAMENTO

PERFIL DE RESISTENCIA

O©CoOoO~NOoOUTh WN -

Marra G3
Creche G3
Creche G3
Creche G3
Terminacdo G3
Terminagdo G3
Maternidade G1
Maternidade G1
Maternidade G1
Creche G3
Creche G3
Terminacdo G3
Terminagdo G3
Creche G3
Terminacdo G3
Lactacdo G3
Lactacdo G3
Maternidade G3
Creche G3
Creche G3
Creche G3
Terminacdo G3

Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina

Manitol

Manitol

Manitol

Manitol
Manitol +3,5mg de cefoxitina
Manitol +3,5mg de cefoxitina

PenCloAmpTetCliGenAziEno
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAzi
PenCloAmpTetCliGenAzi
PenCloAmpTetCliGenAzi
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAzi
PenCloAmpTetCliGenAziVan
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEno
PenCloAmpTetCliGenAziEno
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEno
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEno
OxaPenCfoCloAmpTetCliAziEno

OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEnoVan

OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEno

OxaPenCfoCloAmpTetCliGenEnoVan
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEnoVan
OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEnoVan

OxaPenCfoCloAmpTetCliAmcVan

OxaPenCfoCloAmpTetCliAmcAziVan

PenCloAmpTetCliGenAziEno

OxaPenCfoCloAmpTetCliGenAziEnoVan

PenCloAmpTetCliGenAzi
PenCloAmpTetCliGenAziVan

40
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Na Figura 5 pode-se verificar isolados de S. aureus resistentes a penicilina (A),
cefoxitina, oxacilina (D), clindamicina e gentamicina (B) bem como, outro isolado suscetivel

a cefoxitina e oxacilina (C).

Figura 5. Teste de difusdo em disco. A: Isolado de S. aureus resistente a penicilina. B: Isolado
de S. aureus resistente a clindamicina e gentamicina. C: Isolado de S. aureus sensivel a
cefoxitina e oxacilina. D: Isolado de S. aureus resistente a cefoxitina e oxacilina

Nestas bactérias, ndo foi identificado o gene mecA, frequentemente observado em
MRSA. O fato do gene nao ter sido identificado indica que outros mecanismos de resisténcia
podem estar envolvidos. Atualmente, o gene mecC vem sendo apontado como um variante de
mecA. Segundo LAURENT et al., (2012) em um caso de infec¢do em 2007 na Franga em um
paciente humano, ndo foi detectado a presenga de mecA, mas sim do gene mecC.

A resisténcia a meticilina € mediada por uma proteina de ligacdo & penicilina com
baixa afinidade para os antibidticos beta-lactimicos (PBP2a) codificada pelo mecA
(KATAYAMA; ITO; HIRAMATSU, 2000; GARCIA-ALVAREZ et al., 2011).
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Da mesma forma, vale ressaltar que, quatorze isolados de S. aureus resistentes
fenotipicamente a cefoxitina, ndo amplificaram o gene mecA, o que também foi relatado por
outros pesquisadores (FREY et al., 2013).

MASSON; FERREIRA; CARVALHO, (2012) avaliaram 458 amostras, as quais
foram colhidas em cinco granjas suinicolas e dois frigorificos no Brasil. N&o foi possivel o
isolamento de MRSA em 4&gar Oxacilin Resistant Staphylococcus aureus (ORSA)
suplementado com oxacilina. Nem tampouco foi observada a presenca do gene mecA para
meticilina confirmando o resultado encontrado no isolamento microbiologico.

Em trabalho realizado na Holanda (NEELING, DE et al., 2007), encontrou-se uma alta
prevaléncia de MRSA em 209 (39%) dos 540 suinos saudaveis estudados, porém ndo foi
possivel inferir sobre origem ou transmissdo desses microrganismos, pois nessas granjas, 0S
agricultores produzem leitGes na propria granja ou compram para engorda em fazendas de
criacdo. Além disso, cerca de 20% dos suinocultores sdo portadores de MRSA.
Ocasionalmente, estas cepas de suinos podem causar infecgdes em humanos (LEWIS et al.,
2008).

Possiveis fontes do gene mecA sdo Staphylococccus spp., coagulase negativo
pertencente & microflora normal do suino. Acredita-se que, tais cepas transmitiram o gene
mecA a uma cepa de S. aureus suscetivel, assim, 0s suinos sdo apenas hospedeiros de MRSA
(NEELING, DE et al., 2007).

4.3.Genotipificacao de S. aureus por PFGE

Escolheu-se 13 isolados de S. aureus positivos na mPCR para caracterizacdo atraves
do PFGE. Pode-se observar que todos os isolados ndo foram tipificados pela smal (Figura 6).
Trabalhos sugerem que existe uma linhagem clonal de MRSA, a sequéncia multilocos
tipo complexo clonal (CC) 398, a qual ndo e tipificavel através de eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE) com Smal, que foi originalmente chamado de NT-MRSA (NEELING,
DE et al., 2007). Posteriormente as pesquisas confirmaram o fato de que as cepas cujo DNA
cromossomal ndo é clivado por a smal pertencem ao complexo clonal 398 (BOSCH et al.,
2010; ARGUDIN et al., 2010). Recentemente, VOSS et al., (2005) descreveram uma possivel
ligagéo entre MRSA néo tipificavel de origem suina.
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Figura 6. Perfis de PFGE utilizando a enzima de restricdo smal. Linha 1 a 6 isolados de
S.aureus ndo tipificados por smal; 7 e 8 controle USA 400 e linha 9 marcador Salmonella
Braenderup H9812

4.4. Genotipificacdo de S. aureus por Rep-PCR

De todos o0s 22 isolados positivos para S. aureus, foram obtidos 21 perfis pela Rep-PCR
utilizando o primer RW3A. Os produtos de amplificacdo variaram de 200 a 2.000 pares de
bases (pb). O método apresentou poder discriminatorio de D=0,97.

A Figura 7 ilustra os perfis genotipicos dos isolados de S. aureus obtidos através da Rep-
PCR no presente estudo. Os dendogramas gerados a partir da analise de similaridade genética
de S. aureus e de Staphylococcus aureus resistente a cefoxitina sdo apresentados nas Figuras

8 e 9, respectivamente.

Figura 7. Gel de agarose com produtos de REP-PCR gerados a partir de Staphylococcus
aureus isolados de swabs nasais de suinos. (M: marcador molecular; 1 a 24:
amostras; 21- amostra de isolado humano)
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Utilizando-se o limite de 80% de similaridade genética como ponto de corte, observou-se
a formacéo de seis clusters (A a F), conforme visto na Figura 8. Nesses clusters, podem ser
observadas cepas com elevada similaridade presentes em diferentes fases de criacdo, como
engorda e creche (Cluster A), engorda e maternidade (Cluster C), marrd e lactacdo (Cluster D),
engorda e creche (Cluster E). O Cluster F foi formado por bactérias da Granja 1. Esses
resultados sugerem que as mesmas cepas de S. aureus estdo presentes em diferentes fases de
criagdo, sugerindo disseminacdo dentro da granja. A transmissdo entre setores de producao é
esperada, uma vez que todas as granjas tem fluxo continuo de produgdo. Adicionalmente, o
elevado transito de pessoas e a presencga de outros animais nas propriedades podem contribuir
para disseminacdo do agente, uma vez que S. aureus é frequentemente encontrado em
diversos hospedeiros e no meio ambiente, assim como sugerido por SUNDE et al., (2011).

Contudo, um resultado relevante é que um isolado de leitdo na maternidade da Granja 1 e
um outro na creche da Granja 3 (Cluster B), apresentaram genoétipos indistinguiveis. Este
achado reforca que existem cepas de S. aureus que colonizam diferentes ambientes.

Os mesmos achados se repetem quando sdo analisadas apenas cepas resistentes a

meticilina (Figura 9), inclusive a presenca de cepas indistinguiveis da creche e engorda
(Cluster C), comprovando a circulacdo das mesmas cepas em diferentes setores de producao.
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Figura 8. Dendograma gerado a partir dos dados de tipagem de Staphylococcus aureus isolados de suinos. Os nimeros no eixo x indicam a
similaridade genética gerada a partir do coeficiente de Dice (2% de tolerancia)
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Figura 9. Dendograma gerado a partir dos dados de tipagem de Staphylococcus aureus resistente a cefoxitina. Os nimeros no eixo x indicam a

similaridade genética gerada a partir do coeficiente de Dice (2% de tolerancia)
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5. CONCLUSAO

O presente estudo indica a presenca de MRSA (prevaléncia < 3%), em suinos sadios de
trés granjas do Nordeste, o que pode ser um motivo de preocupacdo em saude publica,
principalmente do ponto de vista ocupacional, uma vez que as cepas apresentaram elevadas
taxas de resisténcia aos antimicrobianos.

A genotipifica¢do indicou que S. aureus de mesma origem podem ser encontrados em
diferentes fases de criacdo, indicando ser comum a contaminacdo cruzada por S. aureus
dentro de uma mesma granja. As diferencas na ocorréncia de S. aureus entre granjas e setores
de producdo sugere a existéncia de fatores de risco associados a ocorréncia de S. aureus e
MRSA. O conhecimento desses fatores pode ser a chave para o controle da colonizagdo de
suinos por MRSA.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, sdo necessarias pesquisas genotipicas, incluindo outros genes
marcadores de resisténcia, como o mecC, para comprovar a expressdo fenotipica e melhor
compreender 0s mecanismos de resisténcia genotipica. Além disso, estudos epidemioldgicos
com o objetivo de avaliar a transmissdo, os principais fatores de risco e 0s possiveis
carreadores deste patdgeno s@o necessarios.

Sendo este, o primeiro trabalho relacionado com a identificagdo e caracterizacdo de
MRSA em granjas de suino no Nordeste, sugere-se o monitoramento da prevaléncia de
MRSA em suinos e seus tratadores, pois, tem grande importancia na seguranca de alimentos e,

consequentemente, na satde publica.
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