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RESUMO

O uso de antimicrobianos na suinocultura ¢ uma pratica comum, visando manter a saide animal e
reduzir prejuizos na produgdo. Todavia, representa um potencial fator de risco para a selecdo de ce-
pas resistentes aos antimicrobianos. Staphylococcus aureus causa frequentemente diversos proces-
sos infecciosos tanto em humanos quanto em animais, além de poder colonizar individuos sauda-
veis. Cepas multirresistentes (resistentes a no minimo trés classes de antimicrobianos distintas),
como MRSA (S. aureus resistentes a meticilina), sdo uma ameaca a saude publica devido as opgdes
limitadas de tratamento. Produtos de origem animal podem ser carreadores destes microrganismos,
afetando a seguranca alimentar. Embora o Brasil seja um dos maiores produtores e exportadores de
carne suina, pouco se conhece sobre a circulacdo destas cepas em granjas no pais. Além disto, o po-
tencial zoonotico delas ainda ndo esta devidamente esclarecido. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo caracterizar geneticamente e investigar o potencial zoondtico de S. aureus multirre-
sistentes isolados de suinoculturas do estado do Rio de Janeiro. Para isso, foram coletadas secre¢des
de mucosas nasais de 250 suinos (16 granjas) e 29 pessoas (9 granjas) que trabalhavam nas suino-
culturas. Apos identificacao da espécie bacteriana por MALDI-TOF, foi realizada a determinagao
do perfil de resisténcia aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo, com a confirmagdo de
MRSA através da detecgdo do gene mecA. A partir do sequenciamento do genoma completo foi rea-
lizada a andlise das linhagens de MRSA, dos genes de resisténcia e do potencial zoonoético. A iden-
tificagao dos fatores associados a colonizagao por cepas multirresistentes se deu pela analise de da-
dos clinicos e demograficos. S. aureus foi isolado de 6% dos suinos e 24,1% dos humanos investi-
gados. A maioria estava colonizada por amostras multirresistentes, sendo 20% de MRSA em suinos
e 14,3% em humanos. As maiores taxas de resisténcia observadas dentre as amostras de suinos fo-
ram para clindamicina, cloranfenicol e eritromicina (53,3% para cada um dos antimicrobianos cita-
dos) enquanto que as amostras isoladas de humanos, observou-se a resisténcia a penicilina G
(85,7%), clindamicina (71,4%), tetraciclina (71,4%) e eritromicina (57,1%). Foram isoladas amos-
tras LA-MRSA ST398-SCCmec V-t011 tanto de suinos quanto de um contato humano. Uma grande
variedade de genes de resisténcia foi identificada, sendo alguns nao correspondentes ao perfil feno-
tipico. Nenhuma amostra carreou o gene de resisténcia a vancomicina vanA. Amostras multirresis-
tentes da mesma linhagem foram detectadas entre humanos e suinos da mesma granja, sugerindo
um potencial zoonoético. As granjas mais tecnificadas, com uso de desinfetantes na higienizagdo das
instalagdes, realizacdo de vazio sanitario, uso de antimicrobianos para outros fins além do tratamen-
to e uso de pelo menos trés classes destes foram associadas (p < 0,05) a colonizagdo de suinos por
amostras multirresistentes. J& humanos colonizados por tais amostras nao foram associados aos fa-
tores observados na populacdo geral, como hospitalizagdo recente e contato com individuos hospita-
lizados ou que trabalham em unidades de satde. Logo, o contato com suinos pode ser um fator rela-
cionado a colonizagdo por estas cepas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, LA-MRSA, resisténcia a antimicrobianos, suino



ABSTRACT

The use of antimicrobials agents in pig farming is a common practice, aiming to maintain animal
health and reduce production losses. However, it represents a potential risk factor for the selection
of antimicrobial resistant strains. Staphylococcus aureus often causes several infectious in both hu-
mans and animals, in addition to its ability to colonize healthy individuals. Multidrug-resistant
strains (resistant to at least three different classes of antimicrobials agents) such as MRSA (methi-
cillin-resistant S. aureus), are a public health threat due to limited treatment options. Animal prod-
ucts can carry these microorganisms, affecting food safety. Although Brazil is one of the largest
producers and exporters of pork, little is known about the circulation of these strains on farms in the
country. Furthermore, their zoonotic potential is not yet fully understood. Thus, this study aimed to
genetically characterize and investigate the zoonotic potential of multiresistant S. aureus isolated
from pig farms in the state of Rio de Janeiro. For this purpose, nasal mucosa secretions were col-
lected from 250 pigs (16 farms) and 29 people (9 farms) who worked in the pig farms. After identi-
fying the bacterial species by MALDI-TOF, the antimicrobial resistance profile was determined by
the disk-diffusion method, with confirmation of MRSA through the detection of the mecA gene.
From the sequencing of the complete genome, the analysis of MRSA strains, resistance genes and
zoonotic potential was performed. The identification of factors associated with colonization by mul-
tiresistant strains was carried out through the analysis of clinical and demographic data. S. aureus
was isolated from 6% of the swine and 24.1% of the investigated humans. Most were colonized by
multiresistant samples, 20% of MRSA in pigs and 14.3% in humans.. The highest frequencies of
resistance observed among the swine isolates were for clindamycin, chloramphenicol and ery-
thromycin (53.3% for each one), while the isolates recovered from humans, there was resistance to
penicillin G (85.7%), clindamycin (71.4%), tetracycline (71.4%) and erythromycin (57.1%). LA-
MRSA ST398-SCCmec V-t011 isolates were detected from both swine and a human contact. A wide
variety of resistance genes were identified, some of which did not correspond to the phenotypic pro-
file. No isolates carried the vancomycin resistance gene vanA. Multidrug-resistant isolates from the
same strain were detected between humans and pigs from the same farm, suggesting a zoonotic po-
tential. The more technified farms, with the use of disinfectants in the cleaning of the facilities, car-
rying out a sanitary vacuum, use of antimicrobials agents for purposes other than treatment and the
use of at least three classes of these were associated (p < 0.05) with pig colonization by multi-drug
resistant isolates. Colonized humans were not associated with factors observed in the general popu-
lation, such as recent hospitalization and contact with individuals hospitalized or working in health
facilities. Therefore, contact with pigs can be a factor related to colonization by these strains.

Keywords: Staphylococcus aureus, LA-MRSA, antimicrobial resistance, swine
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|. INTRODUCAO

1.1 Dados da suinocultura no Brasil e no mundo

A carne suina ¢ a proteina animal mais produzida e consumida do mundo. (EMBRAPA,
https://www.embrapa.br/qualidade-da-carne/carne-suina). O Brasil vem expandindo, nos ultimos
anos, seu consumo interno (SENAR https://www.cnabrasil.org.br/noticias/suinocultura-brasileira-
deve-crescer-mais-de-20-nos-proximos-anos; acesso em 12 julho 2021). Campanhas de marketing,
informando sobre a qualidade e as vantagens da carne suina, tém ajudado para o aumento do con-
sumo mundial e consequentemente para a sua producao.

O Brasil, no que diz respeito a suinocultura, apresenta hoje maia de 2 milhdes de matrizes
alojadas em todo o territério nacional. (MAPA, https://infogram.com/estatisticas-or-brasil-or-sui-
nos-1gk92ed38kzrp16; acesso 12 de julho 2021), com quase 4 milhdes de toneladas produzidas ao
ano, atingindo o quarto lugar na produ¢do mundial. Houve um aumento de 11,37% na produc¢ado na-
cional em rela¢do ao ano de 2019, onde o destino principal ainda ¢ o mercado interno com 77% se-
guido pelo mercado externo com 23%.

O estado de Santa Catarina ¢ o maior produtor do pais e exportador correspondendo a 27,2%
de toda a produgdo nacional, e responsavel por 55,5% da exportacdo. Em seguida, o maior produtor
¢ o estado do Parana com 20,4% e com 15,8% da exportagdo nacional. Por sua vez o Rio Grande do
Sul aparece como segundo maior exportador com 22, 9% e responsavel por 18,5% da produg¢ao na-
cional. (EMBRAPA https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/cias/estatisticas/suinos/brasil; acesso 12
julho 2021)

Quanto as exportagdes, o Brasil ocupa um expressivo quarto lugar com a exportacao de 750
mil toneladas ao ano, com um aumento na exportacdao de 16% em 2019 comparado ao ano de 2018.
(DADOS EMBRAPA, https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/cias/estatisticas/suinos/mundo; acesso
9 agosto 2021).0 maior produtor mundial da carne suina ¢ a China com 42.550 milhdes de kg/ano,
seguido pela Unido Europeia com 23.935 milhdes e os Estados Unidos com 12.522 milhdes. Vale
considerar que a China ¢ a maior consumidora da carne suina e o Brasil ocupa o quinto lugar (DA-
DOS EMBRAPA, https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/cias/estatisticas/suinos/mundo; acesso 9
agosto 2021). A produgdo interna de carne suina na China sofreu drastica redugao, por questdes re-
lacionadas a legislagdo ambiental, aumentando, portanto, a dependéncia do pais ao comércio exteri-
or, com quase 2.500 milhdes importadas ao ano, para garantir o abastecimento doméstico. Devido a

esses embargos sanitarios sofridos pela China nos ultimos anos, a Unido Europeia ocupa hoje o titu-
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lo de maior exportador da carne suina, seguida por Estados Unidos e Canada com o Brasil em quar-

to lugar.

1.2 Staphylococcus aureus

1.2.1 Caracteristicas do género

Segundo EUZEBI (2020) o género Staphylococcus é composto por 74 espécies e 30 subes-
pécies (https://Ipsn.dsmz.de/search?word=staphylococcus; acesso 12 jul 2021). Staphylococcus sao
bactérias em forma de cocos, com diametro variando de 0,5 a 1,5 um, Gram positivas, imoveis ¢
que fermentam glicose com produgdo de acido. Podem se organizar de forma individual, aos pares,
tétrades, cadeias curtas de trés a quatro células ou em formato de um grupamento irregular seme-
lhante a cacho de uva. Coldnias de Staphylococcus apresentam coloragdo variando de branca a ama-
relo alaranjado pela presenga de pigmentos carotenoides. Com excec¢ao de S. aureus subsp. anaero-
bius e Staphulococcus saccharolyticus, sao produtores de catalase, enzima que catalisa a conversao
do perdxido de hidrogénio em agua e oxigé€nio, e anaerdbios facultativos (HERMANS et al., 2010;
GOMES, 2011).

Algumas espécies do género sao produtoras de coagulase, ou seja, sdo capazes de produzir
uma enzima que converte o fibrinogénio em fibrina. A formagdo de fibrina préxima a regido onde
estd ocorrendo a infecgdo ¢ importante, pois impede a agdo de fagdcitos. Estes microrganismos
quando inoculados em meio de cultura dgar sangue podem ou nao causar hemolise. A maior parte
das espécies é negativa na prova da coagulase, sendo denominadas de Staphylococcus coagulase
negativa. As espécies coagulase positiva sdo Staphylococcus aureus, Staphylococcus delphini,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus lutrae, Staphylo-
coccus schleiferi subsp. coagulans e algumas cepas de Staphylococcus hyicus (QUINN, 2011).

A faixa de temperatura em que S. aureus pode se multiplicar varia de 7°C a 48,5°C, sendo a
temperatura 6tima entre 35°C e 37°C, além de ser tolerante a altas concentragdes de cloreto de sodio
e a nitratos (10% e 20%). A variagdao de pH em que sdo capazes de se desenvolver situa-se entre 4,0
e 9,8 com pH 6timo entre 6,0 ¢ 7,0 (HOLT, 1994).

Staphylococcus spp. estdo presentes em varias superficies e nos mais diversos ambientes
desde a 4agua até o solo. Sao também considerados simbiontes uma vez que compdem a microbiota
da pele, do trato respiratério e, transitoriamente, do trato gastrintestinal de diversas espécies animais

e inclusive de humanos (BIBERSTEIN et al., 1999; BAKER et al., 2008).
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1.2.2 Importancia clinica e aspectos epidemiologicos

Staphylococcus aureus figuram, mundialmente, entre as principais bactérias causadoras de
infecgoes relacionadas a assisténcia a saude IRAS e, também de infec¢des comunitarias em huma-
nos, sendo que as IRAS representam maior risco de vida aos pacientes (CDC, 2019). A transmissao
entre humanos ocorre comumente por contato direto, principalmente através das maos, ou indireto
e, talvez, os humanos sejam a principal fonte de infec¢ao para os animais (SANTOS et al., 2002).
LEE et al. (2003) sugerem que S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés methicillin-resis-
tant S. aureus) pode ser transmitido de animais para humanos. No entanto, 0 mecanismo exato de
como a transmissao ocorre nao esta totalmente elucidado (FELD et al., 2018).

Em humanos, S. aureus pode causar infec¢des de pele (furunculoses, impetigo e abscessos),
de tecidos moles, Ossea, de corrente sanguinea, pneumonia, meningite, dentre outras. Também po-
dem causar intoxicagdo alimentar, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico, sendo
estas mediadas por toxinas (CDC, 2019). Em animais, causa doengas em diferentes espécies como,
por exemplo, mastite e lesdes supurativas em bovinos, piodermite, otite e infec¢do urinaria em caes,
infecgdes de pele e artrite em aves e lesdes supurativas em suinos (MASSON et al., 2001). Além de
causar doengas, pode colonizar, principalmente a mucosa nasal, de humanos e animais (JONES et
al., 2013; PENNA et al., 2013). Para causar as doengas, esta bactéria possui um arsenal de fatores
de viruléncia que permitem ao microrganismo evadir o sistema imune do hospedeiro, se instalar nos
tecidos alvos e promover a infeccdo. Em virtude do potencial patogénico e da resisténcia a antimi-
crobianos dessa bactéria e do consumo de alimento desta origem, a presenga da mesma nesse ambi-
ente pode representar risco para a saude publica (BISDORFF, 2012; GRAELLS, 2012; PANTOST]I,
2012).

Um importante aspecto a ser levado em consideragdo na epidemiologia de S. aureus € a sua
frequente resisténcia a antimicrobianos. Em 1929, Alexander Fleming anunciou a descoberta de
uma substancia produzida pelo fungo Penicillium notatum que apresentava efeito inibitorio sobre
bactérias. A industria farmacéutica, a partir de entdo, intensificou a promocao e expansao de pesqui-
sas de novos antimicrobianos. Entretanto, com o uso cada vez mais frequente dessas drogas, cepas
bacterianas resistentes emergiram, tornando-se um desafio tanto na medicina humana quanto na ve-

terinaria. No decorrer dos anos, outros antimicrobianos foram disponibilizados para uso clinico e a
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resisténcia a estes novos farmacos também foi surgindo e se disseminando, dificultando cada vez

mais o tratamento (MANGENEY et al., 2002; CADDICK et al., 2006).

1.2.3  S. aureus resistente a meticilina (MRSA)

No que concerne a resisténcia a antimicrobianos entre S. aureus, a maior preocupacao en-
volve cepas de MRSA, disseminadas mundialmente, sendo responsaveis principalmente por IRAS
(MANGENEY et al., 2002; CADDICK et al., 2006). MRSA ¢ considerada uma ameaga dentre bac-
térias multirresistentes tanto pelo Center for Disease Controland Prevention (CDC, 2019) quanto
pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS, https://apps.who.int/iris/handle/10665/229704?1ocale-
attribute=es&locale=ar , acesso em 12 jul 2021). Estudos demonstram que infec¢gdes por MRSA sao
evidenciadas em paises dos diferentes continentes, inclusive no Brasil, caracterizando a importancia
de combate global (CUIL, 2009; KOCK, 2009; GOLDING, 2010; REITER, 2010; ARRIOLA, 2011;
BISDORFF, 2011; HANSON, 2011; JIMENEZ, 2011).

Com o surgimento de amostras de S. aureus resistentes a penicilina G devido a produgado de
uma penicilinase, codificada pelo gene blaZ, buscou-se desenvolver novos farmacos que pudessem
tratar com sucesso infecgdes por estas bactérias. Assim, foi disponibilizada a meticilina, uma peni-
cilina resistente a penicilinase, em 1961. Este novo antimicrobiano tinha também como alvo de
acdo as proteinas de ligacao a penicilina (PBPs, do inglés penicillin-binding protein) presentes na
parede celular bacteriana e, portanto, da mesma forma impedia a sintese da parede celular o que le-
vava a morte bacteriana (SCHITO, 2006). Pouco tempo depois, foram relatadas as primeiras cepas
de S. aureus resistentes a meticilina. O mecanismo de resisténcia consiste na expressao de uma PBP
alterada, denominada de PBP2a ou PBP2’, com baixa afinidade a meticilina. Esta PBP apresenta
baixa afinidade para todos os B-lactamicos disponiveis atualmente, exceto para cefalosporinas de 5?
geragao (BATISTA et al., 2015). A PBP2a ¢ codificada principalmente pelo gene mecA e este, por
sua vez, ¢ carreado por uma ilha gendmica denominada cassete cromossdmico estafilococico mec
(SCCmec, do inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec) que inclui, além do mecA, genes
de regulacdo da sua expressdo e, ainda, de mobilidade (SCHITO, 2006). O SCCmec possui, até o
momento, treze tipos (I-XIII) identificados, que diferem em tamanho, podendo variar de 20 a 68 kb,
e composi¢do genética (KLUYTMANS, 2006; LIU, 2016).

Até a década de 1980, MRSA era um problema exclusivamente hospitalar, sendo infecc¢des
comunitarias raramente identificadas. Em 1981, CDC descreveu 98 casos de usudrios de drogas in-

jetaveis com infecgdes por MRSA. Cepas de MRSA exibindo caracteristicas genéticas e fenotipicas
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diferentes das cepas hospitalares passaram a ser identificadas na comunidade, causando infecgdes
em pessoas saudaveis (BASSETTI, 2009). Em virtude disto, cepas de MRSA foram classificadas
em HA-MRSA (hospital-acquired MRSA) e CA-MRSA (community-acquired MRSA). Eram con-
sideradas infecg¢des por HA-MRSA, aquelas que ocorriam em individuos com mais de 48h de hos-
pitalizacao, pacientes que realizavam hemodidlise ou que necessitavam de cuidados prolongados
em casa ou em ambiente hospitalar (AMMERLAAN, 2006). Ja infec¢des por CA-MRSA eram
aquelas em que a bactéria era isolada em pacientes até 48 horas apds estarem em ambiente hospita-
lar e sem terem recebido tratamento com antimicrobianos nos trinta dias precedentes. Além disso,
ndo haviam recebido hemodidlise, ndo haviam sido hospitalizados no ano anterior € nao estavam
sob cuidados especiais por tempo prolongado (FRIEDMAN, 2002). A incidéncia de infecgdes por
CA-MRSA aumentou em diversas partes do mundo, chamando a atenc¢ao devido a sua rapida emer-
géncia e potencial para causar infeccdes graves. Grande parte das cepas de CA-MRSA apresentava
o gene que codifica a leucocidina Panton-Valentine (PVL, do inglés Panton Valentine Leucocidin),
uma citotoxina capaz de causar necrose tecidual e destrui¢ao de leucdcitos, sendo frequentemente
associada a infecgdes de pele e pneumonias necrosantes graves com alto indice de letalidade. Atu-
almente, a classificagdo de HA-MRSA e CA-MRSA ndo ¢ mais utilizada devido a grande variabili-
dade das cepas adquiridas tanto em unidades de satide quanto na comunidade (DAVID et al., 2017).

Colonizacao e infeccdes por MRSA em diferentes espécies animais tém sido cada vez mais
relatadas. Alguns estudos descrevem a presenca de MRSA em caes, gatos, cavalos (BUSSCHER et
al., 2006; WEESE et al., 2006), vacas com mastite (JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007), sui-
nos (SERGIO et al., 2007; TAKEUTI et al., 2016) e animais silvestres (WALTHER et al., 2008). A
Dinamarca, que monitora a prevaléncia de MRSA em suinos ha mais de 10 anos, tem observado um
aumento nas fazendas de producgdo participantes nas pesquisas de 2008, 2010 e 2014: 3,5%
(n=7/198); 16,2% (n=16/99) e 67,6% (n=140/207), respectivamente (SIEBER et al., 2018). Em va-
rios paises, MRSA tem sido isolado de suinos e sua caracterizagdo molecular realizada (ARRIOLA
et al., 2011; GUO et al., 2018). Dentre as linhagens de MRSA isoladas de animais, o ST398 (se-
quence type 398) tem sido associado a animais de pecuaria (LA-MRSA do inglés livestock-associa-
ted MRSA), principalmente suinos (FITZGERALD, 2012). Esta também tem sido isolada de colo-
nizacdo e infeccdo em humanos, sendo primeiramente relatada entre criadores de suinos na Europa
(ARMAND-LEFREVE et al., 2005; VOSS et al., 2005). A linhagem ST398 ja foi isolada de suinos
na América do Sul, com o primeiro relato no Peru (ARRIOLA et al., 2011). No Brasil, ha apenas
um relato de MRSA ST398 em um suino com piodermatite, a qual apresentava também susceptibi-

lidade reduzida a vancomicina (VISA, do inglés vancomycin-intermediate S. aureus) (MORENO et
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al., 2016). O isolamento do ST398 ja foi relatado em bovino (SILVA et al., 2014) e humano (NETO
et al., 2017) em nosso pais.

Com o aumento no nimero de relatos de isolamento de bactérias multirresistentes de ani-
mais ¢ ambiente (FISCHER et al., 2012; PENNA et al., 2013), o controle da resisténcia aos antimi-
crobianos requer estratégias de atuagao também na area de saude animal e de ambiente. Em nosso
pais, a maioria dos estudos sobre resisténcia bacteriana em amostras isoladas de suinos tem investi-
gado bactérias Gram-negativas. Portanto, pouco ainda se conhece sobre a ocorréncia de cepas de S.
aureus multirresistentes e seu repertorio de genes de resisténcia. Estes animais podem exercer um
importante papel ndo s6 como fontes de genes de resisténcia, mas também como fontes de infec¢do
de bactérias resistentes, principalmente para pessoas que tem contato com estes animais. O conhe-
cimento das linhagens genéticas de amostras multirresistentes circulantes nas granjas nos animais e
nos contatos humanos ¢ importante para avaliar o potencial zoonotico destas. Uma vez que o Brasil
¢ grande produtor e exportador de carne suina, estudos nesta linha sdo fundamentais para a seguran-
ca alimentar, visando minimizar possiveis impactos na saude publica e na economia com embargos

sanitarios.

1.3 Uso de antimicrobianos na suinocultura

A producao de suinos varia desde criagdes de subsisténcia familiar com poucos animais até
sistemas intensivos com densidades elevadas de animais. Principalmente na suinocultura industrial,
h4 uma incessante busca por tecnologias que viabilizem o aumento nos indices produtivos que cul-
minaram em mudangas marcantes mundialmente. Os indices hoje alcancados sao resultado de me-
lhoramento genético e investimentos em nutri¢do e sanidade animal (SOUZA et al., 2011).

A suinocultura vem progressivamente se transformando, passando de sistemas extensivos
para formas mais intensivas. A criagao tradicional era considerada um ciclo completo onde todas as
fases eram alojadas em um sitio Unico. Atualmente, evidencia-se uma mudanga para sistemas com-
plexos de varios sitios ou, até mesmo, para sistemas mais sofisticados como intensivos e de alta
tecnologia, onde entende-se por sistema intensivo a criagdo de suinos onde estes sdo mantidos em
confinamento, sendo ofertada racdo balanceada de concentrados de alto nivel proteico com o obje-
tivo de aumentar o desempenho dos animais com maior eficiéncia (CARVALHO et al., 2011).

No ciclo completo, os animais tinham contato com todos os microrganismos do ambiente e
desenvolviam uma imunidade de rebanho mais sé6lida e capaz de proteger todos os individuos. Sis-

temas modernos tém rebanhos muito grandes onde as granjas abrigam varias instalacdes, reduzindo
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o contato entre animais e entre diferentes lotes. Vale destacar a adogdo de programas de medicacao,
rigida sanitizagdo e vazio sanitario entre os lotes, impedindo o contato de animais com a microbiota
ambiental. Os animais foram assim sendo segregados e impossibilitados de terem contato simulta-
neo com todos os patdgenos existentes no plantel. Com isso, desenvolveram diferentes graus de
imunidade a microrganismos de diversas areas das granjas, ou at¢ mesmo de outras granjas (DE-
MORI et al., 2012).

Uma consequéncia do confinamento intensivo foi a emergéncia de problemas sanitérios e,
com isso, a necessidade da adogao de medicagdes antimicrobianas preventivas ou terapéuticas como
forma de reduzir a carga infecciosa nos animais e fornecer assim melhores condig¢des para seu de-
senvolvimento. Existem quatro formas basicas de medicagdo adotada na suinocultura: melhoradores
de desempenho, metafilatica, profilatica e terapéutica. A promogao de aditivos melhoradores de de-
sempenho consiste em se utilizar baixas doses de principios ativos antibacterianos, sendo antibioti-
cos ou ndo. A maioria dos melhoradores atua em bactérias Gram-positivas reduzindo a ocorréncia
de infec¢des subclinicas. E uma pratica proibida em muitos paises, inclusive no Brasil, ja que induz
ao risco de resisténcia bacteriana, existindo uma grande preocupagao com a possibilidade de infec-
cdo cruzada por tais bactérias resistentes em seres humanos. Existe ainda o potencial risco de resi-
duos desses antimicrobianos nos produtos de origem animal para consumo humano.

A aplicacao metafilatica envolve o tratamento medicamentoso de todos os animais doentes e
de todos os outros animais da baia, assim que detectado os primeiros sinais clinicos. A base dessa
terapéutica ¢ a de que todos os animais desse lote apresentam chance similar de se infectar e adoe-
cer por estarem alojados nas mesmas condigdes ambientais, de instalagdes, com alimentagdo similar
e com condigdes fisioldgicas, sanitarias e perfil imunitario semelhantes.

A medicagdo preventiva refere-se ao uso de antimicrobianos de uso profilatico. A base ¢ a de
conhecer as doengas que potencialmente tenham chance significativa de afetar um lote de animais
em determinada faixa etaria e, de forma preventiva, medicar os animais com um produto ativo con-
tra o agente, buscando evitar o surgimento dos sinais clinicos da infec¢do. No periodo do desmame,
por exemplo, esta pratica ¢ muito utilizada ja que h4 alta incidéncia de infe¢des por Eschericha coli
em leitdes de 25-30 dias. H4 uma utilizagdo denominada do tipo “pulso" em que antimicrobianos
sdo aplicados nos primeiros dias apds o alojamento de leitdes nas recrias e terminagdes, uma vez
que situagdes de estresse (transporte, adaptagdo de matrizes de reposigdo e cachagos), méa qualidade
de racao e mistura de animais podem acarretar reducao das defesas organicas dos animais e pre-

dispd-los a infec¢do. Por fim o uso terapéutico que consiste em administrar uma medicagdo em

23



animais doentes. E uma das atribui¢des classicas da medicina veterinaria para evitar o sofrimento e
garantir saude e bem-estar animal (SOBESTIANSKY et al., 2007).

Ha uma crescente preocupacao do uso indiscriminado de antimicrobianos na produg¢do ani-
mal, sobretudo aqueles usados como melhoradores de desempenho, também conhecidos como pro-
motores de crescimento. Esta preocupagdo torna-se ainda maior quando o farmaco em questdo tem
seu uso também na medicina humana. Assim, aumenta-se o risco de selecao de bactérias resistentes
e, como consequéncia, estes microrganismos podem ameagar a saide humana e animal.

Os principais antimicrobianos utilizados como aditivos e promotores de crescimento sao
flavomicina, bacitracina, tilosina, avilamicina, eramicina, colistina ¢ lincomicina. Visando desen-
volver e promover diretrizes para minimizar o impacto do uso desses antimicrobianos em animais
produtores de alimentos e na disseminagdo de resisténcia antimicrobiana o MAPA (Ministério da
Agricultura e Pecuaria), através de uma Instru¢do Normativa (n° 1 de 13 Janeiro 2020) (https://pes-
quisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=23/01/2020&jornal=515&pagina=6&total Ar-
quivos=89, acesso 02 novembro 2020), proibiu em todo territério nacional a importacdo, fabrica-
¢do, comercializacdo e uso de melhoradores de desempenho que contenham os antimicrobianos ti-
losina, lincomicina e tiamulina.

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos maiores desafios para a saude publica uma vez
que causa impactos diretos na manutencao da saide humana e animal. Na tentativa de sanar danos
maiores proporcionados pelo impacto da resisténcia no pais, foi elaborado um Plano de A¢do Naci-
onal para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos do Brasil (PAN-BR) de acordo
com os objetivos definidos pela alianga entre a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Organi-
zacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial de
Satde Animal (OIE) e apresentados no Plano de A¢ao Global sobre Resisténcia aos Antimicrobia-
nos (https://pesquisa.bvsalud.org/bvsms/resource/pt/mis-40062, acesso 7 agosto 2021). O objetivo
geral dos planos de agdo ¢ garantir que se mantenha a capacidade de prevenir e tratar doengas infec-
ciosas com medicamentos seguros e eficazes que sejam utilizados de forma responsavel e acessivel
a todos que deles necessitem.

O PAN-BR traz a participacdo de varios setores como Ministério da Saude (MS), Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), MAPA, Ministério das Cidades (MCidades), Ministério
da Educacdo e Cultura (MEC), Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes
(MCTIC), Ministério do Meio Ambiente (MMA), Fundacao Nacional de Saude (Funasa), além do
apoio do Conselho Nacional de Saude (CNS) e da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) (https://pes-

quisa.bvsalud.org/bvsms/resource/pt/mis-40062, acesso 7 agosto 2021).
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Para fortalecer as agdes do PAN-BR, portarias governamentais sdo constituidas em areas do
MS (Cipan — Portaria no 2.775, de 22 de dezembro de 2016), Anvisa (CVSRM, Portaria n°® 854, de
7 abril de 2016) e MAPA (CPRA — Portaria SDA no 45/2016). O PAN-BR tem vigéncia de cinco
anos, de 2018 a 2022, onde sera avaliado anualmente para sofrer ajustes caso seja necessario.

O PAN-BR consiste primeiramente na formagao e capacitagdo de profissionais com a atua-
¢do em areas de saude, humana e ambiental, com a finalidade de aumentar o alerta sobre uso inade-
quado de antimicrobianos, preconiza¢ao de normas de biosseguranca, controle € monitoramento e
promogao do uso racional de antimicrobianos no ambito da saude humana e animal (BRASIL,
2018).

Seguindo o PAN-BR, o MAPA implementou o Programa de Vigilancia e Monitoramento da
Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da Agropecuaria (PAN-BR AGRO) (https://www.gov.-
br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/resistencia-aos-antimicro-
bianos/pan-br-agro, acesso 7 agosto 2021) com objetivo de avaliar riscos, tendéncias e padrdes na
ocorréncia e disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos por meio do consumo de alimentos de
origem animal produzidos no Brasil, bem como a obtengao de dados para analises de risco relevan-
tes a saude animal e humana. Os objetivos compreendem o fortalecimento do conhecimento e base
cientifica através da vigilancia e pesquisa, para a constru¢do e o estabelecimento do Sistema Nacio-
nal de Vigilancia e Monitoramento Integrado da Resisténcia. Além do desenvolvimento de um sis-
tema de vigilancia e monitoramento na agropecuaria, ha o projeto de implementa¢ao de um sistema
de vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos em bactérias isoladas de frangos de corte em gran-
jas e industrias e por fim a implementa¢ao de programas de vigilancia de resisténcia em bactérias
isoladas dos programas oficiais em produtos de outras espécies animais.

O programa conta com duas fases a serem executadas de forma distintas entre os anos 2019
e 2022. Na fase 1, o monitoramento esta sendo realizado de forma passiva pelo MAPA. J4 na fase 2,
o programa sera estendido para as cadeias produtivas a serem monitoradas, onde serdo coletadas
amostras especificas, como swabs, propés e fezes para avaliacdo de resisténcia. Ao final de ambas
as fases, serd realizada uma avaliagcdo geral do programa e dos resultados obtidos, a fim de defini-
rem estratégias a serem implementadas nas proéximas etapas, a partir de 2023 (BRASIL, 2019).

Mais estudos sobre resisténcia aos antimicrobianos em bactérias presentes em suinoculturas
precisam ser realizados em nosso pais, grande parte se concentra nos paises Europeus (Italia, Ale-
manha, Dinamarca, Espanha, Bélgica...) e Asiaticos (China e Japao). Mais de dois mil artigos pu-

blicados sobre o tema no mundo nos ultimos dez anos pouco menos de vinte foram realizados no
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Brasil. Além disso, a grande maioria deles investigaram bactérias Gram negativas, sendo importante

que mais estudos sejam realizados em bactérias Gram positivas (RABELLO et al., 2020).

1.4 Resisténcia a outros antimicrobianos

Além da resisténcia aos beta-lactamicos, S. aureus pode ser resistente a varias outras classes
de antimicrobianos. A resisténcia a outras classes pode ocorrer por meio de mutagdes ou aquisi¢ao
de diferentes determinantes genéticos de resisténcia. Os mecanismos conferidos por estes genes po-
dem ser por: modificag@o ou inativacdo enzimatica do antimicrobiano, aquisicdo de gene que codi-
fica o alvo do antimicrobiano com menor afinidade, modificacdo do alvo do antimicrobiano (por
mutacdes nos genes do alvo ou por genes que codificam enzimas que alteram o alvo), prote¢do do
alvo do antimicrobiano ou efluxo. Para uma mesma classe de antimicrobianos, j& foram descritos
diferentes genes e mecanismos de resisténcia, podendo a mesma cepa bacteriana carrear varios de-
les. O espectro de resisténcia para antimicrobianos dentro de uma mesma classe varia de acordo
com o gene. Alguns genes conferem resisténcia cruzada a diferentes classes de antimicrobianos, de-
terminando fendtipos de resisténcia: LSa (resisténcia a lincosamideos, estreptograminas A), LSAP
(resisténcia a lincosamideos, estreptograminas A e pleuromutilinas), MSp (macrolideos e estrepto-
graminas B), Oph (oxazolidinona e fenicois) ¢ PhLOPSA (resisténcia a fenicois, lincosamideos,
oxazolidinonas, pleuromutilinas e streptograminas A). A Tabela 1 exibe os principais mecanismos e
genes de resisténcia aos antimicrobianos descritos para S. aureus (PANTOSTI et al., 2007; JENSEN
et al., 2009; KADLEC et al., 2010; FOSTER, 2017; KHOSRAVI, JENABI et al., 2017).

Grande parte das cepas de MRSA carreiam genes de resisténcia para varias outras classes de
antimicrobianos, limitando ainda mais as opg¢des de tratamento. Uma grande preocupacdo ¢ com a
emergéncia e disseminacdo da resisténcia para alguns antimicrobianos que ainda sdo opcdes de tra-
tamento. Os glicopeptideos, como a vancomicina, sdo farmacos importantes no tratamento de infec-
¢oes causadas por MRSA. Embora pouco frequentes, cepas com reduzida susceptibilidade a van-
comicina (VISA, do inglés vancomycin-intermediate S. aureus) e resistentes a vancomicina (VRSA,
do inglés vancomycin resistant Staphylococcus aureus) trazem grande preocupacao (SHARIATI,
2020). A resisténcia a vancomicina foi descoberta inicialmente em Enterococcus spp. no final da
década de 1980. O mecanismo de resisténcia consistia na substitui¢ao da termina¢ao D-alanina-D-
alanina por D-alanina-D-lactato da cadeia peptidica da parede celular, codificada pelo gene vanA,
sendo a primeira terminacdo o alvo do antimicrobiano (LECLERQ; COURVALIN, 1997). Em

1996, foi identificada a primeira cepa VISA (HIRAMATSU et al, 1997), a qual ndo apresenta o
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gene vanA. A susceptibilidade reduzida parece estar associada a mutagdes em diferentes genes. A
parede celular de VISA ¢ mais espessa que o habitual, contendo peptideos capazes de se ligar a van-
comicina impedindo sua agdo (HANAKI et al, 1998; CUI et al, 2003). A primeira cepa de VRSA,
com resisténcia plena a vancomicina, possui o gene vanA e foi identificado nos EUA em 2002
(CHANG et al, 2003). Acredita-se que ocorreu transferéncia de um plasmideo contendo o transpo-
son que carreia o gene vanA de um Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE, do inglés
vancomycin-resistant Enterococci) para uma cepa de MRSA (SEVERIN et al, 2004). Outras opgdes
para tratamento de cepas MRSA sdo as oxazolidinonas, lipopetideos, tigeciclina e cefalosporinas de

5% geracdo, sendo a resisténcia ainda pouco frequente ou rara (BATISTA et al, 2015).
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I1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente e investigar o potencial zoonoético de S. aureus multirresistentes

isolados de suinoculturas do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos

1. Investigar a ocorréncia de suinos e de seus contatos humanos colonizados por S. aureus e

suas cepas multirresistentes, incluindo MRSA, em granjas do Estado do Rio de Janeiro.

2. Determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos das amostras de S. aureus isoladas

de suinos e dos seus contatos humanos.

3. Identificar as linhagens genéticas de MRSA circulantes em granjas do Rio de Janeiro.

4. Determinar o repertorio de genes de resisténcia aos antimicrobianos de cepas de MRSA.

5. Identificar o potencial zoondtico de S. aureus pelo compartilhamento de linhagens genéti-

cas entre suinos e seus contatos humanos.

6. Identificar potenciais fatores associados a colonizac¢do de suinos e de seus contatos huma-

nos por amostras de S. aureus multirresistentes.
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III. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

O estudo se propds investigar a ocorréncia de colonizagdo de suinos e de seus contatos hu-
manos (funciondrios: administradores, tratadores e veterinarios) por cepas de S. aureus multirresis-
tentes, incluindo MRSA, em granjas no estado do Rio de Janeiro. Para isto, foi realizada coleta de
secrecOes nasais de suinos e seus contatos humanos em granjas distribuidas no estado. As amostras
foram isoladas, identificadas e analisadas quanto aos perfis de resisténcia. As cepas MRSA foram
submetidas a tipificagdo do SCCmec e pesquisa de PVL por meio de PCR. Tais resultados, junto
com o perfil de resisténcia e local de coleta, foram critérios para a realizacdo do sequenciamento do
genoma completo (SGC). Pelo SGC foi realizada determinagdo de linhagens e andlise dos reperto-
rios genéticos de resisténcia. Cepas multirresistentes isoladas de suinos e humanos com o mesmo
perfil fenotipico de resisténcia, na mesma granja, foram selecionadas para avaliacdo do potencial
zoonotico por meio da verificagdo do compartilhamento de linhagens genéticas. Por fim foi realiza-
da anélise de questionarios demograficos para determinar possiveis associacdes com a coloniza¢ao

de cepas multirresistentes. Na figura 1 os passos do estudo estao referenciados.
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Coleta de material
Swab nasal

250 suinos 28 humanos
16 granjas (A-P) M 9 granjas (A, C, E, K-P)

Isolamento bacteriano
Agar manitol salgado
sem e com oxacilina (2,0 ng/mL)

v

Identificacdo bacteriana
Testes fenotipicos convencionais
MALDI-TOF
Até 10 ufc por participante

v

Determinacio da susceptibilidade aos antimicrobianos
Difusdo em agar ou disco-difusao
Disco de oxacilina e PCR para mecA — MRSA
MRSA — tipificagdo do SCCmec e PCR para lukF-S/PV

Cepas de suinos € humanos da
mesma granja com mesmo perfil de
resisténcia

MRSA

Determinacio da linhagem genética

Sequence type e spa type
(SGO)

|

Determinacio do repertorio de
genes de resisténcia
SGC

Figura 1 - Fluxograma das etapas realizadas no estudo.
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3.2 Origem e coleta das amostras

A coleta de swabs nasais foi realizada em 16 suinoculturas distribuidas pelo estado do Rio
de Janeiro, compreendendo os municipios de Rio Claro (Granjas A e B), Angra dos Reis (Granja C),
Barra Mansa (Granja D), Pinheiral (Granja E), Cantagalo (Granja F), Cachoeiras de Macacu (Gran-
jas G e O), Campos dos Goytacazes (Granja H), Sao Francisco de Itabapoana (Granja I), [taperuna
(Granja J), Seropédica (Granja K), Petropolis (Granja L), Tangua (Granja M), Friburgo (Granja N) e
Nova Iguagu (Granja P). Um total de 250 suinos e 28 contatos humanos (produtores e funcionarios
da granja, como administradores, tratadores e veterinarios). A coleta foi realizada entre dezembro de
2014 a novembro de 2019.

As amostras de secre¢ao nasal coletadas com auxilio de swab, foram transportadas em meio
de Stuart (Citotest Labware Manufacturing CO, Haimen Town, Jiangsu — China) até o laboratorio e
mantidas refrigeradas para processamento em até 48h. Apenas uma coleta foi realizada de cada sui-
no em ambas as fossas nasais e 0 mesmo procedimento foi obtido com seus contatos humanos.

Os contatos humanos responderam um questionario sobre dados demograficos, manejo e

potenciais riscos para a colonizagdo por cepas multirresistentes (Anexo 1).

3.3 Consideracoes éticas

O projeto foi realizado mediante Comité de Etica no Uso de Animais da UFF (CEUA- Pro-
tocolo 503) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFF (Parecer 828.004). Todos os humanos vo-
luntarios foram informados sobre o estudo e assinaram termos de consentimento para a coleta de

amostras.

3.4  Isolamento e identificagdo bacteriana

Para o isolamento bacteriano, as amostras obtidas por meio de swab nasal foram semeadas
em meio de cultura agar Manitol Salgado (AMS; BD, Sparks, MD, EUA). Primeiro, o swab foi se-
meado em meio AMS sem oxacilina e em seguida, em meio AMS contendo 2 pg/mL de oxacilina
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) (AQUINO et al., 2012). O meio contendo o antimicrobiano foi utili-
zado para selecionar amostras de MRSA. As culturas foram incubadas a 37°C por até 48 h em aero-

biose. De cada meio, foram selecionadas até cinco colonias fermentadoras de manitol, as que apre-
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sentavam aspecto arredondado, branco-amarelado, para a identificagdo bacteriana. As coldnias de
cocos Gram-positivos e produtoras de catalase foram submetidas a identificacdo pela técnica de es-
pectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization — Time of
Flight), no equipamento Microflex LT (Bruker Daltonik, Bremen, Fahrenheitstrale, Germany), no
Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes (IMPG), na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). A partir do crescimento bacteriano em meio Trypticase soy agar (TSA, BD) a 37°C por 24
h, em aerobiose, uma pequena quantidade de cada amostra foi aplicada em uma placa metélica em
duplicata. Em cada amostra, foi adicionado 1 pL de &cido férmico 70% e de 1 pL uma matriz com-
posta por acido a-ciano-hidroxicindmico (10mg/mL). Apds a secagem da matriz, a placa foi coloca-
da no equipamento para analise com auxilio do software FlexControl 3.1 (Bruker Daltonik). Uma
cepa de Escherichia coli foi utilizada como controle da analise. Os resultados obtidos por MALDI-
TOF foram considerados como a identificacdo conclusiva da espécie das bacteriana, considerando
escores > 2000.

As amostras bacterianas identificadas como S. aureus foram estocadas em leite desnatado

com glicerol a 10% a — 20° C para a realiza¢do das etapas seguintes.

3.5  Determinacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

3.5.1. Teste de disco-difusdo ou difusdao em dagar

Todas as amostras identificadas como S. aureus por animal ¢ humano foram analisadas. A
determinagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo método de disco-
difusdo, seguindo os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019).

A partir do crescimento bacteriano em meio TSA, foi realizada uma suspensdo bacteriana
em solucdo salina 0,85% estéril, na turvagdo 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, com o auxi-
lio de um swab estéril, a suspensao foi semeada em agar Mueller Hinton (BD) por espalhamento em
trés diregdes. Discos de antimicrobianos foram depositados sobre o dgar e as placas incubadas a 35-
37°C. Os antimicrobianos testados foram: cefoxitina (30ug), ciprofloxacina (5ug), clindamicina
(2pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15ug), gentamicina (10 pg), linezolida (30 pg), oxacilina
(1pg), penicilina (10U), rifampicina (5pg), sulfametoxazole + trimetoprim (1,25/23,75 ng) e tetra-
ciclina (30 pg) (Cecon, Sao Paulo, SP, Brasil). Também foi investigada a resisténcia induzida a
clindamicina ao posicionar os discos de clindamicina e eritromicina a 15 a 26 mm de distancia. A

observacao da reducao do halo de inibi¢do do crescimento ao redor do disco de clindamicina, na
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area entre os dois discos, indica resisténcia induzida. A cepa de Staphylococcus ATCC 25923 foi
utilizada como controle. Apos 24 h de incubacao, o diametro dos halos de inibicdo do crescimento
ao redor dos discos foi medido e interpretado como sensivel, intermedidrio ou resistente. As cepas
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos e as cepas de MRSA sdo classificadas como

multirresistentes (MAGIORAKOS et al., 2011).

3.6 Caracterizagdo genética de cepas de MRS A

Todas as amostras de S. aureus foram submetidas a deteccao do gene mecA, sendo o tipo de
SCCmec determinado para as amostras de MRSA (ZHANG et al., 2005). Das quatro amostras de
MRSA identificadas, duas apresentaram perfil fenotipico de resisténcia semelhante (divergindo
apenas para um antimicrobiano), as mesmas caracteristicas moleculares (tipo de SCCmec e auséncia
de genes para PVL) e foram isoladas de suinos da mesma granja. Em virtude disto, foram conside-
radas a mesma cepa, transmitida entre os animais, e apenas uma foi selecionada para o SGC. Uma
amostra de S. aureus multirresistente, mas nao MRSA, foi selecionada também para o SGC. A partir
do SGC, foram identificados o tipo de spa, o sequence type (ST), a presenca dos genes para PVL e
de genes de resisténcia aos antimicrobianos carreados pelas amostras. Para a amostra de MRSA que
nao foi submetida ao SGC, a deteccao de PVL foi pelo método de PCR (von Eiff et al., 2004). A
identificacdo do ST pelo método de MLST (ENRIGHT et al., 2000) foi realizada para uma amostra
de S. aureus multirresistente, mas ndo MRSA isolada de humano da mesma granja em que foi isola-
da a amostra de suino. As amostras de S. aureus isoladas de suinos ¢ humanos da mesma granja fo-

ram analisadas para avaliagdo do potencial zoonotico.

3.6.1 Obtencao de DNA

Para a obtencdo de DNA, foi utilizada a técnica de lise térmica, segundo Pacheco e colabo-
radores (1997) com modificacdes. As amostras foram semeadas em meio TSA e incubadas a 37°C
em aerobiose durante 24 horas. A partir deste crescimento, foi preparada uma suspensdo em 2,0 mL
de tampao TE [(Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0)]. Uma aliquota da suspensao foi
diluida dez vezes em agua destilada para determinacao da densidade optica (DO) no comprimento
de onda de 600 nm. Um volume de 200 pL da suspensdo diluida foi centrifugada a 12.000 x g por 1
min. Apos o descarte do sobrenadante, 200 pL de tampao TE foram adicionados ao sedimento e esta

nova suspensdo submetida a fervura por 10 min. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a
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12.000xg por 1 minuto e o sobrenadante, que contém o DNA liberado, foi separado e congelado

para ser utilizado como fonte de DNA nas reagdes de amplificagao.

3.6.2 Deteccio do gene mecA e determinacdo do tipo de SCCmec

A deteccao do gene mecA e a identificagdo do tipo de SCCmec foram realizadas por PCR
com reacdes de 25 pl contendo 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, diferentes concentragdes
dos iniciadores (tipos e subtipos I, II, III, IVa, IVb, IVc, IVd, and V), (Tabela 2) 1 U de 7Tag DNA
polimerase e e 2 pl da amostra de DNA. O ciclo de amplificacdo teve uma etapa de desnaturacio
inicial de 15 ciclos a 95 °C por 1 minuto, 68°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto; 20 ciclos de
anelamento a 95°C por 1minuto, 64°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto; seguidos por um passo
de extensdo final de 72°C por 10 minutos. Esta mistura foi colocada no termociclador PTC-100®
(Bio-Rad) e os produtos das reacdes foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% em
TBE 0,5X a 110 V. Utilizou-se o peso molecular padrdao de 100 pb como marcador de tamanho de
DNA. Apo6s a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio 0,5 pg/mL e a imagem
captada pelo fotodocumentador L-PIX e software L-PIX Image EX (Loccus Biotecnologia, Cotia,

SP, Brasil). A cepa de S. aureus GV69 foi utilizada como controle positivo.
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Tabela 2. Sequéncia e concentracio de iniciadores utilizados para detecciao de mecA e identifi-

cacao do tipo de SCCmec, além do tamanho dos produtos esperados.

Tipo/Gene Sequéncia de iniciadores (5°—3’) Concentracdo ~ Tamanho (pb)
(nM)
I GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 0,048 613

GTTCTCTCATAGTATGACGTCC

II CGTTGAAGATGATGAAGCG 32 398
CGAAATCAATGGTTAATGGACC

III CCATATTGTGTACGATGCG 40 280
CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG

IVa GCCTTATTCGAAGAAACCG 104 776
CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG

IVb TCTGGAATTACTTCAGCTGC 92 493
AAACAATATTGCTCTCCCTC

IVe ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 78 200
TTGGTATGAGGTATTGCTGG

Ivd CTCAAAATACGGACCCCAATACA 280 881
TGCTCCAGTAATTGCTAAAG

v GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 0,06 325

TGAAAGTTGTACCCTTGACACC

mecA GTG AAG ATATAC CAAGTG ATT 0,046 147
ATG CGC TAT AGATTG AAAGGAT
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3.6.3 Deteccao dos determinantes genéticos da PVL por PCR

Para deteccao dos genes lukF-PV e lukS-PV, foi realizada com reagdes de 25 uL contendo
1,5 mM de MgClz, 200 uM de cada ANTP, 500 nM de cada iniciador, 0,5U de Taq DNA polimerase
e 2 uL da amostra de DNA. Os iniciadores utilizados foram: 5’-ATCATTAGGTAAAATGTCTG-
GACATGATCCA-3’ e 5’-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3’, a amplificagdo consistiu
de uma etapa de desnaturacao inicial de 95°C por 2 min, 30 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1
min e 72°C por 1 min, e uma etapa de extensdo final de 72°C por 10 min. A cepa de S. aureus 069
foi utilizada como controle positivo. O tamanho esperado do produto da amplificagdo era 433 pb.
Os produtos das reacdes foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE 0,5X a
110 V. O peso molecular padrao de 100 pb foi utilizado como marcador de tamanho de DNA. Apos
a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio 0,5 pg/mL e a imagem captada pelo

fotodocumentador L-PIX e software L-PIX Image EX.

3.6.4 Multilocus sequence typing (MLST)

Inicialmente, foi realizada a PCR simples para fragmentos dos genes arcA, aroE, glpF, gmk,
pta, tpi e yqiL (ENRIGHT et al., 2000). A reagdo consistiu de um volume final de 50 puL contendo
1,5 nM de MgCl, 200 nM de dNTP, 200 nM de dos respectivos iniciadores, 1U de 7ag DNA poli-
merase e 2 uL da amostra de DNA. O ciclo de amplificagdo consistiu em uma etapa de desnatura-
¢do inicial de 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1
min, ¢ uma etapa de extensdo final de 72°C por 2 min. A visualizacdo dos produtos foi realizada
através da eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5X a 100 V. Um marcador padrao
de 100 pb foi utilizado para estimar o tamanho dos produtos obtidos. A solu¢do de brometo de eti-
dio 0,5 pg/mL foi utilizada para corar os géis, os quais foram visualizados no fotodocumentador L-
PIX e software L-PIX Image. A quantificacdo de DNA foi realizada no Nanodrop ND2000 (Ther-
moFisher, Waltham, MA, EUA). Os produtos da amplificagdo foram purificados pelo QIAquick
PCR Purification kit (QIAGEN, Valencia, California, USA) e o sequenciamento do DNA, pela me-
todologia de Sanger, foi realizado na BPI BIOTECNOLOGIA EPP (Botucatu, Sao Paulo). A anali-
se das sequéncias dos genes foi realizada no programa BioEdit e a identificagdo do ST no banco de

dados do PubMLST (https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus).
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3.7  Sequenciamento do genoma completo (SGC)

O sequenciamento do genoma completo foi realizado para quatro amostras de S. aureus:
amostra um (MDR/MRSA, suino), amostra dois (MDR, suino), amostra trés (MDR/MRSA, suino)
e amostra quatro (MDR/MRSA, humano). A partir dos dados gerados, foram identificados os tipos
de spa type (spa typing), ST (MLST), tipo de SCCmec, além de analisados os repertérios de deter-
minantes genéticos de resisténcia aos agentes antimicrobianos. As amostras SN182b e HSN18a fo-
ram isoladas de suino e funcionario, respectivamente, da mesma granja, sendo selecionadas para
avaliacdo do potencial zoondtico

As culturas das amostras bacterianas (Tabela 3) foram enviadas para BPI BIOTECNOLO-
GIA EPP para SGC. Na Tabela 3, encontra-se informagao sobre os kits utilizados pela empresa. Foi
realizada a plataforma de sequenciamento de nova geragao Illumina MiniSeq com uma unidade Mi-
niSeq MID Output 300, com 8 milhdes de nimero médio de leituras totais e tamanho médio do
fragmento de 2 x 150 pb. A montagem do genoma foi realizada com auxilio do software A5-miseq
versdao 20160825. A partir dos dados gerados, foram identificados os tipos de spa (“spa typing”),

ST, tipo de SCCmec, genes da PVL e de resisténcia aos antimicrobianos.

Tabela 3. Kits utilizados nas etapas antecedentes ao sequenciamento do genoma completo.

Procedimento Kit
Quantificacao do material extraido Qubit® dsDNA BR Assay Kit
Preparacao de Bibliotecas Nextera® XT
Purificacdo da PCR com beads magnéticas AMPure® XP
Quantificacao da PCR purificada em PCR quantitativo KAPA® Fast Universal

Para a identifica¢ao do tipo spa e do tipo de SCCmec foram utilizados as ferramentas spa-
Typer 1.0 e SCCmecFinder1.2, respectivamente, disponiveis no Center for Genomic Epidemiology
(http://www.genomicepidemiology.org/; acesso 21 julho 2021). A identificacdo do ST foi realizada
no site do PubMLST (https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus). Para identificacao do
repertorio de determinantes genéticos de resisténcia aos agentes antimicrobianos e da presenga dos

genes [ukSF/PV foram utilizadas as ferramentas ResFinder 4.1, Mobile ElementFinder e Virulence-
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Findder 2.0, todos disponiveis também no Center for Genomic Epidemiology (http://www.genomi-

cepidemiology.org/; acesso 20 julho 2021).

3.8 Analise estatistica

As possiveis associagoes de fatores associados a colonizag¢ao de suinos e seres humanos por
amostras multirresistentes de S. aureus, respectivamente, foram avaliadas pelo teste exato de Fisher
bicaudal, utilizando o programa Epilnfo versao 3.3.2 (CDC, www.cdc.gov/epiinfo/about.htm; aces-

so 12 julho 2021). Foram consideradas significativas diferencas com valor de p < 0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Colonizacgdo de suinos e contatos humanos por Staphylococcus aureus

Um total de 943 coldnias, isoladas dos meios com oxacilina (identificadas através da inclu-
sdo de um asterisco ao numero da amostra) e sem oxacilina (identificadas com a auséncia do aste-
risco), foram selecionadas para identificagdo. Dentre estas, 25 e 18 colonias isoladas de suinos e
humanos, respectivamente, foram identificadas como S. aureus. As amostras de S. aureus oriundas
de mais de uma col6nia por suino ou humano foram consideradas para a determinagdo fenotipica
dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos devido a possibilidade de colonizagcdo por mais de
uma amostra. Entretanto, apds tal andlise, aquelas com o mesmo perfil de resisténcia isoladas do
mesmo participante foram consideradas a mesma amostra. As amostras de S. aureus foram isoladas
de 15 (6,0%) dos 250 suinos investigados, sendo todas isoladas do meio agar manitol salgado sem
oxacilina. Entre humanos, as amostras de S. aureus foram isoladas de 24,1% (n=7) dos 29 partici-
pantes, sendo apenas uma amostra bacteriana recuperada em meio com oxacilina. Suinos € humanos
colonizados foram identificados em 56,3% (n=9/16) e 44,4% (n=4/9) das granjas investigadas, res-
pectivamente. Em trés granjas (K, L e N), a colonizagdo por S. aureus foi observada tanto em suinos

quanto em funcionarios (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero de investigados, numero de colonizados por S. aureus e nimero de amostras

de S. aureus isoladas de suinos e humanos de granjas localizadas no estado do Rio de Janeiro.

. Suinos Contatos humanos
Granja Ml;,ril(l)d- Coleta Investigados  Coloniza-  Amostras  Investiga-  Coloniza- Amostras
(n) dos (n) (n) dos (n) dos (n) (n)

A RC 01/14 10 2 4 1 0 0
B RC 01/14 10 2 2 0 0 0
C AR 01/14 10 0 0 1 0 0
D BM 01/14 10 0 0 0 0 0
E PN 01/14 10 2 5 0 0 0

11/16 20 1 3 2 0 0
F CT 01/14 12 0 0 0 0 0
G CM 01/14 7 1 1 0 0 0
H Cp 01/14 10 0 0 0 0 0
I SFI 01/14 16 0 0 0 0 0
J IP 01/14 5 0 0 0 0 0
K SP 12/15 21 1 1 5 2 9
L PT 11/16 20 4 5 4 1 3
M TG 05/19 10 1 2 1 0 0
N NF 06/19 25 1 2 5 3 3
(0] CM 08/19 23 0 0 6 1 3
P NI 11/19 31 0 0 4 0 0
Total 250 15 25 29 7 18

AR: Angra dos Reis; BM: Barra Mansa; CM: Cachoeiras de Macact; CP: Campos; CT: Cantagalo; IP: Itaperuna; NF:
Nova Friburgo; NI: Nova Iguagu; PT: Petropolis; PN: Pinheiral; RC: Rio Claro; SFI: Sdo Francisco de Itabapoana; SP:
Seropédica; TG: Tangua.

4.2  Determinacdo dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos

Para a maioria dos animais (n=4/6) e humanos (n=3/4) em que mais de uma amostra de S.
aureus foi analisada pelo método de disco-difusdo, os perfis de resisténcia foram idénticos por par-
ticipante, ndo identificando coloniza¢do por mais de uma amostra. Apenas para dois suinos e um
humano, duas amostras de S. aureus de diferentes perfis de resisténcia foram isoladas de cada um.

Com relacdo a colonizacdo por MRSA, apenas dois suinos (SN51b e SN52b; granja E) fo-
ram identificados pelo método fenotipico como colonizados, representando 0,8% (n=2/250) dos

animais investigados e 13,3% (n=2/15) dos colonizados por S. aureus. Entretanto, o gene mecA foi
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identificado de cepas susceptiveis pelo disco de cefoxitina de outro suino (SN182b) e de um funci-
onario (HSN18a) de uma mesma suinocultura (granja N). Portanto, foram identificados no total de
trés suinos (n=3/250, 1,2% dos investigados; n=3/15, 20% dos colonizados por S. aureus) € um con-
tato humano (n=1/29, 3,5% dos investigados; n=1/7, 14,3% dos colonizados por S. aureus).

Ainda em relacdo aos suinos, 86,6% (n=13/15) estavam colonizados por amostras de
S. aureus resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Da mesma forma, quase todos os voluntarios
humanos (n=6/7; 85,7%) estavam colonizados por cepas resistentes a algum dos antimicrobianos
testados. A maioria dos suinos (53,3%) estava colonizada por amostras resistentes a clindamicina,
eritromicina e cloranfenicol, apresentando também um significativo percentual de colonizacao
(46,6%) por cepas resistentes a penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina. Entre humanos, a maioria
estava colonizada por cepas resistentes a penicilina (85,7%), clindamicina (71,4%), tetraciclina
(71,4%) e eritromicina (57,1%). Nao foram isoladas amostras resistentes a linezolida e rifampicina
em nenhum dos hospedeiros. Também ndo foram identificadas amostras resistentes a sulfametoxa-
zol-trimetorim e oxacilina entre as isoladas de humanos (Figura 2). A resisténcia induzida a clinda-
micina foi detectada apenas entre as amostras resistentes a eritromicina isoladas de humanos

(n=2/5).

90%

68%

o
4% B Suino (n:15)
Humano (n: 7)

Eri Clo Pen Tet Cip Nor Sut Gen Cef Lin Rif

Colonizados por S. aureus
[N
(93]
X

=X

Antimicrobiano
Figura 2. Percentual de suinos e humanos colonizados por amostras de S. aureus resistentes

aos diferentes antimicrobianos no Rio de Janeiro (2014-2019).

Cef: cefoxitina, Cip: ciprofloxacina, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gen: gentamicina, Lin:
linezolida, Nor: norfloxacina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Tet: tetraciclina, Sut: sulfametoxazol-trimetoprim;

Foi observado um alto percentual de amostras multirresistentes tanto dentre suinos (n= 9/15;

60%) quanto dentre humanos (n=5/7; 71,4%) que eram colonizados por S. aureus. Essas amostras
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foram isoladas de cinco (B, E, K, L e N) e quatro (K, L, N e O) granjas respectivamente. Entretanto
esses valores correspondem a 9,5% (n=9/250) das cepas isolada de suinos e 17,3% (n=5/29) dos
humanos. As amostras multirresistentes isoladas de suinos e humanos apresentaram resisténcia a até

sete classes de antimicrobianos (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo de amostras de S. aureus multirresistentes isoladas de suinos e contatos

humanos em granjas localizadas no estado do Rio de Janeiro (2014-2019).

Amostra  Granja Coleta Hospedeiro Perfil de resisténcia

SN15b B 2014  Suino Cip, Cli, Clo, Eri, Pen, Tet

SN51b-e* E 2014  Suino Cef, Cip, Cli, Eri, Nor, Pen, Sut, Tet
SN52b* E 2014  Suino Cef, Cip, Cli, Eri, Nor, Pen, Tet

SN105b K 2015  Suino Cip, Cli, Clo b(I) , Eri, Nor, Pen, Sut b(I), Tet
HSN10a-d K 2015  Humano Cli b(i), Eri, Pen, Tet

SN128d L 2016  Suino Cip, Cli, Clo (1), Eri, Gen, Nor, Pen, Tet
SN143e L 2016  Suino Cip, Cli, Clo (1) Eri, Gen, Nor, Pen, Sut, Tet
SN144¢g L 2016  Suino Cip ®(I), Cli, Clo b(I) Eri, Pen, Tet

SN145b L 2016  Suino Cip, Cli, Clo, Eri, Gen, Nor, Pen, Tet
SN145¢ L 2016  Suino Cli, Clo, Eri, Sut, Pen, Tet

HSN12a L 2016  Humano Cip, Cli, Clo, Eri, Nor, Pen, Tet

HSN12b L 2016  Humano Cip, Cli, Clo, Eri, Gen, Nor, Pen, Tet
HSNI12¢ L 2016  Humano Cip, Cli, Clo b(I) Eri, Nor, Pen, Tet,

SN182a N 2019  Suino Cip, Cli, Clo, Tet

SN182b** N 2019  Suino Cip, Cli, Clo, Eri, Pen, Tet

HSN16b N 2019  Humano Cip, Cli, Pen, Tet

HSN18a** N 2019  Humano Cip, Cli, Clo, Eri, Pen, Tet

HSN2la-c O 2019  Humano Cli b(i), Eri, Gen, Pen

aNomenclatura das amostras: SN - amostra de mucosa nasal de suino, HSN - amostra de mucosa nasal de contato hu-
mano de suino, nimero - identificacdo do participante, letra mintiscula - identificacdo das amostras do participante, uma
vez que foram selecionadas mais de uma colonia no isolamento bacteriano; ®(I): intermediaria, (i): resisténcia induzida;
cCef: cefoxitina, Cip: ciprofloxacina, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gen: gentamicina, Nor
norfloxacina, Pen: penicilina, Tet: tetraciclina, Sut: sulfametoxazol-trimetoprim; MRSA: amostras resistentes a metici-
lina detectadas por disco de cefoxitina (*) ou apenas por deteccdo de mecA (**). Em negrito, os perfis de resisténcia
iguais observados em amostras de suinos e humanos da mesma granja. O sombreamento alternado na cor cinza separa
as amostras isoladas de cada granja.
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Suinos colonizados por MRSA foram detectados em duas granjas (E e N), e em uma delas
(N) também de funcionario. Entretanto, na granja E ndo foram coletados swabs nasais de contatos
humanos na coleta realizada em 2014, quando foram isoladas as cepas de MRSA. No momento des-
ta coleta, ndo encontrava-se no local funcionarios que trabalhassem diretamente com os animais.
Em uma nova coleta em 2016, foi coletado material tanto de suinos quanto de funcionarios, porém
nao foi isolado MRSA de nenhum dos participantes.

Além da granja N, a colonizagdo por S. aureus tanto em suinos quanto em funcionarios foi
observada nas granjas K e L. Amostras multirresistentes com perfis idénticos ou semelhantes (di-
vergindo de uma a duas classes de antimicrobianos) foram observadas nas granjas L e N (Tabela 5).
Nas granjas K e N, também foram isoladas amostras que ndo apresentam multirresisténcia (K: resis-

téncia a penicilina e tetraciclina; N: susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados).

4.3. Determinacdo de linhagens de cepas de MRSA e outras multirresistentes

Para a maioria das amostras, a caracterizagao das linhagens genéticas foi realizada pelo SGC
(Tabela 6). Dentre as cinco amostras analisadas (tabela 7), todas foram identificadas como ST398
sendo trés MRSA. Uma das quatro amostras de MRSA (SN52b) ndo foi submetida a andlise do ST,
pois apresentou as mesmas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e local/data de isolamento da
SN51b. Portanto, ndo foi selecionada para a andlise por ser provavelmente a mesma cepa. Quanto
ao tipo de spa, duas amostras de suinos (SN51b, SN182b) e uma de humano (HSN18a) foram clas-
sificadas como t011 enquanto uma de suino (SN145b) como t01451. Em todas as amostras de
MRSA foi identificado 0 SCCmec do tipo V. O tipo SCCmec V foi confirmado nas trés amostras de
MRSA que foram submetidas ao sequenciamento do genoma completo, sendo todas preditas como
tipo V (5C2&5) (International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette Ch-
romosome Elements -IWG-SCC). Entretanto, ndo houve identidade genética de 100% com as
sequéncias do banco de dados do SCCmecFinder (SN51b: 96,70%; SN182b: 95,09% e HSN18a:
96,06%). Nao foram detectados os genes da PVL em nenhuma das amostras analisadas. As amos-
tras SN182b e HSN18a isoladas de suino e humano da granja N, respectivamente, apresentaram os
mesmos ST, spa type e tipo de SCCmec (Tabela 7). Além disto, os gene mecA carreados por estas
cepas apresentaram identidade de 99,9% com a sequéncia do numero de acesso NC 007168 (Tabela

8).
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Tabela 6. Metodologias utilizadas na caracterizacio genotipica de amostras multirresistentes
de S. aureus isoladas de suinos e contatos humanos de granjas do Estado do Rio de Janeiro.

Amostra  Granja  Perfil de resisténcia® PCR? MLSTe¢  SGCd

mecA  SCCmec  [ukSF/PV

SN51b E MRSA/MDR + + + +
SN52b E MRSA/MDR + + +

SN182b N MRSA/MDR " + +
HSN18a N MRSA/MDR " + +
SN145b K MDR + + +
HSN12b K MDR + + +

AMRSA/MDR: cepa multirresistente mecA + (MDR: multidroga resistente), MDR: cepa multirresistente mecA -; becA: gene de
resisténcia a meticilina (presente em MRSA), SCCmec: determinagdo do tipo, /ukSF/PV: genes da PVL (Panton Valentine leucocidi-

na), +: analise realizada; ®Determinagdo do “sequence type” (ST) por sequenciamento Sanger; dsGc: sequenciamento do genoma
completo (investigagdo do tipo SCCmec, tipo spa, ST, genes da PVL e de resisténcia aos antimicrobianos).
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Tabela 7. Genotipifica¢ao e distribuicio de determinantes genéticos de resisténcia entre as

amostras de S. aureus selecionados para analise por SGC.

SNS51b SN145b SN182b HSN18a

Origem Suino Suino Suino Humano
Propriedade E K N N
Genotipificacao

ST 398 398 398 398

spa type t011 t01451 t011 t011

SCCmec V(5C2&5) V(5C2&5) V(5C2&5)
Resisténcia a antimicro-
bianos

Beta-lactamicos blaZ, mecA blaZ blaZ, mecA blaZ, mecA

Aminoglicosideos

MLSg
Tetraciclina
Fluoroquinolonas
Fenicois

Trimetoprim

erm(C), Isa(E)
tet(K), tet(M)

aac(6”)-aph(2”),
aaD
erm(T), Isa(E)
tet(L), tet(M)

gyrA
fexA fexA
dfrG dfrG

erm(C), Isa(E) erm(C), Isa(E)

tet(K), tet(M)  tet(K), tet(M)

griA grlA
fexA fexA
dfrG dfirG

aST: sequence type, SCCmec: “staphylococcal cassette chromosome mec”; PMLSg : macrolideos, lincosamidas e estrep-
togramina B; numero de acesso das sequéncias comparadas: NCO013374 (blaZ), NC 007168 (mecA), KF421157
[aac(6”)-aph(2”)], M19465 (aaD), M19652 [erm(C)], AY894138 [erm(T)], JX560992 [isa(E)], U38656 [tet(K)],
M29725 [tet(L)], AM990992 [tet(M)], p.S84L (gyrA), p.S80Y (grlA), AB205645(dfirG), AJ549214 (fexA) e AB205645

(dfG).
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Tabela 8. Percentual de identidade, fendétipo e nimero de acesso da sequéncia comparada de

genes de resisténcia a antimicrobianos com identidade inferior a 100%.

Cepa Origem Gene (% Identidade) Fenotipo/Funcao
SN51b suino erm(C) (99,05)2 Resisténcia MLSg
mecA (99,95)2 Resisténcia a beta-lactdmicos
SN145b suino blaZ (97,53)2 Resisténcia a beta-lactdmicos
SN182b suino erm(C) (99,05) bResisténcia MLSg
mecA (99,9)2 Resisténcia a beta-lactamicos
fexA (99,65)2 Resisténcia Fenicol
HSN18a humano erm(C) (99,05) Resisténcia MLSg
mecA (99,9)2 Resisténcia a beta-lactamicos
fexA (99,65)2 Resisténcia a fenicois

MLSg : macrolideos, licosamizdas e estreptogramina B. aNumero de acesso das sequéncias comparadas: M19652
[erm(C)], NC 007168 (mecA), JBTHO01000015 (blaZ) e AJ549214 (fexA). P"MLSg: macrolideos, licosamizdas e estrep-

togramina B. aGenotipificagdo e PResisténcia a antimicrobianos.

4.4. Determinacdo de repertorio de genes de resisténcia a antimicrobianos

Para beta-lactamicos, os genes blaZ e mecA foram detectados em todas e em trés amostras,
respectivamente, dentre as quatro submetidas ao SGC (Tabela 7). A amostra SN52b (MRSA) nao
foi submetida ao SGC, mas o gene mecA foi detectado por PCR. As amostras SN182b e HSN18a
carreavam o gene mecA, mas nao expressaram a resisténcia frente ao disco de cefoxitina (OS-
MRSA, oxacillin susceptible mecA-positive S. aureus). Genes de resisténcia aos aminoglicosideos
foram observados apenas em uma amostra (SN145b), sendo estes gene aac(6”)-aph(2”) e aaD. O
primeiro gene confere resisténcia a gentamicina, a qual foi detectada no disco difusdo apenas para
esta amostra também. Para tetraciclina, foram detectados os genes tet(K), tet(L) e tet(M), sendo
tet(M) em todas as amostras e fef(L) em apenas uma. A resisténcia a tetaciclina foi detectada fenoti-
picamente em todas as amostras. Mutacdes que conferem resisténcia a quinolonas foram detectadas
nos genes gyrA (SN51b: S84L) ou gr/A ( SN182b, HSN18a: S80Y) para trés das amostras, sendo

que as quatro exibiram resisténcia para pelo menos uma das quinolonas testadas no disco difusao.

49



Para macrolideos, lincosamideos e estreptograminas B, foram detectados os genes erm(C) e Isa(E),
sendo que em uma das cepas em vez de erm(C) foi detectado erm(T). Todas as quatro amostras exi-
biram resisténcia tanto a eritromicina quanto a clindamicina. O gene dfrG, de resisténcia ao trime-
tropim, e fexA, de resisténcia ao cloranfenicol, foram detectados nas quatro amostras. Entretanto,
resisténcia a associacao sulfametoxazole-trimetoprim foi observada apenas em uma enquanto que
para cloranfenicol em trés delas. Para as cepas de MRSA isoladas de suino (SN182b) e humano
(HSN18a) na mesma granja, os genes erm(C), mecA e fexA apresentaram percentual de identidade
entre 99,05; 99,9 € 99,65% com a sequéncia de maior similaridade no banco de dados da ferramenta
utilizada para sua deteccdo. Entretanto, o percentual foi o mesmo entre os genes das duas cepas
(Tabela 8). Na Tabela 9, estdo exibidos os resultados das metodologias de determinagdo de resistén-

cia fenotipica e genotipica.

50



Tabela 9 . Perfil fenotipico e genotipico de resisténcia aos antimicrobianos de cepas isoladas de

suinoculturas no estado do Rio de Janeiro (2014-2019).

Cepa Granja Hospedeiro Resisténcia aos antimicrobianos
Fenotipica Genotipica
SN51b E Suino Cef, Cip, Cli, Eri, Nor, blaZ, dfrG, erm(C), fexA, gyrA,
Pen, Sut, Tet Isa(E), mecA, tet(K), tet(M)
SN145b K Suino Cip, Cli, Clo, Gen, Eri, aac(6”)-aph(2”), aaD, blaZ, dfrG,
Nor, Pen, Tet erm(T), fexA, Isa(E), tet(M), tet(L)
SN182b K Suino Cip, Cli, Clo Eri, Pen, blaZz, dfrG, erm(C), fexA, grlA,
Tet Isa(E), , tet(K), tet(M)

HSN18a N Humano Cip, Cli, Clo, Eri, Pen, blaZ, dfrG, erm(C), fexA, grIA,
Tet Isa(E), mecA, tet(K), tet(M)

Em azul, genes detectados que ndo apresentaram correspondéncia com os resultados da metodologia fenotipica para
detecgdo de resisténcia. Cip: ciprofloxacina; Cli: clindamicina; Clo: cloranfenicol; Eri: eritromicina; Gen: gentamicina;
Nor norfloxacina; Oxa: oxacilina; Pen: penicilina; Tet: tetraciclina; Sut: sulfametoxazol-trimetoprima.

4.5  Anadlise de dados dos questiondrios

Os dados obtidos pelos questionarios referentes as caracteristicas das propriedades, de ma-
nejo e dos individuos que trabalhavam nas granjas permitiram identificar alguns fatores associados
a colonizacdo nos suinos € em seus contatos humanos, por cepas de S. aureus multirresistentes.
Granjas com comercializacdo de animais no Estado, utilizacdo de desinfetantes na higienizagao das
instalacdes, realizagdo de vazio sanitario, uso de antimicrobianos para outros fins além de tratamen-
to, como profilaxia e promogao de crescimento, € uso de pelo menos trés classes de antimicrobianos
foram variaveis associadas significativamente (p < 0,05) a colonizacdo de suinos por estas cepas
multirresistentes (Tabela 10). Dentre os antimicrobianos utilizados nas granjas, a tetraciclina
(n=8/12; 66,7%) foi o mais citado dentre aquelas que relataram utilizar estes farmacos, seguida pe-
los beta-lactamicos (n=5/12; 50%), gentamicina (n=4/12; 33,3%) e quinolonas (n=3/12; 25%).

Com relagdo aos voluntarios humanos, nao foi observada associagao significativa (p < 0,05)
entre colonizagdo por S. aureus multirresistentes e as varidveis avaliadas (Tabela 11). Dentre os 29

participantes, para quatro haviam apenas como dados sua “fun¢do" na granja. Portanto, para fins de
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calculo consideramos 29 participantes para analisar a varidvel fungdo (se veterinario ou ndo; nesta
variavel consideramos também estagidrios de veterinaria) e 25 participantes para outras variaveis.
Dados demograficos e de praticas de manejo das granjas, assim como dados demograficos e

outras informagdes sobre os contatos humanos, sdo demonstrados nas Tabela 12 (Anexo).

Tabela 10. Associacdo de possiveis caracteristicas das granjas a colonizacdo de suinos por S.

aureus multirresistentes.

Variavel Total Colonizados Nao colonizados Valor de p
N (%) N=16 N=5(31,25%) N=11 (68,75%)
Comercializagdo no Estado 3 3 (60%) 0 (0%) 0,018
Higienizagdo de instalacdes com 5 4 (80%) 1 (9,1%) 0,013
desinfetante

Vazio sanitério 5 4 (80%) 1 (9,1%) 0,013
Uso de antimicrobianos para fins 4 4 (80%) 0 (0%) 0,003

além de tratamento

Uso de > 3 classes de antimicrobia- 5 4 (80%) 1(9,1%) 0,04

nos
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Tabela 11. Associacio de caracteristicas dos contatos humanos dos suinos a colonizac¢io por S.

aureus multirresistentes.

Variavel Total Colonizados Nao colonizados Valor de p
N (%) N=25 N=4 (%) N=21 (%)

aMédico Veterinario 6* 2 (50%) 4 (19,1%) 0,27
bUso de antimicrobianos 4 1 (25%) 3 (14,3%) 0,53
CHospitalizag¢ao 1 0 (0%) 1 (4,8%) 1,0
dContato com individuos hospitaliza- 5 1 (25%) 4 (19,1%) 1,0
dos

Morar com funcionario de unidade de 5 0 (0%) 5(23,8%) 0,55
saude

Contato com outros animais 17 3 (75%) 14 (66,7%) 1,0

aPara esta variavel, foram considerados os 29 participantes do estudo uma vez que a informagao sobre a fungdo na gran-
ja era conhecida para todos; Foram incluidos como Veterindrios, estagiarios de veterinaria;

b Os mais citados foram tetraciclina, penicilina e clindamicina;
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V. DISCUSSAO

5.1 Colonizagdo de suinos e funciondrios por S. aureus e MRSA em granjas do estado do RJ

Muitos estudos tém investigado a ocorréncia de bactérias multirresistentes em animais, uma
vez que estes também contribuem para a disseminagao da resisténcia o que ¢ um problema de satide
publica mundial. Os animais de producdo de alimentos t€ém uma importancia ainda maior devido ao
volume de antimicrobianos utilizados, o qual representa 75% da quantidade comprada desses far-
macos no mundo (KASIMANICKAM el at., 2021). Além disto, a exportagdo de carnes permite a
potencial distribui¢do destas bactérias entre os diferentes paises. S. aureus ¢ uma bactéria usualmen-
te resistente a multiplos antimicrobianos, sendo considerada uma ameaca para a populacdo humana
(TUNER et al., 2019).

Diversos estudos sobre S. aureus em animais tém sido realizados entre aqueles envolvidos
na producdo de leite, como bovinos e outros ruminantes, ja que ¢ um dos principais agentes de mas-
tite (SCHNITT et al., 2020). Ja em animais de produgdo de carne, grande parte dos estudos tem sido
direcionada para outras bactérias. Com isto, mais estudos devem ser realizados para investigar a
ocorrécia de S. aureus resistentes entre estes animais. No Brasil, hd poucos estudos investigando a
ocorréncia de S. aureus resistentes em suinos (AQUINO et al., 2011; MORENO et al., 2016). As
espécies bacterianas mais estudadas quanto a resisténcia aos antimicrobianos em suinoculturas sao
Escherichia coli, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella
Typhimurium e Clostridium perfringens, altamente infectantes ao plantel e causadoras de grande
prejuizo econdmico na producao (MENIN et al., 2008). Portanto, ndo sabemos o quanto S. aureus e
suas cepas multirresistentes, como MRSA, estdo circulando em nosso pais e nem se tem ocorrido
transmissao entre suinos e funciondrios das granjas.

Neste estudo, 5,6% e 1,2% dos suinos investigados estavam colonizados por S. aureus e
MRSA, respectivamente. A ocorréncia de colonizagdo por S. aureus entre estes animais tem variado
em estudos realizados em diferentes paises, desde 2,5% (EOM et al., 2019) a 77% (SUN et al.,
2015) dos suinos investigados. Entretanto, frequéncias de colonizagdo altas ou superiores ao nosso
estudo tém sido observadas em grande parte deles (BURNS et al., 2014; SUN et al., 2015; NO-
BREGA et al., 2017; VELASCO et al., 2018). As proporgdes de colonizagdo por MRSA também
tém variado entre os estudos (SUN et al., 2015; VELASCO et al., 2018).

Em um estudo nos EUA (SUN et al., 2015), foram investigados 739 suinos de 38 suinocul-

turas, localizadas em 11 estados de grandes produtores. Foi observada uma taxa de colonizagao de
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S. aureus de 77%, sendo detectados suinos colonizados em 37 das 38 suinoculturas incluidas no es-
tudo. No entanto, ndo foi detectado nenhum animal colonizado por MRSA. Na Irlanda, Burns e co-
laboradores (2014) encontraram uma prevaléncia de 26% de suinos colonizados por S. aureus ao
coletarem amostras de secrecdo nasal de 100 animais, porém nenhum MRSA foi detectado com
base na suscetibilidade a cefoxitina.

Na América do Sul, Velasco e colaboradores (2018) coletaram amostras de 332 suinos de
granjas e abatedouros, de 85 carcagas de abatedouros e de carnes vendidas em supermercados e lo-
jas de varejo no Chile. A frequéncia de colonizacdo por S. aureus geral foi de 33,9%, sendo de
56,5% para carcagas, 28,3% para suinos (40,6% coletados nas granjas e 23,3% coletados em abate-
douros) e 32,9% para carnes de suinos. As amostras de suinos foram coletadas em quatro granjas e
dois abatedouros. Trés amostras exibiram fenotipo de resisténcia a oxacilina pelo disco de cefoxiti-
na, porém nado detectou-se mecA, mecC ou PBP2a em nenhuma delas. No Brasil, Nobre e colabora-
dores (2017) em estudo efetuado em Teresina, Piaui relataram a colonizagao por S. aureus de 20,7%
dos suinos investigados. Apesar de todas as amostras apresentarem multirresisténcia, nenhuma de-
las carreava o gene mecA. Outro estudo brasileiro realizado no Oeste do estado do Parana-PR
(RODRIGUES et al., 2018) coletou 540 amostras entre 10 granjas suiniculas e um frigorifico local,
e obteve uma taxa de colonizacdo por S. aureus de 2,4%, onde 100% dessas amostras apresentaram
mutiresisténcia e 16,6% apresentaram resisténcia a oxacilina.

Ja Eom e colaboradores (2019), coletaram um total de 1.587 amostras de secre¢dao de muco-
sas nasais, a partir de animais de granjas de suinos (n=19), matadouros (n=7) e mercados de varejo
(n=35) em 8 provincias diferentes da Coreia entre 2017-2018. Um total de 41 amostras de
S. aureus (2,6%) foram isoladas, sendo todas MSSA e 90% dessas amostras foram isoladas de sui-
nos em granjas (n=37/41).

Altas taxas de colonizagdo de suinos por MRSA foram observadas em estudos realizados em
paises europeus. Na Italia, Pirolo e colaboradores (2019) encontraram uma taxa de colonizacao por
MRSA de 46,1% (n=219/475). Neste estudo, foram incluidas 32 granjas e o material foi coletado
entre janeiro e marco de 2018. A frequéncia de colonizagdo por MRSA foi significativamente mai-
or em granjas intensivas € em suinos tratados recentemente com antimicrobiano ou em andamento.
Frequéncias semelhantes foram detectadas em estudos na Bélgica (44%; CROMBE et al., 2011) ¢
Alemanha (52%; ALT et al., 2011). J4 Abreu e colaboradores (2019) relataram taxas bem mais altas
em estudo com material coletado em dois periodos na Espanha: 89,6% (n=268/300; 2009-2010) e
85,7% (n=107/125; 2017-2018). Os pesquisadores atribuiram estas frequéncias a certas praticas de

manejo como a utilizagdo frequente de antimicrobianos durante a produgao animal.
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Em um estudo realizado com médicos veterinarios que trabalham diretamente com suinos
nos Estados Unidos, foi observada uma frequéncia de colonizagdo por S. aureus de 64%, uma inci-
déncia duas vezes maior que a média da populacdo geral (SUN et al., 2015).

No presente estudo, o percentual de funcionarios (25%) das granjas colonizados por
S. aureus foi maior do que o percentual dos suinos. A taxa de colonizag¢dao dos funcionarios foi pro-
xima da populagdo geral que fica em torno de 30% (SAKR et al.; 2018). H4 uma grande escassez

de trabalhos que incluam os animais e seus contatos humanos no Brasil.

5.2 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus isoladas nas granjas

Dos 12 antimicrobianos testados, foi observada resisténcia para 10 deles, com perfis de re-
sisténcia a até 9 classes diferentes. Destacam-se antimicrobianos como penicilina G (46,6%), tetra-
ciclina (46,6%) e eritromicina (53,3%) com elevados indices de resisténcia que corroboram com
relatos descritos por outros autores (COMBE et al., 2012; MASSON et al., 2012; NOBRE et al.,
2017). Segundo o estudo realizado por Abreu e colaboradores (2019) na Espanha, as maiores
frequéncias de resisténcia foram observadas para a gentamicina 38,3% (coleta: 2009-2010) e 61,6%
(coleta: 2017-2018) e clindamicina 50,4% (2009-2010) e 76,8% (2017-2018), sendo a eritromicina
0 Unico antimicrobiano avaliado com redu¢do importante da taxa de resisténcia de 33,6% para 16%
nesses mesmos intervalos de tempo. Em outro estudo na Espanha, as maiores taxas de resisténcia
foram para tetraciclina (100%), clindamicina (100%) seguida pela eritromicina (93,3%) (REYNA-
GA et al., 2016). Esses antibidticos sao frequentemente utilizados na suinocultura para o tratamento
de enfermidades, como foi comprovado nos questionarios obtidos das granjas analisadas no presen-
te estudo (anexo). O uso da tetraciclina foi evidenciado na maioria das granjas que fazia uso de an-
timicrobianos, sendo os beta-lactamicos, gentamicina e quinolonas outros também citados. As mai-
ores frequéncias de resisténcia entre amostras de S. aureus isoladas de suinos em um estudo do Ca-
nadé foram para penicilina (31%), tetraciclina (14%) e clindamicina 50 (8%) (RUBIN et al., 2011).
A resisténcia de S. aureus a penicilina geralmente ¢ elevada, mas variavel entre alguns paises. Na
Bélgica foram encontrados 60% de resisténcia, na Dinamarca 84%, na Alemanha 25%, no Japao
38%, no Reino Unido 32% (AARESTRUP et al., 2008) e na Turquia observou-se 100% de resistén-
cia para penicilina (TURUTOGLU et al., 2006). E frequente a resisténcia de S. aureus a tetracicli-
na, eritromicina e clindamicina (VAN DER WOLF ef al., 2011). O maior indice de resisténcia para
tetraciclina (68%) foi encontrado em S. aureus isolados de suinos quando comparado com outras

espécies de animais de interesse economico (GOUSIA et al., 2011). Bagcigil e colaboradores
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(2007) também descrevem alta incidéncia de resisténcia a tetraciclina. Estes mesmos autores tam-
bém observaram grande quantidade de S. aureus resistentes a clindamicina, cloranfenicol, ciproflo-
xacina e a rifampicina.

A multirresisténcia ¢ um fendmeno extremamente relevante, pois compromete a eficacia dos
farmacos utilizados para a terapia de enfermidades causadas por microrganismos como S. aureus.
No presente trabalho observou-se um alto percentual de colonizagdo por amostras de S. aureus mul-
tirresistentes tanto entre suinos quanto entre humanos colonizados por esta bactéria. Uma possivel
justificativa para a elevada frequéncia de cepas multirresistentes pode estar relacionada a utilizagao
de suplementos alimentares contendo antibidticos como a sulfadimidina, trimetoprima e clortetraci-
clina, normalmente misturados de forma homogénea a ragdo, e sendo administradas desde a fase de
creche até a de terminacao do animal (NOBRE el at.,, 2017). Quanto a presenca de MRSA, as
mesmas foram isoladas de trés animais representando um ter¢o (n=3/9) dos colonizados por cepas
multirresistentes. Detectou-se a presenca de uma amostra de MRSA em humanos, correspondendo a
20% dos humanos colonizados por amostras multirresistentes. Em um estudo Espanhol (ABREU e¢
al., 2019) foi encontrada uma incidéncia de MRSA de 89,6% a partir da colonizacdo nasal de sui-
nos. Ja um estudo Francés (ARMAND-LEFEVRE et al., 2005) que comparou amostras de traba-
lhadores rurais em contato com suinos € humanos sem contato com o animais, encontrou MRSA
apenas entre os humanos que trabalhavam diretamente com animais em uma incidéncia de 23,8%
entre os que tinham contato com suinos. Segundo Reynaga e colaboradores (2016), a prevaléncia de
MRSA nos suinos foi de 46% na Espanha e se assemelhou com outros estudos europeus. Na Bélgi-
ca, estima-se que 44% dos suinos sejam portadores de MRSA (COMBRE et al., 2012). Na Alema-
nha, foi relatada uma prevaléncia de 52% suinos portadores de MRSA em granjas de engorda (ALT
et al., 2010). J& na Holanda, foi reportada 56% de prevaléncia em granjas de criagdo de suinos
(BROENS et al., 2011).

A colonizagdo por S. aureus multirresistentes pode estar associada a granjas mais tecnifica-
das, as quais o uso de antimicrobianos ¢ maior. No presente estudo, encontrou-se uma associa¢ao
significativa de granjas com animais colonizados por estas amostras e a comercializacdo dos ani-
mais no estado. As granjas que comercializavam no estado eram as mais mecanizadas para atender
a demanda, com um maior numero de animais. A grande maioria das granjas era de pequenos pro-
dutores, sendo muitas delas de subsisténcia e/ou venda no proprio municipio. A utiliza¢do de desin-
fetantes na higienizagdo das instalacdes, realizagdo de vazio sanitario, uso de antimicrobianos para
outros fins além de tratamento, como profilaxia e promog¢ao de crescimento, e uso de pelo menos

trés classes de antimicrobianos foram também associadas significativamente (p < 0,05) a granjas
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com suinos colonizados por cepas multirresistentes. Estas praticas sdo adotadas em propriedades
mais tecnificadas. Vale ressaltar que o teste de analise estatistica analisou as variaveis individual-
mente, ¢ praticamente nas mesmas granjas observou-se variaveis com o p significativo.

Com relag@o aos contatos humanos, ndo foi observada associagao significativa entre coloni-
zagdo por S. aureus multirresistentes e as variaveis avaliadas. Muitas destas varidveis estdo relacio-
nadas a colonizagdo da populacdo humana em geral. Na maioria dos casos, as cepas multirresisten-
tes em humanos foram detectadas em granjas onde suinos também estavam colonizados por estas
cepas. Portanto, ¢ provavel que a colonizagao dos funcionarios possa estar relacionada ao contato
com estes animais. O compartilhamento das mesmas linhagens entre os humanos e suinos da mes-
ma granja corrobora este pensamento.

No presente estudo, 50% das amostras foram caracterizadas como MRSA apenas por meio
de métodos moleculares. Pelo método de disco-difusdo, essas amostras ndo foram inicialmente con-
sideradas susceptiveis. Amostras de S. aureus mecA-positivas fenotipicamente susceptiveis sao de-
nominadas MRSA susceptiveis a oxacilina ou OS-MRSA (CONCEICAO el at., 2015). No Brasil ha
relato de um estudo realizado com individuos hospitalizados no qual a incidéncia de OS-MRSA foi
de 51,7% (30/58), um motivo de alerta uma vez que compromete assim métodos convencionais
usados para a identificagdo de MRSA em laboratorios clinicos, classificando essas amostras errone-
amente como MSSA (ANDRADE-FIGUEIREDO et al., 2016).

A resisténcia a vancomicina ndo foi testada fenotipicamente pois o método de disco-difusao
para este antimicrobiano nao ¢ indicado para S. aureus. O gene vanA nao foi detectado a partir do
sequenciamento de genoma completo das amostras selecionadas. No Brasil ha um relato de VISA
(S. aureus Intermediario a vancomicina) proveniente de um suino com lesdo exsudativa de pele no
estado do Rio Grande do Sul (MORENO et al., 2016). A auséncia do gene vanA indica a possibili-
dade de alteragdes na espessura da parede celular como responsaveis pelo fenotipo observado (HI-
RAMATSU et al., 2001).

Apesar das baixas frequéncias de MRSA encontradas, as taxas de multirresisténcia em sui-
nos e seus contatos trazem uma grande preocupacdo, pois podem comprometer a eficicia de trata-
mento tanto para os animais, impactando na producao animal, quanto para humanos, contribuindo

para este problema de saude publica.
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5.3  Linhagens circulantes e compartilhamento de linhagens de MRSA entre suinos e funcio-

ndrios de granjas do RJ

Com relacdo ao ST, todas as amostras de S. aureus analisadas para tal caracteristica perten-
ciam ao ST398, uma LA-MRSA bastante relatada na literatura em animais de producao. A cepa LA-
MRSA ST398 foi descrita em diversos paises, na Europa e no mundo, com diferentes prevaléncias
em animais e trabalhadores da suinocultura (ABREU et al.; 2019). Em 2010, foi relatado pela pri-
meira vez no Brasil de um paciente com fibrose cistica que teve contato com animais da fazenda
(LIMA et al., 2010). Segundo Sun e colaboradores (2015), a linhagem de MRSA predominantemen-
te encontrada em populacdes de suinos ¢ o ST398. Entretanto, em estudos na maioria dos paises
asiaticos a linhagem predominante tem sido a ST9. Quando submetidas a técnica de sequenciamen-
to de genoma completo, tanto as amostras de MRSA (SN51b, SN182b e HSN18a) quanto de MSSA
(SN145b) foram classificadas como ST398. A amostra HSN12b foi identificada também como per-
tencente ao ST398, pelo técnica convencional de MLST.

Em relacdo ao tipo spa, a amostra SN145b foi identificada como t01451 enquanto as outras
trés como t011. Este ultimo € o tipo mais comumente encontrado em MRSA do ST398 na Europa e
Estados Unidos (DE NEELING et al., 2007; KHANNA et al., 2008). O t011 ¢ o mais comum tam-
bém na produgao de suinos dinamarqueses (DANMAP, 2014), podendo ser encontrado também em
humanos, lontras e cavalos (DANMAP et al.; 2016). Na Espanha, Abreu e colaboradores (2019)
identificaram t011 como LA-MRSA ST398 mais comum em trabalhadores rurais seguido por
t01451, enquanto que em suinos o predominante foi t011. Eom e colaboradores (2019) por sua vez
encontraram t01451 apenas em amostras suinas na Coréia. O tipo spa t011 foi reportado em huma-
nos e suinos na Irlanda, indicando um possivel compartilhamento interespécie (BRENNAN et al.,
2017).

Pelo sequenciamento do genoma completo, o tipo de SCCmec identificado pela PCR foi
confirmado. Entretanto, mais detalhamento sobre o tipo pode ser obtido, com todas as amostras car-
reando SCCmec do tipo V(5C2&S5). Tal SCCmec ¢ formado pela integracdo do SCCmec tipo V em
um MSSA carregando um elemento SCC, além das inversdes do complexo do gene mec em exten-
sas recombinagoes (BALAKUNTLA et al., 2014).

No presente estudo, as amostras de suinos e humanos provenientes da mesma granja apre-
sentaram o mesmo perfil genético: LA-MRSA ST398-SCCmec V(5C2&5)-t011 (HSN18a e
SN182b) e MSSA ST398 (SN145b e HSN12b). Tais dados sugerem que possa ter havido transmis-

sdo entre os dois hospedeiros.
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5.4  Repertorio de genes de resisténcia aos antimicrobianos de cepas multirresistentes, in-

cluindo MRS A

A transferéncia genética horizontal ¢ um dos principais mecanismos responsaveis pela dis-
seminacao de genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos, pois possibilita a transmissao da
resisténcia de uma célula bacteriana para outra.

No presente estudo, foram detectados genes de resisténcia a varios antimicrobianos. Para a
tetraciclina, cada uma das quatro amostras apresentou dois genes de resisténcia, dentre eles zet(K) e
tet(L), que codificam bombas de efluxo, e/ou tet(M), que fornece protegao ribossomica (ROBERTS,
2005). Brennan e colaboradores (2017) relatam ter encontrado 36,4% de resisténcia a tetraciclina
em cepas de MRSA na Irlanda enquanto Burns e colaboradores (2014) encontraram 48% de resis-
téncia por tef(M). Na Espanha, Lozano e colaboradores (2012) realizaram um estudo demonstrando
que a resisténcia a tetraciclina ¢ um bom marcador fenotipico para MRSA da linhagem ST398.

Um estudo Dinamarqués (BURNS et al., 2014) relatou que a maioria das amostras carreava
pelo menos um gene de resisténcia a antimicrobianos, incluindo genes de resisténcia a MLSg
[erm(C) 43%], a penicilina G (blaZ, 43%), ao trimetoprim (dfrS1, 13%) e estreptomicina (aadE;
n:=3/23; 13%).

Brennan e colaboradores (2017) encontraram amostras pertencentes a t011 com SCCmec do
tipo V (5C2&5) em suinos e seus contatos humanos na Irlanda. Estas amostras apresentavam resis-
téncia a beta-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclina e trimetroprim, sugerindo a existéncia de
uma significativa pressao seletiva e manutencao de genes de resisténcia. Os genes mecA, tet(M) e
blaZ foram detectados em todas as cepas enquanto dfrG exceto em uma delas.

No presente estudo, a amostra de MSSA ST398 suina apresentou genes de resisténcia nao
observados nas outras também analisadas, como genes de resisténcia a aminoglicosideos. As amos-
tras de MRSA exibiram perfil genotipico de resisténcia semelhante. As duas cepas, uma de suino e
outra de humano, da mesma granja exibiram o mesmo perfil, mais uma caracteristica que corrobora
para a disseminagdo interespécie das linhagens e, consequentemente, potencial zoono6tico. MRSA e
MSSA ST398 estao circulando em granjas de municipios diferentes do estado do Rio de Janeiro. A
andlise de outras amostras poderd mostrar se a distribuicdo ¢ ainda mais ampla e ocorre em todo o
territorio nacional. As linhagens ST398-t011 e ST398-t01451 sdo também comumente encontradas
na Europa, Estados Unidos e Asia, mostrando que ha a circulagdo de linhagens também encontradas

em outras regides geograficas mais distantes. Embora poucas amostras tenham sido analisadas, a
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linhagem ST398 foi isolada dentre todas as amostras submetidas a esta andlise, distribuidas em
granjas de diferentes municipios. A analise de mais amostras sera importante para identificarmos se
ha uma distribui¢do ampla que pode refletir uma boa adaptagdo as granjas do nosso Estado.

Vale ressaltar a importancia de se avaliar a resisténcia aos antimicrobianos de uma forma
mais global, envolvendo o meio-ambiente, a saide humana e a saide animal, como um Unico con-
texto. Microorganismos multirresistentes circulam livremente entre animais e individuos e sdo
constantemente eliminados no ambiente. Além disso, o contato direto entre seres humanos ¢ ani-
mais favorece o compartilhamento de microorganismos resistentes e desencadeiam a disseminagao
de doencas infecciosas. A medida em que o mundo de hoje se torna cada vez mais conectado, a ne-
cessidade de se aplicar efetivamente o conceito de Satide Unica ou One Health ¢ fundamental néo
apenas para a protecao de pessoas € animais, mas para impedir rupturas economicas que podem

acompanhar o surto proveniente por tais doencas.
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VI. CONCLUSAO

. A prevaléncia de colonizagdo por S. aureus foi baixa entre suinos e semelhante a da popu-
lacdo geral entre humanos. A maioria estava colonizada por cepas multirresistentes, dentre estas

algumas MRSA, sendo isoladas de diferentes granjas.

. As amostras de S. aureus exibiram resisténcia as principais classes de antimicrobianos.

. LA-MRSA ST398-SCCmec V-t011 e MSSA ST398 circulam entre suinos e profissionais, de
granjas do Estado do Rio de Janeiro. Também, ha circulacio de MSSA ST398-t01451.

. As cepas de LA-MRSA ST398 apresentaram uma grande variedade de genes de resisténcia

aos antimicrobianos, com destaque para os genes blaZ, dfrG, erm(C), fexA, grlA, Isa(E), mecA, tet(K) e

tet(M).

. LA-MRSA ST398-SCCmec V-t011 e MSSA multirresistentes ST398 foram isolados de
suinos € humanos das mesmas granjas. As cepas de LA-MRSA também apresentaram o mesmo
conteudo genético de genes de resisténcia. Portanto, hd potencial zoonoético de cepas multirresis-

tentes evidenciado pelo compartilhamento das linhagens.

. Granjas mais tecnificadas, com uso de de desinfetantes na higienizacdo das instalagdes,
realizagdo de vazio sanitério, uso de antimicrobianos para outros fins além de tratamento, e uso de
pelo menos trés classes de antimicrobianos foram associados significativamente, com a ocorréncia
de suinos colonizados por cepas multirresistentes. Entre humanos, a colonizagdo por tais cepas
ndo foi associada aqueles fatores observados na populacdo geral. Logo, o contato com suinos

pode ser um fator relacionado a colonizagao por estas cepas.
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