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RESUMO

PERFIL DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE ISOLADOS
HISTORICOS DE Staphylococcus hyicus COMPARADOS COM ISOLADOS
CONTEMPORANEOS.

Autor: Mariana Roque de Andrade
Orientador: David Emilio Santos Neves de Barcellos

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o perfil de sensibilidade in vitro de 171
isolados de Staphylococcus hyicus a nove antimicrobianos utilizados na suinocultura. A
coleta das amostras foi realizada através de suabes de pele de leitbes das fases de
maternidade e creche provenientes de casos de epidermite exsudativa. As amostras
foram submetidas ao isolamento e identificacdo e compreenderam dois grupos,
classificadas de acordo com o periodo em que foram coletadas. O primeiro grupo foi
formado por amostras historicas (80 isolados) provenientes de estudos anteriores entre
1975 a 1984 no Rio Grande do Sul, e mantidos liofilizados no laboratorio de sanidade
do Setor de Suinos (FAVET-UFRGS), e o segundo grupo (91 isolados) coletados no
ano de 2012 nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e Minas Gerais.
A realizacdo do teste de susceptibilidade foi feita utilizando a técnica de diluicdo em
agar conforme protocolo M31-A3 do CLSI. Através de valores de Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), foi obtido o perfil quantitativo de resisténcia em relacdo a
nove antimicrobianos utilizados na suinocultura. A andlise estatistica possibilitou a
avaliacdo de mudancas entre os dois grupos de amostras isoladas em diferentes épocas.
Os resultados obtidos nesse estudo revelaram que para todas as cepas obtidas os beta-
lactamicos (ceftiofur e amoxicilina) foram os antimicrobianos mais ativos, com CIM
para 90% dos isolados histéricos (CIMgo) de 0.5 pg/mL e 2.0 pug/mL para isolados
recentes. A lincomicina, sulfametoxazol e tilmicosina foram os antimicrobianos menos
ativos, com CIMg, variando de 128 a 256 pg/mL. O aumento na resisténcia entre o
grupo de amostras historicas e recentes foi observado em seis dos nove antimicrobianos
testados (amoxicilina, enrofloxacina, florfenicol, lincomicina, tilmicosina e tiamulina),
em particular para a enrofloxacina e tiamulina. No caso do sulfametoxazole e
tetraciclina, ndo foram observadas diferencas significativas na resisténcia, entretanto
altos valores de CIM foram observados nos dois grupos avaliados (p<0,05).

Palavras-chave: suinos, epidermite exsudativa, Staphylococcus hyicus, resisténcia a
antimicrobianos, Concentracdo Inibitéria Minima.



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY PROFILE OF HISTORICAL Staphylococcus
hyicus ISOLATES COMPARED TO RECENT ISOLATES.

Author: Mariana Roque de Andrade
Advisor: David Emilio Santos Neves de Barcellos

This study was performed to evaluate the "in vitro™ susceptibility profile of 171
Staphylococcus hyicus isolates from cases of exudative epidermitis to nine antibiotics
used in pig production. Sample consisted of skin swabs from weanling and nursery
piglets from farms suspected of exudative epidermitis. Samples were processed for
bacterial isolation and identification and divided in two groups, according to the time
of collection. The first group comprised historical samples (80 isolates) from previous
studies (1975-1984) conducted in the state of Rio Grande do Sul, and stocked
lyophilized in Swine Health Lab (FAVET-UFRGS), and the other group (91 isolates)
formed by isolates collected in 2012 in the states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana and Minas Gerais, Brazil. The test was carried out using agar dilution protocol,
according to M31-A3 CLSI. Through Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) data,
analysis was performed to get a quantitative profile of resistance to antimicrobials.
Statistical analysis was performed to evaluate changes in resistance between the groups
studied. Results showed that beta-lactam (ceftiofur and amoxicillin) were the most
active antimicrobials for all strains tested, with the lowest MIC for inhibition of 90% of
isolates (MICqyp) of 0.5 pg/ml for historical isolates and of 2.0 pg/ml for recent isolates.
Lincomycin, sulfamethoxazole and tilmicosin were the less active antimicrobials, with
MICq varying from 128 to 256 pg/ml. Significant increase in resistance between
historical and recent strains was observed for six out of nine antimicrobials tested
(amoxicillin, enrofloxacin, florfenicol, lincomycin, tilmicosin and tiamulin), in
particular for enrofloxacin e tiamulin. For sulfamethoxazole and tetracycline there was
no significant differences in resistance between strains collected in different periods,
however high MIC values were observed for these drugs.

Key words: swine, exudative epidermitis, Staphylococcus hyicus, antimicrobial
resistance, Minimal Inhibitory Concentration.
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1. INTRODUCAO

A epidermite exsudativa (EE) é uma infeccdo bacteriana causada pelo
Staphylococcus (S.) hyicus, com ampla ocorréncia em todos os paises produtores de
suinos, e caracterizada por uma afeccdo cutanea intermitente, predominante em leitdes
das fases de maternidade e creche (BARCELLOS et al., 2012a).

O S. hyicus é comensal da pele dos suinos e necessita de fatores predisponentes
que geram condicbes favoraveis para a ocorréncia da doenca (WEGENER, 1992a),
relacionados principalmente a falhas de desinfeccdo do ambiente, algumas praticas de
manejo, prejuizo da integridade da pele (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006;
BARCELLOS et al.,, 2012a), patogenicidade da cepa infectante e imunidade dos
animais (SATO et al., 2000; AHRENS & ANDRESEN, 2004). O aumento de sua
ocorréncia esta associado a intensificacdo dos sistemas de producéo nos ultimos anos,
com a criacdo de grandes unidades produtoras, acompanhada de maior estresse dos
animais devido ao aumento da densidade nas instalacdes, adocdo do desmame precoce e
sistema continuo de criagdo (SCHEIBER, 1995; L’ECUYER, 1966; CARVALHO et
al., 2007).

Durante muitos anos EE representou um desafio para a industria suina (JONES,
1956), podendo determinar aumento da taxa de mortalidade e reducdo do crescimento
(WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006). Baseados nas informacdes encontradas nesta
revisao, estudos avaliando a ocorréncia deste agente em nosso pais datam da década de
70 e 80. Desde entdo nao tem sido realizadas avaliagdes sobre a ocorréncia do agente e
suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Porém, sabe-se que 0 agente continua
representando um problema sanitario economicamente significativo em algumas
criacdes comerciais de suinos no Brasil. Existem poucas informacbes e trabalhos
cientificos publicados baseados no estudo de formas eficientes de tratamento e controle,
0s quais serdo descritos ao longo do texto. Ocorre alta variabilidade na eficiéncia dos
antimicrobianos utilizados para o tratamento da doenca e é frequente a ocorréncia de
resisténcia, porém ha escassez de informacgdes sobre S. hyicus isolados no Brasil.

Estudos sobre a susceptibilidade das bactérias a antimicrobianos sdo importantes
para 0 uso prudente dos mesmos no tratamento de infeccBes, no intuito de minimizar a
pressao de selecdo que origina bacterias resistentes (BARCELLOS et al., 2012b).

O presente estudo propbs a avaliacdo fenotipica de isolados de S. hyicus

provenientes de casos de EE de uma colecdo de cepas da decada de 80 e 90 (isolados



histéricos, mantidos liofilizados no laboratdrio de bacteriologia do Setor de Suinos da
FAVET-UFRGS) e de isolados recentes (isolados contemporaneos, coletados ao longo
do ano de 2012 em quatro estados brasileiros) atraves de testes de susceptibilidade in
vitro. Utilizando a técnica da diluicdo em &gar (CLSI, 2008), foi possivel caracteriza-los
em relacdo ao seu perfil de sensibilidade a diferentes principios antimicrobianos
utilizados usualmente na suinocultura comercial do Brasil, através da obtencdo de
valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), em inglés, Minimal Inhibitory
Concentration (MIC). Com os resultados obtidos foram analisadas as mudangas no
perfil de resisténcia aos antimicrobianos, ocorridas entre as amostras coletadas nos dois
periodos. Os resultados gerados no presente trabalho objetivam contribuir para uma
escolha mais racional do principio ativo a ser empregado no tratamento de casos de
epidermite exsudativa em leitdes. Além disso, ndo h& pontos de corte recomendados
para cepas de S. hyicus pelo CLSI. Através da pesquisa no banco de dados do EUCAST,
foi encontrada pouca informagdo sobre susceptibilidade desse agente, baseado em
poucos estudos e amostras. As informacgdes obtidas neste trabalho podem proporcionar
maior conhecimento sobre a ocorréncia de resisténcia desse agente e auxiliar na

determinacéo de pontos de corte epidemiolégicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A infecgdo causada por Staphylococcus hyicus em suinos

2.1.1 Historico e importancia

A epidermite exsudativa, atualmente conhecida como “eczema umido” ou
“greasy pig disease”, ao longo dos anos recebeu diversas outras denominagdes, entre

2 ¢e

elas “eczema seborreico dos porcos”, “dermatite seborreica”, “impetigo contagioso dos
suinos”, “edema crostoso seborreico”, “dermatite esfoliativa”, “dermatite exsudativa”,
“dermatite pustular contagiosa”, ‘“dermatite necrdtica”, “dermatite infecciosa”,
“seborreia oleosa”, “doenga gordurosa dos leitdes”, e “tizne dos leitdes” (JONES, 1956;
PORTUGAL et al., 1979). A doenca é caracterizada por uma dermatite seborreica ndo
pruriginosa, generalizada ou localizada, de aparecimento brusco e curso agudo,
acometendo principalmente leitbes de maternidade e creche, em rebanhos suinos de
todo o mundo (JONES, 1956; BARCELLOS et al., 1975; UNDERDAHL &
TWIEHAUS, 1975; WEGENER, 1992b).

A primeira descricdo da doenca foi dada por Spindola, na Alemanha em 1842
(JONES, 1956; PORTUGAL et al., 1979). Logo em seguida, varios trabalhos relataram
casos semelhantes em diversos continentes (JONES, 1956; BLOOD & JUBB, 1957;
L’ECUYER, 1967; PENNY & MUIRHEAD, 1986). Nos primeiros relatos havia poucas
informacGes sobre o agente etioldgico da doenca, com frequente confundimento dos
sinais clinicos da epidermite com as diversas outras doencas que acometem a pele dos
suinos (JONES, 1956, UNDERDAHL et al., 1963). No Brasil, a primeira suspeita
clinica deve-se a Meincke & Wentz (1975) no Rio Grande do Sul. Logo em seguida, a
doenca foi relatada em Santa Catarina (PORTUGAL et al., 1979).

Os danos causados pela doenca sdo decorrentes principalmente da mortalidade,
atraso no crescimento e gastos com mao de obra e medicamentos (WEGENER &
SKOV-JENSEN, 2006; BJORKLUND, 2011; PARK, 2011). A extensio dos prejuizos
depende do nimero de leitegadas afetadas, da severidade da doenca, assim como da
duracdo do surto (PEPPER & TAYLOR, 1977). Segundo Park (2011), até mesmo
infeccdes moderadas podem influenciar negativamente, dificultando principalmente a
venda dos animais no momento do desmame, quando as lesdes presentes podem reduzir

0 preco dos leitdes. Perdas em mortalidade podem atingir indices de 50% (PORTUGAL
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et al., 1979). No relato de Pepper & Taylor (1977) a reducéo nos lucros chegou a 9% em

um surto ocorrido em uma granja durante dois meses.

2.1.2 Etiologia

Inicialmente, o agente causador da EE foi denominado Micrococcus hyicus
(SOMPOLINSKY, 1953), sendo posteriormente caracterizado como parte do género
Staphylococcus por Baird-Parker (1965). O microrganismo € um pequeno COCO
anaerobio facultativo, Gram-positivo, da familia Micrococcaceae, com cerca de 0,8 a
1,0 micron de didmetro. Em &gar contendo sangue de ovino, ap6s 24 horas de
incubacdo, apresenta colonias com cerca de 3 a 4 mm, ndo hemoliticas, ndo
pigmentadas e com coloracdo esbranquicada semelhante a porcelana (QUINN et al.,
1994; QUINN et al., 2011; WERCKENTHIN et al., 2001). A auséncia de hemolise em
agar contendo sangue ovino, bovino ou suino € uma das principais caracteristicas que
diferenciam o S. hyicus dos demais estafilococos, entretanto o agente apresenta
hemolise em agar contendo sangue de coelho (L’ECUYER, 1967). O S. hyicus
apresenta reacdo positiva para as provas de Dnase, lipase e hialuronidase, e reacao
negativa para as provas de maltose, manitol, acetoina, oxidase, e hidrdlise de esculina.
Possui reacdo varidvel no teste de coagulase (25-50% das linhagens sd@o coagulase-
positivas) e no teste de urease (11 a 89% sdo positivas). E apresenta ainda, atividade
fermentativa em relacdo aos carboidratos glicose, lactose, manose e sacarose
(L’ECUYER, 1967; DEVRIESE, 1977; QUINN et al., 1994).

Umas das ferramentas Uteis para o isolamento seletivo do S. hyicus é o uso do
meio contendo polissorbato 80, descrito por Devriese (1977). Nele, é evidenciada a
atividade da lipase do microrganismo, com apresentacdo de um halo esbranquicado ao
redor das coldnias, facilitando a identificacdo fenotipica dessa bactéria através do
cultivo em placas. Ap6s 20 a 24 horas de incubagdo a 37°C, é possivel obter col6nias
brancas de 1 a 1,5mm de didmetro rodeadas de uma zona de material lipidico
precipitado. No Purple Agar Base (Difco®) Staphylococcus hyicus ndo fermenta a
maltose, porém ataca a peptona do meio produzindo uma reacdo alcalina, de coloracao
roxa, ao redor das col6nias (QUINN et al., 1994).
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2.1.3 Epidemiologia

Staphylococcus hyicus é uma bactéria comensal dos suinos, fazendo parte da
microbiota normal da pele e pode, com frequéncia, ser isolada da pele de animais
sadios. Ja foi também isolada da mucosa nasal, conjuntiva, tonsilas, linfonodos, sangue
e da vulva de leitoas e porcas (SOBESTIANSKY et al.,, 1989; SKOV-JENSEN &
WEGENER, 1992; WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999).

O agente ndo é especifico para a espécie suina, ja tendo sido isolado da pele de
bovinos e aves (DEVRIESE et al., 1985; TAKEUCHI et al., 2000), caprinos (VALLE et
al., 1991), e em casos de doencas cutaneas em equideos e bovinos (DEVRIESE et al.,
1983; HAZAKIRA et al., 1991), mastite subclinica em vacas (GIANNEECHINI et al.,
2002), osteomielite em novilhas (DEVRIESE & DEKESEL, 1982), conjuntivite em
frangos, perus e avestruzes (CHEVILLE et al., 1988), e septicemia em seres humanos
(CASANOVA et al., 2011). Entretanto, estudos genotipicos e fenotipicos sugerem que
os isolados de origem suina pertencem a ecovares diferentes daqueles de outras espécies
animais (TAKEUCHI et al., 1987; TAKEUCHI et al., 1988; SATO et al., 1991a).

Embora o S. hyicus tenha sido amplamente reconhecido como o agente causador
da EE, estudos experimentais comprovaram o possivel envolvimento de outras espécies,
como o S. chromogenes (ANDRESEN et al., 2005) e o S. sciuri (CHEN et al., 2007),
capazes de produzir variantes das toxinas envolvidas na patogenia da epidermite.

A transmissdo do S. hyicus no plantel de suinos ocorre através do contato direto
entre 0s animais. A colonizacdo ocorre ja no inicio da vida dos leitdes no momento da
passagem pelo canal vaginal durante o parto. E possivel identificar cepas de
Staphylococcus hyicus idénticas as presentes na vulva das fémeas e na pele das
leitegadas ao longo das primeiras semanas de vida, tornando-se parte da microbiota
estavel da pele dos leitdes (WEGENER & SKOV-JENSEN, 1992). Uma vez que o
agente faz parte da microbiota normal dos animais, o conjunto de fatores relacionados
ao agente, hospedeiro e ambiente sdo importantes na ocorréncia da doenca (WEGENER
& SKOV-JENSEN, 2006).

Cepas de S. hyicus podem ser divididas em virulentas (patogénicas) e avirulentas
(ndo patogénicas), categorizadas com base na producdo de toxinas esfoliativas
(WEGENER et al., 1993), envolvidas na patogenia da doenga. Ambos 0s tipos podem
estar presentes simultaneamente na pele de leitdes doentes e sadios (WEGENER et al.,

1993), embora tenha sido observado que haja maior frequéncia de S. hyicus toxigénicos
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nos animais doentes do que nos animais saudaveis (ANDRESEN, 2005; FUTAGAWA-
SAITO et al., 2007; BJORKLUND, 2011).

S. hyicus ndo é capaz de invadir a pele saudavel. Além da bactéria produtora de
toxina, é fundamental a ocorréncia de uma lesdo na pele para o agente poder se
multiplicar e produzir toxinas (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006). Geralmente, séo
feridas decorrentes de pisos abrasivos ou paredes asperas no ambiente de criacdo, além
de lesbes resultantes de praticas de manejo como castracdo, marcacdo, caudectomia,
corte de dentes, tratamento incorreto do umbigo, ou entdo ferimentos provocados por
brigas no momento da mamada, ou brigas ao desmame devido a formacao de hierarquia
como evento consequente & mistura de lotes (L’ECUYER, 1966).

A imunidade dos animais € um importante fator protetor, Util na predicdo da
ocorréncia e severidade da doenca (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006). Surtos
geralmente ocorrem dentro de uma semana pos-parto ou logo ap6s o desmame e
chegada a creche, momento em que a imunidade passiva dos leitGes estd reduzida e
onde ha mistura de diversos lotes com perfis de imunidade distintos (L’ECUYER,
1966). A doenca geralmente dura por volta de 2 a 3 meses apds a introducéo de animais
portadores em um rebanho ndo imune e podem persistir nos casos em que porcas nao
imunes sejam trazidas para instalacfes infectadas, ou em que animais sadios sejam
expostos a animais infectados. Sucessivas leitegadas sdo afetadas, sendo que 0s mais
acometidos sdo os leitbes nascidos de porcas nao imunes, principalmente as leitoas
(WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999). Caso as matrizes tenham sido vacinadas,
anticorpos via colostro protegem os leitdes durante as primeiras semanas de idade
(ANDRESEN & AHRENS, 2004). Os surtos em rebanhos onde ha reprodutores jovens
geralmente tendem a ser autolimitantes na medida em que a imunidade do plantel se
desenvolve (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006).

A pressao de infeccdo ambiental é outro aspecto critico no desencadeamento do
quadro (BARCELLOS et al., 1998). A dose infectante do agente pode representar um
fator determinante, em que uma grande populacdo bacteriana pode superar a imunidade
do suino em determinadas condic@es. S. hyicus é muito resistente a condi¢bes adversas,
assim como as demais espécies de estafilococos, podendo persistir no ambiente por
longos periodos, principalmente em condi¢fes de umidade, e calor tipicas do ambiente
da maternidade e creche (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006). Ambientes altamente
contaminados, como nos casos de falhas no processo de desinfeccdo, superlotagéo,

vazio sanitario curto ou uso de sistemas de producdo continua também favorecem o
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aparecimento de casos clinicos (L’ECUYER, 1966). A alta densidade animal, além de
aumentar o desafio sanitario, também contribui para brigas e estresse dos animais
(PARK, 2011).

Outras doencas concomitantes como a circovirose, que possui carater
imunossupressor, e a parvovirose também sdo fatores considerados predisponentes a
ocorréncia de EE, ja que a replicagdo do circovirus suino tipo 2 (PCV2) e do parvovirus
suino (PPV) podem causar as lesbes necessarias para que o S. hyicus tenha acesso ao
interior da epiderme e desencadeie o processo infeccioso (KIM & CHAE, 2004;
WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006).

As maiores prevaléncias e sinais clinicos mais severos séo relatados geralmente
em leitdes em aleitamento durante a primeira semana de vida. Leitdes ao desmame
também estdo em um periodo vulneravel, visto que a imunidade passiva esta
decrescente e o seu sistema imune esta em fase de desenvolvimento (PARK, 2011). Ha
grande variacao nas taxas de morbidade e mortalidade, sendo que todas as leitegadas em
um rebanho podem estar afetadas e a mortalidade pode atingir 70% dos animais
(UNDERDAHL et al., 1963).

2.1.4 Patogenia

A pele intacta possui caracteristicas que previnem a invasao das camadas mais
profundas por bactérias patogénicas (ISAACSON, 1992). Infeccbes bacterianas na pele,
como por estafilococos, sdo na maioria das vezes localizadas em dobras cutaneas, axila,
virilha e outros locais onde ha acimulo de umidade, além de aberturas naturais, como
poros, foliculos pilosos, ou glandulas, assim como feridas, que oferecem um ambiente
mais favoravel ao crescimento bacteriano do que na superficie saudavel da pele. Como
barreira natural do organismo, as regides mais favoraveis a infeccdo bacteriana séo
protegidas pela lisozima, uma enzima que degrada peptideos bacterianos e lipideos
toxicos. Outra barreira para a colonizacdo da pele é a microbiota residente. Patdgenos
potenciais invasores ndo somente necessitam ser habeis para colonizar a pele como
também devem competir com a microbiota comensal por nutrientes e sitios de
colonizacdo (SALYERS & WHITT, 1994).

Apesar dessas defesas, algumas bactérias patogénicas possuem mecanismos que
as tornam aptas a ganhar acesso ao tecido subcutaneo, como no caso do S. hyicus. Uma

Vez que 0 agente consegue atravessar a barreira da epiderme através da porta de entrada,
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esse microorganismo entra em contato com o tecido linfoide associado a pele (“Skin-
Associated Limphoid Tissue”, ou SALT). A fungdo desse tecido € conter as bactérias
que conseguem invadir o espaco subcutaneo, impedindo-as de ter acesso a corrente
sanguinea, através da producdo de diversos fatores imunes como a fagocitose, producéao
de anticorpos, células apresentadoras de antigeno como as células de Langerhans,
células T, e a reducdo do pH do local da infeccdo (STREILEIN, 1989). Através da
ativacdo de células T na presenca das células de Langerhans e MHC de classe 2, ocorre
a producdo de uma variedade de citocinas, como a interleucina 1 (IL1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), capazes de estimular outras células do sistema imune
(TOKURA et al., 1994; ISAACSON, 1992).

Existem muitos fatores nas cepas de S. hyicus que podem ajudé-las a se instalar
no organismo do animal, modulando o sistema imune. Embora a primeira linha de
defesa contra a infec¢do envolva o sistema fagocitario, todas as cepas virulentas e parte
das cepas avirulentas possuem fatores que as protegem da fagocitose por neutréfilos e
macrofagos. A proteina A, presente na parede celular da maioria das cepas suinas de S.
hyicus e ausente nas de galinhas e bovinos, além de induzir hipersensibilidade e inativar
proteinas do complemento, inibe a fagdcitos através da ligacdo a regido Fc terminal das
imunoglobulinas, principalmente 1gG (TAKEUCHI et al., 1988; TAKEUCHI et al.,
1990). Outro fator de defesa é a capsula, que também atua inibindo a opsonizacéo e
fagocitose (YOSHIDA et al., 1988; WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999). Todas as
cepas suinas de S. hyicus coagulam o plasma, sugerindo um potencial para a formacéo
de agregados que podem aumentar a protecdo das bactérias contra a fagocitose. A
producdo de catalase também pode proteger a bactéria de ser morta pelas células
fagociticas (WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999). Assim como a maioria dos
estafilococos, o S. hyicus possui a capacidade de ligacdo a fibronectina presente no
sangue e no tecido conjuntivo frouxo, representando um mecanismo de aderéncia e
colonizacdo (SWITALSKI et al., 1983).

A producdo de toxinas esfoliativas € reconhecida como o fator de viruléncia
mais importante do S. hyicus na patogenia da EE (ALLAKER et al., 1991; WEGENER
et al,, 1993; TANABE et al.,, 1996; FOSTER, 2012). Cepas toxigénicas e nao
toxigénicas estdo presentes em animais saudaveis e doentes (WEGENER et al., 1993;
TANABE et al. 1996; ANDRESEN, 1998), mas somente as cepas toxigénicas
produzem toxinas, que sao responsdveis pelas lesbes caracteristicas da doenga
(TANABE et al.,, 1996; ANDRESEN et al., 1997). Até o momento, seis toxinas
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esfoliativas produzidas pelo S. hyicus foram reconhecidas. Com cerca de 27kDa ou
30kDa (WEGENER et al., 1993, ANDRESEN et al., 1997), séo designadas ExhA,
ExhB, ExhC e ExhD (AHRENS & ANDRESEN, 2004) e ShetA e ShetB (SATO et al.,
1999; SATO et al. 2000). Entre as quatro primeiras, a analise molecular revelou que o
residuo de &cido aspartico que constitui o sitio ativo das toxinas ExhA, ExhB e ExhC é
substituido por &cido glutdmico em ExhD. Os autores afirmaram ser improvavel que
essa substituicio possa mudar as propriedades bioquimicas da toxina e,
histologicamente, as lesGes produzidas por ExhD sdo idénticas as produzidas pelas
outras toxinas (AHRENS & ANDRESEN, 2004). Sabe-se que a ShetA tem sua
expressdo geneticamente controlada por DNA cromossomico, sendo uma toxina
termolabil, com perda da toxicidade apds aquecimento a 60°C por 15 minutos e seu
peso molecular é de aproximadamente 27kDa (SATO et al., 1991b; SATO et al., 2000).
A ShetB tem seu gene codificador localizado em plasmideo, e também é uma toxina
termolabil com mesmo peso molecular, porém mantém sua toxicidade por mais tempo,
perdendo-a apds aquecimento a 60°C por 30 minutos (SATO et al., 1999; SATO et al.,
2000).

As toxinas esfoliativas agem como “tesouras moleculares” (NISHIFUIJI et al.,
2005; NISHIFUJI et al., 2008). Elas sdo serinas proteases (ou serinas endopeptidases)
com o mesmo modo de acdo das toxinas EtA e EtB, produzidas por cepas de
Staphylococcus aureus causadoras da infeccdo humana chamada Sindrome da Pele
Escaldada Estafilococica (“Staphylococcal Scalded Skin Syndrome” ou “SSSS”)
(LADHANI et al, 1999). Sdo semelhantes na estrutura molecular, lesGes
histopatoldgicas e mecanismos de codificacdo genética (SATO et al., 1999; AHRENS
& ANDRESEN, 2004). Através das toxinas, as cepas virulentas de S. hyicus sdo
capazes de clivar uma molécula desmossomal responsavel pela adesdo intercelular, a
desmogleina 1 (Dsgl), presente ao longo de toda a pele dos animais. Essa clivagem
resulta na separacdo dos queratindcitos da epiderme com consequente esfoliacdo da pele
(FUDABA et al., 2005). Em seguida, ocorre o excesso de secrecdo sebacea e exsudato
seroso, responsavel pelo aspecto gorduroso das lesGes. Nesse estagio, 0 prejuizo na
integridade da pele provoca desidratacdo, perda de fluidos e predisposicdo a septicemia
(PARK, 2011). Apds penetrar no organismo animal, o Staphylococcus hyicus
multiplica-se no sangue, espalhando-se por todo o0 organismo e atingindo
principalmente rins, figado, articulacGes, sistema nervoso e pele (BARCELLOS et al.,
2012a).
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No mesmo animal doente podem estar presentes cepas expressando diferentes
tipos de toxinas (ANDRESEN, 1999; SATO et al., 2000; ANDRESEN & AHRENS,
2004; KANBAR et al., 2008). Entretanto, Futagawa-Saito et al. (2007) observaram que
cada isolado positivo para a producdo de toxina carreava somente um Unico tipo de
gene. Os autores ndo encontraram diferencas entre as cepas isoladas de animais doentes
e saudaveis em relacdo aos tipos de toxinas encontradas, mas a frequéncia de isolados
toxigénicos em doentes foi quatro vezes maior do que nos isolados de animais
saudaveis. Resultados semelhantes foram descritos em outros trabalhos (TANABE et
al., 1996; BJORKLUND, 2011; ONUMA et al., 2011).

Cepas produtoras de toxina sdo encontradas amplamente difundidas em diversos
paises, e alguns genes parecem ser dominantes em certos locais (AARESTRUP &
JENSEN, 2002; ANDRESEN, 2005; FUTAGAWA-SAITO et al., 2007). Em 2005,
Andresen apresentou resultados do primeiro estudo relacionado a prevaléncia de cepas
toxigénicas em suinos. Na Alemanha a variante ExhD foi dominante, seguido ExhB. Na
Bélgica a ExhD também foi dominante, onde também foi observada alta prevaléncia do
gene que codifica a toxina ExhD também em animais sadios. Em estudo semelhante na
Russia, foi observado que a toxina ocorria com mais frequéncia em cepas de animais
doentes, sendo a ExhD predominante entre os isolados (KANBAR et al., 2006). Na
Dinamarca, Andresen (1998) e Andresen (1999) através dos testes ELISA e
immunoblotting conseguiram identificar a producdo de ExhA, ExhB e ExhC com o0s
anticorpos utilizados. Posteriormente, através da PCR foi possivel identificar a toxina
ExhD (ANDRESEN & AHRENS, 2004). Os resultados combinados mostraram que a
producdo de toxinas foi vista em 93% dos isolados, sendo que a ExhB foi a toxina
dominante, seguido para as quase igualmente distribuidas ExhA, ExhC e ExhD. No
Japdo, Futagawa-Saito et al. (2007) observaram alta prevaléncia de isolados

toxigénicos, sendo que o gene mais prevalente foi exhA, seguido de exhB e exhD.

2.1.5 Sinais clinicos

A EE apresenta inicio subito e de curta duracdo (JONES, 1956). A doenca
clinica aparece entre 2 a 3 dias p6os-infeccdo, e apds 24 horas do inicio dos sinais ja pode
ocorrer a formagdo de crostas na pele dos animais. Em seis dias ap0ds a infeccdo toda a
pele pode estar afetada (WEGENER et al., 1993). A epidermite afeta uma proporgao

variavel de leitdes nascidos e geralmente, depois de um tempo, desaparece do rebanho.
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Alguns animais afetados morrem, alguns podem se recuperar completamente e outros
desenvolvem uma forma cronica da doenca (PEPPER & TAYLOR, 1977). LesOes
localizadas geralmente ocorrem logo apds o desmame e as generalizadas sdo
frequentemente observadas em leitdes lactentes (PEPPER & TAYLOR, 1977;
BARCELLOS et al., 1984; CARVALHO et al., 2007), sendo que nem todos os
individuos de uma leitegada sdo igualmente afetados (BARCELLOS et al., 2012). As
feridas ndo sdo pruriginosas e se iniciam com vesiculas na pele e hiperemia, aparecendo
na face, axila e virilha, alastrando-se por todo o corpo, e se rompem e formando uma
Ulcera cuténea superficial. A sujeira do ambiente adere-se as areas afetadas causando
uma coloracdo escura nas feridas, que aliada a excessiva secre¢cdo sebacea e exsudacéao,
favorece crescimento de bactérias da pele e confere um aspecto engordurado e escuro
(JONES, 1956; BARCELLOS et al., 2012a). A necrose tecidual gera perda da funcéo da
regido da pele afetada e producdo de um odor desagradavel (CORREA et al., 1976;
DOSTER, 1995). Também podem ocorrer Ulceras na regido oral e na almofada plantar
dos cascos. Os animais podem apresentar-se febris, desidratados, apaticos, anoréxicos,
podendo ocorrer morte em 24 horas em funcdo da septicemia e toxemia. Infeccdes
bacterianas secundarias podem aumentar a gravidade do quadro (JONES, 1956;
UNDERDAHL et al., 1963; WEGENER et al., 1993). Raramente a EE foi associada a
artrite ou poliartrite em leitdes (PHILLIPS et al., 1980; HILL et al., 1996), aborto em
porcas (DUNCAN & SMITH, 1992), ou epidermite em animais adultos (PEPPER &
TAYLOR, 1977; BARCELLOS et al., 1998).

2.1.6 Lesdes macroscopicas e microscopicas

As lesBes cutaneas macroscopicas observadas durante necropsia sdo basicamente
as descritas nos sinais clinicos. A pele apresenta hiperemia inicial e producdo de
exsudato claro que geralmente inicia ao redor da boca, olhos e orelhas e regido
abdominal. Pode haver formacdo de uma camada espessa, gordurosa e amarronzada e
com odor ran¢oso devido a mistura de exsudato gorduroso, debris celulares, sujeira e
fezes que se aderem a pele afetada (ANDREWS, 1979). As crostas podem ser
removidas por ligeira friccdo, e expGem uma regido sensivel, idmida e vascularizada
numa camada mais profunda da pele. Durante a fase de recuperagdo, ha crostas secas na
pele por um periodo que pode se estender por semanas (WEGENER & SKOV-

JENSEN, 1999). Na forma localizada se observam les6es circulares préximas a face,
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com predilecdo a regido caudal da orelha. Animais severamente afetados apresentam
desidratacdo e emaciacdo. Na necropsia, os linfonodos submaxilar, retrofaringeo,
periescapular, inguinal e popliteo podem estar aumentados de volume (JONES, 1956;
CORREA et al., 1976). Lesdes no sistema urinario sao frequentes, com dilatagdo dos
ureteres e da pelve renal, e formacdo de cistos (UNDERDAHL et al., 1963;
BARCELLOS et al., 1975; UNDERDAHL & TWIEHAUS, 1975).

LesGes microscopicas sao observadas na pele e sistema urinario. Frequentemente
ha hiperemia, dilatacdo dos capilares linfaticos e multiplicacdo do microorganismo na
camada queratinizada da epiderme (JONES, 1956; WEGENER & SKOV-JENSEN,
2006). Acantose, espongiose, e paraqueratose também sdo observadas (ANDRESEN et
al., 1993; BARCELLOS et al.,, 2012a). O estrato germinativo geralmente se torna
desorganizado e penetra profundamente na derme, ocorrendo separacdo da epiderme e
derme (JONES, 1956; SATO et al., 1991b; WEGENER et al., 1993; WEGENER &
SKOV-JENSEN, 2006) e com infiltrado inflamatdrio (BARCELLOS et al., 2012a). Nos
cascos acometidos, hd separacdo da parede e do estrato corneo que cobrem a sola e
almofada plantar, com ulceracdes nas regides interdigitais e coroa do casco (JONES,
1956; ANDREWS, 1979). Os ureteres e pelve renal apresentam edema, infiltrado de
células inflamatodrias, hiperplasia e degeneracdo mucoide do epitélio, resultantes da
septicemia (MEBUS et al.,, 1968), podendo ocorrer oclusdo desta estrutura, com
posterior hidronefrose e pielonefrite (BARCELLOS et al., 2012a). Nos rins, ainda pode-
se observar dilatacdo dos tdbulos coletores e hiperplasia com degeneracdo hidropica
(JONES, 1956; BLOOD & JUBB, 1957).

2.1.7 Diagnostico

Problemas de pele em unidades intensivas de producdo de suinos podem ter
causas variadas. Entre as possiveis etiologias, a infeccdo por S. hyicus é a mais
importante. Diagndsticos diferenciais incluem o 4caro causador da sarna sarcoptica;
outras infeccBes bacterianas por Streptococcus spp. e Actinomyces pyogenes; fungos
como Microsporum spp. e Trichophyton spp; e infecgdes virais, incluindo parvovirus e
virus da variola, e patologias de etiologia ainda indeterminada, como a pitiriase résea.

Existem também causas nutricionais, em particular as deficiéncias de
riboflavina, niacina, biotina, zinco e iodo (SCHEIBER, 1995; WEGENER & SKOV-

JENSEN, 2006). Com as melhorias nutricionais das Gltimas décadas, causas ligadas ao
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uso de ragdes deficientes se tornaram menos frequentes. Apesar da variedade de agentes
associados com lesGes cutdneas em suinos, o diagndstico clinico de epidermite
exsudativa pode ser feito com grande probabilidade de acerto quando baseado nas
caracteristicas da doenca (SOBESTIANSKY et al. 1989). A auséncia de prurido, a
aparéncia das lesdes, idade dos animais afetados e condicGes de criacdo sao
caracteristicas Uteis (BARCELLOS et al., 2012a).

A confirmacédo do diagnostico pode ser obtida com o isolamento e identificacéo
do agente a partir do exame de suabes coletados das lesdes (TANABE et al., 1996) e,
como alternativa, o exame histopatolégico de amostras da pele lesionada, rins,
linfonodos superficiais, figado e baco (WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999).
Entretanto, o simples isolamento ndo é suficiente para definir se a bactéria isolada é a
causadora da doenca (WEGENER et al., 1993; WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006;
FUTAGAWA-SAITO, 2007). E importante realizar um diagndstico com a identificagio

de isolados virulentos expressando toxinas especificas no rebanho (PARK, 2011).

2.1.8 Tratamento e prevencao

Em casos de EE, medidas de manejo devem ser corrigidas para auxiliar na
melhoria do quadro clinico e prevencdo da doenca (WEGENER & SCHWARZ, 1993;
BARCELLOS et al., 2012a), incluindo a correcdo de problemas higiénicos, ambientais
e no manejo com as fémeas (SCHMIDT, 1983). A limpeza periddica das instalacGes
durante o alojamento dos animais representa um manejo importante. Na saida dos
animais de uma baia ou prédio, a limpeza e desinfeccdo deve ser seguida de vazio
sanitario, assim como o uso do sistema de todos dentro/todos fora pode reduzir a
pressdo de infeccdo (PARK, 2011).

O tratamento com drogas antimicrobianas e, em menor escala, 0 uso de vacinas,
tem sido as formas frequentemente utilizadas para o controle da EE (BJORKLUND,
2011). Para o sucesso terapéutico, uma das estratégias fundamentais para o controle da
doenca € identificar e tratar os animais doentes no estagio inicial da infeccdo
(SCHMIDT, 1983; WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006). Quanto maior for a demora
na tomada de decisdo e consequente medicacdo dos animais doentes, pior sera a
eficiéncia e sucesso no tratamento (L’ECUYER, 1966) uma vez que animais que ja
apresentam lesbes generalizadas ou comprometimento renal, como resultado da
septicemia, frequentemente ndo respondem a terapia (L’ECUYER & ALEXANDER,
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1969; BARCELLOS et al., 2012a). Animais severamente afetados pela doenca devem
ser eutanasiados (L’ECUYER & ALEXANDER, 1969).

A atividade da toxina pode ser neutralizada por resposta humoral, porém héa
diversidade antigénica entre as toxinas de diferentes isolados, se fazendo necessario o
uso de vacinas autégenas (ANDRESEN et al., 1992; ANDRESEN et al., 1997). O
sucesso das vacinas autogenas depende da selecdo de cepas virulentas e precisa
deteccdo da prevaléncia dos tipos toxinas que realmente estdo causando a doenga no
rebanho (WEGENER et al., 1993; BJORKLUND, 2011). O uso dessas vacinas €
destinado a imunizagdo de fémeas jovens introduzidas no plantel visando a transmissao
de imunidade para as leitegadas (WEGENER et al., 1993; ANDRESEN & AHRENS,
2004).

A fagotipagem tem sido uma das técnicas descritas para selecdo de cepas usadas
na producdo de vacinas autogenas (WEGENER, 1993a). Os suinos sdo portadores de
diversos fagotipos, podendo coexistir até seis fagotipos diferentes no mesmo animal
(WEGENER, 1992b; WEGENER, 1993b). Entretanto, animais doentes abrigam uma
maior variedade, possuindo fagotipos dominantes (WEGENER, 1992b; WEGENER,
1993b; ANDRESEN, 1998). Wegener (1992b) concluiu que a escolha de 10 isolados
aleatérios do S. hyicus seria suficiente para cobrir o espectro de fagotipos
representativos presentes em um caso. Outros estudos afirmam que o uso exclusivo da
fagotipagem pode ndo ser adequado para a selecdo de cepas vacinais, uma vez que
isolados toxigénicos e ndo toxigénicos podem fazer parte de todos os fagogrupos
conhecidos, havendo necessidade da utilizacdo em conjunto com antibiograma e perfil
de plasmideos (ANDRESEN, 1998; ANDRESEN, 1999; WEGENER, 1993b).

2.2 Staphylococcus hyicus e a resisténcia a antimicrobianos

Desde a descoberta cientifica relevante dos antimicrobianos para o tratamento de
infeccdes, observou-se que diversas espécies de bactérias de importancia humana e
veterinaria tem adquirido resisténcia, em muitos casos a quase todos os antimicrobianos
conhecidos (BARBOSA & LEVY, 2000; GNANOU & SANDERS, 2000; SCHWARZ
& CHASLUS-DANCLA, 2001; DZIDIC et al., 2008; SAGA & YAMAGUCHI, 2009).

Sob o ponto de vista clinico, uma cepa é considerada resistente quando a terapia
antimicrobiana instituida no animal (in vivo) ndo mais resulta na sua eliminagdo
(SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001; BARCELLOS et al., 2012a). Do ponto de
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vista microbioldgico, a resisténcia pode ser definida quando um isolado consegue se
multiplicar in vitro em concentra¢gdes do antimicrobiano maiores do que determinado
ponto de corte estabelecido. Tal classificacdo requer critérios aprovados de
interpretacdo (SCHWARZ et al., 2010). Porém, dados de testes de susceptibilidade,
como no caso do antibiograma, representam uma estimativa in vitro da sensibilidade ou
resisténcia de determinados agentes a uma droga. Geralmente este resultado apresenta
boa correlagdo com o resultado do tratamento nos animais, entretanto, nem sempre isso
acontece. N&o existe a garantia da eficiéncia do tratamento in vivo, onde muitos outros
fatores interagem (L’ECUYER & ALEXANDER, 1969; BARCELLOS et al., 2007).

2.2.1 Bases bioquimicas e moleculares da resisténcia

A habilidade de bactérias em utilizar diversas estratégias responsaveis por torna-
las resistentes aos antimicrobianos possui origem genética. A resisténcia pode ser
classificada como natural (intrinseca) ou adquirida. A resisténcia natural é baseada em
genes presentes No cromossomo, que ndo sio transferiveis. E a resisténcia caracteristica
da espécie, e que determina o expectro do antimicrobiano. A resisténcia adquirida
ocorre devido a uma mutacdo do DNA ou através da aquisicdo de genes presentes em
DNA extra-cromossdmico, também chamados de elementos genéticos moveis, entre
eles os plasmideos e os transposons (PRESCOTT et al., 2000; LAMBERT, 2005;
ALEKSHUN & LEVY, 2007). A maior parte dos genes de resisténcia séo mediados por
plasmideos, entretanto pode ocorrer transferéncias para 0 cromossomo através de
eventos de recombinacdo genética, e esse processo € em grande parte facilitado pelos
transposons (KAYE et al., 2004). Certos elementos genéticos mdveis podem se
autoreplicar dentro da célula e serem transferidos através de diversas formas, sendo elas
a transducdo, a transformacdo e a conjugacdo, se disseminando na populacédo
(SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). Estudos moleculares demonstraram que
os plasmideos desempenham um papel importante na resisténcia apresentada por S.
hyicus em relacdo a diversos antimicrobianos (SCHWARZ & BLOBEL, 1989;
SCHWARZ & BLOBLEL, 1990b; WEGENER & SCHWARZ, 1993). Schwarz &
Bloblel (1990b), por exemplo, observaram que 66,7% dos S. hyicus isolados ao longo
de trés anos na Alemanha apresentaram plasmideos e que estes eram geralmente mais
resistentes aos antibioticos testados que os demais isolados que ndo continham

plasmideos.
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Os genes de resisténcia codificam diversos mecanismos nas bactérias,
garantindo a sobrevivéncia das mesmas aos antimicrobianos, podendo ser: a inativacéo
enzimatica da droga (modificacdo ou degradacdo da molécula do antimicrobiano); por
causar impermeabilidade da célula bacteriana, impedindo o antimicrobiano de atingir
seu sitio alvo; pela expulsdo ativa da droga através de bombas de efluxo dependentes de
energia, gerais ou especificas; ou através da alteracdo na estrutura dos receptores
celulares alvos (PRESCOTT et al., 2000; SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001;
BUTAYE et al., 2003; LAMBERT, 2005; TENOVER, 2006; ALEKSHUN & LEVY,
2007; DZIDIC et al., 2008).

2.2.2 Relag&o entre toxicidade e resisténcia

Apesar da possibilidade de que genes de resisténcia antimicrobiana estejam
localizados em conjunto com genes de toxicidade nos mesmos segmentos do genoma ou
nos elementos mdveis, os estudos feitos até o presente ndo conseguiram esclarecer
completamente essa associacdo. O que tem sido observado € que a resisténcia a
antimicrobianos existe tanto em isolados toxigénicos como ndo toxigénicos,
provenientes de animais saudaveis e doentes (FUTAGAWA-SAITO et al., 2009). Em
1980, Devriese observou que S. hyicus isolados de les6es apresentaram mais resisténcia
do que os isolados de pele ndo afetada. Wegener & Schwarz (1993), observaram maior
resisténcia a certos antibioticos entre isolados de animais doentes. Outro estudo obteve a
resisténcia praticamente aos mesmos antimicrobianos, porém nos animais saudaveis
(TERANISH et al., 1987).

2.2.3 Relacgdo entre o uso de antimicrobianos e ocorréncia de resisténcia

O uso de antimicrobianos determina uma pressdo de selecdo em que sdo
eliminadas as bactérias susceptiveis no hospedeiro, mas ndo as resistentes
(AARESTRUP et al., 1998a; SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001; ANGULO et
al., 2004). O potencial de aquisicdo e transferéncia dos determinantes genéticos da
resisténcia, aliados ao curto periodo de replicacdo desses microorganismos podem
rapidamente produzir populag6es inteiras para as quais um ou mais antimicrobianos néo
possui capacidade de inibicdo (PRESCOTT et al., 2000). Um agravante é que o uso de

um antibiodtico para o qual um plasmideo da bactéria alvo codifica resisténcia
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determinard a selecdo de todo o plasmideo, sendo que esses segmentos de DNA
possuem regides com genes que podem codificar resisténcia de um a dez antibioticos
diferentes (SCHWARZ & BLOBEL, 1990a; PRESCOTT et al., 2000; SCHWARZ &
NOBLE, 1994). Em alguns casos, esses plasmideos podem conter genes que codificam
outros atributos, como a habilidade de colonizar ou a resisténcia a metais pesados, que
podem garantir a permanéncia destes na auséncia de selecdo por antibi6ticos
(SCHWARZ & BLOBEL, 1989; SCHWARZ & NOBLE, 1994; PRESCOTT et al.,
2000).

Trabalhos ja evidenciam que a resisténcia em suinos é muito mais evidente do
que em outros animais de producdo. No caso do S. hyicus, trabalhos verificaram que
isolados provenientes de suinos Sd0 mais resistentes ou multirresistentes a
antimicrobianos do que os isolados de outras espécies animais (TERANISHI et al.,
1987, SCHWARZ & BLOBEL, 1989; AARESTRUP et al., 1998a; AARESTRUP et al.;
1998b; SCHWARZ et al, 1998b; WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006;
FUTAGAWA-SAITO et al., 2009). O efeito da rotina de administracdo de
antimicrobianos no desenvolvimento de resisténcia em S. hyicus tem sido evidente
(BJORKLUND, 2011). O Unico programa de monitoramento de resisténcia a
antimicrobianos em que o S. hyicus ja foi incluido é o da Dinamarca (Danish Integrated
Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme - DANMAP). Este tem
confirmado essa associagdo, em que houve correlacdo positiva entre a quantidade de
antimicrobiano utilizada em determinado periodo com o aumento de ocorréncia desse
fendmeno (AARESTRUP et al.; 1998a). Futagawa-Saito et al. (2009) e Aarestrup &
Jensen (2002) observaram comportamento semelhante em amostras provenientes do

Japdo e Dinamarca, respectivamente.

2.2.4 Impacto da resisténcia na cadeia produtiva e saude publica

E importante esclarecer a amplitude do impacto causado pelo problema da
resisténcia aos antimicrobianos. A tomada de decisdo em relacdo ao uso de drogas
antimicrobianas na producdo animal tem o potencial de influenciar o controle de
doencas em todo o sistema produtivo, assim como gerar impactos na saude publica
(AARESTRUP et al., 1998a; ANGULO et al., 2004). Sem desconsiderar sua essencial
importancia veterinaria como ferramenta no tratamento dos animais doentes, 0 uso dos

mesmos para fins terapéuticos ou como aditivos alimentares pode selecionar uma
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microbiota resistente ndo s6 patogénica, mas também agir em bactérias comensais para
qual o antimicrobiano é ativo (SCHWARZ, 1994). Outro agravante é a capacidade das
bactérias de realizar a transferéncia de genes ndo s6 de forma interespecifica (vertical),
mas também entre géneros e familias diferentes (horizontal) (SCHWARZ et al., 1992;
SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). Noble et al. (1996), Tollefson & Karp
(2004) e Angulo et al. (2004) apresentaram diversas evidéncias da transferéncia
horizontal de genes. Por exemplo, Schwarz & Blobel (1990a) observaram indicios de
alta frequéncia de transferéncia de plasmideos entre estafilococos de origem humana (S.
aureus) e animal (S. hyicus) em seu estudo. Simeoni et al. (2008) encontraram ao longo
de toda uma cadeia de producdo de suinos, diversas espécies de estafilococos com alta
prevaléncia de genes de resisténcia as diversas classes de antimicrobianos. Além disso,
havia alta proporcdo de isolados multiresistentes podendo possuir até seis genes de

resisténcia.

2.2.5 Analise da resisténcia in vitro do S. hyicus

Diversos trabalhos in vitro foram executados sobre a resisténcia do S. hyicus
através de testes de susceptibilidade e estudos moleculares. Porém, ainda ha escassez de
informacbes (DEVRIESE, 1980; WERCKENTHIN et al., 2001), muitas vezes em
virtude da necessidade constante de atualizacdo do perfil de resisténcia, da auséncia de
estudos sobre certos agentes antimicrobianos, e principalmente devido a falta de
homogeneidade sobre os critérios de interpretacdo dos resultados. Estudos in vitro
utilizaram diferentes técnicas, como disco-difusdo (WEGENER & SCHWARZ, 1993;
AARESTRUP et al., 1998a; SCHWARZ et al., 1998b; AARESTRUP & JENSEN,
2002; KEHRENBERG et al., 2007), microdiluicdo em caldo (WEGENER et al., 1994;
AARESTRUP & JENSEN, 2002; FUTAGAWA-SAITO et al.,, 2009), macrodilui¢do
em caldo (KEHRENBERG et al.,, 2007) e diluicio em agar (DEVRIESE, 1980;
TERANISH et al.,1987; AARESTRUP et al., 1998b), seguindo diferentes protocolos.
Os trabalhos realizados também variam na metodologia quanto ao nimero de isolados
analisados, o que pode interferir na interpretacdo dos resultados (SCHWARZ et al.,
2010). Existem poucas informacgfes disponiveis que associam 0 uso prévio de
antimicrobianos e resultados de susceptibilidade (AARESTRUP et al., 1998a;
AARESTRUP et al., 1998b; FUGATAWA-SAITO et al, 2009) ou que avaliam
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mudancas no perfil de suscetibilidade do S. hyicus ao longo do tempo (AARESTRUP e
JENSEN, 2002).

Na medicina veterinaria, diversos estudos interpretam testes de suscetibilidade
categorizando isolados como resistente ou suscetivel com base no critério desenvolvido
para agentes isolados de seres humanos. Entretanto, essa extrapolacdo do critério de
interpretacdo com base na farmacocinética em humanos ou outros animais domésticos
pode ndo ser valido para suinos (WEGENER et al., 1994; SALMON et al., 1995;
SCHWARZ et al., 2010). Uma vez que ndao ha pontos de corte aprovados pelo
CLSI/NCCLS em relacéo a agentes antimicrobianos para S. hyicus baseados em eficacia
de testes in vivo ou in vitro, existe dificuldade em categorizar isolados como resistentes

ou susceptiveis.

2.2.6 Resisténcia aos beta-lactamicos

Entre os antimicrobianos, os beta-lactdmicos sdo amplamente utilizadas na
suinocultura e para o tratamento de epidermite exsudativa (BARCELLOS et al., 2012b).
Drogas dessa classe possuem poder bactericida e amplo espectro, atuando através da
inibicdo de reacbes enzimaticas na fase final da sintese da camada de peptideoglicano
da parede bacteriana, 0 que leva a producdo de uma parede defeituosa e lise celular
(FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006; DZIDIC et al., 2008). As penicilinas, como a
amoxicilina, fazem parte desse grupo. Entre as cefalosporinas, o Unico representante do
grupo utilizado em suinos & o ceftiofur, uma cefalosporina de terceira geracao
(BARCELLLOS et al., 2012a).

Na veterinaria, sabe-se que a resisténcia a amoxicilina estd disseminada
(FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006). Entre bactérias Gram-positivas, 0 mecanismo
principal € a destruicdo enzimatica da droga, através de uma grande variedade de beta-
lactamases (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). Tanto para penicilinas quanto
para cefalosporinas, a associacdo com a producdo de beta-lactamases entre patdgenos
veterinarios tem sido vista, atraves dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaCMY-2,
e blaAMPC (BENNETT & CHOPRA, 1993; SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA,
2001; CHANDER et al., 2011). Em outras espécies de Staphylococcus que ndo o S.
hyicus, outro gene mediador é o gene mecA (mediador de resisténcia a outros grupos de
antimicrobianos como macrolideos e tetraciclinas), que causa a alteracdo da estrutura
molecular do sitio de ligagdo (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001).
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Em testes de susceptibilidade in vitro, a eficicia do ceftiofur foi analisada quanto
caldo, observaram que 90% dos isolados analisados apresentavam a concentragdo
inibitéria minima necesséaria para a inibicdo de 90% dos isolados (CIMgo) de 1pg/mL e
nenhuma relagdo com a producdo de beta-lactamases foi encontrada. Outro estudo
utilizou a técnica de disco-difusdo e observou que havia 6% de isolados resistentes ao
ceftiofur (AARESTRUP et al.,1998a). Nenhum estudo foi encontrado sobre amoxicilina

atuando na inibicao de Staphylococcus hyicus.

2.2.7 Resisténcia as quinolonas

As quinolonas sdo antimicrobianos bactericidas de amplo expectro, que atuam
na fase de sintese do DNA bacteriano, inibindo a sintese da DNA-girase (BARCELLOS
& SOBESTIANSKY, 1998; DZIDIC et al., 2008). Com as melhorias nas formas
originais atraves da introducdo de um grupo fldor na molécula, foi possivel desenvolver
uma nova geracdo de quinolonas, as fluorquinolonas, em que o espectro de acdo foi
potencializado (SAGA & YAMAGUCHI, 2009; BARCELLOS et al., 2012b). A
enrofloxacina é uma quinolona de terceira geracdo e para uso exclusivo veterinario. Os
mecanismos de resisténcia sdo modificacdes no sitio alvo ou sistemas de efluxo ativo da
droga (SCHWARZ & DANCLA, 2001), geralmente devido a mutacdes dos
cromossomos (BARCELLOS & SOBESTIANSKY, 1998; SALMON et al., 1995;
BARCELLOS et al., 2012b), principalmente nos genes gyrA and gyrB que codificam a
enzima DNA-girase (CAIN, 2013).

Estudos encontraram evidéncias de resisténcia as quinolonas logo ap0s sua
introducdo no mercado (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). No caso do S.
hyicus, testes in vitro verificaram alta sensibilidade a enrofloxacina (WEGENER et al.,
1994; AARESTRUP et al., 1998a). Wegener et al. (1994) obtiveram um baixo MICg
(0,25pug/mL) para os isolados analisados. Aarestrup & Jensen (2002) encontraram
valores de CIM variando de 0,25 a 8 pg/mL entre os isolados avaliados. Aarestrup et al.
(1998a) observaram baixa resisténcia em testes de disco difusdo, com apenas um

isolado resistente em noventa analisados.
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2.2.8 Resisténcia aos cloranfenicois

Os cloranfenicois e seus derivados, como o florfenicol, sdo antimicrobianos
bacteriostaticos de amplo espectro que atuam através da inibicdo da formacdo de
polipeptidios na sintese proteica bacteriana (DZIDIC et al., 2008). A resisténcia aos
cloranfenicdis é quase sempre mediada por plasmideos, porém entre 0s genes
mediadores conhecidos somente um pequeno numero confere resisténcia para o
cloranfenicol e florfenicol (SCHWARZ et al., 2004; BARCELLOS et al., 2012b).
Existem diversos mecanismos de resisténcia, sendo 0 mais encontrado a
acetiltransferases (CATS), cuja funcdo é a inativacdo enzimatica da droga (SCHWARZ
et al., 1989). Bactérias resistentes ao cloranfenicol devido exclusivamente a CATSs séo
sensiveis ao florfenicol. I1sso ocorre devido a alteragdes na molécula do florfenicol que
impedem a inativacdo desse componente pelas enzimas CAT das bactérias (SCHWARZ
& CHASLUS-DANCLA, 2001).

Como consequéncia da utilizagdo na medicina humana e animal, uma variedade
de patdgenos bacterianos de diversos géneros tem adquirido resisténcia ao cloranfenicol
(SCHWARZ et al., 2004). Estudos moleculares também identificaram genes de
resisténcia em isolados de S. hyicus (SCHWARZ et al., 1989; SCHWARZ & NOBLE,
1994). Através da Instrugdo Normativa n° 9 de 2003 (BRASIL, 2003), o uso de
cloranfenicol foi proibido no Brasil. O florfenicol tem sido utilizado somente na
medicina veterinaria e foi introduzido para uso clinico no meio da década de 90. Desde
entdo, houve a deteccdo de novos genes de resisténcia, como floR, cfr ou fexA
(SCHWARZ et al., 2004). Esses genes e outros, como pp-flo, cmlA-like, floSt, e flo,
mediam a resisténcia combinada com o cloranfenicol, e é provavel que muitos destes
existissem antes da introducdo do florfenicol para uso veterinario (SCHWARZ &
CHASLUS-DANCLA, 2001; BUTAYE et al., 2003; SCHWARZ et al., 2004).

Em relacdo ao S. hyicus, Kehrenberg et al. (2007), detectaram genes cfr e fexA
quanto a resisténcia ao florfenicol. Através de teste de disco-difusdo, os autores
observaram resisténcia em todos os isolados analisados, e com 0 uso de técnica de
macrodiluicdo em caldo, os valores de CIMg, dos isolados variavam entre 128 e 256

pg/mL.
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2.2.9 Resisténcia as tetraciclinas

As tetraciclinas sdo drogas bacteriostaticas de amplo espectro de acéo, e inibem
a sintese proteica através do bloqueio da ligacdo do RNA mensageiro a subunidade 50S
do ribossoma bacteriano (BARCELLOS & SOBESTIANSKY, 1998; DZIDIC et al.,
2008). Descoberta em 1948, foi o primeiro grande grupo de antimicrobianos pelas quais
o termo “amplo espectro” foi utilizado (ROBERTS, 1996; SCHWARZ & CHASLUS-
DANCLA, 2001). Devido a essa caracteristica, baixo custo e relativa seguranga, essa
classe de antimicrobianos ao longo das Ultimas décadas foi largamente utilizada como
medicamento terapéutico e em estratégias preventivas, na medicina humana, animal e
em plantas. Devido ao amplo uso desse agente, a resisténcia a tetraciclina é disseminada
(SCHWARZ & BLOBEL, 1989; FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006).

Os mecanismos de resisténcia as tetraciclinas sdo principalmente devido ao
efluxo ativo ou protecdo dos ribossomos da acdo da droga (SCHWARZ & CHASLUS-
DANCLA, 2001). A maior parte das bactérias se torna resistente atraves da aquisicéo de
genes associados a elementos genéticos moveis, também denominados de genes tet (K,
L, M, O) (SCHWARZ et al, 1992; ROBERTS, 1994). No caso do S. hyicus,
plasmideos codificando resisténcia a tetraciclina foi observada através de analise
molecular (SCHWARZ & BLOBEL, 1989; WEGENER & SCHWARZ, 1993), sendo
que os genes encontrados nos estudos sdo o tetK (SCHWARZ & BLOBEL, 1990b;
SCHWARZ et al., 1998b) e o tetL (SCHWARZ et al., 1992; SCHWARZ et al., 1998b).

Estudos com teste de susceptibilidade in vitro identificaram em S. hyicus altos
valores de MIC em dois estudos (TERANISH et al., 1987; AARESTRUP & JENSEN,
2002). Wegener et al. (1994) encontraram uma ClIMg= >32u/mL utilizando
microdiluicdo em caldo. Através de teste de discodifusdo, 47% de isolados resistentes
foram encontrados no trabalho de Wegener & Schwarz (1993), 31% no estudo de
Aarestrup et al. (1998a) e 100% no estudo de Kehrenberg et al. (2007). Aarestrup &
Jensen (2002) observaram varia¢do na proporcdo de resisténcia ao longo dos diversos
periodos de tempo do estudo. A indicacdo de alguns autores € que essa droga deva ser
usada para o tratamento da EE exclusivamente ap0s a realizacdo de testes de
susceptibilidade dos isolados no rebanho afetado (WEGENER et al., 1994).
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2.2.10 Resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e pleuromutilinas

Os macrolideos, lincosamidas, e diterpenos (ou pleuromutilinas) sdo classes
estruturalmente distintas de antimicrobianos que possuem sitios comuns de ligagcdo no
ribossomo bacteriano inibindo a sintese proteica (BARCELLOS & SOBESTIANSKY,
1998; DZIDIC et al., 2008). Essas drogas apresentam acdo bacteriostatica e, em altas
doses, podem se tornar bactericidas, sendo predominantemente ativas contra bactérias
Gram-positivas (AARESTRUP et al., 1998b; FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006). A
tilmicosina (macrolideo), lincomicina (lincosamida) e tiamulina (pleuromutilina) sdo
utilizadas muito frequentemente em suinos e s@o agentes de escolha para uso em pulsos
antimicrobianos preventivos ou terapéuticos (FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006;
BARCELLOS et al, 2012b). Destes, a tiamulina e tilmicosina s&o usadas
exclusivamente na medicina veterinaria (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001).

A resisténcia a essas classes da-se principalmente através da modificagédo
enzimatica do sitio alvo de ligacdo e uso de bombas de efluxo, e 0s genes mediadores
geralmente estdo tanto em plasmideos quanto em cromossomos (LUTHIJE &
SCHWARZ, 2007; BARCELLOS et al., 2012b). Os genes que codificam a expressao
dessas enzimas modificadoras sdo chamados genes erm, nos quais diversos tipos ja
foram descritos (ROBERTS et al., 1999). Nos S. hyicus, ja foram detectados 0s genes
ermA, ermB e ermC (SCHWARZ et al., 1998a; LUTHJE & SCHWARZ, 2007), com
maior prevaléncia em relacdo ao gene ermC em S. hyicus e outros estafilococos de
origem suina (SCHWARZ et al., 1998a; WERCKENTHIN et al., 2001; LUTHJE &
SCHWARZ, 2007). Outros genes também ja descritos em espécies de estafilococos sdo
inuA e inuB, que conferem resisténcia as lincosamidas (SCHWARZ & CHASLUS-
DANCLA, 2001). Destes, o gene inuA ja foi relatado em S. hyicus (LUTHJE &
SCHWARZ, 2007).

Estudos anteriores in vitro relataram alta resisténcia de S. hyicus tanto a
macrolideos quanto a lincosamidas (AARESTRUP et al., 1998b) e encontraram
correlacdo positiva em relacao a resisténcia cruzada para as duas classes em S. hyicus e
outras espécies (DEVRIESE, 1980; AARESTRUP & FRIIS, 1998). Aarestrup et al.
(1998b) observaram 41% de resisténcia a lincomicina através de testes de disco-difusao.
Outro estudo também observou alta frequéncia de resisténcia a macrolideos durante

varios anos de abrangéncia do estudo (Aarestrup & Jensen, 2002).
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2.2.11 Resisténcia as sulfonamidas

As sulfonamidas sdo drogas bacteriostaticas de amplo espectro de acdo, que
agem na inibicdo da sintese do acido fdlico das bactérias, um cofator necessario para a
biossintese de DNA, e consequentemente, ocorre inibicdo da divisdo bacteriana
(DZIDIC et al., 2008). A resisténcia a esta classe de drogas esta disseminada em
bactérias presentes em suinos (FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006), provavelmente
devido ao uso amplo dessa droga nesses animais (SCHWARZ & BLOBEL, 1989).
Geralmente ¢ mediada por genes em plasmideos como o gene dfrA ja identificado em
estafilococos (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001), e em geral se associa com a
resisténcia a outros membros do grupo (BARCELLOS et al., 2012b). Aarestrup &
Jensen (2002) detectou altos valores de CIM do sulfametoxazole para a inibicdo de

isolados de S. hyicus.

2.2.12 Multiresisténcia

O termo multirresisténcia refere-se exclusivamente a resisténcia adquirida, e
ainda ndo existe uma definicdo universal (SCHWARZ et al., 2010). Segundo Schwarz
et al. (2010), em se tratando de testes de susceptibilidade, a resisténcia a trés ou mais
classes de antimicrobianos pode ser classificada como multiresisténcia. No caso da
resisténcia a diversos agentes pertencentes a mesma classe, quando determinada pelo
mesmo mecanismo, nao se caracteriza por multiresisténcia. Em outros casos, um Unico
mecanismo de resisténcia pode promover protecdo a um ou mais antimicrobianos. Por
exemplo, os genes erm determinantes de enzimas metiltransferases que proporcionam
resisténcia a eritromicina (macrolideo) também o fazem para lincosamidas. Se estudos
moleculares sdo realizados em conjunto, a resisténcia deve ser considerada quando ha
isolados bacterianos com trés ou mais genes de resisténcia ou mutagoes, todas as quais
sdo associadas com diferentes classes de antimicrobianos. Estudos moleculares
identificaram isolados de S. hyicus resistentes a macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas
e aminoglicosideos (WEGENER & SCHWARZ, 1993), e resistentes a macrolideos,
lincosamidas, tetraciclina, aminoglicosideos e cloranfenicois (SCHWARZ & BLOBEL,

1990a). Em outro trabalho realizado durante oito anos no Japéo, Futagawa-Saito et al.
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(2009) observaram uma tendéncia do S. hyicus em aumentar a resisténcia a diversos

antimicrobianos.
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Antimicrobial susceptibility profile of historical and recent Staphylococcus hyicus

isolates from cases of exudative epidermitis in Brazil

ABSTRACT

This study was conducted to assess antimicrobial activity of nine antimicrobial
agents against one hundred seventy-one porcine Staphylococcus hyicus isolates from
Brazilian herds, collected in different periods (1975-1984 and 2012). Beta-lactam
(ceftiofur and amoxicillin) were the most active compounds for both groups of isolates,
with similar results. Lincomycin, sulfamethoxazole and tilmicosin were the less
effective against the S. hyicus strains tested, with MICgy varying from 128 to 512
pg/ml. A significant increase in resistance between historical and recent isolates was
observed in six out of nine antimicrobial agents (amoxicillin, enrofloxacin, florfenicol,
lincomycin, tilmicosin and tiamulin). There are no sugeestion of breakpoints for animal
S. hyicus strains in CLSI and scarce data on EUCAST database. The information
provided by this study which analyzed 171 strains from clinical cases of exudative
epidermitis can greatly contribute to improve the background on resistance of this

pathogen.

Keywords: swine, exudative epidermitis, Staphylococcus hyicus, antimicrobial

resistance

INTRODUCTION

Virulent strains of Staphylococcus hyicus have been associated with exudative
epidermitis (EE), an infectious disease that affect swine worldwide (WEGENER, 1992).
Suckling and weaned pigs are mostly affected, and the disease is characterized by a
generalized infection of the skin with a clinical picture of greasy exudation, along with
exfoliation and generalized crust formation (WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999).
Due to septicemia and toxemia, affected pigs may show decreased growth rate,
dehydration and death within 24 hours (WEGENER & SKOV-JENSEN, 2006).

Exudative epidermitis represents a challenge to many swine farms. The use of

antimicrobial agents is the usual strategy to control the disease, but increase observed of
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resistant bacteria may cause treatment failure (PENNY & MUIRHEAD, 1986;
WEGENER & SCHWARZ, 1993).

Previous research on antimicrobial resistance of Staphylococcus hyicus isolates
using in vitro susceptibility tests were performed with different techniques, including
protocols of agar disk diffusion (WEGENER & SCHWARZ, 1993; AARESTRUP et
al., 1998a; SCHWARZ et al., 1998; AARESTRUP & JENSEN, 2002; KEHRENBERG
et al., 2007), broth micro dilution (WEGENER et al., 1994; AARESTRUP & JENSEN,
2002; FUTAGAWA-SAITO et al., 2009), broth macro dilution (KEHRENBERG et al.,
2007), and agar dilution (DEVRIESE, 1980; TERANISH et al., 1987; AARESTRUP et
al., 1998b). Scientific information from studies varies not only with the technique used
but also with sample size, antimicrobial drugs tested, clinical status (diseased/healthy),
type of strain (virulent/avirulent), and interpretation criteria, making comparison
between them very difficult.

Few studies are available about susceptibility of S. hyicus, and for some
antimicrobials currently used in pig production no published dada were found.
Moreover, to our best knowledge, there is no information about isolates from Brazil.
The purpose of this study was to determine MICs of various traditional and
contemporary drugs used at field for inhibition of porcine S. hyicus isolates collected at
two different periods of time from different farms of southern Brazil, where most pig

production of this country is concentrated.

MATERIALS AND METHODS

Sampling:

A total of one hundred seventy-one porcine isolates of Staphylococcus hyicus
belonging to two groups of samples were used: historical and recent strains. Historical
strains (80) belonged to a collection of isolates from cases of exudative epidermitis that
occurred from 1975 to 1984 in southern Brazil, stocked lyophilized at Swine Health
Laboratory (Setor de Suinos at Federal University of Rio Grande do Sul- UFGRS), and
Recent strains (91) were isolated in 2012 from clinical cases from fifteen farms from the
same area in 2012. All farms were located in states in southern Brazil, where at least

80% of pig production of the country is concentrated. These farms occasionally used
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antimicrobials to control infections in weanling piglets with varied protocols and
products  (beta-lactam,  fluoroquinolones,  sulfonamides,  florfenicol  and
aminoglycosides). Samples were cultured on a selective medium described by Devriese
(1977), and the phenotypic identity of all isolates was confirmed by biochemical and
microbiological methods as described by Devriese (1977) and Quinn et al. (2011).

Antimicrobial susceptibility testing:

Antimicrobial susceptibility tests were performed by agar dilution following the
protocol of the M31-A3 document, according to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined for
nine antimicrobial agents (with test dilutions indicated in parenthesis, in two-fold
dilutions): ceftiofur, amoxicillin, lincomycin, tilmicosin, tetracycline, florfenicol,
enrofloxacin, tiamulin (0.0125 to 256 pg/ml) and sulfamethoxazole (0.0125 to
512ug/ml). In all cases the MIC was defined as the lowest concentration producing no
visible growth. The following quality control organisms were included in the study:
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213, as
recommended in M31-A3/CLSI (2008) document.

Statistical analysis:

Data were described considering values of MICsy MICgo and MIC range showed
by groups of strains for each antimicrobial. Significant differences between groups in
the percentages of samples within each MIC value were tested using 2 test or Fisher's
test (o= 0.05). A non parametric analysis was used to compare MIC values between
groups of strains and differences were determined using the Wilcoxon test. In this
analysis, values <0.125, >256 and >512 were considered as 0.125, 512 and 1024,

respectively.


http://en.wikipedia.org/wiki/Fisher's_exact_test
http://en.wikipedia.org/wiki/Fisher's_exact_test
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RESULTS AND DISCUSSION

In Veterinary Medicine, a number of studies have interpreted data by
categorizing isolates as resistant or susceptible on the basis of the criteria developed for
human bacterial isolates. However, the validity of using this extrapolation of
interpretative criteria considering pharmacokinetics of humans or other domestic
animals has not been established for pigs (WEGENER et al., 1994; SALMON et al.,
1995). Since there are no CLSI-approved breakpoints for antimicrobial agents against
Staphylococcus hyicus, it was not possible to categorize isolates as resistant or
susceptible, therefore only MIC data are presented.

The MIC distribution of the 171 isolates of Staphyloccocus hyicus are
summarized in Table 1. Beta-lactam (represented by ceftiofur and amoxicillin) showed
the lowest concentration necessary to inhibit 90% of isolates (MICqy) of historic and
recent group (MICgo= 0.5 pg/ml and MICgo= 2 pg/ml, respectively). Amoxicillin has
been widely used in suckling and weaned pigs to treat exudative epidermitis in Brazil,
but we did not find studies about its efficacy against S. hyicus in this country or
elsewhere. In the present work, it was observed a significant increase in MIC values of
this antimicrobial by Wilcoxon analysis. Previous studies tested ceftiofur and its
efficacy to S. hyicus. Wegener et al. (1994) reported a limited level of resistance, with
MICgqo of 1ug/ml and lower MIC range of ceftiofur using broth microdilution, whereas
Aarestrup et al. (1998a) found a reduced resistance of microorganisms to ceftiofur using
disc diffusion test. Statistically, although there was an increase on MIC values for recent
strains, a important amount of strains belonging to this group remained with low MIC’s,
not giving a significant variation of resistance to ceftiofur between historical and recent
strains by Wilcoxon test.

Enrofloxacin is a third generation fluoroquinolone that has been developed
solely for veterinary medicine (SALMON et al., 1995). It showed the best activity in
vitro against historical isolates, with MICgg 0f <0.125 pg/ml and a range from 0,125 to 1
ug/ml. However, for recent isolates, MICy raised to 32 pg/ml along with a greater MIC
range of <0.125-256 pg/ml. Statistical analysis revealed a marked increase in MIC
values between historical and recent strains, with a reduction of isolates with 0.125
png/ml and an increase of isolates within the range of 2-16 pg/ml (p<0.05). When
historical strains were obtained, enrofloxacin was not used in pigs in Brazil what could

explain the high susceptibility of the historical isolates. The drug was launched in Brazil
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in 1990, and since then it was widely used to treat infections of young piglets. Other
studies found occurrence of resistance shortly after introduction of quinolones to
commercial usage (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). Previous studies
found a good susceptibility of S. hyicus to enrofloxacin (WEGENER et al.; 1994;
AARESTRUP et al.; 1998a). Wegener et al. (1994) reported MICgy 0f 0,25ug/ml, while
Aarestrup et al. (1998a) found 1,1% resistance using disk diffusion test.

Florfenicol is a fluorinated derivative of chloramphenicol and has exclusive use
in veterinary medicine (SCHWARZ et al., 2004). In Brazil, it was introduced in 1996,
after collection of our historical strains. A significant increase on MIC values were
observed (p<0.05) between groups. Isolates showed MICgyy of 2 pg/ml for historical
isolates and 32 pg/ml for recent isolates, and MIC range (of <0.125-16 pg/ml for
historical isolates and of <0.125-128 pug/ml for recent isolates). Kehrenberg et al. (2007)
reported resistance in 100% of isolates analyzed using disk diffusion tests, and higher
range of MI1Cgp=128 to 256 pg/mL using broth macro dilution tests.

Tiamulin, a representative of pleuromutilins, is commonly used in preventive
programs in swine farms in southern Brazil. High MIC values were observed for both
historical (MICgo= 64 pg/ml) and recent strains (MICgo= 256 pg/ml), with a marked
increase in MIC values in recent strains. Most historical isolates had MIC values in the
range of 0.25-0.5 pg/ml contrasting with recent isolates which were concentrated in
128-256 pg/ml (p<0.05). This is in accordance with a previous study that reported an
increased resistance of S. hyicus to tiamulin (PARK, 2011). This product is generally
recommended for treatment of enteric and respiratory diseases, without a clear
indication for therapy or prevention of skin diseases.

Tetracycline showed high MIC values for both historical and recent strains, with
MICg=32 pg/ml. No significant difference (P>0.05) was observed in MIC values
between strains isolated in different periods. These results indicate that resistance was
already present at the time of collection of the historical samples and remained
relatively constant. This could be explained by the fact that tetracycline has been used
for a long time in swine herds in Brazil and elsewhere (ROBERTS, 1996). Other studies
also found high MIC values among studied strains (TERANISH et al., 1987;
AARESTRUP & JENSEN, 2002). Wegener et al. (1994) found MICy >32/mL using
broth microdilution. Other studies performing agar disk diffusion found 47%
(WEGENER & SCHWARZ, 1993), 31% (AARESTRUP et al., 1998a), and 100%
(KEHRENBERG et al., 2007) of resistance isolates. AARESTRUP & JENSEN (2002)
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observed variations in resistance through time. This drug should be used for the
treatment of EE only following antimicrobial susceptibility testing of isolates from the
affected herd (WEGENER et al., 1994).

The remaining antimicrobials were the less active against both groups, with the
highest MICy values. Significant increase in MIC values (P<0.05) was observed for
lincomycin and tilmicosin. Macrolides and lincosamides are structurally distinct classes
of antibiotics with a common site of action, and resistance to macrolides is associated
with resistance to lincosamides in S. hyicus and other bacteria (DEVRIESE, 1980;
AARESTRUP & FRIIS, 1998). Previous studies found high MIC values for macrolides
in S. hyicus (AARESTRUP & JENSEN, 2002). Using disk diffusion, Aarestrup et al.
(1998b) found 41% of resistant S. hyicus to lincomycin. The lowest activity of
lincomycin could be explained by results found in a study conducted by Wegener et al.
(1994), where it was found that lincomycin without addition of spectinomycin was
inactive against S. hyicus strains, probably due a lack of synergic interaction without
association of drugs.

Despite the high MIC values observed for sulfamethoxazole, there was no
difference (P>0.05) between historical and recent isolates. Resistance to sulfonamides is
disseminated (FRIENDSHIP & PRESCOTT, 2006), and this may be related to the
frequent use of this drug in pig farms (SCHWARZ & BLOBEL, 1989). However,
currently, the use of sulfonamides in Brazil has restrictions, with the aim to prevent
residues in pork. In S. hyicus, studies reported 17% of resistance to sulfonamides in disk
diffusion (AARESTRUP et al., 1998a) and high MIC values for sulfamethoxazole
(AARESTRUP & JENSEN, 2002).

Studies have shown that resistance in S. hyicus is mainly mediated by genes
within extra-chromosomal DNA (WEGENER & SCHWARZ, 1993) and bacteria can
share these determinants in a population (FUGATAWA-SAITO et al., 2009). S. hyicus
was previously found to carry plasmids with resistance genes for different antimicrobial
classes, for instance, genes for macrolides and lincosamides resistance (WEGENER &
SCHWARZ, 1993; AARESTRUP & JENSEN, 2002; LUTHJE & SCHWARZ, 2007),
as well as tetracyclines (SCHWARZ & BLOBEL, 1990; WEGENER & SCHWARZ,
1993; ARESTRUP & JENSEN, 2002) and florfenicol (KEHRENBERG et al., 2007).
Further studies are in course with the strains used in the present work to determine the

genetic basis of resistance, as well as virulence among them.
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Overall, we found an increase in resistance between historical and recent isolates
for six out of nine antimicrobial agents (amoxicillin, enrofloxacin, florfenicol,
lincomycin, tilmicosin and tiamulin), in particular with enrofloxacin and tiamulin. Three
antimicrobials did not change MIC values along the time; two of them (tetracycline and
sulfamethoxazole) were widely used at the time of collection of historic isolates, and
ceftiofur was introduced in 1996. Beta-lactam was the most active class of
antimicrobials tested, being ceftiofur the most efficient drug for isolates, whereas
tilmicosin, lincomycin and sulfamethoxazole showed poor efficacy in the test. There are
no sugestion of breakpoints for animal S. hyicus strains in CLSI. Through research on
EUCAST database, there is scarce information about susceptibility of this
microorganism, which is based on few studies and samples. The information provided
by this study which analyzed 171 strains from clinical cases of exsudative epidermitis
can greatly contribute to improve the background about resistance of this pathogen and
contribute to form a database and stablish cut-off values for veterinary strains of S.

hyicus.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A epidermite exsudativa ¢ uma doenca de importancia sanitaria na suinocultura
industrial, com reflexo negativo na produtividade dos leitdes. O uso de antimicrobianos
é essencial para o controle dessa enfermidade e a falta de conhecimento sobre quais
antimicrobianos sdo de fato potencialmente ativos para as cepas de campo pode
influenciar no sucesso terapéutico.

Informacdes sobre susceptibilidade in vitro sdo importantes para o
monitoramento do comportamento de resisténcia de bactérias patogénicas, tanto na
salde publica quanto na medicina veterinaria. No Brasil, ainda ha falta de conhecimento
sobre a susceptibilidade de isolados do campo do agente etiologico da epidermite
exsudativa. O presente estudo proporcionou evidéncias do aumento da resisténcia do S.
hyicus as varias classes de antimicrobianos que sdo atualmente utilizados na
suinocultura e no controle da infeccdo. As principais conclusdes do presente trabalho
evidenciam o aumento dos valores de CIM necessarios para inibicdo do agente em seis
de nove antimicrobianos testados. Os beta-lactamicos foram os agentes mais eficientes,
representados pelo ceftiofur e amoxicilina, embora este Gltimo tenha apresentado
reducdo da efetividade. Utilizando este estudo in vitro como referéncia para
recomendacdo na escolha terapéutica a campo, o ceftiofur € droga mais recomendada,
embora se saiba atualmente da possibilidade de haver diferencas na susceptibilidade de
bacterias in vivo quando comparadas a in vitro.

Adicionalmente, é importante ter conhecimento dos genes determinantes da
resisténcia nas cepas circulantes em nosso pais. I1sso fundamenta estudos moleculares no
futuro com os isolados utilizados nesse trabalho e com futuras amostras que ainda

podem ser coletadas.
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