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Mudam-se os tempos, mudam-se as vontades
(Luis Vaz de Camébes)

“Mudam-se os tempos, mudam-se as vontades,
Muda-se o ser, muda-se a confianca;
Todo o mundo é composto de mudanca,
Tomando sempre novas qualidades.

Continuamente vemos novidades,
Diferentes em tudo da esperanca;
Do mal ficam as magoas na lembranca,
E do bem (se algum houve...) as saudades.

O tempo cobra o chdo de verde manto,
Que ja coberto foi de neve fria,
E em mim coverte em choro o doce canto.

E, afora este mudar-se cada dia,
Outra mudancga faz de mor espanto:
Que ndo se muda ja como soia.”
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introducao

1.1.1 Aspectos atuais da Suinocultura Brasileira

A cadeia produtiva de carne suina no Brasil apresenta um dos melhores
desempenhos econémicos no cenario internacional, com um aumento expressivo nos
volumes e valores produzidos e exportados. Esse desempenho se deve aos avancos
tecnoldgicos e organizacionais (MIELE & MACHADO, 2006). Nas ultimas décadas, a
participagdo da suinocultura brasileira no mercado mundial passou de 1,71% em 1973
para 2,16% no ano 2000, sendo que o abate de suinos no Brasil, em equivalentes
carcagas, entre os anos de 1990 e 2000 apresentou um crescimento de 36% (GIROTTO,
2007). O consumo de carne suina vem subindo consideravelmente nos ultimos anos, em
1998 o consumo mundial que era mais de 88 mil toneladas cresceu para mais de 104 mil
toneladas em 2006 (ABIPECS, 2008).

A produgédo nacional de carne suina cresceu quase 6,00% em 2006, atingindo 2,86
milhdes de toneladas (162 mil toneladas a mais do que em 2005) (ABIPECS, 2008). As
exportagbes de carne suina brasileira, no ano de 2007, aumentaram em relacdo ao ano
de 2006, correspondendo a aproximadamente 606 mil toneladas comparadas as 528.195
toneladas exportadas em 2006. A perspectiva é de que os volumes exportados continuem
crescendo, devido aos esforcos de promocado internacional da qualidade das carnes
brasileiras que o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e entidades
privadas do setor vém realizando com bons resultados (TALLAMINI, 2005). Apesar dos
alojamentos terem crescido apenas 3,90%, o aumento de 3,10%, em média na
produtividade, teve um peso maior na expansao da producao. Influenciaram no aumento
da produtividade, as mudancas nos sistemas de producéo para sitios, o aprimoramento
da gestdo nas granjas, do manejo, da alimentacdo e da sanidade dos plantéis. Estes
fatores influenciaram a producdo de 2007 superar os 3,0 milhdes de toneladas
(ABIPECS, 2008).

No Brasil a cadeia produtiva de suinos é tdo moderna, quanto a dos paises
desenvolvidos e normalmente é coordenada pelas agroindustrias processadoras da
carne. Em geral, a producdo dos animais é realizada em pequenas propriedades, com
mao de obra familiar, sob a forma de integracdo ou de outro modo contratual, sendo que
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a empresa integradora produz a ragao, fornece assisténcia técnica aos criadores, abate
0S animais e industrializa a carne. A regido Sul originou e sedia os maiores grupos
empresariais e cooperativos brasileiros da suinocultura e responde por 72,5% (Santa
Catarina com 32,8%; Rio Grande do Sul com 21,6%; e Parana com 18%) dos abates sob
Inspegéo Federal. Minas Gerais, Sdo Paulo, Goids, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso
praticamente complementam a producao brasileira da carne suina. A produgédo é pouco
expressiva nas regides Norte e Nordeste, pois a escassez e consequente alto preco dos
insumos para a alimentacao tém limitado a expansao das atividades (TALLAMINI, 2005).

Esta ocorrendo uma expansao da atividade suinicola especialmente para a regiao
Centro Oeste, motivada pela abundante oferta de milho e soja e propriedades rurais de
maior tamanho, com boa topografia o que facilita a utilizacdo dos dejetos como fertilizante
do solo (TALLAMINI, 2005). A producao da carne suina, entre os anos de 2005 a 2006,
teve um maior aumento em Mato Grosso (3,92%), seguido de Goias (3,70%), entretanto,
Mato Grosso do Sul diminuiu em 5,34% sua producéao (ABIPECS, 2008).

O Estado de Mato Grosso tem expressivo potencial para expandir seu rebanho de
suinos, em virtude das seguintes caracteristicas: 27% da soja brasileira, 5% do milho,
baixa densidade por km? (0,8 suinos por km?), excelente nivel sanitario, boa oferta de
energia, infra-estrutura de transporte e logistica em consolidacdo, politica ambiental
exigente e bem fundamentada, conduzindo a sustentabilidade das operacdes. Isso
justifica o crescimento total do rebanho desde 1997 que era de 656.454 cabecas para
1.069.301 em 2005, tendo um aumento de 38,6% (ACRISMAT, 2008).

Apesar deste crescimento expressivo da atividade suinicola em Mato Grosso, 0s
desafios para manter e ao mesmo tempo evoluir a producao e produtividade sdo grandes.
Entre estes desafios, esta o controle das enfermidades. As principais doengas na
suinocultura sado as respiratérias, as entéricas e as neuroldgicas. A infeccdo causada por
Streptococcus suis (S. suis) é considerada um dos maiores problemas da suinocultura
mundial. Apesar da ocorréncia da doenca, geralmente ser em torno de 10%, as perdas
econOmicas sao bastante significativas, pois na auséncia de tratamento, as taxas de
mortalidade podem chegar a 20% (CLOUTIER et al., 2003), além disso, trata-se de uma
enfermidade considerada ocupacional (GOTTSCHALK et al., 2007). As maiores perdas
econOmicas ocorrem de forma direta por mortalidade, ou indireta porque animais jovens,
com baixo desempenho produtivo, apresentam baixa eficiéncia biolégica nas etapas de
crescimento e terminagao (MORES et al., 2003).
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O habitat natural do S. suis é o trato respiratério superior dos suinos, particularmente
as tonsilas e cavidade nasal, bem como os tratos genital e digestorio (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006). Estas infeccoes estao relacionadas a casos clinicos de
broncopneumonia, rinite, meningite, artrite, pericardite, miocardite, endocardite,
poliserosite fibrinosa e septicemia (PAGNANI et al.,, 2002; MARTINEZ et al., 2003;
SANTOS et al., 2003; BERTHELOT-HERAULT et al., 2005; COSTA et al., 2005). O mais
importante fator clinico associado a infeccdo por S. suis em suinos € a meningite
(HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

Além da importancia do microrganismo na industria de suinos, este possui
significancia em saude publica pelo seu carater zoondtico. S. suis pode causar meningite,
endocardite, septicemia e artrite em humanos e a maioria dos casos estéo relacionados a
pessoas que possuem contato com suinos, tais como, fazendeiros, veterinarios e
magarefes (MARTINEZ et al., 2003; MAROIS et al., 2004; COSTA et al., 2005).

1.2 Streptococcus suis
1.2.1 Caracteristicas gerais

Streptococcus sao bactérias gram-positivas, de forma cocbéide, anaerbbicas
facultativas (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000). As colbnias se agrupam linearmente ou
aos pares (QUINN et al., 2005). Através da técnica de coloracdo de Gram, as
caracteristicas da sua espessa parede celular de membrana simples determinam
coloracdo roxa (Gram-Positiva). Sdo catalase negativa e obtém energia mediante
fermentacdo (QUINN et al., 2005; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

A classificacdo dos Streptococcus também pode ser realizada por seu padrdo de
crescimento em agar sangue. A espécie alfa-hemolitica produz uma alfa-hemolisina que
reduz a hemoglobina (vermelha) a metamoglobina (verde); esta reducdo produz uma
zona esverdeada ao redor da coldnia. As espécies beta-hemoliticas produzem uma
hemolisina que forma uma zona de hemolise clara no agar sangue (QUINN et al., 2005).

Na década de 1950, na Inglaterra e Holanda, foram relatados, pela primeira vez,
casos de meningite e artrite em leitdes causados por Streptococcus. Em 1963, estes
foram classificados por Moor em dois grupos Lancefield: S e R. Em 1975 o organismo foi
classificado com pertencendo ao grupo D e a identificacdo de S e R foi substituida por
Streptococcus tipo | e I, respectivamente. Somente em 1987, o S. suis foi oficialmente
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descrito como uma nova espécie por Klipper-Balz e Schleifer, que mostraram ser uma
espécie geneticamente homogénea e diferente dos demais membros do grupo Lancefield
D (SANTOS et al., 2003, HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

Infeccbes causadas por S. suis sdo muito comuns em paises onde a industria da
carne suina é desenvolvida (PAGNANI et al., 2002; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).
S. suis é isolado em diversas espécies de mamiferos (CALDERARO et al.,, 2004),
incluindo humanos (MARIE, et al., 2002; TANG et al., 2006; GOTTSCHALK et al, 2007;
LUN et al., 2007; NGHIA et al., 2008; MA et al., 2008). O microrganismo ja foi encontrado
em outras espécies animais, como bovina, equina, ovina, caprina, bubalina, canina e
felina (DEVRIESE et al., 1992; BOSCO et al., 2000). Os psitacideos, canarios e patos,
também podem ser infectados (HIGGINS et al., 1997). Em 2007, no noroeste da
Alemanha, BAUMS et al. isolaram S. suis de 92% das 200 tonsilas testadas de porcos
selvagens, sendo estes considerados reservatérios do agente.

Apés a identificacdo do S. suis em 1987, ja foram reconhecidos 35 sorotipos (1 ao
34 e 2) (CALDERARO et al., 2004; MAROIS et al., 2004; BERTHELOT-HERAULT et al.,
2005; COSTA et al., 2005; LARA et al., 2007). Eles se diferenciam com base no tipo de
capsula presente, constituida geralmente de carboidratos (HIGGINS et al., 1992;
SEGURA e GOTTSCHALK, 2002).

A maioria dos isolados de S. suis obtidos em amostras oriundas de suinos enfermos
pertencem a um numero limitado de sorotipos, geralmente entre 0 1 e 0 8 (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006; GOTTSCHALK et al.,, 2007). Entretanto, o sorotipo 2 é o
predominante em muitos paises, e a sua distribuicdo pode variar dependendo da
localizacdo geografica e do periodo de tempo (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
GOTTSCHALK et al., 2007). A prevaléncia do sorotipo 2 em animais doentes do Canada
é relativamente baixa (25%) (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006), resultado semelhante
também ocorre na Espanha, com apenas 14,6%, sendo o sorotipo 9 (64,9%) o de maior
ocorréncia (VELA et al., 2005). Em contrapartida, na Franca, de 83 cepas de S. suis
pertencentes a suinos doentes e de 27 cepas de S. suis de animais sem sintomatologia,
54,5% e 44% foram positivos para S. suis sorotipo 2, respectivamente. Neste mesmo
trabalho, de 25 amostras isoladas de humanos, sendo 24 amostras clinicas, 96%
pertenciam ao sorotipo 2 (MARIE et al., 2002).

No Brasil, o sorotipo 2 também é o de maior prevaléncia. PAGNANI et al. (2002)
estudaram suinos doentes dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Parana e
concluiram que das 51 amostras isoladas, 30 pertenciam ao sorotipo 2 (50,8%), 11
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amostras (21%) ao sorotipo 3, sete amostras (13,7%) ao sorotipo 7, duas amostras
(3,9%) ao sorotipo 1 e uma amostra (1,9%) ao sorotipo 14. CALDERARO et al. (2004)
pesquisaram 133 amostras de S. suis de animais doentes provenientes dos Estados de
Sao Paulo, Santa Catarina, Parana, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Goids e Rio
Grande do Sul e dessas, todas foram caracterizadas como sorotipo 2 através da
sorotipagem tradicional e da reacédo em cadeia da polimerase (PCR). No ano de 2005, em
Minas Gerais, COSTA et al. realizaram a sorotipagem e avaliacdo de viruléncia em
camundongos com cepas de S. suis isoladas de suinos doentes e das 110 amostras
testadas, 42 (38,2%) eram sorotipo 2. Na regido de Botucatu-SP, foram coletados
“swabs” de tonsila de 331 suinos e desses, apenas 10,27% obtiveram positividade para o
sorotipo 2 (BOSCO et al., 2000). Em 2007, LARA et al. pesquisaram S. suis sorotipo 2 em
tonsilas de animais sadios, abatidos em matadouro localizado no oeste de Estado de
Santa Catarina, e obtiveram uma prevaléncia de 55,88% nos lotes estudados.

1.2.2 Epidemiologia da infeccao causada por S. suis sorotipo 2

A infeccao causada por S. suis sorotipo 2 ocorre com maior freqtiéncia em granjas
de producéo intensiva, com animais totalmente confinados, especialmente sob condi¢cdes
de alta densidade populacional (AMASS et al., 1997; BOSCO et al., 2000; SANTOS et al.,
2003). A enfermidade afeta animais jovens (BOSCO et al., 2000), porém, suinos de
qualquer idade podem ser afetados, mas geralmente a susceptibilidade diminui com o
aumento da idade (SANTOS et al., 2003). Os surtos ocorrem comumente em animais de
quatro a 12 semanas de idade (BOSCO et al., 2000), sendo o pico de infeccdo observado
geralmente na creche (em torno de seis semanas) (SANTOS et al., 2003).

Em condicdes a campo, sugere-se que S. suis sorotipo 2 seja transmitido via marra,
meio ambiente (alimentos, insetos) e/ou por contato direto (HIGGINS e GOTTSCHALK,
2006). Pode-se considerar também a propagacdo do agente através de aerossois
(BERTHELOT-HERAULT et al., 2001). Ainda, sugere-se que portadores humanos
possam introduzir o agente no rebanho (BOSCO et al., 2000).

A maior fonte de contaminacéo para enfermidade sao os proprios suinos portadores,
que albergam o agente nas tonsilas e, ocasionalmente, na mucosa nasal (BOSCO et al.,
2000; SWILDENS et al., 2005; LARA et al., 2007; LUN et al., 2007; MAROIS et al., 2008).

A infeccdo ocorre geralmente através de animais do rebanho reprodutivo. Os leitdes

tornam-se infectados durante o parto quando eles entram em contato e/ou deglutem a
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bactéria da secrecao vaginal da porca (AMASS et al., 1997). Ap6s a desmama, os leitdes
infectados transmitem o agente para os demais leitdes presentes (GOTTSCHALK e
SEGURA, 2000; CLOUTIER et al., 2003; SANTOS et al., 2003). Quando infectados, estes
animais podem permanecer portadores por até seis meses (BOSCO et al., 2000).

Altas taxas de infeccdo sdo atribuidas as mas condi¢cdes sanitarias, manejo
inadequado, baixa imunidade, doencas concomitantes, como a Sindrome Respiratoria e
Reprodutiva dos suinos, que pode aumentar a susceptibilidade dos suinos em relagéo ao
S. suis (BAUNS et al, 2007), entretanto os rebanhos brasileiros sdo livres desta
sindrome). Situacbes de estresse como superpopulacdo, ma-ventilacdo, mudanca brusca
de temperatura, mistura de lotes, movimentagdes e vacinagcdes também podem ser
responsaveis pelas taxas de infeccao (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000; SANTOS et al.,
2003).

S. suis sorotipo 2 sao resistentes a varias condigbes do meio ambiente. A bactéria
pode sobreviver por 10 minutos a 60°C, duas horas a 50°C e seis semanas em carcacgas
a 10°C. A 0°C, o organismo pode sobreviver por um més na poeira e por mais de trés
meses em fezes, enquanto a 25°C, ele sobrevive por 24 horas na poeira e por oito dias
nas fezes. Entretanto, o S. suis sorotipo 2 pode morrer facilmente em hipoclorito de sédio
5% (LUN et al., 2008).

1.2.3 Patogenia da infeccao causada por S. suis

A patogenia das infeccoes pelo S. suis sorotipo 2 ainda ndo é clara e o
conhecimento sobre os fatores de viruléncia envolvidos é limitado, porém existem alguns
fortes candidatos a este papel que sao os polissacarideos capsulares (CPS), as proteinas
relacionadas a viruléncia como a “muraminidase-released-protein” (MRP) e o fator
protéico extracelular (EF), a hemolisina (suilisina) e adesinas (GOTTSCHALK e SEGURA,
2000; CALDERARQO et al., 2004; BAUMS et al., 2007; GOTTSCHALK et al., 2007; LUN et
al., 2008).

A viruléncia varia entre as amostras de S. suis sorotipo 2, sendo que nem todos os
sorotipos e nem todos os isolados de um mesmo sorotipo causam doenca (SANTOS et
al., 2003; GOTTSCHALK et al., 2007;). Isto €, existe uma heterogeneidade genética entre
0s sorotipos e até mesmo entre amostras de um mesmo sorotipo, podendo encontrar
cepas virulentas, moderadamente virulentas e avirulentas (WISSELINK et al., 1999;
MARTINEZ et al., 2003; CALDERARQO et al., 2004; BAUMS et al., 2007).
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1.2.3.1 Fatores de Viruléncia

1.2.3.1.1 Capsulas polissacaridicas (CPS)

As CPS dos S. suis sorotipo 2 sdao compostos por cinco acucares: glicose,
galactose, N-acetilglicosamina, raminose e acido sialico (GOTTSCHALK e SEGURA,
2000). Sendo este, responsavel pela inibicdo da via alternativa do complemento e pela
propriedade anti-fagocitaria (SEGURA e GOTTSCHALK, 2002). A auséncia de CPS tem
relacdo com o aumento da hidrofobicidade e fagocitose, sugerindo sua importancia na
viruléncia (CHARLAND et al., 2000). Porém, estes polissacarideos sao encontrados tanto

em amostras virulentas quanto em avirulentas (GOTTSCHALK et al, 2007).

1.2.3.1.2 “Muraminidase-released-protein (MRP) e fator protéico extracelular (EF)

A MRP é uma proteina de 136kDa presente na capsula e a EF é uma proteina de
110kDa secretada pela bactéria (SMITH et al., 1996). Acredita-se que estas proteinas
ligam-se as fibronectinas impedindo a fagocitose (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006). Apesar da MRP e EF estarem associadas a doenca,
suas expressoes nao sao necessarias para que uma amostra seja virulenta (MARTINEZ
et al., 2003; CALDERARO et al., 2004; GOTTSCHALK et al., 2007). As cepas MRP
positiva e EF positiva s&o potencialmente mais virulentas que cepas negativas
(GOTTSCHALK e SEGURA, 2000; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

1.2.3.1.3 Suilisina

O S. suis produz uma hemolisina (suilisina) que parece ter um papel importante na
viruléncia. Esta proteina pertence a familia de toxinas conhecidas antigenicamente como
“colesterol-binding”, pois possui caracteristicas semelhantes a esta. Entretanto, o seu
modo de agdo ainda nao estd bem determinado (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
CALDERARO et al., 2004). Tem sido mostrado que a suilisina tem acao tdxica nao
apenas as células epiteliais e endoteliais, mas também a mondcitos e neutrofilos,
sugerindo evasao imune. Além disso, esta hemolisina afetaria a capacidade bactericida
dos neutréfilos (CHARLAND et al.,, 2000; LALONDE et al.,, 2000; SEGURA e



29

GOTTSCHALK, 2002). Esta toxina pode estar associada a cepas altamente virulentas,
porém, ha cepas nao virulentas que possuem suilisina (GOTTSCHALK et al., 2007)

1.2.3.1.4 Adesinas

Adesinas sao proteinas presentes na capsula do S. suis. Algumas amostras
possuem maior poder de aderéncia as células, o que pode ser importante para a fixacao
da bactéria no momento da colonizagcédo e posterior invasao dos tecidos (GOTTSCHALK
et al., 2007). Amostras avirulentas também possuem essas proteinas, indicando que por
si s6 ndo é suficiente para tornar uma amostra mais virulenta (GOTTSCHALK e
SEGURA, 2000).

1.2.3.2 Desenvolvimento de meningite associada a S. suis sorotipo 2

O mecanismo que permite a disseminacao do S. suis no suino ainda € desconhecido
(GOTTSCHALK et al., 2007). As tonsilas palatinas e faringeanas sao importantes portas
de entrada para S. suis, que se espalha pela nasofaringe, onde iniciam sua disseminacao
hematogena, resultando em septicemia e finalmente meningite (GOTTSCHALK e
SEGURA, 2000; MADSEN et al., 2002). Neste caso, a bactéria proveninente da corrente
circulatéria alcanca o sistema nervoso central (SNC) (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
GOTTSCHALK et al., 2007).

A primeira teoria a respeito da patogenia do desenvolvimento de meningite em
suinos seria de que as células mononucleares fagocitariam a bactéria e carreariam para
o SNC, articulagdes e cavidades serosas (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006)

De acordo com alguns estudos, observou-se que amostras de alta viruléncia
resistem a fagocitose e possuem alta capacidade de aderéncia a células. Além disto,
observou-se que o S. suis ndo possui a capacidade de lesar as células que compdéem a
barreira hematoencefélica (CHARLAND et al., 2000; GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
LALONDE et al.,, 2000; GOTTSCHALK et al., 2007). Sugere-se que 0 S. suis possa
invadir o SNC através das juncdes intercelulares da barreira hematoencefalica (VANIER
et al., 2004), devido a observacdo de que ocorre aderéncia a este tipo celular, mas a
bactéria ndo causa lesdao (CHARLAND et al., 2000; LALONDE et al., 2000; HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006).
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Outra hipbtese seria que ap6s a aderéncia as células da barreira hematoencefalica,
as bactérias possam secretar fatores toxicos os quais afetariam as células endoteliais.
Estes fatores aumentariam a permeabilidade da barreira hematoencefalica acarretando
edema cerebral, aumento da pressao intracraniana e bloqueio do fluxo sanglineo,
caracteristicos de meningite (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000). O processo inflamatorio
e a doenca poderiam ocorrer pela estimulacao da liberacédo de citocinas (GOTTSCHALK
e SEGURA, 2000; SEGURA et al., 2002; GOTTSCHALK et al., 2007).

1.2.4 Sinais clinicos e les6es microscopicas da infeccao causada pelo S. suis
sorotipo 2

Os quadros clinicos da infecgdo causada pelo S. suis sorotipo 2 nos suinos variam
de morte subita, meningite aguda severa, septicemia, endocardite, artrite e raramente
pneumonia. Em casos menos agudos, observa-se depressdo, rubor da pele, febre,
anorexia, sinais clinicos nervosos como ataxia, incoordenacdo, tremores, opistétono,
movimentos de pedalagem, paralisia, convulsdes e nistagmo (BOSCO et al., 2000;
SANTOS et al., 2003; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2005).

Alteragdes reprodutivas também podem ocorrer, uma vez que o agente foi isolado
de muco cervical, fetos abortados, leitdes vivos e mortos e de liquido amniético (AMASS
et al., 1997). Ha somente isolamento de S. suis sorotipo 2 de vesicula seminal, sugerindo
que a transmissao venérea do agente € incomum (ROBERTSON e BLACKMORE, 1989).

Lesdes microscopicas significativas sdo limitadas ao cérebro, pulmdes, coracdo e
articulagbes. As lesbes predominantes s&o meningite purulenta com hiperemia
meningeal, epicardite supurativa ou fibrinopurulenta e broncopneumonia supurativa
(HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006). Evidéncias de encefalite, edema e congestdo do
cérebro podem estar presentes (SANTOS et al., 2003; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

1.2.5 Diagnéstico da infeccao causada por S. suis

O diagnéstico presuntivo de S. suis se baseia nos sinais clinicos e lesdes
macroscopicas caracteristicas da infeccado (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006;
SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007).

As amostras para a realizacdo do diagndstico podem ser provenientes tanto de
animais enfermos quanto de clinicamente saudaveis (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).
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Para os doentes podem ser coletados “swabs” e/ou fragmentos de meninges, tonsilas,
articulacdes, coracao, cérebro e outros 6rgaos internos de suinos submetidos a necropsia
(MARTEL et al., 2001; MADSEN et al., 2002; MARIE et al., 2002; PAGNANI et al., 2002;
MARTINEZ et al., 2003; CALDERARO et al., 2004; MAROIS et al., 2004; COSTA et al.,
2005; VELA et al., 2005). Para os suinos portadores, devem ser coletados “swabs” e/ou
fragmentos de tonsila (MAROIS et al., 2004; SWILDENS et al., 2005; LARA et al., 2007),
pois & considerada a mais importante fonte de infeccado (HIGGINS e GOTTSCHALK,
2006; GOTTSCHALK et al., 2007; LARA et al., 2007; LUN et al., 2007; MAROIS et al.,
2007).

Geralmente, técnicas bacteriol6gicas sao rotineiramente utilizadas para a deteccao
do S. suis (MAROIS et al., 2004; GOTTSCHALK et al., 2007). A identificacdo do género
Streptococcus é feita a partir do seu isolamento (SANTOS et al., 2003). Em agar sangue
ovino 5%, as coldnias sao pequenas esverdeadas ou transparentes, levemente mucdides,
podendo apresentar a-hemolise ou B-hemdlise (QUINN et al., 2005).

Para a diferenciacdo de espécies e de sorotipos dentro da mesma espécie, podem
ser utilizados provas bioquimicas (QUINN et al., 2005) ou kits comerciais (GOTTSCHALK
et al., 2007). Os testes mais usados para a caracterizacao bioquimica dos S. suis sorotipo
2 sao catalase negativa, Voges-Proskauer (VP) negativo, amilase positiva e néao
crescimento em meio com 6,5% NaCl (SANTOS et al., 2003; QUINN et al., 2005).

A sorotipificacdo é outro método diagndstico para a classificacdo do S. suis sorotipo
2, sendo a coaglutinagcdo a técnica mais utilizada (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006;
GOTTSCHALK et al., 2007), na qual, o antigeno capsular ¢ identificado através da reacao
antigeno-anticorpo (SANTOS et al.,, 2003). Como a maioria dos S. suis isolados
pertencem aos sorotipos 1 a 8 e V2, tem-se utilizado apenas os anti-soros
correspondentes a esses sorotipos na rotina laboratorial (HIGGINS e GOTTSCHALK,
2006). Entretanto, deve-se ter cautela na utilizacao apenas destes anti-soros, pois muitos
animais podem albergar diversos sorotipos, inclusive 0s menos isolados e ainda sorotipos
atipicos podem estar presentes (GOTTSCHALK et al., 2007). MARTEL et al. (2001)
utilizaram a técnica de coaglutinacao para a sorotipificacdo de 89 amostras e, apesar de
ter encontrado os sorotipos 1, 2, 3, 5, 7 e 8, 26 isolados eram sorotipo 9, um era sorotipo
14, dois sorotipo 17, outros dois sorotipo 19 e um sorotipo 23. MARTINEZ et al (2002)
também utilizaram a mesma técnica e das 51 amostras analisadas, duas eram sorotipo 1,
30 sorotipo 2, 11 sorotipo 3, sete sorotipo 7 € uma sorotipo 14. Além disso, pode haver

reagdo cruzada da amostra com mais de um anti-soro utilizando a coaglutinagcdo. As mais
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importantes reac¢des cruzadas sdo o sorotipo 2 com 0s anti-soros contra os sorotipos 1 e
2 e 0 sorotipo 2 com anti-soro contra o sorotipo 14 (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000;
HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

O teste de ELISA (Enzime-linked Immunosorbent Assay) pode ser util em agilizar o
diagnéstico do agente ou de identificar rebanhos positivos (SANTOS et al., 2003). Porém,
este teste ndo diferencia animal infectado de portador (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).
MAROIS et al. (2004) utilizaram o teste de ELISA indireto, com extrato de proteina de S.
suis como antigeno, para monitorar a titulacdo dos anticorpos contra esta proteina e
detectaram o desenvolvimento de anticorpos humorais em suinos experimentalmente
infectados com S. suis sorotipo 2. Os suinos ndo infectados que tiveram contato com os
infectados apresentaram niveis moderados de anticorpos.

Técnicas histopatolégicas e imunoistoquimicas sdo importantes na elucidacdo da
patogenia da infeccdo, além de possibilitarem estudar o microrganismo inviavel ou
quando estao presentes apenas os debris bacterianos em tecidos (GOTTSCHALK et al.,
2007). MADSEN et al. (2002) selecionaram leitdes com menos de duas semanas de
idade que, na necropsia apresentavam lesdes macroscépicas de meningite, poliartrite,
poliserosite e endocardite e estavam livres de lesdes que indicassem outra doenca
especifica. O exame bacteriolégico revelou que, de 42 suinos estudados, sete
apresentavam infeccdo por S. suis sorotipo 7 e 21 por S. suis sorotipo 2. E destes
animais, foram amostrados 32 tecidos com lesdes e em todos havia inflamacdes
supurativas e fibrinopurulentas no cérebro e articulacoes, além de lesées exsudativas no
trato respiratério superior, edema pulmonar e otites interna e média purulentas. Dos 12
tecidos negativos no exame bacterioldgico, dois (17%) revelaram infeccdo por S. suis
sorotipo 2 pela técnica de imunoistoquimica. Com base na alta taxa de isolamento e
evidéncias imunoistoquimicas nas tonsilas palatinas e faringeanas, os autores concluiram
que estas regides poderiam ser consideradas importantes portas de entrada para a
infeccao espontanea por S. suis sorotipo 2.

Técnicas moleculares estdo sendo amplamente aplicadas em estudos para
esclarecer a epidemiologia, transmissao, bem como, eventuais propésitos de erradicacao
do S. suis sorotipo 2 (MAROIS et al., 2004; GOTTSCHALK et al., 2007). O método mais
convencional para a deteccdo dos sorotipos especificos e fenédtipos associados a
viruléncia do S. suis é através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WISSELINK et
al., 2002; GOTTSCHALK et al., 2007) Em 1998, RASMUSSEN e ANDRESEN
identificaram a regido conservada do gene codificante da subunidade 16S do ribossomo
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que poderia ser usada na detecgao de S. suis (GOTTSCHALK e SEGURA, 2002) e em
estudos epidemiolégicos (MAROIS et al., 2004). Técnicas de PCR, associadas ao
sequenciamento de genes capsulares sorotipos-especificos de S. suis, foram
desenvolvidas para a deteccdo especialmente dos sorotipos 2 € 2, 1 e 14 e 7 ¢ 9
(MAROIS et al., 2004; SMITH et al., 1996).

OKWUMABUA et al. (1999) desenvolveram técnica de PCR multiplo, baseado na
amplificacdo do gene que codifica a enzima glutamato desidrogenase do S. suis sorotipo
2, porém, esta é comum a todos os sorotipos de S. suis (OKWUMABUA et al., 2003).
Este método embora muito atrativo era aplicado apenas para detectar ou caracterizar S.
suis em culturas puras (MAROIS et al., 2004). Em 2004, MAROIS et al., desenvolveram
um PCR-multiplex, baseado em genes codificante da subunidade 16S do ribossomo para
a deteccdo de todos os sorotipos de S. suis, e a regido do gene cps2j mais
especificamente, para os sorotipos 2 e V.

MAROIS et al. (2004) compararam a técnica de PCR com isolamento bacteriano de
tonsilas de animais portadores e de outros 6rgaos de animais necropsiados, com ou sem
lesbes macroscopicas caracteristicas de S. suis sorotipo 2 e observaram que nédo houve
diferengas significativas. Entretanto, através de PCR, as 96 amostras puderam ser
analisadas simultaneamente em seis horas, enquanto o isolamento bacteriano requereu,
no minimo, quatro dias. Os autores concluiram que, na pratica, as desvantagens do
isolamento em relacdo ao PCR sao: deteccao de amostras multi-infectadas, a reducao do
tempo requerido e o0 aumento do numero de colbnias analisadas ao mesmo tempo

SWILDENS et al. (2005) compararam a sensibilidade e especificidade das técnicas
de PCR e isolamento bacteriano para S. suis sorotipo 2 de animais portadores com
histérico de EF positiva. O PCR apresentou maior sensibilidade, que o isolamento
quando se utilizaram amostras de tonsilas, entretanto a especificidade foi maior no
isolamento do que no PCR. Quando se utilizaram amostras de swabs de tonsilas para
PCR a sensibilidade e especificidade foram inferiores ao isolamento e PCR de tonsilas,
respectivamente.

Como ha variagdes de patogenicidade dentro de um mesmo sorotipo (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006; WISSELINK et al., 1999), tem se estudado a presenca dos genes
que codificam as proteinas EF (efp), MRP (mrp) e suilisina (sly) (GOTTSCHALK et al.,
2007). Em 2002, WISSELINK et al., observaram que cepas de S. suis sorotipo 2
produtoras de MRP e EF sao isoladas principalmente de suinos doentes, enquanto que

as cepas negativas para estes dois fatores sdo isoladas principalmente de animais
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sadios. Em 2004, CALDERARO et al., estudaram 133 amostras brasileiras, concluiram
que o gene mais freqlente foi o codificador MRP (80,5%), seguido pelo EF (72,2%),
suilisina (67%) e EF fracamente virulenta (20,3%), e sugeriram que a diversidade de
material genético introduzido no pais influenciou na disseminacado de amostras de S. suis
sorotipo 2 com diferentes perfis relativos a producao das proteinas.

Outra técnica molecular que pode revelar informacdes sobre a epidemiologia da
infeccdo de S. suis e sua rota de transmissao dentro da populacédo de suinos é através de
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (HAMPSON et al., 1993; MARTINEZ et
al., 2002). Em 2002, MARTINEZ et al. estudaram a diversidade de S. suis sorotipos 2 e 2
de tonsilas de suinos clinicamente saudaveis pertencentes a rebanhos com ou sem sinais
clinicos da doenca. Os isolados do sorotipo 2 apresentaram 90% de similaridade tanto no
rebanho de animais doentes quanto de animais sadios. Os isolados do sorotipo 2, no
entanto, apresentaram-se heterogéneos nas duas populagdes e quando comparados com
amostras clinicas ocorreu a formacdo de um pequeno agrupamento somente com a
populacdo de animais doentes. Isto sugere a presenca de uma variedade mais
patogénica no sorotipo 2.

O diagnéstico diferencial deve ser considerado, principalmente quando os suinos
sdo acometidos por encefalite nas fases de creche e inicio de recria. As principais
doencas que podem confundir devido a semelhanca dos sinais clinicos sdo: doenca do
edema e, ou encefalite por Haemophilus parasuis. (SANTOS et al., 2003; HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006).

1.2.6 Tratamento, controle e prevencao da infeccao causada por S. suis

A escolha do melhor agente antimicrobiano a infeccdo por S. suis deveria ser
baseada em varios critérios como a sensibilidade do organismo, o sorotipo responsavel
pela infeccao e o modo de administracdo (HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

A limitada utilizacdo de vacinas, torna os antimicrobianos uma importante opcao no
tratamento, prevencao e controle da infeccdo por S. suis (VELA et al., 2005). Contudo,
durante algumas décadas, o numero relativamente alto de amostras resistentes aos
antimicrobianos de maior aplicagdo tem sido descrito (BOSCO et al., 2000; MARTEL et
al., 2001; MARIE et al., 2002; VELA et al., 2005; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).
Entretanto, os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos tem como base apenas os



35

animais doentes, e raramente, tem-se estudado em animais clinicamente saudaveis
(MARIE et al., 2002).

A sensibilidade a antimicrobianos pode ser determinada através do método de
KIRBY-BAUER (1996) por difusdo em disco ou através da concentragao inibitéria minima
(HIGGINS e GOTTSCHALK), sendo o primeiro o mais utilizado (CANTIN et al., 1992;
MARTEL et al., 2001; MARIE et al., 2002; VELA et al., 2005) ja que podem ser testados
ao mesmo tempo varios tipos de antimicrobianos, em menor tempo com baixo custo
(MARTEL et al., 2001). Entre os antimicrobianos de maior potencial para o tratamento e
prevencao da infeccao causada por S. suis, podem ser utilizados os [-lactamicos,
aminoglicosideos e fluorquinolonas (MARIE et al., 2002; HIGGINS e GOTTSCHALK,
2006).

Diferengas nos niveis de resisténcia tém sido observadas nos diferentes paises e
entre os sorotipos (MARIE et al.,, 2002; VELA et al., 2005). VELA et al. (2005). Na
Espanha, estudaram a sensibilidade de diferentes antimicrobianos em 151 suinos
infectados com S. suis e observaram que as amostras foram mais sensiveis aos [-
lactamicos (penicilina, amoxacilina e ceftiofur), aminoglicosideos, enrofloxacina,
novobiocina e espectinomicina e mais de 87% das amostras foram resistentes a
tetraciclinas, sulfonamidas, macrolideos e clindamicina. As amostras do sorotipo 9 foram
significativamente mais resistentes que as do sorotipo 2. Em relagdo a tilosina e
clindamicina as amostras do sorotipo 9 apresentaram 94% de resisténcia para ambos
antibiéticos, enquanto as do sorotipo 2 apresentaram 77% de resisténcia para tilosina e
64% para clindamicina.

No Brasil, BOSCO et al. (2000) estudaram 331 suinos provenientes de nove
propriedades rurais da regido de Botucatu-SP e apenas os positivos para S. suis sorotipo
2 (31 amostras) foram submetidos ao antibiograma e concluiram que 92,86% das
amostras foram sensiveis ao cloranfenicol, cefalotina e oxacilina, 85,72% foram
sensiveis a ampicilina, 71,43% sensiveis a penicilina, 46,43% sensiveis a gentamicina e
apenas 7,14% das amostras foram sensiveis a tetraciclina e sulfazotrim.

A alta resisténcia a antimicrobianos poderia ser explicada pelo uso indiscriminado na
tentativa de debelar a infeccdo no rebanho (VELA et al., 2005; HIGGINS e
GOTTSCHALK, 2006), portanto o teste de sensibilidade as drogas deveria ser realizado
antes do estabelecimento do tratamento dos animais (BOSCO et al., 2000; SANTOS et
al., 2003; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006). Outro fator poderia estar relacionado a
presenga de plasmideos na bactéria, pois sdo nestes elementos genéticos méveis que se
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encontram a maioria dos genes mediadores de resisténcia (SEKIZAKI et al., 2004).
CANTIN et al. (1992) estudaram a sensibilidade a diferentes antimicrobianos e a
presenca de plasmideos nas 92 amostras de S. suis isoladas de animais e humanos
doentes provenientes de Quebec e oeste do Canada. Os autores observaram que todas
as amostras foram sensiveis a ampicilina, cefalotina, cloranfenicol e
trimetoprim+sulfametazol e foram resistentes a clindamicina, eritromicina, gentamicina,
neomicina, oxacilina, penicilina, estreptomicina, tetraciclina e sulfonamidas e que 60
amostras (65,21%) pertenciam ao sorotipo 2 e destas, 47 (78,33%) possuiam
plasmideos, sugerindo a presenca de amostras “epidémicas” na populacao de suinos.

A presengca da enzima (-lactamase nos S. suis explicariam a resisténcia desta
bactéria frente a penicilina, entretanto GOTTSCHALK et al. (1991) estudaram nove
amostras resistentes a este antibiético e as mesmas nao produziam a enzima, portanto,
ainda é obscuro o mecanismo de sua resisténcia.

A administracdo dos antimicrobianos pode ser realizado via parenteral
(SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2006) ou ainda adicionada a agua ou a racao como
medicacgdes estratégicas, em periodos com maior probabilidade de ocorréncia de surtos,
na tentativa de evitar o surgimento de novos casos no rebanho (SANTOS et al., 2003;
SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2006).

Fatores relacionados ao manejo que levam a um aumento de estresse devem ser
minimizados e o controle de outras doencas que podem agravar o quadro também deve
ser feito (SANTOS et al., 2003; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006; SOBESTIANSKY e
BARCELLQOS, 2006).

A imunoprofilaxia, com vacinas autbégenas, tem sido utilizada com freqiiéncia nos
rebanhos (HAESEBROUCK et al, 2004; HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006;
SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2006). As desvantagens deste método € que ainda nao
se conhece se esta € uma vacina eficaz e segura e ainda, como no mesmo rebanho
podem estar presentes mudltiplos sorotipos, a vacina nao seria capaz de conferir
imunidade aos animais (HAESEBROUCK et al., 2004). Em alguns paises, ja existem
vacinas comercialmente disponiveis, contendo o0s sorotipos mais prevalentes
(SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2006), porém no oeste da Europa ela ainda nao é
licenciada (HAESEBROUCK et al., 2004).
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1.2.7 Infeccao causada por S. suis em humanos

O carater zoonotico da enfermidade é um fator adicional para indicar a importancia
de estudos sobre S. suis, pois tém sido relatados varios casos de infecgdo humana
(GOTTSCHALK et al., 2007).

Desde a sua primeira descricdo na Dinamarca em 1968, quase 250 casos de
infeccdo por S. suis em humanos ja foram reportados (GOTTSCHALK et al., 2007).
Embora a doenca tenha sido considerada rara em humanos (HIGGINS e GOTTSCHALK,
2006), ela é tida como a terceira maior causa de meningite bacteriana em Hong Kong,
seguida de Streptococcus pneumoniae e Mycobacterium tuberculosis (MA et al., 2008).
Além da Dinamarca, ja foram relatadas infecgdes por S. suis na ltalia, Nova Zelandia,
Suica, Espanha, Reino Unido, Bélgica, Crodacia, Austria, Singapura, Taiwan, Japao,
China, Tailandia, Alemanha, Hungria, Franca, Grécia, Austrdlia e Argentina
(GOTTSCHALK et al., 2007). Entretanto, apenas dois casos foram reportados no Canada
(MICHAUD et al., 1996) e apenas um caso, mais recentemente, nos Estados Unidos
(WILLENBURG et al., 2006).

Muitos casos de infeccao por S. suis tém sido atribuidos ao sorotipo 2, seguido dos
sorotipos 4, 14 e 16. Apenas dois casos foram confirmados pelo sorotipo 1 (KOPIC et al.,
2002). Em 2001, foi reportado um caso fatal de um vietnamita infectado por S. suis
sorotipo 16 (NGHIA et al., 2008).

A infeccdo por S. suis nos seres humanos é mais frequentemente associada com
meningite purulenta, entretanto, tem sido reportado a manifestacdo de choque séptico
com faléncia multipla dos 6rgaos (SRISKANDAN e SLATER, 2006). Na forma aguda da
meningite, os sintomas incluem febre alta, dor de cabeca, calafrio, nausea, vbmito e
vertigem, seguido de perda de audicdo, ataxia, coma, petéquias, dores articulares,
paralisia periférica e facial, severa mialgia, equimose e rabdomidlise. Na forma aguda de
choque séptico, além da febre alta, dor de cabeca, nausea, vémito e vertigem, também
tem sido observado hipotensao, taquicardia, disfuncdo hepatica, hemorragia subcutanea,
coagulacdo intravascular disseminada, faléncia renal e sindrome respiratéria aguda.
(TANG et al., 2006; LUN et al., 2007; MA et al., 2008).

A principal via de contaminacao para o homem é a cutanea, principalmente por
lesbes da pele durante o trabalho com suinos, ou por instrumentos cortantes
(GOTTSCHALK et al., 2007). Em Hog Kong, de 205 pacientes infectados, 199 (97%)



38

tiveram contato direto com os suinos, e destes, 134 (67%) trabalhavam em abatedouros e
100 (50%) apresentavam lesao de pele (LUN et al., 2007).

O tratamento da infeccdo em humanos se baseia na antibioticoterapia
(GOTTSCHALK et al.,, 2007). Pacientes sao comumente tratados com penicilina G,
acompanhado de um ou mais antibidticos como ceftriaxona, gentamicina, cloranfenicol e
ampicilina (LUN et al., 2007). Vacinas contra S. suis ainda ndo existem para humanos
(HIGGINS e GOTTSCHALK, 2006).

Diversos aspectos da doenca permanecem obscuros, apesar de varios trabalhos,
COmO 0 risco sanitario para os suinos e para o homem que as cepas de S. suis sorotipo 2
oferecem, visto que, ha que se considerar a existéncia de variagdes de patogenicidade
dentro de um mesmo sorotipo, como demonstrado por WISSELINK et al. (2000).

O capitulo seguinte foi redigido na forma de artigo, seguindo as normas de
publicacao a revista Acta Scientiae Veterinariae. O capitulo foi intitulado “Prevaléncia e
perfil de sensibilidade antimicrobiana de Streptococcus suis sorotipo 2 de suinos
abatidos em frigorificos de Mato Grosso”.
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Prevaléncia e sensibilidade aos antimicrobianos de Streptococcus suis sorotipo 2 em
suinos abatidos em frigorificos de Mato Grosso
Prevalence and antimicrobial sensitivity profile of Streptococcus suis serotype 2 in
slaughter pigs of Mato Grosso
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RESUMO
Streptococcus suis sorotipo 2 é um dos mais importantes patégenos de suinos, onde traz
significativas perdas econdmicas em todo o mundo, além de ser um risco a satude publica. O
presente trabalho objetivou estudar a prevaléncia de Streptococcus suis sorotipo 2 em tonsilas
de suinos sadios em idade de abate e analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana das
amostras isoladas. Foram coletadas 116 tonsilas de suinos abatidos provenientes de seis
municipios de diferentes regides de Mato Grosso. As amostras foram submetidas ao
isolamento bacteriano e provas bioquimicas. Para a confirmacao da espécie e sorotipo, foram
realizadas as técnicas de PCR para os genes codificantes do 16S rRNA e capsular cps2j. O
perfil de sensibilidade as drogas antimicrobianas foi realizado pelo método de difusdo em
disco, testando-se os seguintes antibidticos: ampicilina, lincomicina, norfloxacina, penicilina
G, oxacilina e tetraciclina. Das 116 amostras analisadas, 17 foram positivas através do exame
bacterioldgico para o Streptococcus suis sorotipo 2, perfazendo uma prevaléncia de 14,65%.

Todas as amostras foram confirmadas através de PCR como sendo Streptococcus suis
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sorotipo 2. Dentre os antibidticos testados, a oxacilina e ampicilina foram os mais sensiveis,
enquanto a lincomicina tetraciclina, norfloxacina e penicilina G foram os mais resistentes.

Descritores: Streptococcus suis sorotipo 2, suino portador, resisténcia, Mato Grosso

ABSTRACT

Streptococcus suis serotype Il is an important swine pathogen that causes significant
economic looses worldwide and a public health concern. The aim of this study were analyze
Streptococcus suis serotype 2 prevalence in tonsils in swine slaughtered at Mato Grosso State
and the resistance profile in the isolates. One hundred and sixteen tonsil samples collected
from six municipies in different areas of Mato Grosso were surveyed. These samples were
submitted to bacterial isolation and posterior biochemical test. To confirm bacterial specie and
serotype, PCR were carried out to amplify ribosomal /65 gene and cps2j gene, respectively.
The resistance profile were performed based on diffusion agar against the antiobiotics
ampicillin, lincomycin, norfloxacin, penicillin, oxacillin, e tetracycline. 17 out of 116 samples
were positive to S. suis type Il resulting in a prevalence of 14,65%. All samples were confirm
at species and serotype level. In antibiotic profile, oxacillin and penicillin were the most
sensible and lincomycin, tetracycline, norfloxacin and penicillin the more resistant.

Key words: Streptococcus suis type 11, carrier pigs, resistance, Mato Grosso

INTRODUCAO
As infeccdes causadas por Streptococcus suis sdo um grande problema da suinocultura
mundial [16], principalmente onde a producdo da carne suina € tecnificada [14]. Apesar da
prevaléncia da doenca ter sido estimada em aproximadamente 10%, as perdas econdmicas sao
bastante significativas, pois além dos gastos com tratamento, as taxas de mortalidade podem

chegar a 20% [10]. Nos suinos, o agente estd associado a quadros clinicos de meningites,
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septicemias, polisserosites, artrites, endocardites, pneumonias € morte subita e infeccdes nos
seres humanos [13,22].

Atualmente, sdo reconhecidos 35 sorotipos (1 ao 34 e %2) [11,14,15], entretanto o
sorotipo 2 € o de maior prevaléncia em muitos paises [7,11,13], inclusive no Brasil,
principalmente nas regides sul e sudeste [4,8, 11,15].

A maior fonte de disseminacdo da doenca sdo os préprios suinos portadores, que
albergam o agente nas tonsilas e, ocasionalmente, na mucosa nasal [15, 19]. Quando
infectados, estes animais podem permanecer portadores por até seis meses [7].

Os antimicrobianos sdo importantes no tratamento, prevencao e controle da infec¢ao por
S. suis [25]. A resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados tem sido descrita de forma
crescente nas ultimas décadas. Os estudos a cerca da sensibilidade a antimicrobianos deste
microrganismo tem como foco apenas animais doentes, e raramente, tem se avaliado isolados
obtidos de animais clinicamente saudaveis [17].

Tendo em vista o aumento expressivo na criacdo de suinos no Estado de Mato Grosso
nos ultimos anos [2] este trabalho objetivou avaliar a prevaléncia de S. suis sorotipo 2 em

suinos abatidos neste Estado, bem como verificar o perfil de resisténcia antimicrobiana.

MATERIAIS E METODOS
Foram colhidas 116 amostras de tonsilas de suinos abatidos em trés frigorificos com
Servico de Inspecdo Federal, durante os periodos de junho de 2005 a junho de 2007, em seis
municipios de diferentes regides do Estado de Mato Grosso. Esta amostragem foi baseada no
programa EPI-Info 3.3.2 (2005) [12] considerando os seguintes parametros: nimero de
animais abatidos no Estado no ano de 2006 (800.000) [1], prevaléncia estimada de 10,27%
[7], precisdao absoluta de 9% e intervalo de confianca de 95%. As tonsilas, uma vez colhidas,

foram armazenadas individualmente em sacos plasticos, identificadas e encaminhadas em
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caixa isotérmica com gelo ao Laboratério de Microbiologia Veterindria para o processamento
bacterioldgico.

Ap6s a retirada do excesso de gordura, as amostras foram mergulhadas em dalcool,
rapidamente flambadas e maceradas com solugdo salina 0,85%. A suspensao foi inoculada em
agar sangue ovino 7% e agar sangue azida, incubadas a 37°C durante 24-48 horas. As coldnias
compativeis com Streptococcus spp. foram repicadas e submetidas a provas bioquimicas para
classificacdo, segundo QUINN (2005) [23].

Para confirmacdo da espécie e sorotipo foi realizada a técnica de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase). Resumidamente, as coldnias classificadas em S. suis sorotipo 2,
através do isolamento, foram cultivadas em caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) por 24
horas a 37°C . A extracdo do DNA gendmico foi realizada conforme protocolo descrito por
AUSUBEL (1999) [3] A reacao de PCR foi realizada utilizando os oligonucleotideos

iniciadores  especificos para os genes do RNA ribossomal 16S (Sense

5S’CAGTATTTACCGCATGGTAGATAT3’ e Antisense
5S’GTAAGATACCGTCAAGTGAGAA3Z’) e capsular (cps2)) (Sense
5S’GTTGAGTCCTTATACACCTGTT3’ e Antisense

5S’CAGAAAATTCATATTGTCCACC3’). A amplificacdo foi realizada conforme descri¢des
de MAROIS (2004). [18]. Como controle positivo foi utilizada amostra de DNA de
Streptocccus suis sorotipo 2, gentilmente cedida pela professora Dr’. Agueda Castagna de
Vargas (Laboratorio de Bacteriologia-Universidade Federal de Santa Maria).

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada através da eletroforese em gel de
Agarose 1.5%, corado com brometo de Etidio (10ug/mL) e analisados em transiluminador. O
marcador de massa molecular de 100pb.

O perfil de sensibilidade antimicrobiana foi realizado pelo método de KIRBY-BAUER

(1966) [13], testando-se as seguintes drogas antimicrobianas: ampicilina (AMP 10ug),
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lincomicina (LIN 02ug), norfloxacina (NOR 10ug), penicilina G (PEN 10ug), oxacilina (OXA
Olug) e tetraciclina (TET 30ug). Para determinar multi-resisténcia as drogas, foi utilizado o
critério de que o microrganismo deveria apresentar resisténcia a mais de duas classes dos

farmacos.

RESULTADOS

Das 116 amostras analisadas, 17 (14,65%) foram positivas para S. suis sorotipo 2,
através do isolamento bacterioldgico. Dentro dos municipios analisados, as porcentagens de
amostras positivas apresentaram uma variacdo de 17,24 a 33,33% do total de animais
estudados, conforme apresentado na Tabela 1. As amostras positivas pertenceram a trés
municipios (50%). Dentre as amostras isoladas, todas foram confirmadas com sendo S. suis
sorotipo 2 através das técnicas de PCR para o rRNA 16S e capsular 2 e Y2, conforme
observado na Figura 1.

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos estd sumarizado na Tabela 2. Observa-se
que todas as amostras foram resistentes a lincomicina, em contrapartida, a oxacilina
apresentou maior efici€ncia contra os isolados, sendo 56,25% das amostras sensiveis a este
antibidtico. Verificou-se também que houve resisténcia multipla aos antibidticos testados em

quatro cepas origindrias do mesmo municipio

DISCUSSAO
A deteccdo e identificacdo de S. suis sorotipo 2 em 14,65% dos suinos abatidos e em
50% dos municipios analisados sugere que este microrganismo estd presente no rebanho de
Mato Grosso. Contudo ao se analisar a distribuicdo dos animais portadores a prevaléncia nos
municipios observou-se uma variacao de 17,24% a 33,33%, pois metade deles foi negativa ao

isolamento. Condicdes sanitarias e de manejo adequadas, auséncia de doencas concomitantes
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e baixas condi¢des de estresse [BAUMS et al., 2007,4] para os suinos explicariam a auséncia
de S. suis sorotipo 2 em rebanhos de trés municipios.

Os resultados obtidos através de exame bacterioldgico de “swabs” tonsilares de suinos
na regido de Botucatu-SP concordam com este trabalho, pois, apesar dos autores terem
encontrado prevaléncia inferior (10,27%) [7], a ocorréncia de S. suis sorotipo 2 entre as
propriedades também oscilaram de 0 a 33,33%. No estado do Rio Grande do Sul, foi realizado
um estudo visando detectar animais portadores de S. suis sorotipo 2 em tonsilas, em 1995.
Neste estudo, analisou-se 239 tonsilas e observou-se 33,89% das amostras positivas ao
isolamento [4]. Em Santa Catarina, uma prevaléncia de 55,88% de lotes portadores foi
descrita [15]. Nestes rebanhos, a prevaléncia variou entre 10 a 70%, com média de 27,36%.
Esses indices sdo superiores aos encontrados em nosso estudo. Esta diferenca poderia ser
explicada pelo fato da regido sul ter uma suinocultura implantada hd mais tempo, onde os
portadores ja estariam inseridos no rebanho [4]. Outro fator seria o sistema de producdo em
ciclo completo predominante no Mato Grosso [2] que influenciaria no nivel sanitdrio do
rebanho.

A prevaléncia de animais portadores de S. suis sorotipo 2 no Estado de Mato Grosso
apresenta um nivel inferior (14,65%) quando comparado com estudos realizados em outros
paises [6,17,20,25]

Na Franca, em 2002, foram processadas 83 amostras de suinos doentes e 27 amostras de
clinicamente sauddveis e, através de exames bacterioldgicos e sorolégicos, observou-se que
dos isolados obtidos de animais clinicamente saudéveis, 44% pertenciam ao sorotipo 2 [17].
Em 1986, no Canad4, pesquisadores demonstraram a presenca do agente em 8,1% em 347
suinos amostrados [5]. Em 2005, na Holanda, pesquisadores selecionaram 300 tonsilas de
animais saudaveis e destas, 54 (18%) foram positivas para S. suis sorotipo 2 através da técnica

de PCR. [24].
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O perfil de sensibilidade de S. suis sorotipo 2 aos antimicrobianos avaliados no presente
estudo foi similar a diversos estudos que analisaram isolados clinicos. Na Espanha, 87% das
amostras testadas foram resistentes a tetraciclina e lincomicina, entretanto, 89% foram
sensiveis a penicilina G [25]. Na Franga, 100% das amostras testadas foram sensiveis a
penicilina G e apenas 19% e 30% das amostras foram sensiveis a tetraciclina e lincomicina,
respectivamente [17]. No oeste do Canad4, todas as amostras (clinicas e de portadores) foram
sensiveis a ampicilina. No mesmo estudo, todos os animais doentes e 87% de suinos
saudaveis foram resistentes a tetraciclina, 2% e 3% dos animais doentes foram resistentes a
oxacilina e penicilina, respectivamente, enquanto todos os animais saudaveis foram sensiveis
a estes antibidticos [20]. Os resultados destes trés paises diferem deste trabalho apenas em
relac@o a penicilina, pois em Mato Grosso, a sensibilidade do S. suis sorotipo 2 em relacdo a
este antimicrobiano foi de apenas 18,75%.

O perfil de sensibilidade encontrado neste estudo foi semelhante ao encontrado em outro
estado brasileiro. Em 2000, na regido de Botucatu-SP, 34 amostras de S. suis sorotipo 2 foram
testadas frente a diferentes antibidticos e destas, 92,86% foram sensiveis a oxacilina, 85,72%
a ampicilina, 7,14% a tetraciclina. Porém, diferentemente do presente estudo na maioria dos
isolados foi sensivel a penicilina G (71,43%) [8].

A reduzida sensibilidade dos isolados de S. suis sorotipo 2 aos agentes antimicrobianos
poderia ser explicada pelo uso intensivo destes farmacos na terapéutica e, ou profilaxia contra
a infeccdo [25]. Esta também seria a explicacdo para a resisténcia multipla em quatro isolados
oriundos do mesmo municipio. 9eram do mesmo rebanho??? Origem... seria interessante
verificar...). Portanto, € muito importante o monitoramento da sensibilidade antimicrobiana
antes do estabelecimento do tratamento nas propriedades. seria interessante comentar alguma
coisa que o conhecimento do perfil de sensibilidade ajuda a reduzir o volume de

antimicrobianos utilizados na producao animal, o qual € fundamental para reducio da selecdao
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de bactérias resistentes, prote¢cdo ao meio ambiente e a satde publica...referéncia sobre isto €
farta...particularmente na suinocultura, bovinocultura de corte e aqiiicultura...

A reduzida sensibilidade bacteriana as drogas antimicrobianas poderia estar relacionada
a presenca de plasmideos, onde se localizam os genes mediadores de resisténcia. No oeste do
Canad4, estudou-se o perfil de resisténcia a antibidticos e de plasmideos em 92 amostras de S.
suis e observaram que 60 (65,21%) pertenciam ao sorotipo 2 e destas, 47 (78,33%) possuiam
plasmideos, sugerindo a presenca de amostras “epidémicas” na populagdo de suinos [9].
Questionamento...como poderia ser comprovada a conexdao entre a resisténcia aos
antimicrobianos e os plasmideos. Da mesma forma seria interessante correlacionar na
discussdo a presencga de plasmideos e fatores de viruléncia dos isolados os quais tendem a ser
correlacionados...

A resisténcia da lincomicina pode ser mediada pela enzima conhecida como metilase
resistente a eritromicina codificada pelo gene ermB. Na Holanda, em 2001, foram isoladas 87
amostras de S. suis de suinos doentes. Destas, 87% foram resistentes a lincomicina pelo
método disco difusdo e todas foram positivas para pesquisa do gene ermB pela PCR [20]. A
presenca deste gene poderia explicar a elevada resisténcia desta droga frente as amostras de

Mato Grosso, porém estudos futuros sdo necessdrios para comprovar esta hipotese.

CONCLUSAO
Observou-se uma prevaléncia de 14,65% S. suis sorotipo 2 em portadores no Estado de
Mato Grosso.
A sensibilidade dos isolados foi maior a oxacilina e ampicilina € menor a lincomicina

tetraciclina, norfloxacina e penicilina G.
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Tabela 1: Isolamento de Streptococcus suis sorotipo 2 de suinos abatidos em frigorificos sob

Inspecdo Federal de Mato Grosso entre junho de 2005 a junho de 2007.

Amostras
Municipios Pos (%) Neg (%) Total (%)
A 10(17,24) 48(82,76) 58
B 0 16(100,00) 16
C 0 15(100,00) 15
D 0 2(100,00) 2
E 4(25,00) 12(75,00) 16
F 3(33,33) 6(66,66) 9
Total 17 (14,65) 99 (85,34) 116 (100,00)
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Tabela 2: Perfil de sensibilidade de S. suis sorotipo 2 isolados de animais abatidos em

frigorificos sob Inspecdo Federal de Mato Grosso entre junho de 2005 a junho de

2007.

Antimicrobiano Perfil (%)

R PS’ s?
Ampicilina 50,00 0 50,00
Lincomicina 100,0 0 0

0

Norfloxacina 75,00 6,25 18,75
Penicilina G 68,75 12,50 18,75
Oxacilina 4375 0 56,25
Tetraciclina 81,25 0 18,75

! Resistente; * Parcialmente sensivel e ~ Sensivel.
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Figura 1: PCR para o gene capsular cps2j de tonsilas de suinos abatidos em frigorificos de

Mato Grosso no periodo de junho de 2005 a junho de 2007.

564pb-

Legenda: M — marcador de massa molecular Lambda/Hind III;1 — controle negativo; 2:

controle positivo para o gene capsular cps2j; 3-10 — amostras de animais portadores.
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