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RESUMO

Efeito de diferentes condi¢Oes de conservacdo na sobrevivéncia de Staphylococcus hyicus

Autor: Karine Ludwig Takeuti
Orientador: Prof. David Emilio S. N. de Barcellos

Quatro tipos de meios de transporte comerciais (Amies, Amies com carvao, Cary Blair e
Stuart) e suabes sem meio foram avaliados quanto a capacidade de conservar S. hyicus por
10 dias de armazenamento sob duas temperaturas (ambiente [20-25°C] e refrigerada [4-
8°C]). Nao foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem o efeito da temperatura
e de meios de transporte na sobrevivéncia desta bactéria. Foi usado o Roll-Plate Method
para o teste, utilizando uma amostra padrdo de S. hyicus (ATCC 11249), de acordo com as
normas do NCCLS (2003). Durante o periodo de 10 dias, as amostras foram armazenadas
nas duas temperaturas e a seguir os suabes foram plaqueados em Agar Tween 80 com
contagem das colOnias a cada 24 horas. As amostras conservadas em todos 0s meios de
transporte apresentaram desempenho significativamente superior (P < 0,05) quando
mantidas em refrigeracdo. A conservacdo no Amies refrigerado foi superior a todos os
outros tipos de meios e suabes (P < 0,05). Na temperatura ambiente, 0 meio Amies e 0s
suabes mantidos sem meio de transporte foram similares (P > 0,05), sendo os melhores
nesta temperatura. Adicionalmente, o meio Amies refrigerado demonstrou alta performance
até nove dias de armazenamento e os suabes sem meio até trés dias. Coletivamente, a alta
performance em meio Amies refrigerado indicou ser este 0 mais adequado para o transporte
de amostras de S. hyicus. No entanto, devido a resisténcia a dessecacdo da bactéria e em
funcdo da praticidade e baixo custo, poderiam também ser indicados suabes sem meio de
transporte, mantidos na temperatura ambiente. Esta forma de envio seria viavel quando a
previséo de tempo para o transporte ao laboratério for menor que 48 horas, pois nesta forma
de conservacao houve sobrevivéncia adequada até 72 horas.

Palavras-chave: Suinos, Staphylococcus hyicus, suabes, meios de transporte.



ABSTRACT

Effect of different storage conditions for the survival of Staphylococcus hyicus

Author: Karine Ludwig Takeuti

Advisor: Prof. David Emilio S. N. de Barcellos

Four commercial transport media (Amies, Amies with charcoal, Cary Blair and Stuart) and
swabs without transport medium were assessed regarding their capacity to preserve S.
hyicus for periods of up to 10 days at two different temperatures (room temperature [20-
25°C] and refrigerated [4-8°C]). We did not find in the literature information on the effect
of temperature and transport media for the survival of this bacteria. The Roll-Plate Method
was used with a reference strain of S. hyicus (ATCC 11249), following recommendation of
NCCLS (2003). The samples were stored for 10 days in two temperatures and after that,
swabs were plated in Tween 80 Agar, counting bacterial colonies at each 24 hours.
Samples held in all transport media showed significantly better performance (P < 0.05) in
refrigeration. Storage in refrigeration in Amies medium performed better than all other
transport media and swabs (P < 0.05). In room temperature, Amies medium and swabs
without transport medium worked similarly (P > 0.05), and presented the bests results in
this temperature. Additionally, refrigerated Amies medium showed high performance for up
to nine storage days and swabs without transport medium for up to three days. Collectively,
the high performance in refrigerated Amies medium indicated that this is the most suitable
medium for shipping of S. hyicus. However, considering S. hyicus resistance to desiccation,
easiness of transportation and low cost, swabs without transport medium could also be
indicated, when stored at room temperature. This form of shipment could be viable when
the time predicted to transport to the laboratory would be smaller than 48 hours, since this
form of preservation showed survival for up to 72 hours.

Key words: Swine, Staphylococcus hyicus, swabs, transport media.
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1 INTRODUCAO

A Epidermite exsudativa (EE) é uma doenca da pele causada pelo coco Gram-
positivo Staphylococcus (S.) hyicus, que acomete com mais frequéncia leitdes de
maternidade ou recém-desmamados (HARGIS & GINN, 2007; FRANA, 2012). Para que a
doenca se desenvolva, é fundamental a producdo de toxinas esfoliativas, responsaveis por
induzir as lesdes da pele (ANDRESEN et al., 1993; TANABE et al., 1996; FRANA, 2012);
e que sdo produzidas por cepas virulentas de S. hyicus (TANABE et al., 1996; ANDRESEN
et al.,, 1997). No entanto, amostras virulentas podem estar presentes em suinos sadios
(PARK & KANG, 1986; WEGENER et al, 1993), sendo necessarios fatores
predisponentes para a ocorréncia de EE (TANABE et al.,, 1996; AARESTRUP &
WEGENER, 1997). A doenca € descrita mundialmente e sua frequéncia tem aumentado
devido a ocorréncia de doencas imunossupressoras e diversos manejos como: maior
densidade animal, desmame precoce, mistura de lotes de animais (ANDRESEN, 1998;
FRANA, 2012).

Considerando-se a idade dos animais afetados, distribuicdo das lesdes e sinais
clinicos, pode-se realizar o diagnéstico presuntivo de EE (DOSTER, 1995; NEUMANN et
al., 2009). No entanto, a confirmacdo deve ser realizada através de testes laboratoriais. Um
dos métodos mais utilizados é a coleta de amostras com suabes cutaneos para isolamento
bacterioldgico. Trata-se de uma amostragem rapida, economicamente viavel, ndo invasiva e
que pode ser aplicada em animais vivos, sem a necessidade de eutandsia (DUHAMEL et
al., 1992). O isolamento bacteriano depende diretamente da viabilidade das bactérias
presentes nas amostras, sendo que um fator critico para o sucesso do exame é o transporte
dos suabes, principalmente com relacdo a temperatura na qual s&o transportados e o tempo
de duracdo do transporte (PERRY, 2001; NCCLS, 2003; PERRY & MATTHEWS, 2003).
Normalmente, é recomendado o uso de meios de transporte para o acondicionamento de
suabes quando o tempo entre a coleta e 0 processamento da amostra for longo, a fim de
aumentar a taxa de viabilidade bacteriana (BARRY et al., 1972). Além disso, o
armazenamento de amostras em temperaturas baixas tem sido usado para aumentar a
sobrevivéncia bacteriana devido & reducdo da competicdo com outros microrganismos

presentes no material e diminui¢cdo do metabolismo (STUART, 1959). Diversos tipos de



10

suabes e meios de transporte estdo disponiveis, sendo necessario identificar se seus
componentes podem influenciar negativamente a sobrevivéncia dos patdgenos presentes
nas amostras.

O objetivo deste trabalho foi avaliar quatro tipos de meios de transporte comerciais
e a conservagdo em suabes sem meio quanto a capacidade de manter S. hyicus durante 10
dias de armazenamento sob duas temperaturas (ambiente [20-25°C] e refrigerada [4-8°C]).
N&do foram encontradas na literatura avaliacbes sobre a sobrevivéncia de S. hyicus em

suabes e meios de transporte comerciais.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Staphylococcus hyicus e Epidermite Exsudativa
2.1.1 Etiologia

S. hyicus foi inicialmente descrito por Sompolinsky (1953) como Micrococcus
hyicus e posteriormente classificado como pertencente ao género Staphylococcus sp. por
Baird-Parker em 1965. A bactéria é um coco Gram-positivo, com aproximadamente 1um
de didmetro, agrupado em forma de “cacho de uva” quando cultivado em meio sélido.
Porém, em meio liquido, formam cadeias menores, semelhantes aos estreptococos. E uma
bactéria aerébia ou anaerobia facultativa, imével, ndo forma esporos e é positiva para as
provas de catalase, fosfatase, lipase, hialuronidase e DNAse. E negativa para oxidase.
Possui atividade variavel no teste de coagulase em tubo, sendo que cerca de 25-50% dos
isolados sdo positivos (L’ECUYER, 1967, DEVRIESE, 1977; OLIVEIRA, 2012). Além
disso, S. hyicus possui a capacidade de fermentar lactose, glicose, manose e sacarose
(L’ECUYER & JERICHO, 1966; L’ECUYER, 1967; DEVRIESE, 1977).

S. hyicus multiplica-se em meios de cultivo comuns, como Agar sangue, formando,
apos incubacdo por 24 horas a 37 °C, colbnias circulares de coloragdo esbranquicada com
3-4 mm de didmetro, ndo hemoliticas em Agar sangue ovino, bovino ou suino (L'ECUYER,
1967; FRANA, 2012). Outras bactérias, como Proteus spp. e Pseudomonas spp., que
frequentemente invadem a pele de suinos com EE, podem crescer em Agar sangue

(DEVRIESE, 1977), sendo necessaria a diferenciacdo destas bactérias com S. hyicus.
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Colonias de S. hyicus podem ser diferenciadas em meio contendo polissorbato 80 (Tween
80), que evidencia a atividade lipolitica da bactéria devido a formacgdo de cristais,
permitindo o crescimento de coldnias esbranquicadas, pequenas e circundadas por um halo
opaco. O crescimento em meio Tween 80 ocorre entre 20-24 horas a 37°C (DEVRIESE,
1977; OLIVEIRA, 2012). S. hyicus pode também ser isolado no meio seletivo Agar sal
manitol, que inibe o crescimento de diversas bactérias e diferencia espécies de
estafilococos, através da sua capacidade em fermentar o manitol (OLIVEIRA, 2012;
TORTORA et al., 2012).

2.1.2 Patogenia

S. hyicus faz parte da microbiota da pele dos suinos (DEVRIESE, 1977;
DEVRIESE et al., 1985; TANABE et al., 1996) e também pode ser isolado da mucosa
nasal, conjuntiva, focinho, orelhas e vagina de animais saudaveis (HAJSIG et al., 1985;
WEGENER & SKOV-JENSEN, 1992).

A capacidade do S. hyicus de provocar lesGes esfoliativas estd relacionada a
clivagem da desmogleina 1 (dsgl), responsavel pela adesdo entre as células da epiderme.
Com a clivagem, ocorre a separa¢do dos queratindcitos da epiderme, resultando na
esfoliacdo da pele (FUDABA et al., 2005). Inicialmente, S. hyicus multiplica-se na
superficie da pele e entre os cornedcitos da epiderme, onde ha o desenvolvimento de
microcolonias bacterianas (L’ECUYER & JERICHO, 1966). Em uma segunda etapa,
ocorre inflamacdo, hiperplasia do extrato cdrneo, proliferagdo de neutrofilos e
espessamento da epiderme, que posteriormente sofre erosdo. O extrato germinativo se
desorganiza e 0 microrganismo penetra no interior da derme (FRANA, 2012).

As amostras de S. hyicus sdo divididas em virulentas (produzem toxinas
esfoliativas) ou avirulentas (ndo as produzem) (HUNTER et al., 1970; WEGENER et al.,
1993). A inoculacao de culturas puras de cepas virulentas de S. hyicus via subcutanea em
suinos SPF (Specific Pathogen Free) é capaz de causar EE, enquanto cepas avirulentas nao
causam lesdes (ANDRESEN et al., 1993; WEGENER et al., 1993), demonstrando que a
toxina é responsavel por induzir as lesdes na pele de suinos (TANABE et al., 1996;

ANDRESEN et al., 1997). Ambos os tipos de cepas podem estar presentes na pele de
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suinos sadios ou doentes (PARK & KANG, 1986; WEGENER et al., 1993). No entanto,
na pele de animais com EE, sdo encontradas com maior frequéncia cepas produtoras da
toxina esfoliativa (72 a 74%) do que as ndo produtoras da toxina (26 a 28%) (ANDRESEN,
1998; ANDRESEN, 1999).

As toxinas esfoliativas isoladas no Japdo (SATO et al.; 1991; TANABE et al., 1993;
SATO et al., 2000) foram denominadas SHET e classificadas em dois sorotipos (SHETA e
SHETB). Na Dinamarca, quatro sorotipos da toxina foram identificados: ExhA, ExhB,
ExhC e ExhD (WEGENER et al., 1993; ANDRESEN, 1998; AHRENS & ANDRESEN,
2004), sendo a ultima possivelmente menos patogénica que as demais (WEGENER et al.,
1993; ANDRESEN & AHRENS, 2004). Os isolados de S. hyicus podem expressar diversos
tipos de toxinas esfoliativas em um mesmo animal com EE (ANDRESEN, 1999;
ANDRESEN & AHRENS, 2004).

Andresen (1999) calculou uma probabilidade superior a 99% em se isolar uma cepa
produtora de pelo menos um tipo de toxina esfoliativa em amostras de suinos com EE. No
entanto, somente a presenca de cepas patogénicas ndo é suficiente para produzir a doenca.
Leitdes inoculados com cepas patogénicas podem ndo desenvolver sinais clinicos ou
apresentar sinais brandos (SHIMIZU et al., 1989; TANABE et al., 1996), indicando haver
outros fatores predisponentes envolvidos na patogenia da EE, como: presenca de porta de
entrada, através de lesGes cutaneas; fatores ambientais; presenca concomitante de outras
doencas; sistema imunoldgico deficiente (SATO et al., 1991; ANDRESEN et al., 1993;
WEGENER et al.,, 1993; ANDRESEN et al, 1997; HARGIS & GINN, 2007
BARCELLOS et al., 2012; FRANA, 2012).

2.1.3 Epidemiologia

O primeiro relato clinico de EE ocorreu hd mais de 170 anos (SPINOLA, 1842). A
doenca € descrita na maior parte dos paises onde a suinocultura esta presente e sua
frequéncia tem aumentado devido a diversos manejos como: maior densidade animal,
desmame precoce, mistura de lotes de animais e ocorréncia de doengas imunossupressoras
(ANDRESEN, 1998; FRANA, 2012).
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A EE pode acometer suinos em todas as idades, no entanto a doenca se desenvolve
com maior frequéncia em animais jovens (DEVRIESE, 1977; TANABE et al., 1996). As
idades mais acometidas sdo leitGes lactentes com aproximadamente 4-6 dias de idade e
desmamados, com 5-6 semanas de idade (FRANA, 2012). Jones (1956) sugeriu que a EE
ocorre em suinos mais jovens devido a susceptibilidade maior a toxina esfoliativa nestas
fases.

A doenca possui geralmente ocorréncia esporadica, com morbidade e mortalidade
variaveis, dependendo de condi¢Ges ambientais, presenca de infeccdes secundarias e da
adoc¢do ou ndo de tratamento precoce (BARCELLOS et al., 2012). Além destas condices,
a imunidade apresenta um papel importante para o estabelecimento da doenca (L’ECUYER
& ALEXANDER, 1969). Surtos na maternidade geralmente ocorrem em até uma semana
apos o parto (PIGLETTER, 1991) depois da introducdo de portadores em granjas onde 0s
animais ndo tenham imunidade. S&o mais frequentes na presenca de doencas
imunossupressoras ou em leitdes que nascem de fémeas ndo imunes, podendo acometer
100% das leitegadas e causar mortalidade de até 70% (FRANA, 2012). Os surtos,
geralmente, tendem a ser auto-limitantes com duracdo de 2-3 meses, podendo persistir ou
haver recidiva caso fémeas ndo imunes sejam introduzidas em planteis com animais
infectados. Surtos também podem ocorrer logo apds o desmame dos leitdes devido a
mistura de lotes e consequente contato de animais ndo imunes com leitegadas infectadas
(PIGLETTER, 1991; FRANA, 2012).

Entre as bactérias ndo esporuladas os estafilococos estdo entre as mais resistentes no
ambiente, mantendo-se vidveis em ambientes secos por 3-6 meses (WILSON & MILES,
1975). S. hyicus pode ser ainda encontrado em equinos, caninos, caprinos, bovinos e aves, e

estas espécies podem servir de fontes de infec¢do para os suinos (FRANA, 2012).

2.1.4 Sinais Clinicos

Existem duas formas de apresentacdo da EE: a generalizada, que é a mais comum,
afetando leitdes lactentes; e a localizada, que geralmente acomete suinos logo ap6s o
desmame, podendo com pouca frequéncia ocorrer em porcas e leitoas (BARCELLOS et al.,
2012; FRANA, 2012).
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A forma generalizada da EE caracteriza-se inicialmente por apatia, diarreia e
escurecimento na coloracdo da pele. Com a evolucdo da doenca, desenvolvem-se vesiculas
na face, area lateral ao tronco, abdémen e parte interna dos membros posteriores. As
vesiculas podem se romper, resultando em exsudacdo, hiperemia e formacgéo de crostas. A
presenca de exsudato favorece o crescimento bacteriano e a aderéncia de pé e sujidades na
pele, dando aos animais um aspecto oleoso e de coloracao escurecida, além de odor ran¢oso
(DOSTER, 1995; WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999; BARCELLOS et al., 2012). A
manifestacdo da forma generalizada da EE apresenta variacdo individual, ja que ndo ocorre
da mesma forma, intensidade e extensédo em todos os leitdes (SMITH et al., 1990). Na
maternidade, a cada leitegada acometida, sdo observados de um a dois leitbes com sinais
clinicos de EE e a fémea raramente adoece (WEGENER & SKOV-JENSEN, 1999).

A forma localizada da EE ocorre geralmente em leitbes na fase de creche e se
caracteriza pela presenca de lesdes cutaneas circunscritas com crostas geralmente na regiéo
dorsal e lateral do pescoco e regido caudal da orelha (WEGENER & SKOV-JENSEN,
1999; HARGIS & GINN, 2007; BARCELLOS et al., 2012).

2.1.5 Diagnostico

O diagnostico presuntivo de EE pode ser feito com facilidade quando considerados
aspectos como: idade dos animais acometidos; distribuicdo e progressdo das lesdes, e sinais
clinicos (DOSTER, 1995; NEUMANN et al., 2009). A auséncia de febre e prurido, a
presenca de crostas, do aspecto gorduroso da pele e do odor ran¢oso sdo muito sugestivos
de EE (MOTTA et al., 2011). Para a confirmacgdo do diagndstico devem ser realizados
exames laboratoriais, principalmente através de testes bacterioldgicos e histopatologia.

S. hyicus pode ser isolado de lesGes de pele, linfonodos superficiais, figado, bago e
rins (FRANA, 2012). Para melhorar a chance de sucesso no diagnostico, deve-se evitar a
coleta de material de animais tratados com antimicrobianos ou quando as lesdes forem
leves (FRANA, 2012). A forma de coleta de amostras para analise laboratorial geralmente
consiste de suabes de pele. E uma amostragem simples e eficiente, mas deve ser
considerado que amostras assim coletadas podem estar contaminadas por outros agentes

presentes na pele dos suinos (DOSTER, 1995). Por isto, para melhorar a chance do
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iIsolamento de S. hyicus em amostras muito contaminadas, recomenda-se utilizar meios
diferenciais, como o Tween 80. Para a classificacdo definitiva das bactérias isoladas, devem
ser realizados testes bioquimicos. O isolamento de S. hyicus ndo permite a diferenciacéo
entre cepas virulentas ou avirulentas, portanto, na presenca de sinais clinicos e lesdes
tipicos de EE, todos os tipos de S. hyicus isolados devem ser considerados potencialmente
virulentos (MOTTA et al.,, 2011). A determinacdo da viruléncia do S. hyicus deve ser
realizada pela deteccdo das toxinas esfoliativas, presentes em isolados patogénicos.
Andresen (1998) e Andresen (1999) utilizaram o Elisa e o Imunoblot para a deteccdo de
toxinas esfoliativas. Uma metodologia mais recente foi desenvolvida por Andresen &
Ahrens (2004), que detectou simultaneamente quatro toxinas esfoliativas através do PCR
Multiplex.

O diagndéstico diferencial da EE deve incluir doencgas cutaneas como: pitiriase rosea,
deficiéncia de zinco ou de biotina, lesGes causadas por brigas entre leitbes, variola suina e

sarna e a forma de dermatite e nefropatia causada pelo PCV2 (FRANA, 2012).

2.2 Conservacao de amostras para o exame bacterioldgico

O isolamento bacteriano depende diretamente da viabilidade das bactérias nas
amostras, que pode ser comprometida com mas condi¢cdes de transporte (PERRY, 2001;
NCCLS, 2003; PERRY & MATTHEWS, 2003). Por esse motivo, a conservacdo de
amostras é fundamental na recuperacao bacteriana e no sucesso do diagnostico laboratorial
(MILLER et al., 2003).

Entre as formas de melhorar a viabilidade das amostras de materiais coletados para
exame bacterioldgico entre a coleta e a chegada ao laboratério, tem sido usadas diferentes
formas de conservacgédo, como resfriamento e utilizacdo de meios de transporte, que serdo

revisadas a seguir.

2.2.1 Utilizacdo de resfriamento para conservagao de amostras para isolamento bacteriano

A temperatura de armazenamento e o tempo de duracdo entre a coleta e 0

processamento do material sdo fatores que podem interferir na recuperacdo de bactérias
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patogénicas (PERRY, 2001; NCCLS, 2003; PERRY & MATTHEWS, 2003). Nem sempre
é possivel o envio de amostras ao laboratdrio rapidamente, o que pode determinar longos
periodos de tempo (superiores a 48 horas) entre a coleta e o inicio do processamento e pode
inviabilizar a utilizacdo das amostras clinicas (STUART, 1959; DUHAMEL et al., 1992;
PERRY, 2001). No Brasil, devido a grande extensdo territorial e diferencas climaticas
regionais, esses fatores tendem a ser muito importantes, demandando cuidados rigorosos
para o transporte de materiais biologicos (SILBERT et al., 2004). E relevante, também,
considerar a programacao de envio do material para exame, evitando, por exemplo, as
remessas nas sextas-feiras. Ao enviar neste dia, as chances do material ficar sem
processamento e sem cuidados de conservagdo no fim de semana s&o muito grandes
(SOBESTIANSKY et al., 2005). Em qualquer situacdo, o envio deve ser comunicado por
telefone ou e-mail e informada a necessidade ou nao de retirada do material em aeroporto,
correios ou rodoviéria.

O armazenamento de amostras em temperaturas baixas tem sido utilizado para
prolongar a sobrevivéncia de bactérias devido a diminuicdo do metabolismo bacteriano e
reducdo da competicdo com outros microrganismos gque possam estar presentes no material
(STUART, 1959; SOBESTIANSKY et al., 2005), j& que poucos patdgenos sdo capazes de
crescer em baixas temperaturas (TORTORA et al., 2012). A maioria dos estudos comparam
a performance dos meios de transporte quando as amostras sdo armazenadas em
temperatura ambiente (20-25°C) e refrigeradas (4-8°C), que no geral demonstram melhor
desempenho. Por isso, a remessa em temperatura ambiente ndo € recomendada (ROSS,
1977; ARBIQUE et al.,, 2000; PERRY, 2001; ARBIQUE et al.,, 2003; THOMSON &
MILLER, 2003). Ross & Lough (1978) observaram que amostras que contém coliformes,
como Escherichia coli, mantidas a temperatura ambiente, apresentaram crescimento
excessivo (cerca de cinco vezes maior do que em amostras refrigeradas), inviabilizando a
contagem bacteriana. Perry & Matthews (2003) e Silbert et al. (2004) observaram que
amostras conservadas em baixas temperaturas controlaram o crescimento bacteriano
excessivo, sendo possivel obter melhores taxas de sobrevivéncia de bactérias fastidiosas
quando as amostras foram acondicionadas em suabes refrigerados. No entanto, Miller et al.

(2003) observaram que 0 armazenamento de amostras em refrigeracdo tem efeito
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antibacteriano para alguns tipos de bactérias fastidiosas, como Neisseria (N.) gonorrhoeae,

N. meningitidis e Haemophilus influenzae, que ndo toleram baixas temperaturas.

2.2.2 Utilizacdo de meios de transporte para conservacdo de amostras para isolamento

bacteriano

A utilizacdo de suabes para amostragens clinicas € um método réapido, eficaz e
economicamente viavel para o diagnostico de infeccbes causadas por diversos
microrganismos, tanto em humanos guanto em animais. Permite também a amostragem em
animais vivos, ndo havendo necessidade de eutandsia, 0 que representa uma grande
praticidade para o envio de amostras (DUHAMEL et al., 1992). Os primeiros suabes foram
elaborados por Councilman (1893), a fim de desenvolver um método que permitisse a
coleta de amostras de pacientes com suspeita de difteria. Atualmente, os suabes comerciais
sdo compostos basicamente de (ASTM, 2002):

(1) meio de transporte, que pode estar ausente, ser liquido ou semi-sélido e tem a
finalidade de preservar a integridade dos microrganismos durante 0 armazenamento da
amostra entre a coleta e o processamento laboratorial. Geralmente o meio de transporte
contém substancias incapazes de promover a multiplicacdo de microrganismos, mas que
garantem sua sobrevivéncia;

(2) dispositivo de coleta, que consiste em uma haste de plastico contendo em uma
das extremidades um material composto por uma fibra absorvente, como algoddo, poliéster
sintético, rayon (viscose) e poliuretano;

(3) tubo onde o suabe ficara armazenado, que tem a finalidade de conservar 0 meio
de transporte e proteger a amostra durante o transporte.

Meios de transporte foram adicionados aos suabes inicialmente por Moffett et al.
(1948) com o objetivo de facilitar a coleta de amostras, reduzir custos e, principalmente,
garantir o0 sucesso na conservacao de microrganismos. O principio do seu uso estava em
desacelerar os processos de crescimento e morte bacteriana e impedir o crescimento
excessivo de microrganismos comensais eventualmente presentes nas amostras (BARRY et
al.,, 1972; BARBER et al., 1998; ISIBOR & AMADI, 2010). Os suabes com meio de

transporte sdo amplamente utilizados e apresentam vantagens em relacdo aos suabes sem
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meio (DUHAMEL et al., 1992). A razdo para tal seria a garantia de uma maior taxa de
sobrevivéncia bacteriana, aumentando a chance de sucesso no isolamento de patégenos
desejaveis, ja que diversas bactérias sdo incapazes de sobreviver por longos periodos em
suabes (BARRY et al., 1972).

Perry (1997) encontrou melhores taxas de sobrevivéncia bacteriana em suabes com
meio de transporte, atingindo taxas de recuperacdo de 12 a 92% para bactérias anaerdbias e
13 a 76% para aerobias ap6s 24 horas de armazenamento. Por outro lado, quando as
amostras foram armazenadas em suabes sem meio de transporte apresentaram taxas de <1%
a 2% para bactérias aerdbias e 0% a 36% para anaerdbias. Barry et al. (1972) observaram
que tanto bactérias aerdbias quanto anaerébias apresentaram quedas significativas de
sobrevivéncia apds poucas horas de armazenamento em suabes sem meio de transporte. No
entanto, quando as mesmas bactérias foram armazenadas em suabes com meio de
transporte, a recuperagdo bacteriana foi maior. Suabes sem meio de transporte séo
recomendados apenas para amostras a serem processadas logo apos a coleta. Para amostras
armazenadas por periodos longos, deve-se utilizar um meio de transporte para manter a
viabilidade bacteriana (MANDLER & SFONDRINI, 1977).

Embora os meios de transporte fornecam condicGes para aumentar a viabilidade
bacteriana por periodo maiores, as amostras devem ser processadas 0 mais rapido possivel,
evitando armazenamentos por periodos excessivamente longos (BARRY et al., 1972;
ISIBOR & AMADI, 2010).

Os meios de transporte devem ser facilmente manipuldveis pelos laboratérios,
apresentar precos acessiveis e ter aplicabilidade ampla (STUART, 1959). Devem também
evitar o crescimento de microrganismos apatogénicos e, no entanto, devem manter a
viabilidade dos agentes causadores da doenca a ser diagnosticada (DUHAMEL et al.,
1992). Além disso, para que um meio de transporte seja eficiente na recuperagéo de agentes
patogénicos, necessita conter baixa concentracdo de nutrientes e pH proximo a
neutralidade, pois a maioria das bactérias cresce melhor nessa faixa (CARY & BLAIR,
1964; TORTORA et al., 2012). A queda do pH é uma importante causa de mortalidade
bacteriana durante o transporte (TORTORA et al., 2012). Por esse motivo, 0s meios de
transporte devem possuir baixo potencial fermentativo e devem incluir tampdes em suas

formulagbes, como o glicerofosfato de sodio (STUART, 1959) ou fosfato inorganico
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(CARY & BLAIR, 1964), para impedir a acidificacdo do meio e a consequente morte
bacteriana (DUHAMEL et al., 1992).

As amostras clinicas devem ser coletadas em meios de transporte capazes de manter
a viabilidade dos microrganismos presentes nas amostras (NCCLS, 2003). Dessa forma, a
escolha do meio de transporte é fundamental para preservar a viabilidade dos patégenos.
Alguns componentes do meio podem ser prejudiciais para determinados microrganismos.
Além disso, o préprio material absorvente utilizado no suabe pode ser prejudicial, como o
algoddo, que possui acidos graxos insaturados que podem ser toxicos a determinados
microrganismos, causando sua morte (RUBBO & BENJAMIN, 1951; ELLNER &
ELLNER, 1966). No entanto, outros trabalhos (COLLEE et al., 1974; ROSS, 1977)
sugerem que o algoddo ndo tenha componentes toxicos. Acredita-se que a quantidade de
bactérias absorvidas por suabes de algoddo seja menor e que parte dos microrganismos
fiquem retidos no algodéo, diminuindo a quantidade de bactérias depositadas nas placas de
cultivo. Os suabes de algoddo foram substituidos por outros materiais, como poliéster
sintético, viscose e poliuretano, ou meios de transporte sem nutrientes foram adicionados
aos suabes de algoddo para prolongar a sobrevivéncia bacteriana (ELLNER & ELLNER,
1966; BARBER et al., 1998).

O Agar presente nos meios de transporte permite a reducio da dispersdo bacteriana
no meio. Deve ser firme para suportar a agitacdo durante o transporte e, a0 mesmo tempo,
flexivel, para evitar que se quebre no momento em que o suabe € introduzido ou retirado
(STUART, 1959). Nas quantidades em que sdo encontrados nos meios comerciais, ajudam
a manter um ambiente Umido e anaerdbio, favorecendo a sobrevivéncia bacteriana
(DUHAMEL et al., 1992; HINDIYEH et al., 2001). Na auséncia de umidade, a maioria das
bactérias sofre eventos celulares irreversiveis, que podem acarretar em morte, como
desnaturacdo proteica, ruptura de membrana e perda de compostos citoplasmaticos
(POTTS, 2001).

A oxidacdo é uma importante causa de morte bacteriana durante o transporte
(STUART, 1959). O tioglicolato de sodio foi selecionado para retardar este processo por
ser o melhor agente redutor em meios de transporte (STUART, 1959; DUHAMEL et al.,
1992). Agentes redutores combinam com as moléculas de oxigénio livres, auxiliando a
manter um ambiente anaerébio (DUHAMEL et al., 1992).
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Alguns sais presentes nos meios, como cloreto de célcio, cloreto de sodio e cloreto
de magnésio, mantém as bactérias permeaveis aos nutrientes, contribuindo para a sua
sobrevivéncia (BRIDSON, 1998). Por outro lado, a quantidade reduzida de nutrientes nos
meios pode inibir o crescimento de bactérias comensais na amostra, evitando acidificacao

excessiva do meio e impedindo a inibigdo competitiva (ISIBOR & AMADI, 2010).

2.2.2.1 Meio de transporte Stuart

O meio Stuart comercial (Tabela 1) consiste em uma modificacdo do meio proposto
originalmente por Moffett et al. (1948) e Stuart et al. (1954), formulados para a
conservacao de bactérias fastidiosas. A baixa concentracdo de nutrientes no meio garante a
sobrevivéncia bacteriana (STUART, 1959). No entanto, a presenca do glicerofosfato de
sodio, que pode ser metabolizado por bactérias intestinais e outras Gram-negativas que
possuem glicerofosfato desidrogenases especificas - como Escherichia coli, Citrobacter
freundii e Klebsiella aerogenes (CROOKES & STUART, 1959), pode favorecer o
crescimento excessivo destas, prejudicando a amostra a ser analisada (BRIDSON, 1998). O
azul de metileno age como um indicador de oxidacdo, apresentando coloragdo azul na

presenca de oxigénio no meio (STUART, 1959).

Tabela 1 - Composicdo do meio de transporte comercial Stuart.

Componentes g/L em &gua destilada
Glicerofosfato de sodio 10,0
Tioglicolato de sodio 0,5
Hidrocloreto de L-cisteina 0,5
Cloreto de célcio 0,1
Azul de metileno 0,001
Agar 5,0

pH 7,4 £0,2

Adaptado de Bridson (1998)
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2.2.2.2 Meio de transporte Cary Blair

O meio Cary Blair (Tabela 2) consiste em uma modificacdo do meio Stuart e é
utilizado preferencialmente para a conservacdo de bactérias Gram-negativas e anaerobias,
como Salmonella sp. e Shigella sp e para amostras intestinais e fecais. O meio previne o
crescimento excessivo de bactérias, principalmente as que possuem glicerofosfato
desidrogenases especificas (CROOKES & STUART, 1959). Isso se da pela substituicao do
glicerofosfato de sodio, presente no meio Stuart, por fosfatos inorganicos como agentes
tampéo (CARY & BLAIR,1964; BRIDSON, 1998).

Tabela 2 - Composi¢do do meio de transporte comercial Cary Blair.

Componentes g/L em &gua destilada
Hidrogenofosfato Dissddico 1,1
Tioglicolato de sodio 1,5
Cloreto de sadio 5,0
Cloreto de célcio 0,09
Agar 5,6

pH 8,4 + 0,2

Adaptado de Bridson (1998)

2.2.2.3 Meio de transporte Amies

O meio de transporte Amies (1967) (Tabela 3) foi desenvolvido a partir de uma
modificagdo do meio Stuart (STUART et al., 1954; STUART, 1959), substituindo-se o
glicerofosfato de sddio, presente no meio Stuart, por um tampéao inorganico (fosfato), assim
como procedeu Cary & Blair (1964). O célcio e 0 magnésio foram adicionados ao meio
com o intuito de aumentar a sobrevivéncia bacteriana através do controle osmotico e do

fornecimento de eletrélitos para os microrganismos.
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Tabela 3 - Composigdo do meio de transporte comercial Amies.

Componentes g/L em agua destilada
Hidrogenofosfato Dissodico 1,15
Dihidrogénio fosfato de potéssio 0,2
Tioglicolato de sodio 1,0
Cloreto de sadio 3,0
Cloreto de potéassio 0,2
Cloreto de célcio 0,1
Cloreto de magnésio 0,1
Agar 4,0

pH7,2+0,2

Adaptado de Bridson (1998)

2.2.2.4 Meio de transporte Amies com carvao

O meio de transporte Amies com carvao (Tabela 4) possui 0s mesmos componentes
que o Amies, com a adicdo do carvao. A importancia do carvdo em meios de transporte
ainda ndo foi esclarecida, entretanto, sugere-se que ele seja capaz de absorver inibidores e
residuos bacterianos (como toxinas) que podem se acumular no meio durante o
armazenamento (STUART et al., 1954; KELLOG et al., 1976). A presenca do carvédo
poderia permitir a sobrevivéncia de bactérias patogénicas por um periodo mais longo
(BRIDSON, 1998). Stuart (1959) ja tinha observado este beneficio na sobrevivéncia de N.
gonorrhoeae, no entanto, como o carvéo altera a coloragdo do meio, ndo foi bem aceito na
medicina humana. No entanto, o carvdo apresenta certa toxicidade as bactérias Gram-
positivas (MANDLER & SFONDRINI, 1977), sendo aconselhavel a sua utilizacdo para a

conservacao de bactérias Gram-negativas.
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Tabela 4 - Composigdo do meio de transporte comercial Amies com carvéo.

Componentes g/L em agua destilada
Carvao 10,0
Hidrogenofosfato Dissddico 1,15
Dihidrogénio fosfato de potéssio 0,2
Tioglicolato de sodio 1,0
Cloreto de sadio 3,0
Cloreto de potéassio 0,2
Cloreto de célcio 0,1
Cloreto de magnésio 0,1
Agar 4,0

pH7,2+0,2

Adaptado de Bridson (1998)

2.3 Controle de qualidade de suabes e meios de transporte comerciais

Sabendo-se que determinados componentes dos meios de transporte ou materiais
presentes em suabes podem influenciar negativamente a viabilidade de microrganismos nas
amostras, foram desenvolvidos métodos para o controle de qualidade de suabes e meios de
transporte (M40-P-Quality Control of Microbiological Transport Systems: Proposed
Standard), elaborados pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), em 2003.

O documento M40-P propde dois protocolos (Método Quantitativo - Swab Elution
Method e Método Qualitativo - Roll-Plate Method) que apresentam metodologias e
resultados semelhantes (SILBERT et al., 2004) e foram estabelecidos de acordo com
diversos trabalhos publicados. Através dessas metodologias € possivel avaliar a viabilidade
de microrganismos por tempos determinados e temperaturas diferentes.

A metodologia sugere que os testes de controle de qualidade sejam realizados em
triplicata, ou seja, trés suabes de cada tipo devem ser testados por periodo de armazenagem,
temperatura e diluicdo do inéculo. Além disso, € proposta a utilizacdo de amostras padrao

do American Type Culture Collection (ATCC). No entanto, a analise de amostras ATCC
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ndo é indicada para testes de controle de qualidade de suabes e meios de transporte para
bactérias que atuem em sinergismo na patogenia da doenga com outros microrganismos
comensais, como Brachyspira hyodysenteriae, por exemplo (DUHAMEL et al., 1992).
Além disso, a auséncia de materiais bioldgicos nestas amostras, como: proteina, muco,
exsudato e outros microrganismos competidores, encontrados em amostras clinicas, pode
prejudicar a recuperacdo do patdgeno desejado. A presenca de exsudato mucopurulento ou
sanguinolento na amostra pode conferir protecdo aos microrganismos patogénicos da
dessecacdo e do ar (PERRY, 1997; BARBER et al., 1998; NCCLS, 2003).

A sobrevivéncia dos microrganismos em suabes e meios de transporte deve ser
observada ap6s o armazenamento das amostras em duas faixas de temperatura: ambiental
(20-25°C) e refrigerada (4-8°C), que correspondem as temperaturas onde permanecem a
maioria das amostras clinicas apés as coletas (NCCLS, 2003).

A concentracdo bacteriana utilizada no in6culo varia conforme o tipo de bactéria,
sendo divididas em trés categorias: aerObias e anaerdbias facultativas; anaerdbias;
fastidiosas. A concentracdo dos inoculos utilizados nos testes ndo € determinada com o
intuito de refletirem a concentracdo de bactérias em amostras clinicas. A escolha da
concentracdo é realizada para permitir a avaliacdo precisa do desempenho dos suabes e
meios de transporte (NCCLS, 2003). A quantidade do indculo absorvida depende do tipo de
material do suabe. Suabes feitos de rayon ou poliéster sintético podem absorver 100uL
(PERRY, 1997), enquanto que o poliuretano consegue absorver aproximadamente 50uL do
indculo. Sabendo-se disso, quando utilizados suabes de poliuretano, dilui-se o inéculo a
1:5, enquanto para os outros tipos de suabes € utilizada a diluicdo 1:10 (NCCLS, 2003).

Durante a execucdo das técnicas, placas que apresentam > 300 UFC ndo sdo
contabilizadas (GREENBERG et al., 1992). Para os célculos das taxas de sobrevivéncia
bacteriana € selecionada a diluicdo que apresenta contagens bacterianas mais proximas a
300 colbnias na hora zero. Os percentuais de recuperagdo bacteriana para cada tipo de
suabe e meio de transporte, temperatura e tempo de armazenamento sdo calculados
considerando-se 100% os obtidos na HO (NCCLS, 2003).
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2.3.1 Método Quantitativo (Swab Elution Method)

Este método permite uma avaliagdo quantitativa da habilidade de meios de
transporte em manter a viabilidade de microrganismos (NCCLS, 2003). O fluxograma da
técnica esta representado na Figura 1.

O indculo bacteriano inicial deve apresentar a concentragdo inicial de 1,5x10°
UFC/mL (equivalente a escala 0,5 de McFarland). Em seguida, é diluido em solucéo salina
0,85% (pH 6,8 a 7,2) até que seja obtida a concentragdo de 1,5x10" UFC/mL. Incuba-se
100uL em pocos de placas de microtitulagdo, onde os suabes s&o inseridos por 10 segundos
para absorcdo do material. Em seguida, sdo armazenados nos tubos com ou sem meio de
transporte e mantidos em temperaturas especificas (ambiente e refrigerada) por
determinados periodos de tempo. Os suabes que correspondem a hora zero (HO) séo
removidos imediatamente dos tubos para processamento. Apds 0 armazenamento, Sa0
imersos em 1mL de solucdo salina 0,85% e homogeneizados em vdrtex por 15 segundos
para que o inéculo inicial seja diluido até a obtencdo de diluicdes: 107, 102, 1073, 10, 10°
e 10°. Ao final 100pL de cada diluicdo sdo plagueados em duplicata (Figura 1). Todo o
processo, desde a preparacdo do indculo, acondicionamento nos tubos com o respectivo
meio de transporte e 0 armazenamento (refrigerado ou ambiente) ndo deve ultrapassar 20
minutos para garantir que ndo haja reducdo de bactérias vidveis, especialmente anaerdbias
fastidiosas (NCCLS, 2003).
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Inéculo inicial ~ 1,5x108 UFC/mL ——s  Dilui¢do 1:10 ~ 1,5x107 UFC/mL

Suabes submersos em 100 pL por 10 segundos
Suabes armazenados nos tubos de transporte
Suabes imersos em 1 mL de solugio salina 0,85%
Suabes homogeneizados em vortex por 15 segundos

Diluigdes seriadas

o N

[T 100pL [T100pL [ 100pL |7 100uL T[] 200pL T[]
~ 1098 ~103 ~10* ~103 ~102 ~10!

~ N ~ o ~

1mL 900 uL. 900 pL 900 ul 900 pL 900 pL

100 pL de cada diluigio plaqueados em duplicata

Figura 1 - Fluxograma do Método Quantitativo (Swab Elution Method).
Adaptado de NCCLS (2003)

2.3.2 Método Qualitativo (Roll-Plate Method)

Na rotina laboratorial, geralmente o método Roll-Plate é o mais utilizado para
plagueamento de suabes em meios de cultivo. No entanto, ndo se trata de um método
quantitativo, mas de uma aproximacao semi-quantitativa (NCCLS, 2003).

Alguns estudos observaram uma menor eficacia na recuperacdo de bactérias
fastidiosas apds inoculagdo através do Roll-Plate Method quando comparado ao método
guantitativo (PERRY & MATTHEWS, 2003). No entanto, Arbique et al. (2003) nao
encontraram diferengas estatisticamente significativas entre os resultados obtidos nos dois
métodos. O método qualitativo (Roll-Plate Method) é menos trabalhoso e economicamente
acessivel quando comparado ao método quantitativo (ARBIQUE et al., 2003). Além disso,
é 0 que mais se aproxima do que é realizado com amostras provenientes de casos clinicos,
pois considera variaveis mecanicas envolvidas no processo de plaqueamento das amostras
(ARBIQUE et al., 2003; NCCLS, 2003).
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O fluxograma do método estd representado na Figura 2. O inbéculo deve ser
preparado em solucéo salina 0,85% (pH 6,8-7,2) a uma concentragdo de 1,5x10® UFC/mL,
que equivale a escala 0,5 de McFarland. A partir do in6culo inicial, devem ser realizadas
quatro diluicdes (107, 102 103, 10™), para que ao final sejam obtidas concentracdes
bacterianas de 1,5x10° UFC/mL a 1,5x10* UFC/mL, sendo que as trés concentracdes
menores sdo utilizadas. Incuba-se 100pL de cada concentragcdo em placas de microdiluicdo
para posterior imersdo dos suabes por 10 segundos para absorcdo do indculo. Em seguida,
sdo armazenados nos tubos com ou sem meio de transporte e mantidos em temperaturas
especificas (ambiente e refrigerada) por determinados periodos de tempo.

O plaqueamento das amostras é realizado através do contato de toda a superficie do
suabe em todo o Agar. O procedimento deve ser repetido mais duas vezes, apos a rotacio
da placa em 60° a cada semeadura. As bordas do Agar devem ser evitadas. Ap6s 15
minutos do plagueamento, deve-se incubar as placas na temperatura e tempo de
armazenamento desejadas (NCCLS, 2003). Todo o procedimento ndo deve exceder 20
minutos para ndo ocorrer perda na viabilidade do indculo antes do armazenamento dos
suabes nas temperaturas desejadas.

Este teste € realizado em ftriplicata, ou seja, para cada diluicdo, tempo de
armazenamento e temperatura sao utilizados trés suabes. Para o calculo de UFC por tipo de
suabe/meio de transporte a cada dia e temperatura é feita uma média com os trés valores
obtidos.



Inéculo inicial ~ 1,5x108 UFC/mL

Dilui¢des seriadas ~ 1,5x107 UFC/mL - 1,5x10* UFC/mL
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1mL 900 ul. 900 pL I 900 L 900 L

Suabes submersos em 100 pL. por 10 segundos

Suabes armazenados nos tubos de transporte

Plaqueamento em trés planos

Figura 2 - Fluxograma do Método Qualitativo (Roll-Plate Method).

Adaptado de NCCLS (2003)
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3 ARTIGO

“EFEITO DE DIFERENTES CONDICOES DE CONSERVAQAO NA
SOBREVIVENCIA DE Staphylococcus hyicus”

Abstract

Four commercial transport media (Amies, Amies with charcoal, Cary Blair and Stuart) and
swabs without transport medium were assessed regarding their capacity to preserve S.
hyicus for periods of up to 10 days at two different temperatures (room temperature [20-
25°C] and refrigerated [4-8°C]). We did not find in the literature information on the effect
of temperature and transport media for the survival of this bacteria. The Roll-Plate Method
was used with a reference strain of S. hyicus (ATCC 11249), following recommendation of
NCCLS (2003). The samples were stored for 10 days in two temperatures and after that,
swabs were plated in Tween 80 Agar, counting bacterial colonies at each 24 hours.
Samples held in all transport media showed significantly better performance (P < (0.05) in
refrigeration. Storage in refrigeration in Amies medium performed better than all other
transport media and swabs (P < 0.05). In room temperature, Amies medium and swabs
without transport medium worked similarly (P > 0.05), and presented the bests results in
this temperature. Additionally, refrigerated Amies medium showed high performance for up
to nine storage days and swabs without transport medium for up to three days. Collectively,
the high performance in refrigerated Amies medium indicated that this is the most suitable
medium for shipping of S. hyicus. However, considering S. hyicus resistance to desiccation,
easiness of transportation and low cost, swabs without transport medium could also be
indicated, when stored at room temperature. This form of shipment could be viable when
the time predicted to transport to the laboratory would be smaller than 48 hours, since this
form of preservation showed survival for up to 72 hours.

Key words: Swine, Staphylococcus hyicus, swabs, transport media.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil
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INTRODUCAO

A Epidermite exsudativa (EE) é uma doenca de pele causada pelo coco Gram-
positivo Staphylococcus (S.) hyicus. A EE acomete suinos de diversas idades, sendo mais
frequente em leitdes de maternidade ou recém-desmamados (FRANA, 2012). Os sinais
clinicos e lesbes geralmente sdo tipicos (DOSTER, 1995), mas podem ocorrer variagdes e,
por isso, recomenda-se a confirmacéo do diagndstico pelo isolamento bacterioldgico apds a
coleta de suabes, principalmente de lesdes de pele (WEGENER, 1992; FRANA, 2012).
Esta € uma forma de amostragem répida, economicamente vidvel, ndo invasiva e que pode
ser aplicada em animais vivos, sem a necessidade de eutanasia (DUHAMEL et al., 1992).

O exame bacterioldgico depende diretamente da viabilidade das bactérias nas
amostras, que pode ser afetada pelo transporte dos suabes, principalmente com relacdo a
temperatura na qual sdo transportados e o tempo de duragéo do transporte (PERRY, 2001;
NCCLS, 2003; PERRY & MATTHEWS, 2003), ja que algumas bactérias sdo incapazes de
sobreviver em suabes apos longos periodos de armazenamento (BARRY et al., 1972).
Normalmente € recomendado o armazenamento de amostras em temperaturas baixas e a
utilizacdo de meios de transporte para o acondicionamento de suabes quando o tempo entre
a coleta e o processamento da amostra for longo (BARRY et al., 1972), a fim de aumentar a
sobrevivéncia bacteriana (STUART, 1959).

Diversos tipos de suabes e meios de transporte estdo disponiveis comercialmente,
mas ndo existem avaliagBes sobre a sobrevivéncia de S. hyicus em suabes e meios de
transporte comerciais. O objetivo deste trabalho foi avaliar quatro tipos de meios de
transporte comerciais e a conservagdo em suabes sem meio quanto a capacidade de manter
S. hyicus durante 10 dias de armazenamento sob duas temperaturas diferentes (ambiente
[20-25°C] e refrigerada [4-8°C]).
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MATERIAL E METODOS

O meétodo usado para a comparacdo dos meios de transporte e suabes foi 0 Método
Qualitativo (Roll-Plate Method), recomendado pelo NCCLS (2003), pois considera
variaveis mecéanicas envolvidas no processo de plaqueamento das amostras, aproximando-
se do que é realizado com amostras provenientes de casos clinicos (ARBIQUE et al., 2003;
NCCLS, 2003). Resumidamente consta de:

Amostragem: para a preparacdo de culturas puras foi utilizada uma amostra de S.
hyicus ATCC (American Type Culture Collection) 11249.

Formas de conservacdo: foram utilizados meios de transporte e suabes
frequentemente utilizados na conservacdo de amostras clinicas. Dessa forma, cinco formas
de conservacao foram avaliadas:

(1) Meio de transporte Amies. Suabe feito com haste de plastico, com uma das
extremidades envolvida por fibras de rayon (viscose), Cral-Plast®;

(2) Meio de transporte Amies com carvao. Suabe feito com haste de plastico e uma
das extremidades envolvida por fibras de rayon (viscose), Cral-Plast®;

(3) Meio de transporte Stuart. Suabe feito com haste de plastico e extremidade
envolta por algodéo, Labor Import®;

(4) Meio de transporte Cary Blair. Suabe feito com haste de plastico, com uma das
extremidades envolvida por fibras de rayon (viscose), Cral-Plast®;

(5) Suabe sem meio de transporte. Feito com haste de plastico e extremidade
envolta por algodéo, Labor Import®.

Todos os meios e suabes foram utilizados seguindo as recomendacbes dos
fabricantes.

Inoculo: foram selecionadas trés a quatro coldnias de S. hyicus ATCC 11249 e
inoculadas em caldo Miller Hinton para incubacédo a 36°C em estufa em média por duas
horas, até que o indculo atingisse a turbidez correspondente a escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5x10®8 UFC/mL). Quando necessario, foram realizados ajustes na
turbidez do caldo com solucdo salina estéril 0,85%.

Meétodo Qualitativo (Roll-Plate Method): a partir do inéculo, quatro diluigdes
foram preparadas em solucdo salina 0,85%: 1:10 (1,5x10° UFC/mL), 1:100 (1,5x10°
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UFC/mL), 1:1.000 (1,5x10° UFC/mL) e 1:10.000 (1,5x10* UFC/mL). Os suabes foram
submersos nos pogos das placas de microtitulagcdo, que continham 100 pL de trés das
quatro dilui¢cdes (107?, 10 e 10™), onde foram mantidos por 10 segundos para a absorgao
das dilui¢cbes do inoculo pela extremidade absorvente. Em seguida, os suabes foram
acondicionados nos tubos e armazenados a temperatura ambiente (20-25°C) e refrigerados
(4-8°C) por até 10 dias. Os suabes correspondentes a hora zero foram imediatamente
removidos dos tubos e plaqueados em Agar Tween 80 (NCCLS, 2003). Para cada tipo de
meio de transporte (5), tempos de armazenamento (10), temperaturas (2) e diluicBes (3)
foram utilizadas trés repeticdes (suabes), totalizando 900 suabes.

Decorrido o tempo de armazenamento, os suabes foram semeados em trés planos,
girando-se as placas a 60° a cada semeadura, rotando 0s suabes para que todas as
superficies da extremidade absorvente entrassem em contato de forma uniforme com a
superficie da placa do meio de cultivo (Tween 80). A seguir foram incubadas a 37°C por 20
horas. Ap6s o periodo de incubacdo, a cada 24 horas, foram contadas as unidades
formadoras de colénia (UFC) desde a hora zero até 10 dias de armazenamento. As placas
que apresentaram > 300 ndo foram usadas para a contagem (GREENBERG et al., 1992).

Para os calculos das taxas de sobrevivéncia de S. hyicus foi escolhida a diluicdo 10™
(1,5x10* UFC/mL), pois esta apresentou contagens bacterianas mais préximas a 300
colbnias na hora zero. Os percentuais de recuperacdo de S. hyicus para cada tipo de suabe e
meio de transporte, temperatura e tempo de armazenamento foram calculados
considerando-se 100% os obtidos na hora zero (NCCLS, 2003). Para fins de discussao dos
resultados, estipulou-se que taxas de recuperacdo bacteriana superiores a 50% fossem
consideradas altas e valores inferiores a 50% representassem baixa viabilidade.

Analise Estatistica: para avaliar o desempenho de cada tipo de meio de transporte,
nas diferentes temperaturas de conservagdo, foram comparados os percentuais médios de
recuperacao da bactéria ao longo do periodo de armazenamento, com 0 uso de um teste ndo
paramétrico (Teste de Kruskal-Wallis) no programa SAS (Statistical Analysis System,
2005). O mesmo teste foi utilizado para comparar as duas temperaturas de armazenamento,
dentro de cada meio de transporte. Diferencas foram consideradas significativas com o
valor de P <0,05.
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RESULTADOS

Os resultados das taxas de sobrevivéncia (recuperacdo), nos diferentes meios de
transporte ao longo dos dias e nas duas temperaturas, estdo apresentados na Figura 1. Nas
amostras conservadas em suabes sem meio de transporte, em temperatura ambiente, as
taxas de sobrevivéncia foram préximas de 70% nos dois primeiros dias. Foram observadas
quedas sucessivas ao longo do armazenamento, alcancando <20% a partir do oitavo dia.
Nas amostras sem meio de transporte, em refrigeracdo, a taxa de sobrevivéncia variou de
43,0 a 31,7%, do primeiro ao quarto dia, com queda para <20% a partir do quinto dia.

Com o meio Amies, taxa de sobrevivéncia de S. hyicus superior a 100% foi
observada nos primeiros dois dias em temperatura ambiente, além de altas taxas de
sobrevivéncia ainda no quinto e sexto dias de armazenamento (53,5% e 67,2%
respectivamente). Em sete dos 10 dias de armazenamento em refrigeragdo foi observada
recuperacdo acima de 100%, com queda para 76,1% e 30,4% no nono e décimo dias,
respectivamente.

Ocorreu intensa queda na taxa de sobrevivéncia de S. hyicus nas primeiras 24 horas
de armazenamento em temperatura ambiente (25,4%) com o meio de transporte Amies com
carvao; nos demais dias de armazenamento a taxa permaneceu abaixo de 20%. Em
refrigeragéo, foi observada sobrevivéncia que variou de 71,4 a 76,7%, nos trés primeiros
dias de armazenamento. Do quarto ao sétimo dia, a taxa esteve proxima de 40% e, nos
ultimos trés dias de armazenamento, caiu para valores abaixo de 30%.

Para 0 meio de transporte Cary Blair, em temperatura ambiente, a taxa de
sobrevivéncia de S. hyicus esteve abaixo de 10% em todos os dias de armazenamento. Nas
amostras refrigeradas, as taxas de recuperacdo foram instaveis, sobretudo nos primeiros
cinco dias armazenamento, com valores variando de 7,2% a 60,0%. Nos demais dias de
armazenamento, os valores estiveram proximos ou abaixo de 20%.

A taxa de sobrevivéncia no meio de transporte Stuart foi de 43,8% apds 24 horas de
armazenamento em temperatura ambiente, tendo reduzido para 12,5% e 1,5% no segundo e
terceiro dia de armazenamento; a partir do quarto dia de armazenamento ndo foi mais

possivel isolar S. hyicus. A sobrevivéncia das amostras refrigeradas foi bastante estavel ao
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longo do armazenamento com variagdo de 24,6 a 42,6%; em seis dos dez dias de
armazenamento os valores foram proximos de 30%.

As amostras mantidas em refrigeracdo apresentaram maior taxa de recuperagao (P <
0,05) do que as amostras mantidas em temperatura ambiente (Figura 2), em todos 0s meios
de transporte, mas ndo nos suabes sem meio de transporte (P > 0,05). Na comparagédo
efetuada nas amostras mantidas em temperatura ambiente, houve diferenca (P < 0,05) entre
todos os suabes com meio de transporte, sendo o melhor resultado observado com Amies e
0 pior com Stuart. O suabe sem meio de transporte apresentou desempenho semelhante (P >
0,05) aos meios Amies e Amies-Carvdo. Nas amostras refrigeradas, o0 meio Amies foi
superior a todos os outros tipos de suabes (P < 0,05). O segundo melhor meio foi 0 Amies
com carvdo. O meio Cary Blair teve resultado semelhante (P > 0,05) ao meio Stuart e ao

suabe sem meio de transporte.
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Temperatura ambiente

B Sem Meio [ Amies [OAmies-Carvdo M Cary Blair R Stuart

Taxa de sobrevivéncia (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de armazenamento

Temperatura de refrigera¢ao

B Sem Meio EAmies [OAmies-Carvdo M CaryBlair B Stuart
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(o]
o

4 5 6 7

Dias de armazenamento

Figura 1 - Taxas de sobrevivéncia de S. hyicus obtidas em cinco tipos de suabes e meios de

transporte a cada dia de armazenamento, apds manutencdo em temperatura ambiente ou em
refrigeracao.
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Temperatura ambiente
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Figura 2 - Sobrevivéncia de S. hyicus em diversos meios de transporte, ao longo de dez dias
de armazenamento, em temperatura ambiente ou em refrigeracdo. Os limites inferiores e
superiores das caixas indicam os primeiros e terceiros quartis, respectivamente. Os limites
inferiores e superiores das linhas verticais indicam os valores minimos e maximos,
respectivamente. O limite superior, das barras em cinza, representa o valor da mediana.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tipos de suabes, em cada
temperatura, pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Asteriscos indicam diferenga
significativa (P < 0,05) entre as temperaturas de armazenamento, dentro de cada tipo de

suabe.



37

DISCUSSAO

O envio de materiais clinicos para o laboratorio utilizando meios de transporte, deve
facilitar a coleta, reduzir custos de transporte e proporcionar resultados de exames
laboratoriais equivalentes aos obtidos com os métodos usuais de coleta e remessa de
materiais ao laboratorio. Em amostras contaminadas, o uso de meios de transporte deve
permitir a recuperacdo de patdgenos que se encontrem em titulos baixos, evitando o
crescimento excessivo de contaminantes capazes de interferir com o seu isolamento,
mesmo ap0s armazenamento por 48 horas na temperatura ambiente (DUHAMEL et al.,
1992). Especificamente para S. hyicus, ndo foram encontrados na literatura estudos
descrevendo o desempenho e utilidade de meios de transporte para o envio de materiais
para o laboratorio. Neste trabalho, foram testados quatro meios de transporte e suabes
mantidos em tubos na auséncia de Agar conservante.

Em ambientes secos, a maioria das bactérias sofre danos celulares irreversiveis, que
podem acarretar em morte, como desnaturacdo proteica, ruptura de membrana e perda de
compostos citoplasmaticos (POTTS, 2001). Um resultado inesperado no trabalho foi uma
taxa de sobrevivéncia do S. hyicus superior a 50% por 72 horas nos suabes conservados
sem meio de transporte na temperatura ambiente. Acredita-se que a resisténcia dos
estafilococos a dessecacdo tenha sido fundamental para o bom resultado obtido nestas
condicdes. Em funcdo da estrutura da parede celular, bactérias Gram-positivas (incluindo
os estafilococos) tendem a ser bastante resistentes a fatores como auséncia de umidade,
ruptura e lise celular (WILSON & MILES, 1975; FRANA, 2012; TORTORA et al., 2012).
Usando a conservacdo em suabe sem meio de transporte em temperatura ambiente, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa comparando os meios Amies e Amies com
carvéo e resultados melhores do que os obtidos com os meios Cary Blair e Stuart.

Avaliando a sobrevivéncia de S. hyicus nos diferentes meios, suabes e temperaturas
testadas, foi possivel observar que as amostras refrigeradas em meio Amies mostraram
desempenho estatisticamente superior a todos os outros tipos de conservagdo avaliados.
Apesar de haver flutuacdo nas taxas de recuperagdo bacteriana entre os dias avaliados
(principalmente titulos baixos no terceiro dia de armazenamento em refrigeracdo), foi

observada capacidade satisfatoria para a manutencéo da viabilidade de S. hyicus por até
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nove dias nesta temperatura. Na temperatura ambiente, as amostras também apresentaram
boa performance no meio Amies, superior a todos 0S outros meios, mas estatisticamente
igual a conservacdo em suabes sem meio de transporte.

Hindiyeh et al. (2001) também registraram desempenho superior do meio Amies
para a conservagdo de bactérias anaerdbias e aer6bias por mais de 24 horas quando
comparado com outros meios comerciais, como Stuart. A grande quantidade de sais no
meio Amies pode ter contribuido para a sobrevivéncia de S. hyicus, pois os eletrolitos
podem manter o metabolismo bacteriano e promover o controle osmoético (AMIES, 1967;
BRIDSON, 1998). Um dos componentes do Amies é o hidrogenofosfato de sédio, que pode
atuar como tampdo (AMIES, 1967), impedindo a acidificacdo do meio que pode ser gerada
quando houver crescimento bacteriano excessivo. Outra vantagem do Amies € a presenca
de um segundo tampdo (dihidrogénio fosfato de potéssio), que confere ao meio uma
estabilidade maior de pH. Pela avaliacdo atual, 0 meio Amies foi capaz de manter a
viabilidade de S. hyicus por longos periodos, principalmente em amostras refrigeradas.

A adicdo de carvdo ao meio Amies forma o Amies com carvdo. Sugere-se que 0
componente seja capaz de absorver inibidores e residuos bacterianos (como toxinas) que
podem se acumular no meio durante o armazenamento (STUART et al., 1954; KELLOG et
al., 1976), favorecendo a sobrevivéncia de bactérias por periodos mais longos, incluindo
patégenos (BRIDSON, 1998). Quando comparado a outros meios de transporte, 0 Amies
com carvao apresentou desempenho significativamente inferior ao Amies nas temperaturas
testadas. Barber et al. (1998) também encontraram intensa queda na sobrevivéncia de S.
aureus (46%) nas primeiras 24 horas de armazenamento na temperatura ambiente no Amies
com carvdo. Mandler & Sfondrini (1977) sugeriram que 0 carvado possa ser tOXico para
Gram-positivas, o que poderia explicar a performance inferior do meio na conservacéo de
Staphylococcus.

O meio Cary Blair € uma modificacdo do Stuart, com a substituicdo do tampé&o
glicerofosfato de sodio por fosfato inorganico. E utilizado para a conservacdo de Gram-
negativas e anaerdbias, principalmente amostras retais e fecais (CARY & BLAIR, 1964).
Neste trabalho, amostras de S. hyicus mantidas neste meio a temperatura ambiente
apresentaram intensa reducdo na taxa de isolamento ja nas primeiras 24 horas de

armazenamento, resultando na pior recuperacdo entre todos os tipos de suabes e meios
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neste dia e temperatura. Ja as amostras refrigeradas apresentaram taxas de recuperacao
superiores as mantidas na temperatura ambiente, porém instaveis na maior parte do tempo
de armazenamento. Resultados semelhantes foram encontrados por Barber et al. (1998),
com taxas de sobrevivéncia de S. aureus de apenas 20% nas primeiras 24 horas e 4% ap0s
48 horas na temperatura ambiente. Os resultados obtidos neste e em outros trabalhos
demonstram que este meio ndo é recomendado para a conservacdo de estafilococos,
principalmente na temperatura ambiente.

S. hyicus ndo apresentou boas taxas de sobrevivéncia no meio Stuart, tanto em
temperatura ambiente quanto refrigerado. Na temperatura ambiente, a partir do quarto dia
de armazenamento, jA ndo foi mais possivel isolar a bactéria. Por essa razdo, quando
comparado aos outros tipos de meios e suabes, o Stuart apresentou o pior desempenho na
temperatura ambiente. Ja em refrigeracdo, ndo demonstrou diferenca significativa com o
meio Cary Blair e melhor desempenho que suabes sem meio de transporte. Barber et al.
(1998) observaram que o0 meio Stuart foi eficiente em manter amostras de S. aureus por 24
horas em temperatura ambiente, com variagdes de 81 a 141% de sobrevivéncia, mas que no
segundo dia variaram de 29 a 166%. As amostras nao foram avaliadas por mais tempo, por
isso ndo foi possivel determinar o tempo limite de conservacdo das amostras de S. aureus.
Especificamente em relacdo ao S. hyicus, com os resultados obtidos, sugere-se que 0 meio
Stuart deve ser evitado para 0 armazenamento.

Segundo alguns autores (RUBBO & BENJAMIN, 1951; ELLNER & ELLNER,
1966), o algod&o presente na extremidade dos suabes de meios como o Stuart e o suabe sem
meio de transporte usados neste estudo pode ser toxico a determinados microrganismos,
causando sua morte. No entanto, outros autores (COLLEE et al., 1974; ROSS, 1977)
indicam que o algoddo ndo teria tais componentes toxicos. Acredita-se que a quantidade de
bactérias absorvidas por suabes de algoddo seja baixa e que parte dos microrganismos
retidos no algodao ndo sejam transferidos, diminuindo a quantidade de células depositada
nas placas de cultivo. Neste trabalho, a auséncia de isolamento de S. hyicus em suabes com
meio Stuart a partir de quatro dias de armazenamento na temperatura ambiente
provavelmente ndo tenha relagdo com o uso de suabes de algoddo, pois o desempenho
negativo ndo foi observado em amostras refrigeradas. Além disso, suabes de algoddo sem

meio de transporte apresentaram boa performance na conservacdo de S. hyicus na
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temperatura ambiente. Durante o experimento, foram observadas grandes variagdes no
volume dos materiais absorventes (algodao e rayon) presentes na extremidade dos suabes, 0
que pode ter determinado variagfes nas quantidades de inoculo de S. hyicus transferidas
para a superficie do Agar. Isto pode ter tido ter relacdo com o crescimento flutuante
observado em dias sucessivos de avaliacdo de meios de transporte e suabes. Para tentar
controlar este efeito na avaliagcdo das taxas de sobrevivéncia de cada suabe, 0 NCCLS
(2003) recomenda o uso de triplicatas e que sejam calculadas as médias de UFC obtidas
para cada tipo de suabe, para cada temperatura e dia de armazenamento.

Neste trabalho foi observado que todos os suabes com meio de transporte
apresentaram melhor desempenho na conservacdo de S. hyicus quando mantidos em
refrigeracdo. Estes resultados corroboram estudos anteriores que demonstraram melhor
recuperacdo de diferentes espécies bacterianas armazenadas em refrigeracdo (ROSS, 1977,
ARBIQUE et al., 2000; PERRY, 2001; ARBIQUE et al., 2003; THOMSON & MILLER,
2003). Em temperatura ambiente, existe uma aceleragdo do metabolismo da maioria das
bactérias, gerando maior multiplicacdo e mudancas negativas para populacfes bacterianas,
como acumulo de substancias tdxicas, alteracdes de pH e esgotamento de nutrientes.

Suabes sem meio de transporte ndo apresentaram diferenga significativa na
conservacao de S. hyicus entre as duas temperaturas, que pode ter ocorrido devido a
diminuicdo do metabolismo bacteriano que ocorre pela dessecacdo do suabe, independendo
da temperatura de conservacao.

De acordo com os resultados do trabalho, a utilizagdo do meio Amies refrigerado foi
vantajosa e seria a melhor alternativa para a conservacdo de S. hyicus entre a coleta no
campo e chegada ao laboratério. A conservacdo de amostras € critica num pais de grande
extensdo territorial como o Brasil, em que nem sempre é possivel enviar e processar
rapidamente amostras coletadas no campo. Outra alternativa interessante que emergiu a
partir dos resultados ¢é a possibilidade de acondicionar materiais para envio em suabes sem
meio de transporte, pois também apresentaram boas taxas de sobrevivéncia (superiores a
50%) por até trés dias de armazenamento na temperatura ambiente. Na rotina do
atendimento clinico em granjas de criacdo de suinos, pela praticidade, economicidade e

desempenho satisfatdrio, a remessa em suabes sem meio de transporte poderia ser indicada
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para transportes com previsdo de chegada do material ao laborat6ério em tempo inferior a 48
horas.

CONCLUSOES

- Entre todos os meios de transporte e suabes analisados, o0 meio Amies em

refrigeracdo apresentou o melhor desempenho para a conservacao do S. hyicus;

- Suabes sem meio de transporte podem ser usados para remessas de materiais ao
laboratdério na temperatura ambiente com previsdo de chegada em tempo inferior a 48
horas. Como apresentaram desempenho similar entre as duas temperaturas de
armazenamento, pela praticidade e baixo custo, poderia ser indicada a remessa na

temperatura ambiente;

- Os meios Cary Blair e Stuart ndo devem ser utilizados na conservacdo de S.

hyicus;

- O desempenho de todos os meios de transporte testados foi significativamente

superior quando amostras de S. hyicus foram armazenadas em refrigeracao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho demonstrou que o meio de transporte Amies em refrigeragéo foi o mais
indicado na manutencdo da viabilidade do S. hyicus. A melhor performance deste meio de
transporte ocorreu possivelmente pela composicdo do meio e pelo armazenamento em
refrigeragdo, que diminuiu o metabolismo bacteriano e, consequentemente, manteve as
celulas vidveis por um periodo mais longo.

Surpreendentemente, suabes sem meio de transporte apresentaram taxas de
recuperacdo bacteriana satisfatorias quando armazenados na temperatura ambiente por até
72 horas. Além disso, nesta temperatura, ndo apresentaram diferenca estatistica em seu
desempenho quando comparados ao meio Amies, demonstrando que para 0 armazenamento
de bactérias resistentes a dessecacdo, como S. hyicus, é possivel utilizar suabes sem meio
para envio de amostras ao laboratdrio na temperatura ambiente com tempos de transporte
de até 48 horas.

Este foi o primeiro trabalho a comparar o desempenho de meios de transporte e
suabes para a conservacdo do S. hyicus. A doenca causada pelo agente (EE) ocorre
frequentemente em granjas tecnificadas de suinos em todo o mundo. Seu diagndstico
depende basicamente da analise clinica na granja, mas deve ser confirmado pela coleta de
suabes de pele de animais afetados e exames laboratoriais. Por essa razéo, a identificacéo
dos melhores tipos de meio de transporte e suabes, além da temperatura ideal de
armazenamento, sdo importantes para complementar a atividade do veterinario envolvido

na clinica de suinos.
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