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RAPORT

R.1.3.3 Studiu privind rezistenta la produse antimicrobiene in
lantul trofic

CERCETARI PRIVIND PREVALENTA TULPINILOR DE STAFILOCOCI METICILIN
REZISTENTE, IZOLATE DE LA PORCII CLINIC SANATOSI

Colectivul de cercetare:
DEGI J., CRISTINAR.T., DEGI DIANA MARIA, MUSELIN F., DUMITRESCU CRISTINA

Rezumat

Introducere: La porci, stafilococii sunt agenti patogeni importanti care se gasesc adesea in
componenta microflorei pielii si la nivelul suprafetelor mucoasei, céilor respiratorii superioare. De la
introducerea antibioticelor in utilizarea clinica umana si veterinara, stafilococii au aratat o dobandire
rapida a rezistentei la aproape toate clasele majore de antibiotice, in special la acele tulpini asociate cu
infectii nosocomiale la om. Se stie putin despre dezvoltarea si raspandirea rezistentei antimicrobiene la
stafilococi la porci si indeosebi la porcii clinic sanatosi.

Metodologie: In acest studiu, s-au investigat un total de 187 de probe, provenite de la porci
sanatosi, din diferite zone ale pielii (mameloane, peri vulvar, ureche si zona abdominald), pentru
depistarea prezentei bacterieiStaphylococcus spp., prin metode standardizate, conventionale, avand la
baza metode utilizate industrial in laboratoarele clinice. Sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor izolate a
fost testatd folosind sistemul Vitek 2 AST GP card ((bioMerieux, Franta) si evidentiere prin teste PCR,
de prezenta genei mecA.

Rezultate: Stafilococci au fost prezenti in 48 de probe, provenite de la porcii clinic sanatosi
(48/187, 25,67%), colonizati la nivelul pielii mameloanelor (9/38; 23,68%) si de pe pieleaperivulvara
(3/25; 12,00%) de la scroafele cu purcei; pielea mameloanelor (3/23; 13,04%) si perivulvar (2/22;
9,09%) de la scroafelegestante; pielea de la nivelul urechiilor (13/38; 34,21%), proveniti de la purceii
intarcati si pielea abdominala (18/41; 43,90%) de la porcii grasi. Testele de sensibilitate antimicrobian&
au evidentiat o populatie bacteriana, remarcabil de susceptibila.Astfel toate izolatele de stafilococi, la
noua din antibioticele testate au manifestat o sensibilitate maxima si au fost evidentiate rezistenta la:
benzil penicilina (50,00%; 24/48), tetraciclina (37,5%; 18/48), gentamicina (35,41%; 17/48 ), eritromicina
(25,00%; 12/48), ampicilina (22,91%; 11/48) si kanamicina (20,83%; 10/48). Au fost de asemenea
identificate opt tulpini izolate, cu rezistenta la meticiling (oxacilind, respectiv cefoxitind). Desi 12,5%
(6/48) din izolate au fost rezistente la cloramfenicol, 10,41% (5/48) rezistente la trimetoprim /
sulfametoxazol si 4,1% (2/48) rezistente la nitrofurantoind. Nu s-a gasit nicio tulpina de stafilococ cu
rezistentd inducibila la clindamicina.

Concluzii: Identificarea corecta a tulpinilor de stafilococi, este foarte importantd pentru
gestionarea corecta a infectiilor date de aceste bacterii, dar este, de asemenea, esentiald pentru o mai
bund intelegere a factorilor fiziopatologici care afecteazd rezultatul clinic si pentru supravegherea
epidemiologica si distributia acestor bacterii la porci si oameni. Rezultatele noastre au aratat prezenta
speciilor stafilococice nespecifice gazdei cu rezistenta la mai multe antibiotice, inclusiv cea la meticilina
(oxacilina si cefoxitina).

Cuvinte cheie: Stafilococi, porc, antibiotice, meticilina, rezistenta

Tulpinile de stafilococi neexpuse la presiunea exercitatd de antibiotice sunt sensibile la aceste
substante, in schimb tulpinile de stafilococi izolate de la animale si de la oameni, cu diferite afectiuni,
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find supuse presiunii la antibiotice, datoritad terapiei nerationale pot s& prezinte fenomenul de
rezistentamultipla. Rezistenta la antibiotice are la baza determinanti genetici situati in plasmidele R si in
cromozomi si poate fi transmisa prin conjugare sau prin alte mecanisme, atat intraspecific, cat siinter
specific (1, 15).

Dezvoltarea rezistenteifatd de diferite antibiotice, la stafilococi, este o consecintd a utilizarii
nerationale, in terapie, atat la animale, cét si la oameni, a antibioticelor, fara testarea prealabila a
sensibilitatii.

Antibioticele utilizate nerationalcreeaza o presiune de selectie a carei consecintd o reprezinta
selectiasi transmiterea determinantilor genetici (gene) prin plasmide de tip R sau prin aparitia unor
mutatii cromozomiale. Antibiorezistenta la stafilococi se exercitd diferit in functie de clasele de
antibiotice (2, 21).

Colonizare cu tulpini de Staphylococcus aureus rezistente la meticilind (MRSA) a fost recent
identificat la porci si respectiv la oamenii care lucreaza in aceste sectoare iar cresterea ingrijorarea cu
privire la rolul porcilor ca rezervoare de MRSA pentru infectiile la om, au fost relatate tot mai frecvent in
literatura de specialitate (1, 2, 15, 24).

Cercetarile care fac obiectul acestui studiu au fost efectuate cu scopul:

- de a stabili frecventa tulpinilor de stafilococi izolate din efectivele de porci;

- de a caracteriza fenotipic tulpinile izolate;

- de a identifica tulpinile meticilin-rezistente si rezistotipurile.

MATERIALE $| METODE

Cercetarile care fac obiectul lucrarii de diploma au fost efectuate in cadrul Laboratorului de Boli
bacteriene (B6.a), al Disciplinei de Boli infectioasesi Medicina Preventiva, de la Facultatea de Medicina
Veterinara Timisoara.

Probele au fost prelevate de la porci clinic sanatosi, dintr-o ferma de suine din localitatea
Macea, judetul Arad, in perioada iulie - decembrie 2019.

Prelevarea probelor

Probele necesare examenelor bacteriologice au fost prelevate de la un numar 187 de porci
clinic sanatosi (porci grasi — figura 1, scroafe gestante, sectorul de reproductie — figura 2, scroafe cu
purcei din sectorul de maternitate — figura 3si purcei intarcati — figura 4), fiind reprezentate de probe
cutanate din diferite zone anatomice: auriculara, mameloane, peri-vulvarsiabdomen. Probele au fost
prelevate cu ajutorul tampoanelor de vata sterile, fixate pe o tija de plastic si introduse in eprubete
sterile (produs standard). Dupa prelevare, probele au fost pastrate la frigider, pana la efectuarea
insamantarilor.
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Figura 2. Scroafe in boxe individuale (original).
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Figura 4. Purcei intércati (original).

Examenul bacteriologic

Materialele patologice au fost insamantate pe agar cu sénge defibrinat de oaie 5% (Biomedics,
Spania (figura 5).
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Figura 5. Placi cu agar cu sénge de berbec 10% si agar Chapmann (original).

Dupé racirea si uscarea placilor, insdmantarile au fost facute prin epuizarea materialului
patologic de pe tamponul de vata, pe suprafataagerulul In continuare, placile au fost incubate la 37°C,
in atmosfera normald, timp de 18 -20 de ore. Insdmantarile primare au fost ficute, in acest mod, pentru
obtinerea coloniilor izolate, in vederea aprecierii caracterelor culturale (figura 6).
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Figura 6. Cultura primara de stafilococi pe agar cu sdnge de oaie 5% (original).

Dupé incubatie, placile au fost examinate cu lupa stereoscopica, iar din fiecare tip de colonie
au fost facute frotiuri colorate Gram. Din coloniile caracteristice morfologic si din care au fost pusi in
evidenta coci Gram pozitivi, sferici, egali sidispusi in gramezi, au fost facute insaméntari cu ansa
bacteriologica, prin epuizare, tot pe agar cu snge defibrinat de oaie 5% (Biomedics, Spania).

Subculturile obtinute au fost controlate bacterioscopic pentru verificarea puritétii, iar ulterior, din
coloniile caracteristice au fost facute insaméntari pe medii selective (agar Chapmann, Biomedics,
Spania).

Tulpinile de stafilococi izolate si purificate au fost testate biochimic si in privinta unor caractere
de patogenitate (Figura 7).
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Figura 7. Tulpini de stafilococi purificate, izolate de la porci (original).

Proprietatea biochimicatestata prin metode conventionale, a fost, fermentarea manitolului pe
mediul Chapmann (Biomedics, Spania).

Factorii de patogenitate controlati au fost hemolizinele siprezenta celor doud tipuri de
coaguleaza.

Pentru aprecierea activitatii hemolitice, a tulpinilor de stafilococi izolate, a fost folosit agarul cu
sénge, folosindu-se patru tipuri de eritrocite: de oaie, de iepure, de céine si de bou. Modul de
insdméntare, incubarea placilor si examenul coloniilor obtinute au fost asemanéatoare cu cele descrise
anterior.

Evidentiereacoagulazeia fost facuta prin cele doua tehnici utilizate in acest scop. Pentru
evidentierea coagulazei legate, a fost utilizat kitul rapid Prolex Staph Latex Kit(Pro-Lab Diagnostics —
Germania). Tulpinile care poseda coagulaza legata (clumping factor) sau proteina A, puse in contact cu
particulele de latex sensibilizate cu fibrinogen si Ig G, produc aglutinarea amestecului. Pe o lama de
sticld, se pune céte o picatura din cele dou flacoane, care contin reactivul 1 (dop albastru) si reactivul 2
(dop alb). Reactivul 1 contine particule de latex albastru sensibilizate prin fibrinogen si imunoglobuline
de origine boving, iar reactivul 2 contine particule de latex alb nesensibilizate (martor). In fiecare
picatura de reactiv se pune cu ansa bacteriologicd cultura tdnard (18-20h) de stafilococ si se
omogenizeaza. Aparitia unor mici coaguli indica prezentacoagulazei legate.

Coagulaza liberd, difuzibild a fost evidentiata prin tehnica in tuburi folosindu-se patru tipuri de
plasma citratata. Citirea a fost facuta la 30 de minute, 60 de minute, 75 de minute, 120 de minute si 180
de minute. Pentru acest scop, s-a utilizat plasma de iepure cu EDTA (Bactident Coagulase, Merk,
Canada).

Identificarea tulpinilor/Utilizarea cardului de identificare GP

Toate tulpinile izolate, au fost identificate la nivel de specie, pe baza proprietatilor biochimice,
utilizénd sistemul Vitek 2 (bioMerieux, Franta), cu cardurile de identificare a bacteriilor Gram pozitive,
Vitek 2 GPcard (bioMerieux, Franta).

Suspensie bacteriana de testat a fost ajustatad dupa standardul McFarland la valoareade 0,5, in
2,5 ml de solutie de clorurd de sodiu 0,45%, cu un instrument al sistemului VITEK 2 (DensiChek;
bioMerieux). Durata de timp intre pregatirea inoculului si umplerea cardului a fost intotdeauna mai putin
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de 30 minute. Formatul cardului GP cuprinde de 64 de godeuri pe un card de plastic, care contine 43 de
teste.

Cardul GP include teste pentru urmatoarele reaciii: fosfatidilinozitol fosfolipaza C, arginina
dihidrolaza (doua teste), R-galactozidaza, a-Glucozidaza, alanin-fenilalanina-prolina arylamidaza, L-
aspartic acid arylamidaza, R-galactozidaza, a-manozidaza, fosfataza alcaling, L-leucin arylamidaza,
prolina arylamidaza, B-glucuronidaza (doua teste), a-galactozidaza, L-pyroglutamic acid arylamidaza,
alanina arylamidaza, tirozind arylamidaza si ureaza. Cardul GP testeaza, de asemenea, productia de
acid de la urmatoarele tipuri de suport glucidic: amigdaling, xiloza, a-ciclodextrind, sorbitol, galactoza,
riboza, lactat, lactoza, N-acetil-glucozamind, maltoza, manitol, manoza, metil-R-D-glucopiranozida,
pollulan, rafinoza, salicina, glucoza si trehaloza.

In cele din urmé, testarea cresterii in mediu cu 6,5% NaCl, precum si a rezistentei la polimixina
B, bacitracina, novobiocina, 0129 si optochin sunt, de asemenea, incluse in cardul de identificare GP.

Cardul de identificare GP este un sistem complet inchis, care nu necesita adaos suplimentar de
reactivi. Cardul a fost pus pe caseta special conceputa pentru utilizarea cu sistemul VITEK 2, odata
amplasata in instrumentul de lucru, este in mod automat dirijat intr-o camera de vid, se sigileaza si se
incubeaza la 35,5°C, supusa ulterior in mod automat la masurari colorimetric (cu un cap de citire nou)
la fiecare 15 minute pentru o perioada maxima de incubatie de 8 ore.

La fiecare 15 minute, intervine un al doilea nivel de algoritm care analizeaza modelul biologic
(biopattern) (de exemplu, teste interpretate si neinterpretat) si verificd daca este suficient pentru a da
verdictul de identificare finala. Al doilea algoritm, de asemenea, verifica, cu ajutorul unui calcul specific,
ca rezultatele ulterioare ale testelor care inca nu au fost interpretate, nu va schimba verdictul de
identificare.

Nu scorurile de identificare (t index, probabilitate, interferenta statistica, si valorile de incredere),
furnizate de software-ul, ci mai degraba interpretarile oferite de software-ul au fost luate in considerare.

in urma interpretarilor date de software-ul aparatului Vitek 2, au rezultat patru categorii diferite
de rezultate: (i) identificare corecta (identificare lipsita de ambiguitate, corecta la nivel de specie), (ii)
nivelul scazut de discriminare (fie de identificare la nivel de gen sau un nivel scazut de discriminare intre
doua sau mai multe specii, inclusiv specii corecte); (iii) neidentificat si (iv) identificari eronate (speciile
identificate cu cardul de identificare GP a fost diferite de cele identificate prin metode de referint).

Testarea sensibilitatii la antibiotice

Pentru testarea sensibilitatii la antibiotice, a tulpinilor de stafilococi izolate, a fost utilizata o
metoda automata, rapida de testare, utilizdnd cardurile Vitek 2 AST GP69 card (bioMerieux, Franta).

Tulpinile izolate au fost testate fatd de urmatoarele clase de substante antimicrobiene:
antibiotice betalactamice (benzil penicilind, ampicilind, oxacilind si imipenem), cefalosporine (cefoxitin),
monobactam  (ampicilind/sulbactam), aminoglicozide (gentamicina, kanamicind), fluoroquinolone
(enrofloxacind, marbofloxacina), macrolide (eritromicind), lincosamide (clindamicind), glicopeptide
(vancomicina), tetracicline (tetraciclind) si alte antibiotice (acid fusidic), acid monoxicarbolic (mupirocin),
amfenicol (cloramfenicol), rufamicin (rifampicind) si sulfonamide (trimetoprim sulfametoxazol si
nitrofurantion).

Cardul Vitek 2 AST GP69 card (bioMerieux, Franta), mai are in componenta si testarea
rezistentei inductibile la clindamicina, respectiv testarea sensibilitatii fata de oxacilina, indicator indirect
pentru determinarea rezistentei la meticilina a tulpinilor de Staphylococcus aureus, asociat cu prezenta
genei mecA.

Toate tulpinile izolate care au manifestat rezistenta pentru oxacilina si cefoxitina au fost testate
pentru prezenta elementelor genetice specifice a lui Staphylococcus aureus, cum ar fi gena mecA (533
bp), in concordantd cu metoda descrisé de Reischl si col. (2008). Ampliconii rezultati, au fost etalati si
analizatj prin difuziunea in gel de agar 1,5%, colorat cu bromura de etidiu, la trans iluminator UV.
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Testarea sensibilitdtiifatd de antibiotice a fost efectuatd si cu scopul de a identifica tulpinile
meticilin rezistente si pentru identificarea fenotipurilor de rezistenta.

REZULTATE $I DISCUTII

Rezultatele examenului bacteriologic

Pe durata studiului au fost izolate un numar de 48 de tulpini(48/187, 25,7%), apartindnd genului
Staphylococcus.

Morfologie.Toate cele 48 de tulpini bacteriene studiate, la coloratia Gram au fost incadrate in
Gram pozitive si se prezentau sub forma de coci, cu dimensiunea cuprinsé intre 0,8 — 1,6 mm in
diametru, iar modul de grupare predominanta a fost de ciorchine si ocazional in pereche sau celule
bacteriene solitare.

In acest studiu au fost izolate 48 de tulpini de stafilococi, dintre care 30 de tulpini coagulazo
pozitive (CoP, reprezentat de S. hyicus si S. aureus) si respectiv 18 tulpini coagulaza negative (CoN,
reprezentat de S. haemolyticus, S. sciuri i respectiv S. epidermidis), izolate de la porci din zone
anatomice diferite. Rezultatele examenelor bacteriologice sunt redate in tabelul 1 sifigura 9.

Tabelul 1.
Distributia tulpinilor de stafilococi izolate de la porci.
Categoria de varsta/zona Numar probe | Probe pozitive Tulpini de stafilococi izolati
anatomica recoltate S. aureus S. hycus S. epidermidis S. sciuri S. haemolyticus
Scroafe cu purcei
cutanat-mameloane 38 9 (23.68%) 3 2 2 1 1
perivulvar 25 3(12.00%) 1 1 - 1 -
Scroafe gestante
cutanat -perivulvar 22 2(9.09%) - 1 - 1 1
Mameloane 23 3 (13.04%) 2 1 - - -
Purcei intarcati
cutanat-auricular 38 | 13(34.21%) | 5 | 2 | 3 | 2 | 1
Porci grasi
cutanat 41 18 (43.90%) 8 4 2 2 2
Total 187 48 (25.67%) 19 11 7 7 5

Prin utilizarea sistemului Vitek 2 si a cardurilor Vitek 2 GP, au fost identificate corect, la nivel de
specie, toate cele 48 de izolate (tabelul 1), din care, 19 tulpini de S. aureus (acuratete de 99%), 11
tulpini de S. hycus (acuratete de 98,5%), 7 tulpini de S. sciuri (acuratete de 96,5%), 7 tulpini de S.
epidermidis (92,7% acuratete) si respectiv 5 tulpini de S. haemolyticus (acuratete de 96,5%).

Rezultatele testelor de sensibilitate fata de antibiotice

Tulpinile de stafilococi neexpuse la presiunea de antibiotice sunt sensibile la aceste substante,
in schimb, tulpinile izolate de la porcii clinic sanatosi, supuse presiunii la antibiotice datorita terapiei, au
prezintat fenomenul de rezistentd multipla la antibiotice.

Rezultatele obtinute in urma testarii sensibilitatii la antibiotice a unor tulpini de stafilococi izolati
de la porci, prin utilizarea cardurilor de testare Vitek 2 AST GP 69, sunt redate in tabelele 2 si 3.

Tabelul 2

Rezultatele sensibilitatii la antibiotice a tulpinilor de Staphylococcus izolate de la porci s@néatosi, folosind cardul Vitek 2
ASTGP69
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Name of antimicrobial substance Number of susceptible staphylococcal strains
S. aureus S. hyicus S. epidermidis S. sciuri S. haemolyticus
(n=19) (n=11) (n=7) (n=7) (n=5)
Benzyl penicillin (P) 9 7 4 3 3
Ampicillin (AM) 14 9 6 5 4
ampicillin/sulbactan (SAM) 19 11 7 7 5
Oxacillin (Ox) 15 7 7 7 5
Imipenem (IPM) 19 11 7 7 5
Gentamicin (GM) 11 10 5 4 3
Kanamycin (K) 15 8 6 6 2
Enrofloxacin (ENR) 19 11 7 7 5
Marbofloxacin (MAR) 19 11 7 7 5
Erythromycin (E) 15 9 4 6 4
Clindamycin (CM) 19 11 7 7 5
Vancomycin (VA) 19 11 7 7 5
Tetracycline (TE) 16 6 3 3 2
Fusidic acid (FA) 19 11 7 7 5
Mupirocin (MUP) 19 11 7 7 5
Chloramphenicol (C) 17 9 5 7 5
Rifampicin (RA) 19 11 7 7 5
Trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT) 16 10 6 7 5
Nitrofurantoin (NIF) 17 9 7 7 5
Cefoxitin screen (FOX) 15 7 7 7 5
Inducible Clindamycin resistance Negative Negative Negative Negative Negative
Tabelul 3
Tipul de rezistenta al speciilor de stafilococi izolati de porci clinic sanatosi
Antimicrobials S. aureus | S. hycus S. epidermidis | S. sciuri | S. haemolyticus | Total resistant strains (n/%)
/Staphylococcus spp. (n=48)
Benzyl penicillin (P) 10 4 3 4 3 24 (50.00)
Ampicillin (AM) 5 2 1 2 1 11(22.91)
Oxacillin (Ox) 4 4 0 0 0 8 (16.66)
Gentamicin (GM) 8 2 2 3 2 17 (35.41)
Kanamycin (K) 4 1 1 1 3 10 (20.83)
Erythromycin (E) 4 3 3 1 1 12 (25.00)
Tetracycline (TE) 3 4 4 4 3 18 (37.5)
Chloramphenicol (C) 2 2 2 0 0 6(12.5)
Trimethoprim 3 1 1 0 0 5(10.41)
/sulfamethoxazole (SXT)
Nitrofurantoin (NIF) 2 0 0 0 0 2(4.1)
Cefoxitin (FOX) 4 4 0 0 0 8 (16.66)

Prin utilizarea acestor carduri de testare a sensibilitatii la antibiotice, se obtin informatii rapide
(in decurs de 18 ore), cu acuratete mare si relativ usor de utilizat.

Pe parcursul acestui studiu, au fost monitorizate fenomenele de rezistentad multipla la oxacilina
si cefoxiting, in cazul tuturor izolatelor provenite de la porci.

Analizand rezultatele din tabel se poate observa ca antibiosensibilitatea a fost variabila in
functie de grupele de antibiotice.

Rezultatele au aratat, existenta unei populatii de stafilococi cu un profil al sensibilitétii la
antibiotice variabild, izolati de la porci clinic sanatosi. Astfel la noua din antibioticele testate au
manifestat o sensibilitate maxima, in cazul celor 48 de tulpini de stafilococi si au manifestat rezistenta
fata de benzil penicilind (50,0%, 24/48, Cl 35,43-64,57), tetraciclina (37,5%, 18/48, Cl 24,32-52,67),
gentamicina (35,4%, 17/48, Cl 22,55-50,61), eritromicind (25,0%, 12/48, Cl 14,11-39,89), ampicilina
(22,9%, 11/48, Cl 12,52-37,67) si kanamicina (20,8%, 10/48, Cl 10,95-35,4). Au fost de asemenea
identificate 8 tulpini meticilin rezistente (la oxacilina si respectiv cefoxitind). Tot conform rezultatelor
obtinute in urma testarilor, 12,5% (6/48, Cl 5,19-25,94) dintre tulpinile izolate, au fost rezistente la
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cloramfenicol, 10,4% (4/48, Cl 3,9-23,45), rezistent la trimetoprim sulfametoxazol si respectiv 4,1%
dintre tulpinile de stafilococi izolati de la porcii clinic sanatosi (2/48, Cl 0,73-15,43) au fost rezistenti la
nitrofurantion. Nu au fost decelate tulpini cu rezistenta inductibila la clindamicina.

Toate tulpinile izolate, au fost sensibile fatd de enrofloxaciné si marbofloxacing, ambele facand
parte din clasa fluoroquinolonelor, des utilizate in terapia bolilor infectioase la suine.

Analizénd rezultatele obtinute si centralizte in tabelele 2 si 3, putem afirma c&, sensibilitatea
tulpinilor de stafilococi izolati de la porci, a fost variabila, in functie de clasa de antibiotice.

in cazul antibioticelor, ampicilin/sulbactam, imipenem, enrofloxacina, marbofloxacina,
clindamicina, vancomicing, acid fusidic, mucopirin si rifampicing, sensibilitatea a fost de 100%, redate in
tabelul 2. Aceste antibiotice, nu sunt utilizate in mod normal, obisnuit in managementul bolilor
infectioase la porci.

Toate cele opt tulpini de stafilococi, care au manifestat rezistenta fata de oxacilina si cefoxitin,
si supuse testelor de biologie moleculara, prin tehnica PCR, au fost cu succes amplificate, pentru
evidentierea genei mecA.

Fata de antibioticele din clasa P-lactamicelor utilizate pentru testare (benzil peniciling,
ampicilind, oxacilind si imipenem), si a celor din grupa monobactamicelor (ampicilind/sulbactam),
antibiosensibilitatea a fost maxima, excepténd 8 tulpini S. aureus si S. hycus, care au manifestat
rezistenta fatd de oxacilina si cefoxitind. Tulpinile testate au fost in mare parte sensibile fata de
antibioticele B-lactamice, ca urmare a unor tratamente anterioare facute corect.

Fenomenul de antibiorezistenta, in cazul -lactaminelor, are la baza determinanti genetici de tip
plasmidic si cromozomial care guverneaza sinteza B-lactamazelor, cu spectru larg, care asigura astfel
rezistenta stafilococilor. Rezistenta fatd de meticilina este transmisa prin plasmide (factor R) avand si un
patern comun fata de alte B-lactamine. Din acest motiv tulpinile de stafilococi meticilin-rezistente sunt
considerate tulpini de stafilococi cu risc zoonotic deosebit, avand un circuit complex, respectiv om-
animal-om (12, 13, 19, 24, 26).

Dezvoltarea rezistentei stafilococilor, fatd de diferite antibiotice, este o consecinta a utilizarii
nerationale in terapia unor afectiuni la porci. Antibioticele utilizate nerational creeaza o presiune de
selectie, fiind selectati si transmisi determinantii genetici de tip plasmidic si cromozomal. In consecinta,
apare fenomenul de rezistenta multipla care se transmite intra si interspecific. Prezinta importanta
deosebita rezistenta la meticilina deoarece poate fi asociata cu rezistenta fata de B-lactamine si alte
grupe de antibiotice (7, 10, 15).

Tn urma testérii tulpinilor de stafilococi izolate de la porci, fata de diferite clase de antibiotice au
fost identificate tulpini rezistente la oxacilind si cefoxitina si mai multe tipuri de rezistenta, fata de p-
lactamice si alte clase de antibiotice.

Datele privind rezistenta la meticilina si rezistotipurile identificate sunt asemanatoare cu
rezultatele comunicate de catre alti autorii privind fenomenul de rezistenta la antibiotice (7, 10, 15).

S. aureus este un epifit, un microorganism normal al porcilor, si apare in toate efectivele (2).
Prevalenta tulpinilor de MRSA in efectivele de porci variazd foarte mult (0-50%) in réndul tarilor
Europene (1). Prevalenta efectivda de MRSA la porcii din America de Nord este incerta, dar apare ca
fiind mai redusa decat in multe tari Europene (15, 25). Prevalenta MRSA este mare (> 50%), la porcii
din efective pozitive, dar are un efect minim asupra sanatatii porcilor.

S. aureus se gaseste in praful si aerul din fermele de porci (7), iar oamenii sanatosi care
lucreaza in aceste ferme si adaposturi, de multe ori sunt purtatori de S. aureus provenite de la porci, la
nivelul mucoasei nazale(2, 11, 15, 22, 23). MRSA poate fi detectata in cazul a 20 - 80% din lucratorii
clinic sanatosi care isi desfasoara activitatea la efectivele de porci MRSA pozitive, mult mai mult decat
in cazul altor categorii de oameni (1,5% in SUA; <0,11% in Tarile de Jos) (4, 8).

Riscul de expunere la MRSA provenit de la animale este in mare parte limitata la persoanele
care au contact direct cu animale si respectiv a familiilor acestora (3, 5, 18).

Capacitatea tulpinilor de S. aureus/MRSA de origine animald de a coloniza, raspandii si
provoca boli la om raméne incertd. Se pare ca linia ST398 persista doar pentru scurt timp (ore sau zile)
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la majoritatea oamenilor, dar unele pot coloniza luni sau ani de zile omul fara a dezvolta infectii (6, 9,
16, 17, 20). In spitale olandeze a fost identificatd linia ST398 raspanditd intre oameni si a fost o de patru
ori mai frecventa decét tulpinile de MRSA cu origine umana (5, 35). Nu au fost descrise epidemii de
infectie date de linia ST398 de MRSA péana in prezent. Alte linii de MRSA, pot sa apara de asemenea la
porci (de ex., ST9 in Asia, ST5 in America de Nord), dar implicatiile lor in sdnatatea publica nu sunt
cunoscute.

CONCLuUZII

Rezultatele studiului, a aratat, izolarea in proportie crescuta a cocilor hemolitici Gram pozitivi,
catalazo pozitivi si negativi din probeleprovenite de la porcii clinic sanatosi. Tulpinile au fost identificate
ca fiind: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
sciuri si Staphylococcus haemolyticus prin teste biochimice, utilizdnd cardul de identificare Vitek 2 GP
(bioMérieux® SA, Franta), fiind confirmate si prin utilizarea unor teste ce pune in evidenta factorii de
patogenitate: testul coagulazei libere si legate (Pro-Lab Diagnostics, Marea Britanie si Bactident
Coagulase, Merk, Canada).

Din ferma de porci au fost izolate 48 de tulpini de stafilococi, dintre care, 30 de tulpini coagulaza
pozitive (S. hyicus si S. aureus) si 18 de tulpini coagulaza negative (S. haemolyticus, S. epidermidis,
respectiv S. sciuri), de la porcii clinic sanatosi din diferite zone anatomice.

Toate tulpinile de stafilococi izolate de la porci, au prezentat o sensibilitate de 100% pentru
antibioticele: ampicilina / sulbactan, imipenem, enrofloxacina, marbofloxacing, clindamicina,
vancomicing, acid fusidic, rifampicina si mupirocina, considerat medicamentul de electie pentru aceste
bacterii.

in comparatie, sensibilitatea fata de clasa B-lactamicelor (benzil peniciling, ampicilina, oxacilind
si imipenem) si monobactam (ampicilina / sulbactan) a fost cea mai mare, cu exceptia a opt tulpini de
Staphylococcus aureus si S. hycus, care au manifestat rezistentd la oxacilina si cefoxitina. Majoritatea
tulpinilor stafilococice izolate de porci sanatosi au dezvoltat rezistentd la mai multe clase de antibiotice.
Conform rezultatelor privind sensibilitatea la antibiotice, utilizand metoda gradientului de concentratie
(E-Test) (card Vitek 2 AST GP69, bioMérieux, Franta), izolatele de S. aureus si S. hyicusau manifestat
rezistenta la oxacilina si cefoxitina, confirmate prin izolarea plasmidei prin amplificarea genei mecA,
responsabila pentru rezistenta la meticilina, prin tehnica PCR. Fenotipic, toate izolatele stafilococice au
fost rezistente la 11 antibiotice din cele 20 testate, dar sensibile la f-lactame (imipenem), monobactam
(ampicilina / sulbactan), fluroquinolona (enrofloxacina, marbofloxacina), lincosamida (clindamicina),
glicozamidice (v) acid monocarboxilic (Mupirocin), rapamicind (rifampicind) si alte substante
antimicrobiene (acid fusidic).

in concluzie, identificarea corecta a izolatelor stafilococice (coagulaza pozitiva si coagulazi
negativa) este foarte importantd pentru gestionarea corectd a infectiilor stafilococice, dar este, de
asemenea, esentiald pentru 0 mai buna intelegere a factorilor fiziopatologici care afecteaza rezultatul
clinic si pentru supravegherea si distributia epidemiologica aceste bacterii la porci si oameni.

Rezultatele noastre au aratat prezenta speciilor stafilococice nespecifice pentru gazda cu
rezistentd la mai multe medicamente, inclusiv cea la meticilina (oxacilina si cefoxitina).
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