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RESUMO - O leite se revela como reservatorio de diversos grupos de microrganismos, que podem
oferecer riscos a salde humana e contribuir com a disseminacdo de genes de resisténcia. Neste
trabalho, foi verificado o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de cocos Gram-positivos
catalase-positivos isoladas de amostras de leite pasteurizado provenientes da cidade do Rio de Janeiro.
Trinta e trés isolados, a partir de agar Baird- Parker, puderam ser identificados por espectrometria de
massas, sendo 48% como Kocuria varians, 42% como Macrococcus caseolyticus e 9% como
Staphylococcus epidermidis. O perfil de susceptibilidade a antibiéticos revelou que 22 isolados foram
resistentes a pelo menos 1 antibidtico. Quatro isolados de K. varians foram considerados
multirresistentes (MDR). Embora M. caseolyticus e K. varians ndo sejam considerados patdgenos
associados a alimentos, a presenca de isolados resistentes alerta para o perigo de transmissédo de genes
de resisténcia a outras bactérias, em especial, a Staphylococcus sp..

ABSTRACT - Milk is revealed as a reservoir for several groups of microorganisms, which can pose
risks to human health and contribute to the spread of resistance genes. In this work, the susceptibility
profile to antimicrobials of catalase-positive Gram-positive cocci isolated from samples of pasteurized
milk from the city of Rio de Janeiro was verified. Thirty-three isolates, from Baird-Parker agar, could
be identified by mass spectrometry, 48% as Kocuria varians, 42% as Macrococcus caseolyticus and
9% as Staphylococcus epidermidis. The antibiotic susceptibility profile revealed that 22 isolates were
resistant to at least 1 antibiotic. Four isolates of K. varians were considered multidrug-resistant
(MDR). Although M. caseolyticus and K. varians are not considered pathogens associated with food,
the presence of resistant isolates warns of the danger of transmitting resistance genes to other bacteria,
especially Staphylococcus sp..

PALAVRAS-CHAVE: cocos Gram-positivos catalase positiva, leite pasteurizado, resisténcia a
antibidticos, Kocuria, Macrococcus.

KEYWORDS: Gram-positive catalase-positive cocci, pasteurized milk, antibiotic resistance, |,
Kocuria, Macrococcus.

1. INTRODUCAO

O leite constitui um habitat para uma grande variedade de micro-organismos provenientes de
diversas origens, como do ordenhador ou de utensilios e equipamentos utilizados na ordenha, no
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transporte ou no armazenamento do leite, da pele ou das fezes dos animais, do ambiente e, até mesmo,
de dentro do ubere, como nos casos de mastite (Ali et al., 2017).

No tratamento da mastite, varios antibiéticos podem ser utilizados, porém, sabe-se que 0 UsoO
excessivo ou inadequado desses medicamentos pode levar a aquisi¢do de resisténcia por bactérias.
Staphylococcus sp. constituem um dos principais micro-organismos associados a mastite e séo
frequentemente encontrados no leite. No entanto, outros géneros de cocos Gram-positivos catalase-
positivos relacionados a Staphylococcus sp., como Kocuria e Macrococcus, também sdo encontrados
neste alimento (Martinez et al., 2017; Ribeiro-Junior et al., 2018) e podem transferir genes de
resisténcia tanto entre si como para outras bactérias (MacFadyen et al., 2018).

Embora a pasteurizagdo surja como um dos processos térmicos mais comuns utilizados para
reduzir a presenca de micro-organismos patogénicos no leite, sabe-se que essa técnica ndo é capaz de
eliminar toda sua populagdo (Knight et al., 2004; Ribeiro-Junior et al., 2018). Este trabalho teve por
objetivo detetar a presenca e avaliar a suceptibilidade a antibiéticos de isolados de Staphylococcus sp.
e de outros cocos Gram-positivos catalase-positivos provenientes de amostras de leite pasteurizado
comercializado na Zona Norte da cidade do Rio de Janeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras utilizadas

Uma vez que o leite € um dos principais alimentos associados a presenca de Staphylococcus sp.,
nove amostras oriundas de duas marcas diferentes de leite pasteurizado comercializado na cidade do
Rio de Janeiro foram selecionadas como a matriz alimentar utilizada para o isolamento inicial de
Staphylococcus, mas também visando detectar outros possiveis cocos Gram-positivos catalase-
positivos. As amostras foram adquiridas em estabelecimentos comerciais locais da Zona Norte da
cidade do Rio de Janeiro e conduzidas ao laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), sob refrigeracdo, para as analises
microbioldgicas.

2.2 Isolamento de Staphylococcus sp. e de demais cocos Gram-positivos

O isolamento foi realizado seguindo-se a metodologia para Staphylococcus coagulase-positiva em
alimentos, conforme IN 62 de 2003 (BRASIL, 2003), uma vez que ndo existe procedimento especifico
para o isolamento de outros cocos Gram-positivos em alimentos.

Vinte e cinco gramas de leite foram diluidos em 225 mL de &gua peptonada a 0,1%,
homogeneizadas por 60 segundos e diluidas até a diluicdo 103. Aliquotas das diluicdes foram
plaqueadas em &gar Baird-Parker e as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Apés o periodo de
incubacdo, foram selecionadas colénias tipicas (circulares, pretas, rodeadas por uma zona opaca e/ou
halo transparente se estendendo para além da zona opaca) e atipicas (coldnias morfologicamente
semelhantes as tipicas, porém, sem a presenca de halos).

2.3 ldentificacdo dos isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada em espectrémetro de massas MALDI-TOF (Microflex
LT, Bruker, Estados Unidos), no Laboratdrio de Investigacdo em Microbiologia Médica do Instituto
de Microbiologia Paulo de Goes, na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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2.4 Determinacao do perfil de susceptibilidade a antibioticos

A técnica de difusdo em disco foi utilizada para avaliar a perfil de suceptibilidade a
antimicrobiana in vitro dos isolados, acordo com as especificagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). A estirpe de S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle nos testes
de antibiograma. Com base nos padrdes previamente definidos pelo CLSI, os isolados foram
classificados como suscetiveis, moderadamente suscetiveis (resisténcia intermediéria) ou resistentes
aos antibioticos testados (CLSI, 2018). Foram utilizados os seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina
(5 pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg),
norfloxacina (10 pg), penicilina (10 pg) e tetraciclina (30 pg), o que compreende representantes das
seguintes classes de antibioticos: fluoroquinolonas, lincosaminas, fenicois, macrolideos,
aminoglicosideos, penicilinas e tetraciclinas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Zona Norte da cidade do Rio de Janeiro, ndo é tdo comum encontrar leite pasteurizado
sendo comercializado, pois poucos estabelecimentos, em geral aqueles que possuem um puablico mais
fiel a esse tipo de alimento, dispdem do produto. Nove amostras de leite foram analisadas neste
trabalho, e destas, cinco apresentaram contagens inferiores a 102 UFC/mI de coldnias tipicas (colonias
negras, circulares, pequenas com halo transparente) e atipicas (colénias negras, circulares, sem a
presenca de halo transparente), sugestivas de Staphylococcus sp.. As demais apresentaram contagens
que variaram entre 4,2 x 10%e 1,0 x 10° UFC/ml, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Quantificacdo das colnias sugestivas de Staphylococcus sp. nas amostras de leite utilizadas
neste trabalho.

Contagem de colbnias tipicas e atipicas

Amostra sugestivas de Staphylococcus sp.
(UFC/ml)
L1 1,0x10°
L2 < 10?
L3 <102
L4 6,6 x 10*
L5 9,1x10*
L6 4,2 x 108
L7 <102
L8 < 10?
L9 < 10?

Foram selecionados 64 isolados. No entanto, apds serem submetidos a espectrometria de
massa por MALDI-TOF, 31 (48,4%) deles ndo apresentaram uma identificacdo confiavel ao nivel de
género, sendo, entdo, descartados. Os demais foram identificados como Staphylococcus epidermidis
(n=3; 4,7 %), Macrococcus caseolyticus (n=14; 21,9%) e Kocuria varians (n=16; 25%), todos estes
sendo cocos Gram-positivos catalase-positivos. Todos os isolados de M. caseolyticus foram
provenientes da amostra 1, enquanto os de K. varians e S. epidermidis foram obtidos da amostra 5.
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Vale ressaltar que M. caseolyticus, até o ano de 1988, estava incluido no género
Staphylococcus como S. caseolyticus (Kloos et al., 1988). K. varians, por sua vez, era conhecido como
Micrococcus varians, mas foi incluido nesse novo género em 1995 (Stackebrandt et al., 1995).

Bactérias do género Macrococcus, apesar de estreitamente relacionadas ao género
Staphylococcus, ao contrario desses, ndo sdo consideradas patogénicas para o homem. Entretanto,
algumas espécies estdo se tornando cada vez mais reconhecidas como patdgenos veterinarios. Alguns
trabalhos relatam a deteccdo de M. caseolyticus, incluindo estirpes resistentes a meticilina, em casos
de mastite bovina (MacFadyen et al., 2018) e também de amostras de leite pasteurizado (Schwendener
etal., 2017).

Da mesma forma, embora ndo seja comum a associacao a infeccOes, algumas espécies de
Kocuria, como K. kristinae e até mesmo K. varians, vém emergido como patégenos humanos
oportunistas, principalmente em hospedeiros comprometidos com alguma doenca subjacente grave
(Purty et al., 2013; Mazhar et al., 2018). Ja estudos sobre a presenca de K. varians em alimentos sdo
bem mais escassos, mas sabe-se que esta espécie possui potencial de atuar como cultura microbiana
adjunta para contribuir com o perfil sensorial tipico do queijo Tetilla, tradicional na Espanha, obtido a
partir de leite cru (Centeno et al., 2017).

O antibiograma foi realizado inicialmente com 30 isolados e revelou que 22 deles foram
resistentes a pelo menos 1 antibidtico. Os antibidticos que apresentaram o maior nimero de isolados
resistentes foram a penicilina (18 isolados) e a tetraciclina (11 isolados). Clindamicina, cloranfenicol e
norfloxacina tiveram, respectivamente, 5, 3 e 1 isolados resistente.

Todos os 14 isolados de M. caseolyticus foram resistentes a pelo menos 1 antibidtico
(Figura 1), porém, ndo foram detectados isolados MDR. MacFadyen et al. (2018) descrevem que,
embora geralmente comensais, estirpes de Macrococcus sp., podem codificar a resisténcia a varios
antibioticos, entre eles a meticilina, e podem estar implicados na propagacao dessa resisténcia para 0s
estafilococos.

H Nenhuma resisténcia
apresentada

. H Resistentes a 1 antibiotico

i Resistentes a 2 antibidticos

A . H Resistentes a 3 ou mais
antibiodticos de classes

. ' : diferentes (MDR)

O =R N W & U1 OO N O
\

M. caseolyticus K. varians S. epidermidis

Figura 1: Perfil de susceptibilidade a antibidticos exibido pelos cocos Gram-positivos catalase-
positivos isolados neste trabalho.

Dos 15 isolados de K. varians testados, quatro foram resistentes a pelo menos 1 antibi6tico
de 3 classes diferentes e foram considerados multirresistentes (MDR) (Figura 1). Em um dos poucos
trabalhos que retratam o isolamento e a caracterizacdo de bactérias do género Kocuria em alimentos,
Rodriguez-Alonso et al. (2009) também relataram a detecgdo de isolados multirresistentes de Kocuria
varians isolados de queijos artesanais produzidos com leite cru.
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4. CONCLUSOES

A presenca de isolados de M. caseolyticus, S. epidermidis e K. varians resistentes a antibiéticos,
assim como os 4 isolados de K. varians com fen6tipo MDR nas amostras de leite analisadas é
preocupante, pois destaca o possivel papel desse alimento como um reservatorio de genes de
resisténcia, o que poderia levar a sua disseminagdo, por mecamismos de transferéncia génica, entre
estafilococos patogénicos e outros grupos relacionados comumente encontrados no leite.
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