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RESUMO

O consumo de queijos artesanais produzidos com leite cru vem crescendo no
Brasil, e novas regides produtoras vém se estabelecendo e ganhando destaque. A
producdo e o consumo desses queijos representam uma fonte de disseminagéo de
bactérias resistentes a antimicrobianos e de genes de resisténcia. O objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil de resisténcia de espécies pertencentes ao género
Staphylococcus isoladas de leite cru, soro-fermento, salmoura e de queijos artesanais
produzidos em dois municipios da regido sul/sudeste do Estado de Minas Gerais. O
isolamento dos microrganismos foi feito a partir do agar Baird-Parker durante
procedimento de pesquisa e enumeragao de Staphylococcus coagulase positiva das
amostras de alimentos. A identificagao bacteriana foi feita pela técnica de MALDI-TOF
MS e o perfil de resisténcia foi determinado pela técnica de difusdo em agar. A
pesquisa do gene mecA foi feita pela técnica de PCR. Foram identificados 82 cocos
Gram-positivos catalase positivos pertencentes aos géneros Staphylococcus (n=75),
Kocuria (n=3) e Macrococcus (n=4). Destas amostras, 79,3% apresentaram
resisténcia a algum antimicrobiano e 17,1% apresentaram multirresisténcia
(resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos). O antimicrobiano com maior
percentual de resisténcia foi a penicilina (67,1%), seguido pela tetraciclina (42,7%) e
pelas sulfonamidas (26,8%). O gene mecA foi detectado em trés isolados, um S.
aureus, um S. epidermidis e um S. haemolyticus. A ocorréncia de estirpes de
Staphylococcus multirresistentes aos antimicrobianos e a presenga do gene mecA em
trés dessas estirpes ressaltam a importancia da vigilancia sobre a qualidade

microbiolégica do leite cru e dos queijos artesanais produzidos em Minas Gerais.

Palavras-chave: gene mecA; Kocuria; Macrococcus; queijos artesanais;

resisténcia aos antimicrobianos; Staphylococcus



ABSTRACT

The consumption of artisanal cheeses produced with raw milk is growing in
Brazil, and new producing regions have been establishing themselves and gaining
prominence. The production and consumption of these cheeses represent a source of
dissemination of antimicrobial-resistant bacteria and of resistance genes. The aim of
this study was to evaluate the resistance profile of species belonging to the genus
Staphylococcus isolated from raw milk, whey, brine and artisanal cheeses produced in
two municipalities in the south/southeast region of the State of Minas Gerais. Isolation
of the microorganisms was made from Baird-Parker agar during the enumeration of
coagulase-positive staphylococci from food samples. Bacterial identification was
performed using MALDI-TOF mass spectrometry and the resistance profile was
determined using the agar diffusion technique. The search for the mecA gene was
performed using PCR. Eighty-two catalase-positive Gram-positive cocci belonging to
the genera Staphylococcus (n=75), Kocuria (n=3) and Macrococcus (n=4) were
identified. Of these samples, 79.3% showed resistance to at least one antimicrobial
and 17.1% showed multidrug resistance (resistance to three or more classes of
antimicrobials). The antimicrobial with the highest percentage of resistance was
penicillin (67.1%), followed by tetracycline (42.7%) and sulfonamides (26.8%). The
mecA gene was detected in three isolates, one S. aureus, one S. epidermidis and one
S. haemolyticus. The occurrence of multiresistant Staphylococcus strains and the
presence of mecA gene in three of these strains underscore the importance of
monitoring the microbiological quality of raw milk and artisanal cheeses produced in

Minas Gerais.

Key-words: antimicrobial resistance; artisanal cheese; Kocuria; Macrococcus;

mecA gene; Staphylococcus
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1 INTRODUGAO

A utilizacao de antibiéticos abriu caminho para avancgos sociais e terapéuticos
importantes, tornando-se indispensavel em todos os sistemas de saude.
Procedimentos médicos como tratamento quimioterapico contra o cancer, transplante
de 6rgaos, cirurgias, e a cura para diversas doengas nao seria possivel sem a
utilizacdo dos antimicrobianos. Contudo, € cada vez mais necessario 0
desenvolvimento de outras drogas mais potentes para combater bactérias resistentes
e, futuramente, o panorama global da resisténcia antimicrobiana podera acarretar
sérias consequéncias sociais e econdmicas (LAXMINARAYAN et al., 2013).

O uso desses farmacos em hospitais, pela comunidade, e na agricultura e
pecuaria muitas vezes se da de forma intensa e indiscriminada, levando a selecao de
bactérias resistentes. A administragao de antibiéticos em baixos niveis para promover
o crescimento na criagao de animais vem sendo praticada ha anos. Isso explica o fato
da pecuaria ser um dos setores mais relacionados historicamente como uma das vias
mais comuns de disseminacao de bactérias resistentes a antibidticos.

Uma outra fonte importante de transmissdo de bactérias resistentes a
antibidticos é a cadeia de alimentos. Espécies de Staphylococcus sao comumente
encontradas no leite e seus derivados, podendo também causar toxinfecg¢des
alimentares, além de poderem disseminar genes de resisténcia a drogas
antimicrobianas. A ingestédo de alimentos de origem animal contaminados pode levar
a transmissao de bactérias resistentes.

A ocorréncia de Staphylococcus resistentes a meticilina (MRSA) relatada em
Staphylococcus isolados de leite de vacas com mastite e de queijos causa
preocupagao, dada a possibilidade de transferéncia dos genes de resisténcia para
outras bactérias (DORNELES et al., 2018). O consumo de queijos artesanais
produzidos com leite cru vem crescendo, e novas regides produtoras vém se
estabelecendo e ganhando destaque. A produgdo e o consumo desses queijos
também representam uma fonte de disseminacdo de bactérias resistentes a

antimicrobianos e de genes de resisténcia, como o0 gene mecA.



Considerando as altas taxas de contaminagao de leite e queijos por bactérias
do género Staphylococcus e a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia
de bactérias do alimento para a microbiota humana, este estudo teve como objetivo
estabelecer o fendtipo de resisténcia de espécies do género Staphylococcus isoladas
de leite cru e de queijos artesanais no Estado de Minas Gerais, bem como verificar a
ocorréncia do gene mecA, que confere resisténcia a meticilina, nas estirpes

analisadas.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi identificar e avaliar o perfil de resisténcia de
espécies pertencentes ao género Staphylococcus isoladas de leite cru e queijos
artesanais produzidos em municipios da regido sul/sudeste do Estado de Minas

Gerais.
Objetivos especificos:

1. Identificar as estirpes selecionadas em nivel de espécie pela técnica de MALDI-
TOF MS.

2. Determinar o perfil de resisténcia das estirpes pela técnica de difusdo em agar
com discos de antibioticos.
3. Pesquisar a presenga do gene mecA através de reagdo em cadeia da

polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR), nas estirpes selecionadas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 GENERO Staphylococcus

Staphylococcus séao bactérias em forma de cocos, Gram-positivas, catalase
positivas, nao esporuladas, com didametro aproximado de 0,5 a 1,5 ym. Organizam-se
em pares, pequenas cadeias ou em forma de cacho de uva. S4o bactérias anaerdbias
facultativas, apresentam metabolismo respiratorio, contudo, também podem se
desenvolver de forma fermentativa. Podem ser identificadas pela morfologia de suas
colénias, padrao de hemdlise e perfil bioquimico. Sdo catalase positivas, o que permite
a sua distingdo dos Streptococcus e de outros géneros de bactérias (FORSYTHE,
2013; QUINN et al., 2019).

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, e é
atualmente composto por 63 espécies amplamente distribuidas no meio ambiente.
Esses microrganismos podem ser divididos em dois grupos, de acordo com a
capacidade de produzir coagulase: Staphylococcus coagulase positivos (SCP) e
Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Entre as espécies pertencentes aos
SCP, estao S. aureus, S. intermedius e algumas estirpes de S. hyicus e S. agnetis. A
grande maioria das espécies de Staphylococcus, entretanto, sdo coagulase negativas
(LPSN, 2022a).

Espécies do género Staphylococcus sao relativamente resistentes a atividade
de agua reduzida, sendo tolerantes ao ressecamento e a altas concentragdes de sal
(NaCl). A capacidade de se desenvolver em meios salinos favorece seu isolamento
seletivo. Por exemplo, se um inéculo for semeado em uma placa de meio sélido rico
contendo 7,5% de NaCl e incubado em condi¢bes aerdbias, os cocos Gram-positivos
geralmente formam as colénias predominantes. Algumas espécies sdo pigmentadas,
0 que também contribui para a identificagdo de microrganismos desse género
(MADIGAN et al., 2016).



3.1.1 Doencgas causadas por Staphylococcus

Os estafilococos sdo comensais e parasitas comuns de seres humanos e
animais, e por vezes sdo causadores de infecgdes graves. Duas espécies tém maior
importancia para o homem: Staphylococcus epidermidis, que na maioria das vezes é
encontrada na pele ou nas membranas mucosas, e Staphylococcus aureus. Ambas
tém potencial patogénico, mas S. aureus € mais comumente associado a patologias
como furunculos, acne, pneumonia, osteomielite, meningite e artrite, entre outras.
Grande parte das infecgdes estafilocdcicas sao decorrentes do contagio de bactérias
presentes na microbiota normal de um individuo infectado, contudo assintomatico, a
um individuo suscetivel (JAY et al., 2005; FORSYTHE, 2013; MADIGAN et al., 2016).

Espécies de SCN também estdo presentes principalmente na pele e nas
mucosas de seres humanos e animais, logo estdo sempre em um relacionamento
muito proximo e simbidtico com seus hospedeiros. Apesar das espécies de
estafilococos mais relacionadas como patogénicas serem coagulase positivas, os
SCN sao microrganismos oportunistas que causam infec¢gdes em individuos
vulneraveis. O numero de individuos suscetiveis a infecgdes por SCN vem crescendo.
Houve aumento no numero de recém-nascidos prematuros, idosos, pacientes
cronicamente doentes e, muitas vezes, imunocomprometidos, bem como 0 aumento
do uso de dispositivos inseridos em procedimentos, terapias ou cirurgias, levando a
uma grande variedade de infec¢gbes causadas por SCN. Consequentemente, esses
microrganismos tornaram-se importantes patdgenos, apesar das alteragdes
inflamatorias geralmente serem subagudas. Apresentam importancia clinica devido a
dificuldades de tratamento, e a sua resisténcia aos antibioticos vem sendo cada vez
mais estudada (BECKER et al., 2014).

Staphylococcus spp. sao disseminados com facilidade através das particulas
de poeira presentes no ar e nas superficies, contudo, a fonte mais importante para
contaminagao dos alimentos sdo os portadores. Portadores sao individuos cujas maos
e bracos apresentam feridas e furunculos contaminados, ou fossas nasais colonizadas
com a bactéria, e que manipulam alimentos. Critérios de controle microbiolégico
devem ser aplicados na cadeia de alimentos, associados a programas de controles,
tais como a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF), para reduzir a contaminagdo dos alimentos (JAY et al., 2005;
MADIGAN et al., 2016).



Na Turquia, Guven et al. (2010) analisaram 413 amostras de produtos de
origem animal, como leite cru, manteiga, queijos e outros derivados, e também carne
bovina, de aves e produtos carneos. Dentre todas as amostras, 33,4% estavam
contaminadas com S. aureus. Com relagao aos produtos lacteos, das 259 amostras
analisadas, 23,2% apresentaram esse microrganismo. Jamali et al. (2015), ao
analisarem 2.650 amostras de leite cru e de produtos lacteos tradicionais do Ir3,
encontraram S. aureus em 328 (12,4%) amostras. Tais estudos demonstram a
importancia da vigilancia sobre a ocorréncia de S. aureus em produtos de origem

animal.

Intoxicagdes alimentares podem ocorrer apds a ingestao de alimentos contendo
toxinas pré-formadas por Staphylococcus. Ao serem ingeridas, as toxinas passam
pelo estbmago até o intestino delgado, local onde desencadeiam os sintomas da
doenca: nauseas, vomitos, diarreia e desidratacao, principalmente. O inicio do quadro
€ rapido, de uma a seis horas apos a ingestédo do alimento, dependendo da quantidade
de toxina ingerida, mas os sintomas geralmente regridem em menos de 48 horas.
Assim como outras doencgas de origem alimentar, a intoxicagao por estafilococos pode
ser impedida por meio de medidas de saneamento e higiene adequadas na produgao,
no preparo e no armazenamento dos alimentos (JAY et al., 2005; MADIGAN et al.,
2016).

No Brasil, o perfil de doengas transmitidas por alimentos (DTAs), como a
intoxicagao por toxinas estafilocécicas, ainda ndo € bem conhecido. Somente alguns
Estados e Municipios dispdem de dados sobre a incidéncia, agentes etiologicos,
alimentos mais frequentemente associados e populagao de maior risco. Contudo, se
sabe que a incidéncia pode variar em relagao a diversos aspectos, como educacgao,
condi¢des socioeconémicas, saneamento, fatores ambientais e culturais. Em geral, a
mortalidade por DTAs é baixa, depende das condi¢cdes do paciente, porém menores
de cinco anos, imunodeprimidos e idosos apresentam mortalidade elevada. No
periodo de 2007 a 2020, foram notificados, por ano, em média 662 surtos de DTHAs
(doengas de transmissdo hidrica e alimentar), com o envolvimento de 156.691
doentes (média de 17 doentes/surto), 22.205 hospitalizados e 152 ébitos (BRASIL,
2010; BRASIL, 2022).

Uma das principais doengas que acomete o bovino leiteiro é a mastite, que € a

inflamacé&o da glandula mamaria, geralmente causada por microrganismos, sendo as



bactérias os agentes causais mais comuns. A doenga pode se apresentar de forma
clinica ou subclinica, e aguda ou crbénica. Na mastite clinica € possivel observar
alteragcdes na glandula mamaria (sinais de inflamagdo) e no leite (presenga de
grumos), e geralmente ocorre de forma aguda. Ja na mastite subclinica, ndo se
observam alteragdes na glandula mamaria, nem alteragdes macroscépicas no leite, e
ocorre de forma crbnica no rebanho (KHAN, 2013; QUINN et al., 2019).

A mastite bovina causada por S. aureus € comum e de ocorréncia mundial. A
transmissao do patdgeno ocorre principalmente no momento da ordenha, através do
contato com as maos do ordenhador, com a ordenhadeira, e panos e toalhas
destinados a limpeza do ubere, sendo considerada uma mastite contagiosa. Casos
cronicos e subclinicos sdo mais comuns, e a bactéria € eliminada no leite dos quartos
afetados de forma intermitente. Concomitantemente ocorre aumento na contagem de
células somaticas e queda na producgao leiteira. O principal reservatério da mastite
estafilococica é a glandula mamaria infectada, sendo assim, a disseminagao de S.
aureus em rebanhos leiteiros preocupa nao apenas por sua elevada viruléncia, mas
também devido a dificuldade de se criar medidas preventivas eficazes (ACOSTA et
al., 2016; QUINN et al., 2019).

A mastite em bovinos também pode ser causada por SCN, que sdo agentes
oportunistas da pele do teto. Por serem habitantes da pele, podem invadir a glandula
mamaria e ocasionar infecgdes leves, geralmente subclinicas (SANTOS; FONSECA,
2007).

Em um estudo que envolveu dez propriedades leiteiras no estado de Sao Paulo,
dos 722 agentes etioldgicos de mastite bovina encontrados, 263 eram Staphylococcus
spp.: 51,3% SCP e 48,7% SCN (LANGONI et al., 2015).

Picoli et al. (2014) identificaram microrganismos presentes no leite obtido de
tanques de expansao de 274 propriedades da regido sul do Rio Grande do Sul. Todas
as 822 amostras de leite cru coletadas apresentaram crescimento de col6nias
caracteristicas de Staphylococcus spp. Estes autores também observaram que a
ordenha manual, a ndo realizagdo do pré-dipping (desinfeccdo do teto antes da
ordenha), a forma como € realizada a secagem do teto (uso de papel ou toalha de
pano) e as instalagcdes da sala de ordenha foram os fatores que mais influenciam na
ocorréncia de agentes infecciosos no leite. Dessa forma, concluiram que as boas
praticas de ordenha sdo fundamentais para o controle e a prevengcdo da mastite

causada por Staphylococcus spp.



3.1.2 Resisténcia de Staphylococcus aos antimicrobianos

Alexander Fleming em 1929, apds deixar placas contendo culturas de
Staphylococcus spp. expostas ao ar em sua mesa, observou contaminagao das placas
por varios microrganismos. Percebeu que, em torno de uma grande colbnia fungica,
as colbnias de estafilococos se tornaram transparentes e estavam lisadas. Descobriu
assim que substancias produzidas por cepas de Penicillium tinham propriedades
inibitérias sobre bactérias patogénicas (FLEMING, 1929). Tal descoberta foi o pontapé

inicial para o desenvolvimento dos antimicrobianos.

Entretanto, ja na década de 1950, as cepas de S. aureus resistentes a penicilina
eram tdo comuns que a penicilina estava se tornando inutil contra infecgdes
estafilococcicas. A introdugao da meticilina, a primeira das penicilinas semissintéticas,
na pratica clinica em 1959 e 1960, resolveu esse problema, pelo menos por um tempo
(CHAMBERS, 1988).

A resisténcia aos antimicrobianos surge como consequéncia de mutagdes na
bactéria, e através de selegdo pelo uso de antibidticos, que fornece uma vantagem
competitiva para cepas mutadas. A administragdo de doses de antibidticos inferiores
as recomendadas também ajuda na selecdo gradual de microrganismos resistentes
(LAXMINARAYAN et al., 2013). Assim, a disseminagao da resisténcia das bactérias
aos antimicrobianos, €, em parte, uma consequéncia natural da presséo seletiva
resultante do uso clinico dos antimicrobianos no tratamento das infec¢des bacterianas
e como promotores de crescimento de animais de interesse pecuario (BASTOS,
2007).

Em Staphylococcus € comum a resisténcia aos antibiéticos B-lactdmicos. Os
antibioticos desse grupo sao assim denominados por possuirem em sua estrutura um
anel B-lactamico, e fazem parte deste grupo as penicilinas naturais e semissintéticas,
as cefalosporinas, os monobactamicos e as carbapenemas. As células de
Staphylococcus produzem normalmente quatro tipos de proteinas transpeptidase
ligadas a membrana chamadas penicillin-binding protein, proteinas ligantes a
penicilina em portugués (PBPs 1-4). Essas proteinas mediam reacgdes de
transpeptidagcdo e carboxipeptidacdo, importantes para a ligagdo cruzada do

esqueleto peptidioglicano na parede celular bacteriana. Quando a célula bacteriana &



incapaz de sintetizar corretamente a parede celular devido a ligagdo das PBPs pelo
antimicrobiano, ocorre a inibicdo da divisao celular (efeito bacteriostatico) ou morte
celular (efeito bactericida) (MARANAN et al., 1997; MURPHY et al., 2011).

A meticilina € uma penicilina semissintética resistente a acdo de p-lactamases.
A resisténcia a meticilina, que se manifesta em estirpes de Staphylococcus deve-se a
presenga no cromossomo bacteriano de um Iécus genético chamado SCCmec
(cassete cromossémico estafilococico). O SCCmec (Figura 1) € composto por trés
elementos principais: o complexo do gene mec que codifica a resisténcia a
meticilina/oxacilina, o complexo do gene ccr, que codifica recombinases responsaveis
pela sua motilidade e as regides de juncédo (ou J). O complexo do gene mec
compreende o gene mecA e, quando presente, seus genes reguladores, mecl (um
repressor) e mecR1 (indutor), bem como uma sequéncia de inser¢cao 1S431mec
(BECKER et al., 2014; GILL et al., 2019)

Figura 1 — llustracdo esquematica da estrutura do SCCmec
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IR, inverted repeat (repeticio invertida); DR, direct repeat (repeti¢do direta)
Fonte: Gill et al. (2019).

O gene mecA codifica a sintese de uma PBP alterada chamada PBP2A
(penicillin binding protein 2A, ou proteina ligante a penicilina 2A). A PBP2A possui
uma menor afinidade pela maioria dos antibiéticos p-lactamicos, e por isso nao se liga
a estas drogas (Figura 2). Consequentemente, uma bactéria resistente a meticilina
apresenta resisténcia cruzada a outras drogas [-lactédmicas, incluindo as
cefalosporinas (KUWAHARA-ARA et al., 1996; BASTOS, 2007; BECKER et al., 2014).

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina vém sendo identificadas por meio
de técnicas moleculares como a reacao em cadeia da polimerase (PCR), através da
pesquisa do gene mecA (SOUZA et al., 2005). Esta técnica complementa os métodos

fenotipicos, oferece eficacia e seguranca, além de ser um método rapido e sensivel.



Figura 2 — Esquema da expressao da forma alterada da proteina de ligagao a

penicilina PBP2, chamada PBP2a, com afinidade de ligagéo reduzida a B-lactamicos

Antibiotic

I
00

Fonte: Murphy et al. (2011).

S. aureus resistente a meticilina € comumente relacionado a infecgdes
nosocomiais (Hospital Associated MRSA, HA-MRSA), mas também esta sendo
relacionado a comunidade (Community Associated MRSA, CA-MRSA), causando
infeccbes graves. Ainda, a infecgéo e colonizagdo por MRSA em animais de produgao
(Livestock Associated MRSA, LA-MRSA) também vem sendo documentada. Animais
de producado sao potenciais reservatorios de MRSA, que pode ser introduzido na
comunidade por meio do consumo de alimentos de origem animal (KLUYTMANS,
2009; SPANU et al., 2014; TEGEGNE et al., 2019).

Loureiro et al. (2016) ressaltam a importancia de se adotar medidas para se
obter um controle maior sobre o consumo de antimicrobianos na pratica da Medicina
Veterinaria e na produgdo animal. Estas atividades s&o apontadas como grandes
responsaveis pelo uso inadequado de muitos antibidticos, selecionando cepas

resistentes. Tais cepas posteriormente podem ser transmitidas para humanos.



Em um estudo envolvendo SCN, 128 isolados foram recuperados de 1.484
amostras de leite obtidas de vacas com mastite, de onze propriedades leiteiras
brasileiras. Desses isolados, 20,3% abrigavam o gene mecA e mostraram resisténcia
a oxacilina e cefoxitina. Os isolados mecA positivos foram identificados como S.
epidermidis (7), S. chromogenes (7), S. warneri (6), S. hyicus (5) e S. simulans (1). Os
autores ressaltam a importancia de SCN como reservatérios de genes de resisténcia
antimicrobiana e estruturas genéticas antimicrobianas que podem ser transferidas
para outras bactérias patogénicas (SILVA et al., 2014b).

Santos et al. (2016) encontraram o gene mecA em dez cepas de SCN
identificadas como S. epidermidis, estes isolados foram resistentes a todos os
antibidticos B-lactdmicos testados. Tais resultados destacam a importancia de se
investigar o perfil molecular e fenotipico da resisténcia antimicrobiana em espécies de
estafilococos visando controlar a disseminagao da resisténcia.

Soares et al. (2017) avaliaram a resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus
isolados de leite de vacas com mastite subclinica em fazendas leiteiras localizadas no
Estado do Rio de Janeiro, além da presenca do gene mecA nestas estirpes. Estes
autores encontraram 83,6% de estirpes resistentes a penicilina, mas nenhum isolado
apresentou o gene mecA. Por outro lado, Guimaraes et al. (2017) relataram um surto
de mastite bovina em um rebanho leiteiro localizado no Estado de Sao Paulo, causado
por uma estirpe de S. aureus resistente a meticilina. O gene mecA foi detectado em
48,3% dos isolados que causaram o surto.

Dorneles et al. (2019) analisaram a resisténcia aos antibiéticos de estirpes de
S. aureus isoladas de mastite bovina em Minas Gerais, reportando altas percentagens
de resisténcia a penicilina, tetraciclina e sulfonamidas, e 2,8% de isolados resistentes
a oxacilina.

Pereira et al. (2009) observaram uma relagao entre a resisténcia a antibidticos
em estirpes isoladas de leite cru, e aquelas isoladas de mastite bovina. Os isolados
se mostraram mais resistentes a penicilina e a ampicilina, e mais susceptiveis a outros
antibidticos. Provavelmente essa resisténcia seja resultado do uso de B-lactédmicos
em tratamentos contra mastite.

Estudos sobre a ocorréncia de Staphylococcus resistentes a antimicrobianos
provenientes de produtos de origem animal também sao relatados na literatura.
Kuchenbecker et al. (2009), ao analisar isolados de S. aureus oriundos de diferentes

produtos de origem animal industrializados, obtidos de quatro regides geograficas do



Pais, observaram 64,1% de isolados resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
testados. As regides Sul e Sudeste foram as que apresentaram maiores indices de
resisténcia, podendo este fato ser correlacionado com a maior concentragcdo de
producdo animal intensiva nestas regides.

Pereira et al. (2009) reportaram 73% de S. aureus resistentes a penicilina,
isolados de diferentes alimentos em Portugal, incluindo leite cru e queijo, mas nao
detectaram o gene mecA em nenhum isolado. Spanu et al. (2014) nao detectaram o
gene mecA em S. aureus isolados de queijo de ovelha produzido com leite cru. Silveira
Filho et al. (2014) também nao detectaram S. aureus resistentes a meticilina isolados
de leite cru e de queijo feito de leite cru, coletados em fazendas da area rural de
Pernambuco.

Num estudo realizado na Turquia, com estirpes de S. aureus isoladas de
alimentos, entre estes, leite cru e queijo, Yucel et al. (2011) relataram uma
percentagem alta de resisténcia a penicilina (92%), mas uma percentagem bem menor
de S. aureus resistente a meticilina (2,5%).

Por outro lado, Jamali et al. (2015) relataram 16,2% de S. aureus resistentes a
meticilina isolados de leite cru de vacas e ovelhas, queijos e um iogurte tradicional do
Iran, ambos feitos de leite cru. E Al-Ashmawy et al. (2016) reportaram elevadas
percentagens de resisténcia a penicilina, cloxacilina, amoxicilina e tetraciclina, e 53%
de resisténcia a meticilina em S. aureus isolados de leite cru, queijos, sorvetes e
iogurtes comercializados na cidade egipcia de Mansoura.

Fontes et al. (2013) determinaram a susceptibilidade aos antimicrobianos de
SCN isolados de queijo Minas comercializados na cidade de Juiz de Fora, Minas
Gerais. Estes autores encontraram uma percentagem alta de resisténcia nos isolados
de SCN analisados, e uma percentagem igualmente alta de isolados positivos para o
gene mecA (81,5%), o que é um dado preocupante.

Castro et al. (2020) avaliaram 76 isolados de S. aureus provenientes de leite
cru, de fermento (pingo), de queijo Minas artesanal e de manipuladores de queijo de
nove propriedades rurais localizadas no Campo das Vertentes, Minas Gerais.
Sessenta e sete por cento dos isolados foram resistentes a penicilina e 27,6%
resistentes a tetraciclina, mas nenhum isolado apresentou multirresisténcia, nem o

gene mecA.

3.2 GENERO Macrococcus



Macrococcus sao cocos Gram-positivos, catalase positivos, coagulase
negativos e oxidase positivos, e o género atualmente engloba 12 espécies. As
espécies deste género pertenciam anteriormente ao género Staphylococcus, porém,
em 1998 pesquisadores caracterizaram quatro espécies com diferengas significativas
do género Staphylococcus e propuseram a criagdo do novo género Macrococcus.
Dadas as semelhancgas genéticas entre os dois géneros, a identificacdo pode ser um
problema. Em métodos tradicionais de identificagcdo, macrococos muitas vezes sao
identificados como estafilococos (SCHLEIFER et al., 1982; KLOOS et al., 1998; JAY
et al., 2005; LPSN, 2022b).

Macrococcus estdo presentes naturalmente na microbiota de varios animais,
por isso alimentos de origem animal como leite e queijos podem ser contaminados
com esse microrganismo. Macrococcus caseolyticus é a espécie de maior relevancia
em relacdo a contaminacdo de alimentos, e causa preocupagao devido a sua
capacidade de resisténcia a antibidticos, incluindo resisténcia a meticilina (KLOOS et
al., 1998; MACFADYEN et al., 2018).

A presenca de bactérias do género Macrococcus em alimentos é preocupante
devido a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos para
bactérias com maior potencial patogénico e que sdao amplamente isoladas em
alimentos, como os estafilococos. Como Macrococcus e Staphylococcus podem
compartilhar os mesmos hospedeiros, uma troca de elementos genéticos moveis entre
espécies de ambos os géneros € provavel. Genes de resisténcia a meticilina
identificados em estafilococos podem ser oriundos de macrococos através de
mecanismos de transferéncia horizontal (BECKER et al., 2018; MACFADYEN et al.,
2018).

3.3 GENERO Kocuria

Kocuria € um novo género derivado do género Micrococcus, tais bactérias
foram descritas pela primeira vez em 1995 e nomeadas em homenagem a Miroslav
Kocur, um dos primeiros microbiologistas a estudar cocos Gram-positivos. Hoje, o
género abrange 26 espécies, sendo Kocuria rosea, Kocuria varians e Kocuria kristinae
as mais estudadas. Sdo cocos Gram-positivos, em sua maioria estritamente aerébios,
com excegao de K. kristinae que é facultativa, sdo catalase positivos e coagulase
negativos, e ndo formam esporos (STACKEBRANDT et al., 1995; JAY et al., 2005;
LPSN, 2022c).



Este género bacteriano € comumente encontrado em varios ambientes, como
pele humana, cavidades orais, membranas mucosas e alimentos. Podem ser
confundidos com Staphylococcus coagulase negativos pois, além de muitas vezes
compartilharem os mesmos nichos, também podem crescer nos mesmos meios de
cultura e apresentar colénias com caracteristicas semelhantes. Sua identificagdo em
alimentos tem aumentado devido a utilizacdo de técnicas moleculares de
identificacdo, e houve um aumento na incidéncia de diferentes tipos de infecgdes
causadas por Kocuria, especialmente em pacientes imunodeprimidos e acometidos
com doengas subjacentes graves (PURTY et al., 2013; RAMOS et al., 2021).

Algumas espécies de Kocuria vém sendo usadas como culturas iniciadoras em
alimentos fermentados, como queijos, iogurte e outros derivados lacteos. As culturas
“starters” sdo preparagdes contendo um grande numero de microrganismos com o
objetivo de se aproveitar os produtos derivados do metabolismo ou da atividade
enzimatica dessas culturas. Os microrganismos selecionados como culturas “starters”
sdo isolados da microbiota nativa de produtos tradicionais, uma vez que estdo bem
adaptados as condi¢gdes ambientais e do processamento dos alimentos, e séo
responsaveis por conferir caracteristicas especificas de aparéncia, textura, aroma e
sabor (DIEZ et al., 2021; RAMOS et al., 2021).

Um estudo demonstrou a possibilidade de se utilizar cepas de Kocuria varians
juntamente com outros microrganismos, como cultura adicional. O objetivo foi
reproduzir as caracteristicas sensoriais do queijo tipo Tetilla (Galicia, Espanha),
tradicionalmente feito com leite cru, em queijos elaborados com leite pasteurizado. Os
pesquisadores concluiram que os queijos fabricados com as culturas adjuntas
obtiveram pontuagdes altas para sabor e parametros sensoriais gerais, considerando
os padrdes do produto tradicional (CENTENO et al., 2017).

A utilizacdo de culturas iniciadoras em produtos fermentados também esta
associada a uma maior seguranga do alimento. Permite que o periodo de fermentacao
seja menor, e o alimento tenha sabor, aroma e textura constantes, e pode ainda
aumentar o prazo de validade dos produtos. Contudo, a maioria das culturas
iniciadoras utilizadas sao isoladas de produtos bem especificos e tradicionais, e/ou do

ambiente de produgao. Dessa forma, sua capacidade de inibir bactérias patogénicas



e deteriorantes deve ser previamente avaliada (CENTENO et al., 2017; DIEZ et al.,
2021).

3.4 QUEIJOS ARTESANAIS

Os produtos artesanais do Estado de Minas Gerais possuem imenso valor
cultural e econémico, dentre estes produtos estdo os queijos artesanais. Por meio da
Lei n® 14.185, de 31 de janeiro de 2002, o Estado de Minas Gerais considera o queijo
Minas Artesanal como o queijo produzido conforme tradicdo histérica e cultural da
regido do Estado onde foi produzido, a partir do leite integral de vaca fresco e cru,
retirado e beneficiado na propriedade de origem, que apresente consisténcia firme,
cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem
olhaduras mecanicas. Podem ser utilizadas culturas lacticas naturais como pingo, soro
fermentado ou soro-fermento, coalho e sal (MINAS GERAIS, 2002).

A partir de 2012 se tornou possivel aos produtores de queijos nao inseridos
em regides até entdo ja identificadas e caracterizadas, como a Serra da Canastra e
do Serro, solicitar ao Estado de Minas Gerais o reconhecimento de outros tipos de
queijos artesanais oriundos de outras regides. A Lei Estadual n°® 20.549, e 18 de
dezembro de 2012, dispbe sobre a producdo e a comercializagdo dos queijos
artesanais de Minas Gerais, e reconhece outros tipos de queijo, com base nos seus
processos de producao. As variedades de queijos artesanais podem ser identificadas
como derivadas das estabelecidas, e o processo de producéo dos queijos artesanais
devem ser documentados para fins de protecdo do patrimdnio histérico e cultural
(MINAS GERAIS, 2012; PIRES et al., 2019).

Recentemente a legislagdo que regulamenta o queijo artesanal em Minas
Gerais foi atualizada. O Decreto N° 48024 DE 19/08/2020 regulamenta a Lei n°
23.157, de 18 de dezembro de 2018, e dispde sobre a produgao e a comercializagao
dos queijos artesanais no Estado. Sdo as condi¢gdes para a produgdo dos queijos
artesanais: o leite deve ser proveniente de rebanho sadio, que n&o apresente sinais
clinicos de doengas infectocontagiosas e cujos testes oficiais de zoonoses
apresentem resultados negativos; o leite deve apresentar qualidade microbioldgica e
fisico-quimica, conforme legislagdo vigente especifica; o produtor de leite deve
atender as boas praticas agropecuarias; a queijaria deve adotar as boas praticas de

fabricagdo; o processamento pode ser orientado pela cultura regional, utilizar técnicas



tradicionais ou novas técnicas, desde que mantenham a aparéncia e o sabor
especificos do tipo de queijo artesanal; técnicas e utensilios usados na produgao
devem ser predominantemente manuais, e ndo influenciar na qualidade do produto
final (MINAS GERAIS, 2020).

O decreto também estabelece critérios a serem seguidos pelos produtores,
desde a obtencado do leite até o final do processo de fabricagdo e venda. Para a
producdo e comercializagdo dos queijos artesanais de Minas Gerais, o
estabelecimento produtor devera ser registrado no Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA) ou no Servigo de Inspegao Municipal (SIM) (MINAS GERAIS, 2020).

As regides de producdo dos queijos artesanais serao identificadas mediante
estudo de caracterizagao do processo produtivo tradicional, considerando os aspectos
socioculturais. Cada regido produtora identificada sera publicada em portarias
especificas do IMA, mediante solicitacdo de organiza¢des representativas dos
produtores, junto a Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Seapa). A Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Estado de Minas
Gerais (Emater-MG) realizara estudos que comprovem a identidade, por meio da
caracterizagdo da regido e seus processos produtivos tradicionais vinculados a
atividade (MINAS GERAIS, 2020).

Duas novas regides produtoras de queijo artesanal em Minas Gerais foram
caracterizadas pelo IMA. A portaria n°® 2050, de 07 de abril de 2021 estabelece o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo Artesanal de Alagoa, e a
portaria IMA n° 2049, de 07 de abril de 2021 estabelece o Regulamento Técnico de

Identidade e Qualidade do Queijo Artesanal Mantiqueira de Minas.

O queijo Artesanal de Alagoa é caracterizado por um queijo elaborado a partir
do leite cru, higido, de producgéao propria, com utilizagdo de soro fermento. O produto
final deve apresentar consisténcia dura, textura tendendo a fechada, cor interna
intermediaria entre o branco a amarelada, sabor moderadamente salgado, suave a
picante, e odor moderadamente pronunciado, conforme a tradigao histérica e cultural
do municipio de Alagoa, onde é produzido. A portaria n°® 2050 estabelece todos os

parametros e exigéncias para a fabricagdo do queijo, obtencao do leite, maturacéo,



armazenamento, condigbes de higiene, transporte e comercializagdo, bem como
parametros microbiolégicos (MINAS GERAIS, 2021b).

As caracteristicas sensoriais € o0 processo de fabricagdo, maturacdo e
comercializagdo do queijo Artesanal Mantiqueira de Minas € o mesmo do queijo
Artesanal de Alagoa. Ele é classificado como um queijo de baixa umidade e gordo.
As etapas de producgao sao: filtragao, agitagao, adicdo de fermento natural, adicdo de
coalho, coagulagao, corte da coalhada, aquecimento e mexedura da massa (45 °C a
51 °C), dessoragem, pré-prensagem e enformagem, prensagem e viragem, salga e
maturagao (minimo 14 dias) (MINAS GERAIS, 2021a).

Visando atender a demanda oriunda de produtores de queijos de municipios
inseridos no Corredor Ecolégico da Mantiqueira, a Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria) Gado de Leite, em parceria com diferentes instituicdes do
Estado de Minas Gerais, conduziu um projeto de caracterizagdo do queijo artesanal
produzido em dois desses municipios, Alagoa (queijo Artesanal de Alagoa) e
Carvalhos (queijo Artesanal Mantiqueira de Minas) (PIRES et al., 2019).

A partir das analises microbioldégicas dos queijos analisados no projeto
mencionado acima, foram isoladas estirpes inicialmente identificadas como
Staphylococcus spp. a partir do leite cru, da salmoura, do soro-fermento e dos queijos
em varios periodos de maturagao. O presente trabalho teve como objetivo identificar
estas estirpes em nivel de espécie, bem como avaliar o perfil de resisténcia aos

antimicrobianos destas estirpes.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 ISOLAMENTO DE Staphylococcus e ESTOQUES DE TRABALHO

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Leite
da Embrapa Gado de Leite. As estirpes bacterianas utilizadas neste estudo foram
isoladas durante a realizacdo de analises microbiologicas para um projeto de
caracterizagao de queijos artesanais nos municipios de Alagoa e Carvalhos, no estado
de Minas Gerais. As analises ocorreram entre os meses de maio a julho e outubro a
dezembro de 2016, e margo a abril de 2018. As estirpes foram isoladas a partir da
pesquisa e enumeracao de Staphylococcus coagulase positiva do leite cru, soro-
fermento e salmoura utilizados para a fabricagdo de queijos artesanais, bem como
dos queijos em diferentes estagios de maturagcédo, em dez propriedades produtoras de
queijos artesanais dos municipios citados acima. A pesquisa e enumeragao de
Staphylococcus coagulase positiva foi realizada de acordo com as diretrizes da ISO
6888-1:1999.

As amostras foram isoladas em agar Baird-Parker (Difco, Sparks, MD, EUA) e
submetidas ao teste de coagulase em tubo para diferenciagdo entre SCP e SCN. O
teste da coagulase foi feito com plasma de coelho desidratado (Coagu-Plasma,
Laborclin, Pinhais, Parana), conforme as instrugdes do fabricante. Estirpes coagulase
positivas e negativas selecionadas do agar Baird-Parker foram inoculadas em agar
BHI (agar Infusao de Cérebro e Coragao, Brain Heart Infusion Agar, Himedia, Mumbai,
india). O crescimento bacteriano foi inicialmente analisado quanto & pureza e em
seguida todo o crescimento da placa foi coletado com um suabe estéril e depositado
em 1 ml de leite desnatado estéril (Skim Milk, Difco, Sparks, MD, EUA) com glicerol a
10% (Cromoline, Diadema, SP, Brasil), em microtubos, que foram acondicionados em

freezer com temperatura de -20 °C para as analises posteriores.



4.2. IDENTIFICAGAO DAS ESPECIES POR MALDI-TOF MS

A identificacdo das 109 estirpes estocadas para este estudo foi feita pela
espectrometria de massa por ionizacao e dessorcio a laser assistida por matriz/tempo
de voo (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry,
MALDI-TOF MS). Esta identificagao foi realizada no Laboratério de Investigagdo em
Microbiologia Médica (LIMM) do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde esta instalado o espectrémetro de
massas MALDI-TOF LT Microflex (Bruker Daltonics, MA, EUA). Os dados de massa
espectral foram analisados com o software Flexcontrol 3.3 (Bruker Daltonics, MA,
EUA), que faz a identificagcdo do microrganismo de acordo com espectros contidos no
banco de dados Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, MA, EUA).

4.2.1 Preparacao das amostras bacterianas

As amostras foram preparadas de acordo com Oliveira et al. (2021). As
bactérias foram inoculadas em agar BHI e incubadas por 24 horas a 35 °C. Com
auxilio de um palito de madeira, o material de uma ou mais colbénias de cada amostra
foi depositado na placa de ago inoxidavel do equipamento, em duplicata.

ApOs a aplicagao e secagem das amostras, foi adicionado 1 pl de acido formico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) sobre cada amostra, que ocasiona a lise das
células bacterianas. Apds a secagem, foi depositado sobre cada amostra 1 ul da
matriz composta por uma solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico em
solucédo de acetonitrila a 50% (v/v) e acido trifluoroacético a 2,5% (v/v) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). Estes solventes tém como finalidade penetrar na parede celular
do microrganismo e extrair as proteinas intracelulares. Apdés mais uma etapa de
secagem, a placa foi inserida no equipamento para a leitura das amostras.

A cepa Escherichia coli DH5a foi utilizada como controle interno do
equipamento. O equipamento faz a leitura em duplicata, entdo foram obtidas quatro
identificacbes da mesma amostra. O maior escore concedido pelo programa, para

cada amostra analisada, foi selecionado para a identificagado da bactéria.

4.2.2 Obtengao dos dados espectrais e interpretacao dos resultados



Os resultados sédo gerados através do programa computacional Flexcontrol 3.3
e os valores de escores podem variar de 0,0 a 3,0. Escores iguais ou maiores que 2,3
sao considerados como identificacdo altamente provavel para a espécie; entre 2,0 e
2,29 sao considerados como identificagcdo segura para género e provavel para
espécie; escores entre 1,7 e 1,9 sdo considerados como identificagéo provavel apenas
para género, enquanto que escores de identificagdo abaixo de 1,69 sao considerados

como identificacdo nao confiavel.

4.3 DETERMINAGCAO DA SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Para determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos foi utilizada a
técnica de difusdo em agar com discos de antibiéticos, de acordo com documento do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013a), entidade internacional que
preconiza como os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos devem ser
realizados e interpretados. Foram testados antimicrobianos comumente utilizados na
pecuaria leiteira para controle de mastite bovina. Os antimicrobianos utilizados estao
relacionados na Tabela 1, onde consta também a quantidade do antimicrobiano no

disco (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e a classe a qual pertence.

Tabela 1 - Antimicrobianos utilizados no teste de susceptibilidade aos

antimicrobianos pela técnica de difusdo em agar

Antimicrobiano Classe a que pertence Quantidade
no disco

Penicilina G Penicilinas 10 UI
Cefalotina Cefalosporinas (12 geragao) 30 ug
Cefoxitina Cefalosporinas (22 geragao) 30 ug
Ceftiofur Cefalosporinas (32 geragao) 30 ug
Tetraciclina Tetraciclinas 30 ug
Gentamicina Aminoglicosideos 10 ug
Enrofloxacina Fluoroquinolonas 5ug
Eritromicina Macrolideos 15 ug

Clindamicina Lincosamidas 2 ug



Sulfonamidas Sulfas 300 ug
Trimetoprim/Sulfametoxazol ~ Trimetoprim/Sulfas 1,25/23,75 pg

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Foi utilizado o agar Mueller-Hinton (MH), considerado pelo CLSI como o melhor
para testes rotineiros de susceptibilidade, por serem reproduzidos de forma aceitavel
dentre os lotes nos testes de susceptibilidade, por conter baixos teores de inibidores
a algumas classes de antimicrobianos, por permitir o crescimento de patégenos nao
fastidiosos, e pela existéncia de um grande numero de informagdes a respeito da
utilizagao deste meio em testes de susceptibilidade.

O agar MH foi preparado a partir de uma base desidratada (Merck, Darmstadt,
Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds serem autoclavados,
frascos contendo 600 ml do meio foram resfriados em banho-maria a 45 °C. O meio
foi vertido dentro de uma capela de fluxo laminar, em placas de Petri descartaveis
estéreis (150 x 15 mm), de 60 a 70 ml por placa. Apos a solidificagéo, foi realizado o
teste de esterilidade, com a incubacéo das placas a 30 °C por 24 horas.

Para o preparo dos indculos, colénias previamente isoladas em agar BHI foram
suspensas em solugao salina (NaCl 0,85%). A suspensao foi homogeneizada com o
auxilio de um agitador de tubos tipo Vortex, para obter uma turbidez semelhante ao
do tubo 0,5 da escala nefelométrica de McFarland.

A suspensao bacteriana foi inoculada no agar MH com o auxilio de um suabe
estéril. O suabe foi mergulhado na suspenséao bacteriana e o excesso da suspensao
foi eliminado, pressionando-se o suabe nas paredes internas do frasco. Em seguida,
o suabe foi estriado em toda superficie do agar, e esse procedimento foi repetido por

mais duas vezes, girando a placa num angulo aproximado de 60° a cada vez.

Para aplicagdo dos discos na placa foi utilizado um dispensador de discos
(Oxoid, Hampshire, Reino Unido). Apos aplicagédo dos discos, cada um foi pressionado
no agar com auxilio de uma pinga flambada, para garantir o total contato do disco com

o0 meio. Em seguida as placas foram submetidas a incubagao a 35 °C, por 24 horas.

O controle de qualidade dos testes foi feito utilizando-se a cepa S. aureus ATCC
25923, que foi submetida semanalmente ao teste de disco-difusédo, juntamente com

as demais amostras.



Ap0bs o periodo de incubacgao de 24 horas a 35 °C foi feita a leitura das placas.
Apos este periodo, o0 meio inoculado deve apresentar um crescimento confluente. O
diametro dos halos foi medido em milimetros, com uma régua, incluido o didmetro dos
discos. O resultado das medicdes foi comparado com parametros estabelecidos em

documento do CLSI (CLSI, 2013b) para bactérias de origem animal.

Algumas estirpes apresentaram pouco ou nenhum crescimento em agar MH.
Estas foram testadas novamente em agar MH adicionado de sangue de carneiro, que
€ o meio de cultivo utilizado nos testes de susceptibilidade de bactérias fastidiosas
(CLSI, 2013a).

4.4 PESQUISA DO GENE mecA
4.4.1 Extragcao do DNA

A extragdo de DNA (Acido Desoxirribonucleico) bacteriano foi feita conforme
descrito por Hesselbarth e Schwarz, 1995. As amostras foram isoladas em placas de
agar BHI e incubadas por 24 horas a 35 °C. Uma col6nia de cada estirpe foi transferida

para tubos contendo 3 ml de caldo BHI, que foram incubados a 35° C por 24 horas.

Foram transferidas aliquotas de 2 ml da cultura em caldo BHI para tubos tipo
Eppendorf, que foram centrifugados a 12.000 rpm durante cinco minutos. O
sobrenadante foi dispensado, e foi adicionado 1 ml de TES (100 mM NaCL, 10 mM
Tris pH 8, 0,1 mM EDTA). As amostras foram agitadas em Vortex e centrifugadas a

12.000 rpm por cinco minutos.

Ap0s a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 500
Ml de TES. As amostras foram agitadas em Vortex e adicionou-se 8 pl de lisostafina
(1mg/ml). As amostras foram novamente agitadas em Vortex e incubadas a 37 °C por

30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 20 ul de SDS (Dodecil sulfato de sédio) 10% e
os tubos foram agitados lentamente até o conteudo ficar gelatinoso, e permaneceram
em temperatura ambiente por 15 minutos. Entdo foram adicionados 500 ul de Fenol e
Cloroférmio/lsoamil (1:1) e os tubos foram agitados vigorosamente, e em seguida

centrifugados a 12.000 rpm por cinco minutos.



O sobrenadante foi transferido para outro microtubo com auxilio de ponteiras
cortadas na ponta, para facilitar a aspiragao do conteudo gelatinoso. Esta ultima etapa
foi repetida mais uma vez. Por fim adicionou-se 500 pl de Cloroférmio/lsoamil (24:1),
os tubos foram agitados cuidadosamente e centrifugados a 12.000 rpm por cinco

minutos, e o sobrenadante transferido para outro microtubo.

Entdo foi adicionado 500 pl de isopropanol e os tubos foram girados varias
vezes, até a formagdo de um precipitado. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e os
tubos permaneceram abertos dentro da capela de exaustao para secagem dos péletes
(DNA). Apds a secagem, adicionou-se 40 pl de agua ultrapura (mili-Q), e os tubos
foram armazenados na geladeira até o dia seguinte. Apds este periodo foram

armazenados em freezer a -20 °C.

A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotometria de absorbéncia de
ultravioleta (UV) (Nano Drop, ND-1000). A quantidade de radiacdo UV absorvida por
uma solucédo de DNA é diretamente proporcional a quantidade de DNA na amostra. A
absorbancia foi medida a 260 nm, e nesse comprimento de onda uma absorbancia de
1 corresponde a 50 ug de DNA dupla fita por ml. As concentra¢des para realizagao
das reagdes de PCR foram ajustadas para 100 ng/ml.

4.4.2 Amplificagao do gene mecA

A pesquisa do gene mecA foi realizada por reagdo em cadeia da polimerase,
conforme descrito por Santos et al. (2016). Foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores descritos por Murakami et al. (1991). Uma estirpe de S. epidermidis mecA-
positiva foi utilizada como controle positivo do teste e S. aureus ATCC 25923 foi usada
como controle negativo. O volume final da reagao de PCR foi de 25 pul, contendo 16,5
pl de agua mili-Q, 5 pl de PCR MasterMix (Ludwig Biotecnologia), 1ul de cada iniciador
(10 pmol / yl Synbio Technologies), 0,5 yl da enzima Taq DNA polimerase (Ludwig
Biotecnologia) e 2 yl de DNA (100 ng). O programa de PCR teve inicio com uma etapa
de 5 min de desnaturagao, seguida de 35 ciclos de 95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg

e 74 °C por 2 min, com uma extensao final de 74 °C por 5 minutos.

Apo6s a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose. O gel foi preparado a 0,8% com tampao TBE 1x (0,09 M Tris, 0,09 M
acido bdrico, 0,002 M EDTA). Em cada pogo do gel foi adicionado 10 ul de cada



produto de amplificacdo e 4 ul de corante (Promega). A eletroforese em gel foi
realizada em cuba horizontal com tampao TBE 1 x a 40 V durante 5 minutos, e a 100
V por 60 minutos. O gel foi corado com solugao de brometo de etideo (0,5 ug / ml), e

fotografado sob luz UV.

5 RESULTADOS
5.1 IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES

Cento e nove estirpes isoladas de queijos, leite, soro-fermento e salmoura
foram identificadas nos seguintes géneros: Staphylococcus (n=75), Enterococcus
(18), Klebsiella (6), Enterobacter (1), Corynebacterium (2), Kocuria (3) e Macrococcus
(4). Para a continuacgao deste trabalho, ou seja, para a caracterizagao do fenétipo de
resisténcia e pesquisa do gene mecA foram considerados somente os cocos Gram-
positivos catalase positivos (n=82) pertencentes aos géneros Staphylococcus, Kocuria

e Macrococcus (Tabela 2).

Tabela 2- Espécies de cocos Gram-positivos catalase positivos isoladas de leite cru,

soro-fermento, salmoura e queijos artesanais

Identificacao N° de estirpes
Staphylococcus aureus 52
Staphylococcus saprophyticus 14
Staphylococcus epidermidis 3
Staphylococcus succinus 2
Staphylococcus chromogenes 1
Staphylococcus haemolyticus 1
Staphylococcus warneri 1

Staphylococcus xylosus 1



Kocuria salsicia 2
Kocuria kristinae 1
Macrococcus caseolyticus 4
TOTAL: 82

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Dentre as 75 amostras identificadas como pertencentes ao género
Staphylococcus, 28 (37,3%) foram identificadas com escore igual ou superior a 2,3,
que significa uma identificacdo altamente provavel para espécie; 38 estirpes (50,7%)
foram identificas com escore entre 2,0 e 2,29, identificagao provavel para espécie; e
nove estirpes (12%) foram identificadas com escore entre 1,7 e 1,9, provavel para

género (Apéndice A).

Das 52 estirpes de S. aureus isoladas, 33 estirpes foram isoladas de queijos,
onze de leite cru, sete de salmoura e uma estirpe foi isolada do soro-fermento
(Apéndice A). Todas as estirpes foram identificadas por MALDI-TOF MS com escore
superior a 2,0.

As estirpes de S. saprophyticus foram isoladas de queijos (n=10), de leite cru
(n=1) e de salmoura (n=3). Sete delas foram identificadas com escores acima de 2,0,
enquanto que as outras sete foram identificadas com escores entre 1,8 e 1,9. As
estirpes de S. epidermidis foram isoladas de salmoura (n=2) e de leite (n=1). Todas
apresentaram escores de identificagdo acima de 2,0.

As estirpes de S. succinus foram isoladas de leite cru (n=1) e de soro-fermento
(n=1) e apresentaram escores de identificacdo de 1,7 e 1,8. As estirpes de S.
chromogenes e S. haemolyticus foram isoladas de leite cru, S. warneri de salmoura e
S. xylosus de queijo. Essas quatro ultimas estirpes foram identificadas com escores
acima de 2,0.

As quatro estirpes de Macrococcus identificadas pertencem a espécie M.
caseolyticus. Trés foram identificadas com escore provavel para espécie (2,0 a 2,2),
e uma foi identificada com escore 1,9, provavel para género. As estirpes identificadas

como Macrococcus caseolyticus foram isoladas de leite cru (n=1) e de queijos (n=3).

Das trés estirpes de Kocuria identificadas, duas pertencem a espécie K.

salsicia, sendo que uma foi identificada com escore provavel para espécie (2.2), e uma



foi identificada com escore provavel para género (1,8), e uma estirpe foi identificada
como K. kristinae com escore de 2,2. As estirpes identificadas como K. salsicia foram
isoladas de leite cru (n=1) e de queijo (n=1) e a estirpe identificada como K. kristinae
foi isolada de soro-fermento.

5.2 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os resultados do teste de disco-difusdo em agar e a classificagdo das amostras

como sensiveis ou resistentes se encontram no Apéndice A.

Figura 3 - Resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pela

técnica de difusdo em agar

(1) Agar Mueller-Hinton (2) Agar Mueller-Hinton com sangue

Fonte: Autora (2022).

De 82 amostras isoladas de leite cru, soro-fermento, salmoura e queijos
artesanais, 65 (79,3%) apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano, e 14 (17,1%)
apresentaram multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais antimicrobianos). Das 75
estirpes de Staphylococcus testadas, somente 13 foram susceptiveis a todos os
antimicrobianos, quatro S. aureus e nove S. saprophyticus. O perfil de resisténcia das

estirpes € apresentado na Tabela 3.



A espécie S. aureus apresentou nove diferentes perfis de resisténcia e dez
estirpes apresentaram o mesmo perfil de multirresisténcia (resisténcia a penicilina,
tetraciclina e sulfonamidas). Somente quatro das 52 estirpes (7,7%) foram
susceptiveis a todos os antimicrobianos testados. Uma estirpe de S. aureus foi
positiva para o gene mecA na reagdo de PCR, embora ndo tenha apresentado

resisténcia fenotipica a outros p-lactamicos além de penicilina.

Tabela 3 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos e presenga do gene mecA em
estirpes de Staphylococcus, Kocuria e Macrococcus isoladas de leite cru, soro-

fermento, salmoura e de queijos artesanais

N° Gene
Identificacdo Perfil de resisténcia estirpes mecA
Susceptivel* 4 -
Pen 13 -
Pen, Tet 10 -
Pen,Tet,Sul** 10 -
Pen,Sul 6 -
S. aureus Tet,Sul 3 -
Tet 3 -
Pen,Gen 1 Presente
Pen,Gen 1 -
Tet,Eri 1 -
Susceptivel 9 -
Tet 2 -
S. saprophyticus Pen 1 -
Pen,Tet 1 -
Pen,Eri,Sxt** 1 -
Pen,Gen 1 -
S. epidermidis Pen, Cefoxi, Ceftio, Tet, Gen, Eri, Enro, Sul** 1 Presente

Pen,Tet 1 -



S. succinus Pen 2 -
S. chromogenes Pen 1 -
S. haemolyticus Pen, Cefalo, Cefoxi, Ceftio, Tet, Gen, Eri, Enro, 1 Presente
Sul, Sxt**
S. warneri Pen,Eri,Clinda** 1 -
S. xylosus Pen,Tet 1 -
K. salsicia Susceptivel 1 -
Pen 1 -
K. kristinae Susceptivel 1 -
M. caseolyticus Susceptivel 2 -
Pen,Sul 1 -
Tet 1 -
TOTAL: 82

*susceptivel a todos os antimicrobianos testados; **estirpes multirresistentes; - auséncia. Cefalo:
cefalotina; Cefoxi: cefoxitina; Ceftio: ceftiofur; Clinda: clindamicina; Enro: enrofloxacina; Eri:
eritromicina; Gen: gentamicina; Pen: penicilina; Sul: sulfonamidas; Tet: tetraciclina; Sxt:
sulfametoxazol com trimetoprim;

Fonte: elaborado pela autora (2022).

S. saprophyticus apresentou quatro diferentes perfis de resisténcia e nove
estirpes (64,3%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados. S.
epidermidis apresentou trés diferentes perfis de resisténcia, sendo que uma estirpe
apresentou multirresisténcia a seis diferentes classes de antimicrobianos e presencga
do gene mecA.

As duas estirpes de S. succinus e a estirpe de S. chromogenes apresentaram
resisténcia a penicilina. A Unica espécie de S. haemolyticus apresentou

multirresisténcia a sete diferentes classes de antimicrobianos e presenga do gene



mecA. S. warneri apresentou resisténcia a penicilina, eritromicina e clindamicina e S.
xylosus resisténcia a penicilina e tetraciclina.

Duas estirpes de Kocuria (K. kristinae e K. salsicia) e uma estirpe de
Macrococcus caseolyticus foram susceptiveis a todos os antimicrobianos; uma estirpe
de K. salsicia apresentou resisténcia a penicilina, uma estirpe de M. caseolyticus
apresentou resisténcia a penicilina e sulfametoxazol e outra estirpe de M. caseolyticus
apresentou resisténcia a tetraciclina.

Informagdes sobre o numero e a percentagem de estirpes de Staphylococcus
resistentes aos diferentes antimicrobianos testados estdo resumidas no Quadro 1.
Quadro 1- Numero e percentagem de estirpes do género Staphylococcus isoladas
de queijos artesanais, leite cru, soro-fermento e salmoura, resistentes a diferentes

antimicrobianos

Antimicrobiano Total S. aureus SCN
(n=75) (n=52) (n=23)
n % n % n %
Penicilina 53 70,7 41 78,8 12 52,2
Cefalotina 1 1,3 0 0 1 4,3
Ceftiofur 2 2,7 0 0 2 8,7
Cefoxitina 2 2,7 0 0 2 8,7
Tetraciclina 34 45,3 27 51,9 7 30,4
Gentamicina 5 6,7 2 3,8 3 13,0
Eritromicina 5 6,7 1 1,9 4 17,4
Clindamicina 1 1,3 0 0 1 4,3
Enrofloxacina 2 27 0 0 2 8,7
Sulfa 21 28 19 36,5 2 8,7
Sulfametoxazol + Trimetoprim 2 2,7 0 0 2 8,7

Fonte: elaborado pela autora (2022).

No total, 70,7% das estirpes de Staphylococcus foram resistentes a penicilina,
45,3% foram resistentes a tetraciclina e 28% resistentes as sulfonamidas.
Comparando as estirpes de S. aureus com as do grupo de SCN, 78,8% foram
resistentes a penicilina, 51,9% foram resistentes a tetraciclina e 36,5 % resistentes as
sulfonamidas, em contraste com 52,2% de resisténcia a penicilina, 30,4% de
resisténcia a tetraciclina e 8,7% de resisténcia as sulfonamidas no grupo de SCN.

Estirpes do grupo de SCN, entretanto, apresentaram resisténcia as cefalosporinas,



clindamicina, enrofloxacina e sulfametoxazol com trimetoprim, que n&o foram
observadas em S. aureus.

No Quadro 2 podem ser observados os fendtipos de resisténcia apresentados
pelas diferentes espécies de Staphylococcus, em relagao a resisténcia a um ou mais

antimicrobianos.

Quadro 2 - Fendtipo de resisténcia apresentado por espécies de Staphylococcus

isoladas de queijos artesanais, leite cru, soro-fermento e salmoura

Espécie N° Estirpes Resisténcia a Resisténcia a Resisténcia a
estirpes | susceptiveis 1 )
antimicrobiano o 2 ) ?9” mgls
antimicrobianos | antimicrobianos
n % n % n % n %
S. aureus 52 4 7.7 16 30,8 22 42,3 10 19,2
S. 14 9 64,3 3 21,5 1 7.1 1 7.1
saprophyticus
S. epidermidis 3 0 0 0 0 2 66,7 1 33,3
S. succinus 2 0 0 2 100 0 0 0 0
S. 1 0 0 1 100 0 0 0 0
chromogenes
S. haemolyticus 1 0 0 0 0 0 0 1 100
S. warneri 1 0 0 0 0 0 0 1 100
S. xylosus 1 0 0 0 0 2 100 0 0
TOTAL 75 13 15,8 22 26,8 27 32,9 14 17,1

Fonte: elaborado pela autora (2022).

As trés espécies isoladas com maior frequéncia neste estudo diferiram em
relacao a distribuicao da resisténcia. A maioria das estirpes de S. aureus apresentou
resisténcia concomitante a dois antimicrobianos (42,3%), seguida pela resisténcia a
um antimicrobiano (30,8%) e a trés ou mais antimicrobianos (19,2%). Ja 64,3% das
estirpes de S. saprophyticus foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados,
21,5% foi resistente a um unico antimicrobiano, uma estirpe foi resistente a dois

antimicrobianos e uma estirpe foi resistente a trés antimicrobianos. E das trés estirpes



de S. epidermidis, duas foram resistentes a dois antimicrobianos e uma a mais de trés
antimicrobianos.

O antimicrobiano com maior percentual de resisténcia foi a penicilina, 67,1%,
seguido de tetraciclina, que apresentou um percentual de resisténcia de 42,7%, e

sulfonamidas, com 26,8% de resisténcia.

5.3 PRESENCA DO GENE mecA

O gene mecA foi encontrado em trés das estirpes analisadas (Figura 4). Todas
pertenciam ao género Staphylococcus e foram identificadas como S. aureus, S.
epidermidis e S. haemolyticus. As estirpes de S. epidermidis e S. haemolyticus
apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos, incluindo resisténcia fenotipica a
cefoxitina, comum em Staphylococcus resistentes a meticilina. Entretanto, a estirpe
de S. aureus positiva para o gene mecA nao apresentou multirresisténcia, nem

resisténcia a cefoxitina, sendo resistente apenas a penicilina e gentamicina.

Figura 4 - Fotografia da eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de 533 pb

do gene mecA detectados em Staphylococcus spp. Isolados de leite cru e salmoura
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Canaleta 1: marcador de peso molecular; canaleta 2: S. aureus 53; canaleta 3: S. epidermidis 65;
canaleta 4: S. haemolyticus 86; canaleta 5: controle positivo; canaleta 6: controle negativo (branco).

Fonte: Autora (2022).

6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia de espécies de
Staphylococcus isoladas de leite cru, salmoura, soro-fermento e queijos produzidos
artesanalmente em dois municipios do Estado de Minas Gerais. Colbnias tipicas e
atipicas foram selecionadas a partir do agar Baird-Parker utilizado para a enumeragéao

de estafilococos coagulase positivos destes produtos.

A identificagdo por MALDI-TOF MS revelou a presenga de S. aureus e outras
espécies de Staphylococcus, além de bactérias pertencentes a outros géneros, como
Macrococcus, Kocuria, Enterococcus, Corynebacterium e bactérias Gram-negativas.
O agar Baird-Parker € um meio seletivo e diferencial para S. aureus, possui em sua
composigao telurito de potassio, cloreto de litio e glicina. S. aureus reduz anaerdbia e
aerobicamente o telurito de potassio, produzindo colbénias negras. A suplementagao
do meio com solugdo de gema de ovo possibilita a verificagdo das atividades
proteolitica e lipolitica de S. aureus, por meio do aparecimento de um halo de
transparéncia e um de precipitagcdo esbranquicada ao redor da colénia (BAIRD-
PARKER, 1962).

O fabricante do agar Baird-Parker utilizado (Difco & BBL, 2009) indica o meio
para isolamento seletivo e enumeragao de SCP de alimentos, pele, solo, ar e outros
materiais. ColOnias tipicas de S. aureus sao pretas, brilhantes, convexas e cercadas
por halos claros (reagao gema de ovo) de aproximadamente 2-5 mm. SCN geralmente
nao crescem bem, e quando crescem apresentam colbnias negras e os halos claros

tipicos estado ausentes. A maioria dos outros microrganismos também nao cresce bem



neste meio, mas alguns podem se desenvolver ocasionalmente produzindo colénias

brancas a marrons, sem halos claros.

Vicosa et al. (2010) avaliaram o agar Baird-Parker em relagcdo a enumeragao
de Staphylococcus spp. coagulase e termonuclease positivos, concluindo que 59%
das colbnias tipicas testadas ndo apresentaram resultado positivo para coagulase e
54% nao apresentaram atividade de termonuclease, indicando que nao existe uma
boa relagdo entre colbnias tipicas e a presenca de SCP. Por este motivo, na
enumeracao de SCP sao testadas colbnias tipicas e atipicas que crescem neste meio
de cultura. Sendo assim, o agar Baird-Parker ndo é inibitério para outros
microrganismos, apenas seletivo para SCP. Portanto, outros microrganismos podem
crescer neste meio, sendo necessaria a confirmagao dos microrganismos isolados por

meio da microscopia ou teste da coagulase e teste da catalase.

Dentre as espécies de Staphylococcus identificadas neste estudo, 69,3% eram
S. aureus. Resultado similar (60% de S. aureus) foi reportado por Kimmel et al.
(2016), ao pesquisar a presenca de S. aureus em leite de quartos mamarios, de leite
de tanque a granel, de queijos duros elaborados com leite cru em diferentes fases de
maturacgdo e durante as etapas de produgdo em um laticinio na Suiga. Liu et al. (2017),
entretanto, reportaram uma prevaléncia de 27,7% de S. aureus isolados de leite cru

no norte da China.

André et al. (2008) realizaram um estudo em um laticinio em Goias e
encontraram S. aureus em 70,8% das amostras de queijo Minas frescal, em 66,7%
das amostras de leite cru, em 32,6% das amostras de fossas nasais e em 30,4% das
maos de manipuladores de alimentos. Portanto, portadores assintomaticos de S.
aureus desempenham papel importante na manutencdo da disseminacdo desses

microrganismos na cadeia de produgédo de leite e derivados.

Costanzo et al. (2020) avaliaram 245 amostras de queijo de leite cru de vacas
e ovelhas recolhidos em mercados locais na ltalia. SCP foram isolados em todas as
amostras analisadas. Tais dados ressaltam a importadncia da vigilancia sobre a

ocorréncia de Staphylococcus em leite e queijos.

Apesar de nao ser associado frequentemente a amostras de alimentos, S.
saprophyticus foi a segunda espécie mais identificada neste estudo. Esta espécie

coagulase negativa € comumente relacionada a infec¢gdes urinarias comunitarias,



podendo estar associada a contaminagao proveniente de manipuladores (BECKER et
al., 2014).

Coton et al. (2010), em um estudo realizado na Franga, identificou 17 diferentes
espécies de SCN a partir do leite cru, de queijos e do ambiente. As espécies
encontradas com maior frequéncia foram S. equorum (23,3%), S. xylosus (20,3%), S.

succinus (10,6%) e S. saprophyticus (10,1%).

Neste estudo, além de espécies de Staphylococcus, espécies de outros dois
géneros de cocos Gram-positivos catalase positivos também foram identificadas,
espécies dos géneros Kocuria e Macrococcus. A diferenciagdo destes géneros de
estirpes de SCN se tornou mais frequente com a utilizagao da técnica de MALDI-TOF
MS.

Macrococcus spp. também foi identificado em um estudo sobre a diversidade
microbiana durante a fermentacéao do leite para fabricagdo do queijo artesanal tipo
Kazak, na China. Segundo Zheng et al. (2021), sua presenga foi observada
principalmente nos estagios iniciais da fermentagdo, com redugéo nos estagios finais,
e juntamente com outros microrganismos contribuiu para a formag¢ao de aminoacidos
livres, além de participar na degradagao de carboidratos associados a sabor do queijo

e a valores nutricionais.

Milani et al. (2019) analisaram amostras de queijarias especializadas na
fabricagcdo de queijo parmesdo, na lItalia. Foi feita avaliagdo microbiolégica de
amostras de fezes, da cama, de leite de vacas de diferentes criacées e de queijos
parmeséo frescos. K. kristinae foi identificada em amostras de fezes, leite e queijos.
Foi observado que bactérias da microbiota intestinal bovina e da cama modulam a

microbiota do leite e, consequentemente, do queijo.

S. aureus é um dos principais causadores de mastite bovina, e a resisténcia
aos antimicrobianos vem sendo identificada com frequéncia em isolados de rebanhos
leiteiros. Silva et al. (2014a) analisaram a prevaléncia e as caracteristicas moleculares
de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) isolados de leite de vacas com mastite
em uma fazenda do Estado de Sao Paulo. Isolados de MRSA foram recuperados de
11% das vacas com mastite. Todos os isolados MRSA apresentaram multirresisténcia

aos antimicrobianos testados, incluindo penicilina, oxacilina e cefoxitina.



Com o objetivo estimar a prevaléncia de S. aureus em leite cru obtido de vacas
com mastite clinica, Wang et al. (2018) analisaram 195 amostras individuais de leite
de vacas de fazendas leiteiras em Pequim, China. Dentre as amostras, 46,2% foram
confirmadas como S. aureus, e uma estirpe era portadora do gene mecA. MRSA
também foi identificado por Taban et al. (2021) em amostras de leite cru e queijo em

conserva, na Turquia. Ambos os isolados continham o gene mecA.

Neste estudo 78,8% das estirpes de S. aureus foram resistentes a penicilina,
seguido por resisténcia a tetraciclina (51,9%) e as sulfonamidas (36,5 %). Liu et al.
(2017) avaliaram isolados de S. aureus obtidos de leite cru quanto a suscetibilidade
aos antimicrobianos. A resisténcia mais observada em seu estudo também foi a
penicilina (85,2%), seguida de ampicilina (79,6%) e eritromicina (46,3%). Apesar das
amostras apresentarem resisténcia a oxacilina (29,6%) e a cefoxitina (42,6%), o gene

mecA nao foi detectado.

Ferreira et al. (2016) também encontraram elevada resisténcia a penicilina
(44,8%) ao determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus
isolados de queijos Minas frescal artesanais e industrializados em Goias. Contudo,
nenhuma das estirpes foi resistente a cefoxitina. Outros mecanismos estao envolvidos
na resisténcia aos B-lactamicos além da sintese de PBP2A pelo gene mecA, como
producdo de penicilinases, codificada pelo gene blaZ, que inativa o anel B-lactdmico

presente nos farmacos dessa classe.

Lemma et al. (2021) investigaram a ocorréncia de S. aureus e o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana de isolados de leite e outros produtos lacteos na
Etidpia. Nos isolados de S. aureus testados, a maior taxa de resisténcia foi observada
para ampicilina (94,2%), seguida de amoxicilina-acido clavulanico (80,8%) e
tetraciclina (46,2%). A resisténcia a cefoxitina foi observada em 38,5% dos isolados,

no entanto, apenas 5% desses continham o gene mecA.

Neste estudo, 7,7% das estirpes de S. aureus foram susceptiveis a todos os
antibidticos testados. Resultado diferente foi reportado por Riva et al. (2015), que
avaliaram a presenga de S. aureus em leite cru e caracterizaram a suscetibilidade
antimicrobiana destes isolados obtidos de rebanhos leiteiros do norte da Italia. Mais

da metade dos isolados (62,8%) foi suscetivel a todos os antibacterianos testados.



A estirpe de S. aureus positiva para o gene mecA identificada neste estudo nao
apresentou resisténcia a cefoxitina. A utilizagao da cefoxitina no teste de disco-difuséo
em agar para deteccao de resisténcia a meticilina vem sendo recomendada pelo CLSI
desde 2004. A recomendacao € baseada em relatos acerca do uso de cefoxitina e de

sua acao indutora do sistema regulatério do gene mecA (SWENSON et al., 2007).

Isolados que tém o gene mecA, mas sao susceptiveis a cefoxitina podem ser
denominados como pré-MRSA. Tal ocorréncia € explicada pela regulagdo do gene
mecA. Esses isolados carreiam os elementos repressores e indutores que regulam o
gene mecA (mecl e mecR1). A repressao codificada pelo gene mecl/ da transcrigao do
gene mecA é responsavel pelo fendétipo de suscetibilidade aparente a meticilina de
pré-MRSA (KUWAHARA-ARA et al. 1996; PETINAKI et al., 2001). Sendo assim, os
métodos fenotipicos para deteccao de resisténcia a meticilina podem ser de dificil
interpretacédo e a detecgao por PCR do gene mecA nem sempre esta associada ao

fendtipo de resisténcia.

S. aureus é a espécie de Staphylococcus mais relacionada a patologias, tanto
em humanos, como em animais. Contudo, a importancia dos SCN esta aumentando
devido a maior detecgdo destes microrganismos como agentes causadores de
infeccbes e ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos. Neste estudo foram
identificadas 23 estirpes de SCN.

S. saprophyticus apresentou pouca resisténcia aos antimicrobianos. Das 14
estirpes analisadas, 64,3% foram susceptiveis a todos os antimicrobianos e apenas
uma apresentou multirresisténcia. Nunes et al. (2016), por outro lado, identificaram
multirresisténcia em diversas estirpes de S. saprophyticus isoladas de queijos Minas
frescal de diferentes marcas comercializadas em um municipio do Estado o Rio de

Janeiro, incluindo resisténcia aos B-lactamicos.

A resisténcia a cefoxitina e a presenca do gene mecA foi observada em duas
estirpes de SCN identificadas como S. epidermidis e S. haemolyticus neste estudo.
Estas duas estirpes apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos, a oito e a dez
dos antimicrobianos testados, respectivamente. S. epidermidis mecA positivo foi
isolado de salmoura, enquanto que S. haemolyticus mecA positivo foi isolado de leite

cru.



Aragao et al. (2021) também identificaram S. epidermidis positivo para o gene
mecA. A estirpe foi isolada da cavidade nasal de um manipulador que trabalhava na
fabricagdo de queijo coalho de ovelha elaborado com leite cru, em Pernambuco. Na
Polénia, Chajecka-Wierzchowska et al. (2019) isolaram estirpes de S. epidermidis a
partir de queijos artesanais, 26% delas eram resistentes a meticilina e continham o

gene mecA.

Kurekci (2016) também encontrou o gene mecA em duas estirpes de S.
epidermidis e em uma estirpe de S. haemolyticus isoladas de queijos artesanais de
leite de cabra e ovelha, na Turquia. Na india, Mahato et al. (2017) identificaram uma
estirpe de S. epidermidis isolada de leite de vaca com mastite clinica susceptivel a
oxacilina e mecA positiva. Osman et al. (2016) encontraram duas estirpes de S.
epidermidis mecA positivas resistentes a penicilina e sensiveis a oxacilina isoladas de

leite de vacas, no Egito.

Em Sé&o Paulo, Ribeiro et al. (2020) identificaram o gene mecA e resisténcia a
oxacilina e penicilina em estirpes de S. haemolyticus e S. epidermidis isoladas das

maos de manipuladores e de queijos artesanais.

Padrdes de suscetibilidade antimicrobiana e ocorréncia do gene mecA também
foram avaliados em SCN isolados de queijo Minas frescal em Juiz de Fora por Fontes
et al. (2013). Altas porcentagens de resisténcia antimicrobiana foram observadas para
penicilina (78,5%), eritromicina (67,8%) e gentamicina (47,2%) e 80,6% dos isolados
foram classificados como multirresistentes. Esses autores relataram também 76,2%

de resisténcia a oxacilina e 81,5% de SCN portadores do gene mecA.

Klibi et al. (2018) pesquisou a incidéncia de resisténcia a antimicrobianos de
diferentes espécies de SCN isoladas de vacas com mastite clinica na Tunisia. Vinte
dos 68 isolados de SCN (29,41%) apresentaram resisténcia a oxacilina e/ou cefoxitina
e 14 deles carregavam o gene mecA. Os isolados restantes foram negativos para os
genes mecA e mecC, porém todos eram resistentes a cefoxitina. Silva et al. (2014b)
avaliaram o perfil e resisténcia aos antimicrobianos de SCN isolados de leite de vacas
com mastite no Brasil. A resisténcia a cefoxitina e oxacilina, bem como presenca do
gene mecA foi observada em 20% dos isolados. As espécies isoladas foram: S.

epidermidis, S. chromogenes, S. warneri, S. hyicus e S. simulans.



Neste estudo nenhuma das estirpes de Kocuria e Macrococcus apresentaram
multirresisténcia aos antimicrobianos ou resisténcia a cefoxitina, nem o gene mecA.
Oliveira et al. (2022), por outro lado, identificaram K. marina e M. caseolyticus
multirresistentes e resistentes a cefoxitina, isolados do leite de vacas com mastite
subclinica pela técnica de MALDI-TOF MS, na regidao Nordeste do Pais. O isolado de
K. marina foi resistente a cefoxitina, gentamicina e tetraciclina, e a estirpe de M.
caseolyticus apresentou resisténcia a ampicilina, cefoxitina, eritromicina, oxacilina e

penicilina.

M. caseolyticus foi o segundo coco Gram-positivo mais detectado (18,3% dos
isolados) por Resende et al. (2018) em amostras de queijo Minas frescal
comercializados em mercados de Juiz de Fora. O gene mecA foi identificado em

36,8% dos isolados de M. caseolyticus.
7 CONCLUSAO

A ocorréncia de estirpes de Staphylococcus multirresistentes aos
antimicrobianos, isoladas a partir de queijos artesanais e ingredientes utilizados na
sua fabricacao, e a presenga do gene mecA em trés dessas estirpes, incluindo um S.
aureus, ressaltam a importancia da vigilancia sobre a qualidade microbiolégica do leite
cru e dos queijos artesanais produzidos em Minas Gerais. Tais achados preocupam
dada a possibilidade de disseminagao de resisténcia antimicrobiana para a microbiota

de produtores e consumidores.
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APENDICE A. Resultados da identificagao bacteriana por MALDI-TOF MS e dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. (Continua)

N° Identificagcido Escore | Substrato Origem Cefalo | Cefoxi | Ceftio | Clinda | Enro | Eri | Gen | Pen | Sul Tet | SXT
MALDI-TOF MS
1 S. aureus 2,0 Queijo Produtor 1 36 31 32 30 34 32 20 19R R 10R 29
2 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 1 37 31 31 30 30 30 20 21R R 10R 30
3 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 1 34 30 30 32 32 30 20 18R R 10R 29
4 Kocuria salsicia 1,8 Queijo Produtor 1 33 27 26 24 30 28 22 23R | 22 28 24
5 S. aureus 2,3 Leite Produtor 1 46 26 26 26 30 25 21 44 22 23 30
6 S. aureus 2,2 Leite Produtor 1 46 27 25 30 30 29 22 48 22 25 30
7 S. aureus 24 Leite Produtor 1 34 30 30 28 32 29 19 20R R 9R 28
8 Kocuria salsicia 21 Leite Produtor 1 44 40 50 38 26 50 32 50 40 38 36
10 S. saprophyticus 2,0 Salmoura Produtor 1 34 27 28 34 30 31 28 30 26 30 35
11 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 2 38 31 32 28 34 30 20 20R | 15l 11R 28
12 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 2 30 30 28 28 29 29 20 17R | 21 23 29
13 S. aureus 21 Leite Produtor 2 30 28 29 28 30 26 18 17R 17 25 29
14 S. aureus 21 Salmoura Produtor 2 38 28 30 30 34 32 24 30 24 28 32
15 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 3 44 31 30 27 33 30 19 28R R 27 29
16 M. caseolyticus 2,0 Queijo Produtor 3 32 34 32 28 29 30 25 22R | 16R 24 24
17 S. aureus 2,2 Leite Produtor 3 44 33 31 28 33 32 23 31 R 12R 29
19 S. saprophyticus 1,9 Queijo Produtor 1 34 28 25 37 31 34 29 36 23 30 32
20 S. saprophyticus 1,8 Queijo Produtor 2 40 32 32 38 31 32 31 34 26 30 34
21 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 2 33 27 28 27 29 28 20 16R | 26 23 29
22 S. saprophyticus 1,8 Queijo Produtor 3 35 26 25 34 27 33 26 27R | 20 28 33
23 S. saprophyticus 2,2 Queijo Produtor 3 39 26 27 37 34 35 32 36 27 16R 36
24 S. xylosus 2,0 Queijo Produtor 1 34 29 28 29 28 28 25 26R | 22 9R 29
25 S. saprophyticus 2,0 Queijo Produtor 2 38 32 33 38 32 32 29 33 28 30 36
26 S. saprophyticus 2,0 Queijo Produtor 3 36 27 29 33 29 31 27 32 20 09R 32
27 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 4 35 29 29 26 32 28 19 19R 17 25 25
28 | Kocuria kristinae | % Soro- | Produtor4 | 54 36 | 36 | 26 | 26 | 40 27 | 44 26 | 36 | 22
fermento
29 S. aureus 2,2 Salmoura Produtor 4 30 29 27 27 27 28 20 16R 20 9R 27
38 S. saprophyticus 1,9 Queijo Produtor 2 40 37 39 37 34 35 34 32 30 35 35




APENDICE A - Resultados da identificagéo bacteriana por MALDI-TOF MS e dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. (Continua)

N° Identificacdo Escore Substrato Origem | Cefalo | Cefoxi | Ceftio | Clinda | Enro | Eri | Gen | Pen | Sul Tet | SXT
MALDI-TOF MS
39 | S. saprophyticus 1,8 Queijo Produtor 3 36 25 26 34 30 34 29 29 22 30 34
40 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 4 37 29 28 28 32 29 20 20R 17 25 29
41 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 4 32 30 30 25 29 29 25 17R | 20 11R 29
42 M. caseolyticus 2,2 Queijo Produtor 5 50 38 44 22 40 34 30 50 22 32 29
43 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 5 36 31 30 29 29 30 19 18R R 25 28
44 S. chromogenes 2,2 Leite Produtor 5 50 40 40 38 40 40 33 20R | 22 34 34
45 S. warneri 2,0 Salmoura Produtor 5 38 33 32 R 32 R 25 22R | 24 27 34
46 S. aureus 2,3 Salmoura Produtor 5 36 30 31 30 31 30 19 19R R 26 29
47 S. aureus 23 Queijo Produtor 4 34 28 29 27 29 28 20 17R 17 10R 30
48 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 4 33 33 29 28 29 28 24 17R | 22 11R 29
49 M. caseolyticus 2,2 Queijo Produtor 5 50 40 44 26 34 30 32 50 17 30 26
50 S. aureus 23 Queijo Produtor 5 36 31 29 30 30 30 20 19R R 26 29
51 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 6 31 28 28 27 29 26 20 17R | 23 23 29
52 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 6 32 29 30 28 30 28 8R | 20R | 25 22 29
53 S. aureus 2,3 Leite Produtor 6 31 29 29 27 29 28 8R 17R | 24 23 29
54 S. epidermidis 2,0 Leite Produtor 6 34 28 22 32 36 32 9R 18R | 30 29 24
55 S. succinus 1,8 Soro-fermento | Produtor 6 36 26 28 29 30 28 26 26R | 20 26 29
56 | S. saprophyticus 1,8 Salmoura Produtor 6 34 27 26 34 32 34 32 29 27 29 34
63 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 1 30 28 24 26 26 26 23 15R | 20 24 27
64 S. aureus 2,2 Leite Produtor 1 26 29 27 24 26 28 19 17R 17 24 26
65 S. epidermidis 2,0 Salmoura Produtor 1 26 14R 191 34 191 R R 12R R R 29
66 S. aureus 2,2 Salmoura Produtor 1 32 28 30 26 30 28 23 17R | 16l 10R 25
67 S. succinus 1,7 Queijo Produtor 1 36 29 27 28 28 30 30 27R | 26 28 29
68 | S. saprophyticus 1,9 Queijo Produtor 1 40 29 26 32 26 30 30 27R | 28 R 32
69 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 2 31 27 24 26 30 28 22 16R 19 9R 27
71 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 3 40 28 30 26 28 30 22 25R | 12R | 10R 23
73 | S. saprophyticus 2,0 Leite Produtor 2 32 28 26 30 29 R 30 17R | 30 29 R
75 S. aureus 2,2 Leite Produtor 3 35 29 30 27 28 27 20 19R | 15l 9R 29




APENDICE A - Resultados da identificagéo bacteriana por MALDI-TOF MS e dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. (Conclus&o)

N° Identificagdo Escore Substrato Origem | Cefalo | Cefoxi | Ceftio | Clinda | Enro | Eri | Gen | Pen | Sul Tet | SXT
MALDI-TOF MS
78 S. aureus 2,2 Salmoura Produtor 2 38 27 31 30 35 29 22 27R 28 27 31
82 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 4 40 36 30 27 29 25 18 21R 18 9R 28
83 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 4 44 32 34 34 31 33 25 26R R 30 30
85 S. aureus 2,2 Salmoura Produtor 4 31 28 30 25 29 27 20 15R 20 25 27
86 S. haemolyticus 2,1 Leite Produtor 5 R R R 30 171 R 9R R R R R
87 S. aureus 2,3 Leite Produtor 5 30 26 32 28 27 26 22 15R | 21 24 27
88 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 5 31 28 30 25 28 27 25 25R | 21 10R 28
90 S. saprophyticus 2,1 Salmoura Produtor 5 46 34 35 40 32 34 32 33 30 30 34
91 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 6 32 31 28 31 32 29 21 18R | 24 25 29
92 S. aureus 2,3 Leite Produtor 6 26 30 25 26 28 26 22 14R 18 26 26
93 S. epidermidis 2,0 Salmoura Produtor 6 40 40 42 30 36 28 28 25R 22 15R 32
94 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 5 34 30 27 30 31 30 24 20R | 24 10R 30
101 S. aureus 23 Queijo Produtor 1 31 35 29 26 30 28 24 19R | 24 R 29
102 S. aureus 23 Queijo Produtor 1 32 29 29 30 31 28 24 19R | 25 R 30
103 | S. saprophyticus 2,0 Queijo Produtor 2 44 38 35 40 32 34 38 34 26 34 36
106 S. aureus 2,2 Salmoura Produtor 4 40 28 34 31 34 31 22 43 16R | 15R 30
109 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 3 36 33 37 32 33 30 24 19R | 11R 9R 26
110 S. aureus 2,3 Queijo Produtor 4 40 26 33 28 32 29 20 40 19 16R 28
111 S. aureus 2,2 Leite Produtor 4 38 33 38 37 35 32 25 22R | 16R | 10R 27
112 | M. caseolyticus 1,9 Leite Produtor 4 40 30 32 26 30 31 29 39 28 R 27
114 S. aureus 23 Queijo Produtor 4 44 30 32 31 34 32 25 42 20 14R 18
118 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 1 38 34 32 32 31 35 27 44 25 30 30
119 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 1 37 34 37 32 34 34 24 20R R 30 24
123 S. aureus 2,2 Queijo Produtor 4 42 31 27 29 32 31 27 40 20 R 26
126 S. aureus 23 Queijo Produtor 4 40 26 30 28 44 18l 24 44 20 16l 24
127 S. aureus 2,3 Soro-fermento | Produtor 4 40 28 28 30 32 30 25 42 16l 16l 25

Escore: de identificagao por MALDI-TOF MS; Cefalo: cefalotina; Cefoxi: cefoxitina; Ceftio: ceftiofur; Clinda: clindamicina; Enro: enrofloxacina; Eri:
eritromicina; Gen: gentamicina; Pen: penicilina; Sul: sulfonamidas;Tet: tetraciclina; SXT: sulfametoxazol com trimetoprim; R: resistente; I:
intermediario. Os nimeros nas colunas dos antimicrobianos se referem ao didmetro do halo de inibicdo, em centimetros.




