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Identificacdo das espécies de Staphylococcus presentes no leite ovino

Identification of Staphylococcus species present in ovine milk
Gabriela V. Silva®

RESUMO - A producdo de leite ovino no Brasil é uma atividade relativamente nova, cuja producdo esta direcionada
para a confeccdo de queijos, iogurtes e outros derivados. Com isso ha uma defict de trabalhos cientificos ligados a esta
atividade. Considerado um excelente substrato, muitos micro-organismos patogénicos podem ser veiculados ao homem
através do consumo de leite e seus derivados, entre eles Staphylococcus spp., um dos principais agentes envolvidos em
surtos de intoxicacOes alimentares. Dentro desta problemaética, o presente estudo objetivou identificar as espécies de
Staphylococcus isoladas de leite de origem ovina provenientes de propriedades rurais no Agreste Meridional de
Pernambuco. Foram identificadas 13 espécies diferentes, sendo trés do grupo Staphylococcus coagulase-positivo e 10
de Staphylococcus coagulase-negativo e duas cepas identificadas apenas como SCN, destacando-se por sua frequéncia
Staphylococcus aureus (29) seguida pelo S. chromogenes (15) e S. intermedius (9). Os resultados obtidos evidenciam
que esta espécie animal é mais uma fonte de infeccdo e veiculadora, através de seus produtos, de Staphylococcus
potencialmente patogénicos para 0 homem.

Palavras-chave: ovelha, microbiologia, alimento

ABSTRACT - The sheep milk production in Brazil is a relatively new activity, whose production is directed towards
the manufacture of cheeses, yogurts and other products. Therewith a deficit of scientific papers related to this
activity. Considered an excellent substrate, many pathogens can be transmitted to humans through consumption of milk
and its derivatives, including Staphylococcus spp., one of the main agents involved in outbreaks of food
poisoning. Within this problematic, this study aimed to identify the species of Staphylococcus and its antimicrobial
susceptibility profile of current use in human and veterinary medicine, isolated from milk of sheep origin from rural
properties in the Meridional Agreste of Pernambuco. We identified 13 different species, three coagulase-positive and 10
coagulase-negative and two strains identified only as SCN, especially Staphylococcus aureus (29) followed by
S. chromogenes (15) and S. intermedius (9) by its frequency. The results show that this species is a source of infection,
through its products, Staphylococcus potentially pathogenic to humans.
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INTRODUCAO S. pseudintermedius, S.lutrae e S. delphini, enquanto
S.hyicus e S. agnetis séo varidveis (EUZEBY, 2012).
O genéro Staphylococcus foi proposto em 1884 por O leite de ovelha difere das demais espécies

Rosenbach e inserido dentro da familia Micrococacae.
Estudos de biologia molecular, perfis de &cidos graxos,
composicdo de parede celular e, principalmente, estudos
com RNA ribossdmico 16S promoveram a inclusdo do
género Staphylococcus em uma nova familia, a
Staphylococcaceae (GARRITY, 2006). Atualmente ja séo
descritas 46 espécies e 24 subespécies dentro do género
(EUZEBY, 2012).

De uma maneira pratica, os estafilococos sdo divididos
em duas categorias: Staphylococcus coagulase positivos
(SCP) e Staphylococcus coagulase negativos (SCN) de
acordo com a resposta ao teste da plasmo coagulase. A
maioria  das  espécies sdo  coagulase-negativa,
caracterizando-se a exclusividade da sintese da enzima ao
S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius,
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especialmente pela riqueza dos constituintes, existindo
diferenca entre os rebanhos (ASSENAT, 1991). A alta
concentracdo de sdlidos totais (McKUSICK et al., 2002) e
niveis elevados de gordura e de caseina sdo fatores
importantes na elaboracéo de queijos duros e macios, com
caracteristicas particulares de textura e sabor e com alto
valor de mercado (TIMPERLEY & NORMAN, 1997).

O género Staphylococcus esta associado a infeccdes
gue acometem tanto humanos quanto animais
(ANNEMULLER et al.,1999). Amplamente disseminados
no ambiente, diversas espécies pertencentes ao género
estdo presentes na pele e mucosas de mamiferos, sendo
que a maioria dos portadores encontra-se na condi¢do de
assintomaticos. Portanto, seres humanos e outros animais
podem veicular 0s micro-organismos para os alimentos,
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com atencgdo especial para o leite e seus derivados, a qual
surge em diferentes fases da cadeia alimentar. Principais
fontes de contaminagdo de leite cru nas exploragdes
agricolas sdo as superficies mucosas, a pele animal,
glandulas infectadas, equipamentos de ordenha, as maos
dos ordenhadores e 0 meio ambiente visto que varios
fatores como uso de ordenha manual, falhas na higiene
dos animais e equipamentos, bem como auséncia de
programas de controle de mastite, ainda ocorrem em
muitos  rebanhos (ASSUMPCAO et al., 2003;
BERGONIER et al., 2003).

Considerando a magnitude com que as doencas de
origem alimentar ocorrem nos paises desenvolvidos e
emergentes e a importancia que 0s animais assumem,
através de seus produtos, na disseminacdo deste micro-
organismo, torna-se de grande relevancia conhecer as
espécies circulantes de Staphylococcus, em ovinos em
nosso pais. Assim o presente estudo teve por objetivos
identificar as espécies de Staphylococcus ocorrentes em
leite de ovelhas.

MATERIAL E METODOS

Identificacdo preliminar do género Staphylococcus

Foram analisadas no presente estudo 79 cepas do
género Staphylococcus isoladas previamente de leite de
origem ovina proveniente de propriedades rurais do
Agreste de Pernambuco.

Para a Identificacdo preliminar do género
Staphylococcus  foi realizada a prova da catalase e
coagulase  onde utililizou-se a cepa padréo

Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) como controle
positivo.

As cepas caracterizadas como  Staphylococcus
coagulase negativa foram submetidas a prova da
resisténcia a bacitracina para diferenciagdo entre
Micrococcus spp. (sensiveis) e Staphylococcus coagulase
negativa (resistentes).

Caracterizacdo bioquimica

Para a caracterizacdo de espécies foram empregadas
diferentes provas bioquimicas com base nos resultados da
prova da coagulase (KONEMAN et al., 2008).

Nesta etapa, as cepas coagulase positivas foram
identificadas através das provas de VVoges-Proskauer (VP),
fermentacdo da maltose, reducdo do nitrato e teste da
DNAse.

Para a caracterizacdo de espécies nas cepas SCN foram
empregados os testes de fermentacdo de aglcares (xilose,
celobiose, maltose, sacarose, trealose, frutose, lactose e
manose), ornitina descarboxilase, reducdo de nitrato e
producéo de urease.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na capacidade de produzir coagulase e em
testes bioquimicos complementares, 40 (50,6%) cepas
foram identificadas como coagulase-positiva (SCP),
correspondendo a trés espécies, Staphylococcus aureus
subsp aureus 39,19% (29/79), S. intermedius 12,16%
(9/79) e S. hyicus a 2,70% (2/79) e 39 cepas (49,4%)
totalizando 10 espécies, coagulase negativas (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia e distribuicdo das espécies de
Staphyloccocus isoladas do leite de ovelha.

Espécies n %
S. aureus subsp. aureus 29 39,19
S. chromogenes 15 20,27
S. intermedius 9 12,16
S. sciuri subsp. sciuri 5 6,76
S. pasteuri 4 5,41
S. xylosus 4 5,41
S. equorum 3 4,05
S. hyicus 2 2,70
S. haemolyticus 2 2,70
S. simulans 1 1,35
S. saccharolyticus 1 1,35
S. schleiferi subsp. schleiferi 1 1,35
S. carnosus 1 1,35
SCN 2 2,70
Total 79 100
Entre as espécies coagulase negativas (SCN)

identificadas, S. chromogenes correspondeu a 20,27%
(15/79), seguido de S. sciuri subsp. sciuri, 6,76% (5/79),
S. pasteuri, 5,41% (4/79), S. xylosus, 5,41% (4/79), S.
equorum, 4,05% (3/79), S. haemolyticus, 2,70% (2/79) e
S. simulans, S. saccharolyticus, S. schleiferi subsp.
schleiferi, S. carnosus, 1,35% (1/79, cada) e duas cepas
(2,70%) ndo classificadas em nivel de espécie porém
referidas como SCN.

A maioria dos trabalhos ndo identifica as espécies
coagulase-negativas  por  requerer muitas  provas
bioquimicas, referindo-se apenas como SCN. Este grupo
apresenta algumas caracteristicas que necessitam
diferenciacdo com o género Micrococcus o que torna
necessaria a utilizacdo de provas adicionais como a
suscetibilidade a bacitracina, empregada neste estudo, na
qual os Staphylococcus s8o resistentes, permitindo
separacdo destes dois géneros bacterianos
(BANNERMAN & PEACOCK, 2008).
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Considerando que o0 nimero de cepas analisadas nédo
reflete, sob o ponto de vista epidemiolégico, a
incidéncia/prevaléncia  de  espécies do  género
Staphylococcus nesta espécie animal, pelo fato de que as
mesmas sdo oriundas de diferentes propriedades rurais do
Agreste de Pernambuco e selecionadas aleatoriamente
para o presente estudo, procurou-se fazer uma correlagéo
com os dados apresentados por outros autores quanto as
diferentes espécies ocorrentes em ovinos, ressaltando sua
importancia na cadeia alimentar como animal produtor de
alimentos.

A maioria do leite ovino produzido no mundo é
transformado em diversos tipos de queijos. Na Grécia, um
dos maiores produtores de leite ovino do mundo, o iogurte
tem alguma importancia no mercado. Por esta razdo, a
qualidade do leite ovino esta relacionada com a sua
capacidade de ser transformado em derivados lacteos de
alta qualidade com alto rendimento de producdo (kg de
leite/lkg de produto), que por consequéncia, esta
relacionado com as propriedades de coagulacdo do leite, e
estas sdo diretamente afetadas pela composicéo, qualidade
microbiolégica e pelo processamento dos produtos lacteos
(queijos, iogurtes, doces, sorvetes, etc.) fabricados
(EMEDIATO, 2008).

A analise microbiologica do leite cru é de extrema
importdncia na qualidade final dos produtos lacteos
garantindo a seguranca do consumidor e as caracteristicas
adequadas ao produto. Sabe-se que a microbiota do leite é
necessaria para a producdo de queijos tradicionais, por
iss0 a opcdo por utilizar leite cru. Porém, a contaminacéo
elevada da matéria prima, por micro-organismos
indesejados, afeta sua composicdo e influencia o
crescimento das bactérias desejadas no processo de
maturacdo dos queijos, ja que haverd competicdo pelos
nutrientes, alterando atributos de qualidade do produto
(PEREIRA et al., 2008; RAYNAL-LJUTOVAC et al.,
2007).

Os micro-organismos patogénicos contaminantes do
leite cru podem ter origem fecal ou por excrecdo direta
através do Ubere (JAY, 2000; MUEHLHERR et al., 2003).
Considerando que o leite ndo pasteurizado de ovelha e de
cabra é utilizado na produgdo de queijos e que criangas
com intoleréncia ao leite de vaca sdo consumidores destes
produtos, a possibilidade de contaminacgdo torna-se ainda
mais preocupante (MUEHLHERR et al., 2003).

A contaminagdo de produtos lacteos com
Staphylococcus aureus pode ser de origem animal ou
humana (SPANU et al., 2012). Um estudo detectou 12%
de cepas positivas para S. aureus de 1634 amostras
coletadas de 2003 a 2005 em alimentos lacteos e de
origem animal na Italia (NORMANO et al., 2007).

Esta espécie bacteriana esta entre 0s maiores agentes
causadores de infeccdo comunitéria e hospitalar em todo o
mundo, onde a maioria das infec¢des hospitalares por este
micro-organismo pode representar um risco de vida ao
individuo. Adicionalmente, esta espécie é envolvida em
casos de intoxicacdo alimentar, sendo que numerosos

surtos foram descritos e atribuidos a este micro-organismo
(FONSECA & SANTOS, 2000).

Na Europa, no periodo de 1993 a 1998 este patdgeno
causou 5,1% dos surtos registrados. Porém a incidéncia
desta bactéria é subestimada, ja que a maioria dos surtos
de gastrenterite ndo é relatada.

S. aureus sfo encontrados em diversas amostras de
alimentos, como em locais de producdo de leite ja que esta
associado de forma muito intensa & mastite bovina.
(PELES et al., 2007) destacando-se por sua maior
ocorréncia nos rebanhos mundiais, e de tratamento mais
dificil devido a elevada resisténcia aos antibidticos sendo,
inclusive, a espécie mais relevante e mais persistente nas
mastites ovinas (MOTA, 2007). Adicionalmente ¢,
também, 0  micro-organismo  patogénico  mais
frequentemente isolado no leite cru (ZECCONI & HAHN,
2000).

Vautor et al., (2003) avaliando leite de ovelha e
queijos produzidos artesanalmente na Franca, obtiveram
5,5% de positividade para Staphylococcus aureus entre as
amostras de leite. A producgdo de queijos usando leite cru,
particularmente nos casos de acidificacdo insuficiente ou
lenta da coalhada, pode levar a surtos associados com
Staphylococcus nestes produtos (ARQUES et al., 2005).

O isolamento de S. aureus em leite de ovelhas sadias
vem sendo notificado por varios autores (ABO ELNAGA
et al., 1985; ADWAN et al., 2005; HOLECKOVA et al.,
2004; TRAVNICEK et al., 2003) revestindo-se de
importancia na inddstria de laticinios.

No Brasil, Guaran et al. (2011) em cultivo de leite
de ovelhas sadias, obtiveram predominancia de SCN.
Segundo Bergonier et al. (2003), Staphylococcus séo 0s
principais agentes envolvidos nas infec¢cbes mamérias de
pequenos ruminantes, sendo o Staphylococcus aureus
mais frequente nos casos clinicos. A mastite em ovelhas é
importante pelas consequéncias na saide publica, como o
risco de infeccdo ou intoxicacdo dos consumidores por
estafilococos presentes no leite, através do consumo
de produtos lacteos fabricado com leite cru.

A mastite é a inflamacdo da glandula maméria que
ocorre como resposta, na maioria das vezes, a uma
infeccdo causada por micro-organismos. Na forma
subclinica, ao contrério da forma clinica, ndo ocorrem
mudancgas visiveis na aparéncia do leite ou do Ubere,
embora ocorram alteracBes na composicao do leite e deste
possam ser isolados micro-organismos patogénicos
(BRAMLEY et al., 1996). A mastite subclinica tem
grande impacto na produtividade dos rebanhos leiteiros
porque sua prevaléncia é maior que a da forma clinica
(PHILPOT & NICKERSON, 1991) e, assim, as medidas
para o seu controle tém recebido grande atencéo.

Staphylococcus  coagulase-negativos tem  sido
considerados a maior causa em infecgdes subclinicas,
(HUESTON et al., 1989), porém outros autores
reportaram a presenca desses agentes no leite de ovelhas
sem mastite (BATAVANI et al., 2003; FTHENAKIS &
JONES, 1990).
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Varias espécies de Staphylococcus coagulase-
negativas sdo comumente encontradas nos canais do teto e
na pele do teto de ruminantes domésticos e podem ser
introduzidas na glandula mamaéria no ato de succédo, sem,
contudo existir infeccdo do parénquima mamario
(BATAVANI et al, 2003; FTHENAKIS & JONES,
1990).

No Brasil, apesar da proibicdo legal imposta a
comercializacdo de queijos frescos e moles elaborados a
partir de leite cru (BRASIL, 1997), a comercializacdo do
queijo Minas Frescal produzido artesanalmente, tem sido
constatada (ALMEIDA FILHO & NADER FILHO,
2000). Esses autores obtiveram 50,0% de contagens de
Staphylococcus aureus acima do valor estabelecido como
sendo o limite maximo permitido pelo Ministério da
Saude para o queijo tipo Minas “frescal” produzido
industrialmente com leite bovino.

Em dezoito surtos de DTA ocorridos em Minas Gerais
de 1997 a 2002, que tiveram como alimentos implicados o
leite e produtos lacteos de origem bovina, S. aureus e
Staphylococcus coagulase negativa enterotoxigénicos
foram os principais agentes identificados. O queijo
ocupou lugar de destaque entre os produtos lacteos
envolvidos nos surtos o que pode ser explicado pelo fato
de esse alimento ser muito manipulado, além de
agravantes como  condi¢des  higiénico-sanitarias
inadequadas, principalmente em queijos elaborados de
forma artesanal e sem inspecdo sanitaria (VERAS et al.,
2003).

Estabelecendo uma correspondéncia das espécies
identificadas no presente estudo, salienta-se que S.
intermedius, coagulase positivo e a espécie coagulase
varidvel, S. hyicus sdo de particular importancia em
infec¢des em animais (OLIVEIRA, 2000).

S. intermedius é encontrado como parte da microbiota
da pele e de cavidades nasais e orais de cdes, visons,
equinos e gatos, encontrado em infeccBes cuténeas,
urindrias, ésseas e do sistema nervoso central, em varias
espécies animais (KONEMAM et al., 2008). Essa bactéria
foi isolada de feridas infectadas em seres humanos,
causadas por mordeduras de cées, sendo também isolada
em casos de mastite bovina (KONEMAM et al., 2008).
No homem tem sido implicado em surtos de intoxicacao
alimentar (BANNERMAN & PEACOCK, 2007;
OLIVEIRA, 2000).

Segundo Watts & Owens (1989) e Bandeira (2001), S.
hyicus vem sendo encontrado em rebanhos leiteiros com
problemas de mastite. Jay (1992) ressalta a capacidade
enterotoxigénica desta espécie de estafilococos, fato
comprovado por Valle et al. (1990), que verificaram em
cepas de S. hyicus coagulase positiva isoladas em ovinos,
a producdo de enterotoxina estafilotoxica.

Ja entre os SCN, S. haemolyticus, S. simulans, S.
saccharolyticus e S. schleiferi subsp. schleiferi
demonstram contaminagdo do leite pela manipulacdo do
homem, pois essas espécies sdo encontradas naturalmente
na pele e mucosas de humanos e inclusive em infeccbes

como é o caso do S. schleiferi schleiferi
(KONEMAN et al., 2008).

Alguns autores relatam a prevaléncia de S. epidermidis
em leite de ovelhas (ARIZNABARRETA et al., 2002) e
cabras (MORONI et al., 2005). No entanto, Chaffer et al.
(1999) e Taponen et al. (2007) relataram abundéancia de
outras espécies, como S. simulans, S. chromogenes e S.
haemolyticus em bovinos.

Analisando amostras de leite provenientes de 54
criacbes de ovinos na regido leste da Eslovaquia,
PilipCincova et al. (2010) identificaram um total de 240
cepas de Staphylococcus coagulase-negativo destacando-
se S. epidermidis (36,3%), S. caprae (21,3%), S. hominis
(6,6%), S. chromogenes (6,3%), S. xylosus (5,8%), S.
warneri (5,0%) e S. capitis (4,6%) e, em menor
frequéncia, as espécies S. sciuri, S. lentus , S. simulans, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. kloosii, S. cohnii subsp.
cohnii, S. auricularis e S. lugdunensis.

Um estudo realizado por Medeiros et al. (2009) em
leite de origem bovina, em Pernambuco, apontou entre as
amostras de SCP, o isolamento de S. aureus (28,9%), S.
intermedius (12,80%) e S. hyicus (3,23%), corroborando
com espécies também identificadas no presente estudo.

Espécies como S. pasteuri e S. xylosus sdo isoladas de
infecces tanto no homem quanto em animais e também
encontradas em alimentos como o leite e queijo de cabra.
S. sciuri é descrita como uma espécie ambiental,
amplamente distribuido na natureza e tem sido associados
a alimentos, animais de fazenda, seres humanos e animais
de companhia, sendo a subespécie sciuri encontrado na
natureza e como parte da microbiota transitoria da pele em
varias espécies de mamiferos e aves (KONEMAN et al.,
2008).

S. chromogenes anteriormente era uma subespécie de
S. hyicus, provoca infecgdes cutaneas no gado bovino, em
suinos e ovinos. S. equorum é uma espécie de importancia
patogénica  indeterminada. Tem  sido  isolada
primariamente de equinos, bem como do leite e do queijo
de cabra (KONEMAN et al., 2008).

Por fazerem parte da microbiota, SCN foram durante
muito tempo considerados de pouca importancia clinica,
entretanto, durante as Gltimas duas décadas a incidéncia
desses micro-organismos vem aumentando e eles
passaram a ser reconhecidos como agentes oportunistas
causadores de infeccdes nosocomiais e comunitarias
(BARRETO & PICOLLI, 2008).

subsp.

CONCLUSAO

A variedade de espécies de Staphylococcus
coagulase-positivo (3  espécies) e Staphylococcus
coagulase-negativo (10) identificadas, evidencia que esta
espécie animal é mais uma fonte de infeccdo e
veiculadora, através de seus produtos, de Staphylococcus
potencialmente patogénicos para 0 homem;

Entre as espécies identificadas, S. aureus (29 cepas),
S. chromogenes (15) e S. intermedius (9) ocorreram em
maior ndmero que, junto com S. hyicus (2 cepas),

Revista Verde (Mossoré — RN), vol. 7, n. 4, p.188 - 194, out-dez, 2012.



Identificacdo das Espécies de Staphylococcus Presentes no Leite Ovino

constituem as espécies de maior
alimentos.

importancia em
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