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RESUMO 

 

ISRAEL, Larissa de Freitas Santiago. Universidade Federal do Acre, março de 2017. 
Produção de biofilme por Staphylococcus chromogenes (Staphylococcaceae) 
isolados de amostras de leite provenientes de rebanhos bovinos com mastite. 
Orientadora: Luciana dos Santos Medeiros. Foram estudadas 135 vacas mestiças, 
provenientes de dez rebanhos leiteiros no estado do Acre. O objetivo foi identificar 
espécies de Staphylococcus isoladas dos quartos mamários de vacas com mastite e 
posteriormente avaliar a capacidade de produção de biofilme pela espécie 
Staphylococcus chromogenes. A caracterização dos isolados presentes nas amostras 
encontradas, correspondentes a Staphylococcus sp., foi realizada utilizando a técnica 
do MALDI TOF MS (Matrix Associated Laser Desorption-Ionization – Time of Flight 
– Mass Spectrometry). Foram identificados: S. chromogenes (36), Staphylococcus 
saprophyticus (5), S. chromogenes ou Staphylococcus hycus (5), Staphylococcus 
haemolyticus (4), Staphylococcus epidermidis (3), Staphylococcus hycus (3), 
Staphylococcus aureus (1), Staphylococcus auriculares (1), Staphylococcus kloosii (1) 
e Staphylococcus xylosus (1). A espécie S. chromogenes correspondeu a 60% dos 
isolados do gênero (17 isolados coagularam o plasma de coelho no teste da coagulase 
em tubo), sendo 83,3% dos isolados (30/36) produtores de biofilme, não estando este 
fator de virulência associado ao fenótipo de coagulação do plasma. A identificação 
desses microorganismos é importante para a elucidação da etiologia da mastite bovina. 
O alto percentual de S. chromogenes, produtores de biofilme, isolados de vacas com 
mastite é um achado importante e pode revelar uma mudança de perfil na colonização 
de agentes etiológicos causadores desta enfermidade. 
 

Palavras-chaves: Staphylococcus sp., MALDI TOF MS, virulência, mastite bovina 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

ISRAEL, Larissa de Freitas Santiago. Universidade Federal do Acre, March 2017. 
Biofilme production by Staphylococcus chromogenes (Staphylococcaceae) isolated 
from milk samples from bovine with mastitis. Advisor: Luciana dos Santos 
Medeiros. It was studied 135 crossbred cows from ten dairy herds in the state of Acre. 
The objective was to identify species of Staphylococcus isolated from the mammary 
quarters of cows with mastitis and to evaluate the capacity of biofilm production by 
the species Staphylococcus chromogenes. The characterization of the isolates present 
in the samples found, corresponding to Staphylococcus sp., was performed using the 
MALDI TOF MS (Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight - 
Mass Spectrometry) technique. S. chromogenes (36), Staphylococcus saprophyticus 
(5), S. chromogenes or Staphylococcus hycus (5), Staphylococcus haemolyticus (4), 
Staphylococcus epidermidis (3), Staphylococcus hycus (3), Staphylococcus aureus (1), 
Staphylococcus auriculares (1), Staphylococcus kloosii (1) e Staphylococcus xylosus 
(1). S. chromogenes corresponded to 60% of the isolates of the genus (17 isolates were 
positive in the tube coagulase test) and 83.33% of them (30/36) being biofilm 
producers. This virulence factor had no association with the plasma coagulation 
phenotype. The identification of these microorganisms is important for the elucidation 
of the etiology of bovine mastitis. The high percentage of S. chromogenes, biofilm 
producers, isolated from cows with mastitis is an important finding and may reveal a 
profile change in the colonization of etiologic agents that cause this disease. 

 
Keywords: Staphylococcus sp., MALDI TOF MS, virulence, bovine mastitis 
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1.1 Artigo 1 

 

Produção de biofilme por Staphylococcus chromogenes isolados de amostras de leite 
provenientes de rebanhos bovinos com mastite. 
 

Larissa de Freitas Santiago Israel, Renata Fernandes Rabello, Susan Christina Braga 
Domingos, Luciana dos Santos Medeiros 
 

Submetido ao Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia em Março de 
2017. 
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1. INTRODUÇÃO 8 

A mastite bovina é considerada a principal doença que afeta os rebanhos 9 

leiteiros em todo o mundo, causando sérios prejuízos econômicos na produção bovina 10 

leiteira mundial (Freitas et al., 2005; Hoogeveen et al., 2011).  11 

Entre os patógenos mais prevalentes associados com mastite em vacas em 12 

lactação estão as bactérias pertencentes ao gênero Staphylococcus sp., sendo divididos 13 

em Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e Staphylococcus coagulase positiva 14 

(SCP) (Pyörälä e Taponen, 2009; De Vliegher et al., 2012). Apesar de serem 15 

considerados menos patogênicos que os Staphylococcus aureus, as infecções causadas 16 

por SCN têm sido associadas com perdas consideráveis de leite e tendem a persistir 17 

durante todo o período da produção (Pÿorala e Taponen, 2009). 18 

Staphylococcus chromogenes é uma espécie de SCN não hemolítica. Foi 19 

originalmente considerada uma subespécie de Staphylococcus hyicus, no entanto 20 

atualmente é classificada como uma espécie separada (Hajek et al., 1986). S. 21 

chromogenes tem sido  encontrado como espécie mais prevalente de SCN associado à 22 

mastite em gado leiteiro em vários estudos (Tomazi et al., 2014; Srednik et al., 2015). 23 

Adicionalmente esta espécie está associada a infecções persistentes e com alta 24 

contagem de células somáticas (Supré et al., 2011).  25 

Atualmente se discute o papel dos fatores de virulência do gênero 26 

Staphylococcus sp., como a coagulase e produção de biofilme, na persistência e 27 

disseminação no hospedeiro, na expressão da doença grave e na interferência do 28 

tratamento com antimicrobianos (Pyörälä e Taponen, 2009; Giardini, 2013; Marques 29 

et al., 2013). Biofilmes são descritos como aglomerações de células embebidas em 30 

matriz heterogênea extracelular, resultando em estruturas tridimensionais com 31 

características fisiológicas específicas, dificultando a ação dos macrófagos e 32 

aumentando a resistência a diversos antimicrobianos (Marques et al., 2013). 33 
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O presente trabalho teve como objetivo identificar a ocorrência de isolados 34 

do gênero Staphylococcus nos quartos mamários de vacas com mastite provenientes 35 

de rebanhos bovinos do estado do Acre, bem como avaliar a capacidade de produção 36 

de biofilme pela espécie S. chromogenes. 37 

 38 

2. MATERIAL E MÉTODOS 39 

O experimento foi realizado após aprovação do Comitê de Ética no Uso de 40 

Animais em Ensino e Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal do Acre (UFAC), 41 

conforme o parecer 61/2015. 42 

Foram selecionadas 10 propriedades leiteiras localizadas no município de Rio 43 

Branco e Senador Guiomard – AC com histórico de queda de produção e com no 44 

máximo 35 vacas em lactação, durante o período de Novembro de 2015 a Agosto de 45 

2016. Três das 10 propriedades selecionadas utilizam ordenha mecânica e as sete 46 

restantes, ordenha manual. Na maioria das propriedades não eram aplicadas várias 47 

práticas de controle, como a higienização e imersão dos tetos em antissépticos antes e 48 

após a ordenha, uso do California Mastitis Test (CMT) para identificação da mastite 49 

subclínica e tratamento da mastite clínica com produtos prescritos por veterinários. 50 

Inicialmente, foi realizado exame clínico da glândula mamária. Em seguida, 51 

realizou-se a lavagem dos tetos com água e sabão, secagem com papel toalha e anti-52 

sepsia do óstio com álcool 70%. Os três primeiros jatos de leite foram desprezados em 53 

caneca telada e em seguida foi realizado o CMT para cada teto, a fim de ser realizada 54 

a identificação de animais com mastite subclínica (Fonseca e Santos, 2000).  55 

O critério de classificação da mastite clínica foi a detecção de alterações da 56 

glândula mamária compatíveis com processo inflamatório ao exame clínico e/ou a 57 

presença de alterações macroscópicas no leite, tais como presença de grumos e 58 

coloração alterada (Fonseca e Santos, 2000). 59 

Uma vez diagnosticada a mastite, clínica ou subclínica, foram coletados 60 

aproximadamente 5 ml de leite do teto acometido em tubos do tipo Falcon previamente 61 

esterilizados. O material foi acondicionado à 4 °C e encaminhado imediatamente ao 62 

laboratório para análises microbiológicas.  63 

As amostras de leite foram semeadas em ágar sangue contendo 5% de sangue 64 

ovino ( Laboclin), incubadas em condições aeróbias a 37 °C, por 24 até 48 horas 65 

(Machado et al., 2008). As colônias suspeitas foram semeadas posteriormente em ágar 66 
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Mueller Hinton (Kasvi), também incubadas em condições aeróbias a 37 °C, por 24 até 67 

48 horas. A identificação inicial dos isolados foi realizada por morfologia colonial, 68 

coloração de GRAM, teste da catalase e teste da coagulase em tubo (NMC, 2004). 69 

 Após a identificação inicial, as amostras sugestivas do gênero Staphylococcus foram 70 

submetidas à técnica de MALDI TOF no equipamento MALDI Biotypes 3.1 (Bruker 71 

Daltonik, Bremen, Germany). 72 

A caracterização da produção de biofilme foi avaliada quantitativamente pelo 73 

teste de aderência em microplaca com modificações na metodologia proposta por 74 

Christensen et al. (1985) e Cucarella et al. (2001). As bactérias foram inoculadas na 75 

concentração de 1 UFC/ml em meio Tryptic Soy Both (TSB) (Kasvi) e incubadas a 76 

37ºC por 24h. Posteriormente, as células em suspensão foram inoculadas em micro-77 

placas de poliestireno estéreis com 96 poços, diluídas em 1:40 em TSB e incubadas 78 

por 24 horas à 37oC sem agitação.  79 

Após incubação, os poços foram lavados duas vezes com 200 μL de solução 80 

salina estéril, secos em estufa à 60ºC e deixados até a secagem da placa, durante 30 81 

minutos. Adicionou-se, então, 200μL de cristal violeta a 1% por 15 minutos. Em 82 

seguida, os poços foram lavados três vezes com água destilada e secos à temperatura 83 

ambiente. A absorbância foi determinada à 490nm em leitor de ELISA (Polaris, Celer). 84 

Poços não inoculados contendo apenas TSB serviram como controle negativo. As 85 

leituras foram realizadas em triplicata e os valores da densidade óptica (DO), tomados 86 

como a média das leituras. 87 

As amostras foram classificadas em quatro categorias de acordo com a média 88 

das DOs relacionada com os resultados obtidos para o controle negativo (DOCN) 89 

(Peña e Uffo, 2013). As categorias foram baseadas nos seguintes critérios: não 90 

aderente (NA), quando a DO ≤ DOCN; fracamente aderente (+) quando a DOCN < 91 

DO ≤ 2 x DOCN; moderadamente aderente (++), quando 2 x DOCN< DO ≤4 x DOCN 92 

ou fortemente aderente (+++), quando 4x DOCN <DO.  93 

 94 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 95 

Foram avaliados os quartos mamários de 135 vacas mestiças, provenientes de 96 

10 propriedades leiteiras localizadas no estado do Acre. Sessenta e sete (67) vacas 97 

foram classificadas como tendo mastite (49,63%).  Destas, 3 foram identificadas com 98 

mastite clínica (4,5%) e 64 com mastite subclínica (95,5%).  99 
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Foram coletadas amostras de leite de 162 tetos provenientes de 67 vacas com 100 

mastite. Foram isoladas colônias suspeitas indicativas do gênero Staphylococcus de 83 101 

tetos, correspondentes a 55 vacas. Os isolados suspeitos foram submetidos ao MALDI 102 

TOF. Foi confirmada a presença de 60 isolados do gênero Staphylococcus em 57 tetos 103 

de 40 vacas. Dentre os 60 isoladas de Staphylococcus sp, foram identificados:  S. 104 

chromogenes (36), Staphylococcus saprophyticus (5), Staphylococcus haemolyticus 105 

(4), Staphylococcus epidermidis (3), S. hycus (3), S. aureus (1), Staphylococcus 106 

auriculares (1), Staphylococcus kloosii (1) e Staphylococcus xylosus (1). Cinco 107 

isolados não foram identificados ao nível de espécie de forma confiável. A espécie S. 108 

chromogenes correspondeu a 60% (36/60) do total de isolados do gênero (Tab. 1). 109 

 110 

Tabela 1. Distribuição das espécies de Staphylococcus isoladas de vacas com mastite entre as diferentes 111 
propriedades investigadas no Acre. 112 

Espécie (n) Propriedade Vaca (n) Teto (n) 

S. chromogenes (36)a A 1 1 
B 1 1 
C 2 2 
E 3 (1*) 5 (3*) 
F 4 7 
G 2 3 
H 3 3 
I 2 2 
J 8 10 

S. saprophyticus (5) C 1 1 
E 1 1 
F 2 3 

S. haemolyticus (4) I 4 4 
S. epidermidis (3) C 1 1 

J 2 2 
S. hycus (3) H 2 3 
S. aureus (1) A 1 1 
S. auriculares (1) I 1 1 
S. kloosii (1) H 1 1 
S. xylosus (1) H 1 1 

 113 
a Uma única colônia foi selecionada de cada teto para o estudo, com exceção de 114 
dois tetos de onde foram isoladas duas colônias com fenótipos diferentes. 115 

* Fora do parêntese é o número de vacas ou tetos com infecção enquanto que 116 
dentro do parêntese é o número daqueles com infecção clínica. 117 

A identificação das espécies de SCN, citados como microrganismos 118 

considerados habitantes normais da pele dos animais, é mais difícil de ser realizada 119 

rotineiramente. Deve haver crescimento de uma quantidade considerável de colônias 120 

(cerca de 10 UFC) isoladas em cultura pura para serem considerados responsáveis pela 121 
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infecção, enquanto S. agalactiae e S. aureus são considerados sempre que isolados, 122 

independente da pureza e da quantidade de colônias isoladas no meio de cultura (Brito 123 

e Brito, 1999). Seguindo este critério, dos 36 isolados de S. chromogenes presentes 124 

nesse trabalho, 22 podem realmente ser considerados como agente da mastite, 125 

enquanto nos 14 restantes não é possível afirmar.  126 

No presente trabalho foi encontrado somente 1 isolado da espécie S. aureus, 127 

resultado inesperado para este estudo, já que trabalhos na literatura (Rabello, 2007; 128 

Marques et al., 2013) a citam como a espécie mais frequentemente isolada em casos 129 

de mastite. 130 

O isolamento de S. chromogenes neste estudo está de acordo com resultados 131 

encontrados na literatura (Sampimon et al., 2009; Piessens et al., 2011; Supré et al., 132 

2011; Fry et al., 2014; Srednik et al., 2015), que têm mostrado a disseminação deste 133 

agente em rebanhos bovinos, inclusive no Brasil (Santos et al., 2008; Lange el al., 134 

2011; Tomazi et al., 2014), sendo S. chromogenes atualmente a espécie de SCN mais 135 

frequentemente isolada de mastite bovina. No entanto, Bochniarz et al. (2014) 136 

encontraram uma frequência maior de S. xylosus dentre todos os SCN isolados de 137 

vacas com mastite clínica e subclínica, seguido por S. chromogenes, sendo essa a 138 

espécie mais prevalente quando considerada apenas a forma subclínica da mastite.  139 

Dentre os isolados de S. chromogenes, 47,2% (17/36) dos isolados 140 

apresentaram a capacidade de coagular o plasma no teste da coagulase em tubo apesar 141 

desta espécie ser considerada SCN. Dois destes isolados foram recuperados de tetos 142 

de onde foram recuperados também isolados que foram negativos no teste da coagulase 143 

em tubo. O fenótipo coagulase positivo de isolados de S. chromogenes foi relatado 144 

anteriormente em outros estudos (Lange et al., 2011; Dos Santos et al., 2016). Lange 145 

et al. (2011) isolaram 53,9% (7/13) dos isolados de S. chromogenes provenientes de 146 

mastite bovina que apresentaram-se positivos no teste da coagulase em tubo. A 147 

atividade de coagulação desses isolados pode ser causada por interferência de 148 

proteases, porém estudos devem ser realizados para explicar melhor. A capacidade de 149 

coagular plasma pode levar a identificação equivocada desta espécie em outras mais 150 

prevalentes como S. aureus.  151 

S. chromogenes é filogeneticamente mais semelhante a muitos SCP e 152 

coagulase-variáveis (dos Santos et al., 2016). Na sequência genômica de S. 153 

chromogenes, há uma  open reading frame com 41% de identidade com o gene da 154 

coagulase da espécie de SCP Staphylococcus pseudintermedius (Fry et al., 2014). Esta 155 
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descoberta reforça a necessidade de metodologias que possam diferenciar estas 156 

espécies. A identificação por MALDI TOF de várias espécies de Staphylococcus é157 

confiável. No estudo realizado por Tomazi et al. (2014), 100% dos isolados de S. 158 

chromogenes foram identificados por tal técnica.159 

Um grande progresso para o diagnóstico em microbiologia é o método hoje 160 

conhecido como MALDI-TOF MS (Matrix Associated Laser Desorption-Ionization –161 

Time of Flight – Mass Spectrometry), tornando-se atualmente um recurso de referência 162

para microbiologistas que trabalham nos laboratórios de rotina, devido a sua 163 

característica de permitir a identificação confiável e rápida de microorganismos 164 

(Benagli et al., 2011; Zárate et al., 2014). 165 

Trinta (83,3%) isolados de S. chromogenes foram identificados como 166 

produtores de biofilme. Dos isolados com capacidade para coagular o plasma, 70,6%167 

(12/17) são produtores de biofilme e 29,4% (5/17) não são produtores. Já dentre os 168 

isolados de S. chromogenes que não coagularam o plasma, 94,7% (18/19) são 169 

produtores de biofilme e apenas 5,3% (1/19) não foram produtores (Fig. 1). 170 

171 

172 

Figura 1. Classificação da produção de biofilme por S. chromogenes.173 

174 

Fry et al. (2014) identificaram dois genes de proteínas associadas à produção 175 

de biofilme em S. chromogenes através de seu sequenciamento genômico. Bochniarz 176

et al. (2014) avaliaram a produção de slime por SCN isolados de vacas com mastite e 177 

encontraram 38,5% (10/26) dos isolados de S. chromogenes com essa capacidade. Em 178 
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estudo realizado por Bochniarz et al. (2016), a capacidade de produzir slime foi 179 

confirmada em 24 isolados (63.2%) de S. chromogenes. 180 

Há um consenso de que o biofilme contribua para a persistência bacteriana em 181 

sítios infecciosos ou para infecções crônicas, pois dificulta a ação dos mecanismos de 182 

defesa do hospedeiro e de agentes antimicrobianos. Além disso, as cepas de 183 

Staphylococcus produtoras desse polissacarídio extracelular têm uma maior 184 

capacidade para colonizar (Cucarella et al., 2001; Giardini, 2013). 185 

O alto percentual de Staphylococcus chromogenes, produtores de biofilme, 186 

isolados de vacas com mastite é um achado importante deste estudo e pode revelar 187 

uma mudança de perfil na colonização de agentes etiológicos causadores desta 188 

enfermidade. Esse achado pode ser decorrente também ao uso de novas técnicas 189 

diagnósticas como o MALDI TOF MS. Atualmente, os métodos de identificação dos 190 

estafilococos estão sendo reavaliados e, com isso, estão sendo desenvolvidos métodos 191 

moleculares, podendo ser esperados avanços substanciais no conhecimento sobre a 192 

mastite bovina causada por Staphylococcus. 193 

 194 

4. CONCLUSÕES 195 

Foi confirmada a presença de 60 isolados pertencentes ao gênero 196 

Staphylococcus isolados de 57 tetos provenientes de 40 vacas com mastite. A espécie 197 

S. chromogenes correspondeu a 60% (36/60) do total de isolados do gênero, 198 

demonstrando a importância dessa espécie como agente causador da mastite em 199 

bovinos. 200 

Trinta (83,3%) isolados de S. chromogenes foram identificados como 201 

produtores de biofilme. Dos isolados com capacidade para coagular o plasma, 70,6% 202 

(12/17) são produtores de biofilme. Já dentre os isolados de S. chromogenes que não 203 

coagularam o plasma, 94,7% (18/19) são produtores de biofilme. Esses dados mostram 204 

um alto percentual desse fator de virulência nas cepas isoladas.  205 

Foram observados isolados de S. chromogenes, denotados como coagulase-206 

negativo em literatura, entretanto com capacidade de coagular o plasma. Estudos 207 

adicionais são necessários para elucidar os mecanismos que conferem a capacidade de 208 

coagular o plasma nestes isolados de S. chromogenes e o papel deste fenótipo na 209 

virulência desta espécie. Além disso, a fenotipagem pode facilmente levar a erros de 210 



 

9 

identificação de S. aureus, espécie pouco prevalente nesse estudo e citada como a 211 

espécie SCP mais prevalente em mastite. Portanto, a questão restante é avaliar se o S. 212 

chromogenes coagulase-negativo deve ser reclassificado como um coagulase variável.  213 

 214 
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