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RESUMO 

Devido a importância de Staphylococcus spp. nos casos de mastite caprina. O objetivo desta 

pesquisa foi identificar as espécies envolvidas, investigar a resistência antimicrobiana, além 

de verificar a atividade antibacteriana e antibiofilme da quercetina. Para isso, foram coletadas 

264 amostras de leite caprino. Após uma triagem, trinta e um Staphylococcus spp. foram 

submetidos a espectrometria de massa (MALDI-TOF MS), a pesquisa dos genes nuc, blaZ, 

mecA, icaA, icaD, bap e antibiograma, utilizando antimicrobianos das classes: macrolídeo, 

quinolona, aminoglicosídeo, tetraciclina, lincosamida e betalactâmico. Para verificar a ação da 

quercetina sobre os Staphylococcus spp, foram utilizados quatro isolados (S. aureus, S. 

lugdunensis, S. epidermidis e S. chromogenes) e uma ATCC 25923. Para determinar a 

atividade antibacteriana in vitro da quercetina, realizou-se a CIM (Concentração Inibitória 

Mínima) e a CBM (Concentração Bactericida Mínima), utilizando as concentrações de 

1000µg/mL a 7,81µg/mL. Para avaliar o efeito antibiofilme da substância, foram utilizadas as 

concentrações subinibitórias da CIM (500µg/mL, 250µg/mL, 125µg/mL) para análise do 

biofilme em formação; e metade da CIM (500µg/mL) e 1xCIM (1000µg/mL) para avaliação 

do biofilme consolidado. A espectrometria de massa identificou quatro isolados pertencentes 

ao grupo dos SCP (Staphylococcus Coagulase Positiva) e os outros 27 como SCN 

(Staphylococcus Coagulase Negativa). O resultado da análise estatística indicou concordância 

ruim entre as técnicas de MALDI-TOF MS e a pesquisa do gene nuc. Com isso, sugere-se o 

uso simultâneo de outros iniciadores para a identificação de espécies Staphylococcus spp. Os 

isolados demonstraram maior resistência à penicilina e tetraciclina, além disso, um S. aureus 

apresentou resisência à cefoxitina. Na pesquisa do gene blaZ, 64,5% dos isolados 

apresentaram o referido gene. Já as análises in vitro puderam demonstrar que todos os 

isolados formaram biofilme e o gene bap estava presente em 22,5% dos isolados. Neste 

estudo, a quercetina demonstrou ter potencial bacteriostático e antibiofilme. Com base nos 

resultados, salienta-se a importância dos SCN na etiologia da mastite subclínica em caprinos, 

uma vez que demonstraram a capacidade de produzir biofilme e de carrear genes de 

resistência. Além disso, a quercetina pode ser uma opção promissora para o tratamento da 

mastite caprina. 

 

Palavras-chave: mastite subclínica; Staphylococcus spp.; MALDI-TOF MS; quercetina; 

atividade antibacteriana; atividade antibiofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Due to the importance of Staphylococcus spp. in cases of caprine mastitis. The aim of this 

research was to identify the species involved, investigate antimicrobial resistance, and verify 

the antibacterial and antibiofilm activity of quercetin. For this, 264 samples of goat milk were 

collected. After screening, thirty-one Staphylococcus spp. were submitted to mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS), research of the genes nuc, blaZ, mecA, icaA, icaD, bap and 

antibiogram, using antimicrobials of the following classes: macrolide, quinolone, 

aminoglycoside, tetracycline, lincosamide and beta-lactam. To verify the action of quercetin 

on Staphylococcus spp, four isolates (S. aureus, S. lugdunensis, S. epidermidis and S. 

chromogenes) and an ATCC 25923 were used. MIC (Minimum Inhibitory Concentration) and 

MBC (Minimum Bactericidal Concentration), using concentrations from 1000µg/mL to 

7.81µg/mL. To evaluate the antibiofilm effect of the substance, subinhibitory MIC 

concentrations (500µg/mL, 250µg/mL, 125µg/mL) were used to analyze the biofilm in 

formation; and half MIC (500µg/mL) and 1xMIC (1000µg/mL) for evaluation of the 

consolidated biofilm. Mass spectrometry identified four isolates belonging to the SCP group 

(Coagulase Positive Staphylococcus) and the other 27 as SCN (Coagulase Negative 

Staphylococcus). The result of the statistical analysis indicated poor agreement between the 

MALDI-TOF MS techniques and the nuc gene search. With this, it is suggested the 

simultaneous use of other primers for the identification of Staphylococcus spp. The isolates 

showed greater resistance to penicillin and tetracycline, in addition, one S. aureus showed 

resistance to cefoxitin. In the research of the blaZ gene, 64.5% of the isolates presented the 

referred gene. In vitro analyzes were able to demonstrate that all isolates formed a biofilm and 

the bap gene was present in 22.5% of the isolates. In this study, quercetin demonstrated 

bacteriostatic and antibiofilm potential. Based on the results, the importance of SCN in the 

etiology of subclinical mastitis in goats is highlighted, since they demonstrated the ability to 

produce biofilm and to carry resistance genes. Furthermore, quercetin may be a promising 

option for the treatment of caprine mastitis. 

 

Keywords: mastitis subclinic; Staphylococcus spp.; MALDI-TOF MS; quercetin; antibacterial 

activity; antibiofilm activity. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A caprinocultura brasileira apresenta um expressivo rebanho, uma vez que o Brasil 

possui cerca de 11,3 milhões de cabeças, deste total, 94,6% encontra-se na região Nordeste do 

país (IBGE, 2019). Contudo, alguns entraves impedem o crescimento da atividade, como a 

precariedade do manejo higiênico-sanitário. Dentre os principais problemas sanitários, 

destaca-se a mastite, geralmente, ocasionada por microrganismos do gênero Staphylococcus 

spp.  

A mastite é classificada quanto a sua forma de manifestação e transmissão. Quanto à 

manifestação, tem-se a forma clínica, em que são observados os sinais clínicos (ex. edema, 

aumento da temperatura, alterações nas características do leite) e a forma subclínica, é 

caracterizada por alterações na composição do leite (ex. aumento da CCS) sem aparecimento 

de sinais clínicos evidentes (RIBEIRO et al., 2003; MAHMMOD, 2013). Quanto a sua forma 

de transmissão, a mastite contagiosa é ocasionada por patógenos do interior da glândula 

mamária e superfície dos tetos, a principal forma de transmissão ocorre durante a ordenha 

(mãos do ordenhador, o mesmo pano utilizado para secar o teto de vários animais e teteiras da 

ordenhadeira mecânica) (BELOTI, 2015; FERGUSON et al., 2007). Já a mastite ambiental é 

ocasionada por agentes presentes nas fezes, na água e de forma geral, desencadeia casos 

clínicos, e sua transmissão geralmente ocorre entre as ordenhas (BELOTI, 2015). 

Quanto ao tratamento da mastite, uma medida muito utilizada pelos produtores é o uso 

indiscriminado de antimicrobianos intramamários. Além disso, existem poucos fármacos 

especificamente licenciadas para uso em pequenos ruminantes, especialmente em cabras 

(PEIXOTO et al., 2010). De acordo com Pengov et al. (2009) o tratamento da mastite em 

ovelhas leiteiras, é normalmente utilizado antibiótico autorizado para a glândula mamária 

bovina. Desta forma, uma das principais problemáticas no controle da mastite é a resistência 

do agente etiológico aos antimicrobianos (LIMA et al., 2020). 

O uso contínuo de antibióticos na produção leiteira, pode acarretar à seleção e o 

surgimento de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos, considerando que as 

bactérias apresentam diversos mecanismos destinados à proteção contra drogas 

antibacterianas (YUAN et al., 2017; BLAIR et al., 2015). Como exemplo, a enzima β-

lactamase é codificada pelo gene blaZ (PEREIRA et al., 2014), a qual confere resistência aos 

beta-lactâmicos. Além disso, Staphylococcus spp. são capazes de produzir uma substância 

extracelular polissacarídica natural denominada de biofilme (slime). 
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Esta substância permite que as células bacterianas se aglomerem em multicamadas de 

biofilme, tornando-as menos acessíveis ao sistema de defesa do organismo e aos antibióticos 

(ANTUNES et al., 2007).  A produção deste é controlada pelo operon ica (icaADBC) e a 

coexpressão dos genes icaA e icaD acarreta um aumento significativo na produção e estão 

relacionados com a expressão fenotípica do polissacarídeo (ARCIOLA et al., 2001). Outro 

gene envolvido na produção de biofilmes é o bap que codifica a proteína (bap – Biofilm 

Associated Protein) expressa por este gene, que promove tanto a fixação primária a uma 

superfície quanto à adesão intercelular (CUCARELLA et al., 2004).  

Logo, com a problemática da resistência em Staphylococcus spp. faz-se necessário 

desenvolver pesquisas que objetivem desenvolver potenciais estratégias antimicrobianas. 

Assim, os produtos naturais encontrados em plantas oriundas da caatinga podem constituir 

potenciais protocolos terapêuticos (MEMARIANI al., 2019; PEREIRA et al., 2017). No 

estudo realizado por Sousa et al. (2020), a quantificação dos compostos fenólicos (extrato 

etanólico bruto das folhas da umburana de cambão e da jurema preta) demonstrou que a 

quercetina e a miricetina (flavonoides) estavam presentes em quantidades expressivas. 

Segundo Silva et al. (2020) os flavonoides despertam o interesse de muitos 

pesquisadores para o desenvolvimento de estudos relacionados com atividade antibacteriana. 

Um estudo realizado por Matilla-Cuenca et al., (2020) identificaram que a quercetina e a 

miricetina inibiram a formação de biofilme em S. aureus e outras espécies estafilocócicas. 

Com isso, o objetivo desse trabalho é realizar a caracterização fenotípica e genotípica de 

Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina, além de verificar a atividade antibacteriana e 

antibiofilme da quercetina.  
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Mastite caprina e potenciais estratégias antimicrobianas: Revisão sistemática 

Mastitis goats and potential antimicrobial strategies: Systematic review 

 

Renata de Moraes Peixoto Araújo1*, Isabelly Dálete Ferreira Ribeiro2, Clécio Henrique 

Limeira1, Rodolfo de Moraes Peixoto3, Mateus Matiuzzi da Costa2, Felício Garino 

Júnior1, Eldinê Gomes de Miranda Neto1. 

 

RESUMO 

A mastite caprina tem como o principal agente causal Staphylococcus spp. Visando reduzir os 

impactos causados por esses microrganismos, a utilização de antimicrobianos é a principal 

estratégia no tratamento da mastite. Dessa forma, faz-se cada vez mais necessária a busca por 

alternativas terapêuticas, visando minimizar o efeito negativo do uso indiscriminado dos 

compostos convencionais. Com isso, objetivou-se realizar uma revisão sistemática de 

literatura sobre o potencial de novas estratégias antimicrobianas frente Staphylococcus spp. 

Os seguintes termos de busca foram utilizados: “Goat mastitis”. Foram obtidos 2.740 estudos 

oriundos das bases de dados: MEDLINE/PubMed (305), Science Direct (1.853), Scopus (528) 

e Web of Science (54). Posteriormente, foram aplicados critérios de inclusão, exclusão e 

realizada a triagem e análise dos dados. Foram eleitos 15 artigos para a construção da revisão 

sistemática. As estratégias antimicrobianas descritas nos estudos foram: extratos de plantas 

(75% dos estudos), produtos meliponários (20%) seguido das nanopartículas (10%) e óleos 

essenciais (10%). Esses achados possibilitam um direcionamento para potenciais terapias 

antimicrobianas, destacando o uso de extrato de plantas, podendo ser o precursor para 

tratamentos mais promissores da mastite caprina ocasionada por Staphylococcus spp.  

 
1Universidade Federal de Campina Grande, Hospital Veterinário Universitário/UFCG, Av. Universitária, s/n, 

bairro Santa Cecília, CEP: 58708-110, Patos/PB, Brasil. E-mail: renatavet_peixoto@hotmail.com. Autor para 

correspondência. 
2Universidade Federal do Vale do São Francisco – UNIVASF, Campus Ciências Agrárias, Petrolina/PE, Brasil. 
3IF Sertão Petrolina, Campus Zona Rural, Petrolina/PE, Brasil. 
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Palavras-chave: leite caprino, infecção intramamária, Staphylococcus, alternativas 

terapêuticas.  

 

ABSTRACT 

 

The main causal agent of caprine mastitis is Staphylococcus spp. In order to reduce the 

impacts caused by these microorganisms, the use of antimicrobials is the main strategy in the 

treatment of mastitis. Thus, it is increasingly necessary to search for therapeutic alternatives, 

aiming to minimize the negative effect of the indiscriminate use of conventional compounds. 

With this, the objective was to carry out a systematic review of the literature on the potential 

of new antimicrobial strategies against Staphylococcus spp. The following search terms were 

used: “Goat mastitis”. A total of 2,740 studies were obtained from the following databases: 

MEDLINE/PubMed (305), Science Direct (1,853), Scopus (528) and Web of Science (54). 

Subsequently, inclusion and exclusion criteria were applied, and data were screened and 

analyzed. Fifteen articles were chosen for the construction of the systematic review. The 

antimicrobial strategies described in the studies were: plant extracts (75% of the studies), 

meliponary products (20%) followed by nanoparticles (10%) and essential oils (10%). These 

findings allow a direction for potential antimicrobial therapies, highlighting the use of plant 

extracts, which may be the precursor to more promising treatments for caprine mastitis caused 

by Staphylococcus spp. 

Keywords: goat milk, intramammary infection, Staphylococcus, therapeutic alternatives. 

 

 

INTRODUÇÃO 

A mastite é uma doença infecciosa intramamária causada por alguns gêneros 

bacterianos. Algumas bactérias como Streptococcus spp., Staphylococcus coagulase negativa 

(SCN), S. aureus, Escherichia coli, Serratia spp., Micrococcus spp., Enterococcus spp. e 

Corynebacterium spp. são relatadas como microrganismos causadores de mastite caprina 

(PEREIRA et al., 2016; MAHLANGU et al., 2018).  
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No entanto, Staphylococcus spp., mostra-se como patógeno mais prevalente e 

responsável por quadros infecciosos, dentre o gênero é possível destacar a importância de S. 

aureus e SCN como agentes capazes de causar a mastite clínica e subclínica (CONTRERAS 

et al., 2007; HOEKSTRA et al., 2019; KOOP et al., 2012).  

Dessa forma, tornou-se necessária à aplicabilidade de meios capazes de reduzir os 

impactos causados por microrganismos patogênicos relacionados à mastite. Diante isso a 

utilização de agentes antimicrobianos como a terapia por meio de antibióticos é tida como 

primeira opção na maioria dos casos, visando principalmente solucionar a morbidade e 

mortalidade animal (BARLOW, 2011; YUAN et al., 2017).  

Além disso, existem poucos fármacos especificamente licenciadas para uso em 

pequenos ruminantes, especialmente em cabras (PEIXOTO et al., 2010). Deste modo, levando 

a seleção de microrganismos, o que resulta na resistência bacteriana, além da presença de 

resíduos de antibióticos no leite (LIMA et al., 2020; GOMES & HENRIQUES, 2016).  

Com entraves da resistência antimicrobiana, custos e inviabilidade dos produtos 

leiteiros, aumentou a busca por métodos alternativos para a eliminação de microrganismos 

patogênicos causadores de mastite. Essas estratégias relacionam a utilização de 

nanotecnologias, terapia com bacteriófagos, proteínas de origem animal, bacteriocinas, 

fitoterapia e compostos vegetais (RADZIKOWSKI et al., 2020). Desta maneira, o objetivo 

desse estudo foi realizar uma revisão sistemática de literatura sobre o potencial de alternativas 

antimicrobianas frente Staphylococcus spp. causadores de mastite caprina. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Estratégias de pesquisa  

A revisão sistemática seguiu recomendações do diagrama de fluxo PRISMA, 

conforme sugerido por MOHER et al., (2009).  
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A pesquisa foi realizada por meio de quatro bases de dados: MEDLINE/PubMed, 

Science Direct, Scopus e Web of Science. Utilizando os termos de busca: (mastitis ou 

intramammary infection); (goat milk); (goat ou caprine ou small ruminants) e 

(Staphylococcus) e (potential antimicrobial) e (activity antimicrobial). Todas as publicações 

encontradas foram exportadas em um arquivo “BibTex” para o Zotero®, gestor bibliográfico, 

no qual foram excluídos os trabalhos duplicados e posteriormente foi realizada a leitura dos 

títulos e resumos. Foram identificados e selecionados artigos completos e comunicações 

curtas que consideravam novas estratégias antimicrobianas contra Staphylococcus spp. 

causadores de mastite caprina. Houve restrição quanto ao ano de publicação - 2006 a 2021, 

contudo, não houve restrição de idioma. 

Critérios de inclusão e exclusão 

Foram pré-estabelecidos os seguintes critérios de inclusão dos trabalhos: trabalhos 

completos, comunicações breves, trabalhos com 15 anos de publicação, estudos englobando 

Staphylococcus spp. oriundos de mastite caprina. E critérios de exclusão: capítulo de livros, 

manuais técnicos, resumos de congressos, relato de caso isolado, revisão bibliográfica, 

Staphylococcus spp. isolados de humanos e outros ruminantes, além de estudos que não 

abranjam mastite. Títulos e resumos foram analisados com base nos critérios acima 

estabelecidos.  

Triagem e análise de dados 

Para assegurar a confiabilidade dos dados, uma planilha foi desenvolvida, contendo 

informações sobre o título, autores, ano de publicação, país de origem, número de amostras, 

principais estratégias antimicrobianas e resultados satisfatórios. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Um total de 637 trabalhos foram encontrados nas bases de dados: Web of Science (7), 

PubMed (3), Science Direct (627) e Scopus (0). Após a verificação dos critérios de inclusão e 

exclusão, o total de 129 trabalhos foram selecionados para nova análise. No entanto, após a 

leitura dos resumos, foram selecionados apenas quatro artigos que contemplavam a temática 

de interesse deste estudo, tornando inviável a realização de um estudo de revisão sistemática 

de qualidade. A utilização de termos diversos pode tornar a pesquisa mais específica ou 

restrita, porém, esta estratégia não foi a mais efetiva para esta revisão. 

 Deste modo, um segundo levantamento foi executado nas bases de dados 

anteriormente citadas, modificando os termos anteriormente utilizados, para “Goat Mastitis”.  

A partir dessa nova busca, foram obtidos 2.740 estudos, os quais foram considerados 

elegíveis por meio da aplicação dos critérios inclusivos e exclusivos. Em concordância com a 

adoção dos critérios, foram selecionados 2.337 trabalhos, no entanto, deste total foi verificado 

uma abrangência de 540 artigos envolvendo mastite bovina e 385 artigos abordando mastite 

em outras espécies, além disso, alguns estudos apresentavam outras finalidades (n=860) as 

quais não eram objeto desse estudo. Foi possível observar mediante a triagem, o aparecimento 

de estudos que não englobavam mastite (n=311) e os patógenos de interesse (n=226). Por fim, 

foram obtidos 15 estudos para realizar a revisão sistemática (Fig 1).  

Com a aplicação de apenas 1 (um) termo de busca, foi possível obter uma gama de 

estudos voltados a temática de interesse. PEREIRA & GALVÃO, (2014) sugerem à adoção 

de estratégias simples como as mais adequadas, assegurando-se da relevância de cada termo 

inserido e seu impacto na busca. Contudo, estes autores apontam que as restrições aplicadas 

nos estudos de revisão sistemática podem levar a perda de estudos potencialmente 

importantes, desta forma às limitações devem ser utilizadas com cautela. 
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Pôde-se observar que 53,3% dos estudos são desenvolvidos por pesquisas brasileiras. 

Visto que, no Brasil, a produção de leite de cabra tem importância na geração de emprego e 

renda (DEGALDO JUNIOR et al., 2020). O Brasil apresenta 0.98% do rebanho caprino 

mundial, ocupando a 22ª posição (EMBRAPA, 2021). A região Nordeste concentra 94,6% do 

rebanho nacional de caprinos (IBGE, 2019). Nesta região, a caprinocultura apresenta-se de 

maneira mais expressiva como atividade de subsistência, desta forma surge a necessidade de 

mais estudos envolvendo as principais problemáticas desta produção, como a mastite. 

Justificando, desse modo, uma maior concentração de estudos nacionais voltados ao controle 

dessa enfermidade utilizando novas alternativas. 

Em relação aos patógenos causadores de mastite caprina, é visto que, as bactérias do 

gênero Staphylococcus spp. são as mais prevalentes nos estudos. ACOSTA et al., (2016), 

observaram que Staphylococcus spp. constituem-se como um dos principais microrganismos 

causadores de mastites nas diferentes regiões do país.  

Dentre as técnicas empregadas 62,5% está relacionada à técnica de microdiluição em 

caldo, seguida de 18,75% da técnica difusão em disco, enquanto as demais técnicas são 

representadas por 6,25% do total. BONA et al., (2014) destacam que a técnica de 

microdiluição em caldo apresenta um maior potencial reprodutível, menos oneroso e 

demonstra confiabilidade em testes que avaliem principalmente a atividade de extratos. 

Ademais, o método de microdiluição em caldo é descrito em documentos publicados pelo 

“Clinical and Laboratory Standards Institute” - CLSI, a exemplo do M07 que descreve 

métodos de diluição para determinar atividade antimicrobiana (CLSI, 2018). Além de ser uma 

técnica quantitativa, é considerada de maior precisão quanto à avaliação do efeito 

antimicrobiano (KLANCNIK et al., 2010).  

Foi visto que a técnica de difusão em disco (18,75%) é a segunda técnica utilizada 

pelos estudos avaliados nesta revisão. Apesar da facilidade de execução e de apresentar-se em 
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documentos elaborados pelo CLSI, a técnica de difusão em disco em ágar, apresenta 

limitações quando deseja-se determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM), pois não é 

possível quantificar o agente antimicrobiano difundido no meio do ágar (BALOUIRI et al., 

2016).  

Desta forma, Araújo et al., (2011) observaram que o método de difusão em disco não é 

adequado, uma vez que não permite estimar a quantidade precisa de absorção dos extratos, 

uma vez que pode ocorrer o extravasamento do extrato no meio de cultura, dificultando a 

interpretação dos resultados. 

Diante das técnicas utilizadas, as alternativas antimicrobianas descritas são: 

exploração de extratos de plantas (75% dos estudos), produtos meliponários (20%), seguido 

das nanopartículas (10%) e óleos essenciais (10%). A exploração de extratos de plantas 

destaca-se como potencial estratégia antimicrobiana nesse estudo de revisão. Dentre as 

plantas utilizadas, pode-se ressaltar àquelas pertencentes à família Fabacea. 

Para  OLIVEIRA et al., (2019) a utilização de fitoterápicos tem sido considerado 

mundialmente notória, principalmente pela busca de substâncias que não apresentem natureza 

tóxica, mostrem-se mais eficazes contra a pressão de seleção de cepas resistentes. Segundo 

MORDMUANG et al., (2019), existe uma vasta aplicabilidade das plantas medicinais visando 

o tratamento de algumas doenças infecciosas, além disso, os extratos vegetais são 

caracterizados em potencial como novas substâncias antibacterianas.  

Nesta revisão, observou-se que o uso de extratos de plantas visando à erradicação de 

agentes patogênicos da mastite caprina, é mais expressivo em estudos brasileiros, 

principalmente na região Nordeste, devido à ampla incidência de espécies em potencial nesta 

região (PAIVA et al., 2015; PEIXOTO et al., 2016; VIEIRA et al., 2018; SOUSA et al., 

2020).  
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 Segundo CARELLI et al., (2011) a descoberta de plantas endêmicas com potencial 

fitoterápico torna-se cada vez mais importante, devido a necessidade de novos fármacos, os 

quais demonstrem ser de qualidade e economicamente viáveis. Contudo, é de grande 

relevância, que as pesquisas envolvendo plantas medicinais, realizem testes de toxicidade 

(NGUTA, 2012). Uma vez que, a presença de alguns compostos naturais pode apresentar 

toxicidade ao homem e ao meio ambiente (FREITAS et al., 2019). Neste estudo de revisão, 

apenas SOUSA et al., (2020) avaliaram a toxicidade dos extratos utilizados, dos quais o EEB 

(Extrato Etanólico Bruto) da jurema preta, apresentou uma DL50 de 118,35 µg mL-1, 

considerado como tóxico e o EEB de umburana de cambão apresentou-se como atóxico 

(DL50 = 1527,43 µg mL-1). Além desse entrave envolvendo as pesquisas com extratos de 

plantas, pode-se observar que existe a descontinuidade de estudos e fragmentação de 

resultados, os quais inviabilizam os avanços na exploração do potencial antimicrobiano da 

flora brasileira (Peixoto et al., 2016). 

Outra alternativa com base na exploração vegetal, é a utilização de óleos essenciais. 

Esses podem ser extraídos de diversas fontes, a exemplo de vegetais superiores e condimentos 

(FRATINI et al., 2014; AIEMSAARD et al., 2021). Por fim, LILLEHOJ et al., (2018) 

destacam a importância dos fitoquímicos nos esforços globais, que objetivam a redução do 

uso de antibióticos na produção animal. 

Além desses, é possível citar a aplicação das nanopartículas (NPs) como terapia 

antimicrobiana. Esta nanotecnologia está relacionada ao uso de material natural, 

manufaturado ou sintetizado, capaz matar as bactérias por meio de adesão às suas paredes 

celulares. Com isso, visualiza-se uma expectação sobre às NPs por apresentarem uma menor 

propensão à resistência bacteriana (WANG et al., 2017; DURÁN et al., 2019; ELBEHIRY et 

al., 2019). Em exemplificação, têm-se as nanopartículas de prata, um dos nanomateriais mais 
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estudados atualmente, amplamente utilizadas na indústria e comércio, devido às suas 

propriedades (DURÁN et al., 2019; YUAN et al., 2017).  

Apenas dois estudos selecionados relataram atividade antimicrobiana por meio desta 

tecnologia. Contudo, é fundamental atentar-se para os efeitos tóxicos. Estes efeitos são 

variáveis, dependendo de fatores como: tipo ou tamanho de NPs, método de síntese ou 

condições (YAH & SIMATE, 2015; KALIŃSKA et al., 2019).  

Apesar do inexpressivo número de estudos voltados à alternativas antimicrobiana para 

mastite caprina. Vale salientar que a caprinocultura é uma atividade em ascensão, porém, é 

impactada por problemas de origem econômico, social e sanitária, como a mastite. Dessa 

forma, é relevante que os pesquisadores continuem buscando novas estratégias de tratamento 

para esta enfermidade.  

CONCLUSÃO 

Este estudo de revisão sistemática fornece informações relevantes sobre efetivas 

alternativas antimicrobianas para o tratamento da mastite. Apesar do número inexpressivo de 

trabalhos, o uso de extratos de plantas pode ser promissor, assim, é importante a continuidade 

desses estudos e o diálogo entre os grupos de pesquisa, uma vez que os resultados 

satisfatórios possibilitam um direcionamento para potenciais terapias antimicrobianas. 
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Tab. 1. Aspectos gerais sobre as alternativas antimicrobianas encontradas nos artigos selecionados. 

Referências País 

Número 

amostral 

(n=) 

Alternativas 

antimicrobianas 
Origem Resultados satisfatórios 

Souza Paiva, W.  

et al., 2015 
Brasil 18 Extrato da Planta 

Libidibia ferrea 

(Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz) 
Inibição de S. aureus 

Fratini, F. et al., 

2014 
Itália 6 Óleos essenciais 

Cinnamomum zeylanicum L.; Citrus bergamia Risso.; Eucalyptus globulus 

Labill.; Foeniculum vulgare Mill.; Origanum majorana L.; Origanum vulgare 

L.; Rosmarinus officinalis L.; Satureja montana L.; Thymus vulgaris L. ct. 

carvacrol.; Thymus vulgaris L. ct. thymol. 

Atividade antimicrobiana (Satureja 

montana L, Thymus vulgaris L. ct. 

thymol.; e Origanum vulgare 

sinergismo de ST) 

Widianigrum, 

D. C et al., 2019 
Indonésia 1 Óleos Óleo de coco virgem Inibição de S. aureus 

Silva et al., 2012 Brasil 20 Produto meliponário Própolis 
Atividade antimicrobiana 

(diluente álcool de cereais) 

Peixoto, R. D. 

M et al., 2016 
Brasil 125 Extrato da Planta 

Encholirium spectabile Mart.; Bromelia laciniosa Mart.; Neoglaziovia 

variegata Mez.; Amburana cearensis (Fr. Allem.) AC Smith.; Hymenaea 

martiana Hayne.;  Selaginella convoluta. 

Atividade antimicrobiana (U. 

cearensis (88,1 %) e H. martiana 

(99,4%) 

Dal Pozzo D. M. 

et al., 2011 
Brasil 33 Óleos essenciais 

Origanum vulgare.; Thymus vulgaris.;  Lippia graveolens.;  Zingiber 

officinale.;  Salvia officinalis.; Rosmarinus officinalis.; Ocimum basilicum. 

Atividade antimicrobiana 

(Origanum vulgare.; Thymus 

vulgaris.; Lippia graveolens) 

Bourabah, A. et 

al., 2014 
Argélia 24 Produto meliponário Mel argeliano Atividade antimicrobiana 

Santos, H.C. et 

al., 2019 
Brasil 34 Produto meliponário Própolis 

 Atividade antimicrobiana do 

extrato etanólico (72,67%), extrato 

de acetato de etila (56,49%) e 

extrato hexânico (10,29%) 

Sousa, M.M.  et 

al., 2020 
Brasil 26 Extrato da Planta Mimosa tenuiflora.; Commiphora leptophloeos 

A M. tenuiflora suprimiu 100% dos 

isolados bacterianos e o extrato de 

C. leptophloeos apresentou um 

percentual de inibição de 69,23% 

Acosta, A.C. et 

al., 2020 
Brasil 26 Nanopartículas Nanopartículas de polipirrol (PPy-NPs) 

Atividade bactericida das PPy-NPs 

em água (125µɡ/mL) 

Yuan, Y. G, et 

al 2017 
China 1 Nanopartículas Nanopartículas de prata (sintetizada) 

AgNPs sintetizados biologicamente 

foram eficazes contra as bactérias 

testadas. 

Vieira, D. S. V. 

et al., 2018 
Brasil 18 Extrato da Planta Hymenaea martiana 

Atividade antimicrobiana do 

extrato diluído em álcool etílico 

absoluto e água destilada 
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Mishra, A. K.  

et al., 2014 
Índia 124 Fagos Bacteriofagos 

atividade litíca de três dos isolados 

de bacteriófagos : Fago S. aureus / 

CIRG / 1, fago S. aureus / CIRG / 4 

e fago S. aureus / CIRG / 5 contra 

mais de 80% dos isolados 

estafilocócicos. 

Gutiérrez -

Chávez, A. J. et 

al., 2015 

México 3 Bacteriocinas 

Bacillus. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269).; B. 

thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287).; B. thuringiensis subsp. kenyae (LBIT 

404).; B. thuringiensis subsp. entomocidus (LBIT 420).;  B. 

thuringiensis subsp. tolworthi (LBIT 524) 

Atividade antimicrobiana pelas 

bacteriocinas de B. thuringiensis 

(60%) 

Aiemsaard, J. et 

al., 2021 
Tailândia 40 Óleos essenciais Cymbopogon citratus.; Citrus hystrix.; Ocimum basilicum 

O óleo essencial de capim-limão 

tem potencial para ser 

desenvolvido como um agente 

antibacteriano 
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Fig. 1. Fluxograma da busca, seleção e inclusão dos estudos na revisão sistemática.  
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Caracterização fenogenotípica da resistência e produção de biofilme de Staphylococcus 

spp. isolados de casos de mastite subclínica em cabras criadas no semiárido nordestino 

Phenogenotypic characterization of bacterial and biofilm production of Staphylococcus 

spp. isolated from cases of subclinical mastitis in goats reared in the northeastern 

semiarid 

Renata de Moraes Peixoto Araújo1* Maura Marinete Sousa³ Rodolfo de Moraes Peixoto2 

Bruna Crislane da Silva Souza3 Daniel Maia Nogueira4 Beatriz Nascimento Araújo³ 

Gisele Veneroni Gouveia³ Mateus Matiuzzi da Costa³ Felício Garino Júnior¹ Eldinê 

Gomes de Miranda Neto¹ 

RESUMO 

Devido a importância de Staphylococcus spp. nos casos de mastite caprina, o objetivo desse 

trabalho foi comparar as técnicas de identificação das espécies, verificar a presença de 

marcadores de resistência aos antimicrobianos e à produção de biofilme dos isolados. Para 

isso, foram coletadas 264 amostras de leite caprino. Após o isolamento bacteriano, trinta e um 

Staphylococcus spp. foram submetidos a espectrometria de massa (MALDI-TOF MS), a 

pesquisa do gene nuc, além da caracterização fenotípica e molecular para resistência (blaZ e 

mecA) e produção de biofilme (icaA, icaD e bap). A lactocultura demonstrou crescimento 

bacteriano em 16,3% (43/264) das amostras de leite, comprovando a presença da mastite 

subclínica, ocasionada principalmete por Staphylococcus spp. O MALDI-TOF MS identificou 

quatro isolados pertencentes ao grupo dos SCP e 27 como SCN. A análise estatística indicou 

concordância ruim entre as técnicas de MALDI-TOF MS e a pesquisa do gene nuc. Com isso, 
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os autores sugerem o uso simultâneo de outros iniciadores. Os isolados demonstraram maior 

resistência à penicilina (9/31) e a tetraciclina (7/31) e um S. aureus resistente à cefoxitina. Na 

pesquisa do gene blaZ, 64,5% dos isolados apresentaram tal gene. As análises in vitro 

puderam demonstrar que todos os isolados formaram biofilme e o gene bap estava presente 

em 22,5% dos isolados. Desta forma, vale salientar a importância dos SCN na etiologia da 

mastite subclínica em caprinos, uma vez que demonstraram a capacidade de produzir biofilme 

e de carrear genes de resistência. 

Palavras-chave: MALDI-TOF MS, resistência bacteriana, biofilme, mastite caprina. 

ABSTRACT 

Due to the importance of Staphylococcus spp. in cases of goat mastitis, the objective of this 

study was to compare the techniques of species identification, verify the presence of 

antimicrobial resistance markers and the biofilm production of the isolates. For this, 264 

samples of goat milk were collected. Thirty-one Staphylococcus spp. were subjected to mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS), nuc gene research, in addition to phenotypic and molecular 

characterization for resistance (blaZ and mecA) and biofilm production (icaA, icaD and bap). 

The lactoculture showed bacterial growth in 16.3% (43/264) of the milk samples, proving the 

presence of subclinical mastitis, caused mainly by Staphylococcus spp. MALDI-TOF MS 

identified four isolates belonging to the SCP group and 27 as SCN. The statistical analysis 

indicated poor agreement between the MALDI-TOF MS techniques and the nuc gene search. 

Thus, the authors suggest the simultaneous use of other initiators. The isolates showed greater 

resistance to penicillin (9/31) and tetracycline (7/31) and a cefoxitin-resistant S. aureus. In the 

search for the blaZ gene, 64.5% of the isolates had this gene. In vitro analyzes could 

demonstrate that all isolates formed biofilm and the bap gene was present in 22.5% of the 

isolates. Thus, it is worth emphasizing the importance of CNS in the etiology of subclinical 
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mastitis in goats, since they have demonstrated the ability to produce biofilm and to carry 

resistance genes.  

Keywords: MALDI-TOF MS, bacterial resistance, biofilm, goat mastitis. 

INTRODUÇÃO 

 

 A mastite é uma inflamação da glândula mamária, que apresenta múltiplos agentes 

etiológicos (PEIXOTO et al. 2010). Em casos de mastite clínica, o patôgeno Staphylococcus 

aureus é considerado o agente causador mais comum de mastite caprina, contudo, o SCN – 

Staphylococcus coagulase negativos são os mais prevalentes em casos de mastite subclínica 

(DORE et al. 2016). Para a identificação dessas espécies, são feitos testes fenogenotípicos. 

Contudo, alguns métodos podem demorar dias para serem concluídos, além de produzir 

resultados difíceis de interpretar, portanto, é necessário um sistema de identificação rápido e 

confiável (ALATOOM et al. 2011). 

 Desta forma, novos métodos de diagnósticos são necessários, exemplo da técnica de 

dessorção/ionização a laser assistida por matriz seguida de espectrometria de massas por 

tempo de voo (MALDI-TOF MS) considerada uma ferramenta de identificação microbiana 

mais rápida (MANUKUMAR & UMESHA, 2017). E a PCR (Polymerase Chain Reaction) 

também é uma ferramenta de grande importância para a identificação microbiana. Contudo, a 

PCR possui suas limitaçãoes (LANGE et al. 2011). 

 Além da importância de verificar corretamente o patógeno envolvido na inflamação 

intramamária, faz-se necessário investigar fatores de virulência, os quais provocam uma 

resposta inflamatória mais acentuada no úbere de cabras (GOSSELIN et al. 2020). Como 

exemplo, Staphylococcus spp. possuem diversos genes de resistência, como o blaZ (codifica a 

enzima beta-lactamase) mecA, mecC (modificam à proteína de ligação da penicilina, inibindo 

a ação do fármaco) além da capacidade de inibir ou reduzir a ação dos antibióticos por meio 

do biofilme e das bombas de efluxo (LAMUT et al. 2019; BLAIR et al. 2014). 
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 Diante da diversidade de espécies de Staphylococcus spp. nos casos de mastite 

caprina, faz-se necessário utilizar técnicas fenotípicas e moleculares para uma identificação 

bacteriana mais precisa. Desta forma o objetivo desse trabalho foi de comparar as técnicas de 

identificação das espécies e verificar a presença de marcadores de resistência aos 

antimicrobianos e à produção de biofilme dos isolados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras de leite 

 Foram coletadas 264 amostras de leite caprino, em oito propriedades localizadas no 

Sertão de Pernambuco e 2 propriedades no Sertão da Bahia (Fig. 1). A coleta de leite foi 

realizada seguindo as recomendações do National Mastitis Council (NMC, 2004).  

Identificação fenotípica – Staphylococcus spp. 

 A identificação prévia dos isolados foi realizada por meio da coloração de Gram, e a 

prova de catalase (Laborclin®). Trinta e um isolados de Staphylococcus spp. foram 

selecionados para a realização da prova da coagulase em tubos (Laborclin®) e encaminhados 

para o Laboratório Qualileite (FMVZ/USP) em Pirassununga, SP, para realizar o MALDI-

TOF MS, seguindo protocolo descrito por BARREIRO et al. (2010). 

Identificação genotípica – Staphylococcus spp. 

 O DNA foi extraído e purificado seguindo adaptações do protocolo descrito no 

Manual de Laboratório (2009).  Os isolados foram testados quanto à presença de parte do 

gene nuc (KATEETE et al. 2010). 

Estudo da resistência bacteriana em isolados de Staphylococcus spp. 

O perfil de resistência dos microrganismos foi determinado pelo método de difusão em 

disco Kirby-Bauer modificado (CLSI, 2019). Foram utilizados discos impregnados com 
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penicilina G (10UI), oxacilina (1 μg), ceftriaxona (30μg), cefoxitina (30μg), azitromicina 

(15μg), ciprofloxacina (5μg), norfloxacina (10μg), gentamicina (10μg), tetraciclina (30μg) e 

lincomicina (2μg) (Laborclin®). A análise do potencial genético para resistência aos 

antimicrobianos foi realizada por meio da amplificação de partes dos genes: blaZ, mecA 

(Adaptado de SAWANT et al. 2009). 

Caracterização fenotípica da formação de biofilme  

 A caracterização fenotípica para formação de biofilme dos isolados foi realizada por 

meio do teste de aderência em placa, seguindo os protocolos descritos por MERINO et al. 

2009; STEPANOVIĆ et al. 2007; 2000 com adaptações. A caracterização molecular foi 

realizada por meio da amplificação de partes dos genes: icaA, icaD e bap (Adaptado de 

VASUDEVAN et al. 2003; CUCARELLA et al. 2001). 

Análise estatística 

 Para avaliar a sensibilidade da PCR para o gene nuc na detecção de S. aureus, utilizou-

se como ¨padrão ouro¨ o MALDI-TOF MS. Além da sensibilidade, foram calculadas a 

especificidade, valor preditivo positivo e negativo, acurácia e coeficiente Kappa. Valores de 

Kappa acima de 0,7 indicam concordância excelente; valores entre 0,4 e 0,7 indicam 

concordância moderada/boa e valores menores que 0,4 indicam concordância ruim 

(THRUSFIELD, 2005). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O resultado da lactocultura demonstrou crescimento bacteriano em 16,3% (43/264) 

das amostras de leite, sugerindo a presença da mastite subclínica. Considerando a coloração 

de Gram e catalase, os microrganismos responsáveis pela mastite subclínica desses animais 

foram: Staphylococcus spp.: 36 (83,7%); Micrococcus spp.: 05 (11,6%); Corynebacterium 

spp.: 01 (2,3%) e Bacillus spp.: 01 (2,3%). Geralmente, a mastite caprina é causada por 
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bactérias do gênero Staphylococcus. Diante dos 31 Staphylococcus spp. selecionados, o teste 

da coagulase identificou quatro isolados pertencentes ao grupo dos SCP e os outros 27 como 

SCN. Semelhante aos resultados obtidos pelo MALDI-TOF MS (Fig. 2). 

Logo, o maior número foi de SCN. Segundo RUIZ-ROMERO et al. (2017) a mastite 

de cabra é ocasionada principalmente pelo SNC. E de acordo com MACHADO et al. (2018), 

as infecções por SCN são mais compatíveis com a ausência de manifestações clínicas nos 

animais e constituem agentes significativos das mastites subclínicas em cabras. Além disso, 

os SCN estão envolvidos em casos de mastite persistente com o aumento de CCS (Contagem 

de Células Somáticas) (GOSSELIN et al. 2019; SUPRÉ et al. 2011).  

 Considerando o MALDI-TOF MS como padrão-ouro, a pesquisa de S. aureus por 

meio do gene nuc apresentou 100% de sensibilidade e apenas 37% de especificidade. Além da 

amplificaçação observada em quatro amostras de S. aureus, outros 12 isolados foram 

positivos para o gene. Consequentemente, o valor Kappa foi de 0,13 indicando concordância 

ruim entre as técnicas. No trabalho de ANDRADE et al. (2021) os autores também 

observaram a presença do gene nuc em SCN isolados de mastite caprina e ovina. 

No entanto, os pesquisadores utilizam o gene nuc como marcador para identificação 

molecular de S. aureus (RANA et al. 2020; ACOSTA et al. 2018; MOURA et al. 2018; 

KATEETE et al. 2010). Contudo, um trabalho realizado por Saraiva et al. (2018), sugerem o 

uso simultâneo de iniciadores direcionados aos genes femA, coa e nuc.  

 Na caracterização fenotípica de resistência, os isolados demonstraram maior 

resistência à penicilina (9/31) e a tetraciclina (7/31). Embora a terapia antimicrobiana voltada 

para mastite nos rebanhos amostrados não seja tão comum, sabe-se da utilização da 

tetraciclina para outras infecções nestes pequenos ruminantes. Vale salientar, que todos os 

isolados que apresentaram resistência à penicilina e a tetraciclina são SCN. De acordo com 

SALABERRY et al. (2016) os estudos demonstram que os SCN podem apresentar-se mais 
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resistentes do que o S. aureus, além de demonstrar resistência a inúmeros antimicrobianos 

utilizados na medicina veterinária.  

Um achado relevante foi a resistência de um isolado de S. aureus à cefoxitina. 

Conforme descrito pelo CLSI (2019) pode-se avaliar fenotipicamente a resistência de S. 

aureus à meticilina, por meio dos testes de difusão em disco e concentração inibitória mínima 

(CIM), utilizando a cefoxitina e oxacilina respectivamente. De acordo com SILVA et al. 

(2018) a meticilina não é um fármaco comumente utilizado no tratamento de mastites. 

Contudo, pode ocorrer a transmissão de MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) 

entre seres humanos e animais (vice-versa) e consequentemente, ocasionar graves problemas 

de saúde pública (RANA et al. 2020). Além disso, este isolado não apresentou o gene mecA. 

De acordo com PEREIRA et al. (2021) pode ocorrer a perda do gene ou outros mecanismos 

moleculares estão envolvidos.  

Na pesquisa do gene blaZ, 64,5% dos isolados (20/31) apresentaram tal gene. O qual é 

encontrado em Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite (ANDRADE et al. 2021; 

PÉREZ et al. 2020).  

 Ao avaliar a produção de biofilme, verificou-se que todos os isolados (31/31) 

produziram biofilme in vitro. Contudo, na pesquisa dos genes associados à produção de 

biofilme, seis isolados (6/31) apresentaram o gene icaA, quatro (4/31) foram positivos para 

icaD e sete isolados (7/31) apresentaram o gene bap. Estes resultados demonstram, que 

Staphylococcus spp. possui outros mecanismos de patogenicidade para formar biofilme sem 

carrear um gene específico (IBRAHIM et al. 2022). 

CONCLUSÃO 

 A baixa especificidade de identificação de S. aureus pelo gene nuc, denota a 

importância de utilizar outros marcadores moleculares específicos. E, neste estudo, foram 

obtidos achados relevantes, tais como a resistência de S. aureus a cefoxitina. Contudo, vale 
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destacar a importância dos SCN, os quais demonstraram a capacidade de produzir biofilme, 

de carrear genes de resistência, assim, é preciso reforçar a importância deste grupo de 

microrganismos na etiologia da mastite subclínica em caprinos, além de gerar perspectivas 

para pesquisas que investigam a epidemiologia da doença. 
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Figura 1. Georreferenciamento dos locais da coleta de leite caprino, Petrolina-PE  

e  Juazeiro- BA, 2019.   

 

  Figura 2. Identificação das espécies de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina.  
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ABSTRACT 

In the search for antimicrobial alternatives, the purpose in this study was to determine the 

antibacterial and antibiofilm properties of quercetin against Staphylococcus spp. of goat 

mastitis. For this, four isolates obtained from goats with subclinical mastitis, identified by 

MALDI-TOF MS – S. aureus, S. chromogenes, S. lugdunensis, S. epidermidis and an ATCC 

25923 were used. To determine antibacterial activity in vitro of quercetin, MIC (Minimum 

Inhibitory Concentration) and MBC (Minimum Bactericidal Concentration) were performed. 

Concentrations used in this study were - 1000µg/mL to 7.81µg/mL. Subsequently, the 

antibiofilm activity of quercetin could be evaluated. The results of this study indicated 

bacteriostatic and antibiofilm activity by quercetin. The subinhibitory concentrations (500 

µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL) were able to reduce the formation of biofilm. Thus, these 

findings allow a direction for new antimicrobial strategies against Staphylococcus spp. causes 

of caprine mastitis. 

Keywords: goat mastitis; Staphylococcus spp.; quercetin; antibiofilm activity. 

RESUMO 

Na busca por alternativas antimicrobianas, o objetivo deste estudo foi determinar as 

propriedades antibacterianas e antibiofilme da quercetina contra isolados de Staphyloccocus 

spp. de mastite caprina. Para isso, foram utilizados quatro isolados de caprinos com mastite 

subclínica, identificados por meio do MALDI-TOF MS – S. aureus, S. chromogenes, S. 

lugdunensis, S. epidermidis e uma ATCC 25923. Para determinar a atividade antibacteriana in 

vitro da quercetina, realizou-se a CIM e a CBM. A concentração inicial e final foi de 

1000µg/mL e 7,81µg/mL respectivamente. Posteriormente, pôde-se avaliar a atividade 

antibiofilme da quercetina.  
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Os resultados desse estudo indicaram que a quercetina apresentou atividade bacteriostática e 

antibiofilme. As concentrações subinibitórias (500 µg/mL, 250 µg/mL e 125 µg/mL) foram 

capazes de reduzir o biofilme em formação. Dessa forma, esses achados possibilitam um 

direcionamento para novas estratégias antimicrobianas, contra Staphycoloccus spp. 

causadores de mastite caprina. 

Palavras-chave: mastite caprina; Staphylococcus spp.; quercetina; atividade antibiofilme. 

INTRODUCTION 

Small ruminants perform a significant role in the socioeconomic and nutritional requirements 

at most countries (Danmallam e Pimenov, 2019). However, among infectious diseases 

attacking these animals, mastitis is one main illness affecting production on dairy goats 

(Gebrewahid et al., 2012). 

According to Acosta et al. (2016) mastitis control is important, since the resistance of 

pathogens to antimicrobials makes it difficult to treat the disease, as also represents a high risk 

to public health. Besides, there are few licensed pharmaceuticals for use in small ruminants, 

especially on goats (Peixoto et al., 2010). 

Staphylococcal genus bacteria are responsible for the most cases of intramammary infection 

in goats. These microorganisms are identified in diverse researches, whereas Staphylococcus 

spp. have several resistance mechanisms, as biofilm formation. Slime production facilitates S. 

aureus adherence in the mammary gland (Aguilar et al., 2001) and according to Simojoki et 

al. (2012) the biofilm was suggested as an important factor for virulence, associating to the 

Staphylococcus coagulase negative persistence. Furthermore, it offers protection against 

immune system and antibiotics (Tremblay et al., 2013).  

As these bacterias use their virulence factors against antibiotics, a lot of researchers are 

evaluating antibacterial activity from naturals substances. Among these substances, it is found 

flavonoids, which demonstrate activity against pathogenic microorganisms (Biharee et al., 

2020). In the flavonoids group, the quercetin has an antibiofilm potential (Memariani et al., 

2019; Lee et al., 2013). Sousa et al. (2020) in their work recognized that use the plants extract 

from caatinga biome exhibit biological activity against Staphylococcus spp., demonstrating 

that quercetin and myricetin were two principal compounds in the evaluated extracts. 

Although the new studies relating quercetin antimicrobial activity, there is no studies about its 

biological activity against Staphylococcus spp. from goat mastitis. Thereby this study aimed 

verify the quercetin interference on biofilm formation in Staphylococcus spp. from goat milk, 

besides evaluating its antibacterial activity. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Isolates from goats with subclinical mastitis were identified by do MALDI-TOF MS – S. 

aureus (N7), S. chromogenes (10), S. lugdunensis (N25) S. epidermidis (N27) and ATCC 

25923. 

 

The bacterial growth standardization of the isolates was used to determine the optic density 

(OD) and colony forming unit (CFU/ml) correlation. Each isolate was incubated in Müeller-

Hinton broth (MH, Kasvi®, São José dos Pinhais, Brazil) for 24 hours at 37°C, and quantified 

in a spectrophotometer at 620nm GENESYS 10S UV-VIS (Thermo Fisher SCIENTIFIC, 

Madison, United States). Then, 100 μL of dilutions were plated in MH agar (Kasvi®) with the 

aid of glass beads, and subsequent incubation for 24 hours at 37 °C, according to the 

methodology proposed by Baron et al. (2006) with modification, using Petri plates. The essay 

was performed in technical duplicate.  
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The quercetin (Sigma-Aldrich®) was obtained commercially. Stock solution was adjusted to 

2,000 μg/mL concentration, diluted in 10% dimethyl sulfoxide (DMSO, Neon). The MIC and 

MBC were used to determine in vitro antimicrobial activity of quercetin, established by M07-

A9 protocol (CLSI, 2012). It consisted in successive microdilutions, in 96-well microplates 

(OLEN, São José dos Pinhais, Brazil) containing Müeller-Hinton broth (MH, Kasvi, São José 

dos Pinhais, Brazil), finishing with 2:1 dilution, final volume of 100 μL. Then, 10 μL bacterial 

suspension at 1.5x106 CFU/mL have been addicted, the microplates were incubated for 24 h 

at 37°C. After, an aliquot of each well was inoculated in MH agar (Kasvi), with the replicator 

support, and incubated at 37 °C for 24 h. The lowest concentration was considered MBC of 

the test substance capable of causing bacterial death. Then, 30 μL of 2,3,5-triphenyl 

tetrazolium chloride (CTT, Dinâmica, Indaiatuba, Brazil) were added to each well, with 

incubation for 1 h. MIC was considered the lowest concentration of the test substance able to 

inhibit bacterial growth. Assays were performed in technical triplicate and on three 

independent days. Control of sterility and bacterial viability was performed. 

 

To quantify biofilm production, the gentian violet test was used (adapted from Stepanović et 

al., 2007; Merino et al., 2009). Initially, 195 µL of Tryptic Soy Broth medium (TSB, Kasvi) 

were added in 96-well microplates with a flat bottom (TPP® – Techno Plastic Products, 

Trasadingen, Switzerland), and 5 µL of bacterial inoculum at 6x106 CFU/mL were added. 

These microplates were then incubated for 24 h at 37°C. As sterility control, wells containing 

TSB were used. The microplates were washed three times with 200 µL of sterile distilled 

water, allowing them to dry for 5 min. Then, 150 µL of methanol P.A. (Isofar, Trenthorst, 

German) for biofilm fixation, discarding it after 20 min and allowing it to dry. 100 µL of 

0.25% crystal violet (Proquímios, Rio de Janeiro, Brazil) were added for 5 min and three 

more washes were performed, as previously described. 200 µL of ethanol-acetone [ethanol 

99.8% P.A. (Neon) with acetone 99.5% P.A. (Fmaia, Belo Horizonte, Brazil) (80:20)], were 

added for subsequent reading in an EXPERT PLUS-UV reader (ASYS, Cambridge, United 

Kingdom) at 620 nm. Biofilm production by the isolates was classified according to the 

criteria by Stepanović et al. (2000). The essay was carried out in technical triplicate. 

 

The antibiofilm activity of quercetin during biofilm formation was adapted from Nostro et al. 

(2007); Stepanović et al. (2007); Merino et al. (2009). Initially, 100 µL of quercetin in ½, 1/4 

and 1/8 MIC were added to the 96-well microplate (TPP), and subsequently, 100 µL of 

bacterial inoculum adjusted to 3x105 CFU/mL in TSB were added. These microplates were 

then incubated for 24 h at 37°C. As a sterility control, wells containing TSB were used. After 

this period, the steps of washing, fixing, staining and reading were carried out, as described 

for the biofilm quantification methodology. The assay performed out in technical triplicate. 

 

For the analysis of the quercetin antibiofilm activity in consolidated biofilm. 195 µL of TSB 

and 5 µL of bacterial inoculum at 6x106 CFU/mL were added to 96-well microplates (TPP), 

with incubation for 24 h at 37 °C, for previous formation of the biofilm. After this period, the 

microplates were washed three times with 200 µL of sterile distilled water, letting them dry 

for 5 min. Subsequently, 200 µL of quercetin were added at ½ MIC, 1 x MIC of each isolate, 

the first reading being performed (0 h) with an EXPERT PLUS-UV reader (ASYS), measured 

at 620 nm. The second reading was performed after 24 h of incubation at 37°C. As a sterility 

control, wells containing TSB were used. The essay was carried out in technical triplicate 

(Johnson et al., 2002; Merino et al., 2009). 

 

For the values obtained from MIC and MBC, a descriptive statistical analysis was performed, 

distributing the values in absolute numbers. As for the interference tests results of compounds 
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on the biofilm in formation, the analysis followed the classification proposed by Stepanović et 

al. (2000): no biofilm production (OD sample ≤ DO negative control), weak biofilm 

production (OD negative control <OD sample ≤2x ODnegative control), moderate biofilm 

production (OD negative control <ODsample≤ 4x ODnegative control) and strong biofilm 

production (OD sample >4x OD negative control). Analyzes of quercetin effect on 

consolidated biofilm followed the description proposed by Nostro et al., (2007): average 

OD620 of the 24 h well / average OD620 of the 0 h well) × 100. If, the value was = 100 (there 

was no difference) > 100 (increased biofilm) and < 100 (reduced biofilm). 

 

In the molecular docking analysis, quercetin molecules were drawn using the MarvinSketch 

extension, part of ChemAxon's JChem package (https://www.chemaxon.com/). The proteins 

structures related to the cell membrane of S. aureus were obtained from the Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). The binding energy between molecules and 

proteins was calculated according to the standardization configuration. Molecular fitting was 

performed using Molegro Virtual Docker (MolDock), v. 6.0.1 (MVD). Initially, all water 

molecules were excluded from the protein and compound structures, which were prepared 

using the same default parameter settings in the software package (score function: MolDock 

score; ligand evaluation: internal ES, internal HBond, Sp2-Sp2 twists, all verified; number of 

executions: 10; search algorithm: MolDock SE; maximum interactions: 1500; maximum 

population size: 50; maximum steps: 300; distance factor from neighbor: 1.00; and maximum 
number of poses returned. The coupling procedure was performed using a GRID of 10Å radius 

and 0.20 resolution to cover the ligand binding site of the structure in question (Tavares et al., 

2020).  

RESULTS AND DISCUSSION 

In order to evaluate the MIC of quercetin on isolates, concentrations used were 1000µg/mL 

(initial) to 7.81µg/mL (final). Therefore, the concentration capable of reducing bacterial 

growth was 1000 µg/mL for the four isolates of Staphylococcus and ATCC 25923. However, 

no MBC was obtained for quercetin. Thus, quercetin had a bacteriostatic effect. Corroborating 

the work by Júnior et al. (2018) who evaluated the effect of quercetin on Staphylococcus 

isolated from humans. 

In the quantification of biofilm production, the results demonstrated that all isolates produced 

biofilm. Therefore, when analyzing quercetin interference on biofilm formation, it was 

possible to verify that the substance reduced the biofilm even in subinhibitory concentrations 

- 500µg/mL, 250µg/mL and 125µg/mL (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Source: Self-authored (2022). 

Figure 1. Quercetin interference on biofilm formation. 

https://www.chemaxon.com/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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In the consolidated biofilm, quercetin was able to destabilize the biofilm in MIC (1000 

µg/mL) (Fig.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Source: Self-authored (2022). 

Figure 2. Quercetin interference on consolidated biofilm. 

 

The results demonstrated that quercetin has potential in the biofilm once it is formed. Some 

authors describe in a general way how flavonoids can be effective against Staphylococcus 

spp. Structural characteristics, mainly the position and quantity of hydroxyl groups, as an 

example, quercetin with five hydroxyl groups, reduced the biofilm formed by S. aureus by 

more than 80%. (Cho et al., 2015). 

According to Matilla-Cuenca et al. (2020) the aromatic rings of polyphenols can interact and 

compete with predominant aromatic residues of amyloids and block the self-assembly process 

and the biofilm formation of fibers. 

Another study points out that antibiofilm molecules act in different mechanisms, in other 

words, they have multiple cellular targets (Roy et al., 2018; Cushnie e Lamb, 2005). 

Molecular docking carried out in this study could demonstrate that quercetin had greater 

affinity with the ClfA protein (Cumpling Factor A) (Fig. 3A e B). The best binding energies 

between the substance and the proteins are shown in Table 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Source: Self-authored (2022) 
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Figure 3- Quercetin binding to the target sites of S. aureus membrane proteins. Intermolecular 

attractions by hydrogen bonds and electrostatic interactions between quercetin and amino 

acids of the ClfA (A) protein. 3D structure of the binding between quercetin and the ClfA 

protein target site (B). 

 

Table 1- Quercetin binding energies with S. aureus membrane proteins. 

Proteins Best binding energy 

ClfA, PDB - 2vr3 -140.455 

FnBPA, PDB - 3cal  -140.401 

FtsA, PDB - 3wqu -135.92 

StaDDl, PDB - 2i8c -130.44 

IsdA, PDB - 2itf  -129.28 

  

PDB (Protein Data Bank). ClfA (Cumpling Factor A). FnBPA (Fibronectin). FtsA (Cell division 

protein FtsA). StaDDl (Staphylococcus aureus D-alanine:D-alanine ligase) IsdA (Iron-regulated 

surface determinant protein A). 

Cumpling Factor A (ClfA) is a protein anchored in the cell wall of S. aureus, defined as a 

virulence factor, facilitating colonization of protein-coated biomaterials, and promoting 

bacterial adhesion to the blood plasma protein fibrinogen (Fg) (Herman-Bausier et al., 2018). 

According to Kang et al. (2006) bacterial surface proteins constitute a diverse group of 

molecules with important functions, such as adhesion, invasion, signaling and interaction with 

the host's immune system or the environment. Stutz et al. (2011) described that the initial 

binding of S. aureus to epithelial cells from teat canal depends on the interaction of bacterial 

surface proteins, such as cumpling factors A and B (ClfA and ClfB). 

Thus, inhibition of biofilm formation provides an alternative way of reducing bacterial 

virulence. According to Amin et al. (2015) as plant metabolites are not part of conventional 

therapy, they can be used as monotherapy or in combination therapy against them, i.e., the 

activity of antibiotics was increased in combination with flavonoids.  

Therefore, quercetin can be used as an antibiofilm substance along with antibiotic. Since the 

substance will have action on the biofilm, making it unstable for the antimicrobial to 

eliminate the bacteria (Abraham et al., 2011). These results make it possible to guide new 

antimicrobial strategies against Staphylococcus spp. causative agents of goat mastitis. 

 

CONCLUSION 

The discovery of new substances for treating mastitis in goats is of great importance, and the 

results obtained in this study are promising. With bacteriostatic and antibiofilm action, 

quercetin may represent a potential strategy for the treatment of caprine mastitis. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

-Os resultados desta investigação confirmam a alta especificidade da técnica de MALDI-TOF 

MS, uma vez que a identificação precisa do agente causador da mastite é fundamental para o 

monitoramento adequado de cepas resistentes a agentes antimicrobianos.  

 

-Destaca-se a importância dos SCN na etiologia da mastite subclínica em caprinos, uma vez 

que demonstraram a capacidade de produzir biofilme e de carrear genes de resistência. 

 

-Na busca por alternativas antimicrobianas, a quercetina apresentou atividade biológica contra 

Staphylococcus spp., dessa forma, esses achados podem ser um direcionamento para novas 

estratégias de tratamento da mastite caprina.  
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