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1. INTRODUÇÃO 

 

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogênica, capaz de causar 
intoxicação alimentar em humanos. A intoxicação alimentar estafilocócica ocorre 
devido a ingestão dessas enterotoxinas pré-formadas no alimento, sendo 
comumente associada a produtos de origem láctea e ao leite in natura, cujos 
principais sintomas são náuseas, vômitos, cãibras abdominais e diarreia 
(LANCETTE; TATINI, 1992; PARK; AKTAR; RAYMAN, 1992; WONG; 
BERGDOLL, 2002).  

Dentre as formas de veiculação deste patógeno para o leite, a mais 
relevante é a mastite, que é uma inflamação da glândula mamária, comumente 
causada por micro-organismos, entre os quais, S. aureus apresenta grande 
importância, tanto pela ocorrência como pela dificuldade no tratamento (LOPES; 
LACERDA, 2014). Além da preocupação com a contaminação do leite em si, este 
micro-organismo pode se tornar resistente aos antimicrobianos utilizados no 
tratamento da mastite, incluindo os antimicrobianos pertencentes a classe dos 
inibidores da síntese do folato, como o trimetoprim (LÓPEZ et al., 2012). 

O antimicrobiano trimetoprim foi lançado em 1968 e seu mecanismo de 
ação ocorre pela inibição da enzima di-hidrofolato redutase. Foi o último 
antibiótico aprovado, até a liberação do linezolid, nos anos 2000. Quando ocorrem 
mutações no gene que codifica a enzima di-hidrofolato redutase, pode ocorrer 
superexpressão de outras enzimas que têm reduzida afinidade ao trimetoprim, 
resultando em resistência a esse antimicrobiano (ALEKSHUN; LEVY, 2007). 
Como exemplo da ocorrência de mutações devido a presença de genes de 
resistência, se destacam os genes dfrA, dfrG e dfrK, que codificam resistência ao 
trimetoprim e podem ser transferidos através de elementos genéticos móveis, 
como plasmídeos e transposons (NURJADI et al., 2014). 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o fenótipo de 
resistência ao trimetoprim em 31 isolados de S. aureus oriundos de leite de vacas 
com mastite, bem como avaliar a presença dos genes de resistência dfrA, dfrG e 
dfrK. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Foram avaliados 31 isolados de S. aureus provenientes de leite de vacas 
com mastite. Primeiramente, procedeu-se a avaliação fenotípica de resistência ao 
trimetoprim através do teste de disco difusão em ágar, utilizando-se ágar Mueller-
Hinton (MH, Oxoid®), de acordo com as normas preconizadas pelo Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Os isolados foram cultivados em 
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ágar Triptona de Soja (TSA, Acumedia®) durante 24 horas a 37 °C. Após esse 
período, foram diluídos em solução salina 0,85% até a escala de turbidez 0,5 de 
McFarland. O inóculo foi semeado com o auxílio de um swab sobre placas de 
Petri contendo ágar MH. Em seguida, foram adicionados discos impregnados com 
o antimicrobiano trimetoprim, adquiridos da empresa Laborclin®, e as placas 
foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Os halos de inibição foram medidos, 
sendo os isolados considerados resistentes, sensíveis, ou apresentando 
resistência intermediária, de acordo com as normas do CLSI. O teste foi realizado 
em duplicata e, como controle da técnica, foi utilizada a cepa padrão S. aureus 
ATCC® 25923. 
 A extração do DNA genômico foi realizada segundo o protocolo descrito 
por GREEN et al. (2012) com adaptações. O DNA foi quantificado por 
espectrofotometria, utilizando-se o Eppendorf BioSpectrometer kinetic® 
(Eppendorf). Após a quantificação do DNA, a amostra foi submetida à técnica de 
PCR em termociclador MJ Research PTC 100.  

Para cada reação, foram adicionados 12,5 μL de 2x GoTaq® Green Master 
Mix (Promega), 10 pmol dos primers dfrA e dfrG e 20 pmol dos primers dfrK,10 ng 
de DNA e água ultrapura para um volume final de 25 μL. Na Tabela 1 estão 
apresentados os primers bem como os programas utilizados na PCR. 

 
Tabela 1. Sequência dos primers, tamanho do fragmento e condições de PCR 
utilizados para avaliação dos genes de resistência ao trimetoprim (genes dfrA, 
dfrG e dfrK) 

Primers Sequência (5’–3’) Pb Programa Referência 

dfrA fw:CCTTGGCACTTACCAAATG 
350 

P1 PERRETEN 
et al. (2005) rv:CTGAAGATTCGACTTCCC 

dfrG fw:TTTCTTTGATTGCTGCGATG 
422 

P2 BERTSCH 
et al. (2013) rv:CCCTTTTTGGGCAAATACCT 

dfrK fw:GAGAATCCCAGAGGATTGGG 
rv:CAAGAAGCTTTTCGCTCATAAA 422 

P3 LÓPEZ et 
al. (2012) 

P1=95 °C por 5 min, 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min, 75 °C por 1 min, 75 
°C por 5 min; P2= 95 °C por 5 min, 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 52 °C por 1 min, 72 °C 
por 1 min, 72 °C por 5 min; P3= 95 °C por 1 min, 25 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 
30s, 68 °C por 1 min, 68 °C por 5 min 
 

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 
1,5% e visualizados em transiluminador (Loccus®). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Todos os isolados de S. aureus (100%) apresentaram suscetibilidade ao 
trimetoprim, formando halos superiores a 16 mm, o que confirma o perfil de 
suscetibilidade frente a esse antimicrobiano, segundo as normas do CLSI para o 
grupo Staphylococcus spp. (CLSI, 2015). 

O trimetoprim foi efetivo frente aos isolados avaliados, entretanto, o número 
de bactérias que têm apresentado perfil de resistência a antimicrobianos está 
aumentando, devido a utilização destes agentes em larga escala, bem como sua 
administração de forma empírica, ou seja, sem uma investigação prévia do 
antimicrobiano de maior efetividade frente à infecção a ser combatida (BERTSCH 
et al., 2013). 

Dos 31 isolados avaliados, três (S10, S13 e S14) carreavam os genes dfrG 
(S10) e dfrA (S13 e S14), apesar de terem apresentado perfil fenotípicos de 



 

 

suscetibilidade ao trimetoprim. Segundo MICHALOVA et al. (2004), estes 
resultados podem ocorrer, pois a presença de um gene de resistência não 
garante a sua expressão. As discrepâncias entre o fenótipo e o genótipo de 
resistência podem estar relacionadas com a interpretação errônea dos testes de 
suscetibilidade realizados in vitro, bem como há a possibilidade  dos genes de 
resistência serem expressos apenas in vivo. Além disso a técnica de PCR pode 
ter detectado um único gene dentro de um operon, não detectando outros genes 
que são necessários para a expressão fenotípica (FRAZZON et al., 2010; 
CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2014). 

CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al. (2014) avaliaram isolados de 
Staphylococcus spp. provenientes de alimentos cárneos, lácteos e vegetais, e 
verificaram que estes apresentavam perfil de sensibilidade à tetraciclina, 
entretanto, alguns isolados carreavam os genes tetM e tetK, resultados que vão 
ao encontro dos obtidos neste estudo. 

A presença dos genes dfrA, dfrG e dfrK em isolados de S. aureus oriundos 
de leite de vacas com mastite é digno de preocupação, haja vista a possibilidade 
de transferência horizontal desses genes de resistência entre bactérias, pois são 
genes comumente localizados em elementos genéticos móveis, o que facilita a 
sua disseminação (NURJADI et al., 2014). 

 
4. CONCLUSÕES 

 

Apesar da suscetibilidade dos isolados de S. aureus provenientes de leite de 
vacas com mastite ao trimetoprim, a presença dos genes dfrA e dfrG causa 
preocupação, pois estes podem ser transferidos entre bactérias. A disseminação 
de genes de resistência a antimicrobianos na cadeia produtiva de alimentos é um 
problema de saúde pública. Destaca-se que as técnicas feno e genotípicas devem 
ser utilizadas em associação para melhor monitorar os padrões de resistência em 
isolados de S. aureus. Novos estudos devem ser realizados a fim de verificar o 
potencial de transferência desses genes de resistência entre isolados de S. 
aureus, bem como para outros gêneros bacterianos.  
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