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Uso de PCR Duplex para detecção dos genes femA e mecA e determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM) em Staphylococcus aureus isolados de 
leite cru 

Detection of femA and mecA genes in Staphylococcus aureus isolated from 
bovine raw milk using duplex PCR and determination of the minimum inhibitory 
concentration of the isolates

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de identificar Staphylococcus aureus e as linhagens resistentes à meticilina 
(MRSA) em amostras de leite cru bovino, por meio de métodos moleculares, e de determinar a 
concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados. S. aureus pode apresentar linhagens resistentes à 
meticilina e a outros antimicrobianos utilizados na prática médico-veterinária. Foram analisadas 251 
amostras de leite cru de tanques de expansão, procedentes de cinco mesorregiões produtoras de leite de 
Minas Gerais – Brasil.  Por meio de PCR foi identificada a presença do gene femA em 278 isolados de  
S. aureus; e as  linhagens MRSA foram determinadas pela presença do gene mecA. Os ensaios de PCR foram 
positivos para gene femA em 100 % dos isolados testados; e entre essas amostras 11 (3,95 %) apresentaram 
produto amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA. Para analisar a susceptibilidade dos isolados 
foi realizado o teste de CIM para nove substâncias antimicrobianas. Foram identificados 149 isolados de 
S. aureus que apresentaram CIM≤ 4 µg/mL para enrofloxacina, com 92,54 % de susceptibilidade, e 55 
isolados  testados para sulfametoxazol+trimetoprima, apresentaram CIM ≤ 2 µg/mL com 83,33 % de 
susceptibilidade. Estes antimicrobianos foram considerados os mais eficazes.
Palavras-chave. concentração inibitória mínima, femA, mecA, Staphylococcus aureus, resistência à meticilina.  

ABSTRACT

This study identified Staphylococcus aureus and the methicillin-resistant (MRSA) strains in raw milk 
samples using molecular methods, and their minimum inhibitory concentrations (MIC) were evaluated. 
Two hundred fifty-one samples of raw milk samples from bulk tanks, collected in the state of Minas 
Gerais, Brazil were analyzed using polymerase chain reaction (PCR) to investigate the presence of femA 
gene in 278 S.aureus isolates. Furthermore, MRSA strains were investigated for detecting mecA gene. All 
of 278 isolates contained the femA gene (132 bp), and in 11 samples (3.95 %) the mecA gene (533 bp) was 
identified. The minimum inhibitory concentration against S. aureus was determined using enrofloxacin, 
trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin, azithromycin, tetracycline, cephalothin, amoxicillin, 
penicillin G and lincomycin. Enrofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole showed to be the most 
effective inhibitors, as this study identified 149 of 161 isolates (92.5 % of susceptibility) with MIC≤ 4 mg/
mL, and 55 of 66 isolates (83.3 % of susceptibility) with MIC≤ 2 mg/mL, for the first antimicrobial drug 
and the second one, respectively. 
Keywords. minimum inhibitory concentration, femA, mecA, Staphylococcus aureus, methicillin resistance. 
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INTRODUÇÃO

Staphylococcus aureus destaca-se como um dos 
agentes etiológicos mais frequentemente associados à 
mastite bovina, fato que representa sério risco para a 
saúde pública. Além disso, a inflamação da glândula 
mamária bovina ocasiona problemas de sabor e aroma no 
leite e seus derivados, menor rendimento na fabricação 
de queijos e perda de gordura e caseína no soro1,2 . Existe 
ainda, o risco de a bactéria chegar aos alimentos já 
processados, seja por contaminação cruzada, que pode 
ser de origem animal, principalmente o gado leiteiro, 
ou pela ação dos manipuladores, na maioria, portadores 
assintomáticos.  Um ponto crítico de controle que deve 
ser observado é a produção de enterotoxinas (SEs) que, 
por serem termotolerantes, podem permanecer no 
produto final após o processamento térmico3,4. 

A rotina de diagnóstico microbiológico para o 
S. aureus está baseada em culturas bacteriológicas, nas 
características fenotípicas e morfotintoriais, bem como na 
sua identificação por técnicas bioquímicas. Estes métodos, 
porém, possuem baixa sensibilidade, sendo necessária 
a aplicação de testes mais sensíveis e que tenham maior 
especificidade e rapidez, como a reação em cadeia da 
polimerase-PCR, realizada diretamente em isolados 
bacteriológicos e em materiais clínicos, como o leite5,6.

A identificação de S. aureus por PCR pode ser feita 
pela detecção do gene femA, que tem como produto uma 
proteína de 48-50kDa, reconhecida como um fator específico 
e codificada cromossomicamente neste patógeno, sendo 
envolvido na  estrutura da parede celular bacteriana2-11.

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina 
(MRSA) são reconhecidamente um dos principais 
problemas de infecção hospitalar no homem e em 
animais. Nos últimos anos, o aumento de estirpes 
resistentes à meticilina tornou-se um sério problema 
clínico e epidemiológico. Mais uma vez, com a utilização 
da PCR é possível identificar isolados MRSA utilizando 
a detecção do gene mecA5,10,12. Considerado padrão 
ouro para diagnóstico, o gene mecA pode ser utilizado 
como um indicador de virulência dos isolados, uma 
vez que estirpes MRSA são frequentemente resistentes 
à maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo  
aminoglicosídeos, macrolídeos,  cloranfenicol, 
tetraciclina e fluorquinolonas13. O tipo de resistência dos 
MRSA é intrínseca, não sendo devida à destruição do 
antibiótico por lactamases, e sim, por modificações na 
estrutura-alvo do antimicrobiano.

A utilização de antimicrobianos é um componente 
importante dos programas de controle da mastite bovina. 
Assim, a seleção do antimicrobiano apropriado é essencial, 
tanto do ponto de vista da saúde do animal, quanto da 
produtividade da glândula mamária; os resultados dos 
testes de susceptibilidade a antimicrobianos ajudam o 
médico veterinário clínico na escolha dos medicamentos 
apropriados7,14,15. No caso das infecções estafilocócicas da 
glândula mamária, porém, a eficiência destes tratamentos é 
variável (3,6 % a 92 %), segundo Owens et al16. Nestes casos, 
para aumentar a eficiência dos tratamentos destas infecções, 
a alternativa é a utilização de dosagens maiores que as 
encontradas nos produtos comerciais. Isto pode ser avaliado, 
“in vitro”, por meio da determinação da concentração 
inibitória mínima (CIM) considerada uma importante 
ferramenta para o controle das infecções estafilocócicas17,18. 
Este método está padronizado, possui detalhamento técnico 
bem definido e apresenta a vantagem de fornecer dados 
quantitativos que podem ser interpretados considerando 
as características farmacológicas e farmacocinéticas dos 
antimicrobianos e a concentração mínima a ser alcançada 
no úbere bovino15,19-21. 

Este trabalho teve por objetivo identificar por 
métodos moleculares amostras de S. aureus e de MRSA 
isoladas de leite cru e determinar a concentração inibitória 
mínima (CIM) como uma contribuição aos estudos das 
infecções causadas por este micro-organismo. 

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de leite
As amostras de leite, de tanques de resfriamento, 

foram obtidas do Laboratório de Qualidade de Leite-
LabUFMG, na Escola de Veterinária da Universidade 
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG)/Brasil. Foram 
obtidas 251 amostras de leite cru, procedentes de cinco 
microrregiões produtoras de leite de Minas Gerais 
(Central Mineira, Noroeste de Minas, Vale do Mucuri, 
Região Metropolitana, Vale do Rio Doce). Uma alíquota 
de 10µl de leite7 foi plaqueada em placas de ágar seletivo 
Baird-Parker (BP) (M043 HIMEDIA Laboratories, India) 
suplementado com gema de ovo e de telurito de potássio 
(LaborClin®). Após este procedimento, as placas foram 
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Após observação 
de colônias típicas e atípicas para S. aureus foi realizada 
identificação fenotípica com coloração de Gram, teste de 
coagulase em tubo, hidrólise da uréia e fermentação dos 
açúcares manitol, trealose, e sacarose22. No total de 278 
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colônias de S. aureus foram isoladas com confirmação 
posterior por teste de genotipagem pela amplificação do 
gene femA em PCR. Os isolados foram inoculados em 
caldo infusão de cérebro e coração (BHI), com 20 % de 
glicerol (v/v) e congelados a -20 °C, em tubos eppendorf, 
em triplicata, para utilização posterior. 

Extração de DNA para amplificação
Os isolados de S. aureus obtidos de amostras de 

leite foram submetidos à extração de DNA pelo método 
de lavagem alcalina6,9,23. O DNA foi quantificado por 
densidade óptica em espectrofotômetro (NanoDrop® 
ND-1000 UV-Vis) e mantidos a -20 °C, até  utilização. 
Foram utilizadas amostras de S. aureus ATCC 25923 
como controle positivo. 

Detecção dos genes femA e mecA pela PCR Duplex 
Segundo Dias9, os iniciadores utilizados para a 

amplificação de fragmento de 132 pb (pares de bases) do gene 
femA foram: fem-A1 5’ AAAAAAGCACATAACAAGCG  
3’ e fem-A2 5’ GATAAAGAAGAAACCAGCAG 3’. 
Para o gene mecA foram amplificados fragmentos 
de 533 pb, usando os iniciadores mec-A1 (5’ 
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 3’) e mec-A2  
(5’ AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3’). De acordo 
com metodologia adaptada9,24 o volume final da 
reação da PCR duplex foi de 50 µL. Foram utilizados 
2,5 µL de tampão 10X (Phoneutria®), 10 µL de dNTP  
(0,2 mM), 0,25 µL de cada iniciador (25 pmol / L), 2,0 U 
de Taq polimerase (Phoneutria®) e 5 µL de DNA molde 
(50-100 ng). A amplificação foi realizada em um 
termociclador (Mini Cycler, MJ Research), com os 
seguintes ciclos: desnaturação inicial a 94 °C durante 
5 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificação 
(desnaturação a 94 °C durante 1 minuto, hibridação 
a 57 °C durante 2 minutos e extensão a 72 °C, durante 
2 minutos), terminando com a extensão final a 72 °C 
durante 10 minutos. O tampão de corrida utilizado 
foi o Tris-borato-EDTA gel (TBE) a 0,5X em gel de 
agarose a 2 % a correr a 100 volts durante 90 minutos. 
Como marcador molecular foi utilizado 100 bp DNA 
Ladder Promega®. O gel de eletroforese foi fotografado 
usando o programa Image LPix através do aparelho de 
Biotecnologia Loccus L.Pix® Imagem Molecular. 

Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
Foram testados todos os isolados de S. aureus, 

segundo o método de difusão em disco interpretados 

segundo CLSI25. Foram utilizados os seguintes 
antimicrobianos (Cecon®): amoxicilina - 10 mg (AMOX), 
azitromicina - 15 mg (AZIT), cefalotina - 30 mg (CFL), 
enrofloxacina - 5 mg (ENO), gentamicina - 10 mg 
(GEN), lincomicina - 2 mg (LIN), penicilina G - 10 UI 
(PEN), sulfametoxazol + trimetoprima -25 mg (SUT) e 
tetraciclina - 30 mg (TET).

Testes CIM - Concentração Inibitória Mínima 
Para a determinação da CIM foram adquiridos 

os mesmos antimicrobianos em pó (Sigma-Aldrich®-
E.U.A). Tanto as suspensões, como placas de ágar de 
Muller-Hinton (HIMEDIA Lab., India), contendo estes 
antimicrobianos, foram preparadas de acordo com as 
instruções do CLSI26. As concentrações variaram de 
0,125 a 256 µg de cada antimicrobiano. Em todos os 
testes foram utilizadas amostras controle American Type 
Culture Collection (ATCC): S. aureus ATCC 25923,  
S. epidermidis ATCC 12228. Placas sem antimicrobianos 
foram usadas como controle de crescimento bacteriano.

Os isolados de S. aureus foram plaqueados em 
ágar Baird Parker (HIMEDIA Lab., India) e mantidos a 
37 ºC por 18-24 horas. Após crescimento 3-5 colônias 
foram homogeneizados em 2 mL de PBS estéril  
(pH 7,2) até turbidez equivalente a padrão 0,5 da escala 
de McFarland de acordo com CLSI26. Cada cultura em 
suspensão foi transferida para o replicador de Steer27 
e as placas foram inoculadas com 1 µL da suspensão 
bacteriana, não excedendo em 20 minutos o tempo entre 
a preparação do inóculo e a incubação por 24 h/37 ºC. 

A interpretação dos resultados foi de acordo com 
CLSI28. O CIM dos isolados de S. aureus foi definido 
como a concentração mais baixa à qual não foi observado 
nenhum crescimento bacteriano visível a olho nu. Além 
disso, as concentrações capazes de inibir 50 % e 90 % dos 
isolados, designados CIM50 e CIM90, respectivamente, 
foram determinadas conforme CLSI28. Todos os ensaios 
foram realizados em duplicata.

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Os dados de susceptibilidade obtidos dos testes de 

difusão em ágar foram tabulados de acordo com CLSI25 e 
correlacionados pelo qui-quadrado (χ2) e  teste de Fisher 
através do programa Graph Pad versão 3.06,32-2003. 
Comparações com valores de p<0,05 foram considerados 
estatisticamente signifitivos. Os testes de MIC para 
susceptibilidade do S. aureus aos antimicrobianos 
testados foram avaliados de acordo com CLSI19,28. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Detecção dos genes femA e mecA
Das 251 amostras de leite cru foram obtidas 278 

colônias isoladas de S. aureus identificadas por métodos 
fenotípicos e microbiológicos22. Todas as 278 colônias 
(100 %) foram positivas para a presença do gene femA 
por apresentarem um produto amplificado de 132 
pb (Figura 1). Destes, foram encontradas por PCR 
11 amostras (3,95 %) que apresentaram um produto 
amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA. 
Deste total, sete isolados foram obtidos a partir da região 
metropolitana de Belo Horizonte/MG, um isolado a 
partir da região Central Mineira/MG, um isolado da 
região do Vale do Rio Doce/MG, um isolado da Região 
Noroeste/MG e um isolado do Vale do Mucuri/MG. 
Pela pesquisa do gene mecA, estas amostras foram 
consideradas resistentes à meticilina ou MRSA.

Figura 1. Reação em cadeia pela polimerase–PCR - para detecção dos 
genes femA e mecA
Canaleta 1- PAD-padrão de peso molecular 100 pb; Canaleta 2-gene 
mecA 533pb + femA 132pb; Canaletas 3, 4 e 5-apenas gene femA  
(Staphylococcus aureus). Testes visualizados sob luz U.V. em gel de 
agarose 2 %, corados com brometo de etídio (1mg/mL). Gel fotogra-
fado com a utilização do programa LPix Image através do aparelho 
L.Pix Molecular Imaging Loccus Biotecnology®

O trabalho de Mehrotra et al29 mostrou uma 
correlação de 100 % entre a presença do gene femA 
e os isolados de  S. aureus MRSA, semelhantes a este 
trabalho uma vez que, o gene femA é reconhecido como 
um fator naturalmente codificado no cromossomo 
do S. aureus, tem como produto uma proteína de 48 
kDa, está relacionada com o metabolismo da parede 
celular bacteriana e pode ser encontrado em culturas 

de crescimento ativo. Dias et al10 após analisarem 200 
amostras obtidas de leite de outras regiões leiteiras de 
Minas Gerais para detecção do gene femA por PCR 
diretamente do leite cru, encontraram 145 (72,5 %) 
amostras positivas para a presença de S. aureus. 

MRSA estão presentes em diversas propriedades 
produtoras de leite, distribuídas em diferentes regiões, 
com diferentes percentuais31 e a presença do gene mecA 
é considerada um pré-requisito para a identificação de 
S. aureus MRSA de acordo com Mehrotra et al29 que 
ao examinaram 19 linhagens obtidas de amostras de 
MRSA conhecidas, encontraram  18 (94,73 %) eram 
positivas para a presença do gene mecA, responsável pela 
resistência à meticilina. 

No presente trabalho, 11 amostras de S. aureus 
(3,95 %), apresentaram um produto amplificado de 533 
pb correspondente ao gene mecA e foram consideradas 
resistentes à meticilina ou MRSA, resultados semelhantes 
segundo segundo Moon et al32 que, ao avaliarem 140 
propriedades produtoras de leite na Korea, identificaram 
696 amostras de S. aureus e destes, 19 (2,7 %) foram 
resistentes à meticilina. Por outro lado, em Minas Gerais, 
Dias et al10 encontraram 18 amostras de leite (11,0  %) 200 
isolados de S. aureus como portadoras do gene mecA. Na 
obra de Huletsky et al33, testes feitos com uma variedade de 
estirpes de Staphylococcus spp. e S. aureus, pelo método de 
PCR multiplex, detectaram que em 1.657 estirpes testadas, 
1636 (98,7 %) foram identificados como MRSA.

A resistência dos Staphylococcus spp. à meticilina 
pode ser mediada por um determinante que transporta 
o gene mecA estrutural, que por sua vez, codifica 
uma proteína de ligação à penicilina (PBP) ligada à 
afinidade da PBP para beta-lactâmicos33,34. O provável 
uso indiscriminado dos antimicrobianos disponíveis 
no mercado e a alta capacidade adaptativa dos S. aureus 
podem possibilitar a seleção de linhagens resistentes a 
diversos antimicrobianos14, o que justifica os diferentes 
percentuais de amostras de MRSA positivos encontrados. 
Da mesma forma, amostras clínicas de S. aureus ou 
estafilococos coagulase negativos (SCN) também podem 
transportar o gene mecA, muitas vezes sem expressá-lo34.

Teste de Concentração Inibitória Mínima-CIM
Inicialmente foram realizados testes de difusão 

em ágar de acordo com  CLSI25,26 em todas as amostras 
de S. aureus isoladas de leite cru para conhecer o nível de 
susceptibilidade aos diferentes antimicrobianos.

Das 278 colônias de S. aureus isoladas, foram 
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encontradas 263 amostras (94,0 %) susceptíveis a 
gentamicina; 222 (80,0 %) a azitromicina; 220 (79,0 %) 
a cefalotina; 212 (76,0 %) a sulfametoxazol-trimetoprima 
(SUT); 197 (71,0 %)  a amoxicilina; 181 (65,0 %)  a 
lincomicina; 159 (57,0 %)  a tetraciclina; 117 (42,0 %)  
a enrofloxacina e 29 amostras (10,0 %) susceptíveis  a 
penicilina (Figura 2).

Figura 2. Perfil de susceptibilidade (método de difusão em ágar) fren-
te aos antimicrobianos testados das colônias de S. aureus isoladas a 
partir de leite de cinco microrregiões do estado de Minas Gerais. a; b; 
c; d; e; com p< 0,0001;        

Assim as provas de concentração inibitória 
mínima foram realizadas nos isolados resistentes onde 
CIM foi definida como a menor concentração em que não 
foi observado nenhum crescimento bacteriano visível a 
olho nu25. Este teste apresenta a vantagem de fornecer 
dados quantitativos19 sendo que CIM50 e CIM90 indicam 
a menor concentração capaz de inibir o crescimento de 
50 % e 90 % dos isolados, respectivamente (Tabela 1).

Para analisar o perfil de susceptibilidade 
das amostras, pelo método CIM, os dados foram 
confrontados com parâmetros de CLSI28. Somente com 
a utilização deste foi possível fazer a caracterização das 
amostras como sensível (S) ou resistente (R) frente ao 
antimicrobiano testado. 

Portanto, os parâmetros para avaliar a resposta 
das amostras às diferentes concentrações, pelo método 
CIM, foram: para amoxacilina, ≤ 0,25 (S) a ≥ 0,5 μg/mL 

(R); azitromicina, ≤ 2,0 (S) a ≥ 8 μg/mL(R); cefalotina, 
≤ 8,0 (S) a ≥ 32 μg/mL (R); enrofloxacina, ≤ 4,0 (S) a ≥ 
16 μg/mL (R);  gentamicina, ≤ 4,0 (S) a ≥ 16 μg/mL (R); 
lincomicina, ≤ 0,5 (S) a ≥ 4μg/mL (R); penicilina G, ≤ 0,12 
(S) a ≥ 0,25 μg/mL (R); sulfametoxazol + trimetoprima 
(SUT)  ≤  2,0 (S) a ≥ 4  μg/mL (R) e tetraciclina, ≤ 4,0 (S) 
a ≥ 16 μg/mL (R). 

 

a 
b bc

c 

c 

d 

e 

 

 
 

Tabela 1. Concentração inibitória mínima-CIM das amostras de S. aureus e respostas de susceptibilidade às diferentes concentrações dos agen-
tes antimicrobianos testados

Antimicrobiano

(nº amostras testadas)

Ponto de 

corte

µg/mL1

CIM (µg/mL) 

Concentrações dos antimicrobianos testados e

número de isolados susceptíveis encontrados em cada concentração
0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256

Enro (161) ≤ 4 23 29 24 28A 32 13 B 12

Sut (66) ≤ 2 56A 5B
1 1 3

Genta (15) ≤ 4 1 2 2 2 2A 3 1 1B 1

Azit (56) ≤ 2 7 18 16 A 2 2 6B
5

Tetra (119) ≤ 4 39 36A 6 5 3 3 3 18B 6

Cefalo (58) ≤ 8 8 9 5 7A 3 1 5 8 9B 3

Amox (81) ≤ 0,2 30 17 A 13 8 8B 4 1

Pen G (249) ≤ 0,12 46 22 38 32A 27 16 5 18 18 10B 11 6

Linco (97) ≤ 0,5 1 12 26 11 A 4 6 12 20B 1 4

Antimicrobiano: Enro = enrofloxacina; Sut = sulfametoxazole + trimethoprim; Genta = gentamicina; Azit =azitromicina; Tetra = tetraciclina; Cefalo =cefalotina; 
Amox =amoxacilina; Pen G = penicilina G 10 UI; Linco =lincomicina; 1 = Ponto de corte interpretativo de susceptibilidade28; A = CIM50 = Concentração que 
inibiu 50% das amostras testadas; B = CIM90 = Concentração que inibiu 90% das amostras testadas19
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Enrofloxacina e o sulfametoxazol+trimetoprima 
apresentaram atividade inibitória (CIM90) para os isolados 
de S. aureus, em concentrações que variaram entre 1-4 
μg/mL e 2-4 μg/mL, respectivamente. Em contraste, os 
antimicrobianos menos efetivos foram azitromicina com 
CIM entre ≥ 2 - > 16 μg/mL; cefalotina com CIM entre 
≥ 1 - > 32 μg/mL; gentamicina e lincomicina com CIM 
entre ≥ 2 -> 32 μg/mL; a amoxacilina com CIM entre ≥ 
0,5 - > 64 μg/mL; a penicilina G com CIM entre ≥ 1 - > 
64 μg/mL e a tetraciclina com CIM entre ≥ 1 - > 128 μg/
mL, necessitando de altas concentrações para inibirem o 
crescimento de isolados de S. aureus.

Os resultados de susceptibilidade à 
enrofloxacina são semelhantes aos descritos por outros 
autores15,18,35,36 que observaram uma CIM ≥ 2 µg/mL 
para a enrofloxacina e susceptibilidade de 83 % de 
isolados bovinos de infecções mamárias causadas por 
S. aureus. Por outro lado, o perfil de susceptibilidade 
dos isolados de S. aureus frente à gentamicina variou 
de 83 a 100 % com CIM = 0,5 µg/mL, enquanto que 
frente à associação sulfametoxazol+trimetoprima (SUT) 
esta susceptibilidade foi de 97,3 %. Desta maneira, 
pode-se considerar que nestas concentrações estes 
antimicrobianos seriam mais efetivos para o tratamento 
da mastite bovina estafilocócica.

Quanto à tetraciclina, além de apresentar um 
CIM90 de 128 μg/mL foi possível perceber a presença de 
linhagens frente aos quais o antimicrobiano foi efetivo 
somente na concentração de 256 μg/mL. Uma possível 
explicação é a que os isolados remanescentes podem ter 
utilizado o mecanismo de efluxo ou outro, onde proteínas 
citoplasmáticas protegeram o ribossomo bacteriano da 
ação das tetraciclinas permitiram que a síntese proteica 
prossiga normalmente37,39. 

Os isolados de S. aureus foram resistentes à 
amoxacilina, penicilina e lincomicina, apresentando 
CIM90 = 4 μg/mL, CIM90 = 64 μg/mL e CIM90 = 32 μg/mL, 
respectivamente. Neste caso em mais uma vez foi possível 
perceber a presença de linhagens frente aos quais os 
antimicrobianos mostraram atividade bactericida em 
concentrações maiores, que variaram entre 8 e 256 μg/mL. 
O trabalho de Gianneechini et al35 ao avaliarem S. aureus 
encontraram CIM90 >8 μg/mL e 56 % de resistência à 
penicilina. 

Outros trabalhos15,17,18,36 apontaram resultados de 
resistência à beta-lactâmicos (em especial a penicilina) 
entre 31 a 63 % com CIM > 8 µg/mL. Mesmo que os 
valores absolutos de resistência encontrados por estes 

autores não estejam próximos a este trabalho, deve-se 
ter em mente que as infecções causadas por S. aureus 
são normalmente tratadas com antimicrobianos, cujas 
dosagens são estabelecidas com base nos resultados 
de susceptibilidade observados in vitro, e em dados 
farmacológicos da droga usada. Fatores inerentes ao 
animal podem afetar a concentração efetiva da droga no 
sitio de ação. O uso de antimicrobianos para tratamento 
da mastite é um passo importante para o controle da 
doença, mas o amplo uso de penicilinas na Medicina 
Veterinária pode favorecer o desenvolvimento de 
resistência e explicar a maior prevalência de amostras 
resistentes aos beta-lactâmicos36,38. 

Testes para determinação da CIM foram 
realizados17 para analisar 123 amostras de S. aureus 
bovino e evidenciaram 26 % de resistência à penicilina 
com CIM50 e CIM90 em concentrações de 0,06 a  
0,5 µg/mL. Por outro lado, de acordo com Haran et al18, 
após analisarem 101 amostras de leites crus, coletados de 
tanque, identificaram apenas dois isolados MRSA, sendo 
50 % deles resistentes a enrofloxacina e 100 % resistentes 
à penicilina. Portanto, não existem parâmetros que 
possam estabelecer quais os percentuais mínimos e 
máximos de resistência dos isolados de S. aureus de casos 
clínicos de mastites bovinas, frente aos mais diversos 
antimicrobianos. Tal fato enseja a necessidade de sempre 
estabelecer o CIM90, quando os testes de susceptibilidade 
a antimicrobianos disponibilizados no mercado 
apresentem altos índices de resistência, bem como uma 
menor disponibilidade de produtos para os tratamentos 
de mastite. Determinado caso a caso, o CIM90 pode ser 
uma ferramenta útil para os tratamentos das mastites 
estafilocócicas, quando não se dispõe de produtos 
comerciais em baixas concentrações. 

CONCLUSÃO

A identificação de micro-organismos por meio de 
métodos moleculares é cada vez mais recomendada. No 
presente estudo, podemos concluir que as amplificações 
dos genes femA e mecA, por uma PCR Biplex, mostraram-
se úteis para a identificação de  S. aureus isolados de 
amostras de leite e devem ser recomendadas como uma 
alternativa aos métodos bacteriológicos utilizados para o 
diagnóstico das mastites estafilocócicas. 

É conhecida que a presença de amostras MRSA 
(mecA+) representa uma preocupação para a saúde 
pública, especialmente pela sua presença no leite cru. 
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Apesar do baixo percentual de MRSA encontrado entre 
os isolados de S. aureus, os resultados forneceram uma 
visão sobre a presença destes micro-organismos em 
algumas propriedades das microrregiões analisadas. As 
autoridades sanitárias devem estar atentas aos casos de 
multirresistências aos antimicrobianos.

As respostas das mastites causadas por S. aureus 
frente aos tratamentos apresentam resultados variáveis. 
As infecções causadas por estes micro-organismos 
são normalmente tratadas com antimicrobianos 
cujas dosagens são estabelecidas com base nos 
resultados de susceptibilidade observados in vitro, e 
em dados farmacológicos da droga usada. O perfil de 
susceptibilidade dos S. aureus frente aos antimicrobianos 
mostram índices de resistência, como observado neste 
trabalho. Os resultados dos testes de CIM90 permitem 
encontrar concentrações mais altas para o uso de 
antimicrobianos e, assim, aumentar os percentuais 
de susceptibilidade, como é caso da enrofloxacina e 
da associação sulfametoxazol+trimetoprima. Pode-se 
concluir que a CIM90 é recomendada para a indicação 
terapêutica dos antimicrobianos e, assim, aumentar a 
eficiência dos tratamentos das mastites estafilocócicas.
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