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provenientes de leite e queijo 
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Resumo 

 

Responsável por grandes perdas econômicas relacionadas à produção de leite, a mastite bovina possui 

como um de seus principais causadores da doença a bactéria Staphylococcus aureus. Para seu controle 

são utilizados diversos antibióticos, destacando-se o da classe de beta-lactâmicos, que quando 

aplicados de maneira indiscriminada podem levar seus resíduos para o leite e conferir resistência 

bacteriana. Assim, objetivou-se rastrear o gene blaZ responsável pela resistência a beta-lactâmico em 

S. aureus. Vinte e um S. aureus resistentes a beta-lactâmicos oriundos de leite de vacas com mastite 

subclínica, e três provenientes de amostras de queijo, foram submetidos à verificação da presença do 

gene de resistência a penicilina (beta-lactâmicos) blaZ, por meio da técnica de PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase). O gene blaZ com amplicons de 377 pares de bases esteve presente em 25% 

das bactérias. O blaZ é um dos genes responsáveis pela produção de beta-lactamase, enzima que atua 

na degradação do anel beta-lactâmico do antibiótico, sendo responsável pela resistência bacteriana. 

Os resultados sugerem que o gene blaZ conduz a resistência de bactérias da espécie S. aureus aos 

antibióticos beta-lactâmicos, porém não é a única forma de detecção genotípica dessa resistência, 

sendo necessário novas pesquisas de rastreamento de outros genes ou outros mecanismos de 

resistência microbiana. 
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Introdução 

 

Ocasionando severas perdas econômicas para a indústria de laticínios, a mastite bovina tem 

como um dos principais patógenos a bactéria Staphylococcus aureus. Para o controle da doença, são 

utilizados diversos antibióticos, que utilizados de maneira indiscriminada podem gerar bactérias 

resistentes com potencial de transferência dessa resistência para outras bactérias, incluindo espécies 

diferentes. 

A maioria dos antibióticos que a bactéria S. aureus é resistente pertence à classe dos beta-

lactâmicos. Os beta-lactâmicos são uma extensa classe de antibióticos, o qual inclui a penicilina e 

seus derivados que contêm um anel beta-lactâmico em sua estrutura molecular. Estes medicamentos 

agem por meio da inibição da síntese da parede celular das bactérias, impedindo a ligação cruzada 

dos peptideoglicanos, substância que confere proteção ao microrganismo (LEE et al., 2012).  

O principal mecanismo de resistência bacteriana a estes antibióticos é através da produção de 

beta-lactamases, que são enzimas que atuam degradando o antimicrobiano através de uma reação de 

hidrólise, sendo o gene blaZ o responsável pela produção destas enzimas (MACEDO et al., 2005).  

A resistência bacteriana aos mais diversos antimicrobianos tem se tornado recorrente e leva a 

dificuldades no tratamento de enfermidades comuns, sendo assim uma grande preocupação a saúde 

tanto dos animais quanto dos consumidores de seus produtos (PEREIRA; SCUSSEL, 2017). 

 O objetivo do presente estudo foi através de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), detectar 

a presença do gene blaZ em S. aureus provenientes de leite e queijo. 

 

Material e métodos 

 

Vinte e quatro isolados da bactéria Staphylococcus aureus resistentes a diversos antibióticos 

da classe dos beta-lactâmicos (21 provenientes de amostras de leite de vacas com mastite subclínica 

e 3 amostras isoladas de queijos), previamente identificados por meio da técnica de PCR (OLIVEIRA 

et al., 2016; XAVIER et al., 2017) foram ativados em meio TSB e submetidos à extração de DNA 

pelo método de digestão por proteinase K, seguidas por fenol-clorofórmio conforme protocolo 

proposto por Gu et al., (2004) e  analisados quanto a presença do gene blaZ. 

Para o rastreamento do gene blaZ de resistência a beta-lactâmicos, forma utilizados os primers 

blaZF5’-TTAAAGTCTTACCGAAAGCAG-3’ e blaZR 5’-TAAGAGATTTGCCTATGCTT-3’, 

sintetizados pela Integrad DNA Technology USA (OLSEN et al., 2006; BAGCIGIL et al., 2012). O 

controle dos testes foi utilizado a cepa padrão Staphylococcus aureus ATCC 43300. As reações foram 
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realizadas em um mix contendo 3,5μl MgCl2, 1,0μl DNTP, 0,1μl Taq polimerase Ludwig, 12,9μl H2O 

estéril, 1,0μl de cada primer, 2,5μl Tris e 3μl de cada DNA bacteriano (50ng/µL), totalizando um 

volume final de 25,0μl. As condições do termociclador foram utilizadas conforme proposto por Olsen 

et al., 2006 e Bagcigil et al., 2012 com modificações. A eletroforese do produto da amplificação foi 

realizada em gel de agarose a 1,5% corado com gel rede os resultados fotodocumentados. 

 

Resultados e discussão 

 

O gene blaZ esteve presente em 25% dos Staphylococcus aureus resistentes a beta-lactâmicos 

avaliados. As pequenas diferenças no padrão (tamanho) das bandas quando comparadas ao controle 

ocorrerem devido a presença de pequenas mutações que podem estar presentes (Figura 1). Porém essa 

diferença não determina a possibilidade de outro gene que não o blaZ. 

 

Figura 1 - PCR para identificação do gene blaZ sobre as amostras de Staphylococcus aureus isoladas 

de leite mastítico e queijos.  

 

Legenda: M: Marcador de massa molecular DNA de 100 pares de base (Cellco); Linhas 1 a 21: S. aureus provenientes 

de leite. Linha 22 a 24: S. aureus provenientes de amostras de queijo. A linha C+ representa o controle positivo (S. aureus 

ATCC 43300). Gel de agarose a 1,5%.  

Fonte: Dos autores, 2019. 
 

A resistência fenotípica previamente detectada nos isolados de S. aureus avaliados não está 

necessariamente ligada a presença do gene blaZ, pois não foram todos os isolados que apresentaram 
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a amplificação de 377pb correspondente ao gene blaZ. Martini et al. (2017), em seu estudo de 

caracterização da resistência de S. aureus aos antimicrobianos penicilina e tetraciclina, também não 

encontraram o gene blaZ em todos os seus isolados, mas em mais de 90% deles. Já Ferreira et al. 

(2017) detectou o gene em todos os seu isolados de S. aureus fenotipicamente resistentes a penicilina. 

 Quando se trata de resistência a antibióticos, um dos fatores a ser observado, é a presença de 

genes de resistência nos micro-organismos presentes, que por ventura podem ser expressos e vir a 

bloquear a ação dos produtos (VIEIRA et al., 2018). A baixa porcentagem de positivos para o gene 

blaZ neste experimento indica que pode-se haver outros genes responsáveis pela resistência 

bacteriana aos antibióticos beta-lactâmicos.  

 A resistência fenotípica previamente detectada nos isolados de S. aureus pode além de outros 

genes, também ter sido causada por pontos de mutação ou por formação de biofilmes (YANG et al., 

2015) 

A detecção do gene blaZ foi observada por Olsen et al. (2006), em 143 isolados de S. aureus 

resistentes a penicilina. Os mesmos autores sugerem que o gene blaZ seria um mecanismo de 

resistência em Staphylococcus, já que ele foi detectado tanto em S. aureus, quanto em Staphylococcus 

coagulase negativo. Esse gene pode ainda estar localizado tanto cromossomicamente como em 

plasmídeos. (BACILGIL et al., 2012). 

A importância da identificação de genes de resistências das amostras coletadas de leite e 

queijo está relacionada à segurança alimentar, pois está ligada a capacidade da bactéria na 

transferência desses genes. O estudo de Olsen et al. (2006), afirmam que as espécies de 

Staphylococcus presentes no mesmo microambiente podem passar o gene blaZ uma a outra se os 

fatores bacterianos forem atendidos. No mesmo estudo é retratado que as Staphylococcus coagulase 

negativa podem ser reservatórios de genes de resistência para S. aureus mostrando a importância de 

estudos de outros genes de resistência em estirpes de S. aureus bem como em outras espécies que 

possam estar presentes no leite e seus derivados. 

 

Conclusão 

 

Com este estudo detectou-se a presença do gene blaZ em 25% das cepas de S. aureus 

resistentes a beta-lactâmicos sendo assim, um mecanismo de resistência a essa classe de antibiótico. 

A ausência do gene nos demais isolados fenotipicamente resistentes a beta-lactâmicos pode ser 

atribuída a outros mecanismos de expressão de resistência. Os resultados mostram a necessidade de 

mais pesquisas de rastreamento dos possíveis genes que possam estar relacionados ao mecanismo de 
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resistência bacteriana a antimicrobianos, já que esses podem ser transferidos por recombinação 

genética a outras cepas ou espécies. 
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