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RESUMO: Objetivou-se com este trabalho estudar a epidemiologia molecular das 

infecções por Mycoplasma spp., Escherichia coli e Staphylococcus spp., em frangos de 

corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco. Foram utilizadas 120 aves 

provenientes de 24 granjas, das quais 55 frangos de corte sadios, 35 com sinais 

respiratórios e 30 poedeiras comerciais com sinais respiratórios e digestivos. Para a 

pesquisa de Mycoplasma spp., utilizou-se o exame bacteriológico e a reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e Nested-PCR. Para o isolamento de Escherichia coli foi utilizado 

o meio ágar Eosina Azul de Metileno (EMB), o teste de patogenicidade in vitro foi 

realizado em ágar oxalato de magnésio acrescido de vermelho congo, enquanto a PCR 

foi realizada para avaliar a presença de genes de virulência e determinação filogenética 

dos grupos em A, B1, B2 e D. Para o estudo de citotoxicidade, as amostras foram 

inoculadas em células Vero e para a detecção de plasmídios foi utilizada a extração de 

DNA e visualização do perfil plasmidial. Para o isolamento de Staphylococcus spp., 

utilizou-se o exame bacteriológico, com provas bioquímicas para a identificação das 

espécies. Verificou-se a formação de biofilme em ágar Vermelho Congo (ACR), e 

detecção do gene mecA pela PCR. Para Escherichia coli e Staphylococcus spp., 

realizou-se perfil de resistência através dos testes de disco difusão e Concentração 

Inibitória Mínima (CIM). Na PCR para Mycoplasma spp., observou-se que sete 

(29,17%) amostras foram positivas para MS e uma (4,17%) para MG em amostras de 

aves com sinais respiratórios, sendo a amostra positiva confirmada como cepa vacinal 

MG-F; no exame bacteriológico todas as amostras foram negativas. Dos 35 isolados de 

Escherichia coli submetidos a PCR, o número de isolados positivos para os genes de 

virulência foi: iss (16), iutA (10), hlyF (17), ironN (11), ompT (16), crl (10), fimA (14), 

tsh (5), papA (2), csgA (0) e iucA (2). Foram classificados filogeneticamente nos 

grupos A (71,42%) e B1 (28,58%). A presença de hemólise em ágar sangue foi superior 

à detecção do gene hlyF pela PCR. O teste de patogenicidade em ágar vermelho congo 

revelou cinco (14,29%) isolados positivos e para avaliação da citotoxicidade in vitro em 

células Vero todos os isolados foram negativos. No perfil de resistência aos 

antibiomicrobianos observou-se que 33 (94,28%) isolados foram resistentes a três ou 

mais antibióticos e a lincomicina apresentou o maior percentual de resistência (100%). 

Na CIM observou-se multirresistência a vários antimicrobianos. Quanto aos plasmídios 

observou-se frequência de 80,0% (28/35) nos isolados de E. coli, onde 16 isolados 

apresentaram plasmídio de 88 MDa. Das 24 amostras processadas foram isolados 16 

Staphylococcus, sendo cinco coagulase-positiva (SCP) e 11 coagulase negativa (SCN), 



 

e no teste de produção de biofilme, seis (37,5%) isolados foram positivos. Na PCR para 

detecção do gene mecA todos os isolados foram negativos. Observou-se que 15 isolados 

apresentaram perfil de multirresistência a antimicrobianos. Com base nos resultados 

obtidos, essas bactérias participam da doença respiratória na população estudada e 

devem ser consideradas nas medidas de controle e tratamento nos plantéis avícolas em 

conjunto com a realização de testes in vitro. 

 

Palavras-chave: Frangos de corte, poedeiras comerciais, doença respiratória, 

diagnóstico, antibióticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT: This investigation had the objective of studying the molecular 

epidemiology of infections by Mycoplasma spp., Escherichia coli and Staphylococcus 

spp., in broilers and commercial layers of the state of Pernambuco. A hundred and 

twenty birds were used from 24 flock of which 55 healthy broilers, 35 broilers and 30 

commercial layers with respiratory and digestive signs. For the study of Mycoplasma 

spp., the bacteriological exam, the Polymerase Chain Reaction (PCR) and Nested-PCR 

were used. For the isolation of Escherichia coli the medium Eosine Methylene Blue 

Agar (EMB) was used. The pathogenicity test in vitro was carried out in Congo Red 

magnesium oxalate agar while the PCR was used, to evaluate the presence of virulence 

genes and the phylogenetic determination of groups A, B1, B2 and D. For the study of 

citotoxicity, the samples were inoculated in Vero cells. For the detection of plasmids, 

the extraction of DNA and the visualization of the plasmid profile was used. For 

Staphylococcus spp., isolation the bacteriological exam was used, with biochemical 

proof of species identification. The formation of the biofilm Congo Red Agar (ACR), 

and the detection of the mecA gene by PCR were verified. For Escherichia coli and 

Staphylococcus spp., a resistance profile was carried out through tests of disc diffusion 

and Minimum Inhibitory Concentration (MIC). In the PCR for Mycoplasma spp., it was 

observed that seven (29.17%) samples were positive for MS and one (4.17%) for MG, 

in samples of birds with respiratory signs, the positive sample was further confirmed as 

vacinal strain MG-F; in the bacteriological exam all samples were negative. From the 

35 isolated Escherichia coli submitted to PCR, the number of positive E coli isolates for 

virulence genes of were: iss (16), iutA (10), hlyF (17), ironN (11), ompT (16), crl (10), 

fimA (14), tsh (5), papA (2), csgA (0) and iucA (2). They were phylogenetically 

classified into groups A (71.42%) and B1 (28.58%). The presence of hemolysis in agar 

blood was superior to the detection of the hlyF gene by the PCR. The pathogenicity test 

in Congo Red agar showed five (14.29%) positive isolated E coli, and for the 

cytotoxicity evaluation in vitro, in Vero cells, all the isolated E coli were negative. On 

the resistance profile to antibiomicrobials, it was observed that 33 (94.28%) of the E 

coli isolates were resistant to three or more antibiotics and that lincomicine presented 

the highest percentage of resistance (100%). On the CIM, multiresistance to various 

antimircrobials was observed. With respect to the plasmids, a frequency of 80.0% 

(28/35) was observed in E. coli isolates, where 16 E. coli isolates presented plasmid of 

88 MDa. From the 24 processed samples 16 Staphylococcus isolates were, five being 

coagulasis-positive (SCP) and 11 coagulasis-negative (SCN). The biofilm production 



 

test, six (37.5%) isolates were positive. Regarding PCR for the detection of the mecA 

gene, all the isolates were negative. It was observed that 15 isolates presented a 

multiresistance profile to antimicrobials. Based on the results, these bacteria participate 

in the respiratory disease of the studied chickens populations and they must be 

considered in the control and treatment measures used in aviculture, together with the 

performance of in vitro tests.  

 

Key Words: broilers; commercial layers; respiratory disease; diagnosis; antibiotics. 
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INTRODUÇÃO 

A avicultura no Brasil é uma das atividades da agropecuária que mais tem se 

desenvolvido. Este progresso, tanto em número de frangos abatidos como de ovos 

produzidos possibilitou à indústria avícola, notável potencial para prover aos 

consumidores fonte protéica saudável e a um baixo custo (BOLIS et al., 2001).  

Nos últimos anos a produção de frangos de corte mundial aumentou 

intensivamente, e o Brasil ocupa a posição de primeiro exportador de carne de frango e 

terceiro maior produtor. Em 2005, a carne de frango brasileira foi exportada para 142 

países, com crescimento significativo de mais de 2,8 milhões de toneladas. A produção 

nacional de carne de frango chegou a cerca de 10,2 milhões de toneladas em 2009. A 

maior parcela dessa produção tem sido destinada à exportação, mesmo por que o Brasil 

ainda tem um consumo per capita moderado de 38 kg/hab/ano (UBA, 2009). 

O estado de Pernambuco é o maior produtor de ovos da região Norte e Nordeste, 

tendo produzido em 2006 cerca de 4,224 milhões de caixas, o que representa 35% do 

total produzido na região e 5,7% em relação ao Brasil; desta forma o Estado ocupa a 

quinta posição no ranking nacional, segundo a União Brasileira de Avicultura. Na 

produção de carne de frango, Pernambuco é o segundo produtor da região Norte e 

Nordeste e em 2006 a avicultura pernambucana produziu 244 mil toneladas de carne de 

frango, representando 29% do que é produzido no Nordeste e 2,6% da produção 

brasileira. A avicultura de Pernambuco é uma cadeia bastante consolidada, que atende 

às exigências do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, o que a habilita 

para a comercialização nos mercados nacional e internacional (SEBRAE, 2008).  

Apesar da tecnificação na produção avícola mundial, as aves de produção são 

suscetíveis a surtos de doenças infecciosas relacionadas a grandes perdas econômicas. 

Entre os principais problemas responsáveis por prejuízos diretos ou indiretos à 

produtividade avícola, encontram-se as infecções por vírus, fungos, protozoários e 

bactérias que causam doenças nas aves (ANDREATTI FILHO, 2007a). A produção 

intensiva na indústria avícola proporciona condições favoráveis que permitem a 

ocorrência e a disseminação das doenças infecciosas do trato respiratório (MINHARRO 

et al., 2001).  

A grande concentração avícola e o alojamento de lotes com aves de múltiplas 

idades dificultam a criação de aves livres de patógenos. A transmissão horizontal tem 
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grande potencial na difusão dos agentes causadores de problemas respiratórios dentro de 

uma mesma granja, ou entre granjas, de uma mesma região (BUIM et al., 2006). 

Neste contexto, é imprescindível a utilização de um programa de biosseguridade, 

objetivando a manutenção de plantéis livres ou controlados de microorganismos, 

impedindo o impacto negativo sobre a produção avícola ou à saúde pública (SALLE; 

SILVA, 2000). O programa de biosseguridade na prática deverá estabelecer barreiras 

físicas, químicas e biológicas de modo a evitar a entrada e impedir a disseminação de 

patógenos e vetores, que devem ser controlados ou mesmo erradicados (ANDREOTTI; 

GUIMARÃES, 2003). O emprego do conjunto de medidas profiláticas é capaz de 

manter a integridade saudável do indivíduo, e que se adotadas integralmente seriam 

teoricamente capazes de garantir o bom estado sanitário do plantel, evitando as 

enfermidades nas aves de produção (NETO et al., 2001). 

Devido à importância que a avicultura brasileira exerce no cenário sócio-

econômico foi instituído a partir de 1994, o Programa Nacional de Sanidade Avícola 

(PNSA) pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), visando 

controlar ou erradicar por meio da vigilância epidemiológica e sanitária as doenças em 

plantéis avícolas. Desta forma, consiste em um plano de contingência, com um conjunto 

de ações e decisões emergenciais, que devem ser tomadas na hipótese de uma doença ou 

suspeita de sua ocorrência em um lote. Esse plano enfoca as enfermidades que 

determinam prejuízos econômicos e que tem importância na saúde pública e animal 

como a Doença de Newcastle, Influenza aviária, Salmoneloses e Micoplasmoses 

(BRASIL, 1994). 

 Considerando-se a ausência de registros sobre os agentes infecciosos bacterianos 

envolvidos em doenças respiratórias no Estado de Pernambuco, propôs-se a realização 

desse estudo para avaliar a ocorrência de patógenos como Mycoplasma spp., 

Escherichia coli patogênica e Staphylococcus spp., e dessa forma contribuir para o 

melhor conhecimento dos aspectos sanitários das criações de frangos de corte e 

poedeiras comerciais nesta região.    
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OBJETIVOS 

 

Geral 

 Pesquisar Mycoplasma spp., Escherichia coli e Staphylococcus spp., envolvidos 

na doença respiratória em frangos de corte e poedeiras comerciais no estado de 

Pernambuco. 

  

Específicos 

 

•  Isolar e identificar por meio da reação em cadeia de polimerase (PCR) 

Mycoplasma spp., do trato respiratório de frangos de corte com e sem sinais clínicos 

respiratórios e de poedeiras comerciais com sinais clínicos; 

• Pesquisar genes relacionados com fatores de virulência em isolados de 

Escherichia coli de frangos de corte e de poedeiras comerciais; 

• Determinar o perfil plasmidial de resistência em amostras de Escherichia coli 

isoladas de frangos de corte e de poedeiras comerciais; 

•  Pesquisar o gene mecA relacionado à resistência a meticilina e oxacilina em 

isolados de Staphylococcus spp., de frangos de corte e de poedeiras comerciais; 

• Avaliar o perfil de multirresistência antimicrobiana in vitro dos isolados de 

Escherichia coli e Staphylococcus spp., de frangos de corte e de poedeiras comerciais 

frente aos antibióticos utilizados na avicultura comercial. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Impacto dos problemas respiratórios em aves de produção industrial 

A contínua intensificação da produção no setor avícola propicia determinadas 

condições que favorecem a ocorrência e a disseminação de algumas doenças 

infecciosas, principalmente aquelas relacionadas ao trato respiratório (MINHARRO et 

al., 2001). A exposição à amônia ambiental, micotoxinas e nutrição de qualidade 

inferior podem diminuir a imunidade inata. A doença infecciosa da bursa (DIB), anemia 

infecciosa das galinhas (CIA) e doença de Marek (MD) são as principais doenças 

infecciosas que aumentam a suscetibilidade às infecções virais, bacterianas e 

parasitárias e interferirem com a imunidade adquirida vacinal (HOERR, 2010). 

A estrutura do sistema respiratório em aves é muito diferente dos mamíferos, 

primariamente porque as aves têm sacos aéreos. Essas estruturas são muito suscetíveis a 

danos e respondem tornando-se mais espessas e infiltradas por células inflamatórias e 

exsudato (BERCHIERI; MACARI, 2000). As doenças respiratórias de etiologia 

desconhecida vêm afetando as aves de produção há vários anos, causando prejuízos 

econômicos aos produtores e às empresas avícolas. A prevalência e a severidade das 

doenças respiratórias em frangos de corte comercial tem aumentado devido à 

intensificação da indústria avícola (ANONYMOUS, 2006). 

As doenças respiratórias que acometem as aves domésticas criadas 

comercialmente geram perdas econômicas pelo aumento da mortalidade, gastos com 

medicamentos, queda de postura, redução na qualidade e eclodibilidade dos ovos. 

Diferentes vírus e bactérias podem ser responsáveis por patologias no trato respiratório 

das aves, atuando isolados ou associados a outros microorganismos (GLISSON, 1998; 

MINHARRO et al., 2001; CANAL et al., 2003), e uma grande variedade de  doenças 

podem estar associadas com estafilococos patogênicos (AARESTRUP et al., 2000). De 

acordo com Buim (2006) a micoplasmose apresenta-se como um dos principais 

problemas sanitários na cadeia produtiva avícola, juntamente com a doença de 

Newcastle, coccidiose, colibacilose, doença de Gumboro e a salmonelose. 

Cada vez mais as enfermidades respiratórias das aves se apresentam de forma 

complexa e com caráter de síndrome. Vários são os agentes envolvidos e, dependendo 

dos meios e métodos de diagnóstico disponíveis alguns laboratórios de patologia 

chegam a diferentes diagnósticos. Os agentes infecciosos que podem causar quadros de 
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complexo respiratório aviário quando associados são: vírus vivos vacinais (bronquite 

infecciosa/BI; doença de Newcastle/VDN), BI por cepas tradicionais ou variantes, 

Metapneumovírus aviário (síndrome da cabeça inchada), Laringotraqueíte infecciosa 

por cepas de diferentes patogenicidades, M. gallisepticum, M. synoviae, E. coli 

patogênica aviária, Avibacterium paragallinarum (coriza infecciosa) de diferentes 

sorotipos, Pasteurela multocida (cólera aviária), Gallibacterium anatis biovar 

haemolytica e Ornithobacterium rhinotracheale (MARTINS, 2010). 

Frangos, perus e outras aves de produção em ambiente de produção podem ser 

expostos a fatores de estresse e doenças infecciosas que comprometem a imunidade 

inata e adquirida, comprometendo a saúde e bem-estar, podendo favorecer a diminuição 

do potencial genético e nutricional, determinando desta forma, uma produção menos 

eficiente (HOERR, 2010). Além disso, a infecção em aves pode atuar como barreira 

sanitária para a comercialização de produtos e subprodutos aviários, pois alguns 

patógenos são listados como doenças de notificação obrigatória pela Organização 

Mundial de Saúde Animal (OIE, 2006).  

 

Micoplasmose 

Micoplasma é a denominação trivial para os microorganismos da divisão 

Tenericutes e da classe Mollicutes (Mollis/macio; cútis/pele). São caracterizados pela 

ausência de parede celular, decorrente da falta de informação genética para sua síntese, 

fato este que os distinguem das eubactérias. Dentro da classe Mollicutes existem cinco 

ordens e seis famílias, sendo a família Mycoplasmataceae com os gêneros Mycoplasma 

e Acholeplasmataceae, as únicas de interesse para as aves. Os micoplasmas são os 

menores procariontes conhecidos e assemelham-se em tamanho aos grandes vírus (300 

nm); têm formato cocóide, cocobacilar ou pleomórficos, medem 200-300 nm, são Gram 

negativos, mas se coram pelo Giemsa ou outros corantes similares (NASCIMENTO, 

2000).  

Devido à ausência de parede celular, por muito tempo vinham sendo 

considerados parasitas extracelulares exclusivos, e a presença de forma filamentosa, 

originalmente permitiu que essas bactérias fossem chamadas de micoplasmas (mico/ 

fungo e plasma/ flexível), em virtude da semelhança com os fungos (TIMENETSKY, 

2009). Apesar do seu número limitado de genes, os micoplasmas aviários 

desenvolveram mecanismos adaptativos altamente evoluídos, possibilitando escapar do 
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sistema imunológico e até mesmo sobreviver induzindo uma infecção prolongada. Estes 

mecanismos evoluíram de forma independente em cada uma das espécies de 

micoplasma e tem implicações para o desenvolvimento de testes diagnósticos e vacinas 

para micoplasmose aviária (NOORMOHAMMADI, 2007). 

Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplama synoviae (MS) e M. meleagridis 

(MM) são micoplasmas patogênicos, sendo que este último acomete somente perus, 

causando prejuízos para os produtores. São as principais espécies de micoplasmas que 

causam infecções nas aves de interesse econômico (LAUERMAN et al., 1993), sendo 

registrada uma grande variação na sua virulência (WEINACK; SNOEYENBOS, 1976; 

LEVISHON et al., 1986; SOERIPTO et al., 1989), resultando em diferentes 

manifestações clínicas (FEBERWEE et al., 2005). 

A maioria dos micoplasmas é relativamente não invasivo, mas algumas espécies 

incluindo MG são conhecidas pela capacidade de penetração nas células (WINNER et 

al., 2000). A variação da expressão fenotípica das principais proteínas imunogênicas da 

superfície podem também ser um fator importante na patogênese (GLEW et al., 2000; 

PAPAZISI et al., 2002). São consideradas enfermidades infecto-contagiosas de 

distribuição mundial e a  doença afeta indistintamente frangos de corte, aves de postura 

comercial e reprodutoras, causando altas perdas econômicas (NASCIMENTO, 2000).  

Os micoplasmas são amplamente distribuídos no mundo e as doenças causadas 

pelo MG e MS fazem parte da lista de doenças notificáveis à Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE, 2010). Os dados referentes a surtos em vários Estados do Brasil 

foram informados pela OIE, para ambos os agentes, em levantamentos realizados nos 

anos de 2006 a 2009 de acordo com os dados apresentados na tabela 1. Estes agentes 

constam na lista de organismos que devem ser monitorados pelo PNSA para o seu 

controle e erradicação (BUIM et al., 2002). 
 

Tabela 1. Surtos de Micoplasmose no Brasil causados por Mycoplasma gallisepticum, 
notificados à OIE no período de 2006 a 2009 
Estados 2006 2007 2008 2009 
Goiás     - - - 02 
Pernambuco   - - 01 - 
Pará    - - 01 - 
Rio Grande do Sul                - - 01 - 
Santa Catarina                     05 03 - - 
São Paulo                            134 99 157 47 

 Fonte: OIE, 2010. 
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Tabela 2. Surtos de Micoplasmose no Brasil causados por Mycoplasma synoviae, 
notificados à OIE no período de 2006 a 2009 
Estados 2006 2007 2008 2009 
Sergipe - 01 - - 
Bahia   01 - - - 
Mato Grosso do Sul             - - - 05 
Minas Gerais - - - 04 
Pernambuco 17 - 12 17 
Rio Grande do Sul              18 22 21 47 
Santa Catarina                     02 35 67 - 
São Paulo                             - 01 - 74 
Fonte: OIE, 2010. 
 

A transmissão de MG e MS pode ocorrer de forma horizontal, por contato direto 

entre aves doentes ou infectadas, com aves suscetíveis ou por meio do contato indireto 

através de pessoas, aves silvestres, água ou materiais de reprodução que podem 

desempenhar um papel importante na iniciação dos focos de MS (MAROIS et al., 

2000). A transmissão horizontal tem grande potencial na difusão dos agentes causadores 

de problemas respiratórios entre os aviários de uma granja, assim como para diferentes 

granjas de uma mesma região (BUIM et al., 2006). Outra forma de transmissão é a 

vertical pelo oviduto produzindo desta forma, ovos e progênies infectadas 

(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).   

Atualmente, sabe-se que MG e MS são capazes de sobreviver no ambiente por 

períodos mais longos do que anteriormente constatados, aumentando assim o risco de 

contaminação na criação de aves pela exposição indireta (SHIMIZU et al., 1990; 

CHRISTENSEN et al., 1994). É provável que a formação de biofilmes possa ser 

importante para a sobrevivência ambiental do micoplasma (McAULIFFE et al., 2006).  

As micoplasmoses aviárias têm sido reconhecidas pelas formas clássicas de 

enfermidades como doença respiratória crônica (DRC) em galinhas e sinusite em perus 

causadas por MG (YODER, 1991; NASCIMENTO, 2000; LEY, 2008), sinovite 

infecciosa e aerossaculite em galinhas e perus causada por MS, sendo essas infecções 

encontradas no trato respiratório superior (KLEVEN et al., 1991). As doenças causadas 

por Mycoplasma nas aves, geralmente comprometem as vias aéreas superiores e 

determinam inflamações catarrais nas cavidades nasais, seios nasais, traquéia e 

brônquios. Acometem também sacos aéreos que se apresentam espessados, opacos e 

podem conter depósitos de fibrina (NASCIMENTO, 1985; NASCIMENTO, 1992).  



24 

 

 

 A micoplasmose é uma doença de caráter crônico e endêmico, sendo que os 

efeitos causados se potencializam pelo sinergismo com outros agentes patogênicos que 

podem estar envolvidos em quadros de infecções respiratórias. A infecção por MG tem 

um amplo espectro de formas clínicas; a infecciosidade, tropismo pelo tecido e 

patogenicidade diferem significativamente entre os isolados de MG, mas os fatores que 

influenciam ainda são desconhecidos (ROSENGARTEN; YOGEV, 1996). Quando 

estão em combinação com vírus vacinais e Escherichia coli podem causar infecções 

severas de difícil controle. As perdas econômicas são devido à baixa conversão 

alimentar, diminuição na produção de ovos, aumento na morte embrionária, descarte 

dos pintainhos nascidos e condenações de carcaças (YODER, 1984; HONG et al., 

2005). 

Algumas amostras como a cepa padrão MS WVU1 853, são reconhecidas como 

patogênicas (YOGEV et al., 1988). Uma característica do MS que tem afetado o manejo 

da doença em granjas avícolas é a variação na patogenicidade entre isolados que causam 

doenças respiratórias e/ou sinovite. A diferenciação da patogenicidade de isolados não 

patogênicos pode contribuir para a compreensão da expressão de episódios da doença 

(LOCKABY et al., 1998). No Brasil ocorrem amostras patogênicas de MS virulentas e 

avirulentas. Em geral as infecções puras por MS são de baixa intensidade clínica, 

mesmo assim podem causar redução na produção de ovos na fase crônica da infecção 

(FIORENTIN et al., 1991). É geralmente assintomática em matrizes de corte no Brasil, 

mas há possibilidade de desempenhar um papel importante na doença respiratória 

complexa na progênie. Desta forma, tem motivado as empresas avícolas a considerar a 

sua erradicação. MS tem sido um assunto de debate durante muitos anos, com 

importância mundial, principalmente no Brasil (LANDMAN; FEBERWEE, 2004; 

FEBERWEE et al., 2007; SILVA et al., 2008). 

A grande concentração avícola e o alojamento de lotes de aves com múltiplas 

idades dificultam a criação de aves livres de micoplasmas (BUIM et al., 2006). A 

maioria das criações de poedeiras comercias são positivas para MG e MS, e em algumas 

partes do mundo, ambas infecções são comuns na produção de frangos de corte 

comerciais (KLEVEN, 2008).  

O tratamento com antimicrobianos pode reduzir as manifestações clínicas e, 

consequentemente, o risco de transmissão transovariana a um nível inferior a 0,1% 

(ORTIZ et al., 1995). Embora este procedimento seja recomendado para poedeiras 



25 

 

 

comerciais, não elimina MG, MS ou mesmo MM dos plantéis de aves (STIPKOVITS; 

KEMPF, 1996). Os micoplasmas são naturalmente resistentes aos antibióticos que 

atuam na parede celular, como a penicilina, mas são sensíveis às tetraciclinas 

(clortetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina), macrolídeos (eritromicina, tilosina, 

espiramicina, lincomicina e kitasamicina), quinolonas (imequil, norfloxacina, 

enrofloxacina e danofloxacina) ou tiamulina. Drogas que se acumulam em altas 

concentrações nas membranas mucosas do trato respiratório e genitourinário, como 

tiamulina e enrofloxacina (NASCIMENTO et al., 1999) são as preferidas para o 

tratamento (STIPKOVITS; KEMPF, 1996). 

O diagnóstico etiológico de MG, MS e MM e outros micoplasmas é 

comprometido por antimicrobianos, que bloqueiam ou diminuem a resposta imunitária  

forçando os micoplasmas a evadirem-se ou ocultarem-se em tecidos, tornando-os 

indisponíveis para a detecção por cultura ou reação em cadeia de polimerase (PCR) 

(NASCIMENTO et al., 2005). Esta situação pode ser revertida com a suspensão do 

tratamento medicamentoso, possibilitando desta forma a detecção de micoplasma 

(KEMPF, 1991, NASCIMENTO et al., 1999). Esse fenômeno pode ser explicado pela 

localização intracelular do micoplasma, devido à pressão antimicrobiana e na 

indisponibilidade posterior do agente para induzir a resposta imune (RAZIN et al., 

1998). 

Por muitos anos, o diagnóstico foi baseado em testes sorológicos para detectar 

anticorpos e/ou no isolamento e identificação do microorganismo (KEMPF, 1998). No 

entanto, o aparecimento de reações sorológicas inespecíficas entre espécies (AVAKIAN 

et al., 1988; AVAKIAN; KLEVEN, 1990), reação cruzada entre MG e MS 

(TALKINGTON; KLEVEN 1983; YOGEV et al., 1989), baixa sensibilidade na 

detecção sorológica de MS (ORTIZ; KLEVEN, 1992) e o tempo prolongado para isolar 

o agente, muitas vezes limita a eficácia destes procedimentos (GARCIA et al., 1996).   

As técnicas de cultivo utilizadas para detecção de micoplasmas são trabalhosas, 

caras e demoradas e, portanto, inadequadas para um procedimento de rotina (ZAIN; 

BRADBURY, 1996; BUIM et al., 2002). Problemas encontrados com a cultura incluem 

o crescimento rápido de outras bactérias ou supressão de crescimento por meio de 

tratamentos antibióticos administrados às aves (GARCIA et al., 1995). Embora a cultura 

possa detectar um único organismo, na prática, a eficácia de um organismo para crescer 

é muito menor e também pode variar entre linhagens diferentes (PAPAZISI et al., 
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2003). Além disso, a cultura de um microrganismo pode conter uma porção de células 

não-viáveis, que são detectados por PCR. Assim, a estimativa de sensibilidade, baseada 

na quantidade de DNA é maior do que os relacionados com a viabilidade das células 

(LYSNYANSKY et al., 2005).   

A PCR é considerada como uma valiosa ferramenta para o diagnóstico de 

infecção por micoplasmas (KEMPF et al., 1993; MEKKES; FEBERWEE, 2005). 

Assim, a estimativa de sensibilidade, baseada na quantidade de DNA é maior do que os 

relacionados à viabilidade das células (LYSNYANSKY et al., 2005). As técnicas para 

análise e detecção do DNA através da PCR surgem como uma alternativa de  

diagnóstico, pela sua sensibilidade, especificidade e capacidade de realização de exames 

em larga escala (NASCIMENTO et al., 1991), sendo considerados procedimentos 

eficazes e métodos rápidos para a detecção de infecções naturais e experimentais por 

MG (KEMPF et al., 1993; NASCIMENTO et al., 1991) e MS (NASCIMENTO et al., 

1993). Também pode ser utilizada para diferenciação de cepa de campo e vacinal de 

MG (NASCIMENTO et al., 1993).   

A rápida detecção de infecção por qualquer um desses organismos é de grande 

importância para a indústria avícola implementar programas de monitoramento eficazes 

(KEMPF, 1998). Devido aos prejuízos econômicos causados pelas infecções por 

micoplasmas em aves, algumas estratégias de controle tiveram que ser adotadas. Dessa 

forma, tornou-se aconselhável a aquisição de aves de um dia, ou mesmo ovos férteis, 

livres de MG, MS e/ou MM para os sitemas de engorda, postura e reprodução. Em se 

tratando dos estoques genéticos ou linhagens puras, a condição de ave livre de 

micoplasma (MG, MS e MM) foi e continua sendo obtida através do tratamento dos 

ovos férteis, seja por injeção in ovo ou por meio de imersão dos ovos férteis em  

soluções de antibióticos ou por aquecimento (STIPKOVITS; KEMPF, 1996; 

NASCIMENTO, 2000).  

Os programas de controle devem ser baseados na detecção da infecção e 

eliminação do MS de lotes positivos. No entanto, esta abordagem só é viável se houver 

uma baixa prevalência no estoque de avós (KLEVEN, 2003). Um fator importante que 

afeta o manejo em granjas avícolas é a grande variação na patogenicidade e tropismo 

tecidual entre os isolados de MS, alguns dos quais não causam infecção, enquanto 

outros causam doença respiratória ou sinovite (KLEVEN, 1997).  

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=en|pt
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O regime de vigilância convencional para a detecção de anticorpos contra MG se 

baseia em testes sorológicos, embora haja problemas com sua sensibilidade e 

especificidade (LEVISOHN; KLEVEN, 2000). Para o monitoramento e diagnóstico de 

MG e MS, os testes sorológicos clássicos são a Soro Aglutinação Rápida (SAR), 

Inibição da Hemaglutinação (HI) e “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) 

(SALISCH et al., 1998; OIE, 2008). Estes testes não diferenciam os anticorpos de 

origem vacinal daqueles provenientes de infecção natural (RAZIN et al., 1998). A prova 

de SAR é usada como procedimento sorológico de triagem para aferir plantéis de aves 

livres de micoplasmoses (CARDOSO et al., 2003; MENDONÇA et al., 2004), por ser 

um teste de alta sensibilidade, pouco dispendioso e simples, apresentando contudo baixa 

especificidade devido ao aparecimento de falsos positivos (BUCHALA, 2003).  

Para proteger os plantéis contra surtos de MG e outros patógenos, as práticas de 

biosseguridade intensivas têm sido implementadas em toda a indústria avícola (EVANS 

e LEIGH, 2008). Avanços significativos no controle de infecções por MG foram 

alcançados, desde a introdução de vacinas para essa espécie de micoplasma. No entanto, 

o ressurgimento da doença tem sido observado (LIU et al., 2001).  

Vacinas inativadas e vivas atenuadas estão disponíveis para os avicultores. 

Embora as vacinas inativadas (bacterinas) utilizadas apenas para MG, não tenham sido 

bem aceitas no passado, atualmente são preferidas, principalmente porque não há risco 

de infecção por MG.  Entretanto, as cepas de MG mais utilizadas como vacinas vivas 

são ts-11, 6/85 e MG-F que provocam imunidade prolongada e têm comprovada 

eficácia contra a queda na produção de ovos (CARPENTER et al. 1981). Confere maior 

chance de transmissão para aves não vacinadas, o que é útil na substituição de cepas 

selvagens, auxiliando na erradicação do agente nos plantéis (WHITHEAR, 1996; LEY 

et al., 1997). De acordo com Nascimento, (2006) outra vacina viva que pode ser 

utilizada em aves de postura é a MG-70 que apresenta baixa virulência. Contudo, no 

Brasil não se utiliza vacina viva contra MS (Nascimento et al. 2005).    

O controle de MG continua sendo uma grande preocupação na indústria avícola 

e a rápida expansão em áreas geográficas restritas, com alta concentração de aves de 

diferentes idades e tipos de criações em locais próximos, torna mais difícil manter 

criações livres de MG (KLEVEN, 1997). A manutenção de aves livres dos agentes 

através de medidas de higiene está, porém na dependência do conhecimento da biologia 

do agente e na epidemiologia da doença (FIORENTIN et al., 1991).  

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=en|pt
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Na maioria das áreas de produção industrial de aves, a ênfase no controle de 

infecções por Micoplasmas tem sido realizada pela manutenção de lotes de linhagens 

puras, avós e matrizes livres de patógenos, evitando-se a infecção de matrizes e lotes da 

produção final pela criação de lotes de idades únicas, alojados em granjas de boa 

biosseguridade com o sistema “all-in all-out”. Esta prática tem sido um sucesso em 

alguns países e a maioria da produção de frangos, perus e ovos é livre da infecção 

(KLEVEN, 2004), mas o objetivo de controle total de infecções por micoplasma aviária 

ainda parece estar além do nosso alcance (KLEVEN, 2008). A erradicação é a medida 

de controle mais importante para MG e MS em aves de produção comercial 

(FEBERWEE et al., 2005). 

  

Escherichia coli 

 Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, anaeróbia facultativa, possui 

metabolismo respiratório e fermentativo e pertence à família das Enterobacteriaceae, a 

maioria das amostras é móvel devido à presença de flagelos peritríqueos (FERREIRA; 

KNÖBL, 2000, FERREIRA et al., 2009).  

São microorganismos que fermentam a lactose, produzindo colônias de 

coloração rósea em ágar McConkey e produzem reações específicas nas provas 

bioquímicas: produção de indol, vermelho de metila, Voges Proskauer e citrato 

(QUINN et al., 2000). Outros meios seletivos também podem ser utilizados como ágar 

Eosina Azul de Metileno (EMB) que apresentam colônias esverdeadas com aspecto 

metálico, ágar Hektoen e ágar Verde Brilante (AVB) com colônias amareladas 

(FERREIRA, KNÖBL, 2000).  

O corpo bacteriano é composto de estruturas antigênicas que contribuem para a 

determinação dos sorogrupos, baseado na identificação dos antígenos somáticos (Ohne -

“O”), capsulares (Kapsel -“K”), flagelares (Hauch – “H”) e fimbriais (Fimbriae – “F”). 

Atualmente são descritos 181 antígenos somáticos, 100 antígenos capsulares e 56 

flagelares (ORSKOV; ORSKOV, 1992; FERREIRA et al., 2009). No Brasil, os 

sorogrupos mais prevalentes são: O2, O21, O36, O50, O 78, O88, O119 e O152 

(FERREIRA; KNÖBL, 2000). Entre os isolados de E. coli de aves, os pesquisadores 

descreveram os sorogrupos patogênicos O1, O2, O5, O35 e O78, entre outros, 

responsáveis por infecção sistêmica (SOJKA; CARNAGHAN, 1961; BARNES; 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=en|pt
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GROSS, 1997). As cepas pertencentes aos sorogrupos O1, O2 e O78 são as principais 

responsáveis por doenças respiratórias e celulite aviária (YANG et al., 2004). 

De acordo com Gross (1994) existem cerca de 170 sorogrupos de E. coli e as 

cepas “Avian pathogenic Escherichia coli”, denominadas de APEC (IKE et al., 1992; 

WOOLEY et al., 1998; DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999) pertencem 

principalmente aos sorogrupos O1, O2, O8, O15, O18, O35, O78, O88, O109 e O115. 

São responsáveis por quadros infecciosos sistêmicos (BARNES et al., 2003) e vários 

sorogrupos estão relacionados à colibacilose aviária no Brasil e no mundo (FERREIRA; 

KNÖBL, 2000). 

Estirpes virulentas de E. coli são clinicamente diferenciadas com base na 

epidemiologia, sinais e sintomas de suas respectivas doenças, observações 

microscópicas de suas interações com células do hospedeiro, sorotipos e marcadores 

genéticos (NATARO; KAPER, 1998). De acordo com Souza (2006) a E. coli pode ser 

classificada em patotipos ou categorias distintas como: enterotoxigênica (ETEC), 

enteropatogênica (EPEC), enterohemorrágica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), 

enteroinvasiva (EIEC) e difusamente aderente (DAEC). 

- Enterotoxigênica (ETEC) pertence a um grupo em que são produtoras de 

toxinas especiais que estimulam o revestimento intestinal, estimulando a produção de 

fluidos em excesso, produzindo assim a diarréia. Produz toxinas termoestáveis (STa e 

STb) e termolábeis (LT). E segundo Spangler, (1992) a enterotoxina LT apresenta 

similiraridade funcional com a toxina do Vibrio Cholerae. 

- Enteropatogênica (EPEC) causa diarréia infantil em países em 

desenvolvimento, sendo reconhecida como pertencente a sorogrupos como: O55:H6 e 

O127:H6. É subdividida em típica (EPEC) e atípica (A-EPEC), onde A-EPEC é a causa 

mais importante de diarréia. Somente os humanos são reservatórios da EPEC onde a 

mesma promove lesões do tipo “attaching-effacing” em células eucarióticas. E a A- 

EPEC pode ser encontrada em humanos e animais.  

- Enterohemorrágica (EHEC) causa enterocolite hemorrágica e a síndrome 

urêmica no homem. Produzem shiga-like toxina 1 (stx1) e shiga-like toxina 2 (stx2) e 

suas variantes. De acordo com Nataro e Kaper (1998) esta estirpe apresenta plasmídios 

que codificam a produção de toxinas da família “shiga”.  

- Enteroagregativa (EAEC) provoca a diarréia endêmica, tanto em países em 

desenvolvimento como nos países industrializados. Apresentam a capacidade de se 
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aderir à mucosa intestinal, elaborar citotoxinas e de induzir a inflamação da mucosa. É 

identificada por sua forma de aderência agregativa em células HeLa e HEp-2. Os Genes 

requeridos para a produção desse tipo de aderência são produzidos por plasmídios de 

aderência agregativa (pAA), que codificam fímbrias de aderência denominadas de 

“Aggregative Adherence Fimbria” (AAF). 

- Enteroinvasiva (EIEC) causa várias doenças em humanos, incluindo colite 

invasiva inflamatória e está estreitamente relacionada com a Shigella spp. A patogênese 

da doença requer genes de virulência específicos seja de origem cromossomal ou 

plasmidial. 

- Difusamente aderente (DAEC) causa diarréia aquosa em humanos, esta estirpe 

é caracterizada por apresentar um padrão de aderência difusa em células da linhagem 

HEp-2 (NATARO; KAPER, 1998; SERVIN, 2005). A maioria das cepas expressa uma 

fímbria superficial denominada como F1845 que pode ser codificada pelo cromossomo 

ou plasmídio (SOUZA, 2006). 

Os isolados de E. coli provenientes de animais e humanos apresentam uma 

grande diversidade de patotipos, com muitos genes comuns, o que sugere a 

possibilidade de trocas genéticas entre eles e, consequentemente, a probabilidade do 

surgimento de patógenos emergentes (KUHNERT et al., 2000). 

Existe uma percentagem significativa de E. coli que são patógenos para as aves, 

devido a aquisição de fatores de virulência, tais como habilidade de aderência, produção 

de aerobactina, resistência sérica e presença de plasmídio ColV (GONZÁLEZ  et al., 

1990; DHO-MOULIN, 1993), incluindo também fímbrias e hemolisinas que podem 

contribuir na sua patogênese (JOHNSON, 1991). Cepas que expressam fímbria tipo 1 

estão envolvidas no estágio inicial de colonização do trato respiratório superior e 

diversos mecanismos de virulência têm sido identificados principalmente na doença 

respiratória crônica (DRC) em galinhas (POURBANKHSH et al., 1997). Estas 

características servem para diferenciar amostras patogênicas das não patogênicas 

(JOHNSON, 1991).  

Outros fatores de virulência importantes na patogenia da colibacilose são as 

citotoxinas que se classificam em endo e exotoxinas e são importantes nas doenças 

respiratórias e Síndrome da Cabeça Inchada (MORRIS; SOJKA, 1985; PARREIRA; 

YANO, 1998). As cepas de E. coli que causam infecções em humanos e animais são 

classificadas em três categorias: Enterotoxigênicas (ETEC) que podem ser termolábeis 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Some&langpair=en|pt
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(LT) e/ou termoestáveis (STa e STb), verotoxigênica (VTEC) que produzem três tipos 

de verotoxinas (VT1, VT2 e VT3) que são similares a Shiga toxina sintetizada pela 

Shigella dysenteriae tipo 1 e a necrotoxigênica (NTEC) que pode produzir fatores 

citotoxigênicos necrosantes denominados como CNF1 e CNF2 (BLANCO et al., 1992; 

1997; DE RYCKE et al., 1990). Em estudo realizado por Orden et al. (2007) o gene cnf 

esteve presente em um dos isolados de E. coli de fezes de ovinos e caprinos, sendo 

sequenciado e a análise do produto gênico revelou um novo tipo de CNF, que foi 

nomeado como CNF3.  

Escherichia coli faz parte da microbiota entérica de humanos (DRASAR; HILL, 

1974; BONTEN et al., 1990), mamíferos e aves (SOJKA, 1965). Geralmente permanece 

no lúmen intestinal e quando os hospedeiros se apresentam debilitados, 

imunossuprimidos ou quando as barreiras gastrointestinais são desequilibradas podem 

causar doença (NATARO; KAPER, 1998). Ferreira e Knöbl (2000) e Ferreira et al. 

(2009) destacam que pode ser encontrado no trato digestivo das aves em concentrações 

acima de 106 unidades formadoras de colônias (UFC) por grama de fezes, destes, 10 a 

20% são potencialmente patogênicas para os animais, e existe uma excreção contínua  

de E. coli portadora de fatores de virulência nas fezes, o que torna a sua distribuição 

cosmopolita.  

Cardoso et al. (2002) relataram que o trato respiratório superior das aves é a 

principal porta de entrada de E. coli que coloniza e multiplica na traquéia, com posterior 

disseminação para os sacos aéreos e tecidos adjacentes. A infecção do trato respiratório 

associada à septicemia em frangos de corte causa grandes perdas econômicas 

(BARNES; GROSS, 1997). É frequentemente secundária às infecções virais como 

doença de Newcastle, bronquite infeciosa e doenças bacterianas causadas por 

micoplasmas ou estresse ambiental e geralmente envolve Escherichia coli patogênica de 

aves (APEC) (GOMIS et al., 2001). Desta forma, E. coli pode ser facilmente isolada da 

região da faringe e no trato respiratório superior de aves sadias (FERREIRA; KNÖBL, 

2000).   

Em galinhas, sorotipos patogênicos de E. coli têm sido associados a uma 

variedade de processos patológicos extra-intestinais, podendo coexistir amostras 

patogênicas e apatogênicas que são eliminadas continuamente nas fezes (ASSIS; 

SANTOS, 2001). Entretanto, algumas cepas específicas de E. coli, representam 

patógenos primários com um potencial maior de causar a doença. Estes patógenos têm 



32 

 

 

sido classificados em duas categorias principais: entéricos e extra-intestinais. A 

detecção de cepas APEC pode estar relacionada à presença  de vários genes como: iss 

que confere a resistência sérica, ths com atividade hemaglutinante, iutA e iucABCD que 

codifica proteína aerobactina,  crl  e csgA denominadas de fímbria curli, que estão 

relacionados à adesão e hemaglutinina, ompT proteína da membrana externa e precursor 

protease, iroABCDEN receptor sideróforo e responsável por invasão e multiplicação, 

fimA adesina fímbria Tipo 1, papA adesinas e fímbria tipo P (cromossomo bacteriano) e 

hlyF relacionado com a presença de hemólise, dentre outros genes que apresentam 

várias funções e importância para caracterização de virulência (JOHNSON et al., 2006, 

2009). 

Delicato et al. (2003) demonstraram que o gene iss foi um dos mais frequentes 

em isolados de E. coli de aves com colibacilose. Entretanto, a frequência de gene iss foi 

menor em isolados de aves saudáveis. Esse gene tem sido localizado em vários 

plasmídios de alto peso molecular, que são capazes de carrear simultaneamente fatores 

de virulência e de resistência a antimicrobianos como descrito por Johnson et al. (2002). 

As análises filogenéticas têm mostrado que E. coli podem ser classificadas em 

quatro grupos A, B1, B2 e D. A PCR é um método simples e rápido para classificação 

dos isolados de E. coli nos grupos filogenéticos pela detecção dos genes chuA, yjaA e 

TspE4.C2 (CLERMONT et al., 2000). Três marcadores de patogenicidade têm sido 

estudados: chuA, gene necessário para o transporte de heme em E. coli 

enterohemorrágica (0157:H7) (MILLS; PAYNE, 1995; BONACORSI et al., 2000); 

yjaA, um gene inicialmente identificado no genoma de E. coli K12, cuja função ainda é 

desconhecida (BLATTNER et al., 1997) e um fragmento de DNA designado como 

TspE4.C2 (BONACORSI et al., 2000).  

As cepas virulentas extra-intestinais são geralmente classificadas no grupo B2, 

porém algumas são classificadas no grupo D. Entretanto, a maioria das cepas comensais 

pertence aos grupos A e B1 (HERZER et al., 1990; LECOINTRE et al., 1998; SABATÉ 

et al., 2006). De acordo com Johnson et al. (2008) e Ghanbarpour et al. (2010), estudos 

mostraram que E. coli isolada de bovinos e suínos pertencem aos grupos A e B1, 

enquanto que isolados de E. coli patogênica de aves são principalmente pertencentes aos 

grupos A, D e B1.  

Vários fatores contribuem para a virulência de E. coli aviária e muitos  dos genes 

que codificam esses fatores têm sido encontrados em grandes plasmídios conjugativos. 
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Por causa da ocorrência de genes de resistência antimicrobiana em plasmídios é possível 

que o uso de agentes antimicrobianos possa selecionar E. coli mais resistente 

(JOHNSON et al., 2004). A patogenicidade bacteriana é um fenômeno multifatorial e 

alterações na resistência ou a aquisição de fatores de virulência associados a E. coli 

comensal podem servir de alerta para o aparecimento de bactérias potencialmente 

patogênicas (IKUNO et al., 2008). 

A presença de plasmídios de alto peso molecular pode estar relacionada à 

patogenicidade de cepas de E. coli aviária, podendo assim existir uma possível relação 

entre genes plasmidiais e virulência de acordo com Sekizaki et al. (1989); Nolan et al. 

(1992); Silveira et al. (1994); Wooley et al. (1996). A correlação entre um plasmídio de 

alto peso molecular e patogenicidade também foi relatada por Sekizaki et al. (1989) que 

correlacionaram a presença de um plasmídio de 95 MDa com a capacidade da linhagem 

ser patogênica em ensaios “ in vivo”.  

Contudo, outro fato importante está relacionado à presença do plasmídio R, que 

está relacionado com a resistência a antibiótico e o plasmídio conjugativo (FTR) que é 

responsável pela transferência de resistência (KURYLOWICZ, 1981). Plasmídios de 

resistência aos antimicrobianos vem sendo associados com infecções por 

micoorganismos Gram-positivos e Gram-negativos, e os genes de resistência do 

plasmídio tem sido relacionados com a maioria dos antibióticos, incluindo as 

quinolonas e fluorquinolonas (NEU, 1992; HAWKEY, 2003). E não é incomum para 

um único plasmídio, simultaneamente, mediar resistência a cinco ou seis antibióticos 

(SHERLEY et al., 2004).  

De acordo com Gama et al. (2004), a caracterização de E. coli quanto ao padrão 

de resistência a antibióticos e a identificação do padrão de virulência são informações 

fundamentais para a caracterização de isolados clínicos de aves, possibilitando assim 

discriminar o potencial patogênico dessas bactérias, sugerindo que está havendo uma 

amplificação do perfil de resistência a antibióticos associados à presença de alguns 

fatores de virulência. Cardoso et al. (2002) isolaram E. coli de sacos aéreos de frangos 

de corte e avaliaram a sensibilidade aos antimicrobianos amoxicilina e norfloxacina, 

observando resistência de 60,7% e 75,8%, respectivamente. Resultados semelhantes 

foram encontrados por outros autores (CLOUD et al., 1985; ALLAN et al., 1993; 

AMARA et al., 1995; LAMBIE et al., 2000).  
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O desenvolvimento de resistência a antimicrobianos por bactérias é um sério 

problema à saúde, e em geral, o uso de antimicrobianos utilizados em humanos e 

animais tem contribuído para o desenvolvimento dessa resistência (ANGULO et al., 

2004). Os genes de resistência estão sendo selecionados em consequência direta ao uso 

indiscriminado de antibióticos em animais e pode aumentar a incidência de patógenos 

multirresistentes de origem animal (YOUNG, 1994). As diferenças na susceptibilidade 

dos microorganismos aos antibióticos se tornaram um fator determinante na escolha e 

sucesso do tratamento e isso tem gerado grande preocupação com o aparecimento de 

resistência bacteriana podendo resultar em falhas imprevisíveis no tratamento (HUANG 

et al., 2009). 

A seleção de microorganismos resistentes aos antibióticos é o resultado da 

pressão selecionadora imposta pelo homem, seja pela prescrição desnecessária dessas 

drogas ou pelo uso incorreto em tratamentos sem diagnóstico estabelecido (TAVARES, 

2000).  De acordo com Kmet e Kmetova (2010) os isolados de E. coli de frangos de 

corte saudáveis, apresentaram uma elevada resistência ao ácido nalidíxico, floxacina e 

norfloxacina. A resistência às fluorquinolonas de isolados de E. coli em alimentos e na 

veterinária tem sido relatado por Guerra et al. (2003). E o tratamento de infecções 

causadas por E. coli em animais tem apresentado dificuldade devido ao aumento da 

resistência a drogas antimicrobianas, incluindo as fluorquinolonas. A resistência destas 

bactérias a antibióticos é ampla e inclui antibióticos promotores de crescimento e de uso 

terapêutico em animais (SABATÉ et al., 2008). 

A carência de recursos de diagnóstico laboratorial, ou a não utilização destes 

quando disponíveis, agravam ainda mais essa situação, pois muitas vezes os 

profissionais da área cometem equívocos de conduta e prescrevem antibióticos sem sua 

devida necessidade. Esse fato associado à subdosagens ou suspensão do tratamento 

quando da melhora clínica do animal, sem observar o tempo correto e indicado da 

antibioticoterapia, contribuem para o aparecimento da resistência bacteriana (MOTA et 

al., 2005). A monitoria do desenvolvimento de resistência a antibióticos em bactérias 

isoladas de animais é necessária para garantir o uso correto dos antimicrobianos 

(FEDORKA-CRAY et al., 2002).   

Colibacilose é o termo que designa as infecções causadas por Escherichia coli 

nos animais e no homem. Geralmente, é sistêmica e secundária a ação de outros 

agentes, com manifestações extra-intestinais da doença. É considerada uma das 
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principais doenças da avicultura industrial moderna em todos os países do mundo, em 

razão da grande importância econômica causada por quadros como aerossaculite, 

celulite, colisepticemia, coligranuloma, doença respiratória crônica (DRCC) 

complicada, onfalite, osteomielite, panoftalmia, peritonite, percardite, pneumonia, 

pleuropneumonia, salpingite, síndrome da cabeça inchada (SCI) e sinovite (GROSS, 

1994, BARNES; GROSS, 1997, FERREIRA; KNÖBL, 2000). 

A E. coli patogênica extra-intestinal constitui um grupo separado, 

principalmente por causar infecções do trato urinário em qualquer idade ou septicemia e 

meningite em crianças e animais jovens (KUHNERT, 2000). Em aves, caracteriza-se 

como uma infecção secundária a outros agentes e sua manifestação é extra-intestinal 

(FERREIRA; KNÖBL, 2000). Alguns estudos têm mostrado uma relação positiva entre 

APEC e amostras extra-intestinais denominadas de “Extraintestinal Pathogenic 

Escherichia coli” (ExPEC), principalmente E. coli uropatogênica (UPEC) e a que causa 

meningite neonatal (NMEC), sugerindo que algumas linhagens de APEC podem ser 

consideradas potenciais agentes zoonóticos (EWERS, MOULIN-SCHOULEUR  et al., 

2007; JOHNSON et al., 2008).  

Silveira et al. (2002) avaliaram as características biológicas e de patogenicidade 

de E. coli (APEC) isoladas de aves com onfalite, septicemia, síndrome da cabeça 

inchada e de galinhas saudáveis, por meio dos métodos de inoculação em pintos de um 

dia,  absorção do Vermelho Congo, produção de hemolisina, sideróforos, citotoxina e 

capacidade de adesão em células HeLa, HEp-2 e KPCC, bem como a aglutinação de 

diferentes tipos de células vermelhas do sangue e a DL50 de cada linhagem foram 

também avaliadas. Observaram que não houve correlação entre as características 

biológicas e de patogenicidade, exceto na característica da colicina produzida pelas 

cepas de E. coli da síndrome da cabeça inchada. Não havendo também correlação entre 

os padrões de adesão ou hemaglutinação e patogenicidade. Apenas seis das 50 cepas 

revelaram capacidade invasiva e a estirpe que melhor infectou linhagens celulares foi a 

que apresentou menor DL50.  

Para caracterizar a patogenicidade de E. coli, os testes biológicos podem ser 

utilizados, como a inoculação de pintos de até uma semana de idade (ANDREATTI, 

2007b), sendo assim as amostras patogênicas determinam a morte ou lesões como 

aerosaculite, percardite e perihepatite (ARP, 1982). Segundo Berkhoff e Vinal (1986) a 

utilização de meios de cultura como ágar McConkey ou ágar Trypticase Soy (TSA) 
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acrescido de vermelho congo podem ser utilizados devido a aderência do corante à 

bactéria, indicando desta forma sua patogenicidade. Entretanto, de acordo com Silva e 

Fiorentin, (1995) esse método não se revelou eficiente como técnica de diagnóstico.  

O diagnóstico da colibacilose deve ser baseado nos achados clínicos, isolamento 

e identificação da E. coli (GROSS, 1991). Este microorganismo cresce bem em ágar 

sangue desfribinado de carneiro e ágar McConkey sendo utilizados na rotina 

laboratorial. A associação do comportamento das amostras em ágar McConkey, ágar 

tríplice açúcar e ferro (TSI) e caldo lisina descarboxilase serve como ferramenta na 

identificação presuntiva, podendo ser complementada com outras provas bioquímicas 

para caracterizar este microorganismo de forma segura e completa (QUINN et al., 

2000).  

Na rotina de diagnóstico, o uso da PCR vem recebendo uma grande atenção, 

pois é uma ferramenta que posssibilita a rápida identificação de organismos infecciosos, 

sendo utilizada para a detecção de vários patógenos e fatores de virulência presentes em 

isolados de E. coli aviária (YANG et al., 2004). Nos últimos anos, vários estudos foram 

realizados para melhor entender a patogênese das linhagens de APEC e para 

desenvolver tecnologias que possam prevenir as perdas econômicas causadas por estas 

linhagens (NAKAZATO et al., 2009). 

O tratamento da colibacilose pode ser realizado com antibióticos e 

quimioterápicos (FERREIRA; KNÖBL, 2000). O uso de antimicrobianos como 

danofloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina, espectinomicina e ácido 

oxolínico apresentam espectro de sensibilidade superior a 70% em amostras de E. coli  

isoladas de aves apresentando alguma forma de colibacilose (ANDREATTI FILHO, 

2007b). De acordo com Revolledo (2009) a utilização de antimicrobianos deve ser 

realizada após o teste de sensibilidade in vitro (antibiograma) para garantir a eficácia do 

produto a ser empregado. 

A prevenção e o controle da E. coli se baseiam principalmente em medidas 

aplicadas no manejo das aves (REVOLLEDO, 2009). A redução da densidade de aves, 

controle da ventilação, gases irritantes, poeira em suspensão e umidade constituem em 

medidas essenciais. A profilaxia pode ser realizada pela imunização ativa ou passiva 

com utilização de vacinas preparadas com amostras patogênicas de maior incidência. A 

monitoria de patógenos transmitidos verticalmente ou horizontalmente deve ser incluída 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=pt|en
http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=pt|en
http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=pt|en
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em programa de biosseguridade, visando desta forma a manutenção dos plantéis 

avícolas livres de doenças (ANDREATTI FILHO, 2007a).  

   

Staphylococcus 

 Staphylococcus, do grego Staphyle cachos de uva e coccus grãos (BAIRD 

PARKER, 1990), é uma bactéria que morfologicamente se apresenta como cocos Gram 

positivos, sendo considerados imóveis. Apresentam metabolismo oxidativo e 

fermentativo, atuam sobre carboidratos com produção de ácidos e são considerados 

aeróbios e anaeróbios facultativos. O seu crescimente ocorre entre 7ºC e 48ºC com 

temperatura ótima entre 35ºC e 40ºC (KLOODS; LAMBE JR., 1991).  

O gênero Staphylococcus reune 29 espécies agrupadas em dois grandes grupos: 

coagulase positivo (SCP) e coagulase negativo (SCN) decorrente da sua capacidade de 

coagular plasma sanguíneo pela produção de estafilocoagulase. O grupo SCP inclui 

Staphylococcus aureus, Stapylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius, 

Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi e Staphylococcus delphini (KONEMAN et 

al., 2001).  

S. aureus é o de maior significado em patologia aviária (LANGONI, 2007). A 

maioria dessas infecções é causada por estafilococos SCP, podendo envolver também 

outros estafilococos SCN (AARESTRUP et al., 2000).  

As espécies potencialmente patogênicas para as aves pertencem ao grupo de 

Staphylococus anaeróbios facultativos. Como outras bactérias Gram positivas, 

apresentam uma membrana citoplasmática seguida de uma parede celular contendo uma 

densa camada de peptideoglicano, polissacárideos e ácido teicóico. Vários estudos têm 

mostrado uma grande variedade de combinações que compõe a parede celular dessas 

bactérias, permitindo uma variabilidade antigênica, e algumas vezes, atuando na 

modulação de virulência das mesmas (FERREIRA; FERREIRA, 2000). 

S. aureus é considerado o mais virulento dos estafilococos SCP (AWAN; 

MATSUMOTO, 1998; KLOOS; BANNERMAN, 1999) e seus fatores de virulência 

incluem as hemolisinas α, β, γ, δ, a leucocidina e um grupo de super antígenos tóxicos 

pirogênicos (BANNERMAN, 2003). Em contraste, estafilococos SCN são considerados 

organismos benignos que fazem parte da microbiota. No entanto, nos últimos anos, o 

número de SCN implicados na doença humana e animal aumentou consideravelmente 

(KLOOS; BANNERMAN, 1999, MENICHETTI, 2005).  

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=en|pt
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De acordo com Moya (1986), os estafilococos são encontrados no solo, água ou 

alimento. São amplamente distribuídos na natureza, sendo principalmente isolados na 

pele e membranas mucosas de aves e mamíferos (KLOOS; BANNERMAN, 1999). 

Apesar de possuir uma variedade de fatores de patogenicidade e virulência, tais como 

cápsula, proteína A, coagulase ou exotoxinas essas bactérias são consideradas patógenos 

oportunistas ou secundários, porque algumas condições predisponentes são necessárias 

para permitir a entrada e a multiplicação no hospedeiro (JONSSON; WADSTROM, 

1993). 

Todas as espécies aviárias são suscetíveis à estafilococose e estreptococose. 

Ocorre na maioria das vezes quando há queda na resistência devido a infecções 

bacterianas como pasteureloses, micoplasmoses e coriza infecciosa das galinhas, 

infecções virais por adenovírus, doença de Gumboro, doença de Marek e leucoses, além 

de micotoxinas, imunossupressão e lesões na pele ou nas mucosas. Dependendo da 

capacidade de expressão de fatores de virulência pode ocorrer uma infecção localizada, 

apresentando intensa multiplicação bacteriana e migração de células inflamatórias. Pode 

também ocorrer septicemia, devido à alta capacidade do microorganismo migrar da pele 

ou mucosa para os tecidos internos (FERREIRA; FERREIRA, 2000; REVOLEDO, 

2009). A identificação das propriedades virulentas da bactéria responsável pela infecção 

estafilocócica é importante para decidir sobre o tratamento (ARCIOLA et al., 2001). 

Alguns agentes patogênicos para as aves, como vírus, bactérias ou fungos podem 

ser encontrados no sistema respiratório superior e podem causar inchaço e edema na 

cabeça em virtude de infecções nos seios nasais. As lesões mais profundas observadas 

são traqueíte, bronquite, pneumonia e aerossaculite (CASTRO, 2000). Alterações no 

ambiente ou organismo do animal podem favorecer a multiplicação de microorganismo 

presente na microbiota, levando ao desencadeamento de uma doença (TORTORA et al., 

2002). Como as aves podem ser reservatórios dos estafilococos, estes podem representar 

um potencial significativo nos surtos de intoxicações por S. aureus toxigênicos 

(FERREIRA; FERREIRA, 2000). 

As espécies S. intermedius e S. hyicus são particularmente importantes na 

Medicina Veterinária e junto com os Staphylococcus aureus são patogênicos para os 

animais (BANNERMAN, 2003). Takeuchi et al. (1985), em pesquisa realizada com 290 

galinhas saudáveis, observou S. hyicus subsp. hyicus em 19% das amostras analisadas 

na cavidade nasal e/ou pele. As doenças estafilocócicas em galinhas foram classificadas 
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em três tipos: dermatite, artrite e septicemia, com base no local em que a lesão é 

observada (SKEELES, 1997; TAKEUCHI et al., 2002).   

A produção de cápsula por cepas de estafilococos vêm sendo bastante 

referenciada como indicador de sua importância clínica (ISHAK et al., 1985, 

YOUNGER et al., 1987). Alguns estudos têm sugerido que a produção de cápsula 

facilita a aderência bacteriana através de seus componentes biopolímeros, contribuindo 

para a formação de biofilme (PETERS; PULVERER, 1984). Sendo assim, os 

microorganismos que produzem biofilme são mais resistentes à ação de agentes físicos 

e químicos como os utilizados nos procedimentos de higienização (RICKARD et al., 

2003; MARQUES, 2005). 

Algumas espécies de estafilococos produzem um muco ou biofilme 

(polissacarídeo extracelular) que permite à bactéria aderir às superfícies, sendo 

importante para a sua colonização. A produção de biofilme é considerada como um 

fator de virulência (VEENSTRA et al., 1996; VUONG; OTTO, 2002), tornando-as 

menos acessíveis ao sistema de defesa do organismo e aos antimicrobianos (ARCIOLA 

et al., 2002; HUME et al., 2004). Esse mecanismo inibe a quimiotaxia, fagocitose, 

proliferação de linfócitos e limita a atuação dos macrófagos (VASUDEVAN et al., 

2003). 

A compreensão dos mecanismos que implicam na formação de biofilme tem 

aumentando (PRATT; KOLTER, 1999). Acredita-se que é fundamental para a formação 

de biofilme a capacidade de aderência, responsável pela fixação celular em uma 

superfície e a adesão intercelular, responsável pelo acúmulo de bactérias em 

multicamadas que contribuem para o crescimento e proteção celular (HEILMANN et 

al., 1996). A formação de biofilme é considerada como um dos principais fatores para 

infecção bacteriana persistente ou crônica (COSTERTON et al., 1999). 

Recentemente, foi demonstrado que S. aureus também produz biofilme e que 

ambos (S. aureus e S. epidermidis) contém o operon ica responsável pela produção de 

biofilme (ARCIOLA et al., 2001). A proliferação das células para aderir e formar 

biofilme é mediada pela produção do polissacarídeo intercelular adesina (PIA) ou poly-

N-succinil-β-1,6-glucosamina; a síntese é codificada pelo gene produtor do locus ica do 

operon icaABCD e os genes e produtos do locus ica são fundamentais para a formação 

de biofilmes e virulência dos microorganismos (O’TOOLE et al., 2000; STANLEY; 

LAZAZZERA, 2004). 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Although&langpair=en|pt
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O método clássico para observar a produção de biofilme é o teste realizado em 

Ágar Vermelho Congo (ACR). A observação direta das colônias em meio sólido 

permite o reconhecimento de amostras produtoras de biofilme, caracterizadas por 

colônias pretas, que são diferenciadas das não produtoras que se apresentam como 

colônias vermelhas (FREEMAN et al., 1989). Também pode ser empregado para avaliar 

a formação de biofilme a pesquisa dos genes icaA e icaD como marcadores genéticos 

Alguns estudos tem associado sua produção à presença dos genes icaA e icaD em 

isolados de infecções em humanos (COELHO et al., 2007a).   

O tratamento das infecções por estafilococos são realizados com o uso de 

agentes antimicrobianos (AARESTRUP et al., 2000). Os Staphylococcus são suscetíveis 

à penicilina, ampicilina, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, oxitetraciclina, 

novobiocina, enrofloxacina e danofloxacina. Devido ao aumento da resistência aos 

antibióticos, recomenda-se a realização de testes de sensibilidade in vitro frente aos 

antimicrobianos (FERREIRA; FERREIRA, 2000; REVOLLEDO, 2009). 

Na atualidade, a resistência bacteriana adquirida é descrita em praticamente 

todas as espécies de bactérias, conhecendo-se detalhes dos mecanismos de aquisição de 

resistência e moleculares. A resistência aos antimicrobianos é um fenômeno genético, 

relacionado à existência de genes contidos nos microorganismos que codificam 

diferentes mecanismos bioquímicos que impedem a ação das drogas. E a transferência 

de genes de resistência de bactérias não-patogênicas ou de baixa patogenicidade para 

microorganismos patogênicos provavelmente é um fenômeno comum (TAVARES, 

2000). 

No entanto, poucos estudos têm determinado a ocorrência da resistência 

antimicrobiana e a presença de genes de resistência entre isolados de estafilococos em  

aves de produção comercial (AARESTRUP et al., 2000).  A disseminação de cepas 

resistentes de Staphylococcus spp. aviária à eritromicina pode causar um impacto 

considerável sobre a eficácia do tratamento, controle da doença e a rentabilidade da 

indústria avícola (NAWAZ et al., 1999). 

A resistência muitas vezes é transferida entre espécies e gêneros (LECLERCQ et 

al., 1989; DUKTA-MALEN et al., 1990; NOBLE et al., 1992). Estudos com cepas de 

estafilococos isoladas de humanos indicam que S. epidermidis é um reservatório de 

genes resistentes a antibióticos que podem ser transferidos para S. aureus “in vitro” e 
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“in vivo” (JAFFE et al., 1980; FORBES; SCHABERG, 1983; McDONNELL et al., 

1983; LYON; SKURRAY, 1987). 

Segundo Tavares (2000), os estafilococos resistentes aos beta-lactâmicos, 

penicilinases-resistentes (meticilina e oxacilina) frequentemente mostram-se também 

resistentes aos macrolídeos, aminoglicosídeos, tetraciclinas e outros agentes 

antimicrobianos. O fato de a eritromicina ser rotineiramente empregada no tratamento 

de doenças em aves, em longo prazo, pode trazer consequências indesejáveis, como 

desenvolvimento de Staphylococcus spp. resistentes à eritromicina (MOTA et al., 

2005). Segundo Schwarz et al. (1998) é muito frequente a ocorrência da resistência a 

tetraciclina em S. aureus  e estafilococos coagulase-negativo.   

De acordo com Sahm (1994) e Lee (2003) a resistência dos Staphylococcus spp. 

à oxacilina está relacionada à presença do gene mecA, que é considerado um 

determinante genético, que torna os microorganismos intrinsecamente resistentes 

também a outras drogas. Esta resistência ocorre devido a presença de uma proteína 

ligadora transpeptidase de penicilina (“Protein Binding Penicillin”) denominada de PBP 

2' ou PBP-2a, com baixa afinidade para os β-lactâmicos, encontra-se presente na 

membrana plasmática sendo codificada pelo gene cromossômico mecA 

(HACKBARTH; CHAMBERS, 1989; WARSA et al., 1996). Além deste mecanismo de 

resistência, a inativação por β-lactamases e a produção de PBPs modificadas podem 

coexistir e até se tornarem interativas (DeLANCASTRE et al., 1991). 

Os estafilococos resistentes à meticilina (MRS) são importantes patógenos 

nosocomiais principalmente os resistentes a vários antimicrobianos. A proteína que se 

liga à penicilina (PBP-2a) codificada pelo gene mecA é responsável também pela 

resistência à meticilina (NIEMEYER et al., 1996; CHAMBERS, 1997; GORTEL et al., 

1999). As cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) há várias décadas vem 

sendo estudadas em unidades de saúde para seres humanos e há alguns anos tem sido 

isolada a partir de unidades veterinárias em diversos países do mundo como o Canadá 

(WEESE et al., 2004, 2006), EUA (SEGUIN et al., 1999; MIDDLETON et al., 2005), 

Irlanda (O’MAHONY et al., 2005), Inglaterra (BAPTISTE et al., 2005; LOEFFLER et 

al., 2005), Áustria (CUNY et al., 2006) e no Brasil, em estudo realizado por Rigatti et 

al. (2010) em um hospital escola, a espécie mais prevalente foi S. epidermidis (67%) e o 

gene mecA foi detectado em 90% (54/60) das cepas, observando-se também um elevado 

índice de resistência a vários grupos de antimicrobianos. A presença do gene mecA em 
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S. intermedius provenientes de amostras animais e S.aureus proveniente de amostras 

humanas sugere a probabilidade de transferência horizontal de genes entre espécies 

distintas (COELHO et al., 2007b). 

Informações sobre a prevalência de Staphylococcus resistentes a antimicrobianos 

no ambiente de produção avícola nos Estados Unidos é escassa, sendo necessária para a 

avaliação científica dos riscos da utilização de antimicrobianos na criação animal e 

potenciais consequências na saúde pública. A resistência antimicrobiana de 110 

Staphylococcus (SCN) isolados de cama de frango apresentaram uma maior resistência 

à claritromicina e eritromicina (71%), clindamicina (48%) e tetraciclina (38%) (SIMJEE 

et al., 2007). A ocorrência de resistência antimicrobiana entre isolados recentes e 

antigos indica que a resistência aos antimicrobianos em estafilococos originários de 

aves aumentou ao longo do tempo em indústrias avícolas da Bélgica. Isto pode ser 

devido ao uso frequente de agentes antimicrobianos na criação de aves. De fato, os 

agentes antimicrobianos têm sido administrados por muitos anos, não só para controlar 

e prevenir a doença, mas também para promover o crescimento e melhorar a eficiência 

alimentar (BOWER; DAESCHEL, 1999; GEORNARAS; HOLY, 2001; BERTOLATTI 

et al., 2003).    

O diagnóstico das infecções causadas por essa bactéria pode ser realizado por 

meio do isolamento de Staphylococcus, utilizando-se para o cultivo o caldo Infusão 

Cérebro Coração (BHI) ou semeadura direta em ágar sangue de carneiro 5 a 8%, 

submetida a incubação a 37ºC por 24 a 48h. Pode-se observar colônias de 1 a 3mm de 

diâmetro, apresentando hemólise total (β) ou parcial (α). A realização da coloração de 

Gram, teste de catalase e provas bioquímicas como: arginina, esculina, lactose, manitol, 

rafinose, ribose, salicina, sorbitol e trealose devem ser utilizadas para caracterizar e 

determinar as espécies de Staphylococcus ((FERREIRA; FERREIRA, 2000). Em 

amostras clínicas a PCR permite o diagnóstico rápido de cepas patogênicas produtoras 

de muco em relação ao método tradicional de cultura em ágar Vermelho Congo que 

requer muito mais tempo (COSTERTON et al., 1999; ARCIOLA et al., 2001).  

O controle dessa enfermidade pode ser aliado a programas de vacinação 

eficientes, nutrição balanceada, manejo adequado e monitoria de doenças que 

contribuam para diminuir as infecções por esse microorganismo em aves comerciais 

(FERREIRA; FEREIRA; 2000; REVOLLEDO, 2009).  
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OCORRÊNCIA DE Mycoplasma synoviae EM FRANGOS DE CORTE E 1 

POEDEIRAS COMERCIAIS NO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL 2 

 3 

Resumo: O estado de Pernambuco é o maior produtor de ovos da região Norte e 4 

Nordeste e ocupa a segunda posição na produção de frangos de corte. Os micoplasmas 5 

são importantes patógenos aviários que causam doenças respiratórias e sinovite que 6 

resultam em grandes perdas econômicas. Objetivou-se pesquisar a ocorrência de MG e 7 

MS em frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco, Brasil. 8 

Foram colhidos fragmentos de traquéia de 55 frangos de corte sadios, 35 com sinais 9 

respiratórios e de 30 poedeiras comerciais também com sinais respiratórios, 10 

provenientes de 24 granjas, cada amostra foi composta por um “pool” de cinco aves. 11 

Para detecção de Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) foram 12 

utilizados o exame bacteriológico, PCR e Nested-PCR. Todas as amostras apresentaram 13 

resultados negativos no exame bacteriológico. Na PCR, sete amostras foram positivas 14 

para MS e uma para MG em amostras de aves com sinais respiratórios, sendo a amostra 15 

positiva para MG confirmada como cepa vacinal MG-F. A ocorrência de MS em aves 16 

com sinais clínicos respiratórios pode indicar ausência de barreiras sanitárias adequadas 17 

em granjas de frangos de corte e de poedeira comercial, favorecendo a sua propagação. 18 

 19 

Palavras-chave: Micoplasmoses, aves, PCR, diagnóstico  20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 
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Mycoplasma synoviae OCCURRENCE IN BROILERS AND COMMERCIAL 27 

LAYERS IN PERNAMBUCO STATE, BRAZIL 28 

 29 

Abstract: The Pernambuco State is the producer largest of eggs in the North and 30 

Northeast and second ranks in the broilers production. Mycoplasmas are important 31 

avian pathogens, which cause respiratory and joint diseases that result in large economic 32 

losses. The objective of this paper research to the occurrence of Mycoplasma 33 

gallisepticum (MG) and Mycoplasma synoviae (MS) in broilers and commercial layers 34 

in the state of Pernambuco, Brazil. Tracheal fragments from 55 healthy broilers, 35 35 

broilers with respiratory disease and 30 layers with respiratory signs from 24 36 

commercial  poultry farms were analysed. Materials from five birds were pooled to 37 

form each sample, analysed by bacteriological isolation, PCR and Nested-PCR. All 38 

samples were negative in bacteriological isolation, seven samples were PCR positive to 39 

MS and one was PCR positive to MG, confirmed as MG-F vaccinal strain. MS 40 

occurrence in birds with respiratory signs may indicate inadequate sanitary management 41 

in commercial broiler and layer farms. 42 

 43 

Key-words: mycoplasmosis, PCR, birds, diagnosis. 44 
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Introdução  53 

A intensificação da produção no setor avícola propicia determinadas condições que 54 

favorecem a ocorrência e disseminação de algumas doenças infecciosas, principalmente 55 

aquelas relacionadas ao trato respiratório (Minharro et al., 2001).  56 

As micoplasmoses são consideradas as doenças respiratórias de maior impacto em 57 

todos os níveis da atividade avícola. Mycoplasma gallisepticum (MG) é responsável por 58 

doença crônica respiratória, sendo importante economicamente por provocar perdas na 59 

conversão alimentar, queda na produção de ovos, mortalidade embrionária e 60 

condenação de carcaça (Yoder, 1984) e Mycoplasama synoviae (MS) por provocar 61 

infecção subclínica do trato respiratório superior, caracterizada pela ausência de sinais 62 

clínicos ou somente doença respiratória (Stipkovits & Kempf, 1996), podendo também 63 

causar problemas de aerossaculite em frangos (Rosales, 1991) e apresentando-se 64 

frequentemente na forma assintomática em criações de frangos de corte no Brasil 65 

(Fiorentin et al., 2003).  66 

Após infecção por Mycoplasma gallisepticum ou Mycoplasama synoviae, as aves 67 

tornam-se mais suscetíveis às infecções secundárias por outros agentes virais ou 68 

bacterianos, como Escherichia coli (Alencar et al., 1998; Ferreira & Knöbl, 2000).  69 

Diante do exposto objetivou-se pesquisar a ocorrência de Mycoplasma 70 

gallisepticum e Mycoplasma synoviae em granjas de frangos de corte e poedeiras 71 

comerciais no Estado de Pernambuco, Brasil.  72 

 73 

 74 

 75 

 76 

 77 
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Material e Métodos 78 

 O protocolo experimental deste estudo seguiu os Princípios Éticos na 79 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e 80 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de 81 

Pernambuco (CEUA-UFRPE), processo N° 23082.001526. 82 

 83 

Amostragem 84 

Foram utilizadas 11 granjas de frangos de corte saudáveis e sete com animais 85 

apresentando sinais clínicos respiratórios, além de seis granjas de poedeiras comerciais 86 

com aves com sinais clínicos de doença respiratória no Estado de Pernambuco, 87 

correspondendo a aproximadamente 20% do total de granjas. Foram colhidos 55 88 

fragmentos de traquéias de frangos de corte sadios e 35 com sinais clínicos e 30 89 

traquéias de poedeiras comerciais com sinais clínicos de doença respiratória. Cada 90 

amostra foi constituída por um “pool” de cinco aves/granja, totalizando 24 amostras 91 

para o processamento das técnicas microbiológica e molecular. 92 

 93 

Exame bacteriológico  94 

Após a colheita por swab, escarificacação e realização do macerado de traquéia, as 95 

amostras foram armazenadas em glicerol (1:2) e congeladas a -20o C até seu 96 

processamento. Para o isolamento, as amostras foram diluídas seriadamente de 10-1 até 97 

10-5, sendo então repicadas em meio Frey modificado líquido e sólido e incubadas a 98 

37°C por 48-72 horas. As placas foram mantidas em microaerofilia e observadas 99 

diariamente até o 21°
 
dia, em microscópio estereoscópico (40x) para visualização de 100 

colônias características de Mycoplasma spp. que se apresentam em forma de “ovo-frito” 101 

(Nascimento, 2000).  102 

 103 
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Extração de DNA 104 

A extração de DNA das amostras coletadas por swabs, escarificação e macerado de 105 

traquéia foram submetidas ao método fenol/clorofórmio adaptado de Sambrook et al. 106 

(1989).  107 

PCR 108 

Para reação de amplificação do DNA foram utilizados primers específicos para 109 

Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e cepa vacinal MG-F 110 

(Tabela 1). A reação de PCR constou de 59 µL de água ultrapura (Milli-Q), 10 µL de 111 

Tampão PCR 10X, 5 µL de MgCl2 (25mM), 5 µL de dNTP mix (0,25 mM de cada), 2 112 

µL de cada “primer” (100 pmol),  2µL de Taq DNA Polimerase (2,5U/µL) e 15 µL do 113 

DNA extraído, obtendo-se um volume final de 100 µL. Como controle positivo utilizou-114 

se cepas American Type Culture Collection de MG (ATCC 19610) e MS (ATCC 115 

25204). E para controle negativo nas reações foi utilizado água de PCR, em substituição 116 

ao DNA. A reação foi pré-aquecida a 94oC por 1 min, seguida de 40 ciclos de 117 

desnaturação a 94oC por 1 min, anelamento a 55oC por 1 min e extensão a 72oC por 2 118 

min. Acrescida da extensão final a 72oC por 5 min e resfriamento a 4oC por 5 min. 119 

 120 

Nested-PCR  121 

Foi realizada com os amplicons das reações de PCR, utilizando primers específicos 122 

para MG-PCR (Tabela 1). A reação de PCR constou de 71 µL de água ultrapura (Milli-123 

Q), 10 µL de Tampão PCR 10x, 5 µL de MgCl2 (25mM), 5 µL de dNTP mix (0,25 mM 124 

de cada), 2 µL de cada “primer” (100 pmol), 2µL de TaqPolimerase (2,5U/µL) e 3 µl da 125 

PCR, obtendo-se um volume final de 100 µL. Para controle negativo nas reações foi 126 

utilizado água de PCR, em substituição ao DNA. A reação foi pré-aquecida a 94oC por 127 

5 min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94oC por 1 min, anelamento a 55oC por 1 128 
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min e extensão a 72oC por 2 min. Acrescida da extensão final a 72oC por 10 min e 129 

resfriamento a 4oC por 30 seg. 130 

As amostras foram analisadas em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de 131 

etídio (5%) e os fragmentos obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta. Utilizou-se 132 

o marcador de peso molecular 100pb Ladder® (Ludwig Biotec, Rio Grande do Sul). 133 

 134 

Tabela 1. Primers utilizados nas reações da PCR e Nested-PCR para detecção de 135 

Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae e cepa vacinal MG-F  136 

Primersa Sequência (5’- 3’) Produto Referência 
MG-F 
MG-R 

GGATCCCATCTCGACCACGAGAAAA 
CTTTCAATCAGTGAGTAACTGATGA 

732 pb Nascimento et al. 
(1991) 

MGF-F 

MGF- R 
TAACCCTTCATCACCTCATCTAGAG 
CTGTTTGCTAAAGAACAAGTTGATC 

524 pb Nascimento et al. 
(1993) 

MS-F 
MS-R 

GAGAAGCAAAATAGTGATATCA 
CAGTCGTCTCCGAAGTTAACAA 

207 pb Lauerman et al. 
(1998) 

MGF-PCR 
MGR-PCR 

CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC 
GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT 

481 pb Nascimento et al. 
(2005) 

aF= Forward, R= Reverse 137 

 138 

Análise Estatística 139 

Para o estudo de concordância entre os testes utilizou-se o coeficiente de Kappa 140 

(K) e a interpretação convencional dos valores K adotados foram: 0,00 - 0,20 = 141 

concordância fraca; 0,21 - 0,40 = regular; 0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 142 

0,81- 1,00 = muito boa, valores negativos são interpretados como equivalentes a 0,0. 143 

Para o cálculo de associação entre os materiais biológicos foi utilizado o teste qui-144 

quadrado de independência (Landis & Koch, 1977). 145 

 146 

Resultados 147 

Os sinais clínicos observados nas aves doentes foram corrimento nasal leve ou 148 

abundante, edema facial e estertores respiratórios. Os achados de necropsia foram 149 

aerossaculite, presença de hemorragia e muco na traquéia. Na análise microbiológica 150 
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das amostras de swab, escarificação e macerado de traquéia de frangos de corte e 151 

poedeiras comerciais obteve-se resultados negativos. Na PCR, observou-se que oito 152 

(33,33%) amostras apresentaram resultado positivo e 16 (66,67%) foram negativas, 153 

sendo sete (29,17%) amostras positivas para MS e apenas uma (4,17%) positiva para 154 

MG de todas as amostras submetidas a PCR e Nested-PCR. 155 

Das sete amostras coletadas de frangos de corte com sinais clínicos de doença 156 

respiratória, três (42,85%) apresentaram resultado positivo para MS. Em seis amostras 157 

de poedeira comercial, quatro (66,67%) foram positivas para MS e uma (16,67%) para 158 

MG, sendo confirmada como cepa vacinal MG-F na PCR (Figura 1). 159 

O teste kappa indicou sensibilidade de 0,00% e especificidade de 66,67% quando se 160 

comparou a PCR com o exame microbiológico. 161 

Com relação ao tipo de material biológico coletado de traquéia de frangos de corte 162 

e poedeiras comerciais foram obtidos resultados positivos na PCR, em duas (8,33%) 163 

amostras de swab, uma (4,17%) de escarificação e seis (25,0%) de macerado, não se 164 

constatou diferença estatística significativa (p=0,069) entre os materiais biológicos 165 

utilizados para o diagnóstico. Os resultados demonstraram alta frequência de amostras 166 

positivas para Mycoplasma synoviae em aves com sinais clínicos respiratórios, 167 

destacando-se o sistema de criação de poedeiras comerciais com 83,33% de 168 

positividade. A frequência de MS (53,85%) no total de granjas analisadas com aves 169 

apresentando sinais clínicos respiratórios foi maior do que MG, que apresentou apenas 170 

uma (4,17%) amostra positiva, sendo a mesma confirmada como cepa vacinal.  171 

 172 

Discussão 173 

Os Micoplasmas são considerados importantes patógenos responsáveis por doença 174 

respiratória crônica, sinovites ou bursites em galinhas e perus e responsáveis por 175 

grandes prejuízos econômicos na avicultura industrial. No Brasil, a frequência da 176 
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infecção por MS é superior a de MG (Reis et al., 1973; Mettifogo et al., 2002; Buim, 177 

2005; Buim et al., 2009) e em frangos, a prevalência de MS aumentou a partir das 178 

décadas de 80 e 90 (Balen & Fiorentin, 1990).  179 

Na região nordeste do Brasil pouco se sabe sobre a ocorrência da infecção por esta 180 

bactéria em plantéis de frangos de corte e galinhas poedeiras. Destaca-se o trabalho 181 

realizado recentemente por Buim et al. (2009) que verificaram prevalência de 72,7% de 182 

MS e MG nas granjas em geral. Os resultados indicaram ainda a disseminação de 183 

micoplasma nas granjas estudadas e um aumento na incidência de MS e redução de MG 184 

nas granjas comerciais no Brasil. Fiorentin et al. (2002) relataram que lotes livres de 185 

MS introduzidos em uma granja com histórico de infecção, as aves podem infectar-se, 186 

devido a perpetuação do microorganismo na granja. 187 

Os resultados obtidos neste estudo confirmam os achados dessa tendência no estado 188 

de Pernambuco, pois também se observou uma maior frequência de detecção de MS nas 189 

granjas estudadas. Ainda de acordo com Buim et al. (2009), a presença de micoplasmas 190 

nas propriedades está associada à deficiência nas barreiras sanitárias, podendo ser um 191 

importante fator de risco para a disseminação da doença, esse aspecto é importante do 192 

ponto de vista epidemiológico por que os micoplasmas podem ser transmitidos pela via 193 

horizontal e vertical e esse fato pode facilitar a disseminação dessa bactéria em uma 194 

mesma granja ou para outras que recebem aves, aumentando a frequência de casos e as 195 

perdas econômicas decorrentes dessa infecção.  196 

De acordo com Stipkovits & Kempf (1996) uma das características das 197 

micoplasmoses, principalmente em relação ao MS é a infecção assintomática que pode 198 

causar imunosupressão. Contudo, neste estudo todas as amostras positivas para MS 199 

eram procedentes de frangos de corte ou poedeiras comerciais com sinais clínicos de 200 

doença respiratória.  201 
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Os achados clínicos e macroscópicos observados nas aves com problemas 202 

respiratórios são compatíveis com a forma clínica da micoplasmose aviária. Contudo, os 203 

dados relativos às perdas na conversão alimentar, queda na produção de ovos, 204 

mortalidade embrionária e condenação de carcaça frequentemente relatados na infecção 205 

por micoplasmas (Yoder, 1984; Manfredini et al., 1985; Kleven, 1994) não foram 206 

avaliados neste estudo. É relatado na literatura que após a infecção por MG e/ou MS, as 207 

aves tornam-se mais susceptíveis às infecções secundárias por outros agentes como 208 

vírus e/ou a Escherichia coli (Alencar et al., 1998; Ferreira & Knöbl, 2000). Sobre esse 209 

aspecto, observou-se neste estudo o isolamento de Escherichia coli em 38,46% das 210 

amostras positivas para MS (Dados não publicados). 211 

Para um estudo epidemiológico, vários métodos de diagnóstico são descritos para a 212 

confirmação da presença da infecção por Mycoplasma (Kleven, 1994). Para comparação 213 

dos métodos de PCR e cultivo em swabs de lavados de traquéia de frangas soropositivas 214 

para MS e infectadas experimentalmente com MG, Salisch et al. (1998) observaram que 215 

das 76 amostras de swab traqueal, 62 amostras foram positivas na PCR enquanto 41 216 

amostras foram positivas no cultivo. Embora geralmente se considere a cultura como 217 

melhor método para o diagnóstico definitivo da infecção por mycoplasma, esta técnica 218 

pode apresentar a desvantagem por ser trabalhosa, além de depender da viabilidade do 219 

microorganismo na amostra enquanto que a PCR não depende dessa viabilidade, 220 

apresentando-se mais rápida, sensível e específica (Kleven, 1994). 221 

Outra vantagem da PCR é que as infecções mistas com outros mycoplasmas ou 222 

outras bactérias não interferem na reação, sendo uma alternativa para o diagnóstico das 223 

micoplasmoses aviárias (Nascimento et al., 1991). Ainda é escolhida por ser um método 224 

específico e sensível para amplificação de baixa quantidade de DNA que podem ser 225 

facilmente detectada (Saiki et al., 1985; Innis & Gelfand, 1990), auxiliando os 226 



71 

 

 

programas de monitoramento das granjas e também na diferenciação de cepa de campo 227 

e vacinal de MG (Nascimento et al., 1993; Mettifogo et al., 2002). Destacando-se em 228 

nosso trabalho, o resultado da PCR para MG na granja de poedeira comercial com 229 

histórico de vacinação, e a realização dessa diferenciação como cepa vacinal MG-F.  230 

Mycoplasma synoviae esteve presente como a única espécie identificada, 231 

independente do tipo de criação. A produção avícola do Estado de Pernambuco poderá 232 

discutir medidas de controle e biosseguridade para prevenir a propagação do agente nos 233 

plantéis. Indica-se, ainda, a utilização da PCR para o diagnóstico e/ ou monitoria das 234 

micoplasmoses nas criações avícolas comerciais, sendo também necessária para 235 

diferenciar cepa de campo de MG com a cepa vacinal MG-F, incluída no programa 236 

vacinal em granjas de poedeira comercial.   237 
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 352 

Figura 1 - Resultados dos amplicons obtidos na PCR e Nested-PCR para detecção de 353 

Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae. M: Ladder 100pb; 1-2 controle 354 

positivo para MG (732pb) e MS (207pb), 3-8 isolados de aves. 9-10 controle positivo 355 

Nested-PCR MG (481pb) e isolado de ave. 11- Controle negativo sem DNA.356 
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Genes de virulência em Escherichia coli isolada de frangos de corte e poedeiras 1 

comerciais no Estado de Pernambuco, Brasil 2 

 3 

Resumo: A Escherichia coli é habitante da microbiota intestinal em aves, entretanto 4 

sorotipos patogênicos têm sido associados a processos patológicos extra-intestinais. No 5 

presente estudo foram analisados 35 isolados de E. coli obtidos de frangos de corte e de 6 

poedeiras comerciais (seios infra-orbitários, n=12 e conteúdo cecal, n=23), em 24 7 

granjas no Estado de Pernambuco. Os isolados foram semeados em ágar sangue e 8 

incubados a 37°C por 24h para determinar a presença de hemólise. Para avaliar a 9 

patogenicidade dos isolados foi utilizado PCR para genes de virulência e caracterização 10 

filogenética, bem como, teste de citotoxicidade em células Vero e teste de absorção do 11 

vermelho congo. Dos 35 isolados testados, 21 apresentaram hemólise em ágar sangue. 12 

Na PCR, o número de isolados com amplificações para os fatores de virulência testados 13 

foram: iss (16), iutA (10), hlyF (17), ironN (11), ompT (16), crl (10), fimA (14), tsh (5), 14 

papA (2), csgA (0) e iucA (2). Vinte e oito isolados amplificaram mais de um dos genes 15 

testados em diferentes padrões, sendo classificadas filogeneticamente nos grupos A 16 

(71,42%) e B1 (28,57%). A presença de hemólise em ágar sangue foi superior à 17 

detecção do gene hlyF pela PCR. O teste de patogenicidade em ágar vermelho congo 18 

revelou cinco (14,29%) isolados positivos, e todos os isolados testados para avaliação 19 

da citotoxicidade in vitro em células Vero apresentaram resultados negativos. A técnica 20 

de PCR para detecção dos fatores de virulência é rápida e prática, podendo ser usada na 21 

rotina laboratorial visando implantar medidas de controle e profilaxia das infecções por 22 

APEC em aves.  23 

 24 

Palavras-chave: Escherichia coli, aves, genes, PCR 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
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Virulence genes of Escherichia coli isolates from broilers and commercial layers of 35 

Pernambuco State, Brazil 36 

 37 

Abstract: Escherichia coli is an intestinal bacteria in chickens, however pathogenic 38 

serotypes have been associated to extra-intestinal pathologic processes. This study 39 

analyzed 35 E. coli isolates from broilers and commercial layers (infraorbital sinus n=12 40 

and cecal contents n=23), from 24 commercial poultry farms of the state of 41 

Pernambuco, Brazil. Virulence genes, phylogenetic groups, Vero cells citotoxicity and 42 

red Congo absortion were evaluated. Hemolysis in blood agar was observed in 21 43 

strains. By PCR, amplifications for virulence genes were: iss (16), iutA (10), hlyF (17), 44 

ironN (11), ompT (16), crl (10), fimA (14), tsh (5), papA (2), csgA (0) and iucA (2). 45 

More than one gene tested were amplified in 28 strains, classified in philogenetic 46 

groups A (71.42%) and B1 (28.58%). Hemolysis on blood agar was greater than the 47 

hlyF gene detected by PCR. Five (14.29%) were positive in the Congo Red absorption 48 

test and all strains were negative in Vero cell toxicity. Virulence factor detection by 49 

PCR is fast and practical, and it may be used in laboratorial routine to control and 50 

prevent APEC infections in the poultry industry. 51 

 52 

 Keywords: Escherichia coli, birds, genes, PCR. 53 

 54 

 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 
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Introdução 68 

 69 

Na avicultura industrial moderna, vários fatores ambientais podem influenciar a 70 

composição da microbiota respiratória e intestinal e esta promove importante papel no 71 

desenvolvimento e saúde das aves (Bjerrum et al., 2006). 72 

Escherichia coli é a bactéria associada com maior frequência à infecção 73 

extraintestinal nas aves (Johnson, 1991). São excretadas de forma contínua, o que torna 74 

a sua distribuição cosmopolita, permanecendo nas criações por longos períodos, 75 

contaminando o alimento e a água que servirão como via de transmissão (Knöbl, 2005). 76 

Estirpes patogênicas para as aves são denominadas de “Avian Pathogenic Escherichia 77 

coli” (APEC) e são classificadas de acordo com a presença de fatores de virulência 78 

específicos (Ferreira e Knöbl, 2000; Gomis et al., 2001).  79 

Dentre os fatores de virulência de E. coli de origem aviária destacam-se aqueles 80 

relacionados à patogenicidade das amostras como adesinas fimbriais e não fimbriais, 81 

metabólitos bacterianos, como as bacteriocinas (colicinas), fatores de resistência sérica, 82 

hemolisinas, aerobactina e citotoxinas (Brito, 2000; La Ragione e Woodward, 2002).  83 

O sequestro de ferro é reconhecido como um importante fator de patogenicidade 84 

para estes microorganismos (Tivendale et al; 2004; Johnson et al., 2008a; Caza et al., 85 

2008). A identificação dos fatores de virulência auxilia a compreensão dos mecanismos 86 

de patogenicidade da E. coli. Por isso, seu estudo é primordial para o melhor 87 

entendimento da patogênese bacteriana (Babai et al., 1997; Dho-Moulin e Fairbrother, 88 

1999).   89 

Os fatores de virulência de E. coli podem estar localizados no cromossomo ou 90 

plasmídios. A importância da presença desses elementos genéticos móveis está 91 

relacionada com a virulência da bactéria, e em especial com o desenvolvimento de 92 

septicemia (Babai et al., 1997).  93 
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Diante do exposto objetivou-se neste estudo pesquisar genes de virulência em E. 94 

coli isoladas de frangos de corte sadios, frangos de corte e poedeiras comerciais com 95 

sinais clínicos respiratórios e digestivos no Estado de Pernambuco, Brasil. 96 

 97 

Material e Métodos 98 

 O protocolo experimental deste estudo seguiu os Princípios Éticos na 99 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e 100 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de 101 

Pernambuco (CEUA-UFRPE), processo N° 23082.001526. 102 

 103 

Amostragem 104 

Foram utilizadas 11 granjas de frangos de corte sadios e sete granjas de aves com 105 

sinais clínicos respiratórios, além de seis granjas de poedeiras comerciais com aves 106 

apresentando sinais clínicos de doença respiratória e digestiva. O número de granjas 107 

analisadas correspondeu a aproximadamente 20% do total de granjas no Estado. Foi 108 

colhido material biológico dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal de 55 frangos de 109 

corte sadios e 35 com sinais clínicos (30 com sinais respiratórios e cinco com sinais 110 

respiratório e digestivo) e 30 poedeiras comerciais com sinais clínicos (25 com sinais 111 

respiratórios e cinco com sinais respiratório e digestivo). 112 

 Para fins de processamento das técnicas microbiológicas e moleculares foram 113 

formados “pools” de amostras por granja. Cada amostra foi constituída por um “pool” 114 

de cinco aves, totalizando 24 amostras de cada material biológico.  115 

 116 

Exame bacteriológico  117 

Para o isolamento de E. coli, as amostras do conteúdo cecal (CC) foram semeadas 118 

em ágar Eosina Azul de Metileno (EMB) e os swabs dos seios infraorbitários (SI) foram 119 
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transferidos para tubos contendo 10 ml de caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) e 120 

incubados a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, as amostras foram semeadas em 121 

ágar EMB. Logo após, foi selecionada uma colônia típica de cada amostra (SI e CC) 122 

para a realização de provas bioquímicas no tríplice açúcar ferro (TSI), Citrato, 123 

Vermelho de Metila (VM), Voges Proskauer (VP), Indol, Motilidade, produção de gás 124 

sulfídrico no meio - SIM (Carter, 1988). Para realização de todos os testes foi utilizada a 125 

cepa ATCC (25922) de E. coli. 126 

 127 

Teste de patogenicidade e citotoxicidade in vitro 128 

Após a fenotipagem, os isolados foram submetidos ao teste de patogenicidade in 129 

vitro, realizado por meio do cultivo em ágar oxalato de magnésio acrescido de vermelho 130 

congo e incubada a 37°C durante 24 horas (Riley e Toma, 1989). 131 

Todos os isolados foram submetidos ao teste de produção de verotoxinas, realizada 132 

por meio da prova de citotoxicidade em células Vero de acordo com o protocolo 133 

descrito por Blanco et al. (1996).  134 

 135 

Atividade hemolítica 136 

Todos os isolados foram semeados em ágar base acrescido de 5% de sangue 137 

desfibrinado de ovino e incubados a 37°C durante 24h, para verificação da formação do 138 

halo de hemólise (Ludmig e Goebel, 1997). 139 

 140 

Extração de DNA genômico 141 

 Após repique de uma colônia por “pool” de amostra, esta foi submetida à extração 142 

de DNA utilizando o kit da Promega e de acordo com a metodologia utilizada por 143 

Costa et al. (2010).   144 

 145 
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PCR 146 

Para reação de amplificação do DNA foram utilizados iniciadores específicos para 147 

detecção dos genes hlyF (Johnson et al., 2006), iss, ironN, iutA, ompT (Rodriguez-Siek 148 

et al., 2005), crl, csgA, tsh (Maurer et al., 1998), fimA (Marc e Dho-Moulin, 1996), 149 

papA (Le Bouguenec et al., 1992) e iucA (Okeke et al., 2004). Para determinar os 150 

grupos filogenéticos foram utilizados os genes chuA, yjaA e TspE4.C2 (Clermont et al., 151 

2000). Como controle negativo das reações, foram utilizados todos os reagentes, exceto 152 

o DNA. As amostras do DNA genômico foram analisadas em gel de agarose a 1,5% e 153 

corado com brometo de etídio a 5%. Os fragmentos obtidos foram visualizados sob luz 154 

ultravioleta. Utilizou-se o marcador de peso molecular 100pb Ladder® (Fermentas, Life 155 

Sciences). 156 

 157 

Análise estatística 158 

 Para esse estudo realizou-se análise estatística descritiva calculando-se a 159 

freqüência absoluta e relativa (Sampaio, 1998). 160 

 161 

Resultados 162 

Os resultados obtidos confirmaram o isolamento de E. coli em 12 (50,0%) amostras 163 

dos seios infra-orbitários e 23 (95,83%) do conteúdo cecal de frangos de corte e 164 

poedeiras comerciais. Destes isolados, cinco (14,29%) apresentaram capacidade de 165 

absorção do vermelho congo. Dos 35 isolados testados para a pesquisa de citotoxinas, 166 

nenhum apresentou efeito citotóxico em células Vero. Os resultados da produção de 167 

hemólise demonstraram que 27 (77,14%) isolados apresentaram α-hemólise, uma 168 

(2,85%) β-hemólise e sete (20,0%) não foram hemolíticos, enquanto que na PCR, 17 169 
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(48,57%) isolados foram positivos para a detecção do gene hlyF responsável pela 170 

produção de hemólise.  171 

Na avaliação da presença de genes de virulência, observou-se que os genes hlyF 172 

e ompT 66,66% (8/12), iss 75,0% (9/12), iroN 41,66% (5/12) e tsh 25,0% (3/12) 173 

apresentaram maior frequência nos isolados dos seios infra-orbitários, enquanto que 174 

para isolados do conteúdo cecal, destaca-se o gene iutA 30,43% (7/23) e para os genes 175 

relacionados à aderência observou-se maior frequência para crl 65,2% (15/23) e fimA 176 

52,2% (12/23) , enquanto que para isolados dos seios infra-orbitários os percentuais de 177 

observação foram 41,66% (5/12) e 16,66% (2/12), respectivamente. Observou-se menor 178 

percentual para os genes papA 8,33% (1/12) e 4,34% (1/23), iucA 16,66% (2/12) e 179 

8,69% (2/23) em isolados dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal, respectivamente. 180 

Resultados negativos foram observados para o gene csgA em todos os isolados (Tabela 181 

1). O número de isolados positivos para os genes de virulência foi maior nos isolados de 182 

frangos de corte, quando comparado com poedeiras comerciais com sinais clínicos de 183 

doença respiratória.  184 

Os 35 isolados de E. coli avaliados para determinação dos grupos filogenéticos, 185 

demonstraram que 71,42% foram classificados como pertencentes ao grupo A e 28,58% 186 

ao grupo B1. Os isolados dos seios infra-orbitários 75,0% (9/12) foram pertencentes ao 187 

grupo A e 25,0% (3/12) grupo B1 e para os isolados do conteúdo cecal 69,57% (16/23) 188 

ao grupo A e 30,43% (7/23) grupo B1. A associação entre os genes de virulência e os 189 

grupos filogenéticos apresentaram iss, iutA, hlyF, ompT, fimA, tsh, crl e csgA como 190 

pertencentes principalmente ao grupo A com menor número em relação ao grupo B1. 191 

Contudo este último gene apresentou resultados negativos quanto a sua detecção. Os 192 

genes iroN e papA estiveram relacionados somente ao grupo B1 e o gene iucA 193 

apresentou uma relação semelhante para os dois grupos (Tabela 1).   194 
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Tabela 1. Perfil de genes de virulência e determinação dos grupos filogenéticos de 195 

isolados de Escherichia coli dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal de origem 196 

aviária 197 

Grupos filogenéticos
iss iutA hlyF iroN ompT fimA tsh papA crl csgA iucA A B1 B2 D

1 - - - + + - - - - - + A - -
2 + - - - + + - + - - - B1 - -
3 - + + + + - + - + - - A - -
4 - - - + + - - - + - - A - -
5 + - + - - - + - - - + B1 - -
6 + - + - + - - - + - - A - -
7 + - + - - - - - - - - A - -
8 + + + - + - + - + - - A - -
9 + + + - - - - - - - - A - -
10 + - + + + + - - + - - A - -
11 + - + + + - - - - - - A - -
12 + - - - - - - - - - - B1 - -
13 - + + - + + - - + - - A - -
14 + + + - + + - - + - - A - -
15 - - + - + + - - + - - A - -
16 - - - - - - - - - - - A - -
17 - + - + + - - - + - - A - -
18 - + - - - + - - - - - A - -
19 - - + + + + - - + - - A - -
20 - - + - - - - + + - - B1 - -
21 - - - - - + - - - - - B1 - -
22 + - + + + + - - - - - A - -
23 - - - - - + - - + - - A - -
24 + - + - - - + - - - - A - -
25 - - - - - + - - + - - A - -
26 + + - + + + + - + - + A - -
27 - - - + - + - - + - - A - -
28 - + - - - + - - + - - A - -
29 + - + - + - - - + - - B1 - -
30 + - - - - - - - + - - B1 - -
31 - - - + - - - - - - - A - -
32 - - - - - - - - - - + - B1 - -
33 - - - - - - - - - - - - B1 - -
34 - - - - - - - - + - - A - - -
35 + + + - - - - - + - - - B1 - -

Cepa
Associação de genes de virulência

198 
1-7 Isolados dos seios infra-orbitários - Frangos de corte e Poedeiras comerciais com sinais clínicos; 8-12 199 
Frangos de corte sadios. 13-20; 21-24 e 25-35 Isolados do conteúdo cecal de Frangos de corte; Poedeiras 200 
comerciais com sinais clínicos e Frangos de corte sadios. 201 
 202 
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Discussão  203 

Este estudo foi pioneiro na região nordeste quanto à pesquisa de genes de virulência 204 

para caracterizar isolados de E. coli patogênica (APEC) em frangos de corte e poedeiras 205 

comerciais. Vários autores relataram a importância em diferenciar amostras de E. coli 206 

patogênicas das não patogênicas (Ikuno et al., 2006; Johnson et al., 2008a; Rocha et al., 207 

2008; Nakazato et al., 2009), devido as primeiras estarem associadas às infecções extra-208 

intestinais em galinhas, e algumas amostras de E. coli poderem se tornar patogênicas 209 

pela aquisição de fatores de virulência (Vidoto et al., 1990). 210 

Estudos envolvendo patotipos de E. coli patogênicos para aves (APEC) apontaram 211 

os fenômenos de aderência bacteriana, crescimento em condições de restrição do íon 212 

ferro e resistência sérica como principais responsáveis pela patogênese da doença (Dho-213 

Moulin e Fairbrother, 1999). A maioria dos isolados analisados apresentou genes que 214 

caracterizam as condições acima citadas, podendo ser consideradas como APEC.   215 

 Rocha et al. (2008) relataram que o gene iss (73,8%), tsh (55,7%) e iutA (45,9%) 216 

foram encontrados em isolados de E. coli em aves com sinais respiratórios. Resultado 217 

superior quanto ao primeiro gene foi encontrado em nosso estudo correspondendo a 218 

75,0% e inferior em relação ao gene ths (25,0%), entretanto, quanto ao último gene este 219 

foi mais freqüente em isolados comensais. 220 

Rodriguez-Siek et al. (2005) relataram que o gene iutA, iroN, iss e tsh foram 221 

encontrados em alta frequência em APEC, do que em E. coli de fezes de aves (AFEC), 222 

sugerindo que fatores de virulência contribuem para sobrevivência em ambientes extra-223 

intestinais. Ao contrário dos resultados obtidos pelo autor, observou-se que o primeiro 224 

gene apresentou uma alta frequência em isolados comensais, entretanto em relação aos 225 

outros genes, houve uma alta freqüência em isolados de E.coli de seios infra-orbitários 226 

provenientes de aves com sinais clínicos respiratórios. 227 
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Yoder (1989) utilizou a técnica do vermelho congo obtendo resultado negativo de 228 

E. coli isoladas de aves em caso de morte por septicemia, porém Silva e Fiorentin 229 

(1995) consideraram que este método revelou não ser eficiente como técnica de 230 

diagnóstico. Correlacionar amostras patogênicas de E. coli com absorção do vermelho 231 

congo não foi determinante neste estudo, pois amostras que não absorveram o vermelho 232 

congo apresentaram genes de virulência que as caracterizaram como APEC.  233 

A detecção de citotoxinas também é utilizada para verificar a capacidade 234 

patogênica pela produção de verotoxinas em amostras de E. coli que podem estar 235 

envolvidas em doenças intestinais e extraintestinais (Ismaili et al., 1995). Blanco et al. 236 

(1996) observaram que das 625 amostras de E. coli de órgãos de galinhas com 237 

colisepticemia e fezes de aves saudáveis, apenas 20 apresentaram citotoxicidade em 238 

células HeLa, mas não em células Vero. Sob condições experimentais, VTEC O157: H7 239 

é capaz de colonizar cecos de galinhas, seguido de prolongada eliminação nas fezes 240 

(Beery et al., 1985). Esta constatação levou a proposta de que as galinhas podem ser um 241 

reservatório do organismo, apesar de nossos resultados não confirmarem esta afirmação. 242 

Irwin et al. (1989) avaliaram 500 swabs cloacais  de galinhas e os resultados 243 

apresentaram-se também negativos. Os resultados obtidos são semelhantes aos dos 244 

autores citados em relação à produção de citotoxinas, pois nenhuma dos isolados dos 245 

seios infra-orbitários e comensais apresentaram efeito citotóxico nas células Vero.   246 

Isolados de E. coli hemolíticos são considerados altamente virulentos para humanos 247 

e suínos, devido a sua habilidade em lisar as células do sangue (Kuhnert et al., 2000; 248 

Silveira et al., 2001). Rodriguez-Siek et al. (2005) realizaram estudo em isolados de 249 

APEC e de AFEC e observaram que todos apresentaram resultado negativo para 250 

hemólise em ágar sangue. Neste estudo, a presença de hemólise em ágar sangue foi 251 

observada em 80% (28/35) dos isolados, enquanto que na PCR a detecção do gene hlyF 252 
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foi observada em 48,6% (17/35) dos isolados. Esta diferença pode estar associada a uma 253 

expressão silenciosa ou mutação do gene hly em E. coli (Schimidt e Karch, 1996; 254 

Pimenta et al., 2005). De acordo com Schimidt e Karch (1996), a detecção de hemólise 255 

em ágar sangue não é suficiente para caracterização de E. coli, devendo ser utilizada 256 

outra técnica como a PCR. 257 

De acordo com Clermont et al. (2000) a análise filogenética é utilizada para 258 

determinar os grupos de E. coli em A, B1, B2 e D, sendo as cepas pertencentes ao grupo 259 

D consideradas como patogênicas, no grupo A comensais e não patogênicas e cepas 260 

virulentas de E. coli extra-intestinal ao grupo B2. Entretanto, estudos relataram que E. 261 

coli isolada de bovinos e suínos pertencem aos grupos filogenéticos A e B1, enquanto 262 

que isolados de E. coli patogênica de aves pertencem aos grupos A, D e B1, onde 37% 263 

de APEC pertenceram ao grupo A e 30% ao grupo D (Johnson et al., 2008b; 264 

Ghanbarpour et al., 2010) e que isolados patogênicos de humanos pertenciam 265 

predominantemente ao grupo filogenético B2 e D (Johnson et al., 2003). Observou-se 266 

neste estudo, que 75,0% dos isolados dos seios infra-orbitários foram classificados 267 

dentro do grupo A apresentando também de dois a seis genes de virulência que 268 

caracterizam a patogenicidade. 269 

A constatação de que a maioria das cepas de E. coli isoladas de quadros de onfalite 270 

foram classificadas como não patogênicas (Grupo A) sugere que provavelmente tenha 271 

origem comensal e atuem como patógenos oportunistas causando onfalite em embriões 272 

de galinha (Silveira et al., 2002). Campos et al. (2008) relatam em seu estudo que 50% 273 

das cepas septicêmicas pertenciam ao gupo A sendo provavelmente de origem 274 

comensal, mas podiam tornar-se patogênicas por aquisição de genes relacionados a 275 

virulência e serem transmitidas de forma horizontal. A pesquisa de genes de virulência 276 

utilizando-se a PCR demonstra que a maioria das cepas de E. coli patogênica de aves 277 
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(APEC) apresentam dois ou mais genes de virulência (Campos et al., 2008). Por meio 278 

desta técnica, observamos que os resultados obtidos dos isolados comensais (70,83%) 279 

de frangos de corte e poedeiras comerciais apresentaram de dois a oito genes de 280 

virulência, e nos isolados dos seios infra-orbitários (91,67%) foram detectados de dois 281 

até seis genes de virulência incluindo os genes iss, tsh e iroN. A presença de alguns 282 

fatores de virulência como iss, ths e iroN pode tornar uma cepa mais adaptável e 283 

melhorar a sua sobrevivência no hospedeiro, e a associação de mais de um gene de 284 

virulência na mesma cepa pode proporcionar maior patogenicidade e resultar em uma 285 

maior virulência (Camarda et al., 2008). 286 

 As informações sobre a epidemiologia das APECs, como a ocorrência de 287 

marcadores de virulência e a possibilidade de trasmissão de isolados clínicos de E. coli 288 

é bem documentada em vários países, entretanto, no Brasil há poucos dados, o que 289 

restinge o emprego de medidas eficientes para o controle epidemiológico e para 290 

prevenção de colisepticemia (Ikuno et al., 2006). 291 

 292 

Conclusão 293 

Neste estudo, vários genes de virulência foram detectados em isolados de E. coli 294 

de frangos de corte sadios e com sinais clínicos respiratórios, apresentando um menor 295 

número em poedeiras comerciais com doença respiratória. Os seios infra-orbitários 296 

apresentaram um maior número de genes que classificam E. coli  em APEC. A detecção 297 

de genes de virulência em isolados do conteúdo cecal pode estar associada a quadros 298 

respiratórios mais expressivos e doença extra-intestinal.  299 

 300 

 301 

 302 

 303 
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Resistência Antimicrobiana e Perfil Plasmidial de Escherichia coli Isolada de 1 

Frangos de Corte e Poedeiras Comerciais no Estado de Pernambuco, Brasil 2 

 3 

RESUMO: Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados 4 

frente aos antimicrobianos e determinar o perfil plasmidial de Escherichia coli isolada 5 

em amostras dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal de frangos de corte e poedeiras 6 

comerciais no Estado de Pernambuco. Todos os 35 isolados de E. coli foram submetidos 7 

ao teste de sensibilidade por meio de disco difusão e Concentração Inibitória Mínima 8 

(CIM). Para a detecção de plasmídios foi utilizada a extração de DNA e visualização do 9 

perfil plasmidial. Os resultados obtidos quanto ao isolamento de E. coli confirmaram a 10 

presença deste microorganismo em 12 amostras de seios infra-orbitários e 23 amostras 11 

do conteúdo cecal de frangos de corte e de poedeiras comerciais. No perfil de 12 

resistência frente a 13 drogas antimicrobianas, observou-se que 33 (94,28%) isolados 13 

foram resistentes a três ou mais antibióticos e a lincomicina apresentou o maior 14 

percentual de resistência (100%). Na Concentração Inibitória Mínima (CIM) observou-15 

se multirresistência a vários antimicrobianos. Quanto aos plasmídios, obteve-se a 16 

frequência de 80,0% (28/35) nos isolados de E. coli, onde 16 destess isolados 17 

apresentaram plasmídio de 88 MDa, havendo também isolados com um a seis 18 

plasmídios de alto e baixo peso molecular. Isolados de E. coli resistentes a 19 

antimicrobianos utilizados na avicultura estão presentes no Estado de Pernambuco, 20 

tanto em frangos de corte quanto em poedeiras comerciais. A presença de plasmídios 21 

detectados na maioria dos isolados pode estar associada à resistência aos 22 

antimicrobianos. Monitorar a resistência a antibióticos em bactérias isoladas de animais 23 

torna-se um fator determinante para eleição e êxito do tratamento.   24 

 25 

Palavras-chave: Antibióticos, Escherichia coli, resistência, plasmídio, aves 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 
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Antimicrobial Resistance and Plasmidial Profile of Isolated Escherichia coli of 33 

Broilers and Commercial Layers in the State of Pernambuco, Brazil 34 

 35 
ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the sensibility of isolates with 36 

antimicrobials and to determine the plasmidial profile in the Escherichia coli in samples 37 

of infraorbital sinus and cecal content of broilers and commercial layers in the state of 38 

Pernambuco. All 35 isolates of E. coli were submitted to a sensitivity test through a 39 

diffusion disc and Minimum Inhibitory Concentration (MIC). To detect plasmids, the 40 

extraction of DNA and the visualization of plasmidial profile were used. The results 41 

obtained regarding E. coli isolation confirmed the presence of this microorganism in 12 42 

samples of infraorbital sinus and 23 samples of cecal content of broilers and commercial 43 

layers. In the profile of resistance with 13 antimicrobial drugs, it was observed that 33 44 

(94.28%) E coli isolates were resistant to three or more antibiotics and that lincomicine 45 

presented the highest percentage of resistance (100%). In the Minimum Inhibitory 46 

Concentration (MIC), multi-resistance to various antimicrobials was observed. In 47 

relation to the plasmids, a frequency of 80.0% (28/35) is observed in the E coli isolates, 48 

where 16 of these samples presented plasmid of 88 MDa, there have been isolates with 49 

one to six plasmids of high and low molecular weight. Isolates of E. coli resistant to 50 

antimicrobials used in aviculture are present in the state of Pernambuco, both in broilers 51 

and in commercial layers. The presence of plasmids detected in most isolates may be 52 

associated to antimicrobial resistance. To monitor antibiotics resistance of isolated 53 

bacteria in animals becomes a determining factor for the choice and success of the 54 

treatment.  55 

 56 
Keywords: Antibiotics; Escherichia coli; resistance; plasmid; birds. 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 
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INTRODUÇÃO 67 

Na avicultura, o uso de antimicrobianos é uma medida preventiva muito utilizada 68 

para minimizar os danos causados por infecções causadas por Escherichia coli (Giurov, 69 

1981), e também para reduzir a mortalidade associada à colibacilose aviária (Freed, 70 

1993; Watts, 1993). A alta prevalência desta enfermidade justifica a preocupação na 71 

busca de recursos que permitam o desenvolvimento de novos métodos de controle para 72 

a doença (Morris & Fletcher, 1988).   73 

São cada vez maiores os coeficientes de resistência das bactérias frente aos 74 

antimicrobianos, representando um sério problema mundial (Blanco et al., 1997; Cohen, 75 

2000). A emergência de E. coli aviária multirresistentes, é preocupante sendo indicado 76 

testes de sensibilidade para evitar resistência cruzada (Blanco et al., 1997; Cardoso et 77 

al., 2001; Yang et al., 2004). 78 

O uso prolongado de antibióticos em animais para o tratamento, ou como 79 

promotores de crescimento, pode selecionar patógenos resistentes às drogas. Bactérias 80 

comensais ou do ambiente podem ser reservatórios para a transferência de genes de 81 

resistência aos antimicrobianos para bactérias patogênicas (Nandi et al., 2004; Smith et 82 

al., 2007). 83 

Vários fatores contribuem com a virulência de E. coli aviária e muitos dos genes 84 

que codificam esses fatores têm sido encontrados em grandes plasmídios conjugativos. 85 

Devido à ocorrência de genes de resistência antimicrobiana em plasmídios é possível 86 

que o uso de agentes antimicrobianos possa selecionar E. coli mais resistentes (Johnson 87 

et al., 2004).  88 

A presença de alguns plasmídios como o ColV tem sido associada à sobrevivência 89 

de APEC em diferentes ambientes e hospedeiros, permitindo a mesma resistir a pressões 90 

ambientais desfavoráveis (Johnson et al., 2008). Os plasmídios podem codificar várias 91 
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características como resistência a antibióticos e metais pesados, virulência e persistência 92 

em diferentes ambientes (Frost et al., 2005). 93 

Objetivou-se com esse estudo pesquisar a resistência a antimicrobianos e 94 

determinar o perfil plasmidial em amostras de E. coli isoladas de frangos de corte 95 

sadios, frangos de corte e poedeiras comerciais com sinais clínicos respiratórios e 96 

digestivos no Estado de Pernambuco, Brasil. 97 

 98 

MATERIAL E MÉTODOS 99 

O protocolo experimental deste estudo seguiu os Princípios Éticos na 100 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e 101 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de 102 

Pernambuco (CEUA-UFRPE), processo N° 23082.001526. 103 

 104 

Amostragem 105 

Foram utilizadas 11 granjas de frangos de corte com animais sadios e sete granjas 106 

de frangos de corte com sinais clínicos respiratórios, além de seis granjas de poedeiras 107 

comerciais com sinais clínicos de doença respiratória e digestiva. O número de granjas 108 

estudadas correspondeu a aproximadamente 20% do total de granjas no Estado de 109 

Pernambuco. Foi colhido material biológico dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal 110 

de 55 frangos de corte sadios e 35 com sinais clínicos (30 com sinais respiratórios e 111 

cinco com sinais respiratório e digestivo) e 30 poedeiras comerciais com sinais clínicos 112 

(25 com sinais respiratórios e cinco com sinais respiratório e digestivo). 113 

Para fins de processamento das técnicas microbiológicas e moleculares foram 114 

formados “pools” de amostras por granja. Cada amostra foi constituída por um “pool” 115 

de cinco aves, totalizando 24 amostras de cada material biológico.  116 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=The&langpair=en|pt
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Exame bacteriológico  117 

Para o isolamento de Escherichia coli, as amostras do conteúdo cecal (CC) foram 118 

semeadas em ágar Eosina Azul de Metileno (EMB) e os swabs dos seios infraorbitários 119 

(SI) foram transferidos para tubos contendo 10 ml de caldo Infusão Cérebro Coração 120 

(BHI) e incubados a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, as amostras foram 121 

semeadas em placas contendo ágar EMB. Logo após foi selecionada uma colônia típica 122 

de cada amostra para a realização de provas bioquímicas no tríplice açúcar ferro (TSI), 123 

Citrato, Vermelho de Metila (VM), Voges Proskauer (VP), Indol, Motilidade, produção 124 

de gás sulfídrico no meio SIM (Carter, 1988). Para realização de todos os testes foi 125 

utilizada a cepa ATCC (25922) de E. coli. 126 

 127 

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos  128 

Os isolados de E. coli foram submetidos ao teste de sensibilidade por meio da 129 

técnica de disco difusão (Bauer et al., 1966). Os antimicrobianos utilizados foram 130 

Amoxicilina (10µg), cefalexina (30µg), clortetraciclina (15µg), enrofloxacina (5µg), 131 

lincomicina (2µg), norfloxacina (10µg), oxitetraciclina (5µg), tiafenicol (30µg), 132 

trimetoprimsulfadiazina (30µg), trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30µg), 133 

trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30µg), trimetoprimsulfadiazinadoxicilina 134 

(30µg) e trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10µg). E a determinação da 135 

concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada de acordo com o National 136 

Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI/NCCLS, 2008). Foram utilizados 137 

os antimicrobianos Amoxicilina, clortetraciclina, enrofloxacina, lincomicina, 138 

norfloxacina, trimetoprim e sulfadiazina. A interpretação dos resultados foi realizada de 139 

acordo com as especificações do fabricante e do CLSI/NCCLS. 140 
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O índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado 141 

conforme metodologia descrita por Krumperman (1983), sendo este índice determinado 142 

pela relação entre o número de antimicrobianos que a amostra é resistente e o número 143 

total de antimicrobianos testados. 144 

 145 

Extração de DNA plasmidial 146 

Após cultivo em caldo Luria Bertani (LB), os isolados de E. coli foram 147 

incubados a 37°C por 24h e o DNA foi extraído de acordo com a metodologia descrita 148 

por Sambrook et al. (1989). As amostras de DNA plasmidial foram analisadas em gel 149 

de agarose a 0,8%, corado com brometo de etídio a (5%) e os fragmentos obtidos foram 150 

visualizados sob luz ultravioleta. Utilizou-se como marcador de peso molecular a cepa 151 

padrão V517 de E. coli.  152 

 153 

Análise estatística 154 

Para esse estudo realizou-se análise estatística descritiva calculando-se a 155 

freqüência absoluta e relativa (Sampaio, 1998). 156 

 157 

RESULTADOS  158 

Os resultados obtidos confirmaram o isolamento de 35 isolados de E. coli, sendo 159 

12 dos seios infra-orbitários (50,0%) e 23 do conteúdo cecal (95,8%) de frangos de 160 

corte e poedeiras comerciais. Quanto à multirresistência, observou-se que 94,2% 161 

(33/35) dos isolados foram resistentes a três ou mais antimicrobianos pertencentes a 162 

diferentes grupos. Os isolados dos seios infraorbitários e conteúdo cecal, tanto de 163 

frangos de corte quanto de poedeiras comerciais apresentaram maior resistência à 164 

lincomicina, sendo também observados coeficientes de resistência superiores a 50% em 165 
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relação às drogas associadas, exceto para isolados dos seios infraorbitários, frangos de 166 

corte sadios e com sinais clínicos em relação à 167 

trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (Tabelas 1 e 2).  168 

 169 
Tabela 1. Perfil de resistência dos isolados de E. coli de frangos de corte e poedeiras 170 
comerciais no Estado de Pernambuco 171 

Antibióticos Fc SSC Fc CSC Pc CSC
F.A.   F. R. (%) F.A.  F. R. (%) F.A.  F. R. (%)

Amoxicilina (10 µg)   8       50,0 11      84,6  4       66,6
Cefalexina (30 µg)   0         0,0   8      61,5  1       16,6
Clortetraciclina (15 µg) 10        62,5 11      84,5  6     100,0
Enrofloxacina (5 µg)   5        31,2 10      76,9  1       16,6
Lincomicina (2 µg) 16       100,0 13     100,0  6     100,0
Norfloxacina (10 µg)   6        37,5   8      61,5  0         0,0
Oxitetraciclina (5 µg) 10        62,5 13     100,0  6     100,0
Tiafenicol (30 µg)   4        25,0 10      76,9  1       16,6
Trimetoprimsulfadiazina (30 µg)   7        43,7 11      84,6  5       83,3
Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30 µg)   7        43,7 11      84,6  4       66,6
Trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (30 µg)   6        37,5 11      84,6  5       83,3
Trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30 µg)   7        43,7 11      84,6  5       83,3
Trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10 µg)   7        43,7   6      46,1  4       66,6172 
Convenções: F.A. – Frequência Absoluta; F.R. – Frequência Relativa.  Fc SSC–Frangos de corte sem sinais clínicos;    173 
Fc CSC e Pc CSC–Frangos de corte e Poedeiras comerciais com sinais clínicos respiratório. 174 
 175 

 176 
Tabela 2. Perfil de resistência dos isolados de E. coli de seios infra-orbitários e 177 
conteúdo cecal de frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco 178 

Antibióticos SI CC
 F.A.   F. R. (%) F.A.  F. R. (%)

Amoxicilina (10 µg)    9       75,0  14     60,8
Cefalexina (30 µg)    3       25,0    6     26,0
Clortetraciclina (15 µg)    7       58,3  20     86,9
Enrofloxacina (5 µg)    6       50,0  10     43,4
Lincomicina (2 µg)  12     100,0  23   100,0
Norfloxacina (10 µg)    5       41,6    9     39,1
Oxitetraciclina (5 µg)    9       75,0  20     86,9
Tiafenicol (30 µg)    5       41,6  10     43,4
Trimetoprimsulfadiazina (30 µg)    8       66,6  16     69,5
Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30 µg)    7       58,3  15     65,2
Trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (30 µg)    6       50,0  16     69,5
Trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30 µg)    6       50,0  17     73,9
Trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10 µg)    5       41,6  12     52,1179 

Convenções: F.A. – Frequência Absoluta; F.R. – Frequência Relativa.  SI – Seios infra-orbitários; CC – Conteúdo 180 
Cecal. 181 
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Quando analisada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de sete antimicrobianos 182 

frente aos 35 isolados de E. coli, observou-se um percentual de amostras com 183 

coeficientes elevados no CIM, sendo observada multirresistência a vários 184 

antimicrobianos (Tabela 3). 185 

 186 

Tabela 3. Determinação da concentração inibitória mínima dos isolados de E. coli de 187 
frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco  188 

     MIC (µg/ml) Ponto de corte N° Isolados
Antimicrobiano ≤ 3,12 6,25 12,5 25 50 100 93,75 187,5 375 750 1500 ≥ 3000  (µg/ml) resistentes (%)

Amoxicilina 1 2 1 5 5 2 4 10 5  ≥ 32A    31  (88,6)

Clortetraciclina 2 2 3 10 10 6 2  ≥ 16A    31  (88,6)

Enrofloxacina 4 1 4 4 2 10 2 5 2 1  ≥  2A    35 (100,0)

Lincomicina 2 2 1 4 26   ≥  64B    35 (100,0)

Norfloxacina 6 1 1 2 2 4 4 6 4 1 4  ≥ 16A    27   (77,1)

Trimetoprim 1 1 1 3 1 1 27  ≥ 16A    33   (94,2)

Sulfadiazina 1 1 3 2 2 1 25  ≥ 512A    26   (74,2)189 
A Valor do Ponto de corte – CLSI/NCCLS, 2008. 190 
B Raemdocnk et al., 1992 191 
 192 
 193 

Quanto aos resultados em relação à detecção de plasmídios, observou-se 194 

frequência de 80,0% (28/35), 16 isolados apresentaram plasmídio de 88 MDa, sendo 11 195 

(47,8%) do conteúdo cecal e cinco (41,6%) dos seios infra-orbitários. Observou-se que 196 

14 isolados provenientes de frangos de corte apresentaram um maior número de 197 

plasmídio de alto peso molecular em relação a apenas dois de poedeiras comerciais. 198 

Foram detectados também isolados que apresentaram de um a seis plasmídios com alto 199 

e baixo peso molecular (Figura 1).  200 

 201 

DISCUSSÃO 202 

A alta resistência aos antimicrobianos tem preocupado os vários segmentos da 203 

avicultura mundial (Amara et al., 1995; Gunner et al., 2004) e a resistência adquirida 204 

por E. coli devido à utilização inadequada de antimicrobianos seleciona as bactérias 205 



113 

 

 

mais resistentes (Ferreira & Knöbl, 2000; Gunner et al., 2004). Neste estudo foi possível 206 

verificar que as amostras de E. coli, isoladas de frangos de corte e poedeiras comerciais 207 

apresentaram elevados coeficientes de resistência aos antimicrobianos testados, sendo 208 

estes utilizados rotineiramente na avicultura.  209 

Recentes trabalhos sugerem também que o uso das tetraciclinas, sulfas, 210 

cefalosporinas e penicilinas servem como fator de disseminação de E. coli resistentes 211 

(Galland et al., 2001; Van Den Bogaard et al., 2001). Mas a resistência às novas 212 

quinolonas também vem sendo observada em cepas isoladas de frangos de corte 213 

(Lambie et al., 2000; Ogunleye et al., 2008). Isto se deve principalmente ao uso 214 

indiscriminado e prolongado, concentrações subterapêuticas e terapias inadequadas de 215 

antimicrobianos (Ferreira & Knöbl, 2000).  216 

Neste estudo, o perfil de resistência in vitro no antibiograma apresentou 217 

coeficientes elevados de resistência para os isolados de E. coli frente aos 218 

antimicrobianos testados pertencentes a vários grupos, foi observado também um perfil 219 

de multirresistência de 94,2% (33/35) nos isolados. Na criação de frangos de corte, o 220 

uso de antimicrobianos é comum e a resistência de E. coli provenientes do trato 221 

intestinal de aves permanece por muito tempo, mesmo na ausência do uso destes 222 

(Chaslus et al., 1987). De acordo com Gama et al. (2004) isolados de E. coli 223 

provenientes de aves de postura e ambiente de granjas sugerem que está havendo uma 224 

ampliação do perfil de resistência a antibióticos nessa bactéria.  225 

Segundo Albuquerque (2005) a lincomicina, está inserida dentre os 226 

antimicrobianos autorizados no Brasil para uso na avicultura como aditivo para 227 

alimentação. O uso de antibióticos na Medicina Veterinária e humana é considerado um 228 

fator importante para promover a seleção e disseminação de microorganismos 229 

resistentes (Witte et al., 1998; Gunner et al., 2004). Verificamos que independente do 230 
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tipo de criação, os isolados de E. coli apresentaram resistência de 100,0% para 231 

lincomicina. Ikuno et al. (2008), também obtiveram os mesmos resultados, mas em 232 

isolados de E. coli obtidos de aves silvestres.  233 

O índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA) foi desenvolvido 234 

para o estudo do risco de contaminação de alimentos por isolados de E. coli, e serve 235 

como uma informação adicional do potencial patogênico das amostras (Krumperman, 236 

1983). Observamos que os resultados obtidos com base nesse índice demonstraram que 237 

houve variação entre 0,07 até 1 nos isolados de E. coli obtidos de frangos de corte e 238 

poedeiras comerciais.  239 

A CIM é útil para correlacionar a suscetibilidade do microorganismo à 240 

concentração do antimicrobiano nos tecidos do hospedeiro (Spinosa et al., 2005). Os 241 

dados gerados a partir do perfil de resistência a antimicrobianos podem ser uma valiosa 242 

referência para o tratamento de doenças bacterianas em aves de produção (Huang et al., 243 

2009). De acordo com Raemdonck et al. (1992), isolados de E. coli de aves de produção 244 

na CIM apresentaram-se sensível para danofloxacina e trimetoprimsulfametoxazol, e 245 

resistentes para lincomicina e oxitetraciclina.  Neste estudo, os resultados observados 246 

por meio da CIM apresentaram resistência para a enrofloxacina e lincomicina (100%) e 247 

74,2% a 94,2% de resistência aos demais antimicrobianos.  248 

Huang et al. (2009) observaram na CIM que de 60 isolados de E. coli 82% foram 249 

sensíveis as fluorquinolonas, com resultados acima de 50% para espectinomicina, 250 

tetraciclina e tilmicosin, com resistência de 51,46%, 79,33% e 98,28%, 251 

respectivamente. Os dados obtidos por Ozawa et al. (2008) demonstraram resistência 252 

para oxitetraciclina de 75,9% e para trimetoprim de 25,3%.  253 

De acordo com Kmet & Kmetova (2010) isolados de Echerichia coli de frangos 254 

de corte saudáveis apresentaram níveis elevados de resistência ao ácido nalidíxico, 255 
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ciprofloxacina e enrofloxacina, sendo também detectado o gene qnrS mediado pelos 256 

plasmídios de resistência às quinolonas, estando presente em uma cepa com alto nível 257 

de resistência à ciprofloxacina. Os seus resultados demonstraram o aumento da 258 

ocorrência de cepas de E. coli multirresistentes com um alto nível de resistência 259 

cromossômica e plasmidial às fluoroquinolonas. 260 

E. coli é uma das principais espécies onde podem ser detectados plasmídios 261 

contendo genes envolvidos no processo de resistência múltipla aos antimicrobianos. 262 

Esta característica está relacionada à sua grande distribuição ambiental e propensão a 263 

albergar elementos genéticos móveis, em especial os plasmídios (Schroeder et al., 2002; 264 

Sherley et al., 2004). Neste trabalho, observou-se a presença de plasmídios em 80,0% 265 

(28/35) dos isolados de E. coli, onde 16 isolados apresentaram plasmídios de alto peso 266 

molecular (88MDa), sendo também observado isolados com um a seis plasmídios. Esses 267 

isolados apresentaram resistência a três ou mais antimicrobianos de diferentes grupos. 268 

Os isolados que não apresentaram plasmídios também foram resistentes aos 269 

antimicrobianos testados.   270 

Estudo realizado por Doetkott et al. (1996) revelou que linhagens de E. coli 271 

isoladas de aves geralmente possuem plasmídios de alto peso molecular e estes, em sua 272 

maioria, possuem genes relacionados à virulência. E. coli isoladas APEC são grandes 273 

reservatórios de genes de virulência para as E.coli patogênicas para seres humanos 274 

(Skyberg et al., 2006). Em alguns casos como o plasmídio ColV (80-180Kb), a sua 275 

presença e não de genes específicos tem sido associada à patogenicidade em APEC 276 

(Johnson et al., 2006). 277 

A caracterização de E. coli quanto ao padrão de resistência a antibióticos e a 278 

identificação do padrão de virulência são informações fundamentais para a 279 

caracterização de isolados clínicos, tanto de aves, como da água e do ambiente, e 280 
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possibilitam discriminar o potencial patogênico dessas bactérias e a identificação de 281 

clones patogênicos emergentes (Ikuno et al., 2008).  282 

 283 

CONCLUSÕES 284 

Amostras de E. coli resistentes a antimicrobianos utilizados na avicultura estão 285 

presentes no Estado de Pernambuco, tanto em frangos de corte quanto em poedeiras 286 

comerciais. A presença de plasmídios com alto peso molecular detectados na maioria 287 

dos isolados, pode indicar uma associação com a resistência aos antimicrobianos. 288 

Monitorar a resistência de bactérias isoladas de animais a antibióticos torna-se um fator 289 

determinante para eleição e êxito do tratamento.   290 
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Perfil de resistência a antimicrobianos de Staphylococcus spp., isolados de frangos 1 

de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco, Brasil 2 

  3 

RESUMO: Este estudo foi realizado com o objetivo de pesquisar Staphylococcus spp. 4 

de frangos de corte sadios e frangos de corte e poedeiras comerciais que apresentassem 5 

sinais clínicos respiratórios. Foram colhidos swabs dos seios infraorbitários de 55 6 

frangos de corte sadios, 35 com sinais respiratórios, e 30 poedeiras comerciais também 7 

com sinais respiratórios. Cada amostra foi composta por um “pool” de cinco aves, 8 

totalizando 24 amostras coletadas de 24 granjas comerciais. Para o isolamento foi 9 

utilizado o exame bacteriológico, com posterior avaliação das características 10 

morfológicas, tintoriais e bioquímica para determinação da espécie. Verificou-se a 11 

produção de hemólise, formação de biofilme em ágar Vermelho Congo (ACR), 12 

detecção do gene mecA pela PCR e avaliação da suscetibilidade a 13 drogas 13 

antimicrobianas. Das 24 amostras processadas, foram isolados 16 Staphylococcus, cinco 14 

isolados foram coagulase-positiva (SCP) e 11 coagulase-negativa (SCN), e nos testes de 15 

hemólise e formação de biofilme, três isolados apresentaram-se hemolíticos e seis foram 16 

positivos, respectivamente. Na avaliação por meio da PCR, para detecção do gene mecA 17 

todos os isolados apresentaram resultados negativo. Observou-se que 15 isolados foram 18 

resistentes a cinco ou mais antibióticos, e que as drogas associadas apresentaram melhor 19 

perfil de sensibilidade. A resistência a antimicrobianos e cepas produtoras de biofilme 20 

podem interferir na resposta terapêutica de aves que apresentam sinais clínicos.  21 

 22 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Staphylococus, aves, genes, antimicrobianos 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 
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Resistance of Staphylococcus spp., to antimicrobials isolated from broilers and 34 

commercial layers in the State of Pernambuco, Brazil 35 

  36 

ABSTRACT: This study had the objective of researching Staphylococcus spp. on 37 

healthy broilers and commercial broilers and layers, with clinical respiratory signs. 38 

Swabs were taken from the infraorbital sinus of 55 healthy broilers, 35 with respiratory 39 

signs and 30 commercial layers also with respiratory signs. Each sample was composed 40 

of a pool of five birds, totaling 24 collected samples from 24 commercial flocks. The 41 

bacteriological exam was used for the isolation, with a later evaluation of the 42 

morphological, tintorial and biochemical characteristics to determine the species. The 43 

production of hemolysis, formation of a biofilm in Congo Red Agar, detection of the 44 

gene mecA by the PCR and susceptibility to 13 antimicrobial drugs, was verified. From 45 

the 24 processed samples, 16 Staphylococcus spp. were obtained isolates, five samples 46 

were coagulasis-positive (SCP) and 11 coagulasis-negative (SCN). As to hemolysis and 47 

the formation of biofilm tests three samples presented themselves to be hemolytic and 48 

six were positive, respectively. In the PCR evaluation for the detection of the mecA 49 

gene, all isolates showed negative results. It was observed that 15 E coli isolates were 50 

resistant to five or more antibiotics, and that the associated drugs presented better 51 

sensibility. The resistance to antimicrobials and biofilm productive strains can interfere 52 

in the therapeutic response of birds that present clinical signs. 53 

 54 

INDEX TERMS: Staphylococus, birds, genes, antimicrobials 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 



129 

 

 

INTRODUÇÃO 67 

A Estafilococose é uma doença frequente nas aves. A maior parte das infecções é 68 

causada por Staphylococcus coagulase positiva, especialmente Staphylococcus aureus, 69 

contudo outros Staphylococcus coagulase negativos também estão envolvidos em 70 

infecções (Scalan & Hargis, 1989, Jordan, 1996, Awan & Matsumoto, 1998, McNamee 71 

et al. 1998). 72 

A patogênese da doença é atribuída à combinação de diversos fatores celulares e 73 

extracelulares, sendo a formação de biofilme um dos principais mecanismos para a 74 

infecção bacteriana persistente ou crônica (Costerton et al. 1999). Arciola et al. (2002) 75 

relataram que a produção de biofilme está associada à reduzida sensibilidade aos 76 

antimicrobianos. 77 

O uso de antimicrobianos na alimentação animal pode contribuir com a resistência 78 

de Staphylococcus (Aarestrup et al. 2000), e para a  seleção de cepas resistentes às 79 

drogas (Awan & Matsumoto, 1998). Os agentes antimicrobianos são amplamente 80 

utilizados no tratamento e controle das infecções estafilocócicas. Entretanto, poucos 81 

estudos têm determinado a ocorrência da resistência antimicrobiana e a presença de 82 

genes de resistência de isolados de aves (Aarestrup et al. 2000).   83 

De acordo com Lee (2003) a resistência dos Staphylococcus spp. à oxacilina está 84 

relacionada com a presença do gene mecA, que é considerado um determinante 85 

genético, que torna os microorganismos intrinsecamente resistentes também a outras 86 

drogas. Os genes icaA e icaD presentes em S. aureus e S. epidermidis estão associados 87 

à formação de biofilme (Arciola et al. 2001, 2002), que é um importante fator de 88 

virulência e está associado à aderência; podendo reduzir a resposta imune, interferindo 89 

com os mecanismos de defesa do hospedeiro (Bernardi et al. 2007). 90 
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 Objetivou-se com este estudo pesquisar o perfil de resistência a antimicrobianos 91 

e a ocorrência de genes de resistência, além da produção de biofilme em isolados de 92 

Staphylococcus spp. provenientes de frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado 93 

de Pernambuco.  94 

 95 

MATERIAL E MÉTODOS 96 

O protocolo experimental deste estudo seguiu os Princípios Éticos na 97 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e 98 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural 99 

de Pernambuco (CEUA-UFRPE), processo N° 23082.001526. 100 

 101 

Amostragem 102 

Foram utilizadas 11 granjas de frangos de corte com aves sadias e sete granjas com 103 

aves apresentando sinais clínicos, além de seis granjas de poedeiras comerciais com 104 

sinais clínicos de doença respiratória. O número de propriedades estudadas 105 

correspondeu a aproximadamente 20% do total de granjas no Estado de Pernambuco. O 106 

material biológico foi colhido dos seios infra-orbitários de 55 frangos de corte sadios, 107 

35 frangos de corte com sinais clínicos e de 30 poedeiras comerciais com sinais clínicos 108 

respiratórios. Cada amostra foi constituída por um “pool” de cinco aves/granja, 109 

totalizando 24 amostras.  110 

 111 

Exame bacteriológico  112 

Os swabs obtidos dos seios infraorbitários foram semeados em ágar base acrescido 113 

de sangue desfribinado de ovino a 5% e as placas foram incubadas a 37°C em aerobiose 114 

por até 48 horas. Em seguida, foi selecionada uma colônia típica e realizou-se a 115 
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coloração de Gram e o teste de catalase para diferenciação de Staphylococcus e 116 

Streptococcus. Posteriormente foram realizadas as provas de coagulase para 117 

diferenciação entre Staphylococcus coagulase positiva e negativa. Para a identificação 118 

das espécies foram realizadas provas bioquímicas como urease, esculina, ágar púrpura 119 

base (PAB), glicose semi-sólida (GSS), manitol semi-sólido (MSS) e ágar DNAse 120 

(Quinn et al. 1994). 121 

 122 

Produção de biofilme  123 

Para estudar a capacidade em produzir biofilme todos os isolados foram semeados 124 

em Ágar Vermelho Congo (ACR) e posteriormente incubados a 37°C por até 48h. Após 125 

o isolamento, as colônias foram avaliadas quanto à coloração, sendo consideradas 126 

positivas aquelas que apresentaram coloração negra (Freeman et al. 1989). Como 127 

controle positivo da reação foi utilizado uma cepa de Staphylococcus aureus da 128 

Americam Type Culture Collection (ATCC 25923).  129 

 130 

Extração de DNA 131 

Todos os isolados foram submetidos à extração de DNA utilizando-se a 132 

metodologia descrita por Costa et al. (2010). 133 

 134 

Reações e ciclos da PCR 135 

Para reação de amplificação do DNA foram utilizados iniciadores específicos para 136 

detecção do gene mecA (Murakami et al. 1991). A reação de PCR constou de 15µL de 137 

água ultrapura (Milli-Q), 2,5µL de Tampão PCR 1X, 1µL de MgCl2 (2µM), 1µL de 138 

dNTP mix (0,4µM de cada),  1µL de cada “primer” (0,4µM),  0,5µL de TaqPolimerase 139 

(2,5U/µL) e  3µL do DNA extraído, obtendo-se um volume final de  25µL. A reação foi 140 
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pré-aquecida a 94oC por 1 min. seguida de 15 ciclos de desnaturação a 94oC por 30 seg., 141 

anelamento a 68oC por 30 seg e extensão a 72oC por 30 seg. Foi acrescida uma segunda 142 

etapa com 20 ciclos de  94oC por 30 seg. 60oC por 30 seg. 72oC por 30 seg. e 143 

acrescentada uma extensão final a 72oC por 2 min (Kearns et al. 1999). 144 

As amostras foram analisadas em gel de agarose a 1,3% e corado com brometo de 145 

etídio (5%) e os fragmentos obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta. Utilizou-se 146 

o marcador de peso molecular 100pb Ladder® (Ludwig Biotec, Rio Grande do Sul). 147 

 148 

Teste de resistência a antimicrobianos 149 

Todos os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos ao antibiograma 150 

utilizando-se a técnica de difusão em discos (Bauer et al. 1966) frente aos 151 

antimicrobianos: Amoxicilina (10µg), cefalexina (30µg), clortetraciclina (15µg), 152 

enrofloxacina (5µg), lincomicina (2µg), norfloxacina (10µg), oxitetraciclina (5µg), 153 

tiafenicol (30µg), trimetoprimsulfadiazina (30µg), 154 

trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30µg), 155 

trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30µg), trimetoprimsulfadiazinadoxicilina 156 

(30µg) e trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10µg). A interpretação dos 157 

resultados foi realizada de acordo com as recomendações do fabricante.  158 

 159 

Análise estatística 160 

Para esse estudo realizou-se análise estatística descritiva calculando-se a frequência 161 

absoluta e relativa (Sampaio, 1998).  162 

  163 

RESULTADOS 164 

Do total de amostras estudadas observou-se isolamento de Staphylococcus em 165 

66,67% (16/24), sendo cinco (31,25%) identificados como Staphylococcus hyicus, três 166 
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(18,75%) S. lentus, três (18,75%) S. gallinarum, um (6,25%) S. chromogenes, um 167 

(6,25%) S. intermedius, um (6,25%) S. saprophyticus e dois (12,5%) S. epidermidis. 168 

Desses isolados, seis foram obtidos de frangos de corte sem sinais clínicos, oito de 169 

frangos de corte com sinais clínicos respiratórios e dois de poedeiras comerciais com 170 

sinais clínicos respiratórios (Tabela 1).  171 

 172 

Tabela 1. Staphylococcus spp. isolados dos seios infra-orbitários de frangos de corte e  173 

poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco 174 

SC hyicus lentus gallinarum chromogenes intermedius saprophyticus epidermidis
Fc SSC 3 1 0 1 0 0 1
Fc CSC 2 2 2 0 1 1 0
Pc CSC 0 0 1 0 0 0 1

   N° de espécies de Staphylococcus

175 
Sistema de Criação; Fc SSC- Frangos de corte sem sinais clínicos; Fc CSC- Frangos de corte com sinais 176 
clínicos; Pc CSC- Poedeiras comerciais com sinais clínicos 177 
 178 

Quanto à capacidade de coagular o plasma de coelho, 11 (68,75%) isolados foram 179 

coagulase-negativa (SCN) e seis (37,5%) coagulase-positiva (SCP). Dois isolados SCN 180 

(S. epidermidis) e um SCP (S. intermedius) apresentaram-se positivos no teste de 181 

hemólise.  182 

No teste de produção de biofilme, seis (37,5%) isolados foram positivos, sendo dois 183 

Staphylococcus hyicus, um S. lentus, dois S. gallinarum, um S. saprophyticus e 10 184 

(62,5%) foram negativos. Observou-se também que os isolados produtores de biofilme 185 

apresentaram multirresistência a diferentes grupos de antimicrobianos. 186 

O perfil de resistência aos antimicrobianos demonstraram que 15 (93,75%) isolados  187 

foram resistentes a cinco ou mais antibióticos, apresentando também alta resistência a 188 

antibióticos como clortetraciclina, oxitetraciclina e lincomicina (93,8%), amoxicilina 189 

(87,5%), enrofloxacina (68,8%), norfloxacina e tiafenicol (62,5%), enquanto que a 190 

utilização de antibióticos utilizados em associação como trimetoprim ou sulfas 191 
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apresentou perfil de sensibilidade variando de 43,8% a 50,0% exceto para 192 

Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina que apresentou 62,5% de resistência (Tabela 2).   193 

Tabela 2. Perfil de resistência dos isolados de Staphylococcus spp. isolados dos seios 194 

infra-orbitários de frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco 195 

Antibióticos Interpretação 
          F.A.        F.R. (%) 
Amoxicilina (10µg)           14           87,5 
Cefalexina (30µg)             9           56,3 
Clortetraciclina (15µg)           15           93,8 
Enrofloxacina (5µg)           11           68,8 
Lincomicina (2µg)           15           93,8 
Norfloxacina (10µg)           10           62,5 
Oxitetraciclina (5µg)           15           93,8 
Tiafenicol (30µg)           10           62,5 
Trimetoprimsulfadiazina (30µg)             8           50,0 
Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30µg)            10           62,5 
Trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (30µg)              8           50,0 
Trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30µg)              7           43,8 
Trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10µg)             7           43,8 

 Convenções: F.A. – Frequência Absoluta; F.R. – Frequência Relativa. 196 

 197 

Os isolados de frangos de corte apresentaram resistência à clortetraciclina, 198 

lincomicina e oxitetraciclina (93,8%), amoxicilina (87,5%), enrofloxacina (68,8%), 199 

norfloxacina, tiafenicol e trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (62,5%), cefalexina 200 

(56,3%), trimetoprimsulfadiazina e trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (50,0%) e 201 

trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina e 202 

trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (43,8%). Observou-se ainda que dois 203 

isolados de poedeiras comerciais apresentaram resistência à maioria dos 204 

antimicrobianos de diferentes grupos.  205 

No entanto, no teste para detecção do gene mecA relacionado à resistência à 206 

meticilina e oxacilina todos os isolados foram negativos.  207 

 208 

DISCUSSÃO 209 

Algumas espécies de Staphylococcus são habitantes normais da pele e mucosas dos 210 

animais. Nas aves, S. aureus é conhecido por causar várias doenças como septicemia 211 
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aguda, osteomielite crônica (Skeeles, 1997), além de salpingite, ooforite, onfalite, 212 

artrite, conjuntivite, blefarite, foliculite, bursite, dermatite gangrenosa e celulite 213 

(Ferreira & Ferreira, 2000). Estudo realizado por Takeuchi et al. (1985) demonstrou que  214 

S. hycus esteve presente na pele e cavidade nasal de 55 (19%) galinhas saudáveis 215 

criadas em granjas no Japão, sendo 17,9% na pele e 6,2% na cavidade nasal. Awan & 216 

Matsumoto (1998) também isolaram várias espécies de Staphylococcus de frangos de 217 

corte e detectaram S. aureus e S. intermedius em articulação das aves, apresentando 218 

artrite. No Brasil, mais especificamente na região Nordeste, não foram encontrados 219 

trabalhos publicados sobre o envolvimento e os prejuízos econômicos causados pela 220 

infecção por Staphylococcus spp. em frangos de corte e poedeiras comerciais. Dessa 221 

forma este estudo reveste-se de importância epidemiológica, pois determinou as 222 

espécies de Staphylococcus presentes nas vias aéreas respiratórias superiores de frangos 223 

de corte e poedeiras comerciais. Além disso, observou-se que a maioria dos isolados 224 

envolvidos na doença respiratória são SCN, confirmando a participação dessas variantes 225 

na doença aviária. Apesar da maior parte das infecções causadas por Staphylococcus em 226 

animais ser por SCP, especialmente S. aureus, são crescentes os relatos da participação 227 

dos SCN em infecções em frangos de corte (Scalan & Hargis, 1989, Awan &  228 

Matsumoto, 1998, McNamee et al. 1998). 229 

De acordo com alguns autores, apesar de Staphylococcus spp. serem 230 

considerados oportunistas ou secundários (Jonsson & Wadstrom, 1993), a doença 231 

ocorre na maioria das vezes quando há queda na resistência devido à infecção por outros 232 

patógenos, imunossupressão e lesões na pele ou nas mucosas. Dependendo da 233 

capacidade de expressão de fatores de virulência pode ocorrer uma infecção localizada 234 

ou septicemia, devido à alta capacidade do microorganismo migrar da pele ou mucosa 235 

para os tecidos internos (Ferreira & Ferreira, 2009). Por esse motivo a identificação dos 236 
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fatores de virulência dessa bactéria é importante para decidir sobre o tratamento que 237 

deverá ser instituído no lote (Arciola et al. 2001). A despeito desse aspecto, observou-se 238 

ainda no presente estudo a produção de biofilme por alguns isolados obtidos dos seios 239 

infra-orbitários de frangos de corte e poedeiras comerciais. Sabe-se que algumas 240 

espécies de estafilococos produzem um muco ou biofilme que permite à bactéria aderir 241 

às superfícies, sendo importante para a sua colonização. A produção de biofilme é 242 

considerada como um fator de virulência (Veenstra et al. 1996, Vuong & Otto, 2002), 243 

tornando-as menos acessíveis ao sistema de defesa do organismo e aos antimicrobianos 244 

(Arciola et al. 2002, Hume et al. 2004). Esse mecanismo inibe a quimiotaxia, 245 

fagocitose, proliferação de linfócitos e limita a atuação dos macrófagos (Vasudevan et 246 

al. 2003). 247 

Alguns estudos têm sugerido que a produção de cápsula facilita a aderência 248 

bacteriana através de seus componentes biopolímeros, contribuindo para a formação de 249 

biofilme (Peters & Pulverer, 1984). Sendo assim, os microorganismos que produzem 250 

biofilme são mais resistentes à ação de agentes físicos e químicos como os utilizados 251 

nos procedimentos de higienização (Rickard et al., 2003; Marques, 2005). A formação 252 

de biofilme é considerada como um dos principais fatores para infecção bacteriana 253 

persistente ou crônica (Costerton et al. 1999). Recentemente foi demonstrado que S. 254 

aureus e S. epidermidis contém o operon ica responsável pela produção de biofilme 255 

(Arciola et al. 2001). Destaca-se também, no presente estudo, a produção de biofilme 256 

por amostras de SCN em aves comerciais no estado de Pernambuco, demonstrando a 257 

presença desse fator de virulência geralmente relatado para amostras SCP. Observou-se 258 

também que as amostras produtoras de biofilme apresentaram multirresistência a vários 259 

grupos de antimicrobianos.  260 

http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Although&langpair=en|pt
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  O coeficiente de resitência a antimicrobianos, inclusive de multirresistência 261 

observada para amostras isoladas em frangos de corte e poedeiras comerciais a vários 262 

antimicrobianos utilizados na avicultura comercial é preocupante para os plantéis 263 

estudados. Esses antimicrobianos são largamente utilizados no tratamento e controle de 264 

infecções bacterianas nas granjas. Além disso, são administrados há muitos anos, não só 265 

para controlar e prevenir a doença, mas também para promover o crescimento e 266 

melhorar a eficiência alimentar das aves (Geonaras & Holy, 2001, Bertolatti et al. 267 

2003).  Dessa forma, a resistência de cepas produtoras de biofilme pode interferir na 268 

resposta terapêutica de aves que apresentam sinais clínicos de doença respiratória. É 269 

importante ressaltar ainda a necessidade de se investigar a presença de genes 270 

relacionados com a resistência às drogas utilizadas na avicultura.  271 

Informações sobre a prevalência de Staphylococcus resistentes a antimicrobianos 272 

na avicultura industrial nos Estados Unidos é escassa, sendo necessária para avaliar os 273 

riscos da utilização de antimicrobianos na criação animal e suas consequências na saúde 274 

pública (Simjee et al. 2007). No Brasil, pouco se sabe sobre os impactos do uso de 275 

antibióticos na avicultura comercial e os danos gerados à saúde animal e pública. A 276 

ocorrência de resistência antimicrobiana entre isolados recentes e antigos indica que a 277 

resistência aos antimicrobianos em estafilococos de origem aviária aumentou ao longo 278 

do tempo em indústrias avícolas da Bélgica e isto pode ser devido ao uso frequente de 279 

agentes antimicrobianos na criação de aves (Geonaras & Holy, 2001, Bertolatti et al. 280 

2003).   281 

Poucos estudos têm determinado a ocorrência da resistência antimicrobiana e a 282 

presença de genes de resistência entre isolados de estafilococos em aves de produção 283 

comercial (Aarestrup et al. 2000).  A disseminação de cepas resistentes de 284 

Staphylococcus spp. aviária à eritromicina pode causar um impacto considerável sobre a 285 
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eficácia do tratamento, controle da doença e a rentabilidade da indústria avícola (Nawaz 286 

et al. 1999). 287 

O fato da eritromicina ser rotineiramente empregada no tratamento de doenças 288 

em aves, em longo prazo pode trazer consequências indesejáveis, como 289 

desenvolvimento de Staphylococcus spp. resistentes à eritromicina (Mota et al., 2005). 290 

De acordo com Sahm (1994) e Lee (2003) a resistência dos Staphylococcus spp. a 291 

oxacilina está relacionada à presença do gene mecA que é considerado um determinante 292 

genético, que torna os microorganismos intrinsecamente resistentes também a outras 293 

drogas.  294 

 Kawano et al. (1996) verificaram que os SCN meticilina resistente isolados de 295 

galinhas saudáveis apresentaram resistência para maioria dos antibióticos β-lactâmicos, 296 

e alguns isolados foram também resistentes para os macrolídeos e aminoglicosídeos. A 297 

maior causa da resistência aos  β-lactâmicos é atribuída a presença de uma proteína 298 

produzida pelo gene mecA (Warsa et al. 1996, Hartman & Tomasz, 1984). Apesar da 299 

ausência do gene mecA nos isolados de Staphylococcus observou-se neste estudo que os 300 

mesmos apresentaram resistência a todos os antimicrobianos. De acordo com 301 

Gruthuysen et al. (2005) amostras de Staphylococcus aureus armazenadas sob 302 

congelamento demonstraram a perda do gene mecA e que a mesma aumentou de acordo 303 

com o tempo de estocagem, ou seja, quanto maior o tempo maior a probabilidade  de 304 

perda do gene. Demonstrando em seus resultados, que apesar da especificidade da 305 

técnica utilizada, a sensibilidade da mesma pode variar conforme a forma de 306 

conservação das amostras. 307 

 308 

 309 

 310 
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CONCLUSÕES 311 

Os resultados obtidos neste estudo permitem caracterizar a participação dos 312 

Staphylococcus spp. na doença respiratória de frangos de corte e poedeiras comerciais 313 

no estado de Pernambuco. Além disso, o elevado coeficiente de resistência a 314 

antimicrobianos observada nos isolados pode comprometer o tratamento da 315 

estafilococose, indicando-se a realização de testes de sensibilidade in vitro antes do 316 

tratamento nas granjas estudadas. 317 
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a) o Título do artigo deve ser conciso e indicar o conteúdo do trabalho; 

b) um Abstract, um resumo em inglês, deverá ser apresentado com os 
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científicos, e sempre em conformidade com o padrão adotado no último 
fascículo da revista, inclusive quanto à ordenação de seus vários 
elementos. 
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separada que se iniciará com o título do trabalho. 

5. Os quadros deverão ser explicativos por si mesmos; cada um terá seu 
título completo e será caracterizado por dois traços longos, um acima e 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

••••  Bactérias como Mycoplasma spp., Escherichia coli e Staphylococcus spp., participam 

como agentes primários e secundários de doença respiratória em frangos de corte e 

poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco. Devem ser consideradas no tratamento 

e controle quando envolvidas em patologia nos plantéis estudados;   

 

••••  A identificação molecular de Mycoplasma synoviae em granjas de frangos de corte e 

poedeiras comerciais serve de alerta para se discutir medidas de controle na propagação 

dessa espécie nos plantéis;  

 

••••  A PCR pode ser utilizada para o monitoramento e diagnóstico das micoplasmoses nos 

plantéis avícolas comerciais e como ferramenta para diferenciação da cepa de campo e 

vacinal de MG; 

  

••••  A detecção de genes de virulência contribui para determinação da epidemiologia de 

isolados de Escherichia coli patogênica de aves (APEC); 

 

••••  A determinação do perfil plasmidial presente em isolados de Escherichia coli pode 

contribuir para o conhecimento da transferência de resistência a antibióticos e sua 

disseminação nos plantéis avícolas na região estudada; 

 

•••• Staphylococcus spp. e Escherichia coli isolados de frangos de corte e poedeiras 

comerciais no Estado de Pernambuco apresentam níveis elevados de multirresistência a 

antimicrobianos utilizados na avicultura, sugerindo uma avaliação criteriosa na eleição 

das drogas antimicrobianas empregadas para o tratamento das doenças aviárias.  
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