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RESUMO.- Este estudo foi realizado com o objetivo de
pesquisar Staphylococcus spp. de frangos de corte sadios e
frangos de corte e poedeiras comerciais que apresentassem
sinais clínicos respiratórios. Foram colhidos swabs dos seios
infra-orbitários de 55 frangos de corte sadios, 35 com sinais
respiratórios, e 30 poedeiras comerciais também com sinais

respiratórios. Cada amostra foi composta por um “pool” de
cinco aves, totalizando 24 amostras coletadas de 24 granjas
comerciais. Para o isolamento foi utilizado o exame bacteri-
ológico, com posterior avaliação das características morfo-
lógicas, tintoriais e bioquímica para determinação da espé-
cie. Verificou-se a produção de hemólise, formação de biofilme
em ágar Vermelho Congo (ACR), detecção do gene mecA pela
PCR e avaliação da suscetibilidade a 13 drogas antimicrobia-
nas. Das 24 amostras processadas, foram isolados 16 Sta-
phylococcus, cinco isolados foram coagulase-positiva (SCP) e
11 coagulase-negativa (SCN), e nos testes de hemólise e for-
mação de biofilme, três isolados apresentaram-se hemolíticos
e seis foram positivos, respectivamente. Na avaliação por
meio da PCR, para detecção do gene mecA todos os isolados
apresentaram resultados negativo. Observaram-se que 15
isolados foram resistentes a cinco ou mais antibióticos, e que
as drogas associadas apresentaram melhor perfil de sensibi-
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lidade. A resistência a antimicrobianos e cepas produtoras
de biofilme podem interferir na resposta terapêutica de aves
que apresentam sinais clínicos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Staphylococus spp., aves, genes, resis-
tência antimicrobiana.

INTRODUÇÃO
A Estafilococose é uma doença frequente nas aves. A maior
parte das infecções é causada por Staphylococcus coagulase
positiva, especialmente Staphylococcus aureus, contudo ou-
tros Staphylococcus coagulase negativos também estão en-
volvidos em infecções (Scalan & Hargis 1989, Jordan 1996,
Awan & Matsumoto 1998, McNamee et al. 1998).

A patogênese da doença é atribuída à combinação de di-
versos fatores celulares e extracelulares, sendo a formação de
biofilme um dos principais mecanismos para a infecção bac-
teriana persistente ou crônica (Costerton et al. 1999). Arciola
et al. (2002) relataram que a produção de biofilme está asso-
ciada à reduzida sensibilidade aos antimicrobianos.

O uso de antimicrobianos na alimentação animal pode con-
tribuir com a resistência de Staphylococcus (Aarestrup et al.
2000), e para a  seleção de cepas resistentes às drogas (Awan
& Matsumoto, 1998). Os agentes antimicrobianos são ampla-
mente utilizados no tratamento e controle das infecções estafi-
locócicas. Entretanto, poucos estudos têm determinado a ocor-
rência da resistência antimicrobiana e a presença de genes de
resistência de isolados de aves (Aarestrup et al. 2000).

De acordo com Lee (2003) a resistência dos Staphylococ-
cus spp. à oxacilina está relacionada com a presença do gene
mecA, que é considerado um determinante genético, que tor-
na os microorganismos intrinsecamente resistentes também
a outras drogas. Os genes icaA e icaD presentes em S. aureus
e S. epidermidis estão associados à formação de biofilme
(Arciola et al. 2001, 2002), que é um importante fator de vi-
rulência e está associado à aderência; podendo reduzir a res-
posta imune, interferindo com os mecanismos de defesa do
hospedeiro (Bernardi et al. 2007).

Objetivou-se com este estudo pesquisar o perfil de resis-
tência a antimicrobianos e a ocorrência de genes de resistên-
cia, além da produção de biofilme em isolados de Staphylococ-
cus spp. provenientes de frangos de corte e poedeiras comer-
ciais no Estado de Pernambuco.

MATERIAL E MÉTODOS
O protocolo experimental deste estudo seguiu os Princípios Éticos
na Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Ex-
perimentação Animal e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso
de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-
UFRPE), Processo 23082.001526.

Amostragem. Foram utilizadas 11 granjas de frangos de corte
com aves sadias e sete com sinais clínicos, além de seis granjas de
poedeiras comerciais com sinais clínicos de doença respiratória. O
número de propriedades estudadas correspondeu a aproximada-
mente 20% do total de granjas no Estado de Pernambuco. O mate-
rial biológico foi colhido dos seios infra-orbitários de 55 frangos de
corte sadios, 35 frangos de corte com sinais clínicos e de 30
poedeiras comerciais com sinais clínicos respiratórios. Cada amos-
tra foi constituída por um “pool” de cinco aves, totalizando 24 amos-
tras.

Exame bacteriológico. Os swabs obtidos dos seios infra-
orbitários foram semeados em ágar base acrescido de sangue
desfribinado de ovino a 5% e as placas foram incubadas a 37°C em
aerobiose por até 48 horas. Em seguida realizou-se a coloração do
Gram e o teste de catalase para diferenciação de Staphylococcus e
Streptococcus. Posteriormente foram realizadas as provas de coa-
gulase para diferenciação entre Staphylococcus coagulase positiva
e negativa. Para a identificação das espécies foram realizadas pro-
vas bioquímicas como urease, esculina, ágar púrpura base (PAB),
glicose semi-sólida (GSS), manitol semi-sólido (MSS) e ágar DNAse
(Quinn et al. 1994).

Produção de biofilme. Para estudar a capacidade em produzir
biofilme todos os isolados foram semeados em Ágar Vermelho Congo
(ACR) e posteriormente incubados a 37oC por até 48h. Após o iso-
lamento, as colônias foram avaliadas quanto à coloração, sendo con-
sideradas positivas aquelas que apresentaram coloração negra
(Freeman et al. 1989). Como controle positivo da reação foi utiliza-
do uma cepa de Staphylococcus aureus da Americam Type Culture
Collection (ATCC 25923).

Extração de DNA. Todos os isolados foram submetidos à extra-
ção de DNA utilizando-se a metodologia descrita por Costa et al.
(2010).

Reações e ciclos da PCR. Para reação de amplificação do DNA
foram utilizados iniciadores específicos para detecção do gene mecA
(Murakami et al. 1991). A reação de PCR constou de 15μL de água
ultrapura (Milli-Q), 2,5μL de Tampão PCR 1X, 1μL de MgCl2 (2μM),
1μL de dNTP mix (0,4μM de cada),  1μL de cada “primer” (0,4μM),
0,5μL de Taq DNA Polimerase (2,5U/μL) e  3μL do DNA extraído,
obtendo-se um volume final de  25μL. A reação foi pré-aquecida a
94oC por 1 min. seguida de 15 ciclos de desnaturação a 94oC por 30
seg., anelamento a 68oC por 30 seg e extensão a 72oC por 30 seg.
Foi acrescida uma segunda etapa com 20 ciclos de  94oC por 30 seg.
60oC por 30 seg. 72oC por 30 seg. e acrescentada uma extensão
final a 72oC por 2 min (Kearns et al. 1999). As amostras foram ana-
lisadas em gel de agarose a 1,3% e corado com brometo de etídio
(5%) e os fragmentos obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta.
Utilizou-se o marcador de peso molecular 100pb Ladder® (Ludwig
Biotec, Rio Grande do Sul).

Teste de resistência a antimicrobianos. Todos os isolados de
Staphylococcus spp. foram submetidos ao antibiograma utilizan-
do-se a técnica de difusão em discos (Bauer et al. 1966) frente aos
antimicrobianos: Amoxicilina (10μg), cefalexina (30μg), clortetra-
ciclina (15μg), enrofloxacina (5μg), lincomicina (2μg), norfloxaci-
na (10μg), oxitetraciclina (5μg), tiafenicol (30μg), trimetoprimsul-
fadiazina (30μg), trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30μg),
trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30μg), trimetoprimsul-
fadiazinadoxicilina (30μg) e trimetoprimsulfametoxipiridazi-
naeritromicina (10μg). A interpretação dos resultados foi realizada
de acordo com as recomendações do fabricante.

Análise estatística. Para esse estudo realizou-se análise esta-
tística descritiva calculando-se a frequência absoluta e relativa
(Sampaio 1998).

RESULTADOS
Do total de amostras estudadas observou-se isolamento de Sta-
phylococcus em 66,67% (16/24), sendo cinco (31,25%) iden-
tificados como Staphylococcus hyicus, três (18,75%) S. lentus,
três (18,75%) S. gallinarum, um (6,25%) S. chromogenes, um
(6,25%) S. intermedius, um (6,25%) S. saprophyticus e dois
(12,5%) S. epidermidis. Desses isolados, seis foram obtidos de
frangos de corte sem sinais clínicos, oito de frangos de corte
com sinais clínicos respiratórios e dois de poedeiras comerci-
ais com sinais clínicos respiratórios (Quadro 1).



Pesq. Vet. Bras. 31(8):672-676, agosto 2011

Mércia R. Barros et al.674

Quanto à capacidade de coagular o plasma de coelho, 11
(68,75%) isolados foram coagulase-negativa (SCN) e seis
(37,5%) coagulase-positiva (SCP). Dois isolados SCN (S.
epidermidis) e um SCP (S. intermedius) apresentaram-se po-
sitivos no teste de hemólise.

No teste de produção de biofilme, seis (37,5%) isolados
foram positivos, sendo dois Staphylococcus hyicus, um S.
lentus, dois S. gallinarum, um S. saprophyticus e 10 (62,5%)
foram negativos. Observou-se também que os isolados pro-
dutores de biofilme apresentaram multirresistência a dife-
rentes grupos de antimicrobianos.

O perfil de resistência aos antimicrobianos demonstraram
que 15 (93,75%) isolados foram resistentes a cinco ou mais
antibióticos, apresentando também alta resistência a antibi-
óticos como clortetraciclina, oxitetraciclina e lincomicina
(93,8%), amoxicilina (87,5%), enrofloxacina (68,8%), nor-
floxacina e tiafenicol (62,5%), enquanto que a utilização de
antibióticos utilizados em associação como trimetoprim ou
sulfas apresentou perfil de sensibilidade variando de 43,8%
a 50,0% exceto para Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina
que apresentou 62,5% de resistência (Quadro 2).

Os isolados de frangos de corte apresentaram resistência à
clortetraciclina, lincomicina e oxitetraciclina (93,8%), amoxi-
cilina (87,5%), enrofloxacina (68,8%), norfloxacina, tiafenicol
e trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (62,5%), cefalexina
(56,3%), trimetoprimsulfadiazina e trimetoprimsulfadiazina-
doxicilina (50,0%) e trimetoprimsulfametoxazolclor-
tetraciclina e trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina
(43,8%). Observou-se ainda que dois isolados de poedeiras

comerciais apresentaram resistência à maioria dos antimicro-
bianos de diferentes grupos. No entanto, no teste para detec-
ção do gene mecA relacionado à resistência à meticilina e
oxacilina todos os isolados foram negativos.

DISCUSSÃO
Algumas espécies de Staphylococcus são habitantes normais
da pele e mucosas dos animais. Nas aves, S. aureus é conheci-
do por causar várias doenças como septicemia aguda, osteo-
mielite crônica (Skeeles 1997), além de salpingite, ooforite,
onfalite, artrite, conjuntivite, blefarite, foliculite, bursite, der-
matite gangrenosa e celulite (Ferreira & Ferreira 2000). Es-
tudo realizado por Takeuchi et al. (1985) demonstrou que  S.
hycus esteve presente na pele e cavidade nasal de 55 (19%)
galinhas saudáveis criadas em granjas no Japão, sendo 17,9%
na pele e 6,2% na cavidade nasal. Awan & Matsumoto (1998)
também isolaram várias espécies de Staphylococcus de fran-
gos de corte e detectaram S. aureus e S. intermedius em arti-
culação das aves, apresentando artrite. No Brasil, mais espe-
cificamente na região Nordeste, não foram encontrados tra-
balhos publicados sobre o envolvimento e os prejuízos eco-
nômicos causados pela infecção por Staphylococcus spp. em
frangos de corte e poedeiras comerciais. Dessa forma este
estudo reveste-se de importância epidemiológica, pois deter-
minou as espécies de Staphylococcus presentes nas vias aé-
reas respiratórias superiores de frangos de corte e poedeiras
comerciais. Além disso, observou-se que a maioria dos isola-
dos envolvidos na doença respiratória são SCN, confirmando
a participação dessas variantes na doença aviária. Apesar da
maior parte das infecções causadas por Staphylococcus em
animais ser por SCP, especialmente S. aureus, são crescentes
os relatos da participação dos SCN em infecções em frangos
de corte (Scalan & Hargis 1989, Awan &  Matsumoto 1998,
McNamee et al. 1998).

De acordo com alguns autores, apesar de Staphylococcus
spp. serem considerados oportunistas ou secundários
(Jonsson & Wadstrom 1993), a doença ocorre na maioria das
vezes quando há queda na resistência devido à infecção por
outros patógenos, imunossupressão e lesões na pele ou nas
mucosas. Dependendo da capacidade de expressão de fatores
de virulência pode ocorrer uma infecção localizada ou septi-
cemia, devido à alta capacidade do microorganismo migrar
da pele ou mucosa para os tecidos internos (Ferreira &
Ferreira 2009). Por esse motivo a identificação dos fatores
de virulência dessa bactéria é importante para decidir sobre
o tratamento que deverá ser instituído no lote (Arciola et al.
2001). A despeito desse aspecto, observou-se ainda no pre-
sente estudo a produção de biofilme por alguns isolados obti-
dos dos seios infra-orbitários de frangos de corte e poedeiras
comerciais. Sabe-se que algumas espécies de estafilococos
produzem um muco ou biofilme que permite à bactéria ade-
rir às superfícies, sendo importante para a sua colonização.
A produção de biofilme é considerada como um fator de viru-
lência (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).

Quadro 2. Perfil de resistência dos isolados de Staphylococcus
spp., isolados dos seios infra-orbitários de frangos de corte e

de poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco

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

F.A. = Frequência absoluta; F.R. = Frequência relativa.

Quadro 1. Staphylococcus spp., isolados dos seios infra-
orbitários de frangos de corte e de  poedeiras comerciais no

Estado de Pernambuco

SC hyicus lentus galli- chromo- inter- sapro- epider-
narum genes medius phyticus midis

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

Sistema de Criação; Fc SSC = Frangos de corte sem sinais clínicos; Fc CSC =
Frangos de corte com sinais clínicos; Pc CSC = Poedeiras comerciais com
sinais clínicos.
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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 agen-
tes físicos e químicos como os utilizados nos procedimentos
de higienização (Rickard et al. 2003, Marques 2005). A for-
mação de biofilme é considerada como um dos principais fa-
tores para infecção bacteriana persistente ou crônica (Coster-
ton et al. 1999). Recentemente foi demonstrado que S. aureus
e S. epidermidis contém o operon ica responsável pela pro-
dução de biofilme (Arciola et al. 2001). Destaca-se também,
no presente estudo, a produção de biofilme por amostras de
SCN em aves comerciais no estado de Pernambuco, demons-
trando a presença desse fator de virulência geralmente rela-
tado para amostras SCP. Observou-se também que as amos-
tras produtoras de biofilme apresentaram multirresistência
a vários grupos de antimicrobianos.

O coeficiente de resitência a antimicrobianos, inclusive de
multirresistência observada para amostras isoladas em fran-
gos de corte e poedeiras comerciais a vários antimicrobianos
utilizados na avicultura comercial é preocupante para os
plantéis estudados. Esses antimicrobianos são largamente uti-
lizados no tratamento e controle de infecções bacterianas nas
granjas. Além disso, são administrados há muitos anos, não só
para controlar e prevenir a doença, mas também para promo-
ver o crescimento e melhorar a eficiência alimentar das aves
(Geonaras & Holy 2001, Bertolatti et al. 2003).  Dessa forma, a
resistência de cepas produtoras de biofilme pode interferir na
resposta terapêutica de aves que apresentam sinais clínicos de
doença respiratória. É importante ressaltar ainda a necessida-
de de se investigar a presença de genes relacionados com a re-
sistência às drogas utilizadas na avicultura.

Informações sobre a prevalência de Staphylococcus resis-
tentes a antimicrobianos na avicultura industrial nos Esta-
dos Unidos é escassa, sendo necessária para avaliar os riscos
da utilização de antimicrobianos na criação animal e suas
consequências na saúde pública (Simjee et al. 2007). No Bra-
sil, pouco se sabe sobre os impactos do uso de antibióticos
na avicultura comercial e os danos gerados à saúde animal e
pública. A ocorrência de resistência antimicrobiana entre iso-
lados recentes e antigos indica que a resistência aos antimi-
crobianos em estafilococos de origem aviária aumentou ao
longo do tempo em indústrias avícolas da Bélgica e isto pode
ser devido ao uso frequente de agentes antimicrobianos na
criação de aves (Geonaras & Holy 2001, Bertolatti et al. 2003).

Poucos estudos têm determinado a ocorrência da resis-
tência antimicrobiana e a presença de genes de resistência
entre isolados de estafilococos em aves de produção comerci-
al (Aarestrup et al. 2000). A disseminação de cepas resisten-
tes de Staphylococcus spp. aviária à eritromicina pode causar
um impacto considerável sobre a eficácia do tratamento, con-
trole da doença e a rentabilidade da indústria avícola (Nawaz
et al. 1999).

O fato da eritromicina ser rotineiramente empregada no
tratamento de doenças em aves, em longo prazo pode trazer
consequências indesejáveis, como desenvolvimento de Sta-
phylococcus spp. resistentes à eritromicina (Mota et al. 2005).
De acordo com Sahm (1994) e Lee (2003) a resistência dos

Staphylococcus spp. a oxacilina está relacionada à presença
do gene mecA que é considerado um determinante genético,
que torna os microorganismos intrinsecamente resistentes
também a outras drogas.

Kawano et al. (1996) verificaram que os SCN meticilina
resistente isolados de galinhas saudáveis apresentaram re-
sistência para maioria dos antibióticos â-lactâmicos, e alguns
isolados foram também resistentes para os macrolídeos e
aminoglicosídeos. A maior causa da resistência aos  â-lactâ-
micos é atribuída a presença de uma proteína produzida pelo
gene mecA (Warsa et al. 1996, Hartman & Tomasz, 1984).
Apesar da ausência do gene mecA nos isolados de Staphylo-
coccus observou-se neste estudo que os mesmos apresenta-
ram resistência a todos os antimicrobianos. De acordo com
Gruthuysen et al. (2005) amostras de Staphylococcus aureus
armazenadas sob congelamento demonstraram a perda do
gene mecA e que a mesma aumentou de acordo com o tempo
de estocagem, ou seja, quanto maior o tempo maior a proba-
bilidade  de perda do gene. Demonstrando em seus resulta-
dos, que apesar da especificidade da técnica utilizada, a sen-
sibilidade da mesma pode variar conforme a forma de con-
servação das amostras.

CONCLUSÕES
Os resultados obtidos neste estudo permitem caracteri-

zar a participação de Staphylococcus spp. na doença respira-
tória de frangos de corte e poedeiras comerciais no estado de
Pernambuco.

O elevado coeficiente de resistência a antimicrobianos ob-
servada nos isolados pode comprometer o tratamento da
estafilococose, indicando-se a realização de testes de sensi-
bilidade in vitro antes do tratamento nas granjas estudadas.
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