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RESUMO.- Embora existam linhagens de Escherichia coli 
não patogênicas para aves, muitas outras possuem a capa-
cidade de causar sérios danos à saúde das mesmas, sendo 
capazes de ocasionar diferentes tipos de processos infec-
ciosos. As linhagens patogênicas são denominadas Avian 
Pathogenic Escherichia coli (APEC), possuindo genes rela-
cionados ao processo de patogênese em epissomos (plas-
mídios) ou no cromossomo. A presença de plasmídios, 
contendo genes de resistência a antibióticos em linhagens 
aviárias, patogênicas ou não, indicam a possibilidade de 
transferência gênica lateral entre diferentes tipos de linha-
gens facilitando também a transferência de genes de pa-
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togenicidade ou virulência. Objetivou-se com este estudo 
avaliar o perfil de sensibilidade a antibióticos (13) de dife-
rentes amostras (35) de E. coli isoladas de aves comerciais 
do Estado de Pernambuco apresentando, ou não, sinais clí-
nicos de processos infecciosos e correlacionar esta resis-
tência com a presença de plasmídios. Os testes utilizados 
demonstraram que 94,28% dos isolados foram resistentes 
a três ou mais antibióticos, com a lincomicina apresentan-
do o maior percentual de resistência (100%). Na Concen-
tração Inibitória Mínima (CIM) observou-se multirresis-
tência a vários antimicrobianos. A presença de plasmídios 
foi detecada em 80,0% (28/35) dos isolados, com 16 iso-
lados apresentando plasmídios com peso molecular apro-
ximado de 88 MDa. Também foi verificada a presença de 
linhagens apresentando plasmídios de vários tamanhos. 
Concluiu-se que isolados de E. coli resistentes a antimicro-
bianos utilizados na avicultura estão presentes no Estado 
de Pernambuco, tanto em frangos de corte quanto em po-
edeiras comerciais. A presença de plasmídios detectados 
na maioria dos isolados pode estar associada à resistência 
aos antimicrobianos e sugere a presença de possíveis genes 
relacionados à patogenicidade. Monitorar a resistência a 
antibióticos em bactérias isoladas de animais torna-se um 
fator determinante para eleição e êxito do tratamento, bem 
como a possibilidade de eliminação daquelas que possuem 
plasmídios para se evitar a transferência de genes relacio-
nados à patogenicidade.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Antibióticos, Escherichia coli, resistên-
cia, plasmídio, aves.

INTRODUÇÃO
Na avicultura, o uso de antimicrobianos é uma medida pre-
ventiva muito utilizada para minimizar os danos causados 
por infecções causadas por Escherichia coli (Giurov 1981) 
e, também, para reduzir a mortalidade associada à coliba-
cilose aviária (Freed et al. 1993, Watts et al. 1993). As li-
nhagens de E. coli, patogênicas para aves, são classificadas 
como Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) (Ferreira & 
Knobl 2000, Gomis et al. 2001). De maneira geral, as linha-
gens APEC causam diferentes tipos de processos infeccio-
sos, os quais são coletivamente denominados colibacilose 
aviária. A alta prevalência da colibacilose aviária justifica 
a busca de recursos que permitam o desenvolvimento de 
novos métodos de controle para a mesma (Morris & Fle-
tcher 1988).  

Devido ao amplo uso de drogas antibacterianas na avi-
cultura, para o tratamento de possíveis infecções e como 
promotores de crescimento, o aparecimento de linhagens 
resistentes é um fato cada vez mais comum, com graves 
conseqüências à indústria avícola mundial e à saúde da 
população consumidora devido à possibilidade de transfe-
rência horizontal entre microorganismo comensais e pato-
gênicos (Blanco et al. 1997, Cohen 2000). 

A presença de vários genes, plasmidiais ou cromossô-
micos, contribuem para o processo de patogênese de E. coli 
aviária.  Muitos dos plasmídios que contém estes genes são 
conjugativos, permitindo a transferência dos mesmos, de 
genes cromossômicos e de genes localizados em plasmí-

dios não conjugativos, para bactérias receptoras. A existên-
cia, nestes plasmídios, de genes de resistência a muitas das 
drogas antibacterianas utilizadas na indústria avícola per-
mite a seleção natural de linhagens altamente resistentes, 
que possuem genes relacionados à patogenicidade, com 
alta capacidade de recombinação genética (Johnson et al. 
2004). 

A presença de alguns plasmídios, como o pColV, em 
linhagens APEC, tem sido associada à sobrevivência  des-
tas em diferentes ambientes e hospedeiros, permitindo às 
mesmas resistir a pressões ambientais desfavoráveis (Jo-
hnson et al. 2008). Estes plasmídios, além da presença do 
gene de colicina V, possuem outros genes como resistência 
a antibióticos e metais pesados, adesinas, invasinas, siste-
ma de captação de ferro, entre outros (Frost et al. 2005). 

Devido à importância que a presença de plasmídios em 
linhagens APEC possui, objetivou-se com esse estudo pes-
quisar a possível resistência a antimicrobianos e a presen-
ça de plasmídios em diferentes amostras de E. coli isoladas 
de frangos de corte  sem sinais clínicos de processos infec-
ciosos e frangos de corte e poedeiras comerciais com sinais 
clínicos respiratórios e digestivos no Estado de Pernambu-
co, Brasil.

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

Amostragem. As diferentes amostras de Escherichia coli fo-
ram isoladas em 11 granjas de frangos de corte com animais sa-
dios e sete granjas de frangos de corte com sinais clínicos respi-
ratórios, além de seis granjas de poedeiras comerciais com sinais 
clínicos de doença respiratória e digestiva. O número de granjas 
estudadas correspondeu a aproximadamente 20% do total de 
granjas no Estado de Pernambuco. Foi colhido material biológico 
dos seios infra-orbitários e conteúdo cecal de 55 frangos de corte 
sadios e 35 com sinais clínicos (30 com sinais respiratórios e cin-
co com sinais respiratórios e digestivos) e 30 poedeiras comer-
ciais com sinais clínicos (25 com sinais respiratórios e cinco com 
sinais respiratórios e digestivos).

Para fins de processamento das técnicas microbiológicas e 
moleculares foram formados “pools” de amostras por granja. 
Cada amostra foi constituída por um “pool” de cinco aves, totali-
zando 24 amostras de cada material biológico. 

Exame bacteriológico. Para o isolamento de E. coli, as amos- 
tras do conteúdo cecal (CC) foram semeadas em ágar Eosina 
Azul de Metileno (EMB) e os swabs dos seios infra-orbitários (SI) 
foram transferidos para tubos contendo 10 ml de caldo Infusão 
Cérebro Coração (BHI) e incubados a 37°C durante 24 horas. 
Posteriormente, as amostras foram semeadas em placas conten-
do ágar EMB. Logo após, uma colônia típica de cada amostra foi 
selecionada para posterior identificação bioquímica em: trípli-
ce açúcar ferro (TSI), Citrato, Vermelho de Metila (VM), Voges 
Proskauer (VP), Indol, Motilidade, produção de gás sulfídrico no 
meio SIM (Carter, 1988). Como amostra padrão e para a reali-
zação de todos os testes foi utilizada a linhagem de E. coli ATCC 
(25922).

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. Os isolados de 
E. coli foram submetidos ao teste de sensibilidade a diferentes an-
timicrobianos por meio da técnica de disco difusão (Bauer et al., 
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1966). Os antimicrobianos utilizados foram Amoxicilina (10µg), 
cefalexina (30µg), clortetraciclina (15µg), enrofloxacina (5µg), 
lincomicina (2µg), norfloxacina (10µg), oxitetraciclina (5µg), 
tiafenicol (30µg), trimetoprimsulfadiazina (30µg), trimetoprim-
sulfadiazinaclortetraciclina (30µg), trimetoprimsulfametoxazol-
clortetraciclina (30µg), trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (30µg) 
e trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10µg). A deter-
minação da concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada de 
acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards (CLSI/NCCLS 2008). Foram utilizados os antimicrobianos 
Amoxicilina, clortetraciclina, enrofloxacina, lincomicina, norfloxa-
cina, trimetoprim e sulfadiazina. A interpretação dos resultados 
foi realizada de acordo com as especificações do fabricante e do 
CLSI/NCCLS.

O índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA) 
foi calculado conforme metodologia descrita por Krumperman 
(1983), sendo este índice determinado pela relação entre o nú-
mero de antimicrobianos que a amostra é resistente e o número 
total de antimicrobianos testados.

Extração de DNA plasmidial. Após cultivo em caldo Luria 
Bertani (LB), os isolados de E. coli foram incubados a 37°C por 
24h e o DNA extraído de acordo com a metodologia descrita por 
Sambrook et al. (1989). A presença de plasmídios, nos diferentes 
isolados, foi verificada por eletroforese em gel de agarose (0,8%) 
corado com brometo de etídio e posterior visualização sob luz 
ultravioleta. Como padrão de peso molecular para plasmídios foi 

utilizada a amostra V517 (doada por James B. Kaper, University 
of Maryland, USA), a qual possui plasmídios de 1,2MDa, 1,5MDa, 
1,7MDa, 2,2MDa, 3,0MDa, 3,4MDa, 5,2MDa, 32MDa e 54MDa.

Análise estatística. Para esse estudo realizou-se análise es-
tatística descritiva calculando-se as freqüências absolutas e rela-
tivas (Sampaio 1998).

RESULTADOS
Do total de material analisado, foram isoladas 35 amos-
tras de Escherichia coli, sendo 12 dos seios infra-orbitários 
(50,0%) e 23 do conteúdo cecal (95,8%) de frangos de 
corte e poedeiras comerciais. Quanto à multirresistência, 
observou-se que 94,2% (33/35) dos isolados foram resis-
tentes a três ou mais antimicrobianos pertencentes a dife-
rentes grupos. Os isolados dos seios infra-orbitários e con-
teúdo cecal, tanto de frangos de corte quanto de poedeiras 
comerciais apresentaram maior resistência à lincomicina, 
sendo também observados coeficientes de resistência su-
periores a 50% em relação às drogas associadas, exceto 
para isolados dos seios infra-orbitários, frangos de corte 
sadios e com sinais clínicos em relação à trimetoprimsulfa-
metoxipiridazinaeritromicina (Quadros 1 e 2). 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) dos sete antimicrobianos testados demonstrou a 

Quadro 1. Perfil de resistência dos isolados de Escherichia coli de frangos de corte e poedeiras 
comerciais no Estado de Pernambuco

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 66,6
F.A. = Frequência absoluta; F.R. = Frequência relativa.  Fc SSC = Frangos de corte sem sinais clínicos; Fc CSC e Pc CSC 

= Frangos de corte e poedeiras comerciais com sinais clínicos respiratório.

Quadro 2. Perfil de resistência dos isolados de Escherichia coli de seios infra-orbitários 
e conteúdo cecal de frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco

Antibióticos SI CC
F.A. F. R. (%) F.A. F. R. (%)

Amoxicilina (10 µg) 8 50,0 11 84,6
Cefalexina (30 µg) 0 0,0 8 61,5
Clortetraciclina (15 µg) 10 62,5 11 84,5
Enrofloxacina (5 µg) 5 31,2 10 76,9
Lincomicina (2 µg) 16 100,0 13 100,0
Norfloxacina (10 µg) 6 37,5 8 61,5
Oxitetraciclina (5 µg) 10 62,5 13 100,0
Tiafenicol (30 µg) 4 25,0 10 76,9
Trimetoprimsulfadiazina (30 µg) 7 43,7 11  84,6
Trimetoprimsulfadiazinaclortetraciclina (30 µg) 7 43,7 11 84,6
Trimetoprimsulfadiazinadoxicilina (30 µg) 6 37,5 11 84,6
Trimetoprimsulfametoxazolclortetraciclina (30 µg) 7 43,7 11 84,6
Trimetoprimsulfametoxipiridazinaeritromicina (10 µg) 7 43,7 6 46,1
F.A. = Frequência absoluta; F.R. = Frequência relativa.  Fc SSC = Frangos de corte sem sinais clínicos; Fc CSC e Pc CSC 

= Frangos de corte e poedeiras comerciais com sinais clínicos respiratório.
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existência de um percentual de amostras com coeficientes 
elevados da CIM, com multirresistência a vários antimicro-
bianos (Quadro 3).

A análise da existência de plasmídios demonstrou a 
presença dos mesmos em um alto número das amostras 
estudadas (28/35) (80,0%). Nestas, 16 amostras  apresen-
taram um plasmídio de alto peso molecular (88 MDa), sen-
do 11 (47,8%) do conteúdo cecal e cinco (41,6%) dos seios 
infra-orbitários. Observou-se que 14 isolados provenientes 
de frangos de corte apresentaram um maior número de 
plasmídio, de alto peso molecular. Foram detectados tam-
bém isolados que apresentaram de um a seis plasmídios 
com alto e baixo peso molecular (Fig.1). 

e poedeiras comerciais apresentaram elevados coeficien-
tes de resistência aos antimicrobianos utilizados rotineira-
mente na indústria avícola. 

Recentes trabalhos sugerem também que o uso das 
tetraciclinas, sulfas, cefalosporinas e penicilinas servem 
como fator de disseminação de Escherichia coli resistentes 
(Galland et al. 2001, Van Den Bogaard et al. 2001). A resis-
tência às novas quinolonas também vem sendo observada 
em cepas isoladas de frangos de corte (Lambie et al. 2000, 
Ogunleye et al. 2008). Isto deve-se, principalmente, pelo 
uso indiscriminado e prolongado, concentrações subtera-
pêuticas e terapias inadequadas de antimicrobianos (Fer-
reira & Knöbl 2000). 

O perfil de resistência in vitro demostrou a existência 
de coeficientes elevados de resistência para os isolados 
de E. coli frente aos antimicrobianos pertencentes a várias 
classes de drogas. Também, observou-se a existência de 
perfil de multirresistência em 33 das 35 amostras estuda-
das 94,2%. Na criação de frangos de corte, o uso de antimi-
crobianos é comum favorecendo a existência de amostras 
resistente na flora intestinal, as quais permanecem neste 
local, mesmo na ausência posterior do uso destes (Chaslus 
et al. 1987). De acordo com Gama et al. (2004), o estudo de 
isolados de E. coli provenientes de aves de postura e am-
biente de granjas sugere um aumento do perfil de resistên-
cia a antibióticos nessas bactérias. 

Segundo Albuquerque (2005), a lincomicina é um dos an-
timicrobianos autorizados no Brasil para uso na avicultura, 
como aditivo na alimentação. O uso de antibióticos nas me-
dicinas veterinária e humana é considerado um fator impor-
tante para promover a seleção e disseminação de microor-
ganismos resistentes (Witte et al. 1998, Gunner et al. 2004). 
Verificou-se que, independente do tipo de criação, os isolados 
de E. coli apresentaram resistência de 100,0% para lincomi-
cina. Ikuno et al. (2008) também obtiveram resultados seme-
lhantes em isolados de E. coli obtidos de aves silvestres. 

O índice de resistência múltipla aos antimicrobianos 
(IRMA) foi desenvolvido para o estudo do risco de conta-
minação de alimentos por isolados de E. coli, e serve como 
uma informação adicional do potencial patogênico das 
amostras (Krumperman 1983). Observou-se que os resul-
tados obtidos com base nesse índice demonstram que hou-
ve variação entre 0,07 até 1 nos isolados de E. coli obtidos 
de frangos de corte e poedeiras comerciais. 

A CIM é útil para correlacionar a suscetibilidade do mi-
croorganismo à concentração do antimicrobiano nos teci-

Quadro 3. Determinação da concentração inibitória mínima dos isolados de Escherichia coli de 
frangos de corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco

MIC (µg/ml) Ponto 
de corte

Nº 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)

aValor do Ponto de corte - CLSI/NCCLS (2008). b Raemdocnk et al. (1992).

DISCUSSÃO
A presença, em linhagens APEC, de uma alta resistência a 
diferentes antimicrobianos tem preocupado os vários seg-
mentos da avicultura mundial (Amara et al. 1995, Gunner 
et al. 2004). Esta alta resistência ocorre, principalmente, 
devido à seleção, pelo antimicrobiano, de linhagens resis-
tentes, com posterior transferência horizontal mediada 
pela presença de plasmídios conjugativos, individuais, ou 
integrados ao cromossomo, nas mesmas (Ferreira & Knöbl, 
2000, Gunner et al. 2004). Neste estudo, foi possível verifi-
car que as amostras de E. coli, isoladas de frangos de corte 

Fig.1. Perfil plasmidial detectado em isolados de Escherichia coli 
de frangos de corte e poedeiras comerciais. (1) Cepa padrão, 
E.coli V517 (pesos moleculares 1,25 MDa, 5,12 MDa, 32 MDa, 
43 MDa e 88 MDa). (2 a 14) Isolados de E.coli de frangos de 
corte e poedeiras comerciais.
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dos do hospedeiro (Spinosa et al. 2005). Os dados gerados 
a partir do perfil de resistência a antimicrobianos podem 
ser uma valiosa referência para o tratamento de doenças 
bacterianas em aves de produção (Huang et al. 2009). De 
acordo com Raemdonck et al. (1992), isolados de E. coli de 
aves de produção na CIM apresentaram-se sensível para 
danofloxacina e trimetoprimsulfametoxazol, e resistentes 
para lincomicina e oxitetraciclina. Neste estudo, os resul-
tados observados por meio da CIM apresentaram resistên-
cia para a enrofloxacina e lincomicina (100%) e 74,2% a 
94,2% de resistência aos demais antimicrobianos. 

Também, utilizando a CIM, Huang et al. (2009) obser-
varam que de 60 isolados de E. coli, 82% foram sensíveis 
às fluorquinolonas, com resultados acima de 50% para 
espectinomicina, tetraciclina e tilmicosin, com resistência 
de 51,46%, 79,33% e 98,28%, respectivamente. Resulta-
dos obtidos por Ozawa et al. (2008) demonstraram resis-
tência para oxitetraciclina de 75,9% e para trimetoprim 
de 25,3%. 

De acordo com Kmet & Kmetova (2010), isolados de Es-
cherichia coli de frangos de corte saudáveis apresentaram 
níveis elevados de resistência ao ácido nalidíxico, ciproflo-
xacina e enrofloxacina. O gene qnrS, de origem plasmidial, 
responsável por resistência  às quinolonas, foi detectado 
em uma das cepas, sendo a mesma resistente a um alto 
nível à ciprofloxacina. Este estudo também demonstrou a 
existência de cepas multirresistentes, com um alto nível de 
resistência cromossômica e plasmidial às fluoroquinolo-
nas.

Em E. coli, podem existir plasmídios contendo genes 
envolvidos no processo de resistência múltipla aos antimi-
crobianos. Esta característica está relacionada à sua grande 
distribuição ambiental e propensão a portar elementos ge-
néticos móveis de diferentes tipos, incluindo os plasmídios 
(Schroeder et al. 2002, Sherley et al. 2004). Neste trabalho, 
observou-se a presença de plasmídios em 80,0% (28/35) 
dos isolados de E. coli, com 16 isolados apresentando 
plasmídios de alto peso molecular (88MDa). Além disso, 
observaram-se isolados apresentando número variável de 
plasmídios (um a seis). Esses isolados apresentaram resis-
tência a três ou mais antimicrobianos de diferentes grupos. 
Os isolados que não apresentaram plasmídios também fo-
ram resistentes aos antimicrobianos testados, indicando, 
também, a presença de genes de resistência de origem cro-
mossômica.  

Estudo realizado por Doetkott et al. (1996) revelou que 
linhagens de E. coli isoladas de aves geralmente possuem 
plasmídios de alto peso molecular e estes, em sua maioria, 
possuem genes relacionados à virulência. Isolados APEC 
também podem representar risco zoonótico para seres 
humanos, devido à presença, nos mesmos, de genes de vi-
rulência encontrados em E.coli patogênicas (causadoras de 
infecção do trato urinário e meningite em recém-nascidos) 
para seres humanos (Skyberg et al. 2006). 

A caracterização de E. coli quanto ao padrão de resis-
tência a antibióticos e a identificação do padrão de virulên-
cia são informações fundamentais para a caracterização de 
isolados clínicos, tanto de aves, como da água e do ambien-
te, e possibilitam discriminar o potencial patogênico des-

sas bactérias e a identificação de clones patogênicos emer-
gentes (Ikuno et al. 2008). 

CONCLUSÕES
Amostras de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos 
utilizados na avicultura estão presentes no Estado de Per-
nambuco, tanto em frangos de corte quanto em poedeiras 
comerciais.

A presença de plasmídios com alto peso molecular 
detectados na maioria dos isolados, além de indicar uma 
possível associação com a resistência aos antimicrobianos, 
sugere que transferências gênicas entre diferentes tipos 
de bactérias, não patogênicas e patogênicas, poderiam ser 
responsáveis pela manutenção de um “pool” gênico relacio-
nado a processos de patogênese na população bacteriana.

Desta maneira, monitorar a resistência de bactérias 
isoladas de animais a diferentes grupos de antibióticos 
torna-se um fator determinante para eleição e êxito do tra-
tamento, bem como eliminar, através do uso de antibióticos 
específicos, a presença de linhagens carreadoras de genes 
relacionados à patogenicidade de APEC.
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