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ABSTRACT.- Abreu D.L.C., Franco R.M., Nascimento E.R., Pereira V.L.A., Alves F.M.X.
& Almeida J.F. 2010. [Profile of antimicrobial resistance and detection of iss gene by
the polymerase chain reaction in the typification of pathogenic Escherichia coliin
meat type quails under sanitary inspection.] Perfil de sensibilidade antimicrobiana e
deteccao do gene iss pela reacao em cadeia da polimerase na tipificacao de Escherichia
colipatogénica em codornas de corte sob inspecao sanitaria. Pesquisa Veterindria Brasileira
30(5):406-410. Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
Fluminense, Niterdi, RJ 24320-340, Brazil. E-mail: dayseabreu @ predialnet.com.br

The pathogenicity of Escherichia coli strains is partially related to the expression of
virulence factors genes, present in genetic elements called plasmids. APEC strains
responsible for diseases in birds may present the iss gene which increases the resistance of
E. coli strains to the lityc effect of the host’s serum, besides resistance to several
antimicrobials. This study was conduced in order to detect E. coliin tracheae of meat-type
quails and to evaluate, by the presence of the iss gene and the profile of antimicrobial
susceptibility, the pathogenic potential of the isolated samples for birds and humans. One
hundred and eighty tracheae of quails were collected for detection of E. coli, antimicrobial
sensitivity tests, and for polymerase chain reaction (PCR), for detection of iss gene. From
the examined quails, 8.9 % (16/180) were positive for E. coli, from which 20 strains of this
bacterium were obtained. Most of them were resistant to Tetracycline (16/20), followed by
Ceftadizime (13/20) and Nalidixic-acid (12/20) and only one isolate was resistant to Amoxicillin.
The detection of iss gene occurred in 55% (11/20) of the isolates, indicating that these
strains had the potential to be pathogenic not only for quails, but also for other kinds of birds,
other animals and even human beings that would be in contact with these E. coliisolates.

INDEX TERMS: Coturnix, Escherichia coli, gene iss.

RESUMO.- A patogenicidade das cepas de Escherichia
coli esta relacionada a expressao de fatores de viruléncia
encontrados em elementos genéticos denominados
plasmidios. O patotipo APEC, responsavel por diferentes
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tipos de doencas em aves, pode apresentar o gene iss
que aumenta a resisténcia das cepas de E. coli aos efei-
tos liticos do soro, além da resisténcia a diversos antimi-
crobianos. Este estudo foi conduzido para detectar E. coli
em traquéias de codornas destinadas ao abate e avaliar,
pela presenca do gene iss e o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana, o potencial patogénico para aves e huma-
nos dos isolados obtidos. Foram coletadas 180 traquéias
de codornas para detecgéo de E. coli, determinagéo do
perfil de resisténcia a agentes antimicrobianos e posterior
deteccdo, por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), do
gene iss. Das traquéias analisadas, 8,9 % (16/180) foram
positivas para E. coli, sendo obtidos 20 isolados deste
agente. A maioria dos isolados foi resistente a Tetraciclina
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(16/20), seguida pela Ceftazidima (13/20) e Acido Nalidixico
(12/20), sendo apenas um resistente a Amoxicilina. A de-
teccao do gene iss ocorreu em 55% (11/20) dos isolados.
A presenca do gene iss e a resisténcia a multiplos antimi-
crobianos dos isolados obtidos neste estudo pode indicar
um possivel potencial patogénico das cepas de E. coli
tanto para codornas quanto para outros tipos de aves e
animais e mesmo para o ser humano que fique em contato
com as mesmas.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Cotumnix, Escherichia coli, gene iss.

INTRODUCAO

Nas aves, doencas causadas por Escherichia coli tém ca-
rater extraintestinal, com a infec¢gdo geralmente se inician-
do no epitélio traqueal (Vidotto et al. 1997). Agentes respon-
saveis por doencas respiratdrias comumente causam
aerossaculites, que sdo responsaveis pela elevacédo da taxa
de condenacgéo de carcagas. Além disso, a presenca de
aerossaculite exerce um impacto negativo no peso final das
aves destinadas ao abate, causando desuniformidade dos
lotes. Essa desuniformidade contribui para o aumento das
falhas durante o processamento, principalmente durante a
evisceragao, elevando o risco de contaminagéo das carca-
cas com patdgenos do trato intestinal (Russel 2003).
Cepas de E. coli patogénicas para aves (Avian
Pathogenic E. coli, APEC) podem apresentar aumento de
resisténcia aos efeitos liticos do soro (increased serum
survival - iss), sendo esta caracteristica determinada por
gene plasmidial (Silveira et al. 1994, Ewers et al. 2007).
Embora Silveira et al. (1994) e Fantinatti et al. (1994) te-
nham demonstrado que a presenca per se do plasmidio,
contendo o gene iss, ndo é suficiente para determinar a
capacidade patogénica de uma cepa de E.coli, este gene
pode ser considerado como marcador de viruléncia, pois,
comparado a outros fatores de viruléncia, o gene iss é
citado como o mais prevalente em cepas oriundas de aves
doentes (Gibbs et al. 2003, Ozawa et al 2008, Rocha et al.
2008). Comparando a presenca do gene iss entre aves
com manifestacdes relacionadas a colibacilose e aves
saudaveis, 0 gene iss é mais prevalente nas aves doentes
(McPeake et al. 2005, Nolan et al. 2002). Esse mesmo
gene pode ser encontrado com freqiiéncia em cepas
extraintestinais (Extraintestinal Pathogenic E. coli, EXPEC)
isoladas de fontes humanas (Fernandez-Bero et al. 1990,
Ewers et al. 2007) e codifica a producéo da proteina Iss,
que exerce seu efeito anticomplemento inativando o com-
plexo de ataque & membrana bacteriana (Waters & Crosa
1991). Cepas do patotipo ExPEC também foram isoladas
de alimentos crus, carne bovina e carne de aves, indicando
que essas cepas representam uma nova classe de
patdgenos transmissiveis por alimentos (Smith et al. 2007).
O gene issfoi localizado em vérios plasmidios conjuga-
tivos de alto peso molecular capazes de carrear, simulta-
neamente, fatores de viruléncia e de resisténcia a antimi-
crobianos (Doetkott et al. 1996). Através da conjugacao,
bactérias comensais, inclusive de espécies diferentes,

podem se tornar mais patogénicas e resistentes (Gomes
etal. 1991, Skyberg et al. 2003).

Johnson et al. (2002) localizaram, em uma cepa de E.
coli do patotipo APEC, um plasmidio R de 101 kilobases
(kb) que codificava, além do gene iss, a resisténcia a oito
grupos de agentes antimicrobianos (tetraciclina, sulfonami-
das, aminoglicosideos, trimetoprim e agentes beta-lactami-
cos), metais pesados, como o nitrato de prata, e a dois
desinfetantes (composto quaternario de aménia e cloreto
de benzalconio). Tivendale et al. (2004) descreveram a pre-
senca do gene iss em um plasmidio denominado de pMV01
(160kb), necesséario para a coloniza¢ao do trato respiratorio
por possuir o gene tsh, envolvido na ligacdo de E. coli ao
trato respiratorio. O gene isstambém foi descrito por Johnson
et al. (2006) em um plasmidio denominado de ColV, que
possuia, além do gene iss, mais 12 fatores de viruléncia,
freqlientemente encontrados em E. colido patotipo APEC.
Embora a associagéo entre a presenga do gene iss e a
resisténcia a antimicrobianos ndo tenha sido estabelecida,
Yang et al. (2004) relataram que em 71 isolados provenien-
tes de galinhas, que apresentavam resisténcia a multiplos
antimicrobianos, a maioria (97%) portava o gene iss, quan-
do comparados a outros fatores de viruléncia.

Fatores de viruléncia podem ser trocados entre bactérias
presentes na microbiota das aves e na de humanos (Doetkott et
al. 1996, Stehling et al. 2003). Johnson et al. (2007), ao caracte-
rizarem cepas de E. coliaviarias e humanas, quanto a resistén-
cia antimicrobiana, sugeriram que muitos isolados humanos re-
sistentes poderiam ter se originado de cepas aviarias por conju-
gacéo. Roy et al. (2006) isolaram cepas de E. coliresistentes a
varios antimicrobianos em codornas com colibacilose.

Cepas de E. coli podem ser isoladas facilmente da re-
gido da faringe e do trato respiratorio de aves sadias (Ferreira
& Kndbil 2000) e ainda aumentarem consideravelmente du-
rante o processamento (Berrang et al. 2003, Buhr et al. 2005).

Diante dos dados expostos, este trabalho tem como obje-
tivo detectar E. coliem traquéias de codornas destinadas ao
abate e avaliar, pela presenca do gene iss e perfil de suscep-
tibilidade antimicrobiana dos isolados obtidos, o potencial
patogénico para as aves e risco a saude dos consumidores.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 180 codornas (Coturnix coturnix coturnix),
selecionadas de forma randdémica. Foram retiradas 120 codornas
antes da entrada na linha de processamento, eutanasiadas e
necropsiadas para avaliagéo das lesdes macroscépicas. As outras
60 foram selecionadas depois do exame post mortem, apds conde-
nacao pela observacéo de lesdes nas carcacas. Fragmentos de
traquéias foram coletados e acondicionados individualmente em
tubos contendo salina fosfatada tamponada (Phosphated Buffered
Saline - PBS) com 50% de glicerol, e mantidas sob congelamento
até o momento das andlises.

As amostras de traquéias, acondicionadas em PBS
glicerinado, foram descongeladas e maceradas individualmen-
te. Aliquotas de cada macerado foram inoculadas, com o auxi-
lio de alga de platina, em caldo tripticase e incubados a 37°C
por 24 horas. O isolamento de Escherichia coli, a partir do
enriquecimento em caldo ftripticase, foi realizado em é&gar
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MacConkey e em agar sangue e incubados a 37°C por 24
horas. Trés coldnias de cada meio, com caracteristicas com-
pativeis com E.coli, foram transferidas para o meio Triple Su-
gar Iron (TSI) e para os meios Sulfeto Indol Motilidade (SIM),
Citrato, Motilidade Indol Lisina (MILi) e meio de Rugai e Araujo
modificado para caracterizagdo bioquimica final (Toledo et al.
1982a,b, Quinn et al. 1998).

Os testes de resisténcia dos isolados caracterizados como
sendo E. coli a diferentes antimicrobianos foram realizados
através do método de disco difusdo* de acordo com normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2003), utili-
zando os antimicrobianos amoxicilina, ampicilina, ceftazidima,
cefoxitina, ciprofloxacina, enrofloxacina, gentamicina, acido
nalidixico, polimixina B, cotrimoxazol e tetraciclina.

Para a reagao em cadeia da polimerase (PCR), DNA genémico
e plasmidial foram extraidos pelo método térmico, segundo utili-
zado por Gongalves (2005). Na amplificacdo de DNA foi feita uma
solucdo contendo 5uL de DNA, acrescida em uma mistura con-
tendo: 21uL de agua para PCRS livre de DNAse e RNAse, 10uL
de tampéo de PCR (10x), 5uL de MgCl, (25 mM), 5ul de mistura
de dNTPs (10 mM), 100pmol de cada “primer” (5- GTG GCG AAA
ACTAGTAAAACAGC3 e 5-CGCCTCGGGGTGGATAAST)
(Prodimol, MG) e 2U de Taq DNA polimerase, num volume final
de 50uL e submetida, em um termociclador®, a uma temperatura
de 94°C por cinco minutos e 30 ciclos de amplificagéo, que com-
preendiam a desnaturacao a 94°C por um minuto, pareamento a
61°C por um minuto e extensdo a 720C por dois minutos. Apos
esses ciclos seguiu-se uma etapa final de 72°C por dois minutos
e a refrigeracdo das amostras a uma temperatura de 4°C.

Duas amostras positivas para a presenga do gene iss, ce-
didas pelo Laboratério de Epidemiologia Molecular da Univer-
sidade Federal Fluminense, foram utilizadas como controle
positivo da prova. Como marcador de peso molecular foi utili-
zado o Ladder 100pb”.

Os resultados foram obtidos apds a corrida dos amplifica-
dos por eletroforese em gel de agarose® a 1,5%, em tampéo
TBE 0,5X, a 94 V, durante aproximadamente 40 minutos, cora-
dos com brometo de etidio numa concentragao de 3ug/mL,
sob agitacdo suave durante 15 minutos e visualizagéo sob luz
ultravioleta em transiluminador®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma das codornas apresentou sinais clinicos com-
pativeis com doenca respiratdria na ocasidao dos exames
ante-mortem, nem lesdes macroscopicas no sistema res-
piratdrio a necropsia. A auséncia destes sinais clinicos e
lesGes macroscopicas, no entanto, ndo exclui a presenca
de E. colino trato respiratério das aves, pois este agente
pode ser facilmente isolado da regido da faringe e do trato
respiratorio de aves sadias (Ferreira & Knébil 2000).
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Das 180 codornas utilizadas neste estudo foram obtidos
20 isolados de E. coli, mas apenas das 60 codornas conde-
nadas durante o processamento (26,6% - 16/60). As conde-
nagdes foram causadas por alteragdes caracterizadas por
artrite, celulite, dermatite, salpingite, ascite, caquexia, con-
tusdes, fraturas, sindromes hemorragicas e contaminagéo
das carcacas com fezes, por rompimento do trato intesti-
nal. Admite-se que as aves que foram condenadas, e porta-
vam o agente na traquéia, passaram pela linha de abate e 0
processamento possibilitou o0 aparecimento de Escherichia
coli. Berrang et al. (2003) e Buhr et al. (2005) detectaram
um aumento na contagem de E. coliem traquéias de aves
apos a escaldagem e relataram que esta ocorréncia foi pos-
sivel pela aspiragao de um significante volume de agua dos
tanques de escaldagem por a¢cao muscular da carcaca.

As cepas de E. coliisoladas das traquéias de codornas
apresentaram multipla sensibilidade antimicrobiana, semelhan-
te ao que foi descrito em cepas isoladas de casos de coliba-
cilose em codornas por Roy et al. (2006). A maior resisténcia
foi observada para a Tetraciclina (16/20), seguida pela
Ceftazidima (13/20) e Acido Nalidixico (12/20). Apenas um
isolado foi resistente a Amoxicilina e nenhum apresentou re-
sisténcia aos outros antimicrobianos utilizados. Assim como
os fatores de viruléncia, a resisténcia antimicrobiana pode
ser adquirida por conjugagao com bactérias da microbiota
normal dos individuos (Doetkott et al. 1996, Johnson et al.
2007, Stehling et al. 2003) o que contribui para a selegéo de
bactérias resistentes, trazendo riscos a salde dos consumi-
dores de produtos avicolas.

O gene issfoi detectado por PCR em 11 dos 20 isolados
de E. colidas codornas estudadas (Fig.1 e 2). A colibacilose
nas aves ocorre com frequiéncia em carater sistémico ou
extraintestinal (Vidotto et al. 1997), devido a resisténcia
aos efeitos liticos do soro, conferida principalmente pela
presenca do gene iss. As evidéncias obtidas por Ozawa et
al. (2008), Rocha et al. (2008) e Gibbs et al. (2003), suge-
rem, no entanto, a necessidade de outros fatores de virulén-
cia para caracterizar a patogenicidade dos isolados de E.

760 pb
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Fig.1. Resultado da PCR para o gene iss em cepas de Escherichia
coli isoladas de traquéias de codornas condenadas ao abate.
C+ controle positivo, C- controle negativo. Cepas positivas: 1,
2,3,4,5,7 e 10. Cepas negativas: 6, 8,9 e 11.
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Fig.2. Resultado da PCR para o gene iss em cepas de Escherichia
coli isoladas de traquéias de codornas condenadas ao abate.
C+ controle positivo, C- controle negativo. Cepas positivas: 12,
15 e 17. Cepas negativas: 13, 14, 16, 19, 21 e 22.

coli. A presenca do gene iss nesses isolados indica a exis-
téncia de plasmidios conjugativos de grande peso molecular,
possuidores, muitas vezes, de genes de viruléncia adicio-
nais, assim como genes responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos (Johnson et al. 2002, Tivendale et al. 2004,
Johnson et al. 2006), conferindo maior possibilidade as ce-
pas bacterianas que os possuam, de transmitirem esses
fatores as cepas da microbiota de outros individuos, inclu-
sive humanos. A associac¢ao entre a presenga do gene iss
e a resisténcia a antimicrobianos nao foi estabelecida de
forma consistente, mas ha relatos de que isolados apresen-
tando resisténcia a multiplos antimicrobianos frequentemente
apresentam o gene iss (Yang et al. 2004).

Sendo assim, a detecgéao do gene iss em cepas de E.
coli nos faz crer que medidas sanitarias devam ser toma-
das, desde a producéo até o processamento, de forma a
resguardar a saude dos plantéis e a qualidade sanitaria das
carcacas de codornas destinadas ao consumo humano.

CONCLUSOES
Bactérias da espécie Escherichia coli, muitas delas porta-
doras do gene iss, estao presentes em traquéias de codor-
nas abatidas sob Inspecao Sanitéria.

A presenca do gene iss e a resisténcia a mdltiplos an-
timicrobianos dos isolados obtidos neste estudo pode indi-
car um possivel potencial patogénico das cepas de E. coli
tanto para codornas quanto para outros tipos de aves e
animais e mesmo para o ser humano, uma vez que as
codornas usadas neste estudo sdo usadas para consumo.
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