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Opracowanie metody diagnostycznej do identyfikacji szczepéw Escherichia coli patogennych
dla drobiu
Streszczenie

Kolibakterioza, jako powszechna i wywotujaca wysoka $miertelnos¢ choroba bakteryjna,
stanowi istotny problem w drobiarstwie, przyczyniajac si¢ do duzych strat ekonomicznych
hodowcoéw. Choroba pojawia si¢ w wyniku zakazenia bakteriami E. coli patogennymi
dla ptactwa (APEC). Szczepy te zaliczane sg do patogenow pozajelitowych (EXxPEC), ktore
niosg ze sobg istotne dla patogenezy czynniki wirulencji, takie jak: adhezyny, toksyny,
protektyny, czy czynniki zwigzane z mechanizmami pozyskania zelaza ze $rodowiska.
Diagnostyka kolibakteriozy jest niezwykle istotna w kontekscie profilaktyki wystapienia
choroby w stadzie, zastosowania celowanej terapii oraz bezpieczenstwa
mikrobiologicznego zywnos$ci. Rownoczesnie, identyfikacja szczepdéw odpowiedzialnych
za zakazenie sprawia duzo trudno$ci z uwagi na to, ze APEC stanowig heterogenng grupe
o wieloczynnikowym mechanizmie patogenezy. Dodatkowo, rozpowszechnienie
komensalnych bakterii E. coli w srodowisku powoduje problemy podczas izolacji szczepow
oraz oceny ich potencjatu chorobotwodrczego, jako ze szczepy te réwniez w pewnych
warunkach mogg wywotywaé zakazenie. W zwigzku z powyzszym, niezwykle istotne jest
opracowanie metody diagnostycznej, ktéra w szybki i jednoznaczny sposdb pozwoli

wskaza¢ na szczepy patogenne, wywotujace zakazenie w stadzie.

Gléwnym celem prezentowanej pracy bylo opracowanie metody diagnostycznej opartej
o reakcj¢ PCR, ktora pozwoli na identyfikacj¢ szczepow E. coli patogennych dla drobiu
(APEC). W tym celu zgromadzono kolekcje szczepdéw pochodzacych od ptakéw objetych
kolibakteriozag oraz od zdrowych ptakéw. Nastepnie szczepy rodznicowano,
sekwencjonowano ich genomy oraz przeprowadzono analiz¢ bioinformatycznga, majaca
na celu wytypowanie odpowiednich determinant wirulencji odpowiedzialnych
za wywolanie kolibakteriozy. Test diagnostyczny, opracowany metodg in silico,

zweryfikowano metodami laboratoryjnymi.

Roéznicowanie szczepéw E. coli wykonano w oparciu o metode PCR MP, analizujac
powstate profile pragzkowe w oprogramowaniu BioNumerics. Umozliwito to odrzucenie
z dalszych badan szczepdéw tozsamych i ograniczenie liczby prob poddanych reakcji
sekwencjonowania. Sekwencjonowanie Nowej Generacji (NGS) calych genomow (WGS)
przeprowadzono na platformie Illumina, a zlozenia genomdéw przygotowano
w oprogramowaniu SPAdes z niezb¢dng manualng edycja. Otrzymane wyniki umozliwity

przeprowadzenie szeregu analiz in silico: oceny obecnosci wybranych czynnikow
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wirulencji, serotypowania czy obecnosci markerow antybiotykoopornosci. Dodatkowo,

przeprowadzono analiz¢ PCR grup filogenetycznych badanych szczepdéw E. coli wg metody
Clermont’a i wsp., (2013).

Aby moéc skonstruowac poprawny model dotyczacy przewidywania zjadliwosci szczepow
E. coli, przeprowadzono reklasyfikacj¢ szczepow z pierwotnego podzialu bazujacego
na zrddle pozyskania szczepdéw na klasyfikacje oparta o wyniki badan dotyczacych
przezywalnosci zarodkoéw kurzych w modelu in ovo. Uzyskane wyniki pozwolily na podziat
szczepow na dwie grupy (83 szczepy patogenne i 17 szczepoOw niepatogennych) i dobor

takich czynnikoéw wirulencji, ktére poprawnie roznicujg bakterie na te dwie grupy.

Test diagnostyczny zaprojektowano w oparciu o amplifikacj¢ w reakcji PCR typu
multipleks 2 genow wirulencji (iroC i hlyF) oraz genu kodujacego flipaze antygenu O
serotypu O78, Zgodnie z zaprojektowang metoda obecnos¢ ktoregokolwiek z tych gendw
$wiadczy o przynaleznosci szczepu do grupy patogenow, za$ brak genow w probce oznacza
szczep komensalny. Podczas weryfikacji otrzymanych wynikow z modelu predykcyjnego
w stosunku do eksperymentéw w modelu zarodka kurzego, otrzymano doktadno$¢ metody
na poziomie 93,00% oraz czutos$¢ i specyficznos¢ rowne odpowiednio: 98,80% 1 64,71%.
Przesuniecie punktu odcigcia w kierunku czutoéci wynika z faktu, ze szybka identyfikacja
chorego stada 1 mozliwo$¢ wdrozenia leczenia stanowila priorytet podczas prowadzonych
badan. Metod¢ zoptymalizowano 1 otrzymano 100% zgodnosci wynikow laboratoryjnych

z wynikami in silico.

Podsumowujgc, wykorzystanie sekwencjonowania catych genoméw E. coli pozwala
na opracowanie szybkiej metody diagnostycznej identyfikujacej szczepy patogenne
dla drobiu: APEC. Opracowany test, oparty o PCR, w potaczeniu z miejscem izolacji
szczepdw 1 objawami klinicznymi choroby po przeprowadzeniu dalszej walidacji moze by¢

stosowany w praktyce.



