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SINTEZA LUCRARII

STUDIUL FENOTIPIC SI GENOTIPIC AL TULPINILOR DE E COLI CARE
PRODUC INFECTII EXTRAINTESTINALE LA PUIlI DE CARNE, STABILIREA
CIRCUITULUI EPIDEMIOLOGIC SI ARISCULUI ZOONOTIC

E. coli este cel mai frecvent agent patogen izolat de la puii de carne, prezentand o
importantd economicd deosebitd, prin pierderile foarte mari prin mortalitate (40%) si
intarziere in crestere.

Tulpinile de E. coli, incadrate in patotipul APEC (Avian Pathogenic E. coli), sunt
responsabile de infectii extraintestinale, datorate proprietatilor invazive ale acestora, avand,
cel mai adesea, punctul de declansare la nivel respirator.

Tulpinile APEC circulante sunt majoritar multi rezistente la antibiotice si chiar la
unele dezinfectante utilizate Tn unitdtile de crestere a pasarilor. Ca atare, conduita terapeutica
si programele de biosecuritate trebuie construite pe baza rezultatelor de laborator si a evaluarii
prevalentei tulpinilor APEC.

Antibiorezistenta este o problema majora atdt in medicina veterinara, cat si in cea
umand. Capacitatea de antibiorezistentd a microorganismelor a crescut mult Tn ultimii ani,
datorita utilizarii indelungate a produselor antiinfectioase in terapia veterinard si umana, astfel
incat mare parte din boli au devenit reemergente, iar antibioticele ineficace.

Datele de ultima ora din literatura de specialitate arata ca tulpinile APEC sunt similare
cu tulpinile implicate n infectiile urinare la om, fiind considerate zoonotice.

In cazul colisepticemiei, frecvent intalnita la puii de carne, se constata fenomenul de
rezistentd multipla la antibiotice. Fenomenul este guvernat in principal de plasmidele R, care
induc determinismul genetic al rezistentei extracromozomale la antibiotice. Utilizarea
nerationald a antibioticelor a indus selectionarea unor tulpini bacteriene de E. coli cu
rezistentd multipla, fenomen frevent intalnit, in efectivele de pui de carne crescuti in sistem
intensiv.

Materiale si metode

Obiectivul proiectului in anul de raportare 2012 a fost realizat in totalitate §i a urmarit:

1.1. Tehnica multiplex PCR la tulpinile APEC izolate de la puii de carne.

Pentru realizarea obiectivului Tn anul 2012 au fost luate in studiu tulpinile de E. coli
izolate in perioada 2010-2012 din ferme avicole specializate in cresterea puilor de carne, in
care au evoluat episoade de colibacilozi aviara. In vederea realizirii acestui obiectiv au fost
efectuate urmatoarele activitati:

1.1.  Identificarea unor gene la tulpinile de E. coli izolate.

1.2.  Caracterizarea genotipica a tulpinilor de E. coli izolate

Tehnica multiplex PCR la tulpinile APEC izolate de la puii de carne a fost realizata in
cadrul Laboratorului de Biologie Moleculara al S.N. Institutul Pasteur S.A., Bucuresti.

Prezenta genelor ompA, iss si fimH a fost urmarita prin screening multiplex PCR
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(Polymerase Chain Reaction - reactia polimerazica in lant), la un numar de 49 tulpini de
Escherichia coli, identificate fenotipic, izolate din focare de colibaciloza aviara.

Testele de amplificare prin multiplex PCR / multiprimer PCR (mPCR) au fost realizate
pe esantioane de ADN brut (1 pl / reactie), din pasaje timp de 18 ore pe agar BHI (Brain Heart
Infusion) sau direct pe colonii (0 colonie de pe mediu solid a fost transferata in tubul de
amplificare PCR, in care au fost prezenti to{i reagentii necesari reactiei, amestecul a fost tratat
termic timp de 15 min., la 4°C, dupi care a urmat programul de amplificare).

Amorsele utilizate, in concentratie de 25 pmole fiecare, au fost sintetizate comercial;
secventa acestora, alaturi de talia ampliconilor generati, sunt specifice genelor detectate.
Reactiile de amplificare, In varianta triplex PCR, au fost realizate Tn amplificatorul Perkin
Elmer GeneAmp PCR System 9600 (PE Applied Biosystem), in volum total pe reactie de 25
ul, pentru care au fost utilizate kiturile comerciale PuReTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads
(GE Healthcare). Controlul pozitiv a fost reprezentat de tulpina PIB4293; controlul negativ a
fost reprezentat de tulpina JIM109 (Promega P9801); controlul de reactic a fost constituit din
toti reagentii, mai putin proba ADN.

Programul de amplificare (programul de ,.cycling”) utilizat a fost: 94°C, timp de 10
min., 1x; 94°C, timp de 1 min. + 55°C, timp de 1 min. si 30 sec. + 72°C, timp de 2 min. si 30
sec., 30x; 72°C, timp de 10 min, 1x; 4°C, nelimitat. Analiza ampliconilor post-PCR a fost
realizatd prin gel-electroforeza TBE 1,5x. Digitalizarea imaginii s-a efectuat cu ajutorul
echipamentului E.A.S.Y. RH (Herolab GmbH) si a programului logic ImageWin2PC.
Calculul digital, al taliei ampliconilor obtinuti, s-a realizat prin intermediul programului logic
UnScanlt (Silk Sci. Ink.), fata de standardele ADN comerciale (PCR marker, Sigma) (4, 6).

Pentru aceasta tehnica, sunt utilizate urmatoarele aparate si programe:

- amplificator PCR Perkin EImer GeneAmp PCR System 9600 (PE Applied Biosystem);
- aparat electroforeza (cuva si placa de electroforeza) Consort E425 (Bioblock®);
- aparat pentru analiza gelurilor de electroforeza E.A.S.Y. RH (Herolab GmbH);
- balanta electronica Kern ABJ;

- hota in flux laminar Forma Scientific 1205;

- plita electrica Thermolyne 1 (Cimarec®);

- programul logic ImageWin2PC;

- programul logic UnScanlt (Silk Sci. Ink.).

Materialele necesare efectuarii tehnicii sunt:

- agaroza normald Agarose 9012-36-6 (Molecular Sigma® Biology);

- albastru de bromfenol;

- amorse pentru proteinele codificate de genele: ompA (F); ompA (R); iss 1; iss 2; fimH
1; fimH 2;

- apa ultrapura Nuclease-Free Water,

- bromura de etidiu;

- capacele pentru tuburile PCR cu beads-uri;

- extract de ADN de Escherichia coli tulpina P1B4293;

- hartie de parafilm Parafilm “M” (Pechiney Plastic Packaging);

- kituri comerciale PuReTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads (GE Healthcare);

- marker PCR Promega 100 bp DNA Ladder;

- pahar Erlenmeyer;

- pipete automate;

- solutie TBE (tris-borat-EDTA);

- tuburi Ependorf.

Etapele tehnicii multiplex PCR sunt:

- sub hota cu flux laminar Forma Scientific 1205 se pregateste mastermixul;

- se calculeaza cantitatile necesare;



- cu ajutorul unei pipete automate, intr-un tub Ependorf se introduce cantitatea necesara
de apa ultrapurd Nuclease-Free Water (23,5 ul pentru fiecare proba + 1 proba suplimentara +
1 proba martor);

- se adauga cate 0,25 ul din fiecare amorsa pentru proteinele: ompA (F); ompA (R); iss
1; iss 2; fimH 1; fimH 2, rezultand astfel mastermixul, care se omogenizeaza usor;

- se iau tuburi PCR cu kituri comerciale PuReTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads (GE
Healthcare), care contin tag-polimeraza, tampoane de reactie etc. (beads), in care se introduc
cate 25 ul de mastermix in fiecare tub PCR cu probe si 24 pl de mastermix in tubul PCR
martor;

- cu varful pipetei automate se preleveaza o proba din fiecare tulpina izolatd, care se
introduce in tuburile PCR ce contin mastermix + beads;

- in tubul PCR martor se introduce 1 pl dintr-un extract de ADN de Escherichia coli,
tulpina P1B4293, rezultand astfel proba martor;

- tuburile PCR se acopera cu capacele, dupa care se omogenizeaza usor;

- tuburile PCR se introduc la frigider timp de 15 min., pentru a se produce un soc
termic, care sa permita eliberarea materialului genetic din bacteriile testate;

- dupa 15 minute, tuburile PCR se scot de la frigider si se introduc in amplificatorul
PCR Perkin ElImer GeneAmp PCR System 9600 (PE Applied Biosystem);

- se selecteaza programul dorit, dupa care se asteapta finalizarea lui;

- cand programul a ajuns la final, se constata ca acesta dureaza 3 ore si 56 de min.;

- se cantdresc, la balanta electronicd Kern ABJ, 0,3750 g agarozd normald Agarose
9012-36-6 (Molecular Sigma® Biology), care se introduc intr-un pahar Erlenmeyer;

- se adauga pana la volumul de 25 ml solutie TBE (tris-borat-EDTA) si se
omogenizeaza,

- amestecul, astfel obtinut, se topeste pe o plitd electrici Thermolyne 1 (Cimarec®),
asteptandu-se pana ce amestecul incepe sa fiarba, rezultand astfel gelul de agaroza 1,5 %;

- pana ce amestecul nu incepe sad fiarba, acesta nu se agita, deoarece agaroza ramane
prinsa de peretele paharului Erlenmeyer;

- se adaugd 5 pl de bromura de etidiu (cu atentie, deoarece este cancerigena);

- gelul de agaroza, astfel obtinut, se toarnad pe o placd de electroforeza, prevazuta cu un
piepten si se lasa sa se solidifice gelul;

- se scot capetele de cauciuc ale placii, dupa care placa, impreund cu pieptenele, se
introduce 1n cuva, se conecteaza la sursa, se seteaza pe 120 V, timp de 1 ora si 60 mA; in cuva
se gaseste solutia de electroforeza tris-borat-EDTA 1x;

- pe o hartie de parafilm Parafilm “M” (Pechiney Plastic Packaging) se amesteca 5 pl
albastru de bromfenol cu 10 pl de proba, pentru fiecare proba in parte;

- in godeurile ramase, dupa indepartarea pieptenului, se adauga amestecul de 15 pl
(albastru de bromfenol + proba);

- n ultimul godeu se introduce un marker PCR Promega 100 bp DNA Ladder;

- se initiaza procesul de migrare, ce dureaza timp de 1 ord, dupa care se extrage placa de
electroforeza din cuva de electroforeza, iar probele se citesc la aparatul pentru analiza
gelurilor de electroforeza E.A.S.Y. RH (Herolab GmbH);

- daca probele sunt pozitive, ampliconii pentru proteinele care codifica genele OmpA, iss
si fimH trebuie sa fie toate la acelasi nivel cu ampliconii markerului PCR, obtinandu-se
urmatoarele perechi de baze (bp): ompA 1421, iss 737, fim H 670.

Rezultate obtinute

Rezultatele obtinute, in urma efectudrii screening-ului, prin tehnica multiplex PCR,
sunt redate sintetic, in tabelul 1.



Tabelul 1
Caracterizarea tulpinilor de Escherichia coli

Nr. crt. Specificare Nr. %
1 Tulpini testate 49 100
2 Fermentare lactoza Med.lu S- S 49 100

Mediu Levin 49 100
3 Mediu cu rosu de Congo 45 91,83
ompA 46 93,87
4 mPCR isS 43 87,75
fimH 48 97,95
5 nici o gena nici o gena 1 2,05
(ompA + iss) 0 0
6 2 gene (ompA + fimH) 6 12,24
(iss + fimH) 3 6,12
(omp A +iss +
7 3 gene fim H) 39 79,59
8 mPCR 48 97,95

Aceasta tehnica a permis detectia prezentei concomitente a genelor 0mpA, iss si fim H.
In finalul reactiei, respectiv in cadrul procesului de migrare prin electroforeza, ampliconii
pentru proteinele ompA, iss si fim H, de la tulpinile testate, au fost la acelasi nivel cu
ampliconii tulpinii martor. S-au obtinut urmatoarele perechi de baze (bp): ompA 1421, iss
737, fimH 670 (fig. 1).

Screeningul efectuat, in varianta multiplex (multiprimer), a pus in evidenta prezenta
celor 3 gene, care guverneaza sinteza unor factori de virulenta, caracteristice tulpinilor APEC,
la un numar de 48 de tulpini (97,95 %) (tabelul 1).

Gena ompA, care codifica o proteind de membrana externd, responsabila de atasarea
bacteriana, a fost prezenta la 46 (93,87 %) din tulpinile testate, gena iss, care codifica o
proteind de membrana externa, ce induce rezistenta la complement si, implicit, favorizeaza
colonizarea tulpinilor APEC, a fost prezenta la 43 (87,75 %) din tulpinile testate, iar gena
fimH, care codifica sinteza fimbriei de tip 1, a fost prezentd la 48 (97,95 %) din tulpinile
testate (tabelul 1).

ompA

iss

ompA

iss

Fig. 1. Multiplex PCR pentru genele ompA + iss + fim H
Tipizare moleculara prin PCR multiamorsa (multiplex PCR), ca patotip APEC. Control prin gel-electroforeza post PCR
A: tulpinile 3535-3544. B: tulpinile 3545-3553. Liniile 11 (A) si 10 (B): Martor pozitiv E.coli PIB 4293 ((ompA+ - iss+
- fimH+); liniile 12 (A) si 11 (B): Standard ADN — 100 bp DNA Ladder (Promega) 4



Rezultatele obtinute ne arata ca asocierea a doua gene a fost prezenta astfel: asocierea
genelor ompA + fim H a fost prezenta tot la 6 tulpini (12,24%), iar asocierea genelor iss +
fimH a fost prezenta la 3 tulpini (6,12%), iar asocierea genelor ompA + iss nu a fost prezenta
la nici o tulpina (tabelul 1).

Cel mai frecvent a fost intdlnita asocierea celor 3 gene (0ompA + iss + fim H), care
codifica principalii factori de patogenitate ai tulpinilor APEC, acestea fiind observate la 39 de
tulpini (79,59 %) (tabelul 1).

Analizand rezultatele obtinute, prin screening-ul efectuat, observdm ca o singurd
tulpina nu a prezentat gene de virulenta.

Discutia rezultatelor

Rezultatele obtinute evidentiaza prezenta tulpinilor APEC, la puii de carne,
caracterizate genotipic prin prezenta a cel putin o gend, dintre cele 3 care guverneaza
principalii factori de patogenitate ai acestui patotip si, care, pot fi transmise prin contact direct
sau indirect, 1n statii de incubatie i in adaposturi.

Varianta multiplex PCR utilizatd, a permis identificarea celor 3 gene, dovedind ca
poate fi utilizatd in laboratoare utilate corespunzitor, pentru caracterizarea tulpinilor de
Escherichia coli izolate de la pasari. Aceasta varianta, elaborata in tara noastra, chiar daca nu
permite identificarea mai multor gene, poate fi considerata ca o metoda de rutina.

Aceste gene au mai multe caracteristici, care sunt redate in tabelul 2.

Tabelul 2

Caracteristicile genelor si amorselor utilizate (5)

Nr Secventa amorselor (5’_ -3) Amplicon
crt. Gena Amorsa Sens (,,forward”) - antisens bp Referinte bibliografice
' (,,reverse”)
ompA ompA-1 ctt gcg gag gcet tgt ctg ag 1421 Pfaff-McDonough (5), 2000,
ompA-2 agg cat tgc tgg gta agg aa (1425) GenBank V00307 (gi42159)
iss iss-1 gtg gcg aaa act agt aaa aca gt 737 Pfaff-McDonough, 2000,
iss-2 cgc ctc ggg gtg gat aa GenBank AF042279
fimH H1 caa aac ctg gtc gtg gat ct 670 Popa Virgilia 2004, GenBank
H2 ttg ccq tta atc cca gac tc AE00052

Cercetarile au evidentiat prezenta celor 3 gene, responsabile de codificarea
principalilor factori de patogenitate ai tulpinilor APEC, care produc colibaciloza aviara.
Astfel, gena ompA, care codifica sinteza unei proteine de membrana externa, responsabila de
fenomenele de atagare bacteriand, la celulele epiteliului respirator, a fost prezenta la 93,87 %
din tulpinile testate, iar gena fimH, care este o componenta a operonului fim, responsabila de
sinteza fimbriei de tip I, cu care Escherichia coli se ataseaza de celulele epiteliului respirator,
a fost prezenta tot in proportie de 97,95 %. Gena iss, responsabild de sinteza unei proteine de
membrand externd, care induce rezistenta la complement, favorizand astfel colonizarea si
multiplicarea colibacililor in sange, a fost prezenta la 87,75 % din tulpinile testate (tabelul 1).

Analizand rezultatele, furnizate de screening-ul multiplex PCR, se observa ca tulpinile
de Escherichia coli la care cele 3 gene sunt asociate concomitent, se regasesc in proportia cea
mai mare, 39 (79,59 %). Asocierea a douad gene a fost prezenta la 9 (18,36 %) dintre tulpini,
iar prezenta unei singure gene nu a fost identificata la nici una dintre tulpinile testate.

Screening-ul efectuat, in intervalul de timp amintit, arata ca frecventa tulpinilor APEC
a crescut progresiv, 1n cei 3 ani. Acest fenomen este consecinta transmiterii tulpinilor APEC,
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prin contact direct si indirect, intre puii de carne, realizat atat in statiile de incubatie, cat si in
ferme (1, 3).

Comparand rezultatele furnizate de screening-ul multiplex, cu rezultatele furnizate de
fixarea colorantului rosu de Congo, se observa ca proportia tulpinilor pozitive este
asemanatoare, ceea ce confirma observatiile mai multor cercetatori, care recomanda acest
caracter fenotipic in discriminarea tulpinilor APEC patogene de cele nepatogene, mai ales in
cadrul serogrupului Oz (2, 3, 6).

Aceste date sunt similare cu cele comunicate de alti autori (1, 7), confirmandu-se
astfel ca acest caracter poate fi un marker epidemiologic, in identificarea tulpinilor APEC,
deoarece, fiind o metodd rapidd si ieftind, poate fi preluatd de catre laboratoarele de
diagnostic.

O alta caracteristica a tulpinilor APEC, semnalata si de alti autori (1, 3, 8), o reprezinta
rezistenta multipla la antibiotice, prezenta la majoritatea tulpinilor luate in studiu si care poate
fi transmisa intraspecific, dar si interspecific, prin intermediul plasmidului R.

Rezultate similare au fost comunicate si de catre alti autori (1, 3), 1hsa, prin numarul
mare de tulpini investigate, se detaseaza cercetarile efectuate de catre RODRIGUEZ-SIEK
(7), care a testat un numar de 451 de tulpini de Escherichia coli, izolate de la cadavre, din
focare de colibaciloza si 104 tulpini izolate din fecale, de la pasari clinic sanatoase.
Cercetarile efectuate au evidentiat prezenta celor 3 gene amintite anterior, dar si a altor gene,
care guverneaza alti factori de patogenitate (aerobactina), localizate atat in ADN-ul bacterian,
cat si in plasmidul R. Prezenta unor astfel de gene a fost intr-o proportie extrem de mica, la
tulpinile izolate din fecale, de la pasari sanatoase, ceea ce confirma originea extraintestinald a
tulpinilor APEC.

Importanta economica a infectiilor cu Escherichia coli, la pasari, asociata cu frecventa
tot mai crescutd a tulpinilor implicate in etiopatogeneza acestor infectii, impune o
monitorizare atentd a tulpinilor §i o caracterizare genotipica, pe baza careia sd fie conturat,
definitiv, patotipul APEC.

CONCLUZII

° Tehnica PCR, utilizata in cadrul acestor cercetari, este o tehnica moleculara de
evidentiere a genelor ompA, iss si fimH, folosind trei reactii de amplificare, de tip multiplex.

° Screeningul efectuat, in varianta multiplex PCR, a stabilit o frecventa ridicata a
tulpinilor APEC, izolate din focare de colibaciloza aviara.

. Frecventa tulpinilor APEC a crescut progresiv, pe parcursul celor 3 ani,
dovedind o extindere a infectiilor cu aceste tulpini, in efectivele de pui de carne.

. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca cele 3 gene, care codifica factori de
patogenitate, sunt, de regula, asociate cate doua sau cate trei.

. Prezenta acestor trei gene este corelatd cu capacitatea de a lega rosul de Congo,
un caracter fenotipic de discriminare a tulpinilor APEC.

. Profilul de rezistenta la antibiotice a fost semnalat, in proportii variabile, la
tulpinile apartindnd patotipului APEC.

. Tehnica multiplex PCR permite identificarea precoce a tulpinilor APEC si
reprezintd un instrument util in monitorizarea infectiilor colibacilare la pasari.
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