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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szybka metoda pozwalajaca na jednoznaczna identyfikacje pozaje-
litowych szczepow E. coli patogennych dla drobiu (APEC — Avian Pathogenic Escherichia coli), zwtasz-
cza za pomoca nowej kombinacji genéw amplifikowanych w metodzie diagnostycznej PCR typu multi-
pleks.

Patogenne E. coli wywotuja kolibakterioze, powszechna chorobe ptactwa domowego, ktéra sta-
nowi istotne zagadnienie w bezpieczenstwie hodowli zwierzat, jest jedna z gtdéwnych przyczyn duzej
Smiertelno$ci drobiu oraz zwiazanych z tym znaczacych strat ekonomicznych w przemysle drobiarskim
(Barnes, HJ. et al., 2008, Ewers, C. et al., 2008, Lutful Kabir, SM., 2010). Dotychczas stwierdzono, ze
szczepy APEC posiadajg wiele podobienstw z innymi, pozajelitowymi szczepami E. coli (ang. EXPEC —
Extraintestinal pathogenic Escherichia coli) chorobotwoérczymi dla ludzi, m.in. ze szczepami UPEC (uro-
pathogenic E. coli), NMEC (neonatal meningitis-associated E. coli), czy SEPEC (sepsis-causing E. coli)
i stanowig potencjalne ryzyko dla zdrowia cztowieka (Mellata, M., 2013).

Patogenne szczepy E. coli wykazuja oporno$é na wiele srodkéw przeciwdrobnoustrojowych,
dlatego powszechnie stosowane terapie antybiotykowe sa na ogét nieefektywne. Dotychczas nie
udato sie réwniez opracowaé skutecznej szczepionki przeciwko tym bakteriom (Huja, S. et al., 2015).
Coraz wiecej dowoddw wskazuje rowniez na fakt, ze niektére APEC sa patogenami powodujgcymi
zoonozy (Hussein A.H., 2013), a liczba infekcji wywotywanych przez te bakterie ciagle wzrasta (Dziva,
F.etal., 2008).

Powszechnym problemem dotyczacym szczepéw APEC jest brak jednolitego systemu ich iden-
tyfikacji. Wynika to z paru czynnikéw:

— powszechnosci wystepowania pateczki okreznicy w $rodowisku zwierzat: E. coli stanowi
flore komensalna, ktéra moze byé rezerwuarem czynnikéw patogennosci, nie wywotujac
efektu chorobotwdérczego; dodatkowo trudno jest wyizolowaé z narzadéw chorych ptakéw
jedynie szczepy patogenne (Lindstedt, BA. et al., 2018, Stromberg, ZR. et al., 2017, Sa-
rowska, J. et al., 2019);

— mnogosci serotypow wsrdd szczepow E. coli — istnieja serotypy, ktére mozna powigzac
z patogennoscia (np. O1, 02, O78), jednakze wiele szczepdw nie daje sie typowac tra-
dycyjnymi metodami serologicznymi lub istnieja serotypy rzadkie, ktérych nie mozna po-
wigzac z chorobotwérczoécia szczepdw (Dziva, F. et al., 2012, Jorgensen, S.L. et al,,
2017, lguchi, A. et al., 2015);

— ogromnej genetycznej réznorodnosci — pozajelitowe szczepy E. coli posiadaja mechani-
zmy warunkujace ich patogennos$¢ i przystosowujace je do zycia w srodowisku pozajeli-
towym; czynniki zjadliwosci dotycza gtéwnie zdolno$ci do przylegania/adhezji, wytwarza-
nia toksyn, czy mechanizméw pozyskiwania 2zelaza, jednak nie ma powszechnej metody
okreslajacej, ktére czynniki maja bezposredni wptyw na patogennosé, jak rowniez nie
okreslono minimalnej ilosci takich czynnikdw, ktére mogtyby by¢ dobrym predyktorem
patogenno$ci; istnieje wiele prac, ktére wskazuja na obecnosé pewnych wybranych czyn-
nikéw wirulencji w szczepach patogennych, jednak nie okreslono istotnosci statystyczne;j
wystepowania analizowanych gendéw w szczepach patogennych w stosunku do szcze-
péw niepatogennych (Dissanayake, DR. et al., 2013, Subedi, M. et al., 2018, Silveira, F.
et al., 2016, Johnson, TJ. et al., 2008, Huja, S. et al., 2015, Guabiraba R. & Schouler, C.,
2015, Paixao, A.C. et al., 2016).

Obecnie najczesciej stosowang metoda diagnostyczna typowania szczepéw APEC jest identyfi-
kacja serologiczna. Metoda ta pozwala jednak na identyfikacje jedynie ograniczonej liczby szczepow
i nie odzwierciedla obecnos$ci czynnikdw wirulencji (Schouler, C. et al., 2012).

W zwiazku z powyzszym, bez doktadnej identyfikacji szczepdw chorobotwdérczych i odréznienia
ich od szczepdw komensalnych, nie ma mozliwosci odpowiedniego doboru terapii — np. zastosowania
antybiotyku, wobec ktérego wrazliwe sa szczepy patogenne. Jako ze szczepy APEC charakteryzuje
duza antybiotykooporno$¢, informacja dotyczaca patogennosci szczepu jest niezwykle istotna (Subedi,
M. et al., 2018).

Istotnym markerem umozliwiajacym wykrywanie i charakterystyke szczepoéw APEC moze by¢
identyfikacja czynnikéw wirulencji. Najbardziej obiecujaca metoda ich wykrywania jest genotypowanie
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za pomoca PCR typu multipleks. Przydatno$¢ tej metody w identyfikacji APEC potwierdzaja liczne do-
niesienia.

Iguchi i wsp. opracowali multipleks PCR sktadajacy sie z 20 mieszanin reakcyjnych zawierajacych
od 6 do 9 par starteréw w celu identyfikacji i klasyfikacji wiekszosci znanych szczepdw E. coli nalezacych
do serotypow O. Walidacja metody z wykorzystaniem serotypow referencyjnych i dzikich wykazata do-
ktadno$¢é metody na poziomie odpowiednio 100 i 90,8% (Iguchi, A. et al., 2015).

Metoda PCR typu multipleks zostata réwniez zastosowana w badaniach Barbieri i wsp., ktorzy
przeprowadzili charakterystyke 144 izolatoéw E. coli pochodzacych z zapalenia tkanki tacznej kurczakow
z obszaru potudniowej Brazylii. Genotypowanie przeprowadzone w oparciu o 34 geny wirulencji potwier-
dzito obecnos¢ we wszystkich izolatach gendéw odpowiedzialnych za adhezje, pozyskiwanie zelaza
i odpornos¢ na surowice, ktérych wystepowanie wiazane jest z patogennoscia dla drobiu (Barbieri, N.L.
etal., 2013). Ewers i wsp. w metodzie multipleks PCR wykorzystali kombinacje genéw papC, iucD, irp2,
tsh, vat, astA, iss i cva/cvi do identyfikacji szczepdw E. coli wyizolowanych z przypadkow kolibakteriozy.
W celu weryfikacji metody sprawdzano czesto$¢ wystepowania badanych genéw w szczepach izolowa-
nych od zdrowych kurczat oraz w szczepach uropatogennych, enteropatogennych i enterotoksycznych.
Uzyskane wyniki potwierdzity obecno$¢ od 4 do 8 badanych gendéw w szczepach E. coli wyizolowanych
od zwierzat z objawami kolibakteriozy. Natomiast u szczepdw niepatogennych potwierdzono obecnos¢
maksymalnie 3 badanych gendéw (Ewers, C. et al., 2005). Podobnych obserwacji potwierdzajacych wiek-
szg czestosé gendw wirulencji (od 5 do 8) w szczepach APEC dostarczyty badania Roussan i wsp.
W tym samym badaniu wykazano obecno$é mniej niz 4 gendw wirulencji w szczepach niepatogennych
(Roussan, D.A. et al., 2014).

Wieksza czesto$¢ wystepowania 2 gendw wirulencji: iss (gen odpornos$ci na surowice) oraz tsh
(gen kodujacy termowrazliwa hemaglutynine) w izolatach E. coli pochodzacych od chorych ptakéw po-
twierdzity réwniez badania, w ktérych oceniano czesto$¢ wystepowania genow iss, tsh, iucC i cvi (Sky-
berg, JA. et al., 2003).

W pracy Westhuizen i wsp. zostata opisana metoda multipleks PCR, w ktérej w celu przeprowa-
dzenia molekularnej charakterystyki szczepdw E. coli w izolatach pochodzacych z obszaréw Afryki Po-
tudniowej i Zimbabwe, wykorzystano kombinacje 18 gendw wirulencji. Selekcja gendw zostata przepro-
wadzona w oparciu o dostepne dane literaturowe, ktére potwierdzaty wysoka czesto$¢ wystepowania
badanych genéw wsréd APEC w innych krajach oraz badania dotyczace roli tych genéw w mechanizmie
wirulencji (van der Westhuizen, WA. & Bragg, RR, 2012).

W badaniach przeprowadzonych na 219 szczepach E. coli (153 szczepach APEC, 30 ptasich
katowych E. coli (AFEC) i 36 szczepach srodowiskowych) wykazano wystepowanie znacznej przewagi
gendéw wirulencji iroN, ompT, hlyF, iss, iutA wérod APEC (89,5-94,7%, P<0,001) w poréwnaniu do
AFEC (46,6-53,3%) i szczepdw srodowiskowych (10-25%) (Hussei,. A.H. et al., 2013).

Rowniez w literaturze patentowej wiele opracowan nawiazuje do E. coli patogennego dla drobiu.
W patencie (EP2298798B1) zostata opisana metoda izolacji kwasu nukleinowego zawierajacego se-
kwencje genu yqi, wykorzystywana w diagnostyce choréb powodowanych przez APEC.

W zgtoszeniu patentowym US 2014/0193824 A1 opisano metode typowania genetycznego E. coli
oparta na zmodyfikowanej metodzie MLST (Multilocus Sequence Typing), polegajaca na okresleniu se-
kwencji nukleotydowe| genu adhezyny fimbrialnej typu 1 w badanej prébce i dalszej selekcji genu
z grupy sktadajacej sie z gendw: fumC, adk, gyrB, icd, mdh, purA i recA w celu zidentyfikowania klono-
typu E. coli.

Lee i wsp. opracowali metode polegajaca na wykorzystaniu chipéow DNA do wykrywania
i identyfikacji E. coli, zawierajgcych sekwencje specyficzne dla tych bakterii (W02008/084888 A).

Weigl i wsp. (US 2008/0199877 A1) opracowali metode specyficznej gatunkowo identyfikaciji bak-
terii z rodziny Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, En-
terobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Providencia stuartii i Serratia marce-
scens), a takze wykrywania i diagnostyki infekcji powodowanych przez te bakterie oraz ich opornosci
na chinolony (US 2008/0199877 A1).

W zgtoszeniu patentowym Lee i wsp. zastosowano technike hybrydyzacji wykorzystujaca sondy
kwasow nukleinowych komplementarne do specyficznych regiondw w genach kodujacych rRNA. Me-
toda ta moze by¢ stosowana do wykrywania i identyfikacji infekcji, ktére nie sa powodowane przez wi-
rusy (US 2007/0065817 A1).
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Szczegdtowa identyfikacja APEC jest kluczowa dla zrozumienia roli czynnikéw wirulencji
w patogenezie choréb powodowanych przez te drobnoustroje. Nadal jednak wiedza dotyczaca tych za-
gadnien jest niewystarczajaca, aby w petni zrozumie¢ zwiazek pomiedzy wystepowaniem czynnikéw
wirulencji a zdolnoscig do wywotywania okreslonych zmian chorobowych (JanfBen, T. et al., 2003). Iden-
tyfikacja szczepow E. coli patogennych dla ptakdéw jest rowniez istotna ze wzgledu na mozliwosc¢ zasto-
sowania terapii alternatywnych m.in. bakteriofagdw (van der Westhuizen et al., 2012).

Dotychczas opracowane testy diagnostyczne nie pozwalaja na przeprowadzenie szybkiej
i jednoznacznej diagnostyki APEC z uwzglednieniem zaréwno czynnikéw wirulencji, jak i najczescie;
wystepujacych serotypdw, co moze utrudnia¢é m.in. wdrozenie nowych sposobdw leczenia. Duza réz-
norodno$¢ szczepdw E. coli oraz fakt, ze niektére z nich nie sa wirulentne, to dodatkowe czynniki utrud-
niajace identyfikacje tych bakterii z uwzglednieniem podziatu na szczepy patogenne i niepatogenne
(Guabiraba, R. & Schouler, C., 2015). Dlatego problemem, ktéry w dalszym ciagu wymaga rozwigzania
jest jednoznaczna klasyfikacja bakterii E. coli jako APEC, dzieki ktérej mozliwe bedzie zwiekszenie nie
tylko bezpieczenstwa zywnoéci, ale réwniez zdrowia ludzi i zwierzat.

Szczegdinym celem wynalazku jest dostarczenie skutecznego sposobu identyfikowania APEC
pozwalajgcego na wykrywanie co najmniej 90%, korzystnie ponad 95%, szczepdw E. coli patogennych
dla drobiu. W kontekscie niniejszego opisu za szczep patogenny dla drobiu uznaje sie szczep bakteryjny
E. coli powodujacy w 19 dobie od zakazenia smiertelnos¢ zarodkéw kurzych wynoszaca co najmniej
85%, przy czym w tescie smiertelnosci wykorzystuje 9 dniowe zarodki kurze, ktére zakaza sie jedna
dawka zakazajaca zawierajaca 5x10* CFU bakterii/zarodek.

Nieoczekiwanie rozwiazaniem przedstawionych problemow jest zastosowanie niniejszego wyna-
lazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb identyfikacji szczepu E. coli patogennego dla ptakéw
(APEC), charakteryzujacy sie tym, ze:

a) z badanej probki materiatu biologicznego izoluje sie DNA,

b) w prébce wyizolowanego DNA bada sie obecnos¢: gendw wirulencji iroC i hlyF oraz genu
odpowiedzialnego za serotyp O78,
przy czym stwierdzenie obecnosci co najmniej jednego genu sposréd wspomnianych ge-
néw wirulencji lub genu odpowiedzialnego za serotyp O78 $wiadczy o zidentyfikowaniu
w badanej prébce szczepu E. coli patogennego dla ptakéw (APEC) z doktadnoscia wy-
noszaca do 97,7%.

Korzystnie, w etapie a) badana prébka jest prébka tkanki chorego ptaka lub prébka srodowi-
skowa. Korzystnie, w etapie b) probka wyizolowanego DNA zawiera genomowy DNA bakteryjny,
zwtaszcza DNA E. coli. Korzystnie, w etapie b) obecno$é wspomnianych genéw bada technikg PCR.

Korzystnie, w etapie b) stosuje metode PCR typu multiplex oraz zestaw primerow przedstawio-
nych jako Sekw. Nr Id. 1-6, przy czym:

— obecnosci genu wirulencji iroC swiadczy obecnos¢ produktu o dtugosci 732 pz,
— obecnosci genu wirulencji hlyF $wiadczy obecnos$é produktu o dtugosci 458 pz, natomiast

— obecnos$ci genu antygenu odpowiedzialnego za serotyp O78 $wiadczy obecnos¢ pro-
duktu o dtugos$ci 994 pz.

Korzystnie, zidentyfikowanie szczepu APEC oznacza stwierdzenie kolibakteriozy u chorego
ptaka, zwtaszcza drobiu hodowlanego, korzystnie kury.
Korzystnie, niewykrycie zadnego spos$réd wspomnianych genéw $wiadczy o zakazeniu szcze-
pem niepatogennym.
Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zestaw do identyfikacji szczepu E. coli patogennego dla
ptakdéw (APEC) charakteryzujacy sie tym, ze zawiera:
— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu
wirulencji iroC przedstawionego na Sekw. Nr Id. 7,
— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu
wirulencji hlyF przedstawionego na Sekw. Nr Id. 8,
— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotydéw nalezacych do genu
antygenu odpowiedzialnego za serotyp O78 przedstawionego na Sekw. Nr Id. 9,
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przy czym stwierdzenie obecnosci co najmniej jednego genu sposréd wspomnianych gendw wi-
rulencji lub genu odpowiedzialnego za serotyp O78 $wiadczy o zidentyfikowaniu w badanej probce
szczepu E. coli patogennego dla ptakéw (APEC) z doktadnoscia wynoszaca do 97,7%.

Korzystnie, zestaw wedtug wynalazku zawiera oligonukleotydy o sekwencjach przedstawionych
jako Sekw. Nr Id. 1-6.

Korzystnie, zestaw wedtug wynalazku jest przeznaczony do diagnozowania kolibakteriozy
u ptakéw, zwtaszcza drobiu hodowlanego, korzystnie kur.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie zestawu zawierajacego:

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu
wirulencji iroC przedstawionego na Sekw. Nr Id. 7,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotydéw nalezacych do genu
wirulencji hlyF przedstawionego na Sekw. Nr Id. 8,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotydéw nalezacych do genu
antygenu odpowiedzialnego za serotyp O78 przedstawionego na Sekw. Nr Id. 9,

do okreslania stopnia patogennosci szczepu E. coli dla ptakéw.
Korzystnie, stosowany zestaw zawiera oligonukleotydy o sekwencjach przedstawionych jako
Sekw. Nr Id. 1-6.

Szczegodtowy opis wynalazku

Ujawniona zostata szybka metoda diagnostyczna identyfikujaca szczepy E. coli patogenne dla
drobiu (APEC - Avian Pathogenic Escherichia coli) oparta na wykrywaniu unikalnej kombinacji dwoch
gendw wirulencji oraz jednego genu odpowiedzialnego za serotyp O78, wybranych w oparciu o analize,
w trakcie ktorej szczepy klasyfikowano jako patogenne, stosujac jako kryterium $miertelno$é zarodkéw
wynoszaca co najmniej 85%, korzystnie > 96%, w 19 dobie i powtarzalno$é wynikéw. W korzystne;
realizacji metoda charakteryzuje sie tym, ze:

a) z narzaddéw chorego ptaka izoluje sie szczep bakteryjny E. coli,
b) przeprowadza sie izolacje genomowego DNA (dowolnie wybrana metoda),

c) wykonuje sie test diagnostyczny: PCR typu multipleks na obecnos¢ dwdch gendw wiru-
lencji (iroC, hlyF) oraz jednego genu wybranego z klastru genéw odpowiedzialnych za
synteze antygenu O dla serotypu O78,

d) weryfikuje sie obecno$¢ gendéw w prébkach w trakcie rozdziatu elektroforetycznego,
a nastepnie klasyfikuje sie szczep do grupy okreslajacej patogenno$¢: P — patogenny
(obecno$¢ co najmniej jednego z gendw), NP — niepatogenny (komensalny: brak obec-
no$ci ktéregokolwiek z genow).

Jako gen odpowiedzialny za serotyp O78 uznaje sie dowolny gen nalezacy do klastru genéw
odpowiedzialnych za synteze antygenu O dla serotypu O78.

Nieoczekiwanie ujawniony sposdb nadaje sie do tatwej, szybkiej i jednoznacznej identyfikacji
szczepdw jako APEC z doktadnos$cia wynoszaca do 97,7%, co ma istotne znaczenie w diagnostyce
kolibakteriozy, ktéra jest jedna z najwazniejszych przyczyn strat w drobiarstwie. Pozwala to réwniez na
wybér odpowiednich szczepdw np. do produkcji efektywnej autoszczepionki lub dobdr odpowiedniej
terapii.

Ponadto, réwnie nieoczekiwanie, ujawniona metoda nadaje sie do tatwej i szybkiej identyfikacji
szczepdw E. coli jako niepatogenne z doktadnoscia do 94,1%.

W celu lepszego wyjasnienia wynalazku zostat on zilustrowany na przyktadach.

Przyktad 1. Charakterystyka szczepow E. coli w oparciu o ich zsekwencjonowane genomy
oraz czynniki wirulencji.

Izolacja i badanie podobienstwa szczepow.

Na wstepie pozyskano kolekcje 102 szczepdw E. coli wyizolowanych od chorych ptakéw oraz 32
szczepdw E. coli wyizolowanych od zdrowych ptakow. Nastepnie z kazdego z tych szczepdw izolowano
genomowy DNA i badano podobieristwo szczepdw na podstawie profili uzyskanych metodg MP-PCR
(Krawczyk, B. et al., 2006). Szczepy sklasyfikowane jako réznigce sie od siebie stanowig kolekcje, ktéra
zawiera 85 szczepdw pozyskanych od chorych ptakéw oraz 27 szczepdw pozyskanych od zdrowych
ptakéw (Tabela 1).
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Tabela 1. Szczepy E. coli z kolekcji Proteon Pharmaceuticals

szczepy izolowane od chorych ptakow

Escherichia coli_ D0O1PP2015 stado kur reprodukcyjnych 19.05.2015
Escherichia coli_002PP2015 stado kur reprodukcyjnych 19.05.201S
Escherichia coli_004PP2015 indyki 05.06.2015
Escherichia coli_005PP2015 stado kur reprodukeyjnych 04.11.2015
Escherichia coli_007PP2015 indyki 17.11.201S
Escherichio coli_0039PP2015 indyki 17.11.201S
Escherichia coli 011PP2015S indyki 17.11.2015
Escherichia coli 012PP2015 stado kur reprodukeyjnych 17.11.2015
Escherichia coli_014PP2015 stado kur reprodukcyjnych 24.11.2015
Escherichia coli_015PP2015 stado kur reprodukeyjnych 01.12.201S
Escherichia coli 016PP2015 stado rodzicielskie brojlerow kurzych 10.12.2015
Escherichia coli_017PP2015 stado kur reprodukeyjnych 10.12.2015
Escherichia coli 018PP2015S kury nioski towarowe 14.12.2015
Escherichia coli_013PP2015 stado kur reprodukcyjnych 22.12.2015
Escherichia coli_ 020PP2016 stado rodzicielskie brojlerow kurzych 04.01.2016
Escherichia coli_021PP2016 kury nioski 04.01.2016
Escherichio coli_022PP2016 kury nioski 04.01.2016
Escherichia coli_023PP2016 indyki 11.01.2016
Escherichia coli_024PP2016 kury nioski konsumpcyjne 02.02.2016
Escherichia coli_027PP2016 indyki 10.02.2016
Escherichia coli_028PP2016 kury nioski 17.02.2016
Escherichia coli_029PP2016 indyki 25.03.2016
Escherichia coli_030PP2016 indyki 18.02.2016
Escherichia coli_031PP2016 stado kur reprodukcyjnych 25.02.2016
Escherichia coli_032PP2016 kury 02.03.2016
Escherichia coli 033PP2016 stado kur reprodukcyjnych 02.03.2016
Escherichia coli_034PP2016 stado kur reprodukcyjnych 02.03.2016
Escherichia coli_035PP2016 broilery 15.03.2016
Escherichia coli_036PP2016 indyki 15.03.2016
Escherichia coli 037PP2016 broilery 15.03.2016
Escherichia coli_038PP2016 broilery 15.03.2016
Escherichio coli 039PP2016 kury nioski 15.03.2016
Escherichia coli_040PP2016 kury nioski 15.03.2016
Escherichia coli_041PP2016 indyki 25.03.2016
Escherichia coli_043PP2016 kury nioski towarowe 16.03.2016
Escherichia coli_044PP2016 indyki 16.03.2016
Escherichia coli_045PP2016 indyki 16.03.2016
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NI s2czepu

- zwierze

~dataizolacji

Escherichio coli_046PP2016

stado kur reprodukcyjnych

16.03.2016

Escherichio coli_047PP2016 kury 24.03.2016
Escherichio coli_048PP2016 kury 24.03.2016
Escherichia coli_049PP2016 kury 30.03.2016
Escherichia coli 050PP2016 kury 30.03.2016
Escherichia coli_051PP2016 kury 05.04.2016
Escherichio coli_052PP2016 kury 08.04.2016
Escherichio coli_053PP2016 stada kur reprodukcyjnych 08.04.2016
Escherichia coli_054PP2016 indyki 21.04.2016
Escherichia coli_057PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichio coli 059PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichio coli_D62PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_063PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_065PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_066PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_067PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_069PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichia coli_070PP2016 kury nioski 21.04.2016
Escherichio coli 073PP2016 indyki 09.05.2016
Escherichio coli_074PP2016 indyki 24.05.2016
Escherichio coli 075PP2016 kury 24.05.2016
Escherichio coli_076PP2016 indyki 24.05.2016
Escherichio coli_077PP2016 indyki 24.05.2016
Escherichio coli_078PP2016 kury 30.05.2016
Escherichia coli_079PP2016 kury 30.05.2016
Escherichio coli_080PP2016 indyki 13.06.2016
Escherichia coli_081PP2016 indyki 09.07.2016
Escherichia coli_082PP2016 indyki 16.06.2016
Escherichio coli 083PP2016 gesi 22.06.2016
Escherichia coli 084PP2016 indyki 02.08.2016
Escherichia coli_085PP2016 kury 04.08.2016
Escherichia coli_086PP2016 kury 04.08.2016
Escherichio coli 087PP2016 kury nioski 28.09.2016
Escherichia coli_ 088PP2016 kury nioski 28.09.2016
Escherichia coli_089PP2016 indyki 29.09.2016
Escherichia coli R _001PP2016 kury 17.02.2016
Escherichia coli B8 _002PP2016 stado kur reprodukcyjnych 28.09.2016
Escherichia coli_105PP2016 kury zielonondzki 02.11.2016




PL 240 694 B1

Escherichia colf_113PP2016

stado kur reprodukcyjnych

17.11.2016

Escherichia coli_114PP2016 stado kur reprodukceyjnych 24.11.2016
Escherichio coli_130PP2017 kary 02.01.2017
Escherichio coli_131PP2017 kury 17.01.2017
Escherichia coli _154PP2017 indyki 03.03.2017
Escherichia coli_155PP2017 kury 03.03.2017
Escherichio coli_156PP2017 indyki 03.03.2017
Escherichio coli_157PP2017 stado rodzicielskie brojleréw kurzych 09.03.2017
Escherichio coli_158PP2017 kury nioski konsumpcyjne 15.03.2017
Escherichia coli_159PP2017 kury nioski reprodukcyjne 15.03.2017
Escherichia coli_106PP2016 indyki 17.11.2016
Escherichia coli_107PP2016 indyki 17.11.2016
Escherichia coli_108PP2016 indyki 17.11.2016
Escherichia coli_110PP2016 indyki 17.11.2016
Escherichia coli_120PP2016 kury 12.12.2016
Escherichio coli_121PP2016 kury 12.12.2016
Escherichio coli_123PP2016 kary 12.12.2016
Escherichia coli_124PP2016 kury 12.12.2016
Escherichia coli_126PP2016 kury 12.12.2016

2

;2 Escherichia coli_127PP2016 kury 12.12.2016

E‘ Escherichia coli_134PP2017 kury 06.02.2017

[S)

g Escherichia coli_135PP2017 kury 06.02.2017

-

= Escherichia coli_137PP2017 kury 06.02.2017

[a]

2 Escherichia coli_138PP2017 kury 06.02.2017

2

£ Escherichia coli_139PP2017 kury 06.02.2017

2 Escherichia coli_140PP2017 kury 06.02.2017

o

5 Escherichia coli 141PP2017 kary 06.02.2017
Escherichio coli 142PP2017 kury 06.02.2017
Escherichio coli_143PP2017 kary 06.02.2017
Escherichio coli_144PP2017 kary 06.02.2017
Escherichia coli_145PP2017 kury 06.02.2017
Escherichia coli_146PP2017 kury 06.02.2017
Escherichia coli_147PP2017 kury 06.02.2017
Escherichia coli_149PP2017 kury 06.02.2017
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herichia coli_151PP2017 kury 06.02.2017 |

Escherichia coli_152PP2017 kury 06.02.2017

Escherichia coli_153PP2017 06.02.2017

kury

Sekwencjonowanie szczepbw i obrébka post-sekwencyjna.

DNA szczepdw poddano reakcji sekwencjonowania metodg NGS (Next Generation Sequencing).
Uzyskane wyniki sktadano de novo (SPAdes 3.7.1 i 3.8.0) oraz poddano manualnej obrébce
(FA_TOOL), a otrzymane sekwencje adnotowano (RAST). Kazda z sekwencji zapisywano w postaci
plikow fasta (sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe).

Badanie wystepowania 175 gendéw wirulencji w zsekwencjonowanych genomach.

Na podstawie doniesien literaturowych przygotowano liste 175 czynnikéw wirulencji wystepuja-
cych w szczepach APEC (Tabela 2). Aminokwasowa sekwencje odpowiadajaca kazdemu
z gendw zapisywano w formacie fasta, na podstawie sekwencji dostepnych w bazie danych UniProt.

Tabela 2. Czynniki wirulencji szczepéw APEC

eaeH, ecpA, ecpB, ecpC, ecpD, ecpE, ecpR, fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG,

adhezyny fimH, fiml, fmlA, fmlID, focA, focB, focC, focD, focl, hcpA, hepB, hra, htrA, htrB, htrC,

htrE, mat, papA, papB, papC, papD, papE, papF, papGl|, papHpapl, papK, papX, sfaB,
sfaC, sfaG, sfaH, stgA, stgB, stgD, tsh, yehA, yehB, yehC, yehD, yehE, yai

inwazyny ibeA, ibeB, ibeC, ibeR, tia
chuA, chus, chuT, chuU, chuW, chuX, chuy, eitA, eitB, eitC, eitD, feoA, feoB, feoC,
Zzwigzane z Fe fepA, fepB, fepC, fepD, fepE, fyuA, ireA, iroB, iroC, iroD, iroE, iroN, irpl, irp2, iucA,
iucB, iucC, iucD, iutA, sitA, sitB, sitC, sitD, ybtA, ybtE, ybtP, ybtS, ybtT, ybtU, ybtX
inne etsA, etsB, etsC, fliC, malX
protektyny bor, kpsE, kpsM, kpsT, neuC, neuS, ompT, traT

aecl4, aecl5, aeclé, aecl7, aecls8, aeclS, aec22, aec23, aec24, aec25, aec26, aec7,
aec28, aec29, aec30, aec31, aec3?2, aec?/, aec8
astA, astB, astC, astD, astE, cba, cbi, cdtA, cdtB, cdtC, cma, cmi, cvaA, cvaB, cvaC,
hlyD, hlyE, hlyF, pic, pilQ, sat, usp, vat

biatka sekrecyjne

toksyny

Nastepnie badano obecnos$é poszczegdinych czynnikéw wirulencji (w postaci sekwencji amino-
kwasowych) w adnotowanych sekwencjach genoméw wszystkich szczepéw. Przeprowadzone badanie
pozwolito na jednoczesna analize wszystkich wybranych czynnikéw wirulencji we wszystkich analizo-
wanych genomach. Obecno$¢ czynnikéw wirulenciji okre$lano w sposéb zero-jedynkowy, gdzie 0 — brak
obecnosci danego czynnika wg przyjetych zatozen, zas 1 — obecnos¢ danego czynnika wg przyjetych
zatozen.

Serotypowanie in silico na podstawie zsekwencjonowanych genomaéw.

W celu oceny przynaleznosci badanych szczepéw do poszczegdinych serotypdw oraz sprawdze-
nia, czy pewne serotypy sa powiazane z patogennoscia szczepow przeprowadzono analize serotypo-
wania in silico.

Przyktad 2. Podziat szczepdw E. coli na patogenne i niepatogenne na podstawie danych
uzyskanych z testu zywotnos$ci zarodkéw kurzych w modelu in ovo.

Celem weryfikacji pierwotnej informacji dotyczace] klasyfikacji szczepéw na patogenne
i komensalne (izolaty pozyskane od chorych i zdrowych ptakéw) przeprowadzono test na zywotnosé
zarodkéw kurzych w modelu in ovo. Doswiadczenie 1. polegato na optymalizacji dawki zakazajacej,
natomiast kolejne doswiadczenia na ocenie patogennosci szczepdw.
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Przebieg dodwiadczenia 1 (UR, Krakéw) — optymalizacja dawki zakazajacej

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkdw kurzych czte-
rema szczepami E. coli (2 szczepy zaklasyfikowane pierwotnie jako niepatogenne: wzorcowy szczep K-
12 i 139PP2017 oraz 2 szczepy zaklasyfikowane pierwotnie jako patogenne: 002PP2015
i 053PP2016 w 4 dawkach zakazajacych: 1x107 CFU/zarodek, 1x10® CFU/zarodek, 1x10% CFU/zarodek
i 1x10* CFU/zarodek (po 60 zarodkéw w przypadku kazdej badanej dawki kazdego szczepu).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkdéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

1080 zalezonych jaj podzielono na 18 grup po 60 jaj. 16 grup zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolna (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym rozcienczano szczepy do zakazania). Nastep-
nie (w kolejnych dniach) oceniano $miertelno$¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono w 10 dniu od za-
kazenia.

Dane dotyczace smiertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 3. Uzyskane wy-
niki potwierdzity patogennos$é 2 szczepdw E. coli oznaczonych numerami: 002PP2015 i 053PP2016
(wysoka Smiertelno$é zarodkdw) oraz znaczaco nizszy efekt 2 pozostatych szczepdéw. Ponadto,
w oparciu o uzyskane wyniki do kolejnych badarn patogenno$ci szczepéw E. coli w modelu in ovo wyty-
powano dawke zakazajaca: 5x104 CFU/zarodek.

Tabela 3. Smiertelno$¢ zarodkow kurzych podczas doswiadczenia 1

K-12 ' 433 79,6 12,7

139PP2017 80,7 82,6 17,7
1x107

002PP2015 91,7 98,3 4,1

053PP2016 98,3 100,0 0,0

K-12 68,7 78,9 12,2

139PP2017 48,5 64,6 28,6
1x10°

002PP2015 89,6 100,0 0,0

053PP2016 79,1 100,0 0,0

K-12 77,5 86,0 10,2
1x10°

139PP2017 51,3 79,6 15,2

002PP2015 91,7 100,0 0,0

053PP2016 96,7 98,3 4,1

K-12 63,1 72,0 4,63

139PP2017 36,7 65,0 20,7
1x10*

002PP2015 84,6 100,0 0,0

053PP2016 96,7 100,00 0,0
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Przebieqg doswiadczenia 2 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkéw kurzych szes-
nastoma szczepami E. coli (004PP2015, 009PP2015, 011PP2015, 015PP2015, 039PP2016,
047PP2016, 053PP2016, 075PP2016, 077PP2016, 082PP2016, 087PP2016, 105PP2016,
108PP2016, 138PP2017, 139PP2017 i 144PP2017) w jednej dawce zakazajacej 5x10* CFU/zarodek
(po 60 zarodkéw w przypadku kazdego badanego szczepu, miano bakterii 5x10% CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

1080 zalezonych jaj podzielono na 18 grup po 60 jaj. 16 grup zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolng (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano sSmiertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakohczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 4. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$é zarodkow jest uzalezniona od przynaleznosci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnoscia.
Czes¢ szczepdw wywotuje Smier¢ 88,3—-100% zarodkdw w przyjetej dawce, natomiast inne szczepy
powoduja w tej samej dawce $mier¢ 63,4—-85% zarodkow , co stanowi zauwazalng réznice.

Tabela 4. Podsumowanie wynikéw doswiadczenia 2.

S ' $mieftélﬁ3$f"b';6 S dniach | $miertelnoéé ri'émiékbﬁczgnie' . “Odchylenic” .
Szczep E. coli od zakazenia (E14) eksperymentu (E19) ctandardowe %] ;

, %] (%) »
0 - kontrola negatywna 3,5 3,5 5,5
K —0,85% NaCl 23,3 29,2 16,0
009PP2015 100,0 100,0 0,0
015PP2015 100,0 100,0 0,0
039PP2016 100,0 100,0 0,0
053PP2016 100,0 100,0 0,0
087PP2016 100,0 100,0 0,0
004PP2015 98,3 100,0 0,0
075PP2016 98,3 100,0 0,0
105PP2016 95,0 100,0 0,0
144PP2017 91,7 100,0 0,0
077PP2016 88,3 95,0 8,4
108PP2016 71,7 89,8 6,3
047PP2016 60,0 88,3 11,7
138PP2017 60,0 85,0 8,4
011PP2015 55,0 78,3 19,4
139PP2017 35,0 73,3 5,2
082PP2016 21,7 63,4 13,1

Przebieg doswiadczenia 3 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkéw kurzych dwu-
dziestoma dwoma szczepami E. coli (002PP2015, 017PP2015, 018PP2015, 022PP2016, 029PP2016,
030PP2016, 032PP2016, 036PP2016, 040PP2016, 044PP2016, 045PP2016, 048PP2016,




12 PL 240 694 B1

049PP2016, 051PP2016, 054PP2016, 063PP2016, 070PP2016, 074PP2016, 076PP2016,
084PP2016, 110PP2016 i 120PP2016) w jednej dawce zakazajacej 5x10* CFU/zarodek (po 30 zarod-
kéw w przypadku kazdego badanego szczepu, miano bakterii 5x10% CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

720 zalezonych jaj podzielono na 24 grupy po 30 jaj. 22 grupy zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolna (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano smiertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 5. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelnos¢ zarodkow jest uzalezniona od przynaleznoéci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnosécia.
W przyjetej dawce czes¢ szczepow wywotuje $mieré 93,3—100% zarodkéw, natomiast inne szczepy
powoduja $mier¢ 52,2-83,3%, co stanowi zauwazalng réznice.

Tabela 5. Podsumowanie wynikéw doswiadczenia 3.

: ] Smiertelnosé po 5 dniach | $miertelno$¢ na zakoficzenie | = Odchylenie

. SzezepE.cofi . . . _od zakaienia (E14) eksperymentu (E19) standardowe .
[%] [%] (%]
0 —kontrola negatywna 0,0 0,0 0,0
K —0,85% NaCl 13,3 13,3 15,3
002PP2015 100,0 100,0 0,0
017PP2015 100,0 100,0 0,0
022PP2016 100,0 100,0 0,0
040PP2016 100,0 100,0 0,0
044PP2016 100,0 100,0 0,0
076PP2016 100,0 100,0 0,0
029PP2016 96,7 100,0 0,0
045PP2016 96,7 100,0 0,0
070PP2016 95,8 100,0 0,0
063PP2016 92,6 100,0 0,0
018PP2015 91,1 100,0 0,0
110PP2016 83,3 100,0 0,0
030PP2016 82,6 100,0 0,0
084PP2016 80,0 100,0 0,0
054PP2016 86,7 96,7 58
036PP2016 86,3 96,7 5,8
032PP2016 61,1 93,3 11,6
074PP2016 72,6 83,3 20,8
051PP2016 62,6 75,9 53
049PP2016 47,8 74,8 23,1
048PP2016 36,3 57,4 17,9
120PP2016 27,4 52,2 13,5




PL 240 694 B1 13

Przebieq doswiadczenia 4 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkéw kurzych dwu-
dziestoma dwoma szczepami E. coli (014PP2015, 024PP2016, 035PP2016, 043PP2016, 050PP2016,
057PP2016, 078PP2016, 079PP2016, 080PP2016, 081PP2016, 086PP2016, 114PP2016,
135PP2017, 137PP2017, 141PP2017, 142PP2017, 143PP2017, 151PP2017, 152PP2017,
155PP2017, 159PP2017 i BOO1PP2016) w jednej dawce zakazajacej 5x10* CFU/zarodek (po 30 zarod-
kéw w przypadku kazdego badanego szczepu, miano bakterii 5x105 CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkdéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

720 zalezonych jaj podzielono na 24 grupy po 30 jaj. 22 grupy zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolna (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano $miertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 6. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$é zarodkow jest uzalezniona od przynaleznosci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnoscia.
W przyjetej dawce czes¢ szczepow wywotuje $mieré 93,3—100%, natomiast inne szczepy powoduja
$mieré 70-83,3%, co stanowi zauwazalng réznice.

Tabela 6. Podsumowanie wynikow doswiadczenia 4.

i . Smiertelno$é po 5 dniach | Smiertelnoéé na zakosiczenie Odchylenie

- Szczep E. coli od 2akazenia (E14) eksperymentu (E19) standardowe
[%] 1%6] [%]
0 - kontrola negatywna 0,0 0,0 0,0
K —0,85% NaCl 3,4 3,7 6,4
014PP2015 100,0 100,0 0,0
024PP2016 100,0 100,0 0,0
035PP2016 100,0 100,0 0,0
050PP2016 100,0 100,0 0,0
036PP2016 100,0 100,0 0,0
159PP2017 100,0 100,0 0,0
BOO1PP2016 100,0 100,0 0,0
043PP2016 50,0 100,0 0,0
078pPP2016 96,7 100,0 0,0
079PP2016 96,7 100,0 0,0
080PP2016 96,7 100,0 0,0
155PP2016 93,4 100,0 0,0
081PP2016 86,7 100,0 0,0
152PP2017 80,0 100,0 0,0
057PP2016 96,3 96,3 6,4
137PP2017 93,4 96,3 6,4
151PP2017 53,4 96,3 6,4
143PP2017 80,0 96,3 6,4
114pPP2016 90,0 93,3 115
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~[Smiertelnosé po 5 dniach | Smiertelnosé na zakonczenie | Odchylenie

142PP2017

135PP2017 56,7 83,3 5,8
141PP2017 69,0 70,0 26,5

Przebieq doswiadczenia 5 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkdédw kurzych dwu-
dziestoma o$mioma szczepami E. coli (001PP2015, 005PP2015, 007PP2015, 027PP2016,
052PP2016, 059PP2016, 069PP2016, 083PP2016, 085PP2016, 106PP2016, 107PP2016,
113PP2016, 123PP2016, 124PP2016, 126PP2016, 127PP2016, 130PP2017, 131PP2017,
134PP2017, 140PP2017, 145PP2017, 146PP2017, 147PP2017, 149PP2017, 153PP2017,
154PP2017, 156PP2017 i BOO2PP2016) w jednej dawce zakazajacej 5x10* CFU/zarodek (po 30 zarod-
kow w przypadku kazdego badanego szczepu, miano bakterii 5x105 CFU/m| zarodkow).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

900 zalezonych jaj podzielono na 30 grup po 30 jaj. 28 grup zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolna (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano smiertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 7. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$é zarodkow jest uzalezniona od przynaleznosci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnosécia.
W przyjetej dawce czes¢ szczepdw wywotuje $mier¢ 93,3—100% zarodkdéw, natomiast inne szczepy
powoduja okoto $mieré 34,4-83,3% zarodkdw, co stanowi zauwazalng réznice.

Tabela 7. Podsumowanie wynikow doswiadczenia 5.

’O —kontrola n;gatywné
K—0,85% Nacl 16,7 16,7 15,3
154PP2017 100,0 100,0 0,0
156PP2017 100,0 100,0 0,0
005PP2015 95,8 100,0 0,0
123PP2016 93,3 100,0 0,0
124PP2016 93,3 100,0 0,0
146PP2017 93,3 100,0 0,0
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T TG
E. coli sperymentu (E19)
-' o
“145pP2017 100,0 T 00
126PP2016 86,7 100,0 0,0
106PP2016 83,3 100,0 0,0
131PP2017 82,2 100,0 0,0
127PP2016 80,0 100,0 0,0
134PP2017 78,5 100,0 0,0
113PP2016 76,7 100,0 0,0
059PP2016 66,7 100,0 0,0
069PP2016 66,3 100,0 0,0
153PP2017 65,0 100,0 0,0
083PP2016 93,3 96,7 5,8
085PP2016 89,6 96,7 5,8
149PP2017 90,0 93,3 5,8
130PP2017 73,3 93,3 5,8
107PP2016 63,0 93,3 11,5
BOO2PP2016 53,3 93,3 5,8
001PP2015 76,7 83,3 11,5
052PP2016 52,6 80,0 17,3
007PP2015 54,2 70,8 8,8
027PP2016 60,0 70,0 10,0
147PP2017 50,0 66,7 153
140PP2017 16,7 34,4 15,0

Przebieg doswiadczenia 6 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono do$wiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkdédw kurzych trzy-
dziestoma trzema szczepami E. coli (001PP2015, 012PP2015, 014PP2015, 016PP2015, 019PP2015,
020PP2015, 021PP2016, 023PP2016, 028PP2016, 031PP2016, 032PP2016, 033PP2016,
034PP2016, 038PP2016, 041PP2016, 046PP2016, 047PP2016, 051PP2016, 052PP2016,
062PP2016, 065PP2016, 066PP2016, 067PP2016, 073PP2016, 088PP2016, 089PP2016,
121PP2016, 135PP2017, 137PP2017, 138PP2017, 141PP2017, 157PP2017 i 158PP2017) w jedne;
dawce zakazajacej 5x104 CFU/zarodek (po 30 zarodkow w przypadku kazdego badanego szczepu,
miano bakterii 5x105 CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkdéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.
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1050 zalezonych jaj podzielono na 35 grup po 30 jaj. 33 grupy zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywnag kontrolng (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano smiertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 8. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$¢ zarodkow jest uzalezniona od przynaleznoéci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnosécia.
W przyjetej dawce czes¢ szczepdw wywotuje $mier¢ 86,7—100% zarodkéw, natomiast inne szczepy
powodujg $mieré 26,7—71,9% zarodkdéw, co stanowi zauwazalng réznice.

Tabela 8 Podsumowanie wynikow doswiadczenia 6.

0 - kontrola negatywna 0,0 10,7 . ..(.J,.64
K -0,85% NaCl 10,0 241 15,1
016PP2015 100,0 100,0 0,0
028PP2016 100,0 100,0 0,0
031PP2016 100,0 100,0 0,0
033PP2016 100,0 100,C 0,0
041PP2016 100,0 100,0 0,0
066PP2016 100,0 100,0 0,0
067PP2016 100,0 100,0 0,0
121PP2016 100,0 100,0 0,0
157PP2017 100,0 100,0 0,0
046PP2016 96,7 100,0 0,0
062PP2016 96,7 100,0 0,0
088PP2016 96,7 100,0 0,0
158PP2017 96,7 100,0 0,0
052PP2016 86,7 100,0 0,0
073PP2016 96,7 96,7 5,8
135PP2017 90,0 96,3 6,4
021PP2016 86,7 96,3 6,4
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051PP2016 66,7 900 10,0
012PP2015 60,0 86,7 5,8
023PP2016 60,0 71,9 17,3
014PP2015 71,3 71,3 19,7
089PP2016 50,0 63,3 5,8
034PP2016 40,0 56,7 15,3
019PP2015 40,0 43,3 20,8
038PP2016 233 433 20,8
020PP2015 43,3 43,3 23,4
032PP2016 16,7 46,3 11,6
138PP2017 44,8 44,8 29,3
047PP2016 13,3 42,2 29,1
065PP2016 20,0 37,5 22,2
137PP2017 26,7 34,8 13,0
001PP2015 20,0 31,1 20,1
141PP2017 233 26,7 5,8

Przebieq doswiadczenia 7 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono dos$wiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkdéw kurzych trzy-
dziestoma trzema szczepami E. coli (011PP2015, 012PP2015, 014PP2015, 019PP2015, 020PP2016,
023PP2016, 027PP2016, 034PP2016, 038PP2016, 049PP2016, 050PP2016, 052PP2016,
059PP2016, 073PP2016, 074PP2016, 075PP2016, 077PP2016, 081PP2016, 084PP2016,
089PP2016, 106PP2016, 108PP2016, 114PP2016, 121PP2016, 123PP2016, 124PP2016,
126PP2016, 127PP2016, 137PP2017, 141PP2017, 146PP2017, 149PP2017 i 154PP2017) w jedne;
dawce zakazajacej 5x104 CFU/zarodek (po 30 zarodkow w przypadku kazdego badanego szczepu,
miano bakterii 5x105 CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

1050 zalezonych jaj podzielono na 35 grup po 30 jaj. 33 grupy zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolna (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano smiertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakonczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelno$ci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 9. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$é zarodkow jest uzalezniona od przynaleznosci szczepu
do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $miertelnosécia.
W przyjetej dawce czes¢ szczepdw wywotuje $mier¢ 85,5-100% zarodkdéw, natomiast inne szczepy
powoduja $mier¢ 3,3-82,5% zarodkow, co stanowi zauwazalng réznice.
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Tabela 9. Podsumowanie wynikéw doswiadczenia 7.

rtelnosé po 5 dniach |
d zakazenia (E14)

0 — kontrola negatywna 0,0 0,0 0,0
K —0,85 NaCl 0,0 3,3 5,8
089PP2016 80,0 100,0 0,0
074PP2016 74,4 100,0 0,0
126PP2016 71,7 100,0 0,0
127PP2016 66,7 100,0 0,0
124PP2016 65,6 100,0 0,0
081PP2016 42,2 100,0 0,0
154PP2017 90,0 96,7 5,8
038PP2016 86,3 96,7 5,8
084PP2016 85,9 96,7 5,77
020PP2016 73,3 93,3 11,5
023PP2016 63,3 93,3 11,5
123PP2016 60,7 93,0 6,1
034PP2016 48,1 93,0 6,1
059PP2016 37,8 93,0 6,1
077PP2016 75,2 92,6 12,8
014PP2015 73,1 92,6 12,8
012PP2015 57,4 89,3 11,1
075PP2016 60,0 88,4 111
146PP2017 57,8 36,3 15,2
027PP2016 52,7 85,5 4,8
121PP2016 51,1 82,5 10,9
149PP2017 40,0 76,7 15,3
019PP2015 37,8 75,9 25,1
052PP2016 63,8 73,3 37,9
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050PP2016

011PP2015 48,5 65,6 15,0
073PP2016 38,1 58,5 20,2
141PP2017 14,9 49,0 11,9
137PP2017 20,0 30,0 20,0
049PP2016 13,7 20,4 9,4
106PP2016 33 19,9 8,7
108PP2016 0,0 33 5,8
114PP2016 3,3 3,3 5,8

Przebieq doswiadczenia 8 (UR, Krakéw)

Przeprowadzono doswiadczenie polegajace na zakazeniu 9-dniowych zarodkéw kurzych dwu-
dziestoma dwoma szczepami E. coli (001PP2015, 019PP2015, 020PP2016, 023PP2016, 027PP2016,
032PP2016, 034PP2016, 037PP2016 — powt. A, 037PP2016 — powt. B, 038PP2016, 047PP2016,
049PP2016, 050PP2016, 051PP2016, 073PP2016, 089PP2016, 106PP2016, 108PP2016,
114PP2016, 138PP2017, 142PP2017 i 149PP2017) w jednej dawce zakazajacej 5x10* CFU/zarodek
(po 30 zarodkéw w przypadku kazdego badanego szczepu, miano bakterii 5x10% CFU/ml).

Zawiesiny bakterii (po 100 pl/jajko) zostaty uzyte do zakazenia zarodkéw 24 h po zawieszeniu
w soli fizjologicznej.

720 zalezonych jaj podzielono na 24 grupy po 30 jaj. 22 grupy zakazano badanymi szczepami,
dodatkowe 2 grupy stanowity grupy kontrolne: grupe negatywna zerowa (niczym nie traktowana) oraz
negatywna kontrolng (traktowana 0,85% NaCl, w ktérym przygotowywano szczepy do zakazania). Pod-
czas trwania catego eksperymentu oceniano $miertelnos¢ zarodkéw. Eksperyment zakoriczono
w 10 dniu od zakazenia.

Dane dotyczace $miertelnosci na koniec eksperymentu przedstawiono w Tabeli 10. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw wykazano, ze $miertelno$é zarodkéw jest uzalezniona od przynaleZznosci
szczepu do odpowiedniej grupy patogennosci. Szczepy uporzadkowano w tabeli wraz z malejaca $mier-
telno$cia. W przyjetej dawce czes$¢ szczepdw wywotuje $mier¢ 85,6%—100% zarodkdéw, natomiast inne
szczepy powodujg $mier¢ 65,7%—-83% zarodkow, co stanowi zauwazalng réznice.
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Tabela 10. Podsumowanie wynikow doswiadczenia 8.

T é{hos’élné zakohiczenie | g:;hylense
0- kontrofa negatywna
K —0,85% NaCl bd 7,0 6,12
019PP2015 bd 100,0 0,0
023PP2016 bd 100,0 0,0
037PP2016 - A bd 100,0 0,0
073PP2016 bd 100,0 0,0
114PP2016 bd 100,0 0,0
149PP2017 bd 100,0 0,0
138PP2017 bd 100,0 0,0
020PP2016 bd 96,7 5,8
037PP2016- B bd 96,7 5,8
038PP2016 bd 96,7 58
089PP2016 bd 96,7 5,8
034PP2016 bd 96,3 6,4
106PP2016 bd 93,3 5,8
050PP2016 bd 93,0 6.1
001PP2015 bd 90,0 17,3
108PP2016 bd 90,0 17,3
142PP2017 bd 90,0 10,0
051PP2016 bd 85,6 17,1
027PP2016 bd 83,0 11,2
047PP2016 bd 83,0 51
049PP2016 bd 76,9 11,2
032PP2016 bd 65,7 28,9

Po przeprowadzonych doswiadczeniach zweryfikowano pierwotna klasyfikacje szczepdéw na pa-
togenne i niepatogenne oparta o stan zdrowia ptakéw, od ktérych szczep zostat wyizolowany (ptak
zdrowy/chory). Zgromadzona kolekcje szczepdw reklasyfikowano w oparciu o wyniki testu zywotnosci

zarodkéw kurzych w modelu in ovo.

Po reklasyfikacji wytypowano ostateczng grupe do analizy, ktérg stanowito 105 szczepdw.
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Tabela 11. Patogennos¢ szczepow po reklasyfikacji.

21

"OSTATECZNA GRUPA SZCZEPOW
76,7 83,3 11,5 5 NP
001PP2015 20,0 31,1 20,1 6 P NP NP
bd 90,0 17,3 8 p
91,7 98,3 4,1 1 P
89,6 100,0 0,0 1 p
002PP2015 91,7 100,0 0,0 1 P P P
84,6 100,0 0,0 1 P
100,0 100,0 0,0 3 P
004PP2015 98,3 100,0 0,0 2 P P
005PP2015 95,8 100,0 0,0 5 P P P
007PP2015 54,2 70,8 8,8 5 P NP NP
009PP2015 100,0 100,0 0,0 2 P P P
011PP2015 23,0 783 194 2 p NP NP
48,5 65,6 15,0 7 NP
012PP2015 50,0 86,7 >.8 6 P p
57,4 89,3 11,1 7
100,0 100,0 0,0 4 P
014PP2015 bd 71,3 19,7 6 P NP p
73,1 92,6 12,8 7 p
015PP2015 100,0 100,0 0,0 2 P P P
016PP2015 100,0 100,0 0,0 6 P p p
017PP2015 100,0 100,0 0,0 3 P P P
018PP2015 91,1 100,0 0,0 3 P p p
bd 42,2 23,4 6 NP
020PP2015 73,3 93,3 11,5 7 P P P
bd 96,7 58 8 p
021PP2016 86,7 96,3 6,4 6 P p
022PP2016 100,0 100,0 0,0 3 P P
60,0 71,9 17,3 6 NP
023PP2016 63,3 93,3 11,5 7 P P P
bd 100,0 0,0 8 P
024PP2016 100,0 100,0 0,0 4 P P P
028PP2016 100,0 100,0 0,0 6 P p p
029PP2016 96,7 100,0 0,0 3 P p p
030PP2016 82,6 100,0 0,0 3 P p p
031PP2016 100,0 100,0 0,0 6 P p p
032PP2016 61,1 93,3 11,6 3 P p NP
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6
bd 65,7 28,9 8 NP
033PP2016 100,0 100,0 0,0 6 P P p
40,0 56,7 15,3 6 NP
034PP2016 48,1 93,0 6,1 7 P P p
bd 96,3 6,4 8 p
035PP2016 100,0 100,0 0,0 a4 P P P
036PP2016 86,3 96,7 5,8 3 4 P P
037PP2016 bd 1000 9.0 8 P P P
bd 96,7 58 8 P
23,3 43,3 20,8 6 NP
038PP2016 86,3 96,7 58 7 P P p
bd 96,7 5,8 8 p
039PP2016 100,0 100,0 0,0 2 P p p
040PP2016 100,0 100,0 0,0 3 P P P
041PP2016 100,0 100,0 0,0 6 P P P
043PP2016 90,0 100,0 0,0 4 P p p
044PP2016 100,0 100,0 0,0 3 P p P
045PP2016 96,7 100,0 0,0 3 P P p
046PP2016 96,7 100,0 0,0 6 P P P
60,0 88,3 11,7 2 p
047PP2016 13,3 42,2 29,1 6 P NP NP
bd 83,0 5,1 8 NP
048PP2016 36,3 57,4 17,9 3 P NP NP
47,8 74,8 28,1 3 NP
049PP2016 13,7 20,4 9,4 7 P NP NP
bd 76,9 11,2 8 NP
100,0 100,0 0,0 4 P
050PP2016 63,3 73,3 11,5 7 P NP P
bd 93,0 6,1 8 P
52,6 80,0 17,3 5 NP
052PP2016 86,7 100,0 0,0 6 P P NP
63,8 73,3 37,9 7 NP
98,3 100,0 0,0 1 p
79,1 100,0 0,0 1 p
053PP2016 96,7 98,3 4,1 1 P p p
96,7 100,00 0,0 1 P
100,0 100,0 0,0 2 P
054PP2016 86,7 56,7 58 3 P
057PP2016 96,3 96,3 6,4 4 P
059PP2016 66,7 100,0 0,0 s p
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7
062PP2016 96,7 100,0 0,0 6 p P
063PP2016 92,6 100,0 0,0 3 P p P
065PP2016 20,0 37,5 22,2 6 p NP NP
066PP2016 100,0 100,0 0,0 6 p p P
067PP2016 100,0 100,0 0,0 6 p p P
069PP2016 66,3 100,0 0,0 5 P p P
070PP2016 95,8 100,0 0,0 3 p p P
96,7 96,7 5,8 6 p
073PP2016 38,1 58,5 20,2 7 P NP P
bd 100,0 0,0 8 p
075PP2016 %83 1000 0.0 2 P P P
60,0 88,4 11,1 7 p
076PP2016 100,0 100,0 0,0 3 P p P
077PP2016 88,3 95,0 g 2 P P P
75,2 92,6 12,8 7 p
078PP2016 96,7 100,0 0,0 4 P p P
079PP2016 96,7 100,0 0,0 4 P P P
080PP2016 96,7 100,0 0,0 4 P p P
OBLPP20L6 86,7 100,0 0,0 4 - p P
42,2 100,0 0,0 7 p P
082PP2016 21,7 63,4 13,1 2 p NP NP
083PP2016 93,3 96,7 5,8 5 p P P
084PP2016 80.0 100.9 0.0 > P P P
85,9 96,7 5,77 7 P
085PP2016 89,6 96,7 5,8 5 P P P
086PP2016 100,0 100,0 0,0 4 p P P
087PP2016 100,0 100,0 0,0 2 P p P
088PP2016 96,7 100,0 0,0 6 P p P
50,0 63,3 538 6 NP
0B9PP2016 80,0 100,0 0,0 7 P P P
bd 96,7 5,8 8 p
105PP2016 95,0 100,0 0,0 2 P P
83,3 100,0 0,0 5
106PP2016 3,3 19,9 8,7 7 NP NP P
bd 93,3 5,8 8 p
107PP2016 63,0 93,3 11,5 5 NP P
71,7 89,8 6,3 2
108PP2016 0,0 3,3 5,8 7 NP NP P
bd 90,0 17,3 8
110PP2016 83,3 100,0 0,0 3 NP P

’
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zakoriczenie

113PP2016 0,0 5 P P
90,0 93,3 11,5 4 p
114PP2016 33 3,3 5,8 7 P NP p
bd 100,0 0,0 8 P
120PP2016 27,4 52,2 13,5 3 NP NP NP
123PP2016 233 1000 0.0 > NP P P
60,7 93,0 6,1 7 p
124PP2016 233 100.0 0.0 > NP P P
65,6 100,0 0,0 7 P
126PP2016 86,7 100,0 00 > NP P P
71,7 100,0 0,0 7 P
127PP2016 80.0 1000 0.0 > NP P P
66,7 100,0 0,0 7 P
130PP2017 73,3 93,3 5,8 5 P
131PP2017 82,2 100,0 0,0 5 P p
134PP2017 78,5 100,0 0,0 5 NP P
93,4 96,3 6,4 4 p
137PP2017 26,7 34,8 13,0 6 NP NP NP
20,0 30,0 20,0 7 NP
60,0 85,0 8,4 2 NP
138PP2017 bd 45,9 29,3 6 NP NP NP
bd 100,0 0,0 8 p
80,7 82,6 17,7 1 NP
48,5 64,6 28,6 1 NP
139PP2017 51,3 79,6 15,2 1 NP NP NP
36,7 65,0 20,7 1 NP
35,0 73,3 5,2 2 NP
140PP2017 16,7 34,4 15,0 5 NP NP NP
69,0 70,0 26,5 4 NP
141PP2017 23,3 26,7 58 6 NP NP NP
14,9 49,0 11,9 7 NP
142PP2017 787 933 1L h NP P p
bd 90,0 10,0 8 p
143PP2017 80,0 96,3 6,4 4 NP p p
144PP2017 91,7 100,0 0,0 2 NP P P
147PP2017 50,0 66,7 15,3 5 NP NP NP
90,0 93,3 58 5 p
149PP2017 40,0 76,7 15,3 7 NP NP P
bd 100,0 0,0 8 P
151PP2017 93,4 96,3 6,4 4 NP P P
152PP2017 80,0 100,0 0,0 4 NP P
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100,0

B0O02PP2016

153PP2017 65,0 0,0 5 NP P P

154PP2017 100,0 100,0 0,0 5 b P b
90,0 96,7 5,8 7 p

155PP2016 93,4 100,0 0,0 4 P P

156PP2017 100,0 100,0 0,0 5 P P

157PP2017 100,0 100,0 0,0 6 P P

158PP2017 96,7 100,0 0,0 6 P P

155PP2017 100,0 100,0 0,0 4 P P

BOO1PP2016 100,0 100,0 0,0 4 P P
53,3 93,3 58 5 P P

? (wysokie

40,0 43,3 20,8 6 NP
SD>20%
37,8 75,9 25,1 7 NP poszczegadlnych
019PP2015 P powtdrzen; SD
bd 100,0 0,0 8 p catosciowe
=28%)
52,7 85,5 4,8 7 p?
027PP2016 60,0 70,0 10,0 5 p NP ? (NP/P)
bd 83,0 11,2 8 NP
62,6 75,9 5,3 3 NP
051PP2016 66,7 90,0 10,0 6 p p ? (NP/P)
hd 85,6 17,1 8 p?
72,6 83,3 20,8 3 NP
074PP2016 p ? (NP/P)
74,4 100,0 0,0 7 p
100,0 100,0 0,0 6 P
121PP2016 NP ? (NP/P)
51,1 82,5 10,9 7 NP
56,7 83,3 5,8 4 NP
135PP2017 NP ? (NP/P)
90,0 96,3 6,4 6
145PP2017 92,6 100,0 0,0 5 NP USUNIETE Z
ANALIZY 2E
93,3 100,0 0,0 5 p WZGLEDU NA
146PP2017 NP MOZLIWOSC
57,8 86,3 15,2 7 p ZAMIANY
STOCKOW

Przyktad 3. Dobdr gendéw pozwalajacych na jednoznaczne okreélenie patogenno$ci szcze-

pow E. coli.

W celu wytypowania maksymalnie 5 gendw wirulencji, ktére same badz w potaczeniu z oznacze-
niem serotypu badanego szczepu beda pozwalaty na skuteczne i niezawodne okreslenie patogennosci
Escherichia coli u drobiu, przeprowadzono analize dyskryminacyjna (Linear Discriminant Analysis;

LDA).

Analiza pozwolita stwierdzi¢ iz najlepszymi dyskryminantami w modelu przewidywania patogen-
nosci szczepdw E. coli sa geny zwigzane z metabolizmem zelaza: jroB, iroC, iroD, iroE, iroN, oraz hlyF
(hemolysin), bor (prophage lipoprotein) i ompT (protease able to cleave colicin) (Tabela 12; Zatacznik
01 - Analiza_LDA_wszystkie_geny). Aby uniknaé sytuacji, w ktérej w modelu przewidywania mamy
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do czynienia z genami jednej rodziny, do modelu predykcyjneqo wybrano geny: iroC, hiyF, ompT,
bor oraz serotyp 078.

Ostatecznie w celu zapewnienia wysokiej skutecznosci przewidywania przez algorytm patogen-
nosci szczepdw w kazdej populacji przy jednoczesnym utrzymaniu tatwosci oznaczenia, w oparciu
o wyniki wykonanych badan i analiz zdecydowano o wyborze do testu dwéch gendw (iroC, hlyF) oraz
serotypu O78.

Przyktad 4. Opracowanie testu diagnostycznego.

Prcjektowanie

Bazujac na przeprowadzonej analizie patogennosci, zaprojektowano nowy test diagnostyczny
opierajacy sie na reakcji PCR typu multipleks w celu analizy obecnosci wybranych genéw odpowiedzial-
nych za wirulencje. W Tabeli 15 zaprezentowano sekwencje oryginalnych starteréw stuzacych do am-
plifikacji wybranych gendw.

Ostateczny test na okreslenie patogennosci szczepow E. coli izolowanych u drobiu wyglada na-
stepujaco: probki DNA pochodzace ze szczepdéw E. coli poddawane sg reakcji PCR typu multipleks
w celu amplifikacji 2 gendw wirulencji (iroC, hlyF) oraz genu odpowiedzialnego za serotyp O78. Nastep-
nie, weryfikowana jest obecnos¢ tych genéw w prébkach poprzez rozdziat elektroforetyczny,
a szczep przyporzadkowywany jest do odpowiedniej grupy okreslajacej patogennos$é, tj. do szczepdw
patogennych (P) — w przypadku obecnosci dowolnego z trzech gendw lub do szczepdw niepatogennych
(NP) — w przypadku braku obecnosci ktéregokolwiek z ww. gendw.

Tabela 12. Startery wykorzystane w tescie diagnostycznym

iroC-F (Sekw. Nr Id. 1) ACTATGTGCGCCGTGGTTAT
732
iroC-R (Sekw. NrId. 2) GTGAACGGGTGTCGATCAGT
| etap
hlyF-F (Sekw. Nr Id. 3) GAGCACCTACTCCACAAGCG
458
hlyF-A-R (Sekw. Nr Id. 4) TCGGGCAACCAACAAAGGTA
078-A-F (Sekw. Nr1d. 5) CACAACTCTCGGCAATATATCATCA
Il etap 994
078-A-R (Sekw. Nr Id. 6) TATGGGTTTGGTGGTACGTAGT
Weryftikacja

Zaprojektowany test diagnostyczny w postaci PCR multipleks wykonano na wszystkich szcze-
pach z kolekcji, przyporzadkowujac szczepy do odpowiednich grup patogennoséci P lub NP. Otrzymane
wyniki poréwnano z wynikami analiz bioinformatycznych. Podsumowanie uzyskanych wynikéw przed-
stawiono w Tabeli 13. Stwierdzono, ze obie analizy sg ze sobg zgodne, tj. przyporzadkowuja szczepy
do odpowiednich grup patogennosci w identyczny sposob.
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Tabela 13. Wyniki testu multipleks PCR

Produkty i ich wielkoéci po reakji Patogennosé s;czepéw Escherichia coli
NR multipleks PCR (N- szczep niepatogenny; P-szczep
SZCZEPU patogenny)
E. coli i —

j (7:;) EP) Bg"*ytfp) (9227 Ep) pat(fgr:r? :os'ci SEROTYP | Uwagi
001PP2015 _ _ _ NP _
002PP2015 + + ~ p _
004PP2015 + + - P B
005PP2015 + + ~ P j
007PP2015 _ _ _ NP _
009PP2015 + + + P 078
011PP2015 _ _ _ NP ~
012PP2015 + + _ P ~
014PP2015 + + + P 0783
015PP2015 + + _ p ~
016PP2015 + + + p 078
017PP2015 + + } p B
018PP2015 + + B P }
019PP2015 + - . p o078
020PP2016 + + _ P ~
021PP2016 + + ~ P -
022PP2016 + + + P 078
023PP2016 + + B P ~
024PP2016 + + _ p ~
027PP2016 + + _ P j
028PP2016 + - ~ p ~
029PP2016 + + _ p _
030PP2016 + + ~ p ~
031PP2016 + + + P _
032PP2016 _ B ~ NP _
033PP2016 + + _ P j
034PP2016 + + _ P ~
035PP2016 + + + P 0783
036PP2016 + + _ p _

27
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037PP2016

038PR2016

039PP2016

078

040PP2016

Q078

041PP2016

078

043PP2016

078

044PP2016

078

045PP2016

046PP2016

V(9|9 |9|9| OV |9| 9|0

047PP2016

048PP2016

049PP2016

050PP2016

051PP2016

052PP2016

053PP2016

054PP2016

057PP2016

059PP2016

V(OO |9

062PP2016

063PP2016

0 | v

065PP2016

066PP2016

067PP2016

069PP2016

070PR2016

073PP2016

9 (V| W ||

074PP2016

)

075PP2016

076PP2016

077PP2016

078PP2016

079PP2016

V(O (W |O ]|




PL 240 694 B1

080PP2016

081PP2016

v

082PP2016

=4
h-J

083PP2016

084PP2016

085PP2016

086PP2016

087PP2016

078

088PR2016

078

089PP2016

&_001PP2016

&_002PP2016

105PP2016

106PP2016

107PP2016

V(9|9 (V|9 | V(D |VW|O|O|W|O

108PP2016

=
h-

110PP2016

113PP2016

114PP2016

120PP2016

121PP2016

123PP2016

124PP2016

126PP2016

127PP2016

130PP2017

131PP2017

134PP2017

135PP2017

V|9 |9| 9| V(0|9 |9 |V |V|(V|WO|W

137PP2017

138PP2017

139PP2017

140PP2017

29
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141PP2017 + + _ P _
142PP2017 + + _ P -
143PP2017 + + _ P -
144PP2017 + P 078
147PP2017 _ _ _ NP _
149PP2017 3 : B NP B
151PP2017 3 a + P 078
152PP2017 . a + P 078
153PP2017 + + B P _
154PP2017 + + _ P _
155PP2017 + + _ P _
156PP2017 + + + P 078
157PP2017 + + _ P _
158PP2017 + + + P 078
159PP2017 + + B P _
K12 _ B _ NP _

Ocena skutecznosci testu

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wykazano wysoka skuteczno$é metody diagno-
stycznej identyfikujacej szczepy E. coli jako patogenne dla drobiu (APEC) — test pozwala oceni¢ szczep
jako patogenny lub niepatogenny z doktadno$cia, odpowiednio do 97,7% oraz 94,1%.
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SEQUENCE LISTING
<119> Proteon Pharmaceuticals S.A.

<120> Sposob i zestaw do wykrywania pozajelitowych szczepdw E. coli
patogennych dla drobiu

<130> PK/7222/RW
<166> 9

¢176> PatentIn version 3.5

<219> 1
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 1
actatgtgcg ccgtggttat

<210> 2
211> 20
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> primer

<400> 2
gtgaacgggt gtcgatcagt

210> 3
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> primer

<460> 3
gagcacctac tccacaageg

<219> 4
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial
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<220>

<223> primer
<4@0> 4
tcgggcaacc aacaaaggta
<218> 5

211> 25

<212> DNA

<213> artificial
<220>

<223> primer
<400> 5
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cacaactctc ggcaatatat catca

<218> b

211> 22

<212> DNA

<213> artificial
<220>

<223> primer
<400> 6

tatgggtttg grggracgta gt

<21e> 7
<211>
<212>
<213>

DNA
<400> 7

atgataatca
agcgtgetgg
ggcttaatgc
cgegtgtget
attttgetgg
ggcaatccgg
ttcatcggta
accctcagag

ctgecgeaccg

3786

tatgccagca
cttttttgeg
ctgcgaatca
gggaacgtaa
ctgegetgac
ccecgecetgec
actatgtgceg
gacgggtatt

ggcaggtgat

Escherichia coli

cccatccagg
gaacgatccg
cactcccaca
gaaacttagt
geccactgetg
gtggctgecc
ccgtggttat
cgacagtatt

ttcacggacc

agtcatgcat
gccagtggat
ccggetcagt
gtcatcgtgg
acaagacagg
tgcggettac
gcegggatgce
cagaaacttg

aacagcgatc

ccataacaat
cgtattttac
catggatagt
tggtagegtc
ctgtgaatga
tgttgatcgc
tctcactctg
dCBBCBCAgR

tgcagcaggt

BCBEg8acLEy
agacggagga
tcgectggeg
agtatcgact
cgcactggeg
tttttttgat
ggtgcageat
ccaggatgeg

gcataccctg

20

25

22

60

120

180

240

360

360

420

480

540



ctgcagatgt
atgctgtgga
atcaccgcgc
ctggcgaatc
tgtgtggcag
gtacgcatcg
gtgcteggsc
gatctcggta
gtactggcat
gcactgatcg
gtcggactgg
agcaatatct
tcaggaaaat
atatggctca
cgtegeeggg
aatatcgect
gcaggagcca
cggggtacga
actgcaccgg
gcggagatta
gccegacggc
atggtggata
atgaccggeg
gctgaaccag
atgacccgceg
acgtcactac

gattctgegg

gecceggtgcec
tgtcccctge
ttecgtgegeg
tcaccgaaca
agatgcgtga
gtgcggttat
daatcgtect
ccttegttge
cgtttctggt
acacccgttc
aactggagaa
ccttttccct
cgaccctgtt
acaccagcga
taggcatcgt
atggccaccc
gcgattttat
atctttcecegg
acgtgttaat
ataccgegct
gttcaacact
ccggaacccc
acagcgattt
cgacacaaga
taccggaaaa
tgaagcctgt

caggcgtagg
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gctggeagtg
catgacgctt
tcgtagggtc
tatacgcgag
aacgcactgg
ctcgcaggceg
gctgtgctac
attcgeccagc
tatcgcacag
acagatggag
tatgagcttt
gcgegecggt
gatgctactg
aggccgacaa
atttgaagat
tcaggcaacg
taacgccctg
€gggcagagg
cctggatgat
gggtcgctat
tcagctagcc
ggcagaactt
tctggecacg
cgatgtaacg
tgcagtacag
ggcgtggatg

ggtactgata

ttcacttatt
atcgtcgtgt
ttcgcgcaaa
gtgctggcac
ctcgataggc
atgcctggge
ggcggetggt
ttcctcgega
cgcactcagg
gacgegacgs
gactaccacc
gaaaccgtgg
gegegttrtt
aatcttcgeg
gettttctgt
geggacgaca
ccgaaaggct
cagcgaatag
actacctcag
gctgacgaag
agcegggttg
gaagcgcgct
tcccacaata
gatacgggge
caggcgetgg
ttcgtcatcg

ctgttgcagc

acattgccgg
gcgtactggt
ccgggetgge
agatctcagt
agtcgcggca
ccaccatgct
cggtcatgca
tgctgaccgg
cgtcecgtgga
agtcgattaa
atggcgacag
cgetgeteese
atgatccctg
atatcagact
ttgccggtac
ttcgeecgtge
tcgatagcct
cgetggegeg
cggttgatgce
ggcatatgct
tggtgctgga
gtccggegtt
gccacaacga
ataaaggttt
ccggtaaagg
ccgctctget

acggcattga

cattgccgtg
atgcctggeg
ctcggaccaa
ggtaaaatcc
gattgtgecgt
ggcgctaccg
cgggcggatc
gccaacccgce
gcgggtgrtt
cagtcaggtt
acatatcctc
cgcatcgggt
ctccggaaag
ggaggegcett
ggtgrcggaa
ggcagctgct
gttaaccgaa
ggcgcteatt
tgttacggaa
gctggtgatt
taagggccegt
ccgegeactg
attgtggecg
tgtcgeecgt
tcgcaaagtc
gatcgcactc

ctccggtgtc

600

669

720

780

840

900

960

1029

1089

1149

1209

1269

1329

1380

1440

1500

1569

16290

1689

1740

1809

1869

19290

1989

2040

2100

2169

35
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gccgeaggceg
gtgegctget
cagcattcgg
gaaaagcatg
tttctgcaaa
gccaccatgt
geccgeactgg
ctggaaatag
caatcgcatg
cgcgeaaccc
tgcaccgagg
gaaatgactg
gtgcagcagt
attgatgaac
gtcaccggtg
gctctgaaca
agcggtegcegs
ggcaacatca
cagattgggc
cgttattcac
ctgtatgaga
gccgatctge
gcccacatcc
ctgatgtcat
catcgtctga

gcggaatacg

catgacagcg

atatgtcgat
gcagttattc
tgcgettgeg
ccgattcgceg
acggccttgc
tctggctcga
caaccatgat
gcaaagtcaa
gtcagcagga
gtgtgcgagc
cctcctatge
ccggggtact
tatcagggat
tactggcgac
cactgcatct
aacttaccct
gtaagtcgac
gaatcggtgt
ttgtcgatca
ggccatccgce
tggtgtgcaa
ccgcaggtca
tgctgectcega
cgttaacaga
ccaccgegca
gaacccacga

tcagcagtac
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catcggectce
tctgecagacg
cagcttcgge
tcttaccegce
cggtgeggcec
cccgttectg
ttatcgeegce
cagcaccctg
actggagggc
acaaaaatac
cgctgttctg
ggcggctttc
tgtcgacgcec
agaaggcact
tgatgaggtc
gacgatccct
gctgattaag
gcaaatgctc
ggatgtagca
caccaatgaa
tctgccgeag
gcgccagttg
cgaagccacg
tgtcgtgcat
acgctgcgat
acagctgtta

tgctctccat

tgtgcecetgc
gtcttcgeceg
catatgctgc
atgaccgttg
accagtctgg
gcgctgacgg
ctcagtacec
caggaaaaag
gccecggetac
cttgecagtct
ttagtgggag
ttcctgttgc
tggcagcagg
gagaacctcg
acgttcagtt
gagggaatgg
ctgattgecg
gatgatgcct
ctgtttagta
gacgttgaaa
ggattccgga
attgcgetgg
tcatgtctgg
gccgggaagc
ctgattgecg
tctgcggecg

cgccagcaca

tcgeectgtg
ccagagcggce
gtcttggact
atgtggactc
tgacgatgtt
cattaagcgc
ctgettatge
tctetggect
gcgegttatc
attttccgtt
cttcgecaggt
tggggcaatt
cgacagccag
ggtcctcttc
atcccecgacag
ttgtcgeggt
ggrtgtattt
cgctcactga
gtgatattgc
ttgcctcaca
caccggtgaa
cccgegegea
atcgcacatc
actcggeget
ttattgataa
gcctctatac

acatgaagga

cctggtcatt
ggaatcagtt
cccctgecat
tctecgeccegce
cgcaatcgcc
agtgccagtg
acaggcacgg
gegtgtegtg
ggagcgtttc
cctgacattc
cgcegetgga
ctatggecca
cggcaaacat
ggtcctccct
tcacgagcca
cgteggtcgce
ccccacgeac
gtatcgtcgc
agaaaacatt
BCB8BCagBE
taacggcgga
actggcgaat
cgaagaacga
gattgttgca
ggggttactt
ccgecttatgg

ggaaaccccg

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



ggatag

<210> 8

<211> 11186
<212> DNA
<213>

<400> B8
atgaaattat

ctgctggata
gcgggactgg
catgcattaa
atggatcctc
ggtaataatc
atggcaaaag
cctcatacgg
gtggagtata
ttacctttgt
ccttcaacca
tctctggatg
ttgcttgaaa
agtgtgacgt
ggagacagat
aatatttttg
ttcagtatgc
ccgccaaagt
caacaacaaa
<2106> 9
<211> 1008

<212> DNA
<213>

tattacttac
actgtaataa
aaagaattaa
ctaatgataa
gtcttgatga
cttttatatg
tggcaggact
ggtcgctagt
cgcattcaaa
tggttgcecg
gtattttctg
ataaaataga
gctcgttaat
tctctgctat
atactaaagt
gtccctgtaa
tcaatgtttg
ttactgatta

tggaagttga

PL 240 694 B1

Escherichia coli

aggtgcaaca
tataaatttg
agaaaatatg
catcttgect
agtcactcat
gaatgtgaat
gaaacgcttc
taaggaagag
agcaacaata
accatcaatt
ggtattcaga
tgttatccct
taatggtgag
tgacgaagct
cagttatgac
cgaacgcctt
tttcagtaac
tattaaatac

ttttaaataa

Escherichia coli

ggatttcttg
ctacttttag
cgtaaattta
ggggatctaa
gttataaact
gttacaggta
cttcatgttg
tctgcttcat
gaatatctga
attgttggcc
atggggttaa
gtagattatt
attgttcata
gtagcccgtg
atactggcaa
atgttaaaag
gacaagctac

tgtatagaaa

gtggcgeget
tacgagcacc
atgtttgtga
ataatccgga
gtgcggctat
cacttgcttt
gtactgctat
cagaaacagg
tgcgtaagca
acagtcgttt
tgttgcaaaa
gtgctgatgc
tatcagcagg
ctttgaactg
tgagccgtca
ccattcgttt
tgagtatcgg

Ccgacaaaaca

cctggataag
tactccacaa
ggaaaggttg
agcctttctc
agcttctttt
tgcaagaaga
gtcttgtaca
tgaacattta
gtgtcctgat
agggtgctta
atttatgtgc
attgctaatg
taaagaaagt
tgatcctgtt
tgattttaaa
atatggagcg
aatgcctaaa

cctttcaatt

3786

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1620

1080

1110
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<400> S
agaatcacaa

gtcaacataa
attttattta
atactataca
accataactg
attgaggtta
taatagtagg
aacaatgcca
agtgtgagag
taacttgcaa
tatataatag
aatgtataga
ggtagatgga
gacaaagaat
aaatcaatgt
gcgtacagaa

ttaataatat

ctctcggcaa
accaaaagtg
taacacgttt
tcaaaccctc
ctgatataat
gaataacctg
atattacatc
caaaagaagt
ggataacatc
ccaaaataat
tagaactaga
tgaaaattgc
atgatttttc
atattaagca
ttttatcaga
atcgataaac

tcgatatact

tatatcatca
caccattaat
agggttataa
agcattgtaa
actttgccta
acatgtttca
tattttcccc
agaaataaca
aacaccatca
tatcaaatta
actgctttct
aggaaaaaca
gctcctgttg
gaatagtgag
atgataaaac
tttatcgata

acgtaccacc
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ttttgaaaat
cttttaatat
ataaagcatg
tgaggtatta
tgaaaatcgt
atatagaata
ttaagaatat
gatataagca
tggaaacgct
taaacattaa
gaaccaaata
gtaaaaaaaa
acagacttct
ctcaaaaacc
aagaaaagga
ataatatttt

aaacccatac

ataaccccat
aattaacttt
taaagaattg
aaaaacatga
aaataccaat
taataattat
actccgcaac
cactgatatc
ttgagagcgt
atatttgcaa
ttttcaaata
gcttaaggtt
tatgcttaag
atacaagagt
aagcagttgg

gttttgcata

Zastrzezenia patentowe

aaaaataaga
atctaatcca
agatataatg
cagaattaaa
ggcagtgcca
tgctactata
aggaatacct
taatagttta
aggcatcaaa
aaagaaacca
atatatagac
atacttgaat
gagtaaaaat
taaatcatac
cataattatg

tacacatgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000

1. Sposoéb identyfikacji szczepu E. coli patogennego dla ptakéw (APEC), znamienny tym, ze:
a) z badanej probki materiatu biologicznego izoluje sie DNA,

b) w probce wyizolowanego DNA bada sie obecnos$¢: gendw wirulencji iroC i hlyF oraz genu

odpowiedzialnego za serotyp O78,

przy czym stwierdzenie obecnosci co najmniej jednego genu sposréd wspomnianych genéw
wirulencji lub genu odpowiedzialnego za serotyp O78 Swiadczy o zidentyfikowaniu w badane;
probce szczepu E. coli patogennego dla ptakéw (APEC) z doktadno$cig wynoszacag do 97,7%.
2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie a) badang probka jest probka tkanki

chorego ptaka lub prébka srodowiskowa.

3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) probka wyizolowanego DNA zawiera

genomowy DNA bakteryjny, zwtaszcza DNA E. coli.

4. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) obecnosé wspomnianych genéw

bada technika PCR.



10.

11.

12.
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Sposéb wedtug zastrz. 1 albo 4, znamienny tym, ze w etapie b) stosuje metode PCR typu

multiplex oraz zestaw primeréw przedstawionych jako Sekw. Nr Id. 1-6, przy czym:

— o0 obecnos$ci genu wirulencji iroC $wiadczy obecno$¢ produktu o dtugosci 732 pz,

— o obecnos$ci genu wirulencji hlyF $wiadczy obecnosé produktu o dtugosci 458 pz, natomiast

— 0 obecnosci genu antygenu odpowiedzialnego za serotyp O78 $wiadczy obecno$¢ produktu
o dtugosci 994 pz.

Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze zidentyfikowanie szczepu APEC oznacza

stwierdzenie kolibakteriozy u chorego ptaka, zwtaszcza drobiu hodowlanego, korzystnie kury.

Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze niewykrycie zadnego spos$réd wspomnianych

gendw swiadczy o zakazeniu szczepem niepatogennym.

Zestaw do identyfikacji szczepu E. coli patogennego dla ptakéw (APEC), znamienny tym, ze

Zawiera:

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotydéw nalezacych do genu wiru-
lencji iroC przedstawionego na Sekw. Nr Id. 7,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu wiru-
lencji hlyF przedstawionego na Sekw. Nr Id. 8,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddw nalezacych do genu anty-
genu odpowiedzialnego za serotyp O78 przedstawionego na Sekw. Nr Id. 9,

przy czym stwierdzenie obecnosci co najmniej jednego genu sposréd wspomnianych genéw

wirulencji lub genu odpowiedzialnego za serotyp O78 Swiadczy o zidentyfikowaniu w badane;

probce szczepu E. coli patogennego dla ptakow (APEC) z doktadno$cig wynoszaca do 97,7%.

Zestaw wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze zawiera oligonukleotydy o sekwencjach przed-

stawionych jako Sekw. Nr Id. 1-6.

Zestaw wedtug zastrz. 8, znamienny tym, Ze jest przeznaczony do diagnozowania kolibakte-

riozy u ptakéw, zwtaszcza drobiu hodowlanego, korzystnie kur.

Zastosowanie zestawu zawierajacego:

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu wiru-
lencji iroC przedstawionego na Sekw. Nr Id. 7,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddéw nalezacych do genu wiru-
lencji hlyF przedstawionego na Sekw. Nr Id. 8,

— oligonukleotyd zawierajacy co najmniej 20 kolejnych nukleotyddw nalezacych do genu anty-
genu odpowiedzialnego za serotyp O78 przedstawionego na Sekw. Nr Id. 9,

do okreslania stopnia patogennosci szczepu E. coli dla ptakéw.

Zastosowanie zestawu wediug zastrz. 11, znamienne tym, ze zestaw zawiera oligonukleo-

tydy o sekwencjach przedstawionych jako Sekw. Nr Id. 1-6.
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