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Yersinia enterocolitica: caratterizzazione dei ceppi e
messa a punto di una PCR multiplex per
identificazione e rilevazione dei principali geni di

patogenicita. L.\
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Ricerca e caratterizzazione di
" Y. enterocolitica

QQ .‘l\‘\\‘\# N
LNy
Smgwes”

e |[SO 10273:2003 Microbiology of food and
animal feeding stuff - Horizontal method for
the detection of presumptive pathogenic
Yersinia enterocolitica.

e Multiplex PCR.
* Biotipizzazione e sierotipizzazione.

* Antibiogramma.
 PFGE.




L @ Ricerca Yersinia enterocolitica

Schema di lavoro
Campione (x g/ml]

T Ty

| Diluizione 1:10 Diluizione 1:100
arricchimento ¢ l
Semina diretta <€
e Brodo PSB Brodo ITC
22+25°C x 2-3 giorni con agitaz. 25°Cx48 h
D glorni  senza agitazione
0,5 ml
b
- + d
e trattamento 4,5ml KOH (x20s) \
. 1
semina 1 L P '
+ + A
CIN agar CIN agar S5DC
30°C x 24-45h 30°Cx2448 h 30°C x 2448 h
isolamento
& & +
I 5 colonie caratteristiche da ogni piastra
-

| Reisolamento su agar nutriente , incubazione 30°C per 24 h
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% 1€St presuntivi di conferma

oA '-

B B o=l Test dell’ossidasi:
e s e et § rapldo
Kliger agar:

30°C x 24-48h.

Lattosio, Glucosio,
formazione di gas
glucosio e H2S
negativo.

Rilevazione dell'indolo:;
30°C x 24h o rapido

Positivo/Negativo

Rilevazione di ureasi:
30°C x 24h


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Indole_test_positive.jpg
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Conferma biochimica
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Gallerie API Sistema miniaturizzato Vitek2
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{ ... Test presuntivo patogenicita:
: selezione colonie

o NN
RS

G unpaetty
Sanues”

Ramnosio Saccarosio

Negativ:
‘I{ \\

NEGHATILUE POSITIVE

Fermentazione del
saccarosio e ramnosio

Lasime Decarboxyte

Test della lisina

Test del
citrato
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« 1est presuntivi di patogenicita

Fermentazione
dell’'esculina;
30°Cx24h

Rilevazione della
pirazinamidasi:
30°Cx48h

Y



Considerazioni

VS

Ossidasi, ureasi, indolo,
Kliger agar

Tempi di esecuzione

Lisina, orniN
ramn

Tempo operatore
Costo materiali

E€culina, pirazinamidasi,
Calcio dipendenza a 37°C
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N Schema biotipo
‘eéaal\‘\;‘i\ss p
TR\

Xylosio Trealosio Esculina Indolo

NON PATOGENO

1B ALTAMENTE PATOGENO
+

")
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e Ol€rotipizzazione Y. enterocolitica
Sierotipi patogeni

0:3;: 0:5,27;: 0O:9: O:8

< N

Biotipo 4 Biotipo 2

)

Biotipo 1B
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%0 Multiplex PCR per Y. enterocolitica
I
5 Identifica i ceppi patogeni e i biotipi 1A, 1B.
2 = « yadA: gene plasmidico codificante per un’adesina
§-E-_? % e coinvolta nei processi di autoagglutinazione, resistenza
BE 5 &E al siero e adesione.
EQ 2 2 3
22 2324 8 2 B9 . . .

O<m@d = E  hemR: gene cromosomico codificante per una proteina

esterna di membrana regolatrice del trasporto del ferro.

W 3000.0
——r = 02000-0 e inv: gene cromosomico codificante per proteina
© 1200.0 responsabile dell'invasione cellulare.
1000.0g900.0
500.0 700.0
600.0 » ail: gene cromosomico codificante per proteina
500.0 responsabile dell’adesione cellulare. Se non presente
400.0 identifica il biotipo 1A, considerato non patogeno.

s000 |°* 16s:gene ribosomiale che identifica Y. enterocolitica.

e irp2: gene cromosomico presente nell'isola di alta

200.0 patogenicita (HPI). ldentifica il biotipo 1B.

1000 1. ystA: gene cromosomico codificante per
un’enterotossina termostabile.

e — 15,0
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Risultati Multiplex PCR
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¢ Assenza del biotipo 1B altamente patogeno (irp2’).
* Assenza del biotipo 1A, non patogeno (ail*).

e Tutti gli isolati sono positivi per i geni ystA, inv,

hemR, ad eccezione di un ceppo hemR".

Y

e |1 72% dei ceppi ha conservato il plasmide di

patogenicita (yadA*).
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L =~ Risultati biotipizzazione e
sierotipizzazione

Tutti i ceppi di Y. enterocolitica identificati sono

di biotipo 4 e sierotipo O:3.

YER'SINIA
ENTEROCOLITICA



W B Antibiotico-resistenza
Y. enterocolitica
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2y PFGE: punto di partenza

PudscWet sy

The National Molecular Subtyping Network
for Foodborne Disease Surveillance

DC

One-Day (24-28 h) Standardized Laboratory Protocol for Molecular Subtyping of
Yersinia pestis
by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
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...messa a punto PFGE
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...messa a punto PFGE

Low Mw 20 kb; High Mw 215 kb
Run time: 19h
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Sy PFGE Xbal Y. enterocolitica

Xbal Xbal
° S 2 8 NRG MATRICE SPECIE ystAirp2 16sail inv hemRyadASierotipo Biotipo
o ‘so‘.o‘ - 4824 Unknow Unknow - -+ -+ o+ - 09 1A
5108 __Milk Bovine + -+ - ONT 1A
30207 TONnsns . porcne . + S S S 2 03 T
1377 Tonsils  Porcine + + + + + + 03 4
22063 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ 0:3 4
22068 Tonsils  Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4
' 22756 Tonsils  Porcine + o+ o+ 0:3 4
27969 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ + 03 4 . . N
27984 Tonsils  Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4 70% Slmllarlta
27985 Tonsils  Porcine + + + + o+ + 03 4 COﬂ bIOtlpO
27986 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ + 0:3 4
27987 Tonsils  Porcine + + + + + + 03 4 dlverso
27991 Tonsils  Porcine + + + + o+ + 0:3 4
30221 Faeces Porcine + + o+ + o+ + 0:3 4
730 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ + 0:3 4
781 Tonsils  Porcine + + + + o+ + 0:3 4
795 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ 0:3 4 " on Q
801 Tonsils Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4 I Ia rlta
857 Tonsils  Porcine + + + + o+ + 0:3 4
1372 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ + 03 4
1376 Tonsils  Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4
1380 Tonsils  Porcine + + 4+ o+ o+ + 0:3 4
3023 Tonsils  Porcine + + o+ + o+ + 0:3 4
3031 Tonsils  Porcine + + + + +  + 03 4 Stessa popolazione
s00 3040 Tonsils  Porcine + + + + o+ + 03 4
©. 3044 Tonsils Porcine + + o+ + o+ 03 4 Clonale
3701 Tonsils  Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4
3741 Tonsils  Porcine + + 4+ o+ o+ 0:3 4
3761 Tonsils Porcine + + o+ + o+ + 0:3 4
3060 Tonsils Porcine + + o+ o+ o+ + 0:3 4
30221 Tonsils Porcine + + +o+ + + 0:3 4
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\ PFGE Notl Y. enterocolitica

Notl
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96.0

|

+

+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
INVERNO
AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
INVERNO
ESTATE
AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
INVERNO
INVERNO
INVERNO
INVERNO
ESTATE
ESTATE
ESTATE
AUTUNNO
AUTUNNO
AUTUNNO
INVERNO

ITO19PE432
ITO39TEOO1 ITO52PG092 IT.
ITO72CH129
ITO72CH129
ITO12AR002
ITO25PE120
IT215CNO037
IT215CNO37
ITO25PE120
IT023MO007

HU

ITO25PE120
ITO25PE120
ITO72CH129
ITO12AR002
ITO26AP001
HU7905453537AL716
IT023MO007
IT023MO007
IT023MO007
IT023MO007
ITO25PE120
IT215CNO37
ITO24RE031 1T023MO007
HU7905453537AL716

ITO19PE432
ITO41AQ001
ITO30PE796
ITO30PE796
ITO51PG572
ITO25PE120
ITO19AP011
ITO19APO11
ITO25PE120
IT023MO007
ITO72CH129
ITO25PE120
ITO25PE120
ITO30PE796
ITO51PG572
ITO40FMO01
ITO72CH129
IT023MO007
IT023MO007
IT023MO007
ITO25PE120
ITO25PE120
ITO19APO11
ITO25PE120
ITO72CH129

Maggior grado di
discriminazione,
con formazione di
mini cluster
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ID Carcassa ID Azienda

Suino  ©0:3 4 INVERNO  HU7905453537A. ITO72CH129
Suino  0:3 4 INVERNO  IT023MO007  IT023MO007
Suino  ©0:3 4 ESTATE  IT023MO007  IT023MO007
Suino  ©0:3 4 ESTATE  IT023MO007  ITO25PE120
Suino  0:3 4 AUTUNNO ITO25PE120 ITO25PE120
Suino  0:3 4 AUTUNNO IT215CN037 ITO19APO11
Suino  ©0:3 4 AUTUNNO ITO24RE031 ITO. ITO25PE120
o2 Suino  ©0:3 4 AUTUNNO ITO72CH129 ITO30PE796 ] ]
- Suino  0O:3 4 INVERNO  HU7905453537A. ITO72CH129 P r0f| | (@) g en et| CcO
Suino  0:3 4 INVERNO  HU7905453537A. ITO72CH129
Suno O3 4 INVERNO  FR5972V IT072CH129 altamente
Suino  ©0:3 4 INVERNO  IT023MO007  IT023MOQ07 .
Suino  O:3 4 INVERNO  ITO68BNOOL ITO39TE006 L conservato In
Suino  ©0:3 4 INVERNO  ITO62CMO05  ITO34MNOSE .
Suino  O:3 4 INVERNO  IT023MO007  ITO25PE120 ce p p | d e | I (@)
o) Suino  ©0:3 4 INVERNO  IT023MO007  ITO25PE120
oo Suino  ©O:3 4 INVERNO  IT023MO007  ITO25PE120 Stesso
Suino  ©0:3 4 ESTATE  IT023MO007  IT023MO007 ) ) )
Suino O3 4 AUTUNNO ITO39TEOOL ITO5. ITO41AQ00L b l0sieroftl pO
Suino  0:3 4 AUTUNNO IT023MO007  ITO25PE120
ohal Suino  ©0:3 4 AUTUNNO IT023MO007  ITO25PE120
Suino  ©0:3 4 INVERNO  IT023MO007  IT023MO007
scs Suino  ©0:3 4 INVERNO  HU7905453537A. ITO72CH129
- Suino  0:3 4 INVERNO  ITO26AP001 ITO40FM001
Suino  ©0:3 4 INVERNO  IT023MO007  ITO25PE120
L Suino  ©0:3 4 INVERNO  ITO68BN0O1 ITO39TE006
ool —— Suino 033 4 INVERNO  IT023MO007  IT023MO007
Suino  ©0:3 4 AUTUNNO ITO25PE120 ITO25PE120
Suino  ©0:3 4 AUTUNNO IT215CNO37 ITO19APO11
Suino  ©0:3 4 AUTUNNO IT215CNO37 ITO19APO11
754 8 Suino  0:3 4 AUTUNNO ITO24RE031 ITO. ITO25PE120
Suino  ©0:3 4 INVERNO  IT023MO007  ITO25PE120
Suino 0:9 3
738 041 3 Suino 0:9 3
849 ” Bovino 0:9 4
S i 0:9 1A
| Bovino ONT 1A
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Conclusioni

e Vantaggi Multiplex PCR.

 Profilo di antibiotico-resistenza confermato.

(Baumgartner A. et al., 2007; von Altrock A. et al., 2010)

* Profili genetici strettamente correlati.

Y
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