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Occurence of gene encoding virulence factors in Streptococcus suis strains isolated from diseased
and healthy carrier pigs

Summary

The paper presents a study of the prevalence of suilysin, MRP and EF protein encoding genes - considered to
be important virulence factors in Streptococcus suis. Of the 63 strains included in the study, 44 were isolated
from the tissues of streptococcosis affected pigs and 19 from the tonsils of healthy carrier animals. The suilysin
gene was detected in 79% of the strains; mrp and ef genes were detected in 54% and 51% respectively; and the
ef* gene was present in 4 strains. Genotypes of the isolated strains were also analyzed. The majority of the
strains (35%), isolated from both diseased as well as healthy pigs represented genotype sly+ mrp+ ef+ but in
6 strains (10%), (five of which were isolated from diseased pigs) none of the genes were detected.

The study concluded that the capacity of Streptococcus suis to produce suilysin and other virulent proteins
may have a direct impact on the pathological potential of Streptococcus suis strains.
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Streptococcus suis jest uznawany za przyczyng ostrych
i przewlektych zakazen u §win przynoszacych powazne stra-
ty we wspolczesnym, intensywnym chowie tego gatunku
zwierzat (7). W ostrym przebiegu streptokokozy moze do-
chodzi¢ do zapalenia opon mézgowych i moézgu, zapalenia
ptuc, zapalenia stawow oraz zapalenla bton surowiczych.
Drobnoustrdj ten jest rowniez chorobotwoérczy dla ludzi
i moze u nich powodowa¢ zapalenia opon mézgowych
o bardzo cigzkim przebiegu (14).

Streptokokozq rozpoznaje si¢ na podstawie obserwacji
objawow chorobowych, oceny zmian anatomopatologicz-
nych, a gtdwnie wynikow badania bakteriologicznego. Ob-
jawy kliniczne sa podobne jak przy chorobie obrzekowej
czy tez chorobie Gldssera, a zmiany anatomopatologiczne
niemal identyczne jak przy chorobie Glissera. Badanie
bakteriologiczne jednak nie zawsze pozwala na rozpozna-
nie choroby, poniewaz od jednego zwierzecia czasami izo-
luje si¢ wigcej niz jeden szczep tych bakterii o nieznanej
zjadliwosci. Szczepy o podobnych cechach obecne sa tak-
ze w Srodowisku bytowania zwierzat (4). Nie stwierdzono,
jak dotychczas, zalezno$ci pomiedzy ich wlasciwosciami
fenotypowymi a zjadliwoscia.

Patogeneza ro6znych postaci streptokokozy nie jest do
konca wyjasniona. Istotnymi dla rozwoju choroby sa takie
czynniki zjadliwosci St suis, jak: polisacharyd otoczko-
wy, cata grupa adhezyn, biatka MRP i EF oraz suilizyna
(8). Szczegolnie duzo uwagi poswigca si¢ suilizynie, ktora
jest cytolityczna toksyna wykrywana u wigkszosci euro-
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pejskich szczepow Str: suis uznawanych za patogenne (10).
Innymi waznymi czynnikami wytwarzanymi przez Str. suis,
ktore prawdopodobnie wptywaja na patogenezg choroby,
sa: biatko uwalniane przez muramidaz¢ (MRP) oraz czyn-
nik pozakomoérkowy (EF). Biatka te ulegaja rowniez eks-
presji u wigkszosci szczepow Str. suis typu 2 izolowanych
od swin w Europie oraz, zdaniem niektorych autorow, istot-
nie wptywaja na wyzsza zjadliwos$¢ tych bakterii (15, 16).

Celem podjetych badan bylo okreslenie czgstosci wy-
stgpowania genow kodujacych suilizyng oraz biatka MRP
1 EF u szczepdw Str: suis roznych serotypow, wyizolowa-
nych od $win z klinicznymi objawami streptokokozy oraz
u szczepow wyizolowanych od bezobjawowych nosicieli.

Materiat i metody

Szczepy. Materialy do badan bakteriologicznych stanowity
migdatki pobrane od 198 $win zdrowych, ubitych w rzezniach
oraz wycinki narzadéw od 127 §win chorych z objawami strepto-
kokozy i padtych lub poddanych ubojowi diagnostycznemu. Ma-
teriat posiewano na agar z krwig i podtoze MacConkeya, podtoze
selektywne przeznaczone do izolacji paciorkowcow (z dodatkiem
kwasu oksolinowego i kolistyny), a takze agar czekoladowy z do-
datkiem czynnika V w celu izolacji Haemophilus parasuis. Po-
siewy inkubowano w warunkach tlenowych 1 mikroaerofilnych
przez 24-48 godzin. We wstepnej ocenie zwracano uwage na ce-
chy wzrostu, hemolizg, wykonywano badanie mikroskopowe oraz
test na wytwarzanie katalazy. Czyste kultury szczepow identyfi-
kowano przy pomocy testu biochemicznego rapid ID 32 STREP.

Wyizolowane szczepy poddano typowaniu serologicznemu,
metoda aglutynacji szkielkowej z surowicami pozwalajacymi na
rozpoznanie serotypow od 1 do 11 oraz 13 i 14.
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Wykrywanie genéw suilizyny, mrp, ef i ef* metoda PCR.
Jako matrycy uzyto DNA pochodzacego z komorek badanych
Str. suis. DNA izolowano przy uzyciu zestawu Genomic DNA
Prep Plus. W celu wykrycia genu suilizyny startery do reakcji
PCR (sly 1 o sekwencji nukleotydow TCAAAGCTTGACT-
TACGGGCC oraz sly 2 o sekwencji CCACCATTCCCAAGC-
TAATCC) dobrano na podstawie danych opublikowanych w pra-
cy Okwumabua i wsp. (9). Odpowiednie startery dla genéw mrp,
efief* (sekwencje nukleotydow poszczegdlnych starterow przed-
stawialy si¢ nastgpujaco: mrp 1 - AGTGAACAGAACGAGCA-
AGGTAG, mrp 2 - TTCCTTGATAACTGTGCCATCTT; ef 1 —
ATGCTAACACAGTGACAGAAGCA, ef 2 — GCTTGACCA-
ATTTGCATTATAGC; ef* 1 - CAGCTATTGATGCTAATCCA-
AACTT; ef* 2—- GCGTATCTTCTGCAAGTTTCTCTAC) skon-
struowano na podstawie sekwencji nukleotydow zapisanych w bi-
bliotece genow NCBI (kody dostgpu: X64450 dla mrp, A24023
dla ef, A24024 dla ef*).

Mieszanina reakcyjna, o koncowej objgtosci 50 ul sktadata
si¢ z: 10 x PCR-bufor, 1,5 mM MgCl, dla reakcji amplifikacji
genu suilizyny i 2 mM MgCl, dla reakcji amplifikacji pozosta-
tych genow, po 200 pM kazdego z ANTP, 100 ng matrycy DNA,
po 1 uM kazdego ze starterow, 1 U polimerazy Taq dla reakcji
amplifikacji genu suilizyny i 0,5 U polimerazy Taq dla reakcji
amplifikacji pozostalych genow. Wstepna denaturacje przepro-
wadzano w temp. 94°C przez 5 min. Program amplifikacji ztozo-
ny z 35 cykli w przypadku genu suilizyny oraz 25 cykli w przy-
padku pozostalych genéw obejmowal denaturacje DNA przez
1 min. w temp. 94°C, wiazanie starteréw przez 1 min. w temp.
55°C, wydtuzanie DNA przez 1 min. w temp. 72°C i koficowe
wydtuzanie w temp. 72°C przez 7 min.

Rozdziat DNA przeprowadzano metoda elektroforezy w 1%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny przy napigciu 80 V
przez 75 minut. Do okreslenia wielkosci produktu amplifikacji
uzywano markera MassRuler™ DNA Ladder Mix. Za wynik po-
zytywny uznawano pojawienie si¢ prazka o wielkosci odpowia-
dajacej 1282 pz dla genu suilizyny, 1563 pz dla genu mrp, 1054 pz
dla genu ef oraz 987 pz dla genu ef*.

Wyniki i omowienie

Ogotem przebadano 63 szczepy Strep. suis. Od zwierzat
chorych na streptokokoze wyizolowano 44 szczepy. Pozo-
state 19 szczepow pochodzito od $win zdrowych, bedacych
nosicielami tego zarazka.

Najwigksza liczba, bo az 21 szczepdw na 63 badane, aglu-
tynowata z surowica zawierajaca przeciwciala przeciwko
Strep. suis serotypu 2. Siedem szczepow zakwalifikowano
do serotypu 7, a kolejnych sze$¢ do serotypu 8. Po pigc
szczepow reagowalo z surowicami skierowanymi przeciwko
Strep. suis serotypu 4 oraz 3. Serotyp 5 reprezentowaty trzy
szczepy. Do serotypu 1 i 1\2 zakwalifikowano po jednym
szczepie. Nie stwierdzono szczepdw, ktore aglutynowaty
z surowicami przeciwko serotypowi 9-11, 13 i 14. Seroty-
pu 14 szczepow nie udato si¢ oznaczy¢ przy pomocy do-
stgpnego zestawu surowic pozwalajacego na zidentyfiko-
wanie Strep. suis nalezacych do serotypow od 1 do 11 oraz
13 1 14. Dwa sposrdd szczepoéw nieoznaczonego serotypu
izolowano od $win chorych, podejrzanych o streptokoko-
zg, natomiast pozostate 12 szczepdéw pochodzito z migdat-
kéw od $win bezobjawowych nosicieli zarazka.

Wyniki wykrywania u badanych izolatow genow kodu-
jacych czynniki chorobotworczosci przedstawiono w tab. 1.

Sekwencje specyficzne dla genu suilizyny wykryto u 50
sposrod 63 (79%) badanych szczepow. Wsrod izolatow
pochodzacych od $win z objawami streptokokozy gen ten
stwierdzono u 38 na 44 przypadki (86%), natomiast u szcze-
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Tab. 1. Wystepowanie genow kodujacych suilizyne, bialka
MRP i EF u szczepow Streptococcus suis izolowanych od zwie-
rzat chorych i bezobjawowych nosicieli

Szczepy Liczba Wystepowanie genu

izolowane od: sly (%) | mmp (%) | ef (%) | ef* (%)

. 38 24 22 1
Zwierzatchoryeh | 44 | (g60r) | (55%) | (52%) | (1.5%)

Bezobjawowych 19 12 10 10 3
nosicieli (63%) | (53%) | (53%) | (4,5%)

50 34 32 4
Razem 63 (19%) | (54%) | (51%) | (6,0%)

pow Str: suis izolowanych od $win zdrowych gen suilizyny
wykryto u 12 na 19 izolatéw (63%).

Sekwencje specyficzne dla genu mrp wykryto u 34 spo-
srod 63 (54%) badanych szczepow. Wsrod izolatow po-
chodzacych od $win z objawami streptokokozy gen ten
stwierdzono u 24 na 44 przypadki (55%), natomiast u szcze-
pow Str. suis izolowanych od $§win zdrowych gen mrp wy-
kryto u 10 na 19 izolatow (53%).

Bardzo podobnie przedstawialy si¢ wyniki badan, w kto-
rych wykrywano obecno$¢ genu ef. Ogoétem stwierdzono
go u 32 na 63 (51%) badane szczepy, w tym u 22 na 44
izolaty (52%) pochodzace od zwierzat chorychiu 10 na 19
izolatow (53%) pochodzacych z migdatkow zwierzat zdro-
wych.

Gen ef* wykryto u 4 badanych szczepow. Trzy z wymie-
nionych pochodzily z migdatkow od $win zdrowych, a je-
den z ostonki pochwowej wspolnej jadra od §wini chorej,
pochodzacej z chlewni gdzie izolowano rowniez trzy inne
szczepy majace gen ef zamiast ef*. Szczepy te izolowano
z mozgu lub narzadow miazszowych. Wszystkie szczepy,
u ktorych wykryto obecnos¢ genu ef* nalezaly do sero-
typu 2.

W tab. 2 przedstawiono taczne wystgpowanie genow
kodujacych wspomniane czynniki zjadliwo$ci u badanych
SZCZEepOW.

W sumie u 22 izolatow (35%) stwierdzono wystgpowa-
nie wszystkich genéw. Osiemnascie sposrdd tych szczepow
pochodzito od zwierzat chorych, a cztery od bezobjawo-

Tab. 2. Laczne wystepowanie genow kodujacych czynniki
zjadliwosci (suilizyna, biatka MRP i EF) u szczepow Strepto-
coccus suis izolowanych od zwierzat chorych i bezobjawo-
wych nosicieli

Laczne wystepowanie Szczepy.izolowane od: :
gendw ogétem zcwh::;z;: bez?\l:)lsai‘l':lig‘l’;ych
sly+ mrp+ ef+ 22 18 ‘
sly+ mrp+ ef- 3 ) 0
sly+ mrp- ef+ 8 2 1
sly+ mrp- ef- 18 K ?
sly- mrp+ ef+ 6 & 4
sly- mrp+ ef- 0 0 0
sly- mrp- ef+ 1 ! !
sly- mrp- ef- 6 J !
Razem %9 43 10
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wych nosicieli. Drugim pod wzgledem czgstos$ci wystepo-
wania byt genotyp sly+ mrp— ef— reprezentowany przez 18
szczepow (29%), z ktorych 13 pochodzito od zwierzat cho-
rych, a 5 od bezobjawowych nosicieli. Genotyp sly+ mrp+
ef— stwierdzono u 3 szczepow i wszystkie izolowano od
zwierzat z objawami streptokokozy. Genotyp sly+ mrp—ef+
stwierdzono rowniez u 3 szczepdéw. Dwa z nich pochodzity
od $win chorych, a jeden z migdatkéw bezobjawowego
nosiciela. U 6 szczepoéw (10%) wykryto faczne wystepo-
wanie genow mrp i ef przy jednoczesnym braku genu suili-
zyny. Dwa sposrod nich pochodzity od zwierzat chorych,
a cztery od bezobjawowych nosicieli. U 6 (10%) szczepow
nie wykryto zadnego z poszukiwanych genow. Pig¢ z tych
szczepow pochodzito od §win chorych, a tylko jeden z mig-
datkow bezobjawowego nosiciela. Genotyp sly— mrp— ef+
wystapit tylko u 1 szczepu izolowanego z migdatkow, na-
tomiast genotypu sly— mrp+ ef— nie stwierdzono u zadne-
go z badanych szczepow.

Z danych nie przedstawionych w tabelach wynika, ze
4 izolaty, u ktorych wykrywano gen ef*, reprezentuja na-
stepujace genotypy: 2 izolaty (jeden pochodzacy od $wini
zdrowej, a drugi od chorej) sly+ mrp+ ef*+ oraz po jed-
nym izolacie pochodzacym z migdatkéw sly+ mrp— ef*+
i sly— mrp+ ef*+.

Wraz z odkryciem bialek MRP i EF wytwarzanych przez
Str. suis wiazano nadziej¢ na wyjasnienie mechanizmow
zjadliwosci tych bakterii oraz patogenezy streptokokozy.
W poczatkowych badaniach (12, 16) udato sig¢ zaobserwo-
wac zalezno$¢ migdzy zjadliwos$cia Str: suis nalezacych do
serotypu 2 a ich zdolnos$cia do syntezy biatek MRP 1 EF.
Jednakze wyniki innych autorow (1, 3, 6, 17) nie byly juz
tak jednoznaczne i sugerowaty, ze biatka MRP i EF zwigk-
szaja zjadliwos¢ jedynie niektorych izolatow Str. suis, jak
np. zaliczanych do serotypu 1, 2, 1\2 i 14. U innych zjadli-
wych szczepow biatka te czgstokroc¢ nie sa syntetyzowane.
Smith i wsp. (1 1) wykazali, ze u mutantow Str: suis pozba-
wionych genow mrp i ef nie dochodzito do obnizenia ich
zjadliwosci.

Dotychczasowe wyniki badan wtasnych, jak i dane in-
nych autorow zdaja si¢ wskazywac, ze istotnym czynni-
kiem warunkujacym chorobotworczo$¢ St suis jest suili-
zyna. Wystepowanie kodujacego ja genu okresla si¢ na
poziomie 69,4% (5) Iub 75% (9). W badaniach nad eks-
presja tego genu Tarradas i wsp. (13) stwierdzili synteze
suilizyny przez 47% szczepow izolowanych od zwierzat
chorych i przez 22,9% szczepdw wyosobnionych od bez-
objawowych nosicieli. Wyniki, jakie uzyskano w niniej-
szej pracy sa bardzo zblizone do wynikow przedstawio-
nych w pracach King i wsp. oraz Segers i wsp. (5, 10).
Obecnos¢ genu suilizyny wykazano bowiem u 79% bada-
nych izolatow, w tym u 86% pochodzacych od zwierzat
chorych 1 63% od $win zdrowych bezobjawowych nosicieli.

Doto i wsp. (2) na podstawie obecnosci lub braku ge-
now sly, mrp, ef, ef* wykazali duze zr6znicowanie gene-
tyczne szczepow Str. suis serotypu 2 izolowanych od $win
w Brazylii. Na tej podstawie wyrdznili 8 genotypow. W ba-
daniach wtasnych wyodrgbniono 9 genotypow, w tym dwa:
sly+ mrp— ef*+ i sly— mrp+ ef*+ wezesniej nie opisywane.
Nie stwierdzano natomiast genotypu sly— mrp+ ef—, nie-
zwykle rzadko wystepujacego i opisanego w jednym na 133
izolaty analizowane przez wspomnianych badaczy.

Obecno$¢ genu suilizyny u przewazajacej wigkszos$ci
izolatow pochodzacych od $win chorych oraz dodatkowo
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wystepowanie genow mrp i ef u tych szczepdéw i u wigk-
szos$ci szczepdw nalezacych do serotypu 2 pozwala przy-
puszczaé, ze produkty tych gendw wspolnie moga wply-
wac na patogeneze powodowanej przez nie choroby. Z dru-
giej strony, obecno$¢ szczepow pozbawionych jednego,
dwoch lub wszystkich z tych gendw moze wyjasniac zrdz-
nicowana ich zjadliwos$¢ i rozny przebieg powodowanej
przez nie choroby.

Wydaje sig, ze Str. suis moga nabiera¢ cech chorobo-
tworczo$ci w wyniku wlaczania do swojego genomu, na
drodze horyzontalnego transferu, genow kodujacych rozne
biatka zjadliwos$ci. Rezerwuarem takich szczepow pozo-
staja rOwniez $winie zdrowe, u kt(’)rych w niewielkim od-
setku, ale stwierdza si¢ St suis majace geny wszystkich
wazniejszych czynnikow zjadliwosci.
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