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Select pathogenic characteristics as well as the genotypic diversity of Staphylococcus aureus strains
isolated from milk of cows with mastitis in the north-east region of Poland

Summary

The aim of this study was the characterization of Staphylococcus aureus strains isolated from milk of cows
with mastitis in the north-east region of Poland. Genotyping of 45 isolates by ADSRRS-fingerprinting showed
nine different patterns of bands. Genotype D was predominant and 29 S. aureus strains (65.5%) were classi-
fied to this genotype. These strains of genotype D had strong pathogenicity, because in the first year of the
study only 14.29% isolates belonged to D and in the next year 73.64% isolates. The strains of the predominant
genotype showed stronger pathogenic properties then the strains of other genotypes. The majority of them
showed a significant adhesion to the epithelial cells of the mammary gland, and the strong ability to produce

slime and to form biofilm.
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Staphylococcus aureus jest waznym czynnikiem
etiologicznym zapalenia gruczolu mlekowego u krow
mlecznych (19). Jego znaczenie systematycznie wzra-
sta, czego wyrazem jest trzykrotny wzrost zakazen tym
drobnoustrOJem w ostatnim dziesigcioleciu w Polsce
(21). Chorobotworczos¢ S. aureus wynika ze zdolnosci
bakterii do adhezji do komodrek nabtonka gruczotu
mlekowego (11), wytwarzania enzyméw 1 toksyn oraz
zdolnosci przetrwania w gruczole mlekowym. Przyle-
ganie bakterii do komodrek nabtonkowych, ktére utatwia
obecno$¢ gronkowcowych biatek powierzchniowych
1 egzopolisacharydow, prowadzi do kolonizacji tkanek
gruczotu mlekowego i jest uznawane za pierwszy etap
zakazenia (1, 4). Wytwarzanie przez drobnoustroje en-
zymow, takich jak: koagulaza, fibrynolizyna, hialuroni-
daza, lipaza oraz toksyn, gldéwnie hemolizyn i leukocy-
dyn zwigksza inwazyjno$¢ S. aureus 1 utatwia penetra-
cje do tkanki gruczo%owej (7). Tworzenie otorbionych
ropni, zdolno$¢ przezywania w makrofagach (12) oraz
tworzenie biofilmu powoduje, ze drobnoustroje sa mniej

podatne na fagocytozg i dzialanie antybakteryjne lekow
(9, 28). Skutkuje to rowniez trudnymi w leczeniu i zwal-
czaniu zapaleniami gruczotu mlekowego. W zapobie-
gamu wystgpowania nowych zakazen nalezy uwzglqd—
ni¢ programy zwalczania mastitis w stadzie, jak roéw-
niez doktadne poznanie czynnika etiologicznego.

Ze wzgledu na duza zmienno$¢ fenotypowa drobno-
ustrojow coraz czesciej stosowane jest roznicowanie
szczepOw na poziomie molekularnym. Jedna z metod
szybkiego roznicowania, nawet bardzo blisko spokrew-
nionych szczepdow, jest analiza polegajaca na amplifi-
kacji fragmentow DNA otaczajacych rzadkie miejsca
restrykcyjne (ADSRRS — Amplification of DNA Frag-
ments Surrounding Rare Restriction Sites) (13, 14, 22).

Celem badan bylo okreslenie wystgpowania wybra-
nych wlasciwos$ci chorobotwoérczych i analiza genomow
szczepOw S. aureus wyizolowanych z mleka krow z za-
paleniem gruczotu mlekowego. Szczeg6lna uwage zwrod-
cono na zalezno$¢ migdzy przynalezno$cia szczepodw
do danego genotypu a ich cechami chorobotwodrczosci,
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takimi jak zdolno$¢ do adhezji oraz tworzenie §luzu
1 biofilmu.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito 45 szczepow S. aureus wy-
izolowanych z mleka kréw z zapaleniem gruczotu mlekowe-
go w latach 2002-2003. Prébki mleka pochodzity z gospo-
darstw wojewddztwa podlaskiego, z powiatow: tomzynskie-
g0, kolnenskiego, zambrowskiego, grajewskiego, monieckie-
go i Wysokie Mazowieckie. [zolacj¢ i identyfikacje szczepodw
wykonano wedtug metodyki opisanej przez Malinowskiego
i Ktossowska (20).

Cechy chorobotwérczosci. Zdolno$¢ szczepow S. aureus
do adhezji do komérek nabtonka gruczotu mlekowego okres-
lono wedhug metody opracowanej przez Frosta (11). Zdol-
no$¢ do wytwarzania $luzu badano na podlozu z czerwienia
Congo (CRA — Congo Red Agar) zgodnie z zaleceniami
Freemana i wsp. (10). Natomiast zdolno$¢ do tworzenia bio-
filmu badano metoda ptytkowa wedlug Vasudevana i wsp.
(28). Do wykrywania penicylinazy wykorzystano p-laktama-
zowe patyczki identyfikacyjne — BR66A (Oxoid Ltd), test
wykonano zgodnie z procedura zalecang przez producenta.
Wytwarzanie lipazy badano na podtozu Baird-Parkera (BBL)
z dodatkiem 5% zoltka jaja kurzego. Wyniki odczytywano po
48 godz. inkubacji w 37°C.

Analiza genotypowa metoda ADSRRS-fingerprinting.
Genomowy DNA izolowano z komoérek 24-godzinnych ho-
dowli poszczegdlnych szczepow S. aureus uzyskanych na
podiozu agarowym. Uzywano zestawu Genomic DNA Prep
Plus (A& A Biotechnology, Polska), zgodnie z procedura za-
lecana przez producenta.

Trawienie enzymatyczne genomowego DNA przeprowadza-
no przy uzyciu 2 enzymow restrykcyjnych: Xbal (10 U/ul)
i BgllIl (10 U/ul) (Sigma-Aldrich, Niemcy). Reakcja trawie-
nia przebiegata przez 2-3 godziny w temperaturze 37°C. Na-
stepnie DNA wytracano z mieszaniny reakcyjnej stosujac pre-
cypitacje etanolem.

Strawiony DNA poddano reakeji ligacji z dwoma adapto-
rami: krotkim adaptorem dla enzymu Xbal sktadajacym si¢
z dwoéch oligonukleotydow: 5°-CTAGGTCGACGTT-3’;
3’-CAGCTGCAACCACCTACTTCC-5’ i adaptorem dtugim
dla enzymu BglIl: 5’-GATCCGTCGACAACGGCGTTCCT-
TCGTCTACCATCC-3’; 3°>-GCAGCTGTTGCCGCAAG-
GAAGCAGATGGTAGG-5" (DNA-Gdansk, Polska).

Strawiony DNA po precypitacji rozpuszczano w 20 pl mie-
szaniny ligacyjnej, ktéra sktadata sig z: 2 pl buforu do ligacji
(10 %), 1 ul (20 pmol) kazdego z adaptorow, 0,5 ul T4 ligazy
DNA (Epicentre, USA), 2 ul 50% roztworu PEG 40001 13,5 ul
wody. Reakcja ligacji przebiegata w 16°C przez 2 godz. Na-
stepnie dodano 80 ul buforu TE i produkty reakcji ligacji pre-
cypitowano alkoholem etylowym.

Czasteczki DNA zligowanego z adaptorami stanowity
matrycowy material do reakcji PCR. Mieszanina reakcyjna
zawierala: 2 ul matrycowego DNA, 5 pul buforu do polimera-
zy Pwo (10 %), 5 ul mieszaniny dNTPs (po 2 mM kazdego),
1 pl (1 U) polimerazy Pwo (DNA-Gdansk II, Polska), po
50 pM kazdego ze starteréw: Xbal — krotki starter (5’-CCTT-
CATCCACCAACGTCGAC-3’) i Bglll — dtugi starter
(5’-GGATGGTAGACGAAGGAACGC-3’) oraz wodg do ob-
jetosci 50 ul. Reakcja PCR byta przeprowadzana w termocy-
klerze GENEAMP PCR System 2400 (Perkin-Elmer, USA).
Zastosowany zostat nastepujacy profil temperaturowy: wstep-
na denaturacja w temperaturze 94°C przez 5 min., wypelnia-
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nie koncow fragmentdéw DNA w temperaturze 72°C przez
5 min., denaturacja w temperaturze 94°C przez 5 min., a na-
stepnie 22 cykle: 94°C przez 30 s, 62°C przez 30 s, 72°C
przez 90 s. Koncowy etap wydtuzania przeprowadzono w tem-
peraturze 72° przez 5 min. Produkty PCR rozdzielano elek-
troforetycznie w 6% zelu poliakrylamidowym w buforze TBE,
anastgpnie wybarwiano bromkiem etydyny (0,5 pg/ml) przez
10-15 min. Wynik rozdziatu oceniano w $wietle UV 1 doku-
mentowano wykonujac fotografie.

Do analizy statystycznej zastosowano pakiet statystyczny
SPSS 12.0. Do analizy wytwarzania $luzu, biofilmu, lipazy
1 B-laktamazy zastosowano nieparametryczne testy zgodnos-
ci Chi-kwadrat Pearsona, natomiast do oznaczenia zdolnosci
do adhezji do komoérek nablonkowych gruczotu mlekowego
wykorzystano jednoczynnikowaq analiz¢ wariancji (UNI-
ANOVA).

Wyniki i oméwienie

W wyniku badania 45 szczepow S. aureus metoda
ADSRRS-fingerprinting otrzymano rdzne profile am-
plifikacyjne, na ktore sktadato si¢ od 9 do 13 fragmen-
tow DNA o wielko$ci 200-1600 par zasad. Dane te
przedstawiono na ryc. 1. Na podstawie analizy uzyska-
nych rezultatow wyr6zniono 9 grup genotypowych
szczepOw, ktdre oznaczono literami od A do 1. Najwig-
cej szczepodw S. aureus zaliczono do genotypu D (29
izolatéw). Do pozostatych genotypdéw zakwalifikowa-
no: 5 szczepow — genotyp A, 4 szczepy — genotyp E,
2 szczepy — genotyp C oraz po jednym szczepie do ge-
notypoéw B, F, G, H, 1.

Analiza pochodzenia szczepdw S. aureus nalezacych
do poszczegdlnych genotypow wykazala, ze szczepy
grupy D dominowaty w powiatach: zambrowskim, gra-
jewskim, Wysokie Mazowieckie, kolnenskim i tomzyn-
skim. Jedynie w powiecie monieckim wystgpowaty
szczepy zaliczone do genotypu E. Najbardziej zr6zni-
cowane genotypowo szczepy wyizolowano w powiecie
tomzynskim. Wsrod nich wyodrebniono 8 genotypow,
tj. A, B, C, D, E, F, G, H. Do dominujacej grupy zali-

F DAEADUDUDDIDDDADCBAAM

37 205 11 155 39 217 15 9 196 30 6 209 207 16 228 225 222 219 M

Ryec. 1. Profile ADSRRS-fingerprinting uzyskane dla wybra-
nych szczepow S. aureus (M — marker, cyfry oznaczaja bada-
ne szczepy; litery oznaczaja przynalezno$¢ do genotypu)
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Tab. 1. Cechy fenotypowe szczepow S. aureus nalezacych do genotypu D oraz szczepéw nalezacych do pozostalych genotypow

$luz Biofilm Lipaza B-laktamaza Adhezja
Genotyp n * NS NS NS ok
+ - + = + = + = Srednia btad
16 13 20 9 12 17 12 17
: = 55,2% 44,8% 69,0% 31,0% 58,6% 41,4% 41,4% 58,6% HLE 20,30
3 13 9 7 8 8 3 13
s 113 18,8% 81,3% 56,2% 43,8% 50,0% 50,0% 18,8% 81,3% I e

Objasnienia: (—) — wynik ujemny, brak badanej wtasciwosci; (+) — wynik dodatni, wystgpowanie badanej wtasciwosci; * —p < 0,05;

** —p = 0,01; NS — nieistotne statystycznie

czono 13 szczepow S. aureus (50%). Do pozostatych
zaliczono, odpowiednio: 5 szczepdéw (genotyp A),
2 szczepy (genotyp C 1 E)ipo 1 szczepie do genotypdw
B, F, G, H. W powiecie kolnenskim 85,71% przebada-
nych szczepow zaliczono do genotypu D. Stwierdzono,
ze odsetek izolacji szczepoOw dominujacego genotypu
systematycznie wzrastat. W pierwszym roku badania
szczepy genotypu D stanowity 14,29%, w drugim roku
badania az 73,64% wszystkich izolatow S. aureus.

Porownanie wlasciwosci fenotypowych szczepow
genotypu D oraz szczepdw nalezacych do innych geno-
typow (tab. 1) wykazato, ze szczepy nalezace do geno-
typu D maja wigcej cech determinujacych chorobotwor-
czo$¢ gronkowcow niz szczepy nalezace do pozosta-
tych genotypow. Wsrdd szczepow dominujacego geno-
typu 16 (55,2%) miato zdolnos¢ do wytwarzania Sluzu,
a 20 z nich (69%) tworzyto biofilm. Wsrdd szczepow
zaliczonych do pozostatych 8 genotypow §luz wytwa-
rzato 18,8%, a biofilm 56,2% szczepow. Zdecydowanie
silniejsza adhezj¢ do komorek nabtonka gruczotu mle-
kowego wykazywaty rowniez szczepy dominujacego ge-
notypu, wsrod ktorych $rednia liczba komorek bakte-
ryjnych przylegajacych do pojedynczej komorki nabton-
kowej wynosita ponad 10. Podobnie, wigkszy odsetek
szczepdw genotypu D wykazywat zdolnosci do wytwa-
rzania lipazy (58,6%) i B-laktamazy (41,4%).

Do réznicowania szczepdéw S. aureus izolowanych
z mleka kréw z powodzeniem stosowano rézne metody
biologii molekularne;j, takie jak: analiza profili plazmi-
dowych (16), analiza restrykcyjna plazmidowego (5) lub
chromosomalnego DNA (REA) (23), rybotypowanie (5),
analiza polimorfizmu gendw, gtownie genu spa i genu
coa (16, 25) oraz r6zne odmiany PCR (15, 18, 23, 26).
Metoda, ktora doskonale sprawdzita si¢ w rdéznicowa-
niu gronkowcow, jest PFGE (16, 29), uznawana ze
wzgledu na duzg site dyskryminacyjna za ,,zloty stan-
dard”. Jednak z uwagi na duze koszty i czgste trudnosci
techniczne metoda ta nie jest wykorzystywana w ruty-
nowej diagnostyce klinicznej. Zastosowana w badaniach
wiasnych metoda ADSRRS-fingerprinting cechuje si¢
wysokim potencjatem réznicujacym, a Wyblorcza am-
plifikacja, bedaca wynikiem zjawiska supresji reakcji
PCR prowadzi do powstawania niewielkiej liczby pro-
duktow, co pozwala na tatwa interpretacj¢ wynikow (13).
Dotychczas metodg ADSRRS-fingerprinting z powodze-
niem stosowano do réznicowania wyizolowanych od
ludzi szczepdw: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca
1 K. pneumoniae (22), Serratia marcescens 1 Entero-

coccus faecium (13, 14) oraz S. aureus (3). Ostatnio me-
tod¢ ADSRRS-fingerpinting zastosowano réwniez do
oceny zmiennosci genomowej szczepow Corynebacte-
rium pseudotuberculosis wyizolowanych od koz (27).
Wykorzystujac t¢ metodg stwierdzono wystgpowanie
w badanym regionie szczepow S. aureus rézniacych si¢
genomami, a takze dominacjg szczepow zaliczonych do
genotypu D, rozprzestrzeniajacych si¢ wsrod zwierzat
w wielu powiatach wojewodztwa podlaskiego. Wielu
autoréw podkresla fakt, ze chociaz w badanych regio-
nach izolowane sa r6zne genotypowo szczepy S. aureus
(5,29), to nowe zakazenia gruczotu mlekowego na ogét
wywotuja szczepy dominujacego genotypu, co wyka-
zano rowniez w badaniach wlasnych. Lipman i wsp. (18)
przy wykorzystaniu techniki PCR-fingerprinting wyka-
zali, ze w badanym stadzie za nowe zakazenia u krow
odpowiedzialne byly szczepy nalezace do jednego ge-
notypu. Réwniez badania Lama i1 wsp. (15) wykazaty,
ze mastitis w 7 badanych stadach, wywotywat jeden
dominujacy szczep S. aureus. Raimundo i wsp. (25) izo-
lowali szczepy S. aureus o tym samym genotypie z pro-
bek mleka pochodzacych od kréw z odleglych ferm
w Australii, migdzy ktorymi nie byto zadnego kontaktu.
W innych badaniach Zadoks i wsp. (29) wykazali, ze za
ostre przypadki mastitis, ktore wystapily rownoczesnie
u kilku krow w stadzie, odpowiadaty szczepy S. aureus
nalezace do dominujacego w tym regionie genotypu.
Obserwacje te $wiadcza, ze zakazenia wywotane przez
gronkowca ztocistego sa zarazliwe, a dominujace szczepy
szybko rozprzestrzeniaja si¢ w stadzie. Potwierdzaja to
réwniez analizy wykonane na przetomie 2002 12003 r.,
w ktorych okreslano wystepowanie szczepow S. aureus
u kréw w badanym regionie. W ich wyniku stwierdzo-
no ponad trzykrotny wzrost odsetka izolacji S. aureus
(8). Sachanowicz i wsp. (26), poddali genotypowaniu
metoda PCR-fingerprinting 10 szczepow S. aureus izolo-
wanych z mleka krow w regionie iomZyﬁskim w 2000 r.
W wyniku otrzymali 6 odmiennych wzoréw produktow
amplifikacji. Zadnego genotypu nie mozna byto uzna¢
za dominujacy. Moze to sugerowac, ze w przeciagu 2 lat
pojawily si¢ w regionie szczepy gronkowcowe bardziej
zjadliwe 1 inwazyjne, ktére szybko rozprzestrzeniaja si¢
wsrod krow. Wedlug danych pismiennictwa (29), szcze-
py dominujacych genotypéw maja wigcej cech deter-
minujacych chorobotwoérczos$¢ niz pozostate. Potwier-
dzaja ten fakt rowniez badania wtasne. Porownanie za-
leznos$ci pomigdzy przynalezno$cia do danego genoty-
pu a wystgpowaniem okreslonych cech chorobotwor-
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czo$ci wykazato, ze ZJadhwosc szczepow nalezacych
do genotypu D byta wigksza niz szczepoéw nalezacych
do pozostalych genotypdw. Szczepy genotypu D zdecy-
dowanie silniej przylegaty do komorek nabtonka gru-
czotu mlekowego niz szczepy innych grup oraz wigk-
szo$¢ z nich (55,2%) wytwarzala §luz i tworzyla bio-
film (69%). Adhezja do komorek nabtonka gruczotu
mlekowego jest uznawana za pierwszy etap zakazenia,
natomiast wytwarzanie egzopolisacharydow zwigksza
zdolnos¢ do przylegania do komoérek gospodarza (1, 4).
W badaniach Baselgi i wsp. (4) wykazano 7€ SZCzepy
S. aureus wytwarzajace $luz czesciej wywolywaty za-
kazenie wewnatrzwymieniowe u owiec niz szczepy nie
wytwarzajace Sluzu. Szczepy te byly mniej wrazliwe na
mechanizmy obronne gospodarza (17), ponlewaz otocz-
ka §luzowa maskuje antygeny wystgpujace w $cianie ko-
morkoweJ bakterii (6). Wtasciwosci te stwierdzono
u szezepow z grupy D, co moze thumaczy¢ jego szybkie
rozprzestrzenianie si¢ w badanym regionie. Dodatko-
wo szczepy dominujacego genotypu w wigkszym od-
setku tworzyty biofilm 1 wytwarzaty B-laktamaze, co
sugeruje, ze komorki bakteryjne byty chronione przed
dziataniem mechanizméw obronnych gospodarza oraz
wyjasnia ich mniejsza wrazliwos$¢ na dziatanie antybio-
tykow (2). Dowodem moze by¢ fakt, ze szczepy tego
samego genotypu byly izolowane na poczatku choroby
1 po kilkutygodniowym leczeniu (24). Fox i wsp. (9)
stwierdzili, ze szczepy S. aureus wyizolowane z mleka
krow miaty wigksza zdolnos¢ do tworzenia biofilmu niz
szczepy wyizolowane ze skory rak dojarzy i przewo-
dow sprzetu udojowego. Potwierdza to, ze zdolnosé do
tworzenia biofilmu jest waznym czynnikiem chorobo-
tworczosci gronkowcow wywotujacych mastitis, utrud-
niajacym zwalczanie zakazen w stadzie. Wtasciwos$¢ ta
umozliwia przetrwanie drobnoustrojéw w gruczole mle-
kowym 1 przyczynia si¢ do powstawania zapalen prze-
wlektych.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze metoda ADS-
RRS-fingerprinting jest w duzym stopniu przydatna do
réznicowania szczepow S. aureus izolowanych od krow
oraz w dochodzeniu epidemiologicznym. Zaobserwo-
wana zalezno$¢ pomiedzy przynaleznoscia do okreslo-
nych grup genomowych a wlasciwosciami chorobotwor-
czym1 powinna by¢ brana pod uwage w opracowywa-
niu skutecznych programéw zwalczania tych zakazen
gruczotu mlekowego u krow.
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