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Summary

The aim of these studies was the clonal analysis of 48 S. aureus strains, isolated from milk samples from 48
cows with clinical and subclinical mastitis. Specific markers were detected using PCR: gap gene as the genus
marker for Staphylococcus spp. and nuc gene as the species marker for S. aureus. Clonal typing of S. aureus
isolates was carried out using RAPD-PCR with two primers simultaneously. Clonal relatedness was deter-
mined on the basis of the number and molecular mass of RAPD amplicons and analyzed using the unweighted
pair group method with arithmetic mean (UPGMA) and Jaccard’s similarity coefficient. On the basis of
RAPD-PCR and clonal analysis employing the UPGMA method with Jaccard coefficient it was determined
that all of the analyzed S. aureus strains were identical on the genome level. This indicates that only one
bacterial clonal type was responsible for mastitis caused by S. aureus in the analyzed herd. This denotes that
the virulence of S. aureus isolated from mastitis cases is very high, and that the elimination of this strain is
very difficult. The research showed the usefulness of RAPD-PCR in interspecies S. aureus strains typization
and the prospect of employing it in routine epidemiological diagnostics of mastitis in cows. The contribution of
S. aureus strains representing one clonal type in the etiology of mastitis in cows from one herd was also

confirmed.
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Staphylococcus aureus stanowi jedna z najczgst-
szych przyczyn zapalenia wymienia krow (3, 5, 7, 18).
Schorzenie to przyczynia si¢ do obnizenia pI‘OdU.kCJl
mleka i pogorszenia jego jako$ci. Profilaktyke i tera-
pig mastitis utrudnia réznorodno$¢ czynnikow etiolo-
gicznych (9). Szczepy gronkowca zlocistego sa czgsto
izolowane z mleka krow z ostra postacia zapalenia
gruczotu mlekowego, nachqsmeJ jednak od zwierzat
nie wykazujacych objawow klinicznych (1, 7). Zaka-
zenia gronkowcowe sa wynikiem inwazji bakterii do
tkanek, a nastepnie ich toksycznej i/lub enzymatycz-
nej aktywnos’ci (17). Wielu autorow podkresla rolg,
jaka w mastitis krow odgrywaja wytwarzane przez te
patogeny pirogenne egzotoksyny o wlasciwosciach su-
perantygendw, do ktorych naleza enterotoksyny gron-
kowcowe — SEs (staphylococcal enterotoxins) oraz tok-
syna zespotu wstrzasu toksycznego TSST-1 (toxic-
-shock syndrome toxin-1) (6, 7, 10, 22). Wykazano
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takze, iz zdolno$¢ do wytwarzania tych toksyn, zwlasz-
cza enterotoksyny C (SEC) i toksyny TSST-1, nie jest
konieczna do wywotania mastitis (2, 26). Ze wzgledu
na specyficzna biologi¢ gronkowca ztocistego, nie-
zmiernie wazna role odgrywa dokladne typowanie
szczepow (typizacja klonalna), utatwiajace przeprowa-
dzenie szerszych badan, w tym analizy czynnikow zjad-
liwosci (15, 16, 18, 24). Stosujac analiz¢ klonalng moz-
na okresli¢ determinanty genetyczne opornych na pre-
paraty przeciwbakteryjne szczepdw S. aureus, a tym
samym ustali¢ ich krazenie pomigdzy organizmami
zwierzat i ludzi, ze wskazaniem na gtowny rezerwuar
tych drobnoustrojow (20).

Wiarygodna identyfikacja i roznicowanie szczepow
gronkowcow (takze w obrgbie gatunku) maja istotne
znaczenie, zaréwno z klinicznego, jak i1 epidemiolo-
gicznego punktu widzenia. Zastosowanie technik mo-
lekularnych, w tym testu RAPD-PCR (Randomly
Amplified Polymorphic DNA-PCR) stuzacego do lo-
sowe] amplifikacji fragmentow bakteryjnego DNA,
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umozliwia przeprowadzenie doktadnej analizy geno-
typowej, znacznie zwigkszajacej potencjat diagnosty-
ki bakteriologicznej, w tym gronkowca ztocistego (8,
13-16).

Celem badan bylo przeprowadzenie analizy klonal-
nej (ustalenie pokrewienstwa genotypowego) szcze-
pow S. aureus wyizolowanych z mleka krow chorych
na mastitis.

Materiat i metody

Materiat stanowito 48 szczepdw S. aureus, wyizolowa-
nych z mleka 48 krow rasy holsztyno-fryzyjskiej z klinicz-
na lub podkliniczna postacia mastitis. Szczepy te pocho-
dzity z kolekcji Katedry Immunologii i Mikrobiologii Aka-
demii Rolniczej w Szczecinie. Przechowywano je w temp.
—20°C w podtozu Tryptone Soya Broth (Oxoid) z 10% gli-
cerolu.

Pochodzenie szczepow. Bakterie wyizolowano podczas
badan prowadzonych od wrze$nia do grudnia 2004 r.,
w wielkotowarowym gospodarstwie zlokalizowanym w wo-
jewodztwie zachodniopomorskim. Stado liczyto 200 krow.
Szczepy S. aureus byly wyosobniane z mleka 48 krow na
podstawie przeprowadzonego przez lekarza weterynarii
testu TOK oraz oceny stanu klinicznego wymienia. Krowy
byly utrzymywane w systemie wolnostanowiskowym,
z boksami do lezenia wyscielanymi trocinami, ze swobod-
nym dostgpem do wody i paszy.

Izolacja i oczyszczanie materialu genetycznego. DNA
z komorek bakteryjnych wyekstrahowano przy uzyciu go-
towego zestawu Genomic Mini AX Bacteria (A&A Bio-
technology, Gdynia), po uprzednim rozmrozeniu i zwor-
teksowaniu hodowli, a nastgpnie zawieszeniu 50 puL ho-
dowli w 1 mL Tryptone Soya Broth i inkubacji w 37°C
przez 18 h.

Identyfikacja S. aureus przy uzyciu PCR. Przynalez-
nos$¢ systematyczna badanych szczepdw oznaczono na pod-
stawie obecnos$ci specyficznych markerow genetycznych:
rodzajowego — gap i gatunkowego — nuc. Fragment genu
gap, kodujacego biatko wigzace transferyng oraz genu nuc,
kodujacego termostabilng nukleazg, amplifikowano przy
uzyciu starterow przygotowanych na podstawie prac Yugue-
rosa i wsp. (23) oraz Wilsona i wsp. (21), zgodnie z warun-
kami reakcji podanymi przez tych autorow. Badania te re-
alizowano wedtug procedury przedstawionej we wczesniej-
szym opracowaniu (12).

Test RAPD-PCR. Charakterystyczny profil amplifika-
cyjny (RAPD) dla poszczegdlnych izolatow uzyskano przy
uzyciu starterow przygotowanych na podstawie pracy Rei-
noso i wsp. (16) oraz warunkéw PCR podanych przez tych
autorow, a takze w oparciu o wlasna optymalizacje reakcji.
Jako najlepiej roznicujace wybrano dwa 10-nukleotydowe
startery: OLP11 (5’-ACGATGAGCC-3") i OLP13 (5°-
-ACCGCCTGCT-3’), zawierajace 60-70% par G-C i sek-
wengcje niepalindromowe. Starterow uzyto tacznie, w celu
otrzymania wigkszej liczby amplikondw oraz uzyskania po-
wtarzalnosci wynikéw. Amplifikacje¢ prowadzono w mie-
szaninie reakcyjnej o objetosci 20 uL, zawierajacej: 10,60 pL
wody dejonizowanej wolnej od nukleaz (Fermentas), 2 puL.
10 x stgzonego buforu dla Taq polimerazy z (NH,),SO,,
2,8 uL MgCl, (3,5 mM), 2 pL kazdego z ANTP (0,2 mM),
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0,4 pL (2 U) rekombinowanej polimerazy Taq DNA (Fer-
mentas), po 0,6 uL kazdego ze starteréw (IBB PAN) w ste-
zeniu koncowym 3 uM oraz 1 pL roztworu genomowego
DNA. Reakcje nastawiano na stanowisku do PCR — DNA/
RNA UV-Cleaner, typ UVC/T-AR (Biosan). PCR przepro-
wadzano w termocyklerze Mastercycler personal (Eppen-
dorf), przy zachowaniu nast¢pujacych parametrow ampli-
fikacji: denaturacja wstgpna (94°C/5 min.), 40 cykli skta-
dajacych si¢ z: denaturacji (93°C/1 min.), przyltaczania star-
terow (37°C/1,5 min.) i wydluzania (72°C/1 min.) oraz
koncowe wydtuzanie starterow (72°C/8 min.). Reakcje PCR
przeprowadzano dwukrotnie, celem potwierdzenia powta-
rzalno$ci wynikow.

Detekcja produktéw RAPD-PCR. Produkty amplifi-
kacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozo-
wym (Prona), wybarwianym 1% wodnym roztworem brom-
ku etydyny (Merck) (2,5 uL EtBr/80 mL zelu), w aparacie
Sub-Cell GT Wide Mini z zasilaczem PowerPac Basic (Bio-
Rad). Mieszaniny reakcyjne nanoszono na zel wilosci 12 uL,
po uprzednim wymieszaniu z 2 uL 6 X stgzonego buforu
obciazajacego (Fermentas). Rozdziat elektroforetyczny pro-
wadzono w buforze 1 x TBE (Bio-Rad), przy stalym na-
pieciu 100 V (5 V/1 em zelu) przez 60 min. Amplikony
poréwnywano z markerem mas molekularnych O’Gene-
Ruler™ DNA Ladder Mix (Fermentas) w zakresie 10 000-
-100 pz. Wyniki analizowano jako$ciowo i ilo§ciowo oraz
archiwizowano przy uzyciu systemu do dokumentacji i ana-
lizy zeli — IG/LHR InGenius LHR (Syngene).

Analiza klonalna szczepéw S. aureus. Pokrewienstwo
genotypowe badanych szczepow oznaczano na podstawie
liczby i masy molekularnej uzyskanych amplikonéw RAPD,
przy uzyciu metody par skojarzonych z zastosowaniem $red-
niej arytmetycznej (UPGMA — unweighted pair group me-
thod with arithmetic mean) oraz wspotczynnika podobien-
stwa Jaccarda, wykorzystujac oprogramowanie GeneTools
(Syngene).

Walidacja testu RAPD-PCR. Specyficznos¢ i powta-
rzalnos¢ testu RAPD-PCR wykazano przeprowadzajac re-
akcj¢ z DNA referencyjnych szczepow S. aureus PCM 2054
1S. aureus PCM 502 (kolekcja PCM, Instytut Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej we Wroclawiu). Kazdorazowo
wykonywano takze reakcje RAPD-PCR bez matrycy DNA,
stanowiace kontrole negatywne reagentow PCR.

Wyniki i omowienie

W wyniku reakcji RAPD-PCR, przeprowadzanej
jednoczesénie z dwoma starterami, kazdorazowo uzys-
kiwano jeden powtarzalny wzor 6 produktow amplifi-
kacji, o masie molekularnej w zakresie od 230 do 1000
pz. Zastosowane w tescie RAPD-PCR startery, taczac
si¢ losowo z mniej lub bardziej homologicznymi sek-
wencjami DNA szczepow S. aureus, utworzyty w wy-
niku amplifikacji, a nastgpnie rozdzialu elektrofore-
tycznego, charakterystyczny uktad prazkow zdefinio-
wany jako ,,profil RAPD-PCR” (profil genotypowy
szczepow gronkowca zlocistego) (ryc. 1). Interpreta-
cja wyniku rozdziatu elektroforetycznego, polegajaca
na poréwnaniu potozenia amplikonow wzgledem mar-
kera mas molekularnych (GeneRuler™ DNA Ladder
Mix), ocenie ich intensywnosci oraz analizie uzyska-
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Ryec. 1. Obraz elektroforetyczny profili RAPD-PCR otrzymanych z pro-
duktow amplifikacji DNA analizowanych szczepow S. aureus wyizolowa-
nych z mleka krow chorych na mastitis: M — marker mas molekularnych
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, w zakresie 10 000-100 pz; 1-48 — poszcze-
golne Sciezki z profilami RAPD-PCR kolejnych analizowanych szczepéw

S. aureus

nych danych, pozwolita na doktadna typizacj¢ bada-
nych izolatoéw. Duza wartos¢ diagnostyczna techniki
RAPD oraz jej zastosowanie w epidemiologii chorob
zakaznych, w tym mastitis na tle gronkowca ztociste-
g0, prezentowano w licznych opracowaniach (13-16,
24). Analiza obrazu elektroforetycznego produktow
RAPD-PCR przeprowadzona metoda par skojarzonych
(UPGMA) ze wspotczynnikiem podobienstwa Jac-
carda, dowiodta, iz wszystkie analizowane szczepy
S. aureus wykazaty identyczno$¢ na poziomie geno-
mu (wzajemna korelacja genotypowa na poziomie
100%). W $wietle uzyskanych danych ustalono, ze
mastitis krow na tle gronkowca zlocistego w badanym
stadzie wywotane zostato przez jeden typ klonalny tej
bakterii. Zblizone wyniki uzyskali autorzy, ktorzy przy
uzyciu techniki PCR-fingerprinting przeprowadzali ge-
notypowanie szczepdw S. aureus wyizolowanych od
kréw pochodzacych z jednego lub kilku stad (cyt. za
18). O epidemii mastitis u krow wywotanej przez je-
den szczep gronkowca ztocistego donosit rowniez
Smith 1 wsp. (cyt. za 5). Z kolei Sachanowicz i wsp.
(18) zwrdcili uwage na znaczne zréznicowanie na po-
ziomie genomowym szczepoéw S. aureus pochodza-
cych z tego samego zrodta. Wskazuja na to rowniez
wyniki badan Kuzmy i wsp. (5-7), ktorzy analizowali
zrdznicowane szczepy gronkowca zlocistego izolowa-
ne od krow chorych na mastitis, z tym ze krowy te
pochodzity z r6znych stad.

Wykazana w badaniach wlasnych dominacja jedne-
go szczepu gronkowca ztocistego krazacego w anali-
zowanym stadzie kréw wskazuje na mozliwos$¢ trans-
misji szczepdw S. aureus z zakazonych ¢wiartek wy-
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mienia poprzez mleko na inne ¢wiartki, wy-
d miona, a nastgpnie kolejne krowy (3).
Swiadczy to o wysokiej zarazliwosci gron-
kowca ztocistego, wywotujacego zapalenie
gruczolu mlekowego u krow, co w bezpo-
sredni lub posredni sposob wykazywane jest
przez wielu badaczy zajmujacych sig mas-
titis na tle gronkowcowym (1, 3, 5, 8, 15).
Ponadto, obecno$¢ szczepow S. aureus o jed-
nakowym genotypie stanowiacych czynnik
etiologiczny mastitis u krow pochodzacych
zjednego stada, izolowanych w okresie kil-
ku miesigcy, moze wskazywac¢ na trudno-
$ci w ich eliminacji. Potwierdzaja to wyni-
ki badan Myllys i wsp. (11), wedlug kto-
rych szczepy gronkowca ztocistego o takim
samym genotypie moga by¢ izolowane
z mleka krow chorych na mastitis, zarow-
no przed leczeniem, jak i po jego zakon-
czeniu.

Zmiennos¢ fenotypowa bakterii uzasad-
nia coraz czg¢stsze wprowadzanie do diagno-
styki S. aureus metod molekularnych, takich
jak standardowy test PCR czy RAPD-PCR,
znacznie utatwiajacych detekcje oraz zwigk-
szajacych stopien dyskryminacji szczepow
izolowanych z tego samego lub réznych zrédet (4, 13,
16, 19, 25). Pereira i wsp. (15) stwierdzajq nawet, ze
typowanie molekularne szczepdw S. aureus jest nie-
zbedne do prawidlowego przeprowadzenia procesu
diagnostycznego. Przedstawiona w niniejszej pracy
procedura badawcza, oparta na teScie RAPD-PCR, jed-
noznacznie wskazuje na jego przydatnosc do wew-
natrzgatunkowej typizacji szczepow gronkowca zto-
cistego oraz mozliwos$¢ zastosowania w rutynowe;j
diagnostyce epidemiologicznej zapalenia gruczotu
mlekowego u kréw. Wykonane badania potwierdzaja
takze udziat jednego typu klonalnego szczepoéw S. au-
reus w etiologii mastitis u krow utrzymywanych w jed-
nym stadzie. Na dominujaca rolg szczepow S. aureus
reprezentuj acych takie same genotypy w Wywolywa-
niu zapalenia gruczotu mlekowego wskazuja takze inni
autorzy (5, 8, 18).
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