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Staphylococcus aureus stanowi jedn¹ z najczêst-
szych przyczyn zapalenia wymienia krów (3, 5, 7, 18).
Schorzenie to przyczynia siê do obni¿enia produkcji
mleka i pogorszenia jego jako�ci. Profilaktykê i tera-
piê mastitis utrudnia ró¿norodno�æ czynników etiolo-
gicznych (9). Szczepy gronkowca z³ocistego s¹ czêsto
izolowane z mleka krów z ostr¹ postaci¹ zapalenia
gruczo³u mlekowego, najczê�ciej jednak od zwierz¹t
nie wykazuj¹cych objawów klinicznych (1, 7). Zaka-
¿enia gronkowcowe s¹ wynikiem inwazji bakterii do
tkanek, a nastêpnie ich toksycznej i/lub enzymatycz-
nej aktywno�ci (17). Wielu autorów podkre�la rolê,
jak¹ w mastitis krów odgrywaj¹ wytwarzane przez te
patogeny pirogenne egzotoksyny o w³a�ciwo�ciach su-
perantygenów, do których nale¿¹ enterotoksyny gron-
kowcowe � SEs (staphylococcal enterotoxins) oraz tok-
syna zespo³u wstrz¹su toksycznego TSST-1 (toxic-
-shock syndrome toxin-1) (6, 7, 10, 22). Wykazano

tak¿e, i¿ zdolno�æ do wytwarzania tych toksyn, zw³asz-
cza enterotoksyny C (SEC) i toksyny TSST-1, nie jest
konieczna do wywo³ania mastitis (2, 26). Ze wzglêdu
na specyficzn¹ biologiê gronkowca z³ocistego, nie-
zmiernie wa¿n¹ rolê odgrywa dok³adne typowanie
szczepów (typizacja klonalna), u³atwiaj¹ce przeprowa-
dzenie szerszych badañ, w tym analizy czynników zjad-
liwo�ci (15, 16, 18, 24). Stosuj¹c analizê klonaln¹ mo¿-
na okre�liæ determinanty genetyczne opornych na pre-
paraty przeciwbakteryjne szczepów S. aureus, a tym
samym ustaliæ ich kr¹¿enie pomiêdzy organizmami
zwierz¹t i ludzi, ze wskazaniem na g³ówny rezerwuar
tych drobnoustrojów (20).

Wiarygodna identyfikacja i ró¿nicowanie szczepów
gronkowców (tak¿e w obrêbie gatunku) maj¹ istotne
znaczenie, zarówno z klinicznego, jak i epidemiolo-
gicznego punktu widzenia. Zastosowanie technik mo-
lekularnych, w tym testu RAPD-PCR (Randomly
Amplified Polymorphic DNA-PCR) s³u¿¹cego do lo-
sowej amplifikacji fragmentów bakteryjnego DNA,
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umo¿liwia przeprowadzenie dok³adnej analizy geno-
typowej, znacznie zwiêkszaj¹cej potencja³ diagnosty-
ki bakteriologicznej, w tym gronkowca z³ocistego (8,
13-16).

Celem badañ by³o przeprowadzenie analizy klonal-
nej (ustalenie pokrewieñstwa genotypowego) szcze-
pów S. aureus wyizolowanych z mleka krów chorych
na mastitis.

Materia³ i metody
Materia³ stanowi³o 48 szczepów S. aureus, wyizolowa-

nych z mleka 48 krów rasy holsztyno-fryzyjskiej z klinicz-
n¹ lub podkliniczn¹ postaci¹ mastitis. Szczepy te pocho-
dzi³y z kolekcji Katedry Immunologii i Mikrobiologii Aka-
demii Rolniczej w Szczecinie. Przechowywano je w temp.
�20°C w pod³o¿u Tryptone Soya Broth (Oxoid) z 10% gli-
cerolu.

Pochodzenie szczepów. Bakterie wyizolowano podczas
badañ prowadzonych od wrze�nia do grudnia 2004 r.,
w wielkotowarowym gospodarstwie zlokalizowanym w wo-
jewództwie zachodniopomorskim. Stado liczy³o 200 krów.
Szczepy S. aureus by³y wyosobniane z mleka 48 krów na
podstawie przeprowadzonego przez lekarza weterynarii
testu TOK oraz oceny stanu klinicznego wymienia. Krowy
by³y utrzymywane w systemie wolnostanowiskowym,
z boksami do le¿enia wy�cie³anymi trocinami, ze swobod-
nym dostêpem do wody i paszy.

Izolacja i oczyszczanie materia³u genetycznego. DNA
z komórek bakteryjnych wyekstrahowano przy u¿yciu go-
towego zestawu Genomic Mini AX Bacteria (A&A Bio-
technology, Gdynia), po uprzednim rozmro¿eniu i zwor-
teksowaniu hodowli, a nastêpnie zawieszeniu 50 µL ho-
dowli w 1 mL Tryptone Soya Broth i inkubacji w 37°C
przez 18 h.

Identyfikacja S. aureus przy u¿yciu PCR. Przynale¿-
no�æ systematyczn¹ badanych szczepów oznaczono na pod-
stawie obecno�ci specyficznych markerów genetycznych:
rodzajowego � gap i gatunkowego � nuc. Fragment genu
gap, koduj¹cego bia³ko wi¹¿¹ce transferynê oraz genu nuc,
koduj¹cego termostabiln¹ nukleazê, amplifikowano przy
u¿yciu starterów przygotowanych na podstawie prac Yugue-
rosa i wsp. (23) oraz Wilsona i wsp. (21), zgodnie z warun-
kami reakcji podanymi przez tych autorów. Badania te re-
alizowano wed³ug procedury przedstawionej we wcze�niej-
szym opracowaniu (12).

Test RAPD-PCR. Charakterystyczny profil amplifika-
cyjny (RAPD) dla poszczególnych izolatów uzyskano przy
u¿yciu starterów przygotowanych na podstawie pracy Rei-
noso i wsp. (16) oraz warunków PCR podanych przez tych
autorów, a tak¿e w oparciu o w³asn¹ optymalizacjê reakcji.
Jako najlepiej ró¿nicuj¹ce wybrano dwa 10-nukleotydowe
startery: OLP11 (5�-ACGATGAGCC-3�) i OLP13 (5�-
-ACCGCCTGCT-3�), zawieraj¹ce 60-70% par G-C i sek-
wencje niepalindromowe. Starterów u¿yto ³¹cznie, w celu
otrzymania wiêkszej liczby amplikonów oraz uzyskania po-
wtarzalno�ci wyników. Amplifikacjê prowadzono w mie-
szaninie reakcyjnej o objêto�ci 20 µL, zawieraj¹cej: 10,60 µL
wody dejonizowanej wolnej od nukleaz (Fermentas), 2 µL
10 × stê¿onego buforu dla Taq polimerazy z (NH4

)
2
SO

4
,

2,8 µL MgCl
2
 (3,5 mM), 2 µL ka¿dego z dNTP (0,2 mM),

0,4 µL (2 U) rekombinowanej polimerazy Taq DNA (Fer-
mentas), po 0,6 µL ka¿dego ze starterów (IBB PAN) w stê-
¿eniu koñcowym 3 µM oraz 1 µL 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 nastêpuj¹cych parametrów ampli-
fikacji: denaturacja wstêpna (94°C/5 min.), 40 cykli sk³a-
daj¹cych siê z: denaturacji (93°C/1 min.), przy³¹czania star-
terów (37°C/1,5 min.) i wyd³u¿ania (72°C/1 min.) oraz
koñcowe wyd³u¿anie starterów (72°C/8 min.). Reakcjê PCR
przeprowadzano dwukrotnie, celem potwierdzenia powta-
rzalno�ci wyników.

Detekcja produktów RAPD-PCR. Produkty amplifi-
kacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu agarozo-
wym (Prona), wybarwianym 1% wodnym roztworem brom-
ku etydyny (Merck) (2,5 µL EtBr/80 mL ¿elu), w aparacie
Sub-Cell GT Wide Mini z zasilaczem PowerPac Basic (Bio-
Rad). Mieszaniny reakcyjne nanoszono na ¿el w ilo�ci 12 µL,
po uprzednim wymieszaniu z 2 µL 6 × stê¿onego buforu
obci¹¿aj¹cego (Fermentas). Rozdzia³ elektroforetyczny pro-
wadzono w buforze 1 × TBE (Bio-Rad), przy sta³ym na-
piêciu 100 V (5 V/1 cm ¿elu) przez 60 min. Amplikony
porównywano 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 u¿yciu systemu do dokumentacji i ana-
lizy ¿eli � IG/LHR InGenius LHR (Syngene).

Analiza klonalna szczepów S. aureus. Pokrewieñstwo
genotypowe badanych szczepów oznaczano na podstawie
liczby i masy molekularnej uzyskanych amplikonów RAPD,
przy u¿yciu metody par skojarzonych z zastosowaniem �red-
niej arytmetycznej (UPGMA � unweighted pair group me-
thod with arithmetic mean) oraz wspó³czynnika podobieñ-
stwa Jaccarda, wykorzystuj¹c oprogramowanie GeneTools
(Syngene).

Walidacja testu RAPD-PCR. Specyficzno�æ i powta-
rzalno�æ testu RAPD-PCR wykazano przeprowadzaj¹c re-
akcjê z DNA referencyjnych szczepów S. aureus PCM 2054
i S. aureus PCM 502 (kolekcja PCM, Instytut Immunologii
i Terapii Do�wiadczalnej we Wroc³awiu). Ka¿dorazowo
wykonywano tak¿e reakcje RAPD-PCR bez matrycy DNA,
stanowi¹ce kontrole negatywne reagentów PCR.

Wyniki i omówienie
W wyniku reakcji RAPD-PCR, przeprowadzanej

jednocze�nie z dwoma starterami, ka¿dorazowo uzys-
kiwano jeden powtarzalny wzór 6 produktów amplifi-
kacji, o masie molekularnej w zakresie od 230 do 1000
pz. Zastosowane w te�cie RAPD-PCR startery, ³¹cz¹c
siê losowo z mniej lub bardziej homologicznymi sek-
wencjami DNA szczepów S. aureus, utworzy³y w wy-
niku amplifikacji, a nastêpnie rozdzia³u elektrofore-
tycznego, charakterystyczny uk³ad pr¹¿ków zdefinio-
wany jako �profil RAPD-PCR� (profil genotypowy
szczepów gronkowca z³ocistego) (ryc. 1). Interpreta-
cja wyniku rozdzia³u elektroforetycznego, polegaj¹ca
na porównaniu po³o¿enia amplikonów wzglêdem mar-
kera mas molekularnych (GeneRuler� DNA Ladder
Mix), ocenie ich intensywno�ci oraz analizie uzyska-
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nych danych, pozwoli³a na dok³adn¹ typizacjê bada-
nych izolatów. Du¿¹ warto�æ diagnostyczn¹ techniki
RAPD oraz jej zastosowanie w epidemiologii chorób
zaka�nych, w tym mastitis na tle gronkowca z³ociste-
go, prezentowano w licznych opracowaniach (13-16,
24). Analiza obrazu elektroforetycznego produktów
RAPD-PCR przeprowadzona metod¹ par skojarzonych
(UPGMA) ze wspó³czynnikiem podobieñstwa Jac-
carda, dowiod³a, i¿ wszystkie analizowane szczepy
S. aureus wykaza³y identyczno�æ na poziomie geno-
mu (wzajemna korelacja genotypowa na poziomie
100%). W �wietle uzyskanych danych ustalono, ¿e
mastitis krów na tle gronkowca z³ocistego w badanym
stadzie wywo³ane zosta³o przez jeden typ klonalny tej
bakterii. Zbli¿one wyniki uzyskali autorzy, którzy przy
u¿yciu techniki PCR-fingerprinting przeprowadzali ge-
notypowanie szczepów S. aureus wyizolowanych od
krów pochodz¹cych z jednego lub kilku stad (cyt. za
18). O epidemii mastitis u krów wywo³anej przez je-
den szczep gronkowca z³ocistego donosi³ równie¿
Smith i wsp. (cyt. za 5). Z kolei Sachanowicz i wsp.
(18) zwrócili uwagê na znaczne zró¿nicowanie na po-
ziomie genomowym szczepów S. aureus pochodz¹-
cych z tego samego �ród³a. Wskazuj¹ na to równie¿
wyniki badañ Ku�my i wsp. (5-7), którzy analizowali
zró¿nicowane szczepy gronkowca z³ocistego izolowa-
ne od krów chorych na mastitis, z tym ¿e krowy te
pochodzi³y z ró¿nych stad.

Wykazana w badaniach w³asnych dominacja jedne-
go szczepu gronkowca z³ocistego kr¹¿¹cego w anali-
zowanym stadzie krów wskazuje na mo¿liwo�æ trans-
misji szczepów S. aureus z zaka¿onych æwiartek wy-

mienia poprzez mleko na inne æwiartki, wy-
miona, a nastêpnie kolejne krowy (3).
�wiadczy to o wysokiej zara�liwo�ci gron-
kowca z³ocistego, wywo³uj¹cego zapalenie
gruczo³u mlekowego u krów, co w bezpo-
�redni lub po�redni sposób wykazywane jest
przez wielu badaczy zajmuj¹cych siê mas-
titis na tle gronkowcowym (1, 3, 5, 8, 15).
Ponadto, obecno�æ szczepów S. aureus o jed-
nakowym genotypie stanowi¹cych czynnik
etiologiczny mastitis u krów pochodz¹cych
z jednego stada, izolowanych w okresie kil-
ku miesiêcy, mo¿e wskazywaæ na trudno-
�ci w ich eliminacji. Potwierdzaj¹ to wyni-
ki badañ Myllys i wsp. (11), wed³ug któ-
rych szczepy gronkowca z³ocistego o takim
samym genotypie mog¹ byæ izolowane
z mleka krów chorych na mastitis, zarów-
no przed leczeniem, jak i po jego zakoñ-
czeniu.

Zmienno�æ fenotypowa bakterii uzasad-
nia coraz czêstsze wprowadzanie do diagno-
styki S. aureus metod molekularnych, takich
jak standardowy test PCR czy RAPD-PCR,
znacznie u³atwiaj¹cych detekcjê oraz zwiêk-
szaj¹cych stopieñ dyskryminacji szczepów

izolowanych z tego samego lub ró¿nych �róde³ (4, 13,
16, 19, 25). Pereira i wsp. (15) stwierdzaj¹ nawet, ¿e
typowanie molekularne szczepów S. aureus jest nie-
zbêdne do prawid³owego przeprowadzenia procesu
diagnostycznego. Przedstawiona w niniejszej pracy
procedura badawcza, oparta na te�cie RAPD-PCR, jed-
noznacznie wskazuje na jego przydatno�æ do wew-
n¹trzgatunkowej typizacji szczepów gronkowca z³o-
cistego oraz mo¿liwo�æ zastosowania w rutynowej
diagnostyce epidemiologicznej zapalenia gruczo³u
mlekowego u krów. Wykonane badania potwierdzaj¹
tak¿e udzia³ jednego typu klonalnego szczepów S. au-
reus w etiologii mastitis u krów utrzymywanych w jed-
nym stadzie. Na dominuj¹c¹ rolê szczepów S. aureus
reprezentuj¹cych takie same genotypy w wywo³ywa-
niu zapalenia gruczo³u mlekowego wskazuj¹ tak¿e inni
autorzy (5, 8, 18).
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