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Wtasciwosci genotypowe bakterii izolowanych
Z btony Sluzowej gornych drog oddechowych koni
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Genotyping of bacteria isolated from nasal mucosa of the upper respiratory tract of horses

Summary

The aim of the study was to compare genetic profiles of selected bacterial groups isolated from nasal
mucosa of horses with upper respiratory tract infections. The RAPD method with the use of a commercial test
(Ready-To-Go RAPD Analysis Kit, Amersham Pharmacia Biotech, USA) was used in the study. The represen-
tative group of bacterial strains isolated from different horse farms in our earlier studies was subjected to the
analysis of the genetic polymorphism. At the preliminary stage all isolates were phenotypically characterized.
In total 26 strains of Staphylococcus xylosus, 25 strains of Staphylococcus sciuri, 7 strains of Staphylococcus
lentus and 15 strains of Bordetella bronchiseptica were examined. The biggest genetic differentiation
was shown within the strains of the St. lentus species, in which 4 different RAPD patterns within 7 strains
examined were found (57.1%). In other bacterial species polymorphism of 40%, 53.8% and 26.7% was found
in the case of St. sciuri, St. xylosus and B. bronchiseptica respectively. The results showed prominent genetic
differentiation within coagulase-negative staphylococci isolated from horses, mainly in St. xylosus species.
They also presented different biochemical properties. In contrast, B. bronchiseptica strains constituted
a relatively uniform bacterial group both from the genetic perspective as well as based on their phenotypic

properties.
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Mozliwo$¢ $ledzenia zrodta zakazenia w przypad-
ku chorob szerzacych si¢ droga tancuchowo-kontak-
towa jest jednym z warunkow przeciwdziatania roz-
przestrzenianiu si¢ infekcji w obregbie populacji. W sto-
sowanych do tego celu badaniach epidemiologicznych
wykorzystywane sa rozne systemy typowania drobno-
ustrojow, pozwalajace ustali¢ tozsamos¢ izolowanych
w ognisku choroby szczepdw oraz ich pokrewienstwo.
Dobry system typowania bakterii powinien spetnia¢
okreslone kryteria (7, 11, 12, 16-18). Stosowana me-
toda powinna by¢ powtarzalna dyskryminujaca oraz
fatwa do wykonania i interpretacji. Podstawowy po-
dziat metod typowania drobnoustrojéw uwzglednia
techniki fenotypowe 1 genotypowe (11, 16-18). Pierw-
sza grupa metod, oceniajaca produkty ekspresji genow
limitowana jest mozliwos$cia wystgpowania zmian
okreslonych cech zaleznie od warunkdéw wzrostu drob-
noustrojow, fazy namnazania oraz czgsto$ci wystepo-
wania spontanicznych mutacji (16). Wyniki typowa-
nia uzyskiwane z uzyciem metod genotypowych
W znacznie mniejszym stopniu obciazone sa bigdem
zwiazanym z naturalna zmiennoscia badanych cech
(17). Ograniczony wpltyw na nie moga mie¢ jednak
takie zjawiska, jak: insercja lub delecja fragmentow

DNA w obrebie chromosomu, pozyskiwanie lub utra-
ta przez komorke pozachromosomalnego DNA, a tak-
ze przypadkowe mutacje przyczyniajace sig do two-
rzenia lub eliminacji miejsc restrykcyjnych (17, 18).

Jedna z szerzej wykorzystywanych ostatnio metod
genotypowania bakterii jest odmiana fancuchowe;j re-
akcji polimerazowej (PCR), polegajaca na zastosowa-
niu w reakcji amplifikacji jednego krotkiego startera,
niewykazujacego komplementarnosci do jakiejkolwiek
specyficznej sekwencji w obrgbie genomowego DNA
(4, 8, 12, 17). W warunkach niskiej temperatury hyb-
rydyzacji (annealing) starter przylacza si¢ w roznych
przypadkowych miejscach do chromosomu bakteryj-
nego oraz inicjuje syntezg nici DNA. Przy zachowa-
niu niewielkiej odleglo$ci pomigdzy starterami synte-
tyzowanych jest kilka fragmentéw DNA, podlegaja-
cych amplifikacji w kolejnych cyklach I‘eakCJl (AP-
-PCR, RAPD). Po zakonczeniu reakcji w rozdziale
elektroforetycznym widoczne sa prazki amplifikowa-
nego DNA, ktorych liczba oraz masa sa charakterys-
tyczne dla danego szczepu bakterii.

Celem badan byto poréwnanie profili genetycznych
wybranych grup bakterii izolowanych z btony §luzo-
wej nosa koni chorujacych z objawami zapalenia gor-
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nych drég oddechowych. W badaniach wykorzystano
metode RAPD z uzyciem przypadkowych starteréw.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Analiza polimorfizmu genomowe-
g0 objeto reprezentatywna grupg szczepow bakteryjnych
wyizolowanych od koni we wczesniejszych badaniach ze
srodowisk, w ktorych notowano przypadki zakazen gornych
drog oddechowych (2). Wszystkie badane izolaty zostaty
wstepnie scharakteryzowane pod wzgledem podstawowych
cech fenotypowych (2, 3). Ogéltem przebadano 26 szcze-
pow Staphylococcus xylosus, 25 szczepow Staphylococcus
sciuri, 7 szczepow Staphylococcus lentus 1 15 szczepow
Bordetella bronchiseptica.

Izolacja genomowego DNA. Izolacjg DNA wykonywa-
no metoda fenolowo-chloroformowa, wg procedury opra-
cowanej w ENVL, Francja (2). Badany szczep wysiewano
na dwie ptytki Petriego z podtozem Mueller-Hintona i in-
kubowano w temperaturze 35°C przez 18-20 godzin. Ko-
lonie z jednej lub dwoch ptytek zawieszano w 5 ml bu-
foru TES (Tris-HCIl, EDTA, NaCl, pH = 8,0). Do zawiesi-
ny dodawano 100 pl lizozymu (10 mg/ml, Sigma, USA)
i 100 pl RN-azy (Ribonuclease A, 10 mg/ml, Sigma, USA)
oraz, w przypadku bakterii Gram-dodatnich, 100 pl lizo-
stafiny (Lysostaphyne, 5 mg/ml, Sigma, Niemcy). Zawie-
sing inkubowano w tazni wodnej z wytrzasarka w tempera-
turze 37°C przez 1 godzing. Nastgpnie dodawano 250 pl
10% SDS, energicznie mieszano przez 10 sekund i inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez 1 godzing. Po inkubacji
dodawano 100 pl proteinazy K (Proteinase K, 10 mg/ml,
Sigma, USA) i ponownie inkubowano w temperaturze 50°C
przez 1,5 godziny. Po inkubacji probke poddawano dwukrot-
nej ekstrakcji przy uzyciu mieszaniny fenol-chloroform—
—alkohol izoamylowy oraz precypitacji etanolowej. Wytra-
cony DNA przenoszono do probowki typu Eppendorf, za-
wieszano w 250 pl wody (miliQ) i pozostawiano do uwod-
nienia w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Kon-
centracj¢ DNA okreslano spektrofotometrycznie (Bioblock
Scientific, Milton Roy, Francja), przy dtugosci fali A =260 nm,
przyjmujac, ze jedna jednostka absorbancji (10D, ) od-
powiada 50 pg dwuniciowego DNA w 1,0 ml roztworu.
W celu kontroli czysto$ci wyizolowanego DNA oraz jego
integralnosci 10 pl zawiesiny kwasu nukleinowego podda-
wano elektroforezie w 0,8% zelu agarozowym (90 mV, 1 go-
dzina, 1 x TAE). Wyizolowany kwas nukleinowy przecho-
wywano w stanie zamrozenia w temperaturze —20°C.

Analiza polimorfizmu genomowego DNA drobno-
ustrojow. Polimorfizm genomowego DNA wyizolowanych
szczepOw bakteryjnych w obrebie gatunku badano metoda
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) PCR, przy
uzyciu komercyjnego zestawu odczynnikoéw (Ready-To-Go
RAPD Analysis Kit, Amersham Pharmacia Biotech, USA).
Sktad jednostkowej mieszaniny reakcyjnej RAPD PCR byt
nastepujacy:

— liofilizat standaryzowanej mieszaniny, zawierajacej
polimerazg AmpliTAQ® i fragment Stoffela, 0,4 mM kaz-
dego z ANTPs, 2,5 pl BSA, bufor dla polimerazy (3 mM
MgCl,, 30 mM KCl, 10 mM Tris, pH = 8,3),

— 5 pl startera (5 pmol/pul) — do wyboru jeden z 6: Star-
ter 1: 5> GGTGCGGGAA 3’; Starter 2: 5 GTTTCGCTCC
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3’; Starter 3: 5> GTAGACCCGT 3’; Starter 4: 5°
AAGAGCCCQGT 3’; Starter 5: 5> AACGCGCAAC 3’; Star-
ter 6: 5 CCCGTCAGCA 3,

— 40 ng DNA i woda destylowana do 25 pl.

Wyboru startera dokonywano w oparciu o oceng wyni-
koéw reakcji RAPD PCR przeprowadzonych z uzyciem po-
szczeg6lnych starterOw na tej samej matrycy DNA. Do
wiasciwego badania wybierano starter, ktory dawat wzor
RAPD sktadajacy si¢ z 5-10 wyraznie oddzielonych praz-
kow. Kazdorazowo wykonywano probg kontrolna negatyw-
na, przygotowujac mieszaning reakcyjnag bez DNA oraz
kontrole wewngtrzng odczynnikowa, w ktorej badany DNA
zastgpowano kwasem nukleinowym izolowanym z E. coli
(3 pl, 10 ng/pl), a jako starter reakcji wykorzystywano oli-
gonukleotyd 2. Warunki reakcji byly nastgpujace: denatu-
racja wstepna — 95°C, 5 minut, 45 cykli o nastgpujacych
parametrach: denaturacja DNA — 95°C, 1 minuta, wigza-
nie startera — 36°C, 1 minuta, wydtuzanie startera — 72°C,
2 minuty. Uzyskiwane produkty RAPD PCR schitadzano
do temperatury 4°C i przechowywano w —20°C. W celu
analizy produktow reakcji wykonywano elektroforeze w 1%
zelu agarozowym, w buforze 1 X TAE (czas 3 godziny, na-
pigcie 100 V). Po zakonczeniu reakcji zele barwiono w roz-
tworze bromku etydyny (1 pg/ml w 1 x TBE), ogladano
w $wietle promieni UV i wykonywano dokumentacjg foto-
graficzng przy uzyciu aparatu Polaroid. Wielko$¢ prazkow
oceniano wzgledem profilu RAPD E. coli/starter 2 oraz
wzorca masowego (100 bp DNA, Fermentas, Litwa).

W analizie wynikow badan witasnych, dotyczacych in-
terpretacji profilow RAPD badanych szczepoéw bakteryj-
nych wykorzystano system oznaczania typow i podtypow,
w obrebie poszczegblnych gatunkéw drobnoustrojow, za-
proponowany przez Tenover i wsp. (17, 18). Uwzglednia-
jac te zalecenia oraz przyjeta terminologig epidemiologicz-
na, szczepy rozniace si¢ miedzy soba maksymalnie 4 praz-
kami grupowane byly w obrgbie odrgbnych typow i okres-
lane mianem $cisle spokrewnionych. Izolaty o zblizonych
profilach genetycznych, ale rézniace si¢ od pierwowzoru,
charakterystycznego dla typu, liczba oraz masa prazkow
DNA okres$lane byly mianem podtypow.

Wyniki i omowienie

Profile RAPD badanych izolatéw, pochodzacych
z poszczegblnych srodowisk, prezentuja tabela 1 i ry-
ciny 1, 2, 3, 4. Z analizy danych zawartych w tabeli
oraz na rycinach wynika, ze najwigksze zréznicowa-
nie genetyczne wystgpowalo w obregbie gatunku Sta-
phylococcus lentus, w przypadku ktorego uzyskano
4 r6zne wzory RAPD na 7 badanych szczepow
(57,1%). W obrebie pozostatych gatunkéw bakterii
stwierdzono polimorfizm rzedu, odpowiednio, 40%
dla Staphylococcus sciuri, 53,8% dla Staphylococcus
xylosus, 26,7% dla Bordetella bronchiseptica. Zgod-
nie z zaleceniami dotyczacymi interpretacji wynikow
badan genotypowych, podanymi przez Tenover i wsp.
(17, 18), w obrebie izolatow Staphylococcus xylosus
mozna wyrozni¢ 5 podstawowych typdw, do ktorych
naleza szczepy rozniace si¢ miedzy soba maksymal-
nie 4 prazkami. W obrebie typu A wyrézniono podty-
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Tab. 1. Profile lekowrazliwosci i genotypowe wybranych bakterii izolowanych z blony §luzowej gérnych drog oddechowych

koni
Nt szczepu N fermy Antvbiolx:(mr:iliwoéé l:;:f-i;:dAt;,pD Nt szezepu Nt fermy Antvhiol:lr(m)r:iliwoéé I:;:f-i;:dAt;pD
Bordetella bronchiseptica Staphylococcus xylosus

1 v 1 B2 1 [T 3 13

2 v 2 B2 2 I 6 D 10

3 v 2 B2 3 I 4 A5

4 v 2 A1 4 I 3 A9

5 v 2 B2 5 I 3 B2

6 v 2 B2 6 I 9 A5

7 v 2 B2 7 I 10 A9

8 vi 3 B2 8 I 4 D 10

9 vi 3 B2 9 I 7 C 11

10 vi 4 B3 10 I 7 A5

11 vi 4 B3 11 Iv 13 B2

12 v 5 B 4 12 Iv 2 B3

13 v 5 B 4 13 IV 1 E4

14 v 5 B4 14 Iv 3 A5

15 v 5 B 4 15 IV 12 A1
Staphylococcus sciuri 16 IX 16 A5

1 vi 1 A1 17 IX 11 A5

2 vi 1 A1 18 v 4 AT

3 IX 2 A2 19 v 8 BS

4 IX 3 A3 20 Vi 14 B6

5 X 2 A1 21 Vi 15 B3

6 X 3 A2 22 Xi 7 E12

7 X 2 A1 23 [ 5 C13

8 v 1 A4 24 Il 3 C 14

9 v 4 A1 25 [ 3 B8

10 v 4 A1 26 vil 3 13

1 v 5 B5 Staphylococcus lentus

12 v 6 B 6 1 IX 1 A1

13 v 2 B5 2 IX 2 A1

14 v 2 B5 3 [ 3 B2

15 v 6 C7 4 I 4 A3

16 v 7 A1 5 vil 5 A4

17 v 7 A1 6 vil 3 A3

18 I 2 A8 7 vil 6 A1

19 I 8 A9

20 I 9 A2 py Al, A5, A71 A9, w obrgbie typu B — podtypy B2,

- | T T B3, B6 1 BS, W obrebie typu C — podtypy Cll1, C1.3

1 C14, w obrebie typu D — podtyp D10 i w obregbie

= | 11 A 10 typu E —podtypy E4 i E12. Podobnie wérdd szczepow

23 I 11 A4 Staphylococcus sciuri wyrdzniono typ A — z podtypa-

21 " 12 c7 mi Al, A4, A8, A9 i1 Al0, typ B — z podtypami B5

25 | ” 2 1B6, typ C — z podtypem C7. W obrebie szczepdw

Staphylococcus lentus wyrdzniono typ A oraz podty-
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Ryec. 1. Profil RAPD . sciuri; starter 1, M — marker masowy
(50 bp Promega); C — E. coli/starter 2; nr 1-2 — ferma VI;
nr 3-4 — ferma IX; nr 5-7 — ferma X; nr 8-10 — ferma IV;
nr 11-17 — ferma V; nr 18-21 — ferma I; nr 22-25 — ferma I
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Ryec. 3. Profil RAPD S. xylosus; starter 5, M — marker maso-
wy (50 bp Promega); C — E. coli/starter 2; N — proba odczyn-
nikowa ujemna; nr 1 — ferma III; nr 2-10 — ferma I; nr 11-15
— ferma IV; nr 16-17 — ferma IX; nr 18-19 — ferma V; nr 20-21
— ferma VI; nr 22 — ferma XI; nr 23-25 — ferma II, nr 26 —
ferma VII

py Al, A3 i A4 oraz typ B — z podtypem B2, nato-
miast wsrod szczepdw Bordetella bronchiseptica
wyodrebniono typ A — z podtypem Al oraz typ B —
z podtypami B2, B3 i B4.

Wsréd szczepdw Staphylococcus xylosus najliczniej
wystepowatl typ A (10 szczepdéw) oraz podtyp AS
(6 szczepow). W poszczegdlnych fermach od zwierzat
izolowano drobnoustroje, ktére mozna zaszeregowac
do jednego, dwoch, trzech lub czterech typow. Bakte-
rie nalezace do jednego typu lub podtypu prezentowa-
ly r6zne cechy fenotypowe, z drugiej strony — szczepy
o takich samych cechach fenotypowych posiadaly roz-
ne profile RAPD. W obrgbie gatunku Staphylococcus
lentus dominowat typ A (6 szczepow), podtyp Al
(3 szczepy). W przypadku Staphylococcus sciuri byly
to, odpowiednio, typ A (19 szczepow) i1 podtyp Al
(8 szczepdw). Bakterie z rodzaju Bordetella bronchi-
septica najczesciej prezentowaty typ B (14 szczepow),

Ryec. 2. Profil RAPD S. lentus; starter 1, M — marker masowy
(50 bp Promega); C — E. coli/starter 2; N — préba odczynni-
kowa ujemna; nr 1-2 — ferma IX; nr 3-4 — ferma III; nr 5-7 —
ferma VII

M C 12 3 45 6 78 9101112131415 C M

Ryec. 4. Profil RAPD Bordetella bronchiseptica; starter 1,
M — marker masowy (50 bp Promega); C — E. coli/starter 2;
nr 1-7 — ferma IV; nr 8-11 — ferma VI; nr 12-15 — ferma V

podtyp B2. W jednej fermie stwierdzano wystegpowa-
nie jednego lub dwoéch podtypoéw. Podtyp B2 obej-
mowal 3 r6zne fenotypy lekowrazliwosci 1 dwa typy
biochemiczne. Podtypy Al i B4 byly zgodne z typem
opornosci na antybiotyki oraz typem biochemicznym
(2, 3).

Podstawowa korzy$cia, wynikajaca z typowania
drobnoustrojow jest, obok aspektu poznawczego, moz-
liwos¢ $ledzenia Zrddet 1 drog zakazenia oraz szerze-
nia infekcji, a takze ustalanie udziatu konkretnych ty-
pow zarazkoéw, odpowiedzialnych za wybuchy epide-
mii 1 endemii. Genotypowe metody badania drobno-
ustrojow staty si¢ niezbednym narz¢dziem w pracach
nad taksonomia i filogeneza bakterii, w prowadzeniu
dochodzenia epidemiologicznego oraz w diagnostyce
mikrobiologicznej. W odr6znieniu od klasycznych
metod fenotypowych daja one znacznie wigksze moz-
liwosci typowania mikroorganizmow, sa szybkie, po-
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wtarzalne oraz pozwalaja uniknaé ograniczen, zwia-
zanych z trudno$ciami w hodowli niektorych zaraz-
kéw (17). W odniesieniu do wielu patogennych drob-
noustrojow, takich jak Staphylococcus aureus, E. coli
czy Salmonella sp. gromadzone sa aktualnie dane o ge-
notypach wystgpujacych na danym terenie, co pozwa-
la na aktualizacj sytuacji epidemiologicznej, prog-
nozowanie wystapienia zakazen oraz opracowywanie
strategii zwalczania infekcji 1 profilaktyki swoistej (10,
11, 14, 16).

Chronologicznie najwczesniej wprowadzona meto-
da typowania bakterii byta technika z uzyciem bakte-
riofagéw (cyt. 1). Pomimo istotnych zalet metody ty-
powania z uzyciem kolekcji fagowych ma ona kilka
mankamentow, ktore uniemozliwiaja okreslenie typu
u wszystkich badanych szczepéw. Dodatkowo nakta-
daja si¢ tu problemy natury technicznej, w postaci do-
stgpu do specjalistycznych laboratoriow, w ktérych
takie badania mogtyby by¢ prowadzone.

Sposrod innych metod typowania drobnoustrojow
na uwagg zasluguja analiza profilow plazmidowych
oraz analiza restrykcyjna plazmidowego DNA bakte-
rii. Najnowsze metody typowania bakterii polegaja na
analizie restrykcyjnej chromosomalnego DNA, elek-
troforezie chromosomalnego DNA w zmiennym, pul-
sowym polu elektrycznym (PFGE) oraz wykorzysta-
niu reakcji PCR (18). Technika elektroforezy pulsa-
cyjnej okazuje si¢ szczegdlnie uzyteczna do réznico-
wania szczepOw, uznawanych za bardzo podobne
w oparciu o badania przy uzyciu innych metod (11).
Przyktadowo, metoda ta mozna wykazac, ze epidemia
wywolywana teoretycznie przez jeden szczep bakte-
ryjny w rzeczyw1st0501 przebiegata z udzialem kilku
réznych szczepow.

Pomimo stale powigkszajacego si¢ zasobu technik
laboratoryjnych, stuzacych do typowania bakterii oraz
mozliwosci ich wykorzystania w badaniach epidemio-
logicznych nie wszystkie opisane dotad metody zna-
lazty szersze zastosowanie w rutynowej praktyce kli-
nicznej. Przyktadowo, z punktu widzenia potrzeb
1 oczekiwan klinicznej epidemiologii, w odniesieniu
do szczepow MRSA wystarczajace moze si¢ okazaé
okreslenie profiléw antybiotykoopornosci zwazywszy,
ze wigkszo$¢ izolatow klinicznych gronkowcow wy-
kazuje in vitro opornos¢ na okreslony zestaw antybio-
tykéw. Trudno sig jednak nie zgodzi¢ z opinia, ze ozna-
czanie lekowrazliwos$ci gronkowcdow, jakkolwiek tech-
nicznie tatwe do wykonania, w rzeczywistos',ci dostar-
cza niewielu informacji na temat r6znic pomigdzy
poszczeglnymi szczepami. Uwaga ta szczegolnie

odnosi si¢ do izolatdbw MRSA, z ktorych wigkszosé
cechuje si¢ zblizong opornoscia wielolekowa. Niektore
metody biologii molekularnej sa w stanie réznicowaé
szczepy bakteryjne w stopniu wigkszym niz jest to
potrzebne 1 konieczne do mtynowych badan epide-
miologicznych. Wydaje si¢ zatem, ze rozwigzaniem
1dealnym byloby stosowanie kilku metod typowania
1 w oparciu o uzyskiwane wyniki wybor optymalne;.
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Celem genotypowania przeprowadzonego w ramach
badan wtasnych byto okreslenie stopnia zré6znicowa-
nia genetycznego szczepow bakteryjnych izolowanych
z klinicznych przypadkéw zapalenia gérnych drog
oddechowych koni, nalezacych do roznych gatunkow.
Wybdr RAPD jako metody badawczej podyktowany
byt tym, Ze skupia ona wigkszo$¢ zalet tej grupy tech-
nik, tj.: prostot¢ wykonania, szybko$¢ oraz wysoka
zdolnos$¢ roznicowania blisko spokrewnionych izola-
tow, a takze, po standaryzacji warunkéw reakcji, po-
wtarzalnos¢ (12, 17, 18).

Uzyskane wyniki wykazaty znaczne zr6znicowanie
genetyczne szczepdéw gronkowcoOw koagulazo-ujem-
nych, izolowanych od koni z zapaleniem gérnych drog
oddechowych. Dotyczy to zwlaszcza bakterii z gatun-
ku Staphylococcus xylosus. Drobnoustroje te cecho-
waty si¢ takze r6zna opornoscia na chemioterapeutyki
oraz ro6znymi wlasciwos$ciami biochemicznymi (2, 3).

W przeciwienstwie do gronkowcow bakterie z ga-
tunku Bordetella bronchiseptica stanowity stosunko-
wo jednorodng grupg drobnoustrojow, tak pod wzgle-
dem genotypu, jak i badanych cech fenotypowych.
Gdyby dalsze badania, uwzgledniajace wigksza licz-
be szczepdw, potwierdzity ten fakt, mogloby to stano-
wi¢ punkt wyjscia dla rozwazan dotyczacych immu-
noterapii tych zakazen.

Dane pismiennictwa wskazuja na mozliwo$¢ zasto-
sowania metody RAPD w badaniach genotypowych
r6éznych drobnoustrojow oraz w roznych celach. Tseng
1 wsp. (19) wykorzystali t¢ technikg¢ do réznicowania
szczepow E. coli, pochodzacych od ludzi oraz trzech
gatunkow zwierzat. W oparciu o uzyskane wyniki
stworzono bibliotekg, w ktorej unikatowe profile DNA
bakteryjnego pogrupowane zostaty w okreslone wzo-
ry gatunkowe. W przypadku wystapienia zachorowan
na tle E. coli mozliwe bgdzie okreslenie pochodzenia
gatunkowego izolowanych szczepow poprzez porow-
nanie ich profili RAPD ze wzorami zgromadzonymi
w bibliotece. Ma to istotne znaczenie dla ustalania
ludzkich i1 zwierzecych zrodet zakazenia oraz jest po-
mocne w okreslaniu drég szerzenia sig¢ infekcji, co
wykorzystywane jest w prowadzeniu dochodzenia
epidemiologicznego (15). Ten sam schemat postgpo-
wania wykorzysta¢ mozna takze do ustalania zrodta
zanieczyszczenia wody pitnej. Myllys 1 wsp. (9) oraz
Lipman 1 wsp. (6), stosujac metod¢ RAPD do analizy
genotypowej bakterii z gatunku Staphylococcus au-
reus, wykazali, ze zakazenia gruczotu mlekowego
bydta, wywotywane przez te drobnoustroje, maja cha-
rakter infekcji przewleklych, a w wielu przypadkach
nosicielstwo szczepow patogennych utrzymuje si¢ dtu-
gotrwale mimo podejmowanego leczenia. Pereira i wsp.
(13) wykorzystali metodg¢ RAPD do badania szczepow
gronkowca zlocistego, izolowanych od ludzi oraz
z przypadkow mastitis bydia. Autorzy wykazali duze
zrdznicowanie genetyczne w obrgbie gatunku oraz
powszechnos¢ wystepowania okreslonych typow za-
razka, niezalezne od regionu geograficznego i gatun-
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ku gospodarza. Hermans i wsp. (5) dzigki zastosowa-
niu metody RAPD dokonali zréznicowania chorobo-
tworczych i mato zjadliwych szczepéw gronkowca
zlocistego, izolowanych od krolikow. Uzyskane w tych
badaniach wyniki maja stanowi¢ podstaweg eliminacji
z hodowli zwierzat zakazonych, bgdacych nosiciela-
mi szczepow wirulentnych.

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki analizy
genotypowej moga, podobnie jak w pracy Tseng i wsp.
(19), stanowi¢ poczatek tworzenia bazy danych o ge-
notypach bakterii izolowanych od koni, zwlaszcza tych
o niekwestionowanym znaczeniu klinicznym, stano-
wiacych przyczyng trudnych do diagnozowania i tera-
pii zakazen w obrebie gornych drog oddechowych.
OijCie badaniami genotypowymi wiqkszej liczby
szczepow bakteryjnych mogloby zaowocowac w przy-
szto$ci opracowaniem krajowego preparatu do swo-
istej immunoprofilaktyki bakteryjnych zakazen gor-
nych drog oddechowych koni.
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