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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa sposob i kompozycja diagnostyczna do wykrywania mastitis wywoty-
wanego przez E. coli, S. uberis, S. agalactiae lub S. aureus.

Zapalenie wymion u krow (mastitis) stanowi istotny problem weterynaryjny, generujac milionowe
straty finansowe wsréd hodowcédw bydta [1]. Szacuje sie, ze w krajach uznawanych za lideréw w pro-
dukcji mleka, mastitis diagnozowane jest nawet u 20% kréw [2]. Z kolei straty ekonomiczne generowane
w nastepstwie wystepowania klinicznej formy mastitis moga dla kazdej farmy wynosi¢ nawet 76 000
USD miesiecznie [3]. Niniejsze straty powodowane sg przede wszystkim zmniejszeniem ilosci pozyski-
wanego mleka, pogorszeniem jego jakosci, ale takze moga wynikaé z koniecznosci odizolowania cho-
rych zwierzat na czas leczenia, w ktérym to zwierzeta nie tylko nie produkuja mleka, ale takze wymagaja
leczenia [1].

Wsrdd najczestszych patogendw wywotujacych mastitis wymienia sie bakterie, takie jak: Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Coryne-
bacterium bovis, Mycoplasma bovis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, ale takze grzyby i glony
(4, 5].

Mastitis moze przyjmowacé forme subklinicznej, klinicznej badZ chronicznej infekcji. Forma ta za-
lezy miedzy innymi od czynnika etiologicznego, wieku, rasy, odpornosci zwierzecia oraz statusu lakta-
cyjnego. Najrzadziej opisywana jest forma chroniczna, ale prowadzi ona do trwatego zapalenia gruczotu
mlekowego. Najbardziej niebezpieczna jest forma kliniczna, ktéra rozpoznawana jest na podstawie wi-
docznych i namacalnych objawdéw, takich jak: goraczka, obrzek, bdl i zaczerwienienie gruczotu mleko-
wego, ponadto zmniejszeniu ulega ilosci produkowanego mleka, a takze pojawiaja sie zmiany w jego
wygladzie. Z kolei forma subkliniczna generuje najwieksze straty w przemysle mleczarskim, a jest to
zwigzane z brakiem widocznych objawéw [6, 7, 8].

Obecnie diagnostyka mastitis oparta jest gtéwnie na szybkich testach umozliwiajacych osza-
cowanie liczby komérek somatycznych (ang. somatic cell count, SCC) w prébce badanego mleka
krowiego. Metoda ta pozwala na szybkie uzyskanie diagnozy i, co najwazniejsze — testy te mozliwe
sa do wykonania bezposrednio przy zwierzeciu. Jest to ich jeden z wazniejszych atutéw, z uwagi
na terenowy charakter pracy lekarzy weterynarii. Nie mniej jednak, kluczowym ograniczeniem tej
metody jest brak mozliwosci identyfikacji czynnika etiologicznego. Brak wiedzy na temat patogenu
wywotujacego infekcje uniemozliwia z kolei wprowadzenie celowanej terapii antybiotykowej, a to
moze mie¢ wptyw na wzrost odsetka wielolekoopornych szczepdw bakteryjnych, co stanowi rosnacy
problem na swiecie.

Powszechnie stosowane metody umozliwiajace identyfikacje czynnika etiologicznego, tj. metody
hodowlane, molekularne, serologiczne czy spektrometryczne (m.in. MALDI-ToF), sa bardziej czaso-
chtonne, wymagaja specjalistycznego sprzetu i wykwalifikowanego personelu, a takze niejednokrotnie
uzyskane wyniki sa trudne w jednoznaczne;j interpretacji. Jednakze, co najistotniejsze, nie moga zostaé
przeprowadzone poza laboratorium, co znacznie ogranicza ich uzytecznosé¢ w diagnostyce choréb
bydia.

Zgtoszenie patentowe US2003073073A1 obejmuje multipleksowy test immunochromatograficzny
(lateral flow assay, LFA) do diagnostyki mastitis zaréwno u kroéw, jak i innych mlecznych zwierzat. Dla
Staphylococcus aureus zastrzezono m.in. biatko fibronectin binding protein, ktérego wariant A zgto-
szono w niniejszym wniosku. Dla pozostatych gatunkéw (E. coli, S. agalactiae, S. uberis) nie uwzgled-
niono takich samych biatek.

Zgtoszenie patentowe W02019216775A1 opisuje réwniez test LFA do multipleksowej diagnostyki
mastitis, ale obejmuje inne antygeny.

Zgtoszenie patentowe US2005260695A1 obejmuje immunodiagnostyke mastitis w oparciu
o m.in. laktoferyne.

Patent US9556281B2 dotyczy biatka A (SpA) dla Staphylococcus aureus, jako antygenu wyko-
rzystywanego w leczeniu i prewencji w infekcjach wywotanych przez te bakterie.

Zgtoszenie patentowe CA2270404A1 obejmuje marker diagnostyczny dla Streptococcus uberis
— lactoferrin binding protein, ktére nie znajduje sie w puli biatek objetych wnioskiem.

Z kolei zgtoszenie patentowe EP1532253A1 opisuje komponent szczepionki przeciwko Strepto-
coccus uberis w postaci biatek o masie ok. 22 kDa.

Celem wynalazku jest dostarczenie tatwego do przeprowadzenia, nawet w warunkach polowych,
testu diagnostycznego ktéry bedzie jednoczesnie spetniat nastepujace wymogi:
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— bedzie zapewniat mozliwo$¢ jednoczesnej identyfikacji czterech gatunkéw bakterii, tj. Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis i Escherichia coli, be-
dacych jednymi z najczesciej izolowanych gatunkéw wywotujacych zapalenie wymion,

— czas wykonania testu i oczekiwania na wynik nie przekroczy 20 minut,

— test bedzie zapewniat wysoka czuto$¢ i specyficzno$¢, wynoszace co najmniej 80%,

— test bedzie mozliwy do wykonania terenowo, bezposrednio przy zwierzeciu i przez osobe
niewykwalifikowana w zakresie diagnostyki/medycyny weterynaryjnej (np. hodowce).

Nieoczekiwanie okreslony powyzej cel zostat osiagniety w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposob wykrywania mastitis wywotywanego przez E. coli, S. ubetis,

S. agalactiae lub S. aureus, znamienny tym, ze w probce materiatu biologicznego, zwtaszcza mleka,
pobranego z wymienia testowanej krowy bada sie obecnos¢ nastepujacych antygendw:

— pochodzacego z E. coli biatka ompA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 1:

MKKTATAIAVALAGFATVAQAAPKDNTWYTGAKLGWSQYHDTGFINNNGPTHENQ
LGAGAFGGYQVNPYVGFEMGYDWLGRMPYKGSVENGAYKAQGVQLTAKLGYPIT
DDLDIYTRLGGMVWRADTKSNVYGKNHDTGVSPVFAGGVEYAITPEIATRLEYQWT
NNIGDAHTIGTRPDNGMLSLGVSYRFGQGEAAPVVAPAPAPAPEVQTKHFTLKSDVL
FNFNKATLKPEGQAALDQLYSQLSNLDPKDGSVVVLGYTDRIGSDAYNQGLSERRA
QSVVDYLISKGIPADKISARGMGESNPVTGNTCDNVKQRAALIDCLAPDRRVEIEVKG
IKDVVTQPQA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-

8rod Sekw. Id. Nr 5-13,
— pochodzacego z S. uberis biatka EF-Tu o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 2:

MAKEKYDRSKPHVNIGTIGHVDHGKTTLTAAITTVLARRLPTSVNQPKDYASIDAAP
EERERGITINTAHVEYETETRHYAHIDAPGHADY VKNMITGAAQMDGAILVVASTDG
PMPQTREHILLSRQVGVKHLIVFMNKIDLVDDEELLELVEMEIRDLLSEYDFPGDDLP
VIQGSALKALEGDSKYEDIIMELMKTADEYIPEPERDTDKPLLLPVEDVFSITGRGTVA
SGRIDRGTVRVNDEIEIVGIKEETKKAVVTGVEMFRKQLDEGLAGDNVGILLRGVQR
DEIERGQVIAKPGSINPHTKFKGEVYILSKDEGGRHTPFFNNYRPQFYFRTTDVTGSIE
LPAGTEMVMPGDNVTISVELIHPTIAVEQGTTFSIREGGRTVGSGIVSEIEA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-

$rod Sekw. Id. Nr 14-24,
— pochodzacego z S. agalactiae biatka ADA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 3:

MTQAVLKELAKAELHCHLDGSLSLPAIRKLANMADIILPSSDKELRKYVIAPAQTESL
VDYLKTFEFIRPLLOQTKEALRFAAYDVARQAALENVIYIEIRFAPEL SMDKGLTASDT

VLAVLEGLADAQKEFNIVARALVCGMRQSSHKTTKDIKHIVDLAPKGLVGFDFAGD
EFSYPTDSLVDLIQEVKRSGYPMTLHAGECGCAKHIADSLNLGIKRMGHVTALTGQR
DLIKRFVEEDVVAEMCLTSNLQTKAASSIQSFPY QELYDAGGKITINTDNRTVSDTNL
TKEYSLFVTYFGTKIEDFLVFNQNAVKASFTSDSEKDTLLHKLQENYDSYLK

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-

8rod Sekw. |d. Nr 25-32, oraz
— pochodzacego z S. aureus biatka FNnBPA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 4:

MKNSLRYGIRKHKLGAASVFLGTMIVVGMGQDKEAAASEQNTTVEENGNSATENKS
KQTTTNNVNNIDETQTYSATSTEQPSNATQVTAEAAPQAVEAPQTSQAPQKVQSTNV
ETVKEEVVKEEVQPQVKETARSQENSGDQRQVDLTPKKVTQNQGTEPQVEVAQPRT
VSESKPRVTRSTDVAEAKDASEIKGTDVTSKVTVESGSIEAPQGNK VEPHAGQRVVL
KYKLKFEKGLHKDDYFDFTLSNNVNTHGVSTARK VPDIKNGTVVMATGQLLGNGKI
RYTFTDYIDYKVNVTADLEINLFIDPKTVQSNGQQIITSTLNDKETRTTLPIQYNPGVS
NSYANVNGSIETFDKGNNKFTHVA YIKPQNGHK SDSVSITGTLTQGSKANGNAPTVK
VYEVLKDAKELPESVYANISDSTMFKDVTQEMKDKLK VENNGSYKLDIEKLEKSYVI
HYDGEYLSGSDQVNFRTHMFGYPEQQYKYYYTHLGYQLTWDNGLVLYSNKAKGD
GTNGTITESNNMTFDEEYGNGVITGQYDKNLVTTVEEEYDSSTLDIDYHTAIDGEGG
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YVDGYIETIEETDSSAIDIDYHTAVDSEAGHVGGY TESSEESNPIDFEESTHENSKHHA
DVVEYEEDTNPGGGQVTTESNLLEFDEESTKGIVTGAISDHTTVEDTKEYTTESNLIEL
VDELPEEHGQAQGPIEEITENNQHISHSGLGTENGHGNYGIVEEIEENSHVDIK SELGY
EGGQNIGNQSFEEDTEEDKPK YEQGGNIVDIDFDS VPQIQGQNKGDQSFEEDTEEDK P
KYEQGGNIVDIDFDSVPQIQGQNKGNQSFEEDTEKDKPK YEHGGNIIDIDFDSVPHIHG
FNKHTEIEEDTNKDKPSYQFGGHNSVDFEEDTLPQVSGQNEGQQTIEEDTTPPIVPPT
PPTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPTPPTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPTPPTP
EVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPPMPEIPAEPGKPVPPANEEPKKPSKPVEQGK VVTP
VIEINEKVKAVKPAKTSQSKK TELPETGGEETTNNGVLFGGLLSIIGLVLLRRNKKNH
KA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8rod Sekw. |d. Nr 33-51,
przy czym:

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z E. coli $wiadczy o zakazeniu wymienia

testowanej krowy gatunkiem E. coli wywotujacym mastitis,

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z S. uberis $wiadczy o zakazeniu wymienia

testowanej krowy gatunkiem S. uberis wywotujacym mastitis,

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z S. agalactiae swiadczy o zakazeniu wy-

mienia testowanej krowy gatunkiem S. agalactiae wywotujacym mastitis,
natomiast

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z S. aureus $wiadczy o zakazeniu wymienia

testowanej krowy gatunkiem S. aureus wywotujagcym mastitis.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja diagnostyczna do wykrywania mastitis wywo-
tywanego przez E. coli, S. uberis, S. agalactiae lub S. aureus, znamienny tym, ze zawiera odczynniki,
zwlaszcza przeciwciata, nadajace sie do wykrywania obecno$ci nastepujacych antygendw:

— pochodzacego z E. coli biatka ompA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 1:

MKKTAIATAVALAGFATVAQAAPKDNTWYTGAKLGWSQYHDTGFINNNGPTHENQ
LGAGAFGGYQVNPYVGFEMGYDWLGRMPYKGSVENGAYKAQGVQLTAKLGYPIT
DDLDIYTRLGGMVWRADTKSNVYGKNHDTGVSPVFAGGVEYAITPEIATRLEYQWT
NNIGDAHTIGTRPDNGMLSLGVSYRFGQGEAAPVVAPAPAPAPEVQTKHFTLKSDVL
FNFNKATLKPEGQAALDQLYSQLSNLDPKDGSVVVLGYTDRIGSDAYNQGLSERRA
QSVVDYLISKGIPADKISARGMGESNPVTGNTCDNVKQRAALIDCLAPDRRVEIEVKG
IKDVVTQPQA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8rod Sekw. Id. Nr 5-13,
— pochodzacego z S. uberis biatka EF-Tu o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 2:

MAKEKYDRSKPHVNIGTIGHVDHGKTTLTAAITTVLARRLPTSVNQPKDYASIDAAP
EERERGITINTAHVEYETETRHYAHIDAPGHADY VKNMITGAAQMDGAILVVASTDG
PMPQTREHILLSRQVGVKHLIVFMNKIDLVDDEELLELVEMEIRDLLSEYDFPGDDLP
VIQGSALKALEGDSKYEDIIMELMKTADEYIPEPERDTDKPLLLPVEDVFSITGRGTVA
SGRIDRGTVRVNDEIEIVGIKEETKKAVVTGVEMFRKQLDEGLAGDNVGILLRGVQR
DEIERGQVIAKPGSINPHTKFKGEVYILSKDEGGRHTPFFNNYRPQFYFRTTDVTGSIE
LPAGTEMVMPGDNVTISVELIHPIAVEQGTTFSIREGGRTVGSGIVSEIEA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
$rod Sekw. Id. Nr 14-24,
— pochodzacego z S. agalactiae biatka ADA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 3:
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MTQAVLKELAKAELHCHLDGSLSLPAIRKLANMADIILPSSDKELRKY VIAPAQTESL
VDYLKTFEFIRPLLOTKEALRFAAYDVARQAALENVIYIEIRFAPELSMDKGLTASDT

VLAVLEGLADAQKEFNIVARALVCGMRQSSHKTTKDIIKHIVDLAPKGLVGFDFAGD
EFSYPTDSLVDLIQEVKRSGYPMTLHAGECGCAKHIADSLNLGIKRMGHVTALTGQR
DLIKRFVEEDVVAEMCLTSNLQTKAASSIQSFPYQELYDAGGKITINTDNRTVSDTNL
TKEYSLFVTYFGTKIEDFLVEFNONAVKASFTSDSEKDTLLHKLQENYDSYLK

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8rod Sekw. |d. Nr 25-32, oraz
— pochodzacego z S. aureus biatka FnBPA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 4:

MKNSLRYGIRKHKLGAASVFLGTMIVVGMGQDKEAAASEQNTTVEENGNSATENKS
KQTTTNNVNNIDETQTYSATSTEQPSNATQVTAEAAPQAVEAPQTSQAPQKVQSTNV
ETVKEEVVKEEVOPQVKETARSQENSGDQRQVDLTPKK VTQNQGTEPQVEVAQPRT
VSESKPRVTRSTDVAEAKDASEIKGTDVTSKVTVESGSIEAPQGNKVEPHAGQRVVL
KYKLKFEKGLHKDDYFDFTLSNNVNTHGVSTARK VPDIKNGTVVMATGQLLGNGKI
RYTFTDYIDYKVNVTADILEINLFIDPKTVOSNGOOITSTLNDKETRTTLPIOYNPGVS
NSYANVNGSIETFDKGNNKFTHVAYIKPQNGHK SDSVSITGTLTQGSKANGNAPT VK
VYEVLKDAKELPESVYANISDSTMFKDVTQEMKDKLK VENNGSYKLDIEKLEKSY VI
HYDGEYLSGSDQVNFRTHMFGYPEQQYKYYYTHLGYQLTWDNGLVLYSNKAKGD
GTNGTITESNNMTFDEEYGNGVITGQYDKNLVTTVEEEYDSSTLDIDYHTAIDGEGG
YVDGYICTICETDSSAIDIDYIITAVDSEAGIIVGGY TESSEESNPIDFEESTIIENSKIITHIA
DVVEYEEDTNPGGGQVTTESNLLEFDEESTKGIVTGAISDHTTVEDTKEYTTESNLIEL
VDELPEEHGQAQGPIEEITENNQHISHSGLGTENGHGNY GIVEEIEENSHVDIKSELGY
EGGQNIGNQSFEEDTEEDKPK YEQGGNIVDIDFDSVPQIQGQNKGDQSFEEDTEEDKP
KYEQGGNIVDIDFDSVPQIQGQNKGNQSFEED TEKDKPK YEHGGNIIDIDFDSVPHIHG
FNKHTEITEEDTNKDKPSYQFGGHNSVDFEEDTLPQVSGQNEGQQTIEEDTTPPIVPPT
PPTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPTPPTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPTPPTP
EVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPPMPEIPAEPGKPVPPANEEPKKPSKPVEQGK VVTP
VIEINEKVKAVKPAKTSQSKK TELPETGGEETTNNGVLFGGLLSIIGLVLLRRNKKNH
KA

lub zawartych w nim epitopéw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8rod Sekw. |d. Nr 33-51.

Korzystnie, kompozycja diagnostyczna wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze zawiera
specyficzne wobec okreslonych powyzej antygendéw przeciwciata monoklonalne lub poliklonalne.

Korzystnie, kompozycja diagnostyczna wedtug wynalazku zawiera znakowane przeciwciata.
Szczegdtowy opis wynalazku

Jednym z aspektéw wynalazku jest multipleksowy test immunodiagnostyczny do wykrywania an-
tygendw bakteryjnych reprezentatywnych dla 4 gatunkdédw bakterii: E. coli, S. uberis, S. agalactiae
i S. aureus bedacych jednymi z najczestszych czynnikdw etiologicznych zapalenia wymion (mastitis)
u kréw.

Zgodnie z wynalazkiem zidentyfikowano tacznie 14 immunogennych biatek, ktére wykazuja anty-
genowy potencjat rozumiany jako specyficzno$é gatunkowa i immunoreaktywnosé, a takze ktére zwia-
zane sa z powierzchnia komérki bakteryjnej. Wtasciwosci te udato sie potwierdzi¢ zaréwno przy pomocy
analiz bioinformatycznych, jak i eksperymentalnych badan laboratoryjnych wykorzystujacych metode
SDS-PAGE i immunoblottingu z zastosowaniem przeciwciat pochodzacych od zwierzat zainfekowanych
jedna z czterech wymienionych bakterii, jak réwniez pochodzacych od zdrowych kréw (kontrola ujemna,
zwierzeta bez mastitis). W eksperymentach wykorzystano takze szczepy pochodzace od zwierzat
Z mastitis o etiologii innej niz E. coli, S. uberis, S. agalactiae czy S. aureus, celem wykluczenia reakcji
krzyzowych.

W przyktadowej realizacji, wybrane zgodnie z wynalazkiem biatka (ompA dla E. coli, EF-Tu dla
S. uberis, ADA dla S. agalactiae, FnBPA dla S. aureus) oraz przeciwciata monoklonalne skierowane
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przeciwko nim zostaty wykorzystane do opracowania szybkiego multipleksowego testu immunochroma-
tograficznego, przy pomocy ktérego wykrywane moga by¢ bakterie obecne w mleku pozyskanym od
kréw z mastitis.

W korzystnej realizacji wynalazku antygeny zidentyfikowane przez twércéw wynalazku wykry-
wane sa poprzez monoklonalne przeciwciata stanowiace kluczowy komponent testu immunochromato-
graficznego (ang. lateral flow assay, LFA).

W oméwionej ponizej przyktadowej realizacji wynalazku ma on postaé kasetkowego testu immu-
nochromatograficznego (ang. /ateral flow assay, LFA).

Nieoczekiwanie test oparty na wskazanych zgodnie z wynalazkiem antygenach zapewnia wysoka
czuto$¢ i specyficzno$¢, wynoszace co najmniej 80%.

Przykiad 1. Identyfikacja antygenéw nadajgcych sie do wykrywania mastitis wywotywa-
nego przez E. coli, S. uberis, S. agalactiae lub S. aureus

Identyfikacja antygendéw charakterystycznych dla patogennych gatunkéw Escherichia coli, Strep-
tococcus uberis oraz Streptococcus agalactiae wywotujacych mastitis u krow

Przygotowanie probek

22 probki mleka (50 ml) pobrano z zakazonych ¢wiartek wymion kréw, u ktérych zidentyfikowano
kliniczne objawy mastitis, takie jak: obrzek, podniesiona temperatura, stwardnienie, zaczerwienienie
oraz bolesnos¢ wymienia, zmiany w konsystencji mleka (wodnistosé, obecno$é ropy czy skrzepow).
Prébki pobierano w ramach rutynowej procedury pobierania mleka przez lekarzy weterynarii z Przy-
chodni Weterynaryjnej ,Omnivet” w Orzeszu oraz Przychodni Weterynaryjnej ,Egida” w Wiznej. Po-
nadto, pobrano 12 prébek mleka od zdrowych zwierzat, ktére stanowity kontrole ujemna. Dodatkowo
probka mleka pochodzaca od krowy z zakazeniem wywotanym przez Streptococcus dysgalactiae sta-
nowita kontrole majaca na celu wykluczenie reakcji krzyzowej pomiedzy badanymi izolatami nalezacymi
do rodzaju Streptococcus.

19 prébek krwi (20 ml), w celu pozyskania surowicy, pobierano poprzez pojedyncze wkiucie do
zyty szyjnej podczas rutynowych badan diagnostycznych prowadzacych do wykrycia mastitis (prébka
dodatnia). Ponadto 12 prébek krwi pochodzacych od zdrowych zwierzat (kontrola ujemna), pobranych
zostato przez lekarzy weterynarii przy okazji wykonania rutynowych badan biochemicznych.

Mleko i surowice przechowywano w temp. -80°C.

Hodowla bakterii i ich identyfikacja

100 ul kazdej prébki mleka hodowano na podtozu Columbia z dodatkiem krwi baraniej (Difco)
w warunkach tlenowych przez 24 godziny w 37°C. Nastepnie prébki zidentyfikowane wstepnie jako
E. coli, celem potwierdzenia gatunku, hodowano na podtozu McConkey (oxoid) w warunkach tlenowych
przez 24 godziny w 37°C. Ponadto, kolonie o morfologii odpowiadajacej jednemu z czterech poszuki-
wanych gatunkéw poddawano dalszym analizom celem potwierdzenia gatunku. ldentyfikacja obejmo-
wata hodowle na podtozu Granada Agar (bioMérieux) dedykowanemu detekcji B-hemolizujacym szcze-
pom Streptococcus agalactiae, na podtozu chromogennym CHROMagar™ Mastitis GP (CHROMa-
gar™) stuzacemu rozréznianiu najczestszych Gram-dodatnim gatunkéw wywotujacych mastitis u krow.
Identyfikacje prowadzono takze w oparciu o test CAMP, test na katalaze, test APl i metode MALDI-ToF.

Izolacja i detekcja bialek

Izolacje biatek bakteryjnych prowadzono w oparciu o zmodyfikowana procedure Park i wsp. [9],
ktéra opracowana zostata na podstawie protokotu opisanego przez Fanga i Olivera [10]. Modyfikacje
obejmowaty m.in. hodowle na ptynnym podtozu tryptonowo-sojowym (ang. Tryptic soy broth, TSB; Bec-
ton-Dickinson) przez 24 godziny w 37°C. Po zakonczeniu hodowli zawiesine bakteryjna wirowano (3000
rom przez 30 min), po czym nadsacz usuwano, a pelet bakteryjny zawieszano w 3 ml soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (ang. phosphate buffered saline, PBS; Thermo Fisher) i wirowano przez
20 minut (3300 rpm). Po trzykrotnym powtdrzeniu procedury dla kazdej probki okre$lano mokra mase
bakterii i do kazdych 30 mg mokrej masy komdrkowej dodawano po 100 ul 0,2% roztworu dodecylosiar-
czanu sodu (ang. sodium dodecyl sulfate, SDS; Sigma Aldrich), po czym prébki inkubowano przez
1 godzine w 43°C. Nastepnie materiat wirowano (20 min, 3300 rpm), a nadsacz zawierajacy wyizolo-
wane biatka zbierano i przenoszono do jatowej probdéwki typu eppendorf. Pozostaty po wirowaniu osad
wysiewano na podtoze Columbia z dodatkiem krwi baraniej (difco) i inkubowano przez 18 godzin w 37°C
w celu potwierdzenia izolacji jedynie biatek zwiazanych z powierzchnia komaérki bakteryjnej. Stezenie
biatek badano przy zastosowaniu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). Na-
stepnie probki rozporcjowano i przechowywano w -20°C do dalszych badan.
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W celu rozdzielenia mieszaniny biatek, po 10 ul kazdej prébki mieszano z buforem Laemmli'ego,
redukowano przez 5 min w temp. 100°C w bloku grzejnym, wirowano 10 min w 13 000 g i nanoszono
na gradientowy zel poliakrylamidowy o stezeniu 4—20% [11]. Rozdziat elektroforetyczny (SDS-PAGE)
prowadzono poczatkowo przez 20 minut przy napieciu 80 V, po czym kontynuowano przez 40 minut
przy 120 V. Po zakonczeniu SDS-PAGE Zzel trzykrotnie przeptukiwano w dejonizowanej wodzie (diH20),
po czym wybarwiano w Coomassie Brilliant Blue (BIO-RAD) lub bezpos$rednio poddawano transferowi
na membrane z polifluorku winylidenu (ang. polyvinylidene difluoride membrane, PVDF; Millipore) przez
90 minut przy napieciu 135 V.

Nastepnie membrany blokowano w 1% roztworze surowiczej albuminy wotowej (ang. bovine se-
rum albumin, BSA; Thermo Fisher) w PBS z dodatkiem Tween-20 (PBS-T, Thermo Fisher) przez
1 godzine w temperaturze pokojowej z wytrzasaniem.

Nastepnie membrany 3-krotnie przeptukiwano przez 5 minut w PBS-T, po czym inkubowano
przez 2 godziny w 37°C z roztworem badanej surowicy w rozcieniczeniu 1:1000 i ponownie ptukano
w PBS-T (3 x 5 min).

Inkubacje z baranimi anty-bydlecymi ll-rzedowymi przeciwciatami skoniugowanymi z peroksy-
daza chrzanowa (Novusbio) w rozcienczeniu 1:10 000 prowadzono przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej, po czym membrany ptukano 3-krotnie przez 5 min w PBST. Biatkowe prazki wizualizowano
poprzez wywotanie chemiluminescencji przy zastosowaniu Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Fisher Scientific) i jej pomiar przy uzyciu aparatu C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR).

Nastepnie 13 prazkow biatkowych (3 dla E. coli, 4 dla S. uberis, 6 dla S. agalactiae), ktére wyste-
powaty wsrod wszystkich szczepdw danego gatunku, ale ich immunoreaktywno$¢ dla pozostatych ga-
tunkéw nie byta obecna (lub byta bardzo staba) wycieto z Zelu i poddano dalszym analizom prowadza-
cym do identyfikacji biatek.

Identyfikacja bialek

W celu identyfikacji biatek wycietych z Zelu elektroforetycznego prazki odbarwiono metanolem,
poddano redukcji i alkilacji przy uzyciu roztwordw ditiotreitolu i jodoacetamidu. Nastepnie fragmenty Zelu
trawiono w roztworze trypsyny w 50 mM buforze weglanowym (Promega, Trypsin Gold, Mass Spectro-
metry Grade, Technical Bulletin) w 37°C przez noc. Uzyskane w ten sposob peptydy ekstrahowano
z Zelu przy pomocy roztworu sktadajacego sie z wody, acetonitrylu i kwasu trifluorooctowego poprzez
trzykrotna elucje (v:v 45:50:5). Mieszanine peptydéw oczyszczano i zageszczano przy uzyciu koncowek
C18 Zip-TIP zgodnie z instrukcja producenta (Merck Chemicals, Billerica, MA, USA, PR 02358, Tech-
nical Note).

W celu identyfikacji biatek, oczyszczone mieszaniny peptydéw badanych wraz z roztworem pep-
tydow wzorcowych natozono na ptytke Anchor Chip MALDI (Bruker), na ktére nastepnie natozono 1 pl
macierzy kwasu o-cyjano-4-hydroksycynamonowego (HCCA, Bruker).

Widma masowe analizowanych prébek uzyskano w zakresie 700—4000 m/z przy pomocy spek-
trometru Ultraflextreme MALDI TOF/TOF (Bruker) wraz z oprogramowaniem flexControl 3.3 (Bruker).
Uzyskane spektra wygtadzono, a linie odciecia skorygowano. Lista pikow wygenerowana w programie
flexAnalysis 3.0 (Bruker) dla stosunku sygnatu do szumu wigekszego niz 3 zostata przeniesiona do Bio-
Tools 3.2 (Bruker) i poréwnana z oprogramowaniem Mascot 2.2 (Matrix Science) z wykorzystaniem
bazy danych Swiss-Prot (www.uniprot.org) ograniczonej do taksonomii ,bakterii” z btedem maksymal-
nym 0,3 Da oraz karbamidometylacji cysteiny, jako obowiazkowe] modyfikacji i trypsyny jako enzymu
tnacego.

Widma poréwnywano ze wzgledu na podobienstwo do tzw. peptydowego odcisku palca, charak-
terystycznego dla poszczegdinych biatek. W tym przypadku liczbe naktadajacych sie sygnatéw pepty-
dowych utworzonych po trawieniu zastosowano do poréwnania danych z tymi obecnymi w bazie danych
biatkowych z adnotacjami. Wyniki uzyskane w Mascot z wartoscig wieksza niz 61 uznano za istotne
statystycznie (p < 0,05). Pozostate widma jonéw fragmentarycznych wybranych peptydéw rejestrowano
w trybie LIFT i potaczono celem identyfikacji MALDI TOF/TOF. Interpretacji wynikow dokonano w na-
stepujacy sposéb: wynik biatka wynosit -10*Log(P), gdzie P jest prawdopodobieristwem, ze obserwo-
wane dopasowanie jest zdarzeniem losowym. Im wyzsza warto$¢ punktowa, tym lepsza identyfikacja.
Analiza bioinformatyczna

W celu zbadania struktury, funkcji i immunogennoéci zidentyfikowanych biatek wykonano szereg
analiz bioinformatycznych uwzgledniajacych predykcje lokalizacji w obrebie komorki, antygenowosé,
detekcje peptyddw sygnatowych oraz klasycznych i nieklasycznych biatek. Dodatkowo, wybrane biatka
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poddawano analizie identyfikacji liniowych epitopdéw limfocytow B, poszukiwaniu modelu PDB i identy-
fikacji konformacyjnych epitopéw komérek B.

Subkomoérkowa lokalizacje biatek przewidywano za pomoca PsortB 3.0 oraz serwera Bologna
Unified Subcellular Component Annotator (BUSCA) — z rozréznieniem na bakterie Gram-dodatnie
i Gram-ujemne. Lokalizacje subkomoérkowe oznaczono adnotacjg GO, przy czym zewnatrzkomorkowe
jako GO:0005615, a cytoplazmatyczne jako GO:0005737.

Predykcji funkcji biatek dokonano za pomoca serweréw PRED-LIPO (predykcja biatek sygnato-
wych), SignalP (klasyczne biatka), Secretome (nieklasyczne biatka dla bakterii Gram-dodatnich) oraz
PncsHub (nieklasyczne biatka dla bakterii Gram-ujemnych). Biatka klasyczne i nieklasyczne przewi-
dziano z wartoscig ustawienia domysinego odpowiednio 0,45 0,5.

W celu zidentyfikowania najbardziej antygenowych biatek przeprowadzono predykcje in silico za
pomocg oprogramowania VaxiJen. Przewidywanie antygenowe zostato skorygowane do wartosci do-
mysinej 0,4, a biatka z wynikiem > 0,4 uznano za biatka antygenowe.

Epitopy komérek B dla biatek antygenowych identyfikowano za pomoca Antibody Epitope Predic-
tion w bazie danych IEDB. Konformacyjne epitopy komérek B identyfikowano w nastepujacy sposob:
dla kazdej sekwencji biatka zidentyfikowano matryce PDB za pomoca SWISS-MODEL Workspace
z uwzglednieniem identyfikatoréw PDB. Nastepnie wybrano najlepsza matryce (o wyzszej identyczno-
&ci), na podstawie ktorej zbudowano odpowiedni model. Wybrane identyfikatory PDB zostaty nastepnie
wykorzystane do przewidywania liniowych i nieciagtych konformacyjnych epitopéw komérek B za po-
moca oprogramowania ellipro.

Wyniki
Identyfikacja gatunkowa bakterii

W puli badanych probek mleka pozyskanych od kréw ze zdiagnozowanym mastitis gatunek lub
rodzaj czynnika etiologicznego potwierdzono dla wszystkich badanych izolatéw. Najczesciej izolowano
bakterie z rodzaju Streptococcus (n=15; 68,2%), nastepnie bakterie z gatunku Escherichia coli (n=4;
18,2%), Enterococcus cecorum (n=1; 4,5%), Aerococcus viridans (n=1; 4,5%) i Enterobacter cloacae
(n=1; 4,5%).

Wsrdd rodzaju Streptococcus dominowat gatunek Streptococcus uberis, ktory byt obecny w 11
badanych probkach (73%), Streptococcus dysgalactiae wykryto w dwéch préobkach (13%), a Strepto-
coccus agalactiae byt obecny tylko w jednej badanej probce mleka (7%). Jeden szczep paciorkowca
(7%) nie zostat zidentyfikowany na poziomie gatunku.

Na Fig. 1 przedstawiono odsetek szczepdw bakteryjnych wyizolowanych z mleka kréw z rozpo-
Zznaniem zapalenia wymienia z podziatem na gatunki i/lub rodzaje.

Detekcja biatek

Detekcje biatek prowadzono dla trzech reprezentatywnych szczepdw Escherichia coli, dla trzech
szczepbw Streptococcus uberis i jednego szczepu Streptococcus agalactiae.

Hodowla osadu pozostatego po izolacji biatek wykazata wzrost bakterii dla kazdego z badanych
szczepdw (ocena jakosciowa), dlatego tez zatozono, Ze procedura izolacji biatek z wykorzystaniem SDS
nie uszkodzita sciany komadrkowej bakterii, a tym samym pozyskano jedynie biatka zwiazane ze sSciana
komdérkowa badanych bakterii.

Na Fig. 2. przedstawiono przyktadowe wyniki immunodetekcji biatek reprezentatywnych dla
Escherichia coli, Streptococcus uberis oraz Streptococcus agalactiae badanych w obecnosci surowic
pochodzacych od zakazonych zwierzat (EC-positive — surowice pochodzace od kréw z mastitis o etio-
logii Escherichia coli; SU-positive — surowice pochodzace od kréw z mastitis o etiologii Streptococcus
uberis, GBS-positive — surowice pochodzace od kréw z mastitis o etiologii Streptococcus agalactiae
(ang. group B streptococcus; GBS) oraz od zdrowych zwierzat (C-).

Z puli ok. 16 immunoreaktywnych w obecnosci spulowanych surowic EC-dodatnich (surowice
pozyskane od kréw z mastitis o etiologii E. coli: nr 1752, nr 0653/1) biatek reprezentatywnych dla Esche-
richia coli trzy, o nastepujacych masach: ok. 5 kDa (EC1), ok. 18 kDa (EC2), i ok. 35 kDa (EC3), pod-
dano dalszym analizom (Fig. 2A).

Z kolei z puli ok. 14 biatek Streptococcus uberis specyficznie reagujacych z surowicami SU-do-
datnimi (surowice pozyskane od krow z mastitis o etiologii S. uberis: nr 0653, nr 5754, nr 7939)
pie¢ prazkdw o masach: ok. 19 kDa (SU4), ok. 30 kDa (SU3), ok. 41 kDa (SUS5), ok. 48 kDa (SU1), ok.
100 kDa (SU2) (Fig. 2B) wycieto i poddano sekwencjonowaniu.
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Najmniejsza immunoreaktywno$é biatek odnotowano dla gatunku Streptococcus agalactiae (ang.
group B Streptococcus, GBS). Przyczyng tego zjawiska moze byé mniejsza liczba surowic (n=1,
nr 1917) w poréwnaniu z pozostatymi gatunkami objetymi badaniami. Ostatecznie do dalszych analiz
wybrano 6 biatek o nastepujacych masach: ok. 29 kDa (GBS1), ok. 48 kDa (GBS2), ok. 60 kDa (GBS3),
ok. 80 kDa (GBS8), ok. 85 kDa (GBS4) i ok. 100 kDa (GBS7) (Fig. 2C).

Co warto podkresli¢, wymienione powyzej biatka nie wykazywaty immunoreaktywnosci (lub reak-
tywnosé ta byta bardzo niska) wobec surowic pochodzacych od kréw bez mastitis (surowice ujemne),
co wskazuje na ich wysoka specyficznos¢. Fakt jakiejkolwiek reaktywnosci moze by¢ nastepstwem
wczesniejszego kontaktu z badanymi patogenami. Co wiecej, dla wiekszosci prazkow biatkowych nie
zaobserwowano rowniez reakcji krzyzowych pomiedzy badanymi paciorkowcowymi surowicami (S. ube-
ris, S. agalactiae, S. dysgalactiae).

Na Fig. 3 przedstawiono przyktadowe wyniki badania reakcji krzyzowych pomiedzy Streptococ-
cus agalactiae, Streptococcus uberis oraz Streptococcus dysgalactiae w obecnosci surowic pozyska-
nych od kréw ze zdiagnozowanym mastitis o etiologii Streptococcus agalactiae (GBS-positive) oraz
spulowanych surowic pozyskanych od kréow z mastitis o etiologii Streptococcus uberis (SU-positive).
Identyfikacja bialek

Uzyskane spektra masowe biatek poréwnane zostaty z danymi dostepnymi w bazie danych
Swiss-Prot. W rezultacie zidentyfikowano 13 biatek dla progu istotnosci p < 0,05, podczas gdy szes¢
zidentyfikowano dla S. agalactiae: aspartate carbarnoyltransferase (GBS 1), elongation factor Tu (GBS
2), 60 kDa chaperonin (GBS 3), elongation factor G (GBS 4), galactose-6-phosphate isomerase subunit
LacA (GBS 7) oraz adenosine deaminase (GBS 8), cztery dla S. uberis: elongation factor Tu (SU 1),
tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modification enzyme MnmG (SU 3), GTPase Obg (SU 4),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (SU 5), a 3 dla E. coli, molybdenum cofactor biosynthesis
protein B (EC 1), aldehyde reductase YahK (EC 2) oraz outer membrane protein A (EC 3). Roznice
w masach molekularnych pomiedzy masa zidentyfikowanych biatek a masa okreslong w SDS-PAGE na
podstawie poréwnania z masa markeru biatkowego moze wynika¢ z obecnosci wielu form biatek, ich
modyfikacji lub ich czesciowego rozktadu.

Analiza bioinformatyczna

13 opisanych powyzej biatek poddano analizie bioinformatycznej, ktérej celem byto okreslenie ich
immunogennosci i funkcjonalnosci. W pierwszym etapie analizy biatka poddano klasyfikacji na podsta-
wie ich lokalizacji w obrebie komdrki. W rezultacie 12 biatek zaklasyfikowano jako cytoplazmatyczne
(GO: 000573), podczas gdy jedno (EC3) zlokalizowane byto na btonie zewnetrznej (GO: 0019867) ele-
mentéw subkomérkowych.

W nastepnym etapie dokonano podziatu na klasyczne i nieklasyczne biatka. Wykazano, Ze
9 biatek: EC3, GBS 1, GBS 2, GBS 3, GBS 4, GBS 7, SU 1, SU 3, SU 5 zidentyfikowano jako biatka
nieklasyczne (secretomic proteins). Ponadto biatka klasyfikowano réwniez pod wzgledem ich antyge-
nowego potencjatu i wykazano, ze 12 sposrod 13 biatek oznaczonych zostato jako antygeny. Detekcja
peptydow sygnatowych wykazata, ze tylko jedno biatko, EC3, posiadato peptyd sygnatowy (Sec signal).

Struktury kazdego z 13 biatek analizowano w celu identyfikacji epitopow komorek B. W rezultacie
ich obecnos¢ wykazano dla wszystkich biatek, a ich liczba oscylowata w granicach 1-22. To z kolei
umozliwito wykonanie dalszych analiz obejmujacych identyfikacje konformacyjnych epitopéw dla
wszystkich badanych biatek. Najpierw zidentyfikowano najbardziej zblizona strukture biatka PDB (wzor-
cowego) i na jego podstawie zbudowano model biatka badanego. Identycznos¢ matrycy dla catej puli
analizowanych biatek miescita sie w zakresie 35-100%. Skonstruowane w ten sposéb modele postuzyty
do identyfikacji liniowych i nieciagtych epitopdéw konformacyjnych. W rezultacie wytypowano 2—10 epi-
topow liniowych i 3—8 epitopow nieciagtych. Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

Identyfikacja antygendw charakterystycznych dla patogennych szczepdw Staphylococcus aureus
wywotujacych mastitis u kréw

Badaniem objeto 3 reprezentatywne szczepy Staphylococcus aureus wyizolowane z mleka krow
ze zdiagnozowanym mastitis oraz 6 probek surowicy pochodzacych od kréw ze zdiagnozowanym ma-
stitis o etiologii S. aureus. Krew do badan pobrano poprzez jednorazowe wktucie do zyty szyjnej
w ramach rutynowej procedury pobierania krwi do badan diagnostycznych w kierunku mastitis. Zaréwno
szczepy bakteryjne, jak i prébki surowicy pochodzity z kolekcji wtasnej Zachodniopomorskiego Uniwer-
sytetu Technologicznego w Szczecinie.
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Dodatkowo, 12 prébek surowicy stanowito pule kontroli ujemnych i pozyskane zostaty przez le-
karzy weterynarii z Przychodni Weterynaryjnej Omniwet w Orzeszu w ramach rutynowych badan maja-
cych na celu okreslenie podstawowych parametréow biochemicznych.

Wszystkie izolaty przechowywano w Microbank™ Preservation System (BioMaxima S.A., Po-
land) w -80°C do dalszych badan. Prébki surowicy przechowywano w takich samych warunkach tem-
peraturowych.

Metody
Analiza bioinformatyczna

W celu wytypowania wysoce specyficznych biatek powierzchniowych reprezentatywnych dla Sta-
phylococcus aureus potencjalnie wystepujacych w mleku krowim, ktére mogtyby stanowic¢ specyficzne
biomarkery w innowacyjnym tescie immunochromatograficznym do diagnozowania mastitis, wykonano
nastepujace analizy.

W pierwszym etapie pobrano sekwencje aminokwasowe z baz danych Esembl Bacteria i UniProt.
W zwiazku z bardzo duza iloscia danych sekwencje potaczono w pojedyncze, reprezentatywne dla po-
szczegodlnych gatunkow, pliki. Nastepnie sekwencje te podzielono na dwie grupy: ,dodatnie” (Gram-
dodatnie) i ,ujiemne” (Gram-ujemne). W nastepnym etapie sekwencje aminokwasowe poddano klastro-
waniu przy pomocy programu CD-HIT. Analiz dokonano dla progéw identycznosci rownych 70%, 80%
i 90%. Z kolei potencjalnie powierzchniowe biatka przewidywano przy uzyciu programu PSORTD, ktéry
umozliwit okreslenie lokalizacji biatek w obrebie komoérki bakteryjnej. Badane sekwencje podzielono na:
“Cellwall” (zwiazane ze $ciang komoérkowa), “CytoplasmicMembrane” (obecne w cytoplazmie), “Extra-
cellular” (biatka zewnatrzkomoérkowe) oraz “Unknown” (nieznane). Do dalszej analizy wybrano tylko se-
kwencje zidentyfikowane jako “CellWall”. W nastepnym etapie potaczono dane uzyskane w wyniku ana-
liz prowadzonych w programach PSORTb oraz CD-HIT. Sekwencje aminokwasowe, reprezentatywne
dla powierzchniowych biatek Staphylococcus aureus, ktére zakwalifikowane zostaty do wspdlnego kla-
stra z sekwencjami reprezentatywnymi dla innych gatunkéw Gram-dodatnich wykluczono z dalszych
analiz. Pozostate biatka poddano analizom w bazie NCBI BLAST, ktérych celem byto poréwnanie ich
z referencyjnymi sekwencjami reprezentatywnymi dla tacznie 18 gatunkdw bakterii, wiruséw i grzybow,
mogacych potencjalnie wystepowaé w mleku krowim. Do dalszej analizy wybrano tylko te sekwencje,
ktére nie identyfikowaty sie w Zaden sposéb z sekwencjami referencyjnymi. W ostatnim etapie analizy
bioinformatycznej sekwencje aminokwasowe, ktére nie zostaty wykluczone w poprzednich krokach zo-
staty poddane analizie w bazie danych BLASTp pod katem wykrywania tzw. sekwencji biatkowych non-
reduntant (NR). Finalnie wybrano tylko te sekwencje, ktére byly unikalne dla badanych gatunkéw bak-
terii (przy maksymalnym progu identycznos$ci 75%).

Hodowla bakterii

W celu ozywienia zbankowanych szczepdéw S. aureus, 100 ul z kazdej prébki hodowano na pod-
tozu Columbia z dodatkiem krwi baraniej (Difco) w warunkach tlenowych przez 24 godziny w 37°C. Po
zakonczeniu hodowli do dalszych badarn pobierano pojedyncza kolonie S. aureus i hodowano w 9 m|
ptynnego podtoza tryptonowo-sojowego w warunkach tlenowych przez 24 godziny w 37°C.

Izolacja DNA

Izolacja bateryjnego DNA prowadzona byta przy uzyciu komercyjnego zestawu Genomic Mini Kit
(A&A Biotechnology) zgodnie z procedurg producenta zmodyfikowana o dodanie 0,4 U/ul lizostafiny
(A&A Biotechnology). Stezenie i czystosé wyizolowanego DNA oceniano przy pomocy aparatu Nano-
Drop (Thermo Scientific). DNA przechowywano w -20°C do dalszych badan.

Detekcja genu fnbA

Reakcja PCR majaca na celu detekcje genu fnbA kodujacego biatko A wigzace fibronektyne (ang.
fibronectin binding protein A, FnBPA) przeprowadzona zostata w oparciu o procedure opracowang
przez Tristan i wsp. [12] z uwzglednieniem drobnych modyfikacji. Amplifikacje genu fnbA prowadzono
przy uzyciu pary starterow o nastepujacych sekwencjach: fnbA-F (CATAAATTGGGAGCAGCATCA)
i nbA-R (ATCAGCAGCTGAATTCCCATT) (Genomed) w stezeniu 0,1 uM (1,25 ul kazdego ze starteréw
na probke), 12,5 ul komercyjnej mieszaniny PCR Mix Plus Kit (A&A Biotechnology) oraz 7,5 ul wody
wolnej od RNaz (A&A Biotechnology) oraz 2,5 ul bakteryjnego DNA. Reakcje PCR prowadzono w apa-
racie T100 Thermal Cycler (BIO-RAD) wedtug nastepujgcego programu: wstepna denaturacja (5 min,
94°C), 30 cykli amplifikacji z uwzglednieniem etapéw denaturacji (1 min, 94°C), przytaczania starteréw
(1 min, 55°C) i syntezy nici DNA (1 min, 72°C). Reakcje konczyt etap 10 minutowej inkubacji w 72°C.
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Produkt amplifikacji o wielko$ci 128 bp wizualizowano w nastepstwie 60-minutowe] elektroforezy w 1%
zelu agarozowym (Prona).
Izolacja biatek

W celu optymalizacji procedury izolacji biatek powierzchniowych dla Staphylococcus aureus po-
réwnano dwie metody.

Pierwsza metoda szczegotowo opisana zostata w sekcji ,1zolacja i detekcja biatek”.

Natomiast, zgodnie z druga procedura opisana przez Banner i wsp. [13], bakterie hodowano na
ptynnym podtozu TSB w warunkach tlenowych przez 18 godzin w 37°C, po czym stezenie zawiesiny
bakteryjnej doprowadzano do stezenia réwnego 3.3 McFarland w PBS (gibco). Bakterie dwukrotnie ptu-
kano i wirowano (4000 x g, 3 min). Nastepnie supernatant usuwano, a osad zawieszano w 150 ul roz-
tworu PBS z dodatkiem 12 ul lizostafiny (A&A Biotechnology) i 1 mM inhibitora proteaz PMSF (ang.
phenylmethylsulfonyl fluoride; BIORAD) i inkubowano przez 30 min w 37°C z wytrzasaniem. Nastepnie
materiat wirowano (4000 x g, 20 min, 4°C), a czym nadsacz zbierano.

Stezenie biatek okreslano przy zastosowaniu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific). Nastepnie prébki porcjowano i przechowywano w -20°C do dalszych badan.
SDS-PAGE i immunoblotting

10 ul mieszaniny biatek powierzchniowych poddano rozdziatowi zgodnie z procedura Laem-
mli'ego [11]. Po 5 minutowej redukcji w 100°C prébki wirowano przez 15 minut. SDS-PAGE prowadzono
przy statym natezeniu 25 mA. Nastepnie zele ptukano trzykrotnie w dejonizowanej wodzie i barwiono
w Coomassie Brilliant Blue (BIO-RAD), zgodnie z procedura producenta, lub bezposrednio poddawano
transferowi na membrane PVDF, ktéry prowadzono przez 90 minut przy napieciu 135 V.

Membrany blokowano w 1% roztworze BSA (Sigma-Aldrich) w PBS-T (Thermo Fisher) w 4°C
przez noc. Po trzykrotnym przeptukaniu w PBS-T przez 5 minut, membrany inkubowano z badanymi
probkami surowicy (SA1, SA3, SA5, SA13, SA29, SA31) rozcienczonymi w PBS-T przez 2 godziny
w 37°C w stezeniu 1:1000, po czym zostaty przeptukane ponownie (3 x 5 min). Inkubacje z baranimi
anty-krowimi drugorzedowymi przeciwciatami IgG skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa rozcien-
czong w PBS-T w stezeniu 1:10 000 prowadzono przez 1 godzine w 22°C. Nastepnie membrany ptu-
kano 3-krotnie przez 5 minut w PBS-T i poddawano chemiluminescencji, ktéra wywotywano w aparacie
ChemiDoc Imagining System (BIO-RAD) przy uzyciu Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific).

Wyniki
Analiza bioinformatyczna

Analizie bioinformatycznej poddano tacznie 515 gatunkéw i 93 800 000 sekwencji aminokwaso-
wych zebranych za pomoca programéw Ensembl Bacteria i UniProt, sposréd ktorych 292 gatunki
i 46 180 426 sekwencji aminokwasowych zakwalifikowano do grupy ,Gram-dodatnich”. Przy pomocy
programu CD-HIT wygenerowano 545 500 klastrow odpowiadajgcych bakteriom Gram-dodatnim na po-
ziomie identycznosci 70%. Z kolei program PSORTb umozliwit detekcje 101 biatek reprezentatywnych
dla Staphylococcus aureus zlokalizowanych na powierzchni komaorki, sposrod ktérych 74 potencjalnie
wystepuja w mleku, co zostato przewidziane dzieki analizie przeprowadzonej w bazie NCBI BLAST.
Finalnie zidentyfikowano 36 reprezentatywnych dla Staphylococcus aureus biatek powierzchniowych,
a biatko wiazace fibrynogen (FNnBPA) byto jednym z nich.

Detekcja genu fnbA

W wyniku przeprowadzonej reakcji PCR obecnos$¢ genu fnbA wykazano we wszystkich badanych
szczepach klinicznych Staphylococcus aureus.

Na Fig. 4 przedstawiona zostata detekcja genu fnbA (128 bp). Legenda: M — marker, SA1, SA13,
SA31 — badane szczepy S. aureus, C — kontrola negatywna.
SDS-PAGE i Immunoblotting

Analiza ilosci, uktadu i jakosci prazkéw uzyskanych dwoma metodami izolacji wykazata niewielka
przewage metody drugiej (z zastosowaniem lizostafiny), dlatego tez ja wybrano do dalszych ekspery-
mentow.

Detekcja biatka o wielko$ci odpowiadajacej FnBPA (ok. 120 kDa) oraz badanie immunoreaktyw-
nosci w obecnosci surowic SA-dodatnich (surowice pochodzace od kréw ze zdiagnozowanym mastitis
o etiologii S. aureus) (K+) wraz z potwierdzeniem specyficznosci w obecnosci surowic pochodzacych
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od kréw zdrowych (K-) wykazata obecnosé specyficznego biatka o masie odpowiadajacej FnBPA wsréd
wszystkich badanych szczepdw Staphylococcus aureus.

Na Fig. 5 przedstawiona zostata detekcja biatka FnBPA dla S. aureus w obecno$ci surowic
SA-dodatnich (K+) wraz z potwierdzeniem ich specyficznosci w obecnosci surowic pochodzacych od
zwierzat zdrowych (kontrola ujemna, K-).

W Tabeli 1 przedstawiono sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych zgodnie z wynalazkiem
epitopdw pochodzacych ze zidentyfikowanych zgodnie z wynalazkiem antygendéw biatkowych charak-
terystycznych dla patogennych szczepoéw Staphylococcus aureus wywotujacych mastitis u krow.

Przykiad 2. Test diagnostyczny do wykrywania mastitis wywolywanego przez E. coli,
S. uberis, S. agalactiae lub S. aureus

Zestaw diagnostyczny

W przyktadowej realizacji kompozycji diagnostycznej wedtug wynalazku bazujacy na niej test dia-
gnostyczny do wykrywania zapalenia mastitis wywotywanego przez E. coli, S. uberis, S. agalactiae lub
S. aureus skfada sie z nastepujacych elementow:

ZEWNETRZNYCH:

A) plastikowej obudowy

B) okienka do naktadania prébki mleka

WEWNETRZNYCH:

A) podkiadka do nakiadania prébek — paski z wiékna celulozowego, o grubosci 0,83 mm, wa-
dze 291 g/m?, szybkosci przeptywu 196 mL/min i retencji 18 um, (np. C083 Cellulose Fiber
Sample Pad Strips; nr kat: CFSP173000, Millipore);

B) podkiadka zawierajgca koniugat z przeciwciatami — podktadka diagnostyczna z wiékna
szklanego w paskach o grubosci 0,41 um i wadze 0,75 g/m? (np. Glass Fiber Diagnostic Pad
10 mm x 300 mm strips 100 pk, nr kat: GFDX103000, Millipore);

C) membrana testowa, na ktoérej znajdowacé sie beda: pasek kontrolny i 4 paski testowe z im-
mobilizowanymi przeciwciatami monoklonalnymi specyficznie rozpoznajacymi antygeny bial-
kowe obecne w komdrkach wykrywanych gatunkéw bakterii — laminowane karty o wymiarach
6 cm x 30,1 cm z membrana o przeptywie bocznym HI-Flow™ Plus i podktadem o grubo$ci
2 um przyklejonym do powierzchni karty np. HI-Flow™ Plus HFO75 Membrane Cards (nr kat:
HF075MC100, Millipore) o wysokiej predkos$ci przeptywu; HI-Flow™ Plus HF 120 Membrane
Cards, (nr kat: HF120MC100, Millipore) o $redniej predkosci przeptywu; HI-Flow™ Plus
HF 180 Membrane Cards, (nr kat: HF180MC100, Millipore) o niskiej predkosci przeptywu;

D) podkiadka absorbujgca niezwigzane reagenty — paski z widkna celulozowego, o grubosci
0,83 mm, wadze 291 g/m?, szybkosci przeptywu 196 mL/min i retencji 18 um, np. C083 Cel-
lulose Fiber Sample Pad Strips, (nr kat: CFSP173000, Millipore).

Na Fig. 6 przedstawiono schemat budowy i dziatania testu immunochromatograficznego.

Sposob wykonania testu wraz z interpretacja:

1. Prdébka mleka, przy uzyciu sterylnej pipetki umieszczona zostanie na poczatku odpowied-
nio oznaczonego paska (ang. sample pad)

2. W wyniku dziatania sit kapilarnych prébka badana bedzie przemieszczata sie w kierunku
podktadki zawierajacej koniugat przeciwciat ze ztotem koloidalnym (ang. corjugate pad),
gdzie dojdzie do ich potaczenia (antygen-koniugat)

3. Kompleksy antygen-koniugat ztota koloidalnego przez ok. 10—20 minut beda przemiesz-
czaly sie przez pasek testowy (ang. migration membrane), na ktérym immobilizowane
beda 4 rodzaje przeciwciat monoklonalnych (anty-ompA, anty-EF-Tu, anty-ADA, anty-
FnBPA) specyficznie rozpoznajace jeden z czterech antygendw (ompA, EF-Tu, ADA i/lub
FnBPA) (ang. test line). Odpowiednie przeciwciata monoklonalne moga by¢ pozyskane
dowolna znana metoda, przyktadowo poprzez immunizacje myszy biatkami, ktére wypro-
dukowane zostaty w E. coli. Kazdemu badanemu antygenowi odpowiada jeden prazek.
W przyktadowej realizacji przeciwciata otrzymano przy zastosowaniu procedury oparte;
na nastepujacych etapach: immunizacji, fuzji, produkcji przeciwciat i okresleniu miana
przeciwciat, zgodnie z procedura opisana przez Galfré’a oraz Milsteina [14]. W zaleznoSci
od biatka, na podstawie ktérego beda réznicowane gatunki, prazek umiejscowiony bedzie
na réznej wysokosci (Fig. 7).
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Po potfaczeniu sie kompleksu badanego antygenu z przeciwcialami, na membranie powstanie
barwny prazek swiadczacy o wyniku dodatnim. Pojawienie sie co najmniej dwdch prazkéw (testowego
i kontrolnego) wskazywato bedzie na wynik dodatni (zapalenie wymion o etiologii S. aureus lub S. aga-
lactiae lub S. uberis, lub E. coli), podczas gdy jeden (kontrolny) bedzie wskazywat na wynik ujemny
badania przeprowadzonego poprawnie. Brak jakiegokolwiek prazka lub obecnosé jedynie prazka testo-
wego bedzie swiadczyt o niepoprawnie przeprowadzonym tescie i wymagat bedzie powtérzenia catej
procedury. Interpretacja testu bedzie szybka, jednoznaczna i mozliwa do dokonania zaréwno przez le-
karza weterynarii, jak i przez osobe odpowiedzialna za monitorowanie stanu zdrowia zwierzat w danym
stadzie.

Na Fig. 7 przedstawiono schemat testu immunochromatograficznego w odmianie multipleks do
jednoczesnej identyfikacji Staphylococcus aureus (SA), Escherichia coli (EC), Streptococcus agalactiae
(GBS) oraz Streptococcus uberis (SU). Legenda: A — test dodatni pod wzgledem kazdego z badanych
gatunkéw, B — test dodatni w kierunku Streptococcus uberis, C — prazek potwierdzajacy prawidtowe
dziatania testu (Zrodto: wiasne).

Tabela 1. Lista epitopéw dla wybranych antygenéw reprezentatywnych dla E. coli (ompA),
S. uberis (EF-Tu), S. agalactiae (ADA) i S. aureus (FNBPA).

le. Sekwencja Diugosé (liczba
aminokwasow)
Bialko ompA
S. oW SQYHDTGFINNNGPTHENQLGAG 24
6. YDWLGRMPYKGSVENGAY? 18
7. 15GYPITD!WY 6
8. 1260DTKSNVYGKNHDTGVSP!'*2 17
0. IBSEIATRLEYQWTNNIGDAHTIGTRPDNGMLSLGVSYRFGQG 61
EAAPVVAPAPAPAPEVQTKHF?!3
10. 222 FNFNKATI.KPE?? 12
11. 264|GSDAYNQGLSER? 13
12. SRESNPVTGNTCDNVKQRAALIDCLA??S 24
13. IKDVVTH? 6
Bialko EF-Tu
14, *EKYDRSK " 7
15. 3"ARRLPTSVNQPKDYASIDAAPEERER®? 26
16. 143VDDEELLE!*? 8
17. 1$SDFPGD % 5
18. IALEGDSKYEDI'®! 11
19. WIEYIPEPERDT?Y 10
20. M EMFRKQLDEGL?™ 11
21, 20y QRDEIE??
22, WOPGSINPHTKFKG?!!
23. 3”SKDEGGRHTPFFNN# 14
24, SIAGTEMYM?® 7
Bialko ADA
25. IILPSSDKELRKYVIAPAQTESLVD® 25
26. 1L SMDKGLTA!!? 9
27, 45SSIKTTK ! 7
28, AEFSYPTDS'™! 8
29. 227TGQRD??! 5
30. 23TKAASSIQSF*2 10
31, SOITKIEB(H 4
32. S9TSDSEKDTLLHKLQENY D36 18
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Lp. Sekwencja Dlugosé (liczba
aminokwasow)
Bialko FnBPA
33. STDVTSKVTVEX 10
34. IBIKPNNGKTTSVTV# 13
35. 22KFENGLHQGDYFEDFT?# 15
36. 32GNYYAN3Y 6
37. SSANTTDTSKFKEVTSNMSGNLNLQNNGH? 26
38. HISLNIENLDKTY V44 12
39. BESNQNGNQPKVRIFEYLGNNEDIA*!? 23
40. YEVLEGGKIRYTFTNDIEDKVDV?” 22
41. SI2ZVOQTNGNQTITSTLNEEQTSKELD? 23
42, STDVTSK VT2 8
43. 2KFENGLHOGDYFDFT?#% 15
44, | *BANTTDTSKFKEVTSNMNLNLQNNGSYSLNIENLDKTYV** 38
45, SS[KPNNGKTTSVTVT! 14
46. Y4*MVGHPYT*! 7
47, 7GSNQNGNQPKVRIFEYLGNNEDIA*!0 24
48. 2'NGSVVMATGEVLEGGKIRYTFTNDIEDK VDV?%’ 31
49. SEGNYYAMS 5
50. S, DGEYLNGT?® 8
51. 357K ANNR3! 5
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Zastrzezenia patentowe

Sposdb wykrywania mastitis wywotywanego przez E. coli, S. uberis, S. agalactiae lub S. au-
reus, znamienny tym, ze w probce materiatu biologicznego, zwtaszcza mleka, z wymienia
testowanej krowy bada sie obecno$¢ nastepujacych antygenéw:

— pochodzacego z E. coli biatka ompA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 1 lub zawar-
tych w nim epitopdw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8réd Sekw. Id. Nr 5-13,

— pochodzacego z S. uberis biatka EF-Tu o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 2 lub za-
wartych w nim epitopdw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowe] wybrane;
sposrod Sekw. Id. Nr 14-24,

— pochodzacego z S. agalactiae biatka ADA o sekwencji aminokwasowe] Sekw. Id. Nr 3 lub
zawartych w nim epitopow przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybra-
nej sposrod Sekw. Id. Nr 25—-32 oraz

— pochodzacego z S. aureus biatka FnBPA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 4 lub
zawartych w nim epitopow przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybra-
nej sposrod Sekw. Id. Nr 33-51,

przy czym:

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z E. coli $wiadczy o zakazeniu wymienia
testowanej krowy gatunkiem E. coli wywotujgcym mastitis,

— stwierdzenie obecnosci antygenu pochodzacego z S. uberis $wiadczy o zakazeniu wymienia
testowanej krowy gatunkiem S. uberis wywotujacym mastitis,

— stwierdzenie obecno$ci antygenu pochodzacego z S. agalactiae $wiadczy o zakazeniu wy-
mienia testowanej krowy gatunkiem S. agalactiae wywotujacym mastitis, natomiast

— stwierdzenie obecno$ci antygenu pochodzacego z S. aureus $wiadczy o zakazeniu wymie-
nia testowanej krowy gatunkiem S. aureus wywotujgcym mastitis.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do badania obecnosci antygendéw stosuje sie

specyficzne wobec nich przeciwciata.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze obecnos¢ antygendw wykrywa sie metoda im-

munochromatograficzna.

Kompozycja diagnostyczna do wykrywania mastitis wywotywanego przez E. coli, S. uberis,

S. agalactiae lub S. aureus, znamienna tym, ze zawiera odczynniki, zwlaszcza przeciwciata,

nadajace sie do wykrywania obecno$ci nastepujacych antygendw:

— pochodzacego z E. coli biatka ompA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 1 lub zawar-
tych w nim epitopow przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybranej spo-
8réd Sekw. Id. Nr 5-13,

— pochodzacego z S. uberis biatka EF-Tu o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 2 lub za-
wartych w nim epitopdw przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybrane;
sposrod Sekw. Id. Nr 14-24,

— pochodzacego z S. agalactiae biatka ADA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 3 |ub
zawartych w nim epitopow przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybra-
nej sposrod Sekw. Id. Nr 25—-32 oraz

— pochodzacego z S. aureus biatka FnBPA o sekwencji aminokwasowej Sekw. Id. Nr 4 lub
zawartych w nim epitopow przedstawionych w Tabeli 1 o sekwencji aminokwasowej wybra-
nej sposrod Sekw. Id. Nr 33-51.
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Kompozycja diagnostyczna wedtug zastrz. 4, znamienna tym, Zze zawiera specyficzne wobec
antygendw okreslonych w zastrz. 4 przeciwciata monoklonalne lub poliklonalne.

Kompozycja diagnostyczna wedtug zastrz. 4, znamienna tym, ze zawiera znakowane prze-
ciwciata.
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