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Problemy weterynaryjnej diagnostyki mikrobiologicznej
dotyczacej zakazen gronkowcowych
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Gronkowce naleza do bakterii powszechnie wy-
stepujacych w srodowisku oraz mikrobiomie lu-
dzi i zwierzat. Zakazenia u ludzi najczesciej wywoty-
wane s3 przez Staphylococcus aureus (1). W weterynarii
sposréd gatunkéw koagulazo-dodatnich (coagulase-
-positive staphylococci — CPS) obok S. aureus istotne
s3 rowniez Staphylococcus pseudintermedius oraz Sta-
phylococcus schleiferi subsp. coagulans, izolowane gtow-
nie od pséw, jak réwniez pozostate gatunki CPS (2, 3).
W ostatnim czasie wyodrebniono kilkanascie no-
wych gatunkow z rodzaju Staphylococcus, co wskazuje
na ogromng réznorodnos¢ tych bakterii i przysparza
trudnosci w ich identyfikacji. Obecnie, z materiatow
klinicznych pochodzacych od zwierzat oraz ludzi, co-
raz czesciej izolowane sa takze gronkowce koagula-
zo-ujemne (coagulase-negative staphylococci — CNS)
jako czynniki etiologiczne zakazen (3, 4). Wskazuje to
na konieczno$¢ prawidtowej identyfikacji rowniez tej
grupy gronkowcow.

Podstawowym celem weterynaryjnej diagnostyki
mikrobiologicznej jest identyfikacja czynnika zakaz-
nego. Prawidtowe i szybkie rozpoznanie drobnoustro-
jow wyizolowanych z materiatu klinicznego umozliwia
przeprowadzanie wiarygodnego badania ich leko-
wrazliwosci, co z kolei decyduje o wyborze skutecz-
nej antybiotykoterapii (5). Tradycyjne procedury dia-
gnostyczne oparte sa w gtéwnej mierze na metodach
hodowlanych, w ktérych oceniane s3 cechy fenoty-
powe bakterii. Obecnie do identyfikacji gronkowcéw,
jak réwniez innych mikroorganizméw, coraz czesciej
wykorzystywane sg techniki molekularne bazujgce na
analizie kwaséw nukleinowych, a takze serologiczne
umozliwiajace wykrycie swoistych antygenéw (6, 7,
8). Diagnostyka mikrobiologiczna wymaga przestrze-
gania okreslonych procedur, ktére obejmuja wszyst-
kie etapy badania, poczawszy od sposobu pobierania
materialu od pacjenta poprzez transport pobranego
materialu, stosowanie metod izolacji i identyfikacji
patogendw, koriczac na interpretacji uzyskanych wy-
nikéw. Ujednolicenie tych procedur wptywa na wiary-
godno$¢ oraz powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw
badan. Weterynaryjna diagnostyka mikrobiologicz-
na czesto bazuje na rekomendacjach opracowanych
dla szczepow bakterii pochodzacych od ludzi. Ogélny
schemat metodyki laboratoryjnej jest najczesciej od-
powiedni réwniez dla rozpoznania patogendw izolo-
wanych od zwierzat. Jednak wyzwaniem dla diagno-
styki weterynaryjnej jest brak procedur identyfikacji
gatunkow gronkowcow wystepujacych u zwierzat,
a takze brak lub niepelny zakres rekomendacji doty-
czacych interpretacji wynikéw badania lekowrazli-
wosci tych bakterii (7).
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Klasyczne metody identyfikacji gronkowcow

Podstawa diagnostyki mikrobiologicznej bakterii z ro-
dzaju Staphylococcus sag klasyczne metody hodowla-
ne stuzace izolacji bakterii oraz badanie aktywnosci
biochemicznej w celu ich identyfikacji (5, 9). Testy
biochemiczne mozna wykonywa¢ metodami manu-
alnymi, ale dostepnych jest takze wiele systeméw
automatycznych przeznaczonych do rozpoznawa-
nia gronkowcéw, umozliwiajacych ich identyfikacje
oraz oznaczanie lekowrazliwo$ci. Systemy te sg stale
udoskonalane, cechujq sie coraz szerszym spektrum
mozliwosci diagnostycznych, a czas identyfikacji oraz
oceny lekowrazliwos$ci moze by¢ skrécony nawet do
kilku godzin. Czuto$¢ automatycznych systemow jest
wysoka, poniewaz pozwalajg na wykrycie niedostrze-
galnych nieuzbrojonym okiem oznak wzrostu mikro-
organizméw. Niestety, na ogot sa one opracowywa-
ne na podstawie wlasciwosci typowych dla szczepow
wyizolowanych od ludzi, i z tego wzgledu ich przy-
datno$¢ do rozpoznawania gronkowcéw pochodza-
cych od zwierzat, jak np.: Staphylococcus pseudinter-
medius, moze by¢ ograniczona (10), o czym nalezy
pamietaé¢ podczas diagnostyki zakazen gronkowco-
wych u zwierzat. Szczegdlnie identyfikacja szczepéw
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CNS oparta na witasciwosciach fenotypowych moze
by¢ nieprecyzyjna (4, 11).

Nowoczesne metody wykrywania i identyfikacji
gronkowcow

W diagnostyce mikrobiologicznej coraz powszech-
niej stosowane sg nowe technologie, pozbawione wad
procedur opartych na klasycznych metodach hodowli
i identyfikacji mikroorganizméw na podstawie ich ak-
tywnosci biochemicznej. Systemy nowej generacji ba-
Zuja na metodach biologii molekularnej, w tym takze
na analizie profilu bialek komdrek bakteryjnych przy
uzyciu spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (ma-
trix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spektrometry; 7, 12). Zastosowanie nowoczesnych
metod pozwala na znaczne skrocenie czasu oczekiwa-
nia na wyniki badan, cechuja sie one wysoka swoisto-
$cig oraz czuto$cia.

Upowszechnienie stosowania metod diagnostycz-
nych opartych na biologii molekularnej jest konsekwen-
cja poszerzenia bazy danych genoméw wielu gatun-
kéw drobnoustrojow, w tym réwniez gronkowcow, jak
réwniez coraz wiekszych mozliwosci zautomatyzowa-
nia izolacji materiatu genetycznego mikroorganizmow
oraz dostepnos$ci gotowych zestawéw do amplifika-
cji materiatu genetycznego patogenéw. W diagnosty-
ce mikrobiologicznej wykorzystywane sa takie tech-
niki, jak tanicuchowa reakcja polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR), hybrydyzacja oraz sekwencjo-
nowanie kwasow nukleinowych (6, 10, 13). Metody dia-
gnostyczne oparte na technikach biologii molekularnej
sa stale udoskonalane, stajg sie coraz tansze i bardziej
dostepne. Coraz czesciej bakterii poszukuje sie bezpo-
$rednio w pobranym materiale klinicznym lub w ma-
teriale poddanym wstepnemu namnazaniu, chociaz
dotychczas takie rozwiazania znajduja zastosowanie
gléwnie w diagnostyce zakazen u ludzi. Dla przykla-
du, zautomatyzowany, zamkniety system GeneXpert
(Cepheid) oparty na real-time PCR (PCR w czasie rze-
czywistym) pozwala na wykrycie szczep6éw Staphylo-
coccus aureus opornych na metycyline (methicillin-re-
sistant Staphylococcus aureus — MRSA), a takze innych
drobnoustrojow. Zaletg tego systemu jest krotki czas
oczekiwania na wynik, wynoszacy okoto godziny (6).

Spektrometria masowa MALDI-TOF MS znajduje co-
raz szersze zastosowanie w identyfikacji gronkowcow
pochodzacych z réznych prébek. Referencyjne bazy
widm spektrofotometrycznych bialek s3 stale rozsze-
rzane i uaktualniane, obejmuja dane o coraz wiekszej
liczbie mikroorganizméw, w tym réwniez o gatunkach
istotnych w weterynarii (14). Wykazano, ze MALDI-TOF
MS umozliwia identyfikacje gronkowcéw zaliczanych
do tzw. grupy SIG (Staphylococcus intermedius group; 12).
Naleza do niej trzy gatunki chorobotwodrczych gron-
kowcow: Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
intermedius oraz Staphylococcus delphini, ktérych zbli-
zone cechy fenotypowe i genotypowe znacznie utrud-
niaja ich réznicowanie i identyfikacje (15).

Zastosowanie metod opartych na biologii moleku-
larnej oraz MALDI-TOF MS w weterynaryjnej diagno-
styce mikrobiologicznej staje si¢ coraz powszechniej-
sze. Literatura podaje liczne przyktady wykorzystania

alternatywnych metod umozliwiajacych szybka iden-
tyfikacje drobnoustrojéw bezposrednio w materia-
tach klinicznych pobranych od zwierzat, cho¢ zwykle
nie s3 one jeszcze stosowane rutynowo. Na przyklad,
analiza probek mleka przy pomocy gotowego zesta-
wu do real-time PCR przeznaczonego do diagnostyki
mastitis u kréw, potwierdzita dobra czuto$¢ oraz swo-
isto$¢ tego testu dla S. aureus. Natomiast w przypadku
gronkowcéw koagulazo-ujemnych nie otrzymano wy-
starczajaco dobrej identyfikacji i lepsze wyniki uzy-
skano po zastosowaniu tradycyjnych metod hodowla-
nych. Wykorzystany w tych badaniach gotowy zestaw
do real-time PCR uwzgledniatl jedynie niewielka licz-
be gatunkéw najczesciej izolowanych z przypadkéw
zapalen gruczotu mlekowego bydta, co ttumaczy jego
ograniczong przydatno$¢ w rozpoznawaniu gronkow-
céw koagulazo-ujemnych (16). Inni badacze (17) za-
stosowali technike MALDI-TOF MS do identyfikacji
szczepOw bakterii wyizolowanych z mleka pobrane-
go od kréw z objawami zapalenia gruczotu mlekowe-
go. Wykazali wysoka zgodnos¢ identyfikacji izolatow
w oparciu o analize spektrometryczng oraz tradycyjne
metody biochemiczne. Opisano réwniez prébe zastoso-
wania MALDI-TOF MS bezposrednio do badania pré-
bek mleka, z pominieciem etapu hodowli. Do uzyskania
prawidlowego widma biatek rybosomalnych koniecz-
na byta odpowiednia liczba drobnoustrojow w bada-
nym materiale. Wiarygodna identyfikacje uzyskiwa-
no przy liczbie komodrek bakteryjnych 2106 cfu/ml dla
S. aureus (17). Ograniczeniem metodyki opartej na bez-
posrednim wykrywaniu gronkowcéw jest mozliwos¢
wystepowania réznych bakterii w badanym materia-
le. Wykazano, Ze wiarygodna identyfikacje uzyskuje
sie jedynie, gdy w badanej prébce obecne s3 drobno-
ustroje nalezace do jednego gatunku.

Problem prawidtowej identyfikacji bakterii
z rodzaju Staphylococcus istotnych w weterynarii

Gatunkiem gronkowcéw dominujacym u pséw jest
S. pseudintermedius, przy czym szczepy moga by¢ izo-
lowane od zwierzat klinicznie zdrowych lub chorych.
W przypadku wyhodowania tych bakterii z materia-
tu pobranego od psa, przy interpretacji wyniku nale-
zy zawsze uwzglednia¢ obserwowane objawy klinicz-
ne. Natomiast prawidlowe rozpoznanie tego gatunku
w przypadku izolacji z materiatéw pobranych od innych
gatunkow zwierzat lub od ludzi nie jest tatwe (2, 18).
Rzadziej S. pseudintermedius stwierdzany jest u kotow
oraz innych gatunkow zwierzat, w wyjatkowych przy-
padkach takze u ludzi (19). S. pseudintermedius wyka-
zuje duze podobienstwo cech fenotypowych do blisko
spokrewnionych z nim gatunkéw z grupy SIG. Obec-
nie przyjete jest, ze szczepy izolowane od pséw, kt6-
re uznawane sg za naturalnego gospodarza S. pseudin-
termedius, o typowych cechach fenotypowych mozna
rozpoznawac jako nalezace do tego gatunku. Dostepne
na rynku testy do identyfikacji gronkowcow oparte na
oznaczaniu ich wlasciwosci biochemicznych nie po-
zwalajg na rozpoznanie S. pseudintermedius bez zasto-
sowania dodatkowych testow (2). Co istotne, stosujac
identyfikacje oparta na wiasciwosciach biochemicz-
nych, S. pseudintermedius moze by¢ mylnie rozpoznany
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jako S. aureus lub S. intermedius (15). Podobnie w przy-
padku szczep6w S. delphini czy S. intermedius, identyfi-
kacja oparta na cechach fenotypowych moze by¢ nie-
precyzyjna (7). Dlatego wiarygodna identyfikacja tych
bakterii pochodzacych od zwierzat lub od czlowieka
wymaga zastosowania techniki PCR lub MALDI-TOF
MS (18, 20). Do rozpoznawania gatunkéw gronkowcow
koagulazo-dodatnich izolowanych od zwierzat czesto
stosowana jest technika multiplex PCR, umozliwia-
jaca rozpoznanie 7 gatunkow istotnych w weteryna-
rii: S. aureus, S. pseudintermedius, S. intermedius, S. del-
phini typu A, S. delphini typu B, Staphylococcus hyicus
oraz Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans (13, 19).

W latach 2010—2015 w rodzaju Staphylococcus wyod-
rebniono 11 nowych gatunkéw wyizolowanych gtéwnie
od ludzi, a takze od zwierzat. Grupa gronkowcéw ko-
agulazo-dodatnich, ktére moga wystepowaé u zwie-
rzat, powiekszyta sie o gatunki Staphylococcus argentus,
Staphylococcus schweitzeri (21) oraz koagulazo-zmien-
ny Staphylococcus agnetis (22). Nowe gatunki koagu-
lazo-ujemne to Staphylococcus rostri (23) stwierdzony
u $win, Staphylocoocus devriesei wyizolowany z mleka
krow (24) oraz Staphylococcus microti (25) i Staphylococ-
cus stepanovicii (26) wyizolowane od gryzoni.

Potencjat chorobotwdrczy nowych gatunkéw, oprocz
S. agentis, jak dotad nie jest poznany. Gatunek S. agnetis
opisano w 2012 r., poczatkowo izolowany byt z przy-
padkéw mastitis u bydta, obecnie wiadomo, ze moze by¢
takze czynnikiem etiologicznym osteomyelitis u broj-
leréw kurzych (27). Identyfikacja S. agnetis oraz in-
nych nowo opisanych gatunkéw gronkowcow nie jest
rutynowo wykonywana w laboratoriach mikrobiolo-
gicznych, s3 one rozpoznawane jedynie jako szcze-
py gronkowcéw koagulazo-dodatnich lub CNS (28).
Ewentualnie w laboratoriach dziatajacych przy osrod-
kach naukowych lub akademickich mozliwa jest iden-
tyfikacja nowych gatunkéw w ramach prowadzonych
badan naukowych.

Dlaczego prawidtowa identyfikacja gronkowcow
jest tak istotna?

Prawidtowe rozpoznanie gatunkéw w obrebie rodzaju
Staphylococcus jest niezwykle istotne, poniewaz zgodnie
z rekomendacjami Europejskiego Komitetu ds. Ozna-
czania Lekowrazliwos$ci (European Committee for An-
timicrobial Susceptibility Testing — EUCAST) (29) oraz
Amerykanskiej Komisji ds. Klinicznych Standardéw La-
boratoryjnych (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute — CLSI), interpretacja wynikéw oznaczania le-
kowrazliwosci dla S. aureus oraz innych gronkowcéw
koagulazo-dodatnich i CNS jest r6zna (30). Natomiast
prawidlowe rozpoznanie gatunku S. pseudintermedius
ma takze zasadnicze znaczenie w doborze antybioty-
ku uzytego w metodzie krgzkowo-dyfuzyjnej do wy-
krywania opornosci na metycyline (31). Dla szczepow
S. pseudintermedius zalecane jest stosowanie krazka
z oksacyling, poniewaz wykazano jego wieksza sku-
teczno$¢ w wykrywaniu tego mechanizmu opornosci,
w poréwnaniu z krazkiem z cefoksytyna, ktory jest
zalecany dla S. aureus. Ponadto u niektdrych szczepow
S. pseudintermedius opornych na metycyline (meticil-
lin-resistant Staphylococcus pseudintermedius — MRSP),
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nalezacych do typu sekwencyjnego 258, stwierdzo-
no niskie wartosci MIC oksacyliny (0,5-4 ng/ml), co
moze skutkowa¢ fenotypowa wrazliwo$cig na oksa-
cyline i cefoksytyne w tescie kragzkowo-dyfuzyjnym.
W tych watpliwych przypadkach o wykryciu oporno-
$ci na metycyline decyduje obecno$¢ genu mecA, wa-
runkujacego ten typ opornosci (32, 33). U niektérych
izolatéw MRSP stwierdzono réwniez heterogenng eks-
presje genu mecA, wtedy wokot krazka z oksacyling wy-
stepuje strefa zahamowania wzrostu, a wokot krazka
z cefoksytyna pojawia sie strefa zahamowania wzro-
stu o $rednicy pozwalajacej na zakwalifikowanie tego
szczepu jako wrazliwego na metycyline (34).

Trudnosci w interpretacji wynikow
oznaczania lekowrazliwosci gronkowcow
izolowanych od zwierzat

Problemem w weterynaryjnej diagnostyce mikrobiolo-
gicznej jest brak ujednoliconych wytycznych okresla-
jacych interpretacje wynikéw badania lekowrazliwo-
$ci dla wielu drobnoustrojow izolowanych od zwierzat.
Rekomendacje takie powinny by¢ opracowane dla roz-
nych patogenéw, w tym réwniez gronkowcéw oraz dla
bakterii izolowanych od réznych gatunkow zwierzat
(7). Aktualne wytyczne CLSI z 2015 r. zawieraja ta-
kie zalecenia, cho¢ w ograniczonym zakresie (30). Nie
uwzgledniajg one interpretacji wynikéw oznaczania
wrazliwosci na chloramfenikol, rifampicyne czy sul-
fametoksazol z trimetoprimem dla gronkowcéw po-
chodzacych od zwierzat. Z kolei rekomendacje EU-
CAST dotycza drobnoustrojéw izolowanych tylko od
ludzi, bazuja one na parametrach PK/PD oraz dawko-
waniu stosowanym u ludzi (29). Obecnie brakuje wy-
tycznych odnosnie do nowych gatunkow gronkowcow,
ktore moga by¢ izolowane od zwierzat, np. S. agnetis.

Podsumowanie

W ostatnich latach nastapit znaczny rozwéj metod ba-
dania pokrewienistwa drobnoustrojow, opartych na ana-
lizie ich materiatu genetycznego. Umozliwilo to m.in.
uaktualnienie taksonomii bakterii z rodzaju Staphylo-
coccus. Jednak wiele metod identyfikacji gronkowcow
opartych na biologii molekularnej nie znajduje jeszcze
zastosowania w rutynowej diagnostyce weterynaryj-
nej, ktéra bazuje na tradycyjnych metodach mikrobio-
logicznych. Do identyfikacji coraz czesciej wykorzysty-
wana jest rowniez spektrometria mas. Konieczna jest
harmonizacja metod badawczych stosowanych w we-
terynaryjnych laboratoriach mikrobiologicznych oraz
opracowanie wytycznych odnosnie do interpretacji
wynikéw badania lekowrazliwosci dla réznych drob-
noustrojéw, w tym réznych gatunkow gronkowcéow,
z uwzglednieniem poszczegdlnych gatunkéw zwie-
rzat, od ktérych sg one izolowane.
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