
Gronkowce należą do bakterii powszechnie wy-
stępujących w środowisku oraz mikrobiomie lu-

dzi i zwierząt. Zakażenia u ludzi najczęściej wywoły-
wane są przez Staphylococcus aureus (1). W weterynarii 
spośród gatunków koagulazo-dodatnich (coagulase-
-positive staphylococci – CPS) obok S. aureus istotne 
są również Staphylococcus pseudintermedius oraz Sta-
phylococcus schleiferi subsp. coagulans, izolowane głów-
nie od psów, jak również pozostałe gatunki CPS (2, 3). 
W ostatnim czasie wyodrębniono kilkanaście no-
wych gatunków z rodzaju Staphylococcus, co wskazuje 
na ogromną różnorodność tych bakterii i przysparza 
trudności w ich identyfikacji. Obecnie, z materiałów 
klinicznych pochodzących od zwierząt oraz ludzi, co-
raz częściej izolowane są także gronkowce koagula-
zo-ujemne (coagulase-negative staphylococci – CNS) 
jako czynniki etiologiczne zakażeń (3, 4). Wskazuje to 
na konieczność prawidłowej identyfikacji również tej 
grupy gronkowców.

Podstawowym celem weterynaryjnej diagnostyki 
mikrobiologicznej jest identyfikacja czynnika zakaź-
nego. Prawidłowe i szybkie rozpoznanie drobnoustro-
jów wyizolowanych z materiału klinicznego umożliwia 
przeprowadzanie wiarygodnego badania ich leko
wrażliwości, co z kolei decyduje o wyborze skutecz-
nej antybiotykoterapii (5). Tradycyjne procedury dia-
gnostyczne oparte są w głównej mierze na metodach 
hodowlanych, w których oceniane są cechy fenoty-
powe bakterii. Obecnie do identyfikacji gronkowców, 
jak również innych mikroorganizmów, coraz częściej 
wykorzystywane są techniki molekularne bazujące na 
analizie kwasów nukleinowych, a także serologiczne 
umożliwiające wykrycie swoistych antygenów (6, 7, 
8). Diagnostyka mikrobiologiczna wymaga przestrze-
gania określonych procedur, które obejmują wszyst-
kie etapy badania, począwszy od sposobu pobierania 
materiału od pacjenta poprzez transport pobranego 
materiału, stosowanie metod izolacji i  identyfikacji 
patogenów, kończąc na interpretacji uzyskanych wy-
ników. Ujednolicenie tych procedur wpływa na wiary-
godność oraz powtarzalność uzyskiwanych wyników 
badań. Weterynaryjna diagnostyka mikrobiologicz-
na często bazuje na rekomendacjach opracowanych 
dla szczepów bakterii pochodzących od ludzi. Ogólny 
schemat metodyki laboratoryjnej jest najczęściej od-
powiedni również dla rozpoznania patogenów izolo-
wanych od zwierząt. Jednak wyzwaniem dla diagno-
styki weterynaryjnej jest brak procedur identyfikacji 
gatunków gronkowców występujących u  zwierząt, 
a także brak lub niepełny zakres rekomendacji doty-
czących interpretacji wyników badania lekowrażli-
wości tych bakterii (7).

Klasyczne metody identyfikacji gronkowców

Podstawą diagnostyki mikrobiologicznej bakterii z ro-
dzaju Staphylococcus są klasyczne metody hodowla-
ne służące izolacji bakterii oraz badanie aktywności 
biochemicznej w celu ich identyfikacji (5, 9). Testy 
biochemiczne można wykonywać metodami manu-
alnymi, ale dostępnych jest także wiele systemów 
automatycznych przeznaczonych do rozpoznawa-
nia gronkowców, umożliwiających ich identyfikację 
oraz oznaczanie lekowrażliwości. Systemy te są stale 
udoskonalane, cechują się coraz szerszym spektrum 
możliwości diagnostycznych, a czas identyfikacji oraz 
oceny lekowrażliwości może być skrócony nawet do 
kilku godzin. Czułość automatycznych systemów jest 
wysoka, ponieważ pozwalają na wykrycie niedostrze-
galnych nieuzbrojonym okiem oznak wzrostu mikro-
organizmów. Niestety, na ogół są one opracowywa-
ne na podstawie właściwości typowych dla szczepów 
wyizolowanych od ludzi, i z tego względu ich przy-
datność do rozpoznawania gronkowców pochodzą-
cych od zwierząt, jak np.: Staphylococcus pseudinter-
medius, może być ograniczona (10), o  czym należy 
pamiętać podczas diagnostyki zakażeń gronkowco-
wych u zwierząt. Szczególnie identyfikacja szczepów 
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CNS oparta na właściwościach fenotypowych może 
być nieprecyzyjna (4, 11).

Nowoczesne metody wykrywania i identyfikacji 
gronkowców

W diagnostyce mikrobiologicznej coraz powszech-
niej stosowane są nowe technologie, pozbawione wad 
procedur opartych na klasycznych metodach hodowli 
i identyfikacji mikroorganizmów na podstawie ich ak-
tywności biochemicznej. Systemy nowej generacji ba-
zują na metodach biologii molekularnej, w tym także 
na analizie profilu białek komórek bakteryjnych przy 
użyciu spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (ma-
trix assisted laser desorption/ionization time‑of‑flight 
mass spektrometry; 7, 12). Zastosowanie nowoczesnych 
metod pozwala na znaczne skrócenie czasu oczekiwa-
nia na wyniki badań, cechują się one wysoką swoisto-
ścią oraz czułością.

Upowszechnienie stosowania metod diagnostycz-
nych opartych na biologii molekularnej jest konsekwen-
cją poszerzenia bazy danych genomów wielu gatun-
ków drobnoustrojów, w tym również gronkowców, jak 
również coraz większych możliwości zautomatyzowa-
nia izolacji materiału genetycznego mikroorganizmów 
oraz dostępności gotowych zestawów do amplifika-
cji materiału genetycznego patogenów. W diagnosty-
ce mikrobiologicznej wykorzystywane są takie tech-
niki, jak łańcuchowa reakcja polimerazy (polymerase 
chain reaction – PCR), hybrydyzacja oraz sekwencjo-
nowanie kwasów nukleinowych (6, 10, 13). Metody dia-
gnostyczne oparte na technikach biologii molekularnej 
są stale udoskonalane, stają się coraz tańsze i bardziej 
dostępne. Coraz częściej bakterii poszukuje się bezpo-
średnio w pobranym materiale klinicznym lub w ma-
teriale poddanym wstępnemu namnażaniu, chociaż 
dotychczas takie rozwiązania znajdują zastosowanie 
głównie w diagnostyce zakażeń u ludzi. Dla przykła-
du, zautomatyzowany, zamknięty system GeneXpert 
(Cepheid) oparty na real‑time PCR (PCR w czasie rze-
czywistym) pozwala na wykrycie szczepów Staphylo-
coccus aureus opornych na metycylinę (methicillin-re-
sistant Staphylococcus aureus – MRSA), a także innych 
drobnoustrojów. Zaletą tego systemu jest krótki czas 
oczekiwania na wynik, wynoszący około godziny (6).

Spektrometria masowa MALDI-TOF MS znajduje co-
raz szersze zastosowanie w identyfikacji gronkowców 
pochodzących z  różnych próbek. Referencyjne bazy 
widm spektrofotometrycznych białek są stale rozsze-
rzane i uaktualniane, obejmują dane o coraz większej 
liczbie mikroorganizmów, w tym również o gatunkach 
istotnych w weterynarii (14). Wykazano, że MALDI-TOF 
MS umożliwia identyfikację gronkowców zaliczanych 
do tzw. grupy SIG (Staphylococcus intermedius group; 12). 
Należą do niej trzy gatunki chorobotwórczych gron-
kowców: Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus 
intermedius oraz Staphylococcus delphini, których zbli-
żone cechy fenotypowe i genotypowe znacznie utrud-
niają ich różnicowanie i identyfikację (15).

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

alternatywnych metod umożliwiających szybką iden-
tyfikację drobnoustrojów bezpośrednio w materia-
łach klinicznych pobranych od zwierząt, choć zwykle 
nie są one jeszcze stosowane rutynowo. Na przykład, 
analiza próbek mleka przy pomocy gotowego zesta-
wu do real‑time PCR przeznaczonego do diagnostyki 
mastitis u krów, potwierdziła dobrą czułość oraz swo-
istość tego testu dla S. aureus. Natomiast w przypadku 
gronkowców koagulazo-ujemnych nie otrzymano wy-
starczająco dobrej identyfikacji i lepsze wyniki uzy-
skano po zastosowaniu tradycyjnych metod hodowla-
nych. Wykorzystany w tych badaniach gotowy zestaw 
do real‑time PCR uwzględniał jedynie niewielką licz-
bę gatunków najczęściej izolowanych z przypadków 
zapaleń gruczołu mlekowego bydła, co tłumaczy jego 
ograniczoną przydatność w rozpoznawaniu gronkow-
ców koagulazo-ujemnych (16). Inni badacze (17) za-
stosowali technikę MALDI-TOF MS do identyfikacji 
szczepów bakterii wyizolowanych z mleka pobrane-
go od krów z objawami zapalenia gruczołu mlekowe-
go. Wykazali wysoką zgodność identyfikacji izolatów 
w oparciu o analizę spektrometryczną oraz tradycyjne 
metody biochemiczne. Opisano również próbę zastoso-
wania MALDI-TOF MS bezpośrednio do badania pró-
bek mleka, z pominięciem etapu hodowli. Do uzyskania 
prawidłowego widma białek rybosomalnych koniecz-
na była odpowiednia liczba drobnoustrojów w bada-
nym materiale. Wiarygodną identyfikację uzyskiwa-
no przy liczbie komórek bakteryjnych ≥106 cfu/ml dla 
S. aureus (17). Ograniczeniem metodyki opartej na bez-
pośrednim wykrywaniu gronkowców jest możliwość 
występowania różnych bakterii w badanym materia-
le. Wykazano, że wiarygodną identyfikację uzyskuje 
się jedynie, gdy w badanej próbce obecne są drobno-
ustroje należące do jednego gatunku.

Problem prawidłowej identyfikacji bakterii 
z rodzaju Staphylococcus istotnych w weterynarii

Gatunkiem gronkowców dominującym u psów jest 
S. pseudintermedius, przy czym szczepy mogą być izo-
lowane od zwierząt klinicznie zdrowych lub chorych. 
W przypadku wyhodowania tych bakterii z materia-
łu pobranego od psa, przy interpretacji wyniku nale-
ży zawsze uwzględniać obserwowane objawy klinicz-
ne. Natomiast prawidłowe rozpoznanie tego gatunku 
w przypadku izolacji z materiałów pobranych od innych 
gatunków zwierząt lub od ludzi nie jest łatwe (2, 18). 
Rzadziej S. pseudintermedius stwierdzany jest u kotów 
oraz innych gatunków zwierząt, w wyjątkowych przy-
padkach także u ludzi (19). S. pseudintermedius wyka-
zuje duże podobieństwo cech fenotypowych do blisko 
spokrewnionych z nim gatunków z grupy SIG. Obec-
nie przyjęte jest, że szczepy izolowane od psów, któ-
re uznawane są za naturalnego gospodarza S. pseudin-
termedius, o typowych cechach fenotypowych można 
rozpoznawać jako należące do tego gatunku. Dostępne 
na rynku testy do identyfikacji gronkowców oparte na 
oznaczaniu ich właściwości biochemicznych nie po-
zwalają na rozpoznanie S. pseudintermedius bez zasto-
sowania dodatkowych testów (2). Co istotne, stosując 
identyfikację opartą na właściwościach biochemicz-
nych, S. pseudintermedius może być mylnie rozpoznany 
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jako S. aureus lub S. intermedius (15). Podobnie w przy-
padku szczepów S. delphini czy S. intermedius, identyfi-
kacja oparta na cechach fenotypowych może być nie-
precyzyjna (7). Dlatego wiarygodna identyfikacja tych 
bakterii pochodzących od zwierząt lub od człowieka 
wymaga zastosowania techniki PCR lub MALDI-TOF 
MS (18, 20). Do rozpoznawania gatunków gronkowców 
koagulazo-dodatnich izolowanych od zwierząt często 
stosowana jest technika multiplex PCR, umożliwia-
jąca rozpoznanie 7 gatunków 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-
rębniono 11 nowych gatunków wyizolowanych głównie 
od ludzi, a także od zwierząt. Grupa gronkowców ko-
agulazo-dodatnich, które mogą występować u zwie-
rząt, powiększyła się 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 świń, Staphylocoocus devriesei wyizolowany z mleka 
krów (24) oraz Staphylococcus microti (25) i Staphylococ-
cus stepanovicii (26) wyizolowane od gryzoni.

Potencjał chorobotwórczy nowych gatunków, oprócz 
S. agentis, jak dotąd nie jest poznany. Gatunek S. agnetis 
opisano w 2012 r., początkowo izolowany był z przy-
padków mastitis u bydła, obecnie wiadomo, że może być 
także czynnikiem etiologicznym osteomyelitis u broj
lerów kurzych (27). Identyfikacja S. agnetis oraz in-
nych nowo opisanych gatunków gronkowców nie jest 
rutynowo wykonywana w laboratoriach mikrobiolo-
gicznych, są one rozpoznawane jedynie jako szcze-
py gronkowców koagulazo‑dodatnich lub CNS (28). 
Ewentualnie w laboratoriach działających przy ośrod-
kach naukowych lub akademickich możliwa jest iden-
tyfikacja nowych gatunków w ramach prowadzonych 
badań naukowych.

Dlaczego prawidłowa identyfikacja gronkowców 
jest tak istotna?

Prawidłowe rozpoznanie gatunków w obrębie rodzaju 
Staphylococcus jest niezwykle istotne, ponieważ zgodnie 
z rekomendacjami Europejskiego Komitetu ds. Ozna-
czania Lekowrażliwości (European Committee for An-
timicrobial Susceptibility Testing – EUCAST) (29) oraz 
Amerykańskiej Komisji ds. Klinicznych Standardów La-
boratoryjnych (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute – CLSI), interpretacja wyników oznaczania le-
kowrażliwości dla S. aureus oraz innych gronkowców 
koagulazo-dodatnich i CNS jest różna (30). Natomiast 
prawidłowe rozpoznanie gatunku S. pseudintermedius 
ma także zasadnicze znaczenie w doborze antybioty-
ku użytego w metodzie krążkowo-dyfuzyjnej do wy-
krywania oporności na metycylinę (31). Dla szczepów 
S. pseudintermedius zalecane jest stosowanie krążka 
z oksacyliną, ponieważ wykazano jego większą sku-
teczność w wykrywaniu tego mechanizmu oporności, 
w porównaniu z krążkiem z cefoksytyną, który jest 
zalecany dla S. aureus. Ponadto u niektórych szczepów 
S. pseudintermedius opornych na metycylinę (meticil-
lin-resistant Staphylococcus pseudintermedius – MRSP), 

należących do typu sekwencyjnego 258, stwierdzo-
no niskie wartości MIC oksacyliny (0,5-4 µg/ml), co 
może skutkować fenotypową wrażliwością na oksa-
cylinę i cefoksytynę w teście krążkowo-dyfuzyjnym. 
W tych wątpliwych przypadkach o wykryciu oporno-
ści na metycylinę decyduje obecność genu mecA, wa-
runkującego ten typ oporności (32, 33). U niektórych 
izolatów MRSP stwierdzono również heterogenną eks-
presję genu mecA, wtedy wokół krążka z oksacyliną wy-
stępuje strefa zahamowania wzrostu, a wokół krążka 
z cefoksytyną pojawia się strefa zahamowania wzro-
stu o średnicy pozwalającej na zakwalifikowanie tego 
szczepu jako wrażliwego na metycylinę (34).

Trudności w interpretacji wyników 
oznaczania lekowrażliwości gronkowców 
izolowanych od zwierząt

Problemem w weterynaryjnej diagnostyce mikrobiolo-
gicznej jest brak ujednoliconych wytycznych określa-
jących interpretację wyników badania lekowrażliwo-
ści dla wielu drobnoustrojów izolowanych od zwierząt. 
Rekomendacje takie powinny być opracowane dla róż-
nych patogenów, w tym również gronkowców oraz dla 
bakterii izolowanych od różnych gatunków zwierząt 
(7). Aktualne wytyczne CLSI z 2015  r. zawierają ta-
kie zalecenia, choć w ograniczonym zakresie (30). Nie 
uwzględniają one interpretacji wyników oznaczania 
wrażliwości na chloramfenikol, rifampicynę czy sul-
fametoksazol z trimetoprimem dla gronkowców po-
chodzących od zwierząt. Z kolei rekomendacje EU-
CAST dotyczą drobnoustrojów izolowanych tylko od 
ludzi, bazują one na parametrach PK/PD oraz dawko-
waniu stosowanym u ludzi (29). Obecnie brakuje wy-
tycznych odnośnie do nowych gatunków gronkowców, 
które mogą być izolowane od zwierząt, np. S. agnetis.

Podsumowanie

W ostatnich latach nastąpił znaczny rozwój metod ba-
dania pokrewieństwa drobnoustrojów, opartych na ana-
lizie ich materiału genetycznego. Umożliwiło to m.in. 
uaktualnienie taksonomii bakterii z rodzaju Staphylo-
coccus. Jednak wiele metod identyfikacji gronkowców 
opartych na biologii molekularnej nie znajduje jeszcze 
zastosowania w rutynowej diagnostyce weterynaryj-
nej, która bazuje na tradycyjnych metodach mikrobio-
logicznych. Do identyfikacji coraz częściej wykorzysty-
wana jest również spektrometria mas. Konieczna jest 
harmonizacja metod badawczych stosowanych w we-
terynaryjnych laboratoriach mikrobiologicznych oraz 
opracowanie wytycznych odnośnie do interpretacji 
wyników badania lekowrażliwości dla różnych drob-
noustrojów, w  tym różnych gatunków gronkowców, 
z uwzględnieniem poszczególnych gatunków zwie-
rząt, od których są one izolowane.
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