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Streszczenie

Bakterie z rodzaju Staphylococcus to liczna grupa mikroorganizméw, ktére z jednej strony
sg dobrze znanymi komensalami, a z drugiej mogg powodowaé rdéznego typu infekcje
u zwierzat towarzyszacych, gospodarskich 1 wolno zyjacych, a takze cztowieka.
Koagulazododatnie gatunki Staphylococcus (ang. coagulase-positive Staphylococcus
CoPS), kolonizuja skore, blony S$luzowe, szczegbélnie goérny odcinek przewodu

pokarmowego i1 drog oddechowych oraz uktad moczowo-ptciowy.

Szerokie stosowanie substancji przeciwbakteryjnych, zar6wno w terapii, metafilaktyce
1 produkcji zwierzecej, znacznie zwigkszylo ryzyko rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow
lekoopornych, w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus. Dlatego w ostatnich latach jednym
z najwigkszych probleméw medycyny weterynaryjnej stata si¢ narastajaca lekoopornosé
mikroorganizméw, w tym koagulazododatnich gatunkéw Staphylococcus. Obecnie
szczegoblng uwage poswigca si¢ metycylioopornym izolatom Staphylococcus, u ktoérych
jednoczesnie czesto wystepuje takze opornos¢ wielolekowa, tj. opornos¢ na co najmniej trzy

antybiotyki nalezace do r6znych klas §rodkow przeciwdrobnoustrojowych.

Celem badan przeprowadzonych w niniejszej pracy byla ocena wystgpowania
koagulazododatnich gronkowcow u zrdznicowanych pod wzgledem gatunku, zakresu terapii
1 statusu zdrowotnego gospodarzy-zwierzat, w aspekcie analizy porownawczej oraz oceny
poziomu lekoopornosci tych drobnoustrojow, a takze czynnikow wirulencji
odpowiedzialnych za wystgpowanie infekcji na tle Staphylococcus. Obok oceny zagrozenia
dla zdrowia publicznego jakie moga stanowi¢ wielolekooporne i/lub metycylinooporne
bakterie, posiadajace dodatkowo szeroki panel czynnikdéw wirulencji, badania miaty na celu
okreslenie w jakim stopniu poszczegdlne, istotne z epidemiologicznego punktu widzenia
klony bakterii, rozprzestrzeniajg si¢ pomigdzy roéznymi gatunkami zwierzat.
Koagulazododatnie bakterie z rodzaju Staphylococcus ze wzglegdu na powszechne
wystgpowanie u roznych gospodarzy jako komensale, a jednoczesnie czynniki infekcyjne
wielu chorob o zréznicowanym obrazie klinicznym, stanowig niezwykle ciekawa
1 dynamiczng pod wzgledem zmiennosci grupg drobnoustrojow, ktora pomimo licznych
badan, nadal dostarcza nowych wyzwan. Dlatego rowniez jednym z celéw badan byta proba
wyjasnienia interakcji migedzy odpowiedzig immunologiczng organizmu gospodarza na
obecnos¢ tych bakterii poprzez analize ekspresji gendéw zaangazowanych w ten proces.

W tym ostatnim przypadku docelowa grupg badawcza byly mate przezuwacze, a celem



badan byta analiza profilu ekspresji gendw cytokin: IL-Ia, IL-1f, TNF-a, IL-6 oraz genow
biatek ostrej fazy S44, Hp 1 Cp u dwdch grup zdrowych klinicznie owiec: zwierzat nosicieli
CoPS z uwzglednieniem ich czynnikéw wirulencji, oraz owiec, u ktorych nie wykazano

obecnosci CoPS.

Catosciowa analiza profilu lekooporno$ci wykazata, iz najwigcej szczepow CoPS bylo
opornych na tetracykling (n=160), penicyling (n=141), klindamycyn¢ (n=128) oraz
erytromycyn¢ (n=117). Profil opornosci fenotypowej na ogo6t korelowatl z obecnoscig

gendw, gtownie teftM oraz blaZ.

Zaobserwowano rowniez relatywnie wysoki odsetek opornosci na oksacyline 1 cefoksytyne,
w zaleznosci od gatunku CoPS, przede wszystkim u pséw (n=4 S. aureus i n=17
S. psudintermedius) oraz owiec (n=5 S. aureus). W przypadku obu grup zwierzat szczepy
izolowano z r6znych miejsc, glownie blony §luzowej jamy ustnej. Ponadto trzy szczepy
S. aureus oporne na metycyling izolowane od owiec 1 psow dodatkowo wykazaty opornos¢

na wankomycyne.

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez bogaty profil genéw wirulencji. Jednakze,
najwigcej szczepodw S. aureus wyizolowanych od wszystkich grup zwierzat, w tym wolno
zyjacych, posiadato gen wirulencji seB, kodujacy jedna z enterotoksyn (n=76) oraz LukE-
LukD, kodujacy leukotoksyne LUKE/LUKD (n=63). W przypadku gatunku
S. pseudintermedius najwigcej szczepoOw pochodzacych wylacznie od zwierzat
towarzyszacych posiadalo gen sel (n=69) ale warto zauwazy¢, ze geny takie jak /ukS- lukF,
kodujace komponenty leukocydyny, icaA, icaD, kodujace komponenty biofilmu, siet,
kodujacy toksyne eksfoliatywng oraz Sec canine 0dpowiedzialny za kodowanie jednej
z eneterotoksyn, wystepowaty niemalze rownie czesto (po 68 szczepow posiadato wczesniej
wspomiany gen wirulencji). Ponadto na postawie analizy MLST zidentyfikowano nowe ST
(typy sekwencyjne) u trzech szczepéw MRSA wyizolowanych od owiec (ST 9313, ST 9314
1 ST 9315) oraz w dwoch izolatach MRSA od psoéw (ST9311, ST9312) 1 czterech izolatach
S. pseudintermedius: ST 2739, ST 2740, ST 2741, ST 2742, rowniez pochdzacych od psow.
Ponadto szczepy wyizolowane od zwierzat gospodarskich oraz szczepy wyizolowane od
zwierzat towarzyszacych zostalo przeanalizowanych z wykorzystaniem metody ADSRRS-
fingerprinting, w celu poréwnania ich profili genomowych. Metoda ta okazata si¢ przydatna
w przypadku szczepow izolowanych od owiec, wskazujac na rozprzestrzenianie si¢

szczepow o takim samym genotypie wsrdd zwierzat-gospodarzy nalezacych do tego samego
10



stada. W przypadku matych przezuwaczy przeprowadzono dodatkowe badania i pordwnano
ekspresje czterech gendw cytokin i trzech genéw bialek ostrej fazy w leukocytach owiec-
nosicieli S. aureus 1 bez obecnosci S. aureus (kontrola): IL-1a., IL-15, IL-6, TNF-a, SAA, Hp
1 Cp. Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost zaréwno IL-6, jak i Hp w czasie cigzy
w leukocytach owiec rasy Uhruska, u ktorych wykazano nosicielstwo S. aureus. Podobne
tendencje zaobserwowano u owiec rasy Swiniarka, ale réznice nie zostaty potwierdzone

statystycznie.

Podsumowujac wyniki uzyskanych badafh, wykazano, iz zwierzgta gospodarskie,
towarzyszace oraz wolno zyjace sa nadal waznym rezerwuarem koagulazododatnich
szczepow, tj. S. pseudintermedius 1 S. aureus. Przeprowadzone analizy wykazaly réwniez,
1z bez wzgledu na gatunek zwierzecia, najbardziej predylekcyjnym miejscem wystepowania
CoPS jest btona §luzowa jamy ustnej. Nalezy podkresli¢, iz w wielu przypadkach ten sam
gospodarz moze by¢ nosicielem kilku zréznicowanych pod wzglgdem genomu, w tym
profilu opornosci 1 wirulencji oraz typu sekwencyjnego szczepéw CoPS, nalezacych do tego
samego gatunku. Warto wskaza¢, 1z zwierz¢ta wolno Zyjace pomimo teoretycznie niskiej
presji selekcyjnej ze wzgledu na brak stosowania celowanej terapii, rowniez stanowig zrodto
lekoopornych 1 wirulentnych szczepéw CoPS. W przypadku zwierzat towarzyszacych
1 gospodarskich na szczegdlng uwage zasluguje obecnos¢ szczepéw MRSA, MRSP,
szczepow wankomycynoopornych oraz szczepéw wielolekoopornych, a biorac pod uwage
bliski kontakt z cztowiekiem, rezerwuary te stanowig zrddlo szczepoéw stanowigcych
potencjalne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Ponadto bogaty profil genéw wirulencji
w przypadku obu gatunkow, szczegdlnie manifestujacy si¢ obecnoscig genow kodujacych
enterotoksyny, toksyny eksfoliatywne i1 toksyne¢ szoku toksycznego, majacych wlasciwosci
superantygenow dodatkowo moze sprzyjac¢ rozwojowi infekcji o cigzkim przebiegu zarowno
u samych gospodarzy jak 1 u cztowieka. Wykazanie nowych typow sekwencyjnych (ST),
szczegblnie wsrod szczepow MRSA 1 MRSP oraz narastajagca dominacja ST, dotychczas
majacych niewielkie znaczenie epidemiologiczne, wskazuje na ciagla ewolucj¢ oraz
rozwijanie nowych mechanizméw adaptacyjnych szczepdéw CoPS do nowych gospodarzy
1 nowych $rodowisk, co przy bogatym panelu czynnikdw opornosci 1 wirulencji, czyni te
grupe bakterii wcigz niepoznanym w petni zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Co wigcej,
pomimo potwierdzonego statusu komensala u zwierzat, obecnos¢ gatunkéw CoPS nawet bez

generowania objawow klinicznych infekcji aktywuje uktad odpornosciowy gospodarza
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o czym $wiadczg statystycznie istotnie wyzsze poziomy IL-6 i Hp u nosicieli S. aureus,

szczegolnie u zwierzat w okresie cigzy.

Stlowa Kklucze: koagulazododatnie Staphylococcus, lekoopornos¢, wirulencja, Jedno

Zdrowie, zwierzgta
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Summary

Bacteria of the Staphylococcus genus are a large group of microorganisms that are well-
known commensals and can cause various infections in companion animals, farm animals,
and wildlife animals, as well as humans. Coagulase-positive Staphylococcus species (CoPS)
colonize the skin, mucous membranes, particularly the upper gastrointestinal and respiratory

tracts, and the genitourinary tract.

The widespread use of antibacterial substances, both in therapy, metaphylaxis, and
prophylaxis in animal production, has significantly increased the risk of the spread of drug-
resistant microorganisms, including bacteria of the Staphylococcus genus. Therefore, in
recent years, the increasing drug resistance of microorganisms, including coagulase-positive
Staphylococcus species, has become one of the greatest challenges in veterinary medicine.
Currently, particular attention is being paid to methicillin-resistant Staphylococcus isolates,
which often also exhibit multidrug resistance, i.e., resistance to at least three antibiotics from

different antimicrobial classes.

The aim of the research conducted in this study was to assess the prevalence of coagulase-
positive Staphylococcus in host animals varying in species, therapeutic range, and health
status, with a view to comparative analysis and assessing the level of drug resistance of these
microorganisms, as well as the virulence factors responsible for Staphylococcus related
infections. In addition to assessing the public health threat posed by multidrug-resistant
and/or methicillin-resistant bacteria possessing a broad spectrum of virulence factors, the
study aimed to determine the extent to which individual, epidemiologically significant
bacterial clones spread between different animal species. Due to their widespread occurrence
in various hosts as commensals and, at the same time, infectious agents of numerous diseases
with diverse clinical presentations, coagulase-positive Staphylococcus bacteria constitute an
extremely interesting and dynamic group of microorganisms, which, despite numerous
studies, continues to present new challenges. Therefore, one of the research goals was to
attempt to explain the interaction between the host's immune response to the presence of
these bacteria by analyzing the expression of genes involved in this process. In the latter
case, the target research group were small ruminants, and the aim of the study was to analyze
the expression profile of cytokine genes: IL-1a, IL-1f, TNF-a, IL-6 and acute phase protein
genes SAA, Hp and Cp in two groups of clinically healthy sheep: animals carrying CoPS,
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taking into account their virulence factors, and sheep in which the presence of CoPS was not

detected.

The overall analysis of the drug resistance profile showed that the majority of CoPS strains
were resistant to tetracycline (n=160), penicillin (n=141), clindamycin (n=128), and
erythromycin (n=117). The phenotypic resistance profile generally correlated with the

presence of genes, primarily tetM and blaZ.

Relatively high rates of resistance to oxacillin and cefoxitin were also observed, depending
on the CoPS species, primarily in dogs (n=4 S. aureus and n=17 S. psudintermedius) and
sheep (n=5 S. aureus). In both groups of animals, strains were isolated from various sites,
primarily the oral mucosa. Furthermore, three methicillin-resistant S. aureus strains isolated

from sheep and dogs also demonstrated resistance to vancomycin.

The study also revealed a rich profile of virulence genes. However, the majority of S. aureus
strains isolated from all animal groups, including wildlife animals, possessed the seB
virulence gene, encoding one of the enterotoxins (n=76), and LukE-LukD, encoding the
LUKE/LUKD leukotoxin (n=63). In the case of S. pseudintermedius, the majority of strains
derived exclusively from companion animals possessed the selL gene (n=69). However, it is
worth noting that genes such as ukS-/ukF, encoding leukocidin components, icaA and icaD,
encoding biofilm components, siet, encoding an exfoliative toxin, and Sec canine,
responsible for encoding one of the enterotoxins, occurred almost equally frequently (68
strains each possessed the previously mentioned virulence gene). Furthermore, MLST
analysis identified new STs (sequence types) in three MRSA strains isolated from sheep (ST
9313, ST 9314, and ST 9315), two MRSA isolates from dogs (ST 9311, ST 9312), and four
S. pseudintermedius isolates (ST 2739, ST 2740, ST 2741, ST 2742), also from dogs.
Furthermore, strains isolated from farm animals and strains isolated from companion
animals were analyzed using ADSRRS-fingerprinting to compare their genomic profiles.
This method proved useful for strains isolated from sheep, indicating the spread of strains
with the same genotype among host animals belonging to the same flock. In small ruminants,
additional studies were conducted comparing the expression of four cytokine genes and three
acute-phase protein genes in leukocytes from sheep carrying S. aureus and those without
S. aureus (control): IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-a, SAA, Hp, and Cp. A statistically significant

increase in both IL-6 and Hp during pregnancy was observed in leukocytes from Uhruska
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sheep carrying S. aureus. Similar trends were observed in Swiniarka sheep, but the

differences were not statistically confirmed.

Summarizing the results of the obtained studies, it was demonstrated that farm animals,
companion animals, and wildlife animals remain an important reservoir of coagulase-
positive strains, i.e., S. pseudintermedius and S. aureus. The analyses also showed that
regardless of the animal species, the most predilection site for CoPS is the oral mucosa. It is
important to emphasize that in many cases, the same host can harbor several CoPS strains
belonging to the same species, differing in genome, including resistance and virulence
profiles, as well as sequence type. It is worth noting that wildlife animals, despite
theoretically low selection pressure due to the lack of targeted therapy, also constitute a
source of drug-resistant and virulent CoPS strains. In the case of companion and farm
animals, the presence of MRSA, MRSP, vancomycin-resistant strains, and multidrug-
resistant strains is particularly noteworthy. Given their close contact with humans, these
reservoirs represent a source of strains posing a potential threat to public health.
Furthermore, the rich virulence gene profile in both species, particularly manifested by the
presence of genes encoding enterotoxins, exfoliative toxins, and toxic shock toxin, which
possess superantigenic properties, may further promote the development of severe infections
in both hosts and humans. The identification of new sequence types (STs), particularly
among MRSA and MRSP strains, and the increasing dominance of STs, previously of little
epidemiological significance, indicate the continuous evolution and development of new
adaptive mechanisms by CoPS strains to new hosts and environments. This, coupled with
the rich panel of resistance and virulence factors, makes this group of bacteria a still largely
unknown threat to public health. Moreover, despite the confirmed commensal status in
animals, the presence of CoPS species, even without generating clinical symptoms of
infection, activates the host immune system, as evidenced by statistically significantly higher

levels of IL-6 and Hp in S. aureus carriers, especially in pregnant animals.

Keywords: Coagulase-Positive Staphylococcus, Drug Resistance, Virulence, One Health,

Animals
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2. Wstep

W ostatnich latach jednym z najwiekszych problemoéw stata si¢ narastajaca lekoopornos¢
mikroorganizmow. Oporno$¢ bakterii na substancje przeciwbakteryjne od wielu lat stanowi
jeden z najwazniejszych globalnych probleméw, dotyczacych zagrozenia zdrowia
publicznego (Skarzynska i in., 2020; Hahaj-Siembida i in., 2024; Hahaj-Siembida i in.,
2025). Powszechne, nadmierne i niekontrolowane stosowanie substancji w medycynie
weterynaryjnej, a takze w rolnictwie 1 hodowli zwierzat, wielokrotnie bez laboratoryjnego
potwierdzenia skuteczno$ci stosowanej substancji czynnej, przyczynia si¢ do selekcji
opornych szczepow bakterii u zwierzat, a takze do ich rozprzestrzeniania si¢ w Srodowisku.
Rosngca oporno$¢ bakterii zarowno komesalicznych jak i chorobotwoérczych, a takze
fatwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ oporno$ci na drodze wymiany horyzontalnej pomiedzy
drobnoustrojami o réznym statusie, przyczynia si¢ rowniez do powaznych powiktan
zdrowotnych u czlowieka i zwierzat, niezaleznie od gatunku (Skarzynska i in., 2020;
Markiewicz i in., 2021). Problem lekoopornosci dotyczy wielu rodzajow bakterii, w tym
bakterii Staphylococcus, a w szczegolnosci tzw. koagulazododatnich gatunkow
Staphylococcus, ktorych cecha wspolna jest zdolno$¢ do produkcji wolnej koagulazy,
uznawanej za jeden z istotnych markeréw wirulencji. Rodzaj Staphylococcus obejmuje
obecnie co najmniej 84 gatunki i 30 podgatunkow, ktére nie tylko stanowiag sktadnik
mikrobiomu ludzi i1 zwierzat, ale moga rowniez powodowa¢ u nich infekcje
o zréznicowanym nasileniu i przebiegu (Haag i in., 2019). Te oportunistyczne patogeny
kolonizuja gtownie skore 1 btony §luzowe gornego odcinka przewodu pokarmowego 1 drog
oddechowych oraz uktadu moczowo-ptciowego (Werckenthin i in., 2001), przez co stanowig
ogromne wyzwanie diagnostyczne i terapeutyczne zaréwno dla medycyny cztowieka, jak
réwniez medycyny weterynaryjnej. Bakterie te zostaty odkryte przez szkockiego lekarza
Alexandra Ogstona w 1880 roku, ktory nadal im nazwe Staphylococcus. Nzawa pochodzi
zjezyka greckiego 1 oznacza otoQUAN, staphylé, czyli grona, 1 «OKKkog, kokkos,
czyli ziarenko. Bakterie z rodzaju Staphylococcus to Gram-dodatnie ziarniaki, ktore
w wigkszo$ci sg fakultatywnymi beztlenowcami, co oznacza, ze wickszos$¢ tych bakterii
rosnie zarowno w warunkach tlenowych, jak 1 beztlenowych (Galloway 1 in., 2011;
Kmieciak 1 in., 2017; Pickering 1 in., 2021). W praktyce klinicznej oraz diagnostyce nadal
funkcjonuje podziat gatunkéw Staphylococcus na zdolne do wytwarzania enzymu
koagulazy, tj. koagulazododatnie Staphylococcus (CPS/ COP/ CoPS) i koagulazoujemne
Staphylococcus (CNS/ CON/ CoNS), ktére nie wytwarzajg tego enzymu (Kmieciak 1 in.,
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2017). Kryterium to nalezy odr6zni¢ od szczepow wytwarzajacych tzw. koagulazg zwigzang
(ang. clumping factor) - cecha ta jest charakterystyczna dla szczepow S. aureus
1 wykorzystywana jest w diagnostyce gtownie tego gatunku. Do najwazniejszych pod
wzgledem klinicznym koagulazododatnich gatunkow Staphylococcus naleza: S. aureus ssp.
aureus i S. pseudintermedius, pozostate to S. aureus ssp. anaerobius, S. intermedius,
S. delphini A i B, S. argenteus, S. lutrae, S. cornubiensis, S. schleiferi subsp. coagulans
i koagulazozmienne S. hyicus i S. agnetis (Kizerwetter-Swida i in., 2017, Pickering i in.,
2021). Gatunki te dotychczas uznawane byly jako glowne czynniki infekcji, niemniej
w ostatnich latach rowniez gatunki koagulazoujemne takie jak: S. epidermidis, S. xylosus,
S. simulans, S. condimenti, S. warneri, S. haemolyticus, S. felis, S. saprophyticus, S. caprae,
S. succinus, S. vitulinus, S. chromogenes itp., ktore jednocze$nie moga stanowi¢ naturalng
mikrobiote wielu gatunkdéw zwierzat, sg co raz czegsciej odpowiedzialne za wiele infekcji
oportunistycznych (Podkowik i in., 2014; Gonzalez-Martin i in., 2020; Kizerwetter-Swida
iin., 2021). W 2020 roku w obrgbie rodzaju Staphylococcus na podstawie analizy
filogenetycznej wyodrgbniono nowy rodzaj Mammalicoccus (Podkowik 1 in., 2014;
Gonzalez-Martin i in., 2020; Kizerwetter-Swida i in., 2021; Lienen i in. 2022), ktéry obecnie
obejmuje pie¢ gatunkow, pierwotnie przyporzadkowanych do rodzaju Staphylococcus:
M. sciuri, M. fleurettii, M. lentus, M. vitulinus, M. stepanovicii. Gatunki te szczeg6lnie
M. sciuri i M. lentus stanowia istotne zroédto gendow opornosci dla szczepow
koagulazododatnich, w tym rowniez réznych wariantow kasety genowej SCCmec (Lienen

i in. 2022).

2.1. Charakterystyka wybranych gatunkow koagulazododatniech
Staphylococcus

Koagulazododatnie gatunki Staphylococcus moga wystgpowac zarowno jako komensale, jak
1 patogeny zwierzat towarzyszacych, gospodarskich, a nawet wolno zyjacych. Drobnoustroje
te moga powodowac ciezkie, a nawet Smiertelne infekcje zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat.
Warto rowniez zauwazyC, ze coraz czesciej pojawiajg si¢ doniesienia potwierdzajace
mozliwo$¢ transmisji tych bakterii miedzy roznymi gatunkami zwierzat, a takze wymiany
tych mikroorganizméw miedzy ludzmi a zwierzetami. Dotyczy to nie tylko zwierzat
stanowigcych zrédlo zywnosci zwierzecego pochodzenia (zwierzgta gospodarskie), ale

takze zwierzat towarzyszacych i wolno zyjacych osiedlajacych si¢ coraz blizej ludzkich
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siedlisk. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na wielolekooporne bakterie z rodzaju
Staphylococcus, ktore oprocz szerokiej opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe, moga
przenosi¢ wiele czynnikow wirulencji, ktore umozliwiaja im kolonizacje organizmu
kolejnego gopsodarza i zwigkszajg ich zdolno$¢ do wywolywania infekcji. W medycynie
weterynaryjnej istotnym problemem staty si¢ bakterie S. aureus oraz S. pseudintermediu.
Ten ostatni gatunek jest szczegodlnie zwigzany ze zwierz¢tami migsozernymi, zardGwno
domowymi (psy) jak i wolno zyjacymi (lisy rude). S. aureus jest natomiast izolowany od
zwierzat towarzyszacych, gospodarskich 1 wolno zyjacych. Warto rowniez zwrdci¢ uwage
na inne koagulazododatnie Staphylococcus, ktore odegraty i nadal odgrywaja wazng rolg
w weterynarii, a s3 to: Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphini,
Staphylococcus argenteus, Staphylococcus lutrae, Staphylococcus schleiferi subsp.
Coagulans/Staphylococcus coagulans, Staphylococcus hyicus (COP), Staphylococcus
agnetis (Pickering i in., 2021).

2.1.1. Staphylococcus aureus
Gatunek S. aureus otrzymal swoja nazwe dzigki niemieckiemu lekarzowi Friedrichowi
Rosenbach w 1884 roku. S. aureus, potocznie nazywany gronkowiec ztocisty (nazwa odnosi
si¢ do ztotego lub zottego koloru pigmentu karotenoidowego, ktéry niektore szczepy
wytwarzaja). Dzigki dalszym badaniom, ktore wykazaly, ze niektore szczepy tego gatunku
rosng wytacznie w warunkach beztlenowych, wyrdzniono dwa podgatunki (S. aureus subsp.
aureus 1 S. aureus subsp. anaerobius) (Kmieciak 1 in., 2017). Morfologicznie S. aureus jest
Gram-dodatnig bakteria o kulistym ksztalcie. Kolonie s3 sredniej wielkosci (2-3 mm
srednicy), nieprzezroczyste, biate lub zotte, lekko wypukle i o gtadkich brzegach, otoczone
strefg hemolizy typu beta. Czesto w przypadku szczepow pochodzacych od zwierzat daja
podwdjng strefe hemolizy na agarze z krwig, zwigzang z pelng hemolizg bezposrednio wokot
kolonii, przechodzaca w niepetng hemolize zwigzang z aktywnos$cia hemolizyny beta.
Czesto efekt pelnej hemolizy nasila si¢ po przetrzymywaniu szczepu w lodowce. Jest to tzw.
efekt hot-cold hemolizy dotyczacy hemolizyny beta 1 pojawia si¢ czgsto po sekwencyjnym
umieszczeniu hodowli w temperaturze 4°C po inkubacji w 37°C. Jest to zwigzane
z aktywacja B-hemolizyny o aktywnosci sfingomielinazy, ktorej efekt dziatania, tj. rozktad

do ceramidow i fosforylocholiny nasila si¢ w niZszej temperaturze.

Zakazenia wywotane przez bakterie S. aureus stanowig powazny problem zaréwno dla ludzi,
jak 1 zwierzat, poniewaz sg przyczyng zakazen i standw zapalnych skory i tkanki podskorne;

o tagodnym przebiegu oraz trudnych do leczenia powiktan ropnych, wystepujacych glownie
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po zabiegach chirurgicznych, a takze powoduja ropnie w narzagdach wewnetrznych, jak
rowniez infekeji ogdlnoustrojowych. U zwierzat gospodarskich, tj. u przezuwaczy takich
jak owce, kozy 1 bydto moze powodowac zapalenie wymienia (mastitis) lub chorobe Morela
(Miyazawa i in., 2022; Wang i in., 2022; Exel i in., 2023). S. aureus jako giéwna przyczyna
zakazen i chorob u wielu gatunkéw zwierzat wykorzystywanych do produkeji zywnosci
(w szgeolnosci zwierzat gospodarskich), ma istotny wptyw na zdrowie publiczne (Peton
11n., 2014; Kmieciak i in., 2017). Zakazenia S. aureus u zwierzat sg rOwniez niebezpieczne
dla innych zwierzat (tego samego gatunku lub innego gatunku) lub dla ludzi, szegdlnie os6b
z obnizong odpornoscig. Oznacza to, ze zwierz¢ta mogg stanowié rezerwuar S. aureus
niebezpieczny dla ludzi, co moze prowadzi¢ do choroéb zonatycznych (zoonoz). Nalezy
zauwazy¢, ze S. aureus zostal wyizolowany nie tylko od zwierzat domowych np. kotéw
1 pséw 1 zwierzat gospodarskich owiec, koz, bydta, swin, ale takze od zwierzat wolno
zyjacych, takich jak lisy, wiewiorki, niedzwiedzie, szopy, delfiny, foki pospolite, czarne
nosorozce, dziki, malpy cztekoksztattne, zigby, kaczki krzyzoéwki, jelenie szlachetne, sgpy
ptowe i koziorozce iberyjskie (Pandey i in., 1998; McBurney i in., 2000; Simpson i in., 2013;
Kmieciak 1 in., 2017; Haag i in., 2019). Liczne badania wykazaly réwniez, ze izolaty
S. aureus pochodzace od réznych gatunkéw zwierzat wykazuja zréznicowane cechy
fenotypowe. Czynniki wirulencji S. aureus obejmuja liczne enzymy ulatwiajace inwazje,
takie jak: hialuronidaza, ktora depolimeryzuje kwas hialuronowy w przestrzeni
komorkowej, lipaza, deoksyrybonukleaza, koagulaza, fibrynolizyna, ktora rozpuszcza
fibryne, oraz toksyny: a - hemolizyna, B - hemolizyna, y - hemolizyna, A - hemolizyna,
leukotoksyna, leukocydyna Panton-Valentine (PVL), ktore wywotuja efekt cytolityczny,
a takze prowadza do martwicy tkanek (Kaneko 1 in., 2003; Kmieciak i in., 2017). Bardzo
wazng role w patogenezie infekcji S. aureus, szczegdlnie u czlowieka odgrywaja
superantygeny, do ktorych naleza enterotoksyny, eksfoliatyny oraz TSST (toksyna zespotu
wstrzgsu toksycznego - 1). Superantygeny wykazuja zdolno$¢ stymulowania znaczaca
wyzszej liczby limfocytow (nawet do Y4 catkowitej puli) wywotujac tzw. burze cytokinowa,
cechujacg sie¢ nadmiernie wyrazong odpowiedzig immunologiczng, co moze prowadzi¢ do
objawow wstrzasu, a nawet $mierci (Dinges 1 in., 2000; Omoe i in., 2005). Do czynnikow
determinujacych inwazyjno$¢ S. aureus zalicza si¢ rOwniez biatka powierzchniowe, ktore
odgrywaja bardzo wazng rol¢ w adhezji do komorek gospodarza oraz blokowaniu
odpowiedzi immunologicznej (Silverman i in., 2004; Kmieciak i in., 2017; Jenul i in., 2018).
Lekooporne szczepy S. aureus stanowig powazny problem weterynaryjnej diagnostyce

1terapii. Szczegblnie istotna jest opornos¢ na metycyling. Szczepy posiadajace
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te wlasciwos¢ okre$lane sa jako MRSA (Methicillin- resistant Staphylococcus aureus)
(Truszczynski i in., 2009; Truszczynski i in., 2015; Kmieciak i in., 2017; Uchida-Fujii i in.,
2022). Szczepy te charakteryzujg si¢ obecnoscig nabytej opornosci na wszystkie antybiotyki
B-laktamowe, kodowang przez geny z grupy mec (mecA, mecB i mecC) zlokalizowane
w kasecie chromosomowej (SCCmec) (Kasela i in., 2023). Zatem kluczowe znaczenie
epidemiologiczne przypisuje si¢ szczepom MRSA i/lub opornosci wielolekowej (MDR),
a takze w ostatnich latach szczepom opornym na glikopeptydy jako leki ostatniej szansy, tj.
wankomycynooporne (ang. vancomycin-resistant -VRS, przy MIC > 8 ug/mL) oraz
obnizonej wrazliwo$ci na wankomycyng (ang. vancomycin-intermediate — VIS, przy MIC
= 4-8 pg/mL). Oporno$¢ ta zwigzana jest z nabyciem genu van A, ktérego pierwotnym
gospodarzem byl Enterococcus faecalis, a co potwierdza, ze po pewnym czasie nastgpit
naturalny transfer genu vanA z plazmidu Enterococcus faecalis do genomu S. aureus (Chang
i in., 2003; Bierowiec i in., 2016; Kmieciak i in., 2017). Oporno$¢ na metycyling,
wankomycyng lub oporno$¢ wielolekowa u tych szczepow jest bardzo czegsto zwigzana
z obecnoscig czynnikow wirulencji, np. PVL, enterotoksyn lub TSST-1, co sprawia, ze
bakterie te staja si¢ ,,superbakteriami” stanowigcymi powazne zagrozenie dla zdrowia
publicznego (Dong i in., 2021). W 2005 roku zostaty po raz pierwszy opisane szczepy tzw.
LA-MRSA (ang. Livestock associated MRSA), izolowane w gtownej mierze od zwierzat
hodowlanych, szczegoélnie $win. LA-MRSA nalezace do kompleksu klonalnego 398
(CC398), bardzo szybko rozprzesrzenily si¢ nie tylko wsrod zwierzat ale stwarzaja ryzyko
transferu dla cztowieka, szczegodlnie dla osob pracujacych w bliskim kontakcie ze §winiami,
bydiem 1 drobiem, a odsetek kolonizacji u tej grupy osob sigga nawet 63%, przy czym stale
obserwuje si¢ wzrastajace ryzyko infekcji skory i tkanek migkkich szczepami LA-MRSA
u 0sob nie majacych kontaktu ze zwierzgtami hodowlanymi (Nowakowicz-Dgbek 1 in.,
2016; Kmieciak i in., 2017). Warto zauwazy¢, ze nie tylko zwierzeta gospodarskie moga by¢
zrodtem S. aureus. Potencjalnymi rezerwuarami tego patogenu sg roOwniez zwierzeta
towarzyszace, takie jak psy czy koty, ktore podobnie jak ludzie, moga by¢ jego nosicielami.
Warto réwniez zwrdci¢ uwage na zwierzeta wolno zyjace, ktore coraz czesciej zblizaja si¢
do siedlisk ludzkich (np. lisy rude, dziki) moga sta¢ si¢ zaréwno rezerwuarem jak
1 wektorem lekoopornych szczepow S. aureus (Bierowiec i in., 2016; Kmieciak i Szewczyk,

2017).
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2.1.2. Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius to komensal skory i1 bton §luzowych, czgsto wystepujaca u zwierzat
towarzyszacych (glownie psow i kotow), ale takze u zwierzat wono zyjacych, takich jak lisy
ijenoty (Bannoehriin., 2012; Zhu i in., 2020). Gatunek ten jest izolowany od 90% zdrowych
zwierzat 1 najczesciej] wystepuje na skorze 1 btonach Sluzowych jamy ustne;.
S. pseudintermedius moze réwniez powodowac zakazenia skory, zewnetrznego kanatu
stuchowego czy drog moczowych w sprzyjajagcych warunkach, tj. niedoborach
immunologicznych,  zaburzeniach  metabolicznych,  hormonalnych  lub  jako
wspottowarzyszacy czynnik infekcji na tle Malassezia pachydermatis (Chrobak i in., 2011;
Smith i in., 2015; Kizerwetter-Swida i in., 2017; Kmieciak i in., 2017; Bierowiec i in., 2021;
Lynch 1 in., 2021). S. pseudintermedius jest Gram-dodatnig bakteria o kulistym
ksztalcie nalezaca do rodzaju Staphylococcus, ale wraz z pigcioma innymi gatunkami
zaliczany jest réwniez do grupy SIG (Staphylococcus Intermedius Group). Jest podobnie jak
inni przedstawiciele rodzaju Staphylococcus, bakterig nieruchliwa 1 nieprzetrwalnikujaca
oraz fakultatywnie beztlenowa. Kolonie S. pseudintermedius sa male, okragle, szarobiale,
nieprzezroczyste (o $rednicy 1-2 mm) z gtadkim brzegiem. S. pseudintermedius ma zdolnos¢
ekspresji szeregu czynnikéw zjadliwosci, takich jak koagulaza, proteaza, biatko A,
enterotoksyny, toksyna eksfoliatywna SIET, a takze cytolizyny (leukotoksyna Luk-I
1 hemolizyny (Gharsa i in., 2012; Smith i in., 2015; Kmieciak i in., 2017; Wang i in., 2022;
Moses 1 in., 2022). W ostatnich latach powaznym problemem staty si¢ takze lekooporne
szczepy S. pseudintermedius, w szczegolnosci MRSP (methicillin-resistant Staphylococcus
pseudintermedius) 1 MDRSP (multi-drug-resistant Staphylococcus pseudintermedius).
Szczepy MRSP podobnie jak MRSA s3 oporne na beta-laktamy, z wyjatkiem cefalosporyn
piatej generacji, takich jak ceftarolina. Mechanizm opornosci na metycyling jest taki sam jak
w przypadku MRSA. Izolaty MRSP sg rowniez czesto oporne na inne antybiotyki, tj.
aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, fluorochinolony, mupirocyng, trimetoprim-
sulfametoksazol, tetracykliny i fenikole (Schwarz i in., 2014; Kmieciak i in., 2017; Hahaj-
Siembida i in., 2023).
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2.2. Problematyka lekoopornosci wsrod Staphylococcus izolowanych

od zwierzat
Oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR) to zdolno$¢ mikroorganizméw do
zwigkszania opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe, na ktore byly wczesniej wrazliwe
(Ratia 1 in.,, 2022). Naduzywanie 1 niewlasciwe stosowanie Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych w medycynie weterynaryjnej znacznie przyspieszyto pojawianie
si¢ 1 rozprzestrzenianie bakterii opornych na leki przeciwdrobnoustrojowe, w tym
gronkowcow. Warto zauwazy¢, ze wiele lekéw stosowanych w medycynie weterynaryjnej
jest rowniez stosowanych w medycynie ludzkiej, generujac nasilanie si¢ opornosci. Dlatego
nalezy rowniez pamigtac, ze istnieje kilka klas antybiotykdéw przeznaczonych wytacznie do
stosowania w medycynie cztowieka (takich jak np. karbapenemy czy glikopeptydy) i nie
mozna ich stosowac u zwierzat. Stosowanie tych antybiotykow u zwierzat moze prowadzi¢
do zmniejszenia ich skutecznos$ci w medycynie czlowieka ze wzgledu na selekcje opornych
bakterii, w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus (Nowakiewicz i in., 2016; Nowakiewicz

iin., 2021; Ratia i in., 2022).

Najwazniejszym mechanizmem opornosci wsrodd szczepow Staphylococcus jest oporno$¢ na
metycyling. Oporno$¢ na metycyling stanowi ogromny problem i wyzwanie dla lekarzy
weterynarii i medycyny, poniewaz oprocz opornosci na antybiotyki f-laktamowe, wiekszos¢
tych bakterii jest rowniez oporna na wiele innych lekéw. Gatunki Staphylococcus oporne na
oksacyling lub metycyling, nalezy uzna¢ za oporne na wszystkie inne B-laktamy, w tym
cefalosporyny. Niestety, bakterie te czesto wykazuja wspotopornos¢ na wiele innych lekow
niebedacych p-laktamami, w tym linkozamidy (klindamycyne 1 linkomycyne),
fluorochinolony, makrolidy (erytromycyng), tetracykliny i trimetoprim-sulfonamidy.
Oporno$¢ na fenikole, aminoglikozydy i1 ryfampicyne zdarza si¢ rzadziej, niemniej sg to leki,
ktore nalezy rozwazy¢ jako leki drugiego rzutu w przypadku infekcji gronkowcowych.
Przyktadowo ryfampicyna to antybiotyk stosowany w weterynarii ze wzgledu na swoja
aktywnos$¢ przeciwko Staphylococcus opornych na metycyling u matych zwierzat oraz
w leczeniu zakazen wywolanych przez Rhodococcus equi u koni. Niektore szczepy
Staphylococcus oporne na metycyline sg wrazliwe na tetracykliny, zatem sugeruje si¢ leki,
takie jak doksycyklina lub minocyklina. Na uwage zasluguja roéwniez aminoglikozydy
(zwlaszcza gentamycyna), ktore wykazuja wysoka aktywno$¢ in vitro przeciwko

koagulazododatnim  Staphylococcus, =~ w  tym  szczepom  metycylinoopornym
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S. pseudintermedius lub S. aureus (Galloway i in., 2011; Nowakiewicz i in., 2016 Kmieciak

iin., 2017).

W ostatnich latach wsrdd szczepow odzwierzecych Staphylococcus pojawita si¢ réwniez
oporno$¢ na takie leki jak mupirocyna czy fusydany. Mupirocyna stosowanan byta
miejscowo, poczatkowo tylko w medycynie czlowieka, obecnie rowniez u zwierzat
towarzyszacych i ze wzgledu na czeste stosowanie szybko pojawita si¢ opornos¢, réwniez
wsrdd szczepdw izolowanych od zwierzat. Znane sg dwa rodzaje opornosci na mupirocyne:
oporno$¢ na wysokie i niskie st¢zenia, przy czym ta pierwsza zwigzana jest z nabytym
mechanizmem opornos$ci plazmidowej i obecnoscia genu mup (Kizerwetter-Swida i in
2021). Fusydany stosuje si¢ gldéwnie u ludzi w leczeniu zakazen wywotywanych przez
szczepy MRSA. Oporno$¢ wsrdd szczepow izolowanych od zwierzat jest rzadko
generowana, niemniej geny fus odpowiedzialne za oporno$¢ nabyta, co raz czesciej
pojawiaja si¢ rowniez wsrod tych szczepdéw (Roer i in 2025). W leczeniu zakazen
miejscowych w niektorych krajach stosuje si¢ leki takie jak mupirocyna lub kwas fusydowy,
ktore sa dostgpne w postaci masci do stosowania miejscowego dla pacjentow klinicznych
(psow 1 kotow) i moga by¢ dobrym kierunkiem w medycynie weterynaryjnej (Nowakiewicz

iin., 2016; Nowakiewicz i in., 2021).

Innym lekiem ostatniej szansy stosowanym wylacznie w medycynie czlowieka jest
linezolid. Jest on obecnie stosowany u ludzi w leczeniu zakazeh wywotanych przez
enterokoki 1 paciorkowce, gronkowce oporne na metycyling oraz bakterie Gram-dodatnie
oporne na wankomycyng¢. Zastosowanie kliniczne u zwierzat ze wzgledu na niezwykle
wysokie koszty oraz wylaczno$¢ stosowania tylko w medycynie cztowieka ogranicza
znacznie generowanie opornosci na oksazolidynony u zwierzat w oparciu o geny nadajace
oporno$¢ tylko na oksazolidynony, tj. optrA 1 poxtA. Niemniej ze wzgledu na mechanizm
opornosci krzyzowej genrowany przez obecno$¢ genu cfr, scenariusz rozwoju opornosci na
ten lek jest realny u zwierzat. Gen cfr zostal zidentyfikowany w genomie szczepoOw
Staphylococcus spp. izolowanych od zwierzat 1 koduje on metylotransferaze, ktora
modyfikuje podjednostke 23S rRNA w pozycji A2503. Szczepy S. aureus posiadajace gen
cfr cechuja si¢ opornoscig na wiele roznych lekow: fenikole, linkozamidy, oksazolidynony,
pleuromutyliny i streptogramina A, a fenotyp taki nosi nazw¢ PhLOPSA (Long 1 in. 2006).
Ponadto dwie nowe cefalosporyny piatej generacji ceftarolina i ceftobiprol wykazuja
aktywnos$¢ przeciwko szczepom Staphylococcus opornym na metycyling. Podobnie jak inne
antybiotyki B-laktamowe, niszcza one $ciang komorkowa poprzez wigzanie si¢ z biatkiem
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wigzacym penicyling, ale cechuja si¢ wysokim powinowactwem do PBP-2a, biatka
kodowanego przez gen mecA w szczepach metycylinoopornych. Niestety, ich zastosowanie
w weterynarii nie zostato dotychczas udokumentowane (Turner i in., 2019; Howden 1 in.,
2023). Wigkszos$¢ szczepow Staphylococcus jest wrazliwych na nitrofurantoine. Niestety,

lek ten jest stosowany wytacznie w leczeniu zakazefn drog moczowych.

2.2.1. Koncepcja ,,One health” (Jedno zdrowie), a medycyna

weterynaryjna
Koncepcja ,,JJednego zdrowia” wskazuje, ze zdrowie czltowieka jest w duzej mierze
powigzane ze zdrowiem zwierzat i stanem $rodowiska. Koncepcja ta obejmuje
kompleksowy i zintegrowany nadzor mikrobiologiczny u ludzi, zwierzat (w tym zwierzat
towarzyszacych, gospodarskich i wolno zyjacych) oraz w $rodowisku, w celu lepszego
zrozumienia problemu i ograniczenia opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR),
a przede wszystkim opracowania skutecznych programéw kontroli 1 zapobiegania
(Nowakiewicz i in., 2021; Vercelli 1 in., 2022). Dlatego pojawienie si¢ opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe (AMR) u bakterii izolowanych od zwierzat stanowi istotny
problem nie tylko w medycynie weterynaryjnej, ale takze dla zdrowia publicznego
(Yudhanto i in., 2022; Vercelli i1 in., 2022). Nalezy podkresli¢, ze bezposredni kontakt ludzi
ze zwierzetami sprzyja przenoszeniu wielolekoopornych bakterii (ang multi-drug resistant,
MDR), stanowigc zagrozenie dla zdrowia ludzi, zwlaszcza dzieci 1 0sob starszych oraz osob
o obnizonej odpornosci (Yudhanto 1 in., 2022). Szczegdlny problem stanowig tzw. infekcje
szpitalne, w ktorych najwigkszy problem stanowi nie wirulencja danego szczepu a raczej
oporno$¢ na wiekszos¢ dostepnych $srodkéw przeciwdrobnoustrojowych, co skutecznie

ogranicza sukces terapeutyczny.

Warto zauwazy¢, ze problem ten dotyczy nie tylko zwierzat domowych i gospodarskich, ale
takze zwierzat wolno zyjacych. Nalezy pamigtac, ze zwierzeta wolno Zyjace coraz czesciej
zwigkszajg swoj potencjal synantropijny, co moze oznacza¢ wzmozony kontakt zar6wno
z ludzmi, jak 1 z innymi zwierzetami (towarzyszacymi lub gospodarskimi). Konsekwencja
tego zjawiska moze by¢ przeniesienie réznych drobnoustrojow zaréwno patogennych jak
1 komensalicznych na ludzi lub inne zwierzgta i rozwoj infekcji lub dalsze rozprzestrzenianie
si¢ opornosci. Innym przyktadem mogg by¢ zwierzeta stanowigce zrodlo zywnosci

pochodzenia zwierzecego, a zarazem nosiciele m. in. koagulazododatnich Staphylococcus,
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co moze determinowac zagrozenie dla zdrowia konsumenta, nie tylko ze wzgledu na panel
toksyn produkowanych przez te bakterie, a odpowiedzialnych zazatrucia pokarmowe, ale
rowniez ze wzgledu na powszechng lekoopornos$¢ wsrod tej grupy szczepow (Nowakiewicz
1 in.,, 2016). Oprocz znacznej opornosci na Srodki przeciwdrobnoustrojowe, genom
koagulazododatnich szczepdéw Staphylococcus moze zawieraé wiele zrdéznicowanych
czynnikow wirulencji, ktére pozwalaja bakteriom nie tylko tatwiej skolonizowa¢ gospodarza
ale rowniez zwigkszaja zdolno$¢ do wywolywania chorob. Dlatego tak istotna jest wtasciwa
diagnostyka oraz terapia celowana pacjenta/pacjentow, co moze mie¢ wplyw rowniez na
wlasciciela lub hodowce zwierzgcia (Peton i in., 2014; Kizerwetter-Swida i in., 2017;

Nowakiewicz i in., 2021; Yudhanto i in., 2022).

2.3. Zwierzeta jako recerwuar Staphylococcus

2.3.1. Zwierzeta gospdarskie — owce, jako recerwuar Staphylococcus
Zwierzeta gospodarskie takie jak owce zostaly udomowione jako jedne z pierwszych
zwierzat hodowlanych w poludniowo-zachodniej Azji okoto 10 000-8 000 p.n.e.
Pierwotnym przodkiem owiec jest muflon azjatycki (Ovis gmelini), ktoérego zasicg
wystepowania rozciggat si¢ od Turcji po wschodni Iran. Od samego poczatku ludzie
pozyskiwali welng, futra, migso i mleko z hodowli owiec, a zwierzeta te odgrywaty rowniez
wazng role spoteczna, zwlaszcza w Azji, a pdzniej w Europie. Ostatecznie owce domowe
(Ovis aries) rozprzestrzenily si¢ na calym Swiecie. Populacja owiec na §wiecie wynosi
obecnie 1,2 miliarda (Food and Agriculture Organization, 2020). Istniejg setki ras owiec
domowych, a takze wiele linii muflondéw oraz pi¢¢ innych gatunkow dzikich owiec (Zeder,
2008; Barbato i in., 2017; Kaptan i in., 2024; Daly i in., 2025; Ma i in., 2025). Hodowla
owiec ma rowniez dtuga tradycje w Polsce. Niestety, owce stanowig obecnie zaledwie 1%
liczby zwierzat hodowanych w Polsce 1 sg wykorzystywane gtownie do produkcji migsa
1 mleka (Kawecka i in., 2022; Hahaj-Siembida i in., 2025). Istnieje 17 ras rodzimych owiec
w jednostronnym, dwustronnym lub wielostronnym typie uzytkowania, objetych jest
Programem Ochrony Zasobow Genetycznych. Wsérdd nich znajdujg si¢ m.in. owce rasy
Swiniarka i Uhruska (Polska Owca Nizinna) (Kawecka i in., 2022; Greguta-Kania i in.,
2023; Hahaj-Siembida i in., 2025). Swiniarka, czyli jedna z najstarszych ras owiec, jest
odporna na liczne choroby i1 dobrze przystosowana do rdéznorodnych warunkéw

srodowiskowych. W poréwnaniu ze Swiniarka, owca Uhruska jest rasa uszlachetniona,
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o masie ciala 55-60 kg, wzglednie dobrej jakos$ci wetnie 1 wysokiej ptodnosci. Jest to
rodzima odmiana hodowana w regionie srodkowo-wschodniej Polski. Owce tej rasy dobrze
wykorzystujg pasze 1 naturalne pastwiska (Kawecka 1 in., 2022; Greguta-Kania i in., 2023;
Kicinska-Jakubowska 1 in., 2024; Hahaj-Siembida i in., 2025).

Liczne gatunki nalezace do rodzaju Staphylococcus sa réwniez sktadnikami naturalnej bioty
skory 1 bton §luzowych zdrowych owiec (Vasileiou 1 in., 2019; Wesotowska 1 in., 2023).
Jednakze sg rowniez najczestsza przyczyng zakazen u tych zwierzat, szczegdlnie klinicznej
1 subklinicznej postaci zapalenia wymienia (mastitis). S. aureus jest szczeg6élnie czgstym
czynnikiem etiologicznym mastitis i odpowiada za ponad 70% przypadkoéw, z kolei podobny
odsetek gatunkow koagulazoujemnych  Staphylococcus (CoNS) jest izolowany
z przypadkéw subklinicznego mastitis (Vasileiou 1 in., 2019). Zmiana statusu
mikroorganizmu z komensalnego na czynnik wywotujacy zakazenie zalezy od wielu
czynnikdw, w tym sposobu utrzymania i1 karmienia zwierzat, poziomu higieny
1 bezpieczenstwa biologicznego, praktyk dojenia, a nawet zmian klimatu (Vasileiou 1 in.,
2019). Rasa zwierzecia ma réwniez ogromne znaczenie ze wzgledu na podatno$¢ na
zakazenia, anatomiczny stan strzykow, liczbe i wielko$¢ potomstwa, dlugo$¢ okresu laktacji
1 wystepowanie wspotistniejacych probleméw zdrowotnych, ktére roznig si¢ w zalezno$ci
od rasy (Michael i in., 2023). Ponadto wykazano, ze owce roznych ras maja rdzne
predyspozycje genetyczne do rozwoju klinicznego lub subklinicznego zapalenia wymion

(Vasileiou 11in., 2019).

Specyficzny status S. aureus jako komensala izolowanego rowniez od klinicznie zdrowych
zwierzat sprawia, ze bakteria ta jest czgstym zrodtem opornosci na antybiotyki. S. aureus,
zwlaszcza szczepy oporne na metycyling (MRSA), moga rozprzestrzenia¢ si¢ migdzy
zwierzetami hodowlanymi a ludzmi, stanowigc zagrozenie dla zdrowia publicznego
1 zwigkszajac 1 tak juz wysoki poziom szczepow bakterii opornych na wiele lekéw zar6wno
w szpitalach, jak 1 w $rodowisku (Smith, 2015; Moura i in., 2024; Muwonge i in., 2025).
Obecnos¢ S. aureus u owiec, stanowi nie tylko ogromny problem zwigzany z jego rola
sprawcza w chorobach zwierzat lub wysokim poziomem lekoopornosci ale stanowi réwniez
problem dla przemystu spozywczego. Produkty, takie jak mleko czy migso, zawierajace
bakterie, moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Dzigki stosunkowo
wysokiej odpornosci na niekorzystne warunki Srodowiskowe, S. aureus jest w stanie

przetrwa¢ poza organizmem gospodarza przez dtugi czas; dlatego jest jedng z najczestszych
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bakterii zanieczyszczajacych zywno$¢ pochodzenia zwierzgcego, w tym zywnos¢, ktorej

zrédtem sg owce (Licitra i in., 2021; Michael i in., 2023; Bauer i in., 2025).

S. aureus jako drobnoustr6j komensalny, permanentnie bytujacy w organizmie gopsodarza,
a jednoczesnie czynnik infekcyjny moze indukowac¢ odpowiedz immunologiczng na wiele
sposobdw, w zaleznosci od statusu zdrowotnego gospodarza. Jednym z takich bardziej
problematycznych okresow, w ktorych zwierzeta sg bardziej podatne na zakazenia, rowniez

w przypadku owiec, jest okres cigzy.

W czasie cigzy pojawiajg si¢ liczne zmiany anatomiczne, fizjologiczne, endokrynologiczne,
metaboliczne 1 immunologiczne. Zachodza zmiany w barierach fizycznych organizmu,
takich jak skora i blony $luzowe, ktore moga utatwiaé kolonizacje przez potencjalne
patogeny lub proliferacje bakterii oportunistycznych (Downs i in., 2018; Radocchia i in.,
2024).

U owiec i kéz S. aureus jest rowniez odpowiedzialny za problemy rozrodcze, takie jak
poronienia i martwe urodzenia. Zakazenia moga prowadzi¢ do utraty cigzy, co ma
bezposredni wpltyw na liczbe jagniat i zdrowie stada. Z kolei zapalenie btony Sluzowej
macicy prowadzi do obnizenia plodnosci, zwigkszenia liczby zabiegéw inseminacyjnych
potrzebnych do =zaptodnienia. S. aureus posiada wiele czynnikéw, ktore zakldcaja
odpowiedz immunologiczng gospodarza, a jego obecno$¢ aktywuje rdéznego rodzaju
mechanizmy obronne. Bakterie te maja zdolnos¢ do inwazji 1 przetrwania
wewnatrzkomorkowego w fagocytach, w tym neutrofilach 1 makrofagach, ale takze
w komorkach nablonka gruczotu mlekowego. Moga rowniez tworzy¢ male warianty kolonii
1 promowac tworzenie biofilmu, co z kolei jest $cisle zwigzane z niepowodzeniem terapii
antybiotykowej. Co wigcej, sukces zakazenia S. aureus mozna przypisa¢ faktowi, ze jego
genom koduje zestaw biatek i1 toksyn, ktére hamuja odpowiedz uktadu odpornosciowego
gospodarza (Renna 1 in., 2019). Jedng z grup bialek, ktore reaguja na obecno$¢ S. aureus

w organizmie gospodarza sg cytokininy (Zhang 1 in., 2007; Kawecka-Grochocka i in., 2021).

Gléwnymi cytokinami prozapalnymi sa interleukina (IL)-6, IL-1 i czynnik martwicy
nowotworow (TNF)-a. Co wigcej, IL-6 jest rOwniez uwazana za jedng z najwazniejszych
cytokin zdolnych do indukowania syntezy biatek ostrej fazy (APP). Stgzenie krazacych
bialek APP jest specyficzne dla gatunku i zalezy od zaawansowania infekcji oraz stopnia
uszkodzenia tkanek w organizmie. Ze wzgledu na fakt, Zze poziom bialek APP w surowicy

moze wzrasta¢ (APP dodatni) lub spada¢ (APP ujemny), mogg one rowniez dostarczaé
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informacji diagnostycznych i prognostycznych, stanowigc tym samym dobre narzedzie
w monitorowaniu owiec, szczegdlnie w okresie cigzy (Rahman i in., 2010), co zostalo

wykorzystane réwniez w obecnych badaniach.

2.3.2. Zwierzeta towarszyace — psy i Kkoty, jako recerwuar

Staphylococcus
Zwierzeta towarzyszace, takie jak psy (Canis familiaris) i koty (Felis catus), od dawna sa
czescig ludzkiego zycia. Pies domowy (Canis familiaris) to gatunek wywodzacy si¢ od wilka
szarego (Canis lupus), ktory zamieszkiwal Europg Zachodnig i Syberie. Pies byl pierwszym
zwierzeciem udomowionym przez czlowieka, ale dokladny czas udomowienia psa wcigz
budzi kontrowersje wsrdéd badaczy. Jednak dowody archeologiczne i1 genetyczne wskazuja,
ze udomowienie byto procesem wielofazowym, ktory rozpoczat si¢ co najmniej 15 000 lat
temu lub ponad 30 000 lat temu (Galeta i in., 2021; Burrows i in., 2024). Innym gatunkiem,
ktory osiggnat globalny zasieg wystepowania, przystosowal si¢ do $rodowiska
antropogenicznego i podobnie jak pies domowy, przeszedt tysigce lat zmian genetycznych,
jest kot domowy (Felis catus). Kot domowy prawdopodobnie pochodzi bezposrednio od
kota dzikiego (Felis silvestris lybica). Chociaz niektorzy badacze czesto przypisuja pierwsze
udomowienie kotéw Egipcjanom okoto 4000 lat temu, liczne odkrycia sugeruja, ze gatunek
ten zostal w rzeczywisto$ci udomowiony okoto 9500 lat temu na Cyprze lub w innych
regionach Bliskiego Wschodu (Feuerstein 1 in., 2008; Hattori 1 in., 2022; Menchetti 1 in.,
2024). Ta wielowiekowa tradycja sugeruje dtugotrwatg relacje i bliski kontakt miedzy tymi
zwierzgtami a ludZzmi, dlatego nazywa si¢ je zwierz¢tami towarzyszacymi. Niestety
dzielenie przestrzeni zyciowej oznacza roéwniez dzielenie naturalnej mikrobioty
wystepujacej u ludzi 1 zwierzat, przenoszenie tych samych mikroorganizmow 1 dzielenie si¢
konsekwencjami narazenia na te same patogeny, a jednym z takich wspdlnych

mikroorganizmow jest rodzaj Staphylococcus.

W ciagle zmieniajacym si¢ spoteczenstwie obserwuje si¢ coraz silniejsze relacje miedzy
wlascicielami a ich zwierzgtami. Zwierzeta towarzyszace, zwlaszcza psy 1 koty, zyja
w bliskim kontakcie ze swoimi wlascicielami w ich domach, ale takze dziela wiele
przestrzeni publicznych, gdzie stykaja si¢ z innymi zwierzetami lub osobami, ktore nie sg
ich wlascicielami. W tym kontekscie narasta kolejny problem, poniewaz wiele bakterii

patogennych 1 komensalnych, zwlaszcza tych pochodzacych od zwierzat, moze si¢
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rozprzestrzenia¢ 1 nabywaé¢ nowe typy opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe.
W konsekwencji prowadzi to do pojawienia si¢ opornosci wielolekowej (MDR), ktora jest
jednym z najwazniejszych probleméw zdrowia publicznego (Graham i in., 2019; Marco-

Fuertes 1 in., 2022; Osinska i in., 2022; Marco-Fuertes i in., 2024).

Zwierzeta towarzyszace i ich wlasciciele sg czgstymi nosicielami Staphylococcus spp. Jak
wiadomo, zarowno CoPS, jak 1 CoNS moga by¢ sktadnikiem naturalnej mikrobioty zwierzat
towarzyszacych. Zarowno przejsciowe, jak i przewlekle nosicielstwo Staphylococcu opisano
u wielu gatunkéw, w tym u ludzi i zwierzat towarzyszacych. U pséw i kotéw kolonizacja
Staphylococcus wystepuje w wielu obszarach ciata, zwlaszcza na skoérze i blonach
sluzowych jamy ustnej (Carroll 1 in., 2021). W sprzyjajacych warunkach, podobnie jak
w przypadku cztowieka i innych grup zwierzat moga one rdwniez odpowiada¢ za ré6znego
rodzaju zakazenia, zakazenia gérnych dréog oddechowych, zakazenia drég moczowych
i wiele innych miejsc jak rany lub urazy chirurgiczne (Miszczak i in., 2023; Moses i in.,

2023; Marco-Fuertes i in., 2024).

Ze wzgledu na powszechne wystepowanie, tatwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ oraz potencjalne
zagrozenie dla zdrowia publicznego zwigzane z wysokim poziomem opornosci i bogata
gamg czynnikdw wirulencji, szczegolnie ws$rod szczepow  koagulazododatnich
Staphylococcus, bakterie te, pomimo szeroko zakrojonych badan, nadal wykazuja znaczna
zmienno$¢ wynikajaca z ich plastycznosci genomowej 1 wysokiej zdolnosci adaptacji do
roznorodnych warunkow 1 zywicieli. Dlatego gatunki zwierzat szczegolnie blisko
spokrewnione z ludZzmi powinny by¢ nadal monitorowane pod katem wystgpowania

1 charakterystyki tej grupy bakterii.

2.3.3. Zwierzeta wolno zyjace - lisy, jako recerwuar Staphylococcus
Lis rudy (Vulpes vulpes) jest przedstawicielem rodziny psowatych (Canidae). Gatunek ten
wystepuje powszechnie w niektorych czesciach Azji, Europy, Ameryki Potnocnej 1 Afryki.
W Europie Srodkowej jest najliczniejszym dzikim gatunkiem z rodziny psowatych
(Karamon i in., 2014, 2018; Wodecka 1 in., 2022). W Polsce populacje dzikiego lisa rudego
szacuje si¢ na 200-250 tysiecy osobnikow (Nowakiewicz i in., 2016; Wierzbicki i in., 2021).
Ze wzgledu na duza zdolno$¢ adaptacji tego gatunku do $rodowisk mniej lub bardziej
zurbanizowanych oraz oficjalne dziatania zwigzane ze zwalczaniem chorob zagrazajacych
populacji lisa rudego (obowigzkowe szczepienia przeciwko wsciekliznie), w Polsce miedzy
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koncem XX wieku a pierwsza dekadg XXI wieku zaobserwowano bardzo szybki wzrost
liczebnosci tych zwierzat (Jackowiak i in., 2021). Zazwyczaj lisy rude zamieszkuja lasy,
pola i tereny rolnicze. Jednak ze wzgledu na tatwy dostep do pozywienia na obszarach
miejskich 1 postepujaca synantropizacj¢ tego gatunku zwierzat, coraz czgsciej mozna je
spotka¢ blisko siedzib cztowieka (Karamon i in., 2018; Jackowiak i in., 2021). W zwigzku
z tym moga nabywac lub dzieli¢ mikrobiote¢ (w tym patogeny) z rdéznymi gatunkami
zywicieli. Dotychczas lis rudy zostat przeanalizowany jako rezerwuar patogendow
odpowiedzialnych za typowe zoonozy diagnozowane w Polsce, tj. wscieklizne (Smreczak
iin., 2023), bablowice (Karamon i in., 2014), Trichinella spp. (Cybulska i in., 2016)
1 $wierzb (Kotodziej-Sobocinska i in., 2014), a takze choroby transmisyjne (Wodecka i in.,
2022). W Polsce dotychczas przeprowadzono jedynie pojedyncze badania majace na celu
okreslenie lekoopornosci mikroorganizméw obecnych u tych zwierzat, w tym
Staphylococcus spp. (Nowakiewicz i in., 2016; Skarzynska i in., 2020; Osinska i in., 2022),
a dostepne wyniki obejmuja niewielka grupe zwierzat i nie moga by¢ uznane za
reprezentatywne, réwniez w przypadku kolonizacji lisa rudego bakteriami z rodzaju
Staphylococcus. Ogdlnoswiatowe, dostgpne wyniki badan koncentruja si¢ z kolei gtdéwnie
na szczepach opornych na metycyling (MRSA) (Carson i in., 2012; Monecke i in., 2016).
Natomiast jak podkreslaja Nielsen i in. (2020), dane dotyczace kolonizacji lisa rudego przez

S. pseudintermedius ograniczaja si¢ wytacznie do pojedynczych badan.

Gatunek ten jest znacznie mniej poznany, a jego charakterystyke epidemiologiczng
okreslono gtownie w szczepach izolowanych od zdrowych lub chorych pséw (Ruzauskas

1in., 2019; Abdullahi i in., 2021; Carroll i in., 2021; Glajzner i in., 2023).
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3. Hipoteza i cel pracy

3.1. Hipoteza badawcza

Hipoteza badawcza zaktada, ze pomimo zréznicowanego behawioru zwierzat, stopnia
synantropizacji, stosowanej antybiotykoterapii czy grupy uzytkowej, wybrane determinanty
opornosci i/lub wirulencji bedg wystepowaty u badanych izolatow niezaleznie od zrédta
pochodzenia szczepu, co wigcej u roznych gatunkdéw zwierzat moga réwniez zostad
wykazane okre$lone klony szczepdw istotnych rowniez dla zdrowia czlowieka. W zwigzku
z dwoistoscig charakteru wystepowania bakterii z rodzaju Staphylococcus u zwierzat
(patogen lub komensal) oraz roznorodnoscia objawow klinicznych, prawdopodobnie
zrdéznicowana bedzie rowniez reakcja uktadu odporno$ciowego gospodarza na obecno$é

drobnoustroju.
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3.2. Cel badan

Celem badan jest ocena wystepowania koagulazododatnich gronkowcow u zréznicowanych
pod wzgledem gatunkui statusu zdrowotnego zwierzat w aspekcie analizy poréwnawczej
oraz oceny poziomu lekoopornosci tych drobnoustrojow, a takze czynnikéw wirulencji

odpowiedzialnych za wystepowanie infekcji na tle Staphylococcus.

Obok oceny zagrozenia dla zdrowia publicznego jakie moga stanowi¢ wielolekooporne i/lub
metycylinooporne bakterie, posiadajgce dodatkowo szeroki panel czynnikow wirulencji,
badania majag na celu okreSlenie w jakim stopniu poszczegdlne, istotne
z epidemiologicznego punktu widzenia klony bakterii rozprzestrzeniajg si¢ pomicdzy
réoznymi gatunkami zwierzat. Koagulazododatnie bakterie z rodzaju Staphylococcus ze
wzgledu na powszechne wystepowanie u réznych gospodarzy jako komensale,
a jednoczesnie czynniki infekcyjne wielu chordb o zréznicowanym obrazie klinicznym,
stanowig niezwykle ciekawa 1 dynamiczng pod wzgledem zmienno$ci grupe
drobnoustrojéw, ktéra pomimo licznych badan, nadal dostarcza nowych pytan. Dlatego
rowniez jednym z celow badan jest proba wyjasnienia interakcji migdzy odpowiedzig
immunologiczng na obecnos¢ S. aureus w organizmie gospodarza poprzez analiz¢ ekspresji
genow zaangazowanych w ten proces w leukocytach krwi. W tym ostatnim przypadku
docelowa grupa badawcza beda male przezuwacze, a celem badan byla analiza profilu
ekspresji genow cytokin: IL-1a, IL-1f, TNF-a, IL-6 oraz gendéw bialek ostrej fazy SAA, Hp
1 Cp u dwoch grup zdrowych klinicznie owiec: zwierzat nosicieli CoPS z uwzglednieniem

ich czynnikow wirulencji oraz owiec, u ktorych nie wykazano obecnosci CoPS.
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4. Materialy i metody

4.1. Material biologiczny
Materiat biologiczny (badawczy) zostal pobrany od réznych grup zwierzat: do dwoch
odrebnych badan od zwierzat gospodarskich (owce rasy Uhruska i rasy Swiniarka),
jednorazowo od zwierzat towarzyszacych (psy i koty) oraz jednorazowo od zwierzat wolno
zyjacych (lisy rude), nastepnie zostal poddany badaniom zgodnie z przdstawionym

schematem (Rycina 1).

Rycina 1. Schemat przestawiajacy rodzaje pobranego materiatu oraz procedury badawcze, ktérym

zostat poddany

L

Zwierzeta gospodarskie Zwierzgta towarzyszqce Zwierzgta wolno Zyjace

mleko oraz wymazy Wymaz
(skora, ucho, odbyt, jama (skéra, ucho, odbyt, jama
usina) ustna)

wymazy
(jama ustana, odbyt)

- morfologia
- izolacja materialu . . ~
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- ADSRRS-fingerprinting - ADSRRS-fingerprinting

Materiat pochodzacy od zwierzat gospodarskich, zostat pobrany od dwoéch rodzimych
polskich ras owiec: Swinarka oraz Uhruska (Polska Owca Nizinna PON) w Stacji Badawczej
Matych Przezuwaczy im. prof. Tadeusza Efnera w Bezku (51°11'60.00" N 23°15'60.00" E),
potozonej w poludniowo-wschodniej Polsce nalezacej do Katedry Hodowli Zwierzat
i Doradztwa Rolniczego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Rasa Swiniarka jest
powszechnie uwazana za typ prymitywny, a rasa Uhruska (PON) charakteryzuje si¢ wysoka
ptodnoscia 1 wydajnoscig migsng. Stado podstawowe w tym okresie liczylo ponad 500
zwierzat, w tym okoto 200 matek Uhruska (Polskiej Owcy Nizinnej) 1 50 owiec matek rasy

Swiniarka. Owce byly Zywione zgodnie z systemem zywienia francuskim Institut National
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de la Recherche Agronomique (zgodnie z ich stanem fizjologicznym). Wszystkie zwierzeta
w owczarni byly karmione w ten sam sposob, wykorzystujac pasz¢ dostgpng
w gospodarstwie. Zwierzgta byly przetrzymywane w tym samym budynku w jednolitych
warunkach srodowiskowych; jednak rasy byly oddzielone wewnatrz budynku i podczas
wypasu. Zwierzgta byly przetrzymywane w systemie zamknigtym od wrzesnia do potowy
maja i w systemie otwartym z wypasem od potowy maja do poczatku wrzesnia. Krycie
trwalo sze$¢ tygodni, rozpoczynajac si¢ we wrzesniu dla maciorek rasy Uhruska (Polska
Owca Nizinna) oraz w pazdzierniku dla maciorek rasy Swiniaka, a jagnienie (wykoty)
trwato od polowy stycznia do lutego dla maciorek rasy Uhruska (Polskiej Owcy Nizinnej)
i od lutego do marca dla maciorek rasy Swinarka. Badane zwierzeta bylty w tym samym
wieku, tj. mialy dwa lata. Probki mleka pobrano podczas standardowego badania
klinicznego przeprowadzonego przez lekarza weterynarii miedzy marcem a kwietniem 2023
r. Aby pozyska¢ material do badan z kazdej rasy wybrano 25 zwierzat, u ktorych nie
stwierdzono objawow klinicznych podczas podstawowego badania klinicznego wymienia
(obserwacja, palpacja i pordwnanie obu gruczotéw). Material badawczy w pierwszym
badaniu (Publikacja nr 1) stanowilo mleko pobrane od obu wyzej wspomianych ras owiec.
Lacznie pobrano 50 probek mleka: 25 prébek od owiec rasy Uhruska (Polska Owca Nizinna)
i 25 probek od owiec rasy Swiniarka. Przed pobraniem materiatu, uzyskana zostata zgoda
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Lublinie o nr licencji 99/2018

(Rycina 2).

Pobor materiatu dotyczy opublikowanego artykutu: Characteristics of drug-resistant
Staphylococci isolated from milk of lambed ewes during the perinatal period. Agata Hahaj-
Siembida, Aneta Nowakiewicz, Monika Greguta-Kania, Mariola Bochniarz, Aleksandra
Tro$cianczyk, Marcelina Osinska J Vet Res. 2025 Mar 25;69(1):41-50. doi: 10.2478/jvetres-
2025-0014 (Publikacja nr 1).
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Rycina 2. Schemat ilustrujgcy metodyke do badania pierwszego (zwierzgta gospodarskie)
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Materiat pochodzacy od zwierzat gospodarskich za drugim razem réwniez zostat pobrany
od dwdch ras owiec (Swinarka oraz Uhruska (Polska Owca Nizinna)) w Stacji Badawczej
Malych Przezuwaczy im. prof. Tadeusza Efnera w Bezku nalezacej do Katedry Hodowli
Zwierzat 1 Doradztwa Rolniczego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Materiat
pobrano w formie wymazdw od zdrowych klinicznie osobnikow z czterech miejsc takich jak
skora, ucho, odbyt 1 jama ustna. Ponadto pobrane zostaly probki krwi obwodowej od
zdrowych osobnikow, a takze mleko od owiec matek. Do eksperymentu zostaty wybrane
wylacznie zdrowe zwierzeta, na podstawie wynikow ogolnego badania klinicznego
przeprowadzonego przez lekarza weterynarii. Material pobrany zostal przez lekarza
weterynarii czterokrotnie podczas rutynowego badania w nastepujacych okresach: I — przed
ciaza (A), Il — na poczatku cigzy (B1), III — pod koniec cigzy (dwa tygodnie przed porodem)
(B2), IV — po porodzie, w trakcie laktacji (tydzien po porodzie) (C), za kazdym razem
przebadanych zostato tacznie 50 dorostych owiec (25 osobnikéw z kazdej rasy). Wymazy
od tygodniowych jagniat (facznie 50) pobrano tylko raz (po porodzie). Owce matki byty

w tym samym wieku (2-3 lata), a jagnigta miaty tydzien w trakcie poboru prob. Wybor
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osobnikow (owiec) oraz wiaczenie do eksperymentu wytacznie zdrowych owiec opieralo si¢

na wynikach ogolnego badania klinicznego przeprowadzonego przez lekarza weterynarii.

Wymaz z jamy ustnej pobrano z podniebienia twardego/jezyka, a wymaz ze skory z prawe;j
lopatki po uprzednim odwinigciu welny owczej. Wymazy z zewngtrznego przewodu
stuchowego i odbytu pobrano za pomoca sterylnej wymazoéwki. Lacznie pobrano 850
wymazow (800 od dorostych i 50 od jagniat). Dodatkowo pobrano rowniez materiat
w postaci prob mleka od maciorek, tych samych dwodch ras. Probki mleka zostaly pobrane
po porodzie (po 25 probek z kazdej rasy, tacznie 50 probek) (Rycina 3). Przed pobraniem
materialu, uzyskana zostala zgoda Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach

w Lublinie o nr licencji 99/2018.
Pobor materiatu dotyczy artykuléw znajdujacych si¢ na etapie recenzji:

Perinatal occurrence and epidemiological significance of Staphylococcus aureus in local

sheep breeds (Publikacja nr 2).

The analysis of host’s immune response in two local two breeds of sheep to the presence of

Staphylococcus aureus during the perinatal period (publikacja nr 3).

Rycina 3. Schemat ilustrujacy metodyke do badania drugiego- mikrobiologiczne (zwierzeta

gospodarskie)
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Probki krwi pobrano przez naktucie zyly szyjnej do sterylnych probéwek prézniowych przez
lekarza weterynarii podczas rutynowego badania w tych samych czterech okresach, co
pobieranie wymazow. Prébki transportowano do laboratorium w warunkach chtodniczych
na maksymalnie trzy godziny i przechowywano w temperaturze —80°C do czasu dalszych
analiz. Przebadanych zostalo tagcznie 200 probek krwi (pobrano po 25 probek od kazdej rasy

jednoczesnie).

Pobor materiatu dotyczy artykutu: The analysis of host’s immune response in two local two
breeds of sheep to the presence of Staphylococcus aureus during the perinatal period

(publikacja nr 3).

Podsumowuja¢ tacznie zostato pobranych 1100 prob, co jest sumg wszytych prob mleka oraz
wyamazow ze wszytcho okresow pobran od osobnikow dorstych oraz wymazow od jagniat,

a takze wszytkich probek kwi pobranych w kazdym terminie (Rycina 4).

Rycina 4. Schemat ilustrujacy metodyke do badania drugiego- markery uktadu immunologicznego

(zwierzeta gospodarskie)
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Materiat pochodzacy od zwierzat towarzyszacych (psy i koty), zostat pobrany od pacjentow

kliniki weterynaryjnej (Lubelskie Centrum Matych Zwierzat) w trakcie rutynowego badania

prowadzonego przez lekarza weterynarii. Materiat pobrano w formie wymazow z czterech

miejsc: skora, zewnetrzny kanat stuchowy, odbyt oraz jama ustna. Wymazy pobrano od

zwierzat zdrowych klinicznie. Materiat badawczy pobrano w postaci wymazow od 151

zwierzat towarzyszacych (90 pséw 1 61 kotow) ze wspominanych wyzej czterech roznych

miejsc. Lacznie pobrano 604 wymazy od zwierzat (Rycina 5).

Pobor materiatu dotyczy artykutlu znajdujacego si¢ na etapie recenz;ji:

Companion animals as an increasingly important reservoir of methicillin-resistant and

virulent strains of coagulase-positive Staphylococcus spp. (Publikacja nr 4).

Rycina 5. Schemat ilustrujagcy metodyke badan materiatu od zwierzat towarzyszacych
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Materiat pochodzacy od zwierzat wolno zyjacych (lisy rude Vulpes vulpes), zostal uzyskany
dzieki wspotpracy badawczej z Zaktadem Higieny Weterynaryjnej (ZHW) w Lublinie.
Materiat pobrano post mortem od lisow w formie wymazow przez lekarza weterynarii
z dwoéch réznych miejsc: odbyt oraz jama ustna. Material do badan pobrano od 209 lisow
rudych odstrzelonych w regionie poludniowo-wschodniej Polski. Lacznie pobrano 415
probek (206 wymazow z odbytu 1 209 wymazow z jamy ustnej). Poniewaz Polska nadal nie
jest krajem wolnym od wscieklizny, monitoring tej choroby u liséw rudych przeprowadzany
jest corocznie obligatoryjnie (kontrolowany odstrzat zwierzat) zgodnie z obowigzujacym
prawem (Dyrektywa Komisji Europejskiej, 2021). Material do momentu uzyskania wyniku
ujemnego od danego zwierzgcia w kierunku $cieklizny, przechowywano w temperaturze
—80°C w ZHW, przez maksymalnie 30 dni, a dopiero pdzniej przekazany do dalszych badan
do Zaktadu Mikrobiologii UP w Lublinie (Rycina 6).

Pobor materiatu dotyczy opublikowanego artykutu: Red foxes (Vulpes vulpes) as a specific
and underappreciated reservoir of resistant and virulent coagulase-positive Staphylococcus
spp. strains: Agata Hahaj-Siembida, Aneta Nowakiewicz, Agnieszka Korzeniowska-Kowal,
Kamila Szecéwka, Aleksandra Tro$cianczyk, Przemystaw Zieba, Monika Greguta Kania.

Res Vet Sci. 2024:166:105111. doi: 10.1016/j.rvsc.2023.105111 (Publikacja nr 5).

Rycina 6. Schemat ilustrujagcy metodyke badan materiatu od lisow rudych (zwierzgta wolno zyjace)

POBRANIE WYMAZOW

z
JAMY USTNEJ ORAZ ODBYTU

|

P o

HODOWLA BAKTERII W BULIONIE l
ODZYWCZYM

@

T
&
r

PODSUMOWANIE
PROWADZONYCH
BADAN

POSIEW NA PODLOZE CHAPMANA
ORAZ INKUBACIA W 37°C PRZEZ 24H l

POSIEW NA PODLOZE BAIRD PARKER
ORAZ INKUBACJA W 37°C PRZEZ 24H l

GENY ODPORNOSCI
| WIRULENCII

TEST DYFUZYINO-
T KAZKOWY

S —
S
S
S

[
IZOLACJA DNA

x

v PCR

—_— | SR |
ELEKTROFOREZA

40


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rectum
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528823003624?via%3Dihub#bb0080
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hahaj-Siembida+A&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nowakiewicz+A&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Korzeniowska-Kowal+A&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Szec%C3%B3wka+K&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tro%C5%9Bcia%C5%84czyk+A&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zi%C4%99ba+P&cauthor_id=38113638
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kania+MG&cauthor_id=38113638

5. Metodyka

5.1. Mikrobiologia

5.1.1. Izolacja i identyfikacja szczepow oraz izolacja materialu
genetycznego

5.1.1.1. Zwierzeta gospodarskie

5.1.1.1.1.Mleko (owce)

Probki mleka pobrano podczas standardowego badania klinicznego przeprowadzonego
przez lekarza weterynarii migdzy marcem a kwietniem 2023 r. Z kazdej rasy wybrano 25
zwierzat, u ktorych nie stwierdzono objawow klinicznych podczas podstawowego badania
klinicznego wymienia (obserwacja, palpacja i poréwnanie obu gruczotéw). Lacznie pobrano
50 probek mleka: 25 probek mleka od owiec rasy Uhruska (Polska Owca Nizinna) i 25
probek mleka od owiec rasy Swiniarka. Probki mleka o objetosci 5 ml pobrano aseptycznie
z polowy wymienia od kazdego zwierzgcia, $rednio siedem dni po porodzie, zgodnie
z procedura opisang wczesniej (National Mastitis Council (U.S.), 2004. Microbiological
Procedures for the Diagnosis of Bovine Udder Infection and Determination of Milk Quality).
Probki mleka w warunkach chtodniczych przetransportowano do laboratorium w ciagu
dwoéch godzin, a nastepnie 1 ml kazdej probki hodowano w bulionie odzywczym
supelementowanym 6,5% NaCl (Biomaxima, Lublin, Polska) przez 24 h w temperaturze
37°C. Nastegpnie zastosowano podloza dedykowane dla wybidrczego wzrostu bakterii
Staphylococcus spp: Mannitol Salt LAB Agar (podtoze Chapmana) i Baird Parker LAB
Agar (Biomaxima). Inokulaty o objetosci 100 pl posiewano na ptytki i1 inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 h. Do dalszych analiz wybrano jedna typowa koloni¢
uzyskang z danego podtoza. Nastepnie wykonano barwienie metodg Grama (Gram Staining
Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy), test na katalaze (3% roztwoér nadtlenku wodoru)
oraz test na koagulaze wolng (BBL Coagulase Plasma, Rabbit, with EDTA, BD, Franklin
Lakes, NJ, USA). Wszystkie ziarniaki katalazododatnie i Gram-dodatnie analizowano przy
uzyciu spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacja laserowa wspomagang matrycg

1 pomiarem czasu przelotu (MALDI TOF-MS).

Bialka rybosomalne ekstrahowano z kazdego izolatu metoda ekstrakcji etanolem/kwasem
mrowkowym, aby uzyska¢ wysokiej jakosci widma masowe. Do ekstrakcji zebrano od

jednej do pieciu kolonii §wiezo wyhodowanych kultur inkubowanych na agarze odzywczym

41


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ribosomal-protein

w temperaturze 37°C przez 24 godziny i zawieszono w 300 pl wody podwdjnie
destylowanej. Nastepnie dodano 900 pl absolutnego etanolu. Probki mieszano za pomoca
mieszadla wirowego przez 30 s, a nastgpnie wirowano przez 2 min przy 13000 x g.
Supernatant usuni¢to, a osad wysuszono w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 25
ul 70% roztworu kwasu mréwkowego 1 probke doktadnie wymieszano. Nastepnie dodano
25 pl acetonitrylu i ponownie wymieszano probke. Probki wirowano przez 2 minuty przy
13000 x g. Supernatant (1 pl) przeniesiono na ptytke BC z polerowanej stali MSP 96
1 pozostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej do wyschnig¢cia. Nast¢pnie na suche
probki natozono taka sama ilos¢ matrycy HCCA (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy)
1 ponownie ptytke pozostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej. Plytke docelowa
wprowadzono do spektrometru mas MALDI Biotyper Sirius (Bruker, czgstotliwos¢ lasera:
200 Hz), a widma masowe wyekstrahowanych bialek rybosomalnych uzyskano za pomoca
oprogramowania flexControl w wersji 3.4. Kazde z widm masowych bakterii uzyskano
poprzez usrednienie 1500 wigzek laserowych z trzech pozycji. Widma kalibrowano
zewnetrznie przy uzyciu standardu E. coli DHS5-alfa (Bruker). Kalibrator skladat sig
z szesciu biatek rybosomalnych E. coli z dodatkiem RNAzy A i mioglobiny, aby pokry¢
zakres 3637,8-16 952,3 Da. Do identyfikacji widm masowych wykorzystano
oprogramowanie MBT Compass 4.1, MALDI Biotyper Compass Explorer 4.1 oraz baze
danych MBT Compass Library Revision H (2022) (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG)
zawierajaca 3893 gatunki/wpisy. Zgodnie z instrukcja producenta, wyniki identyfikacji sa

klasyfikowane w nastepujacy sposob:

2.300-3.000: Bardzo prawdopodobna identyfikacja gatunku

2,000-2,299: Pewna identyfikacja rodzaju, prawdopodobna identyfikacja gatunku
1,700-1,999: Prawdopodobna identyfikacja rodzaju

0,000-1,699: Brak wiarygodnej identyfikacji

Szczepy koagulazododatnie o wyniku identyfikacji w zakresie od 3,000 do 1,700 log
potwierdzono dodatkowo metoda molekularng opartg na analizie polimorfizmu genu nuc

wedtug Sasaki i in. (2010).

DNA izolowano z 24-godzinnych czystych kolonii bakteryjnych przy uzyciu komercyjnego
zestawu (Gram Plus and Yeast Genomic DNA Purification Kit; EURx, Gdansk, Polska)

zgodnie z instrukcjg producenta. Amplifikacje przeprowadzono zgodnie z warunkami
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opisanymi w publikacji Hahaj Siembida i in. (2025) i z uzyciem mieszaniny Silver Taq Mix
(Syngen Biotech, Teipei, Tajwan) oraz odpowiednio dobranych starteréw (Genomed,

Warszawa, Polska).
5.1.1.1.2. Wymazy i mleko (owce)

Wymazy oraz mleko pobrane od dwoch ras owiec, owiec rasy uszlachetnionej — rasy
Uhruska (Polska Owca Nizinna) oraz rasy pierotnej — rasy Swiniarka, poddano badaniom
mikrobiologicznym. Izolacje 1 identyfikacje szczepoéw Staphyloccoccus  spp.

przeprowadzono zgodnie z opisem powyzej (5.1.1.1.1).
5.1.1.2. Zwierzeta towarzyszace (psy i koty)

Material badawczy pobrano w postaci wymazoéw od 151 zwierzat towarzyszacych (90 psow
1 61 kotow). Izolacje 1 identyfikacj¢ szczepow Staphyloccoccus spp. przeprowadzono

zgodnie z opisem powyzej (5.1.1.1.1).

5.1.1.3. Zwierzeta wolno zyjace (lisy rude)
Lacznie pobrano 415 prébek (206 wymazoéw z odbytu i 209 wymazéw z jamy ustnej).
Izolacje¢ 1 identyfikacj¢ szczepow Staphyloccoccus spp. przeprowadzono zgodnie z opisem

powyzej (5.1.1.1.1).

5.1.2. Ocena fenotypowej lekowrazliwosci szczepow

5.1.2.1. Metoda dyfuzyjno- krazkowa

Oporno$¢ na substacje przeciwdrobnoustrojowe szczepdw  Staphylococcus  spp.
wyizolowanych od zwierzat, oceniano metoda dyfuzyjno-krazkowa (test Kirby’ego—Bauera)
na podtozu Mueller Hilton (Biomaxima, Lublin, Polska). Wytypowano czternascie
substancji przeciwdrobnoustrojowych, a nastgpnie przeprowadzono badanie metoda
dyfuzyjno-krazkowa zgodnie ze standardem CLSI, wykorzystujac krazki nasgczone
nastepujacymi substancjami: erytromycyna 15 pg, oksacylina 1 pg lub cefoksytyna 30 pg,
gentamycyna 10 pg, ryfampicyna 5 pg, chinuprystyna/dalfoprystyna 15 pg, klindamycyna
2 pg (indywidualnie 1 w testach wykrywajacych indukowang oporno$¢ na klindamycyne
u Staphylococcus spp. zgodnie ze standardem CLSI), penicylina G 10 U,
sulfametoksazol/trimetoprim 25 pg, tetracyklina 30 pg, nitrofurantoina 300 pg, linezolid 30
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pg, cyprofloksacyna 5 pg i chloramfenikol 30 pg (Thermo Scientific™ Oxo0id™). Do
interpretacji wynikow wykorzystano ze standardy Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI VET 01 S, 2024; CLSI M100-ED35, 2025). Jako kontrolg jakos$ci
zastosowano S. aureus ATCC25923. Opornos¢ wielolekowa szczepow sklasyfikowano
zgodnie z kryteriami opisanymi przez Magiorakos i in. (2012) (Hahaj-Siembida 1 in., 2024;
Hahaj-Siembida i in., 2025).

5.1.2.2. Minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory

concentration) - MIC

Wrazliwo$¢ izolowanych koagulazododatnich szczepow Staphylococcus opornych na
metycyling (MRSA) oceniano dodatkowo metoda mikrorozcienczen zgodnie z wymogami
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI VET 01 S, 2024; CLSI M100-ED35, 2025).
Okre$lono  minimalne stezenia hamujagce (MIC) dla nastepujacych  lekow
przeciwdrobnoustrojowych: erytromycyny, oksacyliny, gentamycyny, ryfampicyny,
klindamycyny, penicyliny, tetracykliny, nitrofurantoiny, cyprofloksacyny, chloramfenikolu
1 wankomycyny (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy). W przypadku wszystkich
testowanych substancji zastosowano zakres stezen 0,25—128 pg/ml Jako kontrole jakosci

zastosowano S. aureus ATCC29213.

5.1.3. Ocena molekularnych mechanizmoéw opornosci i wirulencji
koagulazododatnich szczepow Staphylococcus.

5.1.3.1. Geny opornosci

Szczepy Staphylococcous spp. przebadano pod katem obecnos$ci genow kodujacych
wybrane mechanizmy lekoopornosci. Do badania wybrano nastgpujace geny opornosci:
mecA, blaZ (oporno$¢ na B-laktamy), ermA, ermB, ermC, msrA (opornos¢ na makrolidy),
cat (pC223), cat (pC221), cat (pC194) (opornos¢ na fenikole), tetK, tetM, tefLL (opornos¢ na
tetracykliny), aac(6')-le-aph(2")), aph(3)-llla (oporno$¢ na aminoglikozydy), fusB, fusC,
fusD (opornos¢ na kwas fusydowy), ileS (opornos¢ na mupirocyne), smr, gac A/B (opornos$¢
na biocydy) (Hauschild 1 in., 2007; Martineau 1 in., 2000; Oliveira 1 de Lencastre, 2002;
Strommenger 1 in., 2003). Amplifikacjg DNA przeprowadzono w warunkach opisanych
wczesniej (Garcia-Alvarez 1in., 2011; Hauschild i in., 2007; Martineau i in., 2000; Oliveira
1 de Lencastre, 2002; Strommenger 1 in., 2003; Hritcu et al., 2020; Hahaj-Siembida 1 in.,
2024; Hahaj-Siembida 1 in., 2025), z uzyciem mieszaniny Silver Taq Mix (Syngen Biotech,
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Wroctaw, Polska) i odpowiednio dobranych starterow (Genomed, Warszawa, Polska)

(Tabela 1).

45



Tabela 1.Startery do detekcji genéw opornosci

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°) Wielkosé Literatura
produktu
(pz)
mecA F: TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 Oliveira i in., 2002
R: CCACTTCATATCTTGTAACG
mecC F: TCACCAGGTTCAACYCAAAA 356 Garcia-Alvarez iin., 2011
R: CCTGAATCWGCTAATAATATTTC
blaZ F: ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 Martineau i in., 2000
R: TGACCACTTTTATCAGCAACC
ermA F: AAGCGGTAAACCCCTCTGA 190 Strommenger i in., 2003
R: TTCGCAAATCCCTTCTCAAC
ermB F: CTA TCT GAT TGT TGA AGA AGG ATT 142 Martineau i in., 2000
R:GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA
ermC F: AATCGTCAATTCCTGCATGT 299 Strommenger i in., 2003
R: TAATCGTGGAATACGGGTTTG
msrA F: TCCAATCATTGCACAAAATC 163 Martineau i in., 2000
R: AATTCCCTCTATTTGGTGGT
tetK F: TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 647 Aarestrup i in., 2000
R: GCAAACTCATTCCAGAAGCA
tetL F: GTTGCGCGCTATATTCCAAA 456 Aarestrup i in., 2000
R: TTAAGCAAACTCATTCCAGC
tetM F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 718 Aarestrup i in., 2000
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA
cat F: ATTTATGCAATTATGGAAGTTG 435 Schnellmann i in., 2006
(pC221) R: TGAAGCATGGTAACCATCAC
cat F: CGACTTTTAGTATAACCACAGA 570 Schnellmann i in., 2006
(pC194) R: GCCAGTCATTAGGCCTAT
cat F: GAATCAAATGCTAGTTTTAACTC 284 Schnellmann i in., 2006
(pC223) R: ACATGGTAACCATCACATAC
aac(6’)-le- F: CCAAGAGCAATAAGGGCATA 220 van de Klundert i in., 1993
aph(2”)-la R: CACTATCATACCACTACCG
aph(3’)- F: GCCGATGTGGATTGCGAAAA 292 van de Klundert i in., 1993
Illa R: GCTTGATCCCCAGTAAGTCA
ileS F: TATATTATGCGATGGA AGGTTGG 458 Hritcu i in., 2020
R: AATAAAATCAGCTGGAA AGTGTTG
fusB F: CCGTCAAAGTTAT TCAATCG 492 Hritcu i in., 2020
R: ACAATGAATGCTATCTC GACA
fusC F: GGACTTTATTACATC GATTGAC 411 Hritcu i in., 2020
R: CTGTCATAACAAATGTA ATCTCC
fusD F: AATTCGGT CAACGATCCC 465 Hritcu i in., 2020
R: GCCATCATTGCCA GTACG
smr F: ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT 285 Hritcu i in., 2020
R: TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA
gac A/B F: GCTGCATTTATGACAATGTTTG 628 Hritcu i in., 2020
R: AATCCCACCTACTAAAGCAG
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5.1.3.2. Geny wirulencji

Szczepy koagulazododatnich szczepdw Staphylococcus (S. aureus 1 S. pseudintermedius)
wyizolowane od zwierzat oceniono pod katem wystgpowania specyficznych gatunkowo
genow wirulencji. W przypadku izolatéw S. aureus wybrano nast¢gpujace geny wirulencji:
sed, seB, seC, seD, seE (kodujace enterotoksyny SEA-E), tsst (kodujace toksyne zespotu
wstrzasu toksycznego-1 (TSST-1), etA, efB (kodujace toksyny eksfoliatywne ETA i ETB),
PVL (kodujace sktadniki leukocydyny Panton—Valentine) oraz LukE-LukD (kodujace
leukotoksyne LUKE/LUKD) (Jarraud 1 in., 2002; Hahaj-Siembida i in., 2023) (Tabela 2).
Natomiast S. pseudintermedius oceniono pod katem obecnosci innych genéw wirulencji:
ebpS (kodujacy biatka wiazace elastyne), spsE, bap (kodujacy biatka adhezyjne), lip
(kodujacy lipaze), higA, higB (kodujace hemolizyny), [ukF, [ukS (kodujace sktadniki
leukocydyny), icaA, icaD (kodujace sktadniki biofilmu), siet, expA, expB (kodujace toksyny
eksfoliatywne), tsst (kodujace toksyne zespolu wstrzasu toksycznego), PVL (kodujace
leukocydyng), sel, seM, seQ, seCcanine (kodujace enterotoksyny) (Hritcu i in., 2020;
Moses i in., 2022; Wang i in., 2022; Breyer i in., 2023) (Tabela 3).

Tabela 2. Startery do detekcji genow wirulencji S. aureus

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°) Wielkos¢ Literatura
produktu
(pz)

seA F: GCGAAACACACAATGCTTGC 127 Becker i in., 1998
R: GGAGGAATATAACCACGCGC

seB F: GTGGCTGGCGGTGAGTCACG 477 Becker i in., 1998
R: GAGTGAAGGTAGCCGTGGC

seC F: GGCGGCAATATTGGCGCTCG 271 Becker 1 in., 1998
R: TTACTGTCAATGCTCTGACC

seD F: GGCCCGATATCTGAACCCGGAGGG 319 Becker i in., 1998
R: GGCTCGTCGACCAGCATTAGCAAT

seE F: ATGAAGAATAAGGCTGAT 178 Becker i in., 1998
R: CAGAGCCTGCATCAACTGCG

tst F: CACCGTCCTCGAGGGCTGTG 445 Becker i in., 1998
R: TCAGTTTCCCGAAAACGCCC

etA F: CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 119 Becker i in., 1998
R: TGCATTGACACCATAGTACTTATTC

efB F: ACGGCTATATACATTCAATTCAATG 262 Becker i in., 1998
R: AAAGTTATTCATTTAATGCACTGTCTC

PVL F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 Jarraud i in., 2002
R: GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

LukE- F: TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG 269 Jung i in., 2022

LukD R: TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA
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Tabela 3. Startery do detekcji gendw wirulencji S. pseudintermedius

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°) Wielkos$¢ Literatura
produktu
(pz)

ebpS F: AGACGCCACAGAAAAAGA 1040 Wang i in., 2022
R: GCAGATTGACCTTGTTGA

spsE F: TTTCTCGTTTCTGGGCGT 1600 Wang i in., 2022
R: GCGTCTTCTGGTTATCGT

lip F: GGAAAAGCAGCAGAAAGAA 1601 Wang i in., 2022
R: GGGTGCTGTAGAAATA

higA F: CTTCTTCCACTTATTACACC 718 Wang i in., 2022
R: CACTTGTATCGTTTATC

higB F: GGGGGGCTAAGTAAGTAATGT 475 Wang i in., 2022
R: GCGCCATTTGGTTTATGT

lukF F: CCTGTCTATGCCGCTAATCCA 572 Hritcu i in., 2020
R: AGGTCATGGAAGCTATCTCGA

lukS F: TGTAAGCAGCAGAAAATGGGG 503 Hritcu i in., 2020
R: GCCCGATAGGACTTCTTACAA

icaA F: ACTGTTTCGGGGACAAGCAT 134 Wang i in., 2022
R: ATTGAGGCTGTAGGGCGTTG

icaD F: CGTTAATGCCTTCTTTCTTATTGCG 166 Wang i in., 2022
R: ATTAGCGCACATTCGGTGTT

siet F: ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG 359 Hritcu i in., 2020
R: CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC

tsst F: GCTTGCGACAACTGCTACAG 559 Wang i in., 2022
R: TGGATCCGTCATTCATTGTTAT

PVL F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 432 Wang i in., 2022
R: GCATCAATGTATTGGATAGCAAAAGC

seL. F: TAACGGCGATGTAGGTCCAGG 382 Breyer i in., 2023
R: CATCTATTTCTTGTGCGGTAAC

seM F: GGATAATTCGACAGTAACAG 379 Breyer i in., 2023
R: TCCTGCATTAAATCCAGAAC

seQ F: AATCTCTGGGTCAATGGTAAGC 122 Breyer i in., 2023
R: TTGTATTCGTTTTGTAGGTATTTTCG

Sec F: GTCAGACCCAACACCAGACC 598 Moses i in., 2022

canine R: CGGCATCAAGTCATACCAGA

expA F: GCGCGTCCTTCTGA TCCAGAACT 574 Hritcu i in., 2020
R: AACGTCCCCCTTTAC CTACGTGAAT

expB F: GGGCATGCACATATGATGAAGCC 843 Hritcu i in., 2020
R: CCAGATCTATCTTCTGATTCAGC

bap F: CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 971 Hritcu i in., 2020
R

: GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC
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5.1.4. Typowanie molekularne

5.1.4.1. Typowanie molekularne w oparciu o metode¢ wielolokusowej
analizy sekwencji genow (ang. mulitilocus sequence typing) -
MLST

Analize szczepéw metycylinoopornych S. aureus 1 S. pseudintermedius przeprowadzono
w oparciu 0 MLST szczepow koagulazododatnich Staphylococcus opornych na metycyling.
Analiza MLST przeprowadzona dla szczepdw S. aureus opierata si¢ na siedmiu genach
metabolizmu podstawowego: arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi 1 yqiL (Tabela 4). Specyficzne
warunki multipleksowej reakcji PCR przeprowadzono zgodnie z opisanym protokotem
(Enright i in. 2000). Analiza MLST przeprowadzona dla szczepow S. pseudintermedius
opierata si¢ rowniez na siedmiu ale odmiennych od S. aureus, genach metabolizmu
podstawowego: ack, cpn60, fdh, pta, purA, sar, tuf (Tabela 5). W tym przypadku rowniez,
specyficzne warunki multipleksowej reakcji PCR prowadzone byly zgodnie z opisanym
protokotem (Enright 1 in. 2000). Dla obu gatunkow Staphylococcus reakcje przeprowadzono
w objetosci 25 pl z uzyciem Silver Taq MIX (Syngen Biotech, Wroctaw, Polska)
w termocyklerze T100 (Bio-Rad, Hercules, USA). Nastepnie do oczyszczenia produktow
PCR wykorzystano zestaw Clean-up (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska).
Sekwencjonowanie DNA przeprowadzono metoda Sangera firmy Genomed S.A.
(Warszawa, Polska). Uzyskane sekwencje nukleotydowe poréwnano z allelami w bazie
PubMLST (https://pubmlst.org/). Nastepnie, na podstawie kombinacji alleli, przypisano
sekwencje ST 1 kompleksy klonalne. Sekwencje nukleotydowe gendéw zdeponowano

w bazie GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Tabela 4. Startery do detekcji gendw metabolizmu podstawowego dla S. aureus

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°) Wielkosé Literatura
produktu
(pz2)
arcC F:TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456 Enright i in., 2000
R:AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroE F:ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456 Enright i in., 2000
R:GGTGTTGTATTAATAACGATATC
gipF F:CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465 Enright 1 in., 2000
R:TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk F:ATCGTTTTATCGGGACCATC 429 Enright i in., 2000
R:TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta F:GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474 Enright i in., 2000
R:GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
1pi F:TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402 Enright i in., 2000
R:TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yqil F:CAGCATACAGGACACCTATTGGC 516 Enright i in., 2000

R:CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Tabela 5. Startery do detekcji gendw metabolizmu podstawowego dla S. pseudintermedius

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°) Wielkos¢ Literatura
produktu
(pz)
tuf F:CAATGCCACAAACTCG 500 Solyman i in., 2012
R:GCTTCAGCGTAGTCTA
cpn60)  F:GCGACTGTACTTGCACAAGCA 552 Solyman i in., 2012
R:AACTGCAACCGCTGTAAATG
pta F:GTGCGTATCGTATTACCAGAAGG 570 Solyman i in., 2012
R:GCAGAACCTTTTGTTGAGAAGC
purAd F:GATTACTTCCAAGGTATGTTT 490 Solyman i in., 2012
R:TCGATAGAGTTAATAGATAAGTC
fdh F:TGCGATAACAGGATGTGCTT 408 Solyman i in., 2012
R:CTTCTCATGATTCACCGGC
ack F:CACCACTTCACAACCCAGCAAACT 680 Solyman i in., 2012

R:AACCTTCTAATACACGCGCACGCA

sar

F:GGATTTAGTCCAGTTCAAAATTT 521
R:GAACCATTCGCCCCATGAA

Solyman 1 in., 2012
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5.1.4.2. Amplifikacja fragmentow DNA otaczajacych rzadkie miejsca
restrykcyjne (ADSRRS-fingerprinting)

Izolaty koagulazododatnich Staphylococcus genotypowano metoda 4ADSRRS-fingerprinting
(ang. amplification of DNA fragments surrounding rare restriction sites, ADSRRS-
fingerprinting) zgodnie z protokotem opisanym przez Krawczyk i in. (2003) z dodatkowymi
modyfikacjami (Nowakiewicz i in., 2016; Troscianczyk i in., 2023). Najpierw trawieniu
poddano genomowe DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi, czesto i rzadko tngcym: Xbal
(10U) 1 Bglll (5U) (Thermo Scientific, Waltham, USA) w temperaturze 37°C przez
1 godzing. W kolejnym kroku bylo przeprowadzenie reakcji ligacji z uzyciem ligazy DNA
T4 (Thermo Scientific, Waltham, USA) i odpowiednich adapterow (25°C przez 1 godzing).
Nastepnie, po inaktywacji termicznej w temperaturze 70°C przez 5 min, przeprowadzono
reakcje PCR w objetosci 25 pl zawierajacej 1 pl mieszanki ligacyjnej, Silver Taq MIX
(Syngen Biotech, Wroctaw, Polska) i 50 pmol kazdego startera (Genomed S.A., Warszawa,
Polska). PCR przeprowadzono w termocyklerze T100 (Bio-Rad, Hercules, USA) przy
uzyciu spersonalizowanego profilu termicznego (94°C—>5 min, 72°C—>5 min, 94°C—S5 min,
22 cykle (94°C—30 s, 60°C—30 s 1 72°C—90 s) 1 72°C—7 min). Elektroforez¢ produktow
PCR przeprowadzono w 6% zelu poliakrylamidowym i barwiono bromkiem etydyny. Zel
wizualizowano 1 dokumentowano w oprogramowaniu GelDoc Go System (Bio-Rad,
Hercules, USA). Nastgpnie przeprowadzono analize¢ podobienstwa  profili
elektroforetycznych metoda UPGMA z wykorzystaniem oprogramowania BIO-1D++ 11.9
(Vilber, Lourmat, Francja) w oparciu o wspotczynnik korelacji Jaccarda (tolerancja
1 optymalizacja 1%) (Krawczyk 1 in., 2003; Nowakiewicz 1 in., 2016; Tro$cianczyk 1 in.,

2023) (Tabela 6-7).
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5.2. Markery zapalne
Materiat badawczy stanowity probki krwi pobrane od dwoéch ras owiec (Uhruskiej oraz
Swinarki). Probki krwi pobrano przez nakhucie zyly szyjnej do sterylnych probowek
prozniowych przez lekarza weterynarii podczas rutynowego badania w tych samych
okresach, co pobierane wymazy przed ciaza (I), cigza (II, III) oraz po porodzie/w okresie

laktacji (tydzien po porodzie)(IV).
5.2.1. Morfologia

Probki krwi owiec zostaty po dostarczeniu do laboratorium poddane w pierwszym etapie
analize morfologcznej. Do oceny morfologii krwi wykorzystano analizator hematologiczny
Abacus Junior Vet (Diatron) z automatycznym pomiarem metoda impedancyjng. Kazda
probka zostata oszacowana w sposob duplikatowy ($rednia z kazdego duplikatu zostata
wprowadzona do analizy statystycznej). Podczas badania przeanalizowane zostaty
nastepujace elementy morfotyczne krwi: biate krwinki (WBC), limfocyty (LYM),
granulocyty (GR), liczba czerwonych krwinek (RBC), hemoglobina (HGB), $rednia
objetos¢ krwinki czerwonej (MCV), hematokryt (HCT), $rednia zawarto$¢ hemoglobiny
w krwince (MCH).

5.2.2. Izolacja materialu genetycznego

Po potwierdzeniu lub wykluczeniu obecnosci S. aureus w probkach mikrobiologicznych
u badanych zwierzat dokonano podziatu na dwie grupy: grupe, w ktorej S. aureus zostat
wyizolowany z co najmniej jednej probki wymazu/mleka oraz grupe kontrolng zwierzat (bez
obecnosci S. aureus). 1zolacj¢ catkowitego RNA z leukocytéw krwi przeprowadzono przy
uzyciu zestawu Hybrid-RTM Blood RNA (GeneAll General Biotechnology Co, Ltd)
zgodnie z protokolem producenta. Uzyskany catkowity RNA zawieszono w 30 pl wody
wolnej od RNaz 1 przechowywano w temperaturze -80°C. Wyizolowane probki RNA
analizowano pod katem ilosci 1 jakos$ci przy uzyciu urzgdzenia NanoDrop 2000 (NanoDrop,
USA). Parametry probek mierzono przy dtugosciach fali 260/280 nm 1 260/230 nm. Probki
uznawano za dobrej jakosci, gdy stosunek dtugosci fali 260/280 nm wynosit ~2,0. Zestaw
iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) zostat uzyty do syntezy cDNA na matrycy DNA
zgodnie z protokotem producenta. Reakcje¢ przeprowadzono poczatkowo w termocyklerze
PTC-220 DNA Engine (MJ Research). Zsyntetyzowane cDNA przechowywano

w temperaturze -20°C.
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5.2.3. Analiza ekspresji wybranych genow cytokin oraz bialek ostrej
fazy w leukocytach owiec: nosicieli S. aureus w porowaniu do

kontrolnej grupy zwierzat

Poziom transkryptéw badanych gendéw okreslono metodg Real-Time PCR z uzyciem aparatu
CFX96 (BioRad). Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokolem producenta
komercyjnego zestawu iTaqg TM Universal SYBR Green Supermix (BioRad). Do
przygotowania mieszaniny reakcyjnej uzyto 100 ng cDNA, 300 nM kazdej pary starterow
oraz 10 pl iTaq Universal Sybr Green Supermix, a nastepnie dodano wode¢ do 20 pl. Materiat
przygotowano na przezroczystej ptytce 96-dotkowej, na ktoérej umieszczono rowniez
kontrole negatywna (mieszaning reakcyjng bez cDNA), aby zapewni¢ -czystosé
odczynnikow 1 wykluczy¢ zanieczyszczenie. Przygotowano rdéwniez seri¢ rozcienczen
matrycowego cDNA (1, 1/2, 1/4, 1/16, 1/64) w celu okreslenia wydajnosci reakcji
1 wyznaczenia krzywej standardowej. Sekwencje gendéw wybranych cytokin sporzadzono na
podstawie danych literaturowych: IL-Ia, IL-15, TNF-o. (Bonnefont i in., 2012), IL-6
(Hadfield i in., 2018). Natomiast sekwencje gendéw bialek ostrej fazy zaprojektowano przy
uzyciu oprogramowania Primer-Blast Software (NCBI, RockvillePike, USA) (Tabela 8).
Amplifikacj¢ przeprowadzono w temperaturze wybranej dla genéw w 40 cyklach, zgodnie
z protokotem producenta. Temperature hybrydyzacji starterow sprawdzono we wstepnych
badaniach przeprowadzonych na mieszaninach cDNA z krwi owczej obu ras, wykorzystujac
reakcje¢ PCR z gradientem temperatury. Wykorzystane geny referencyjne: ACTB, GAPDH
1RPLI9 (Mauffré 1 in.,, 2016) wybrano na podstawie wczesniejszych badan
przeprowadzonych przez zespét (Greguta-Kania i in., 2018). Wzgledny poziom ekspres;ji

mRNA tych gendw oszacowano na podstawie wzoru Pfaffela (2001).
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Tabela 8. Sekwencje gendw cytokin i biatek ostrej fazy oraz genéw referencyjnych

Gen Sekwencje startera (5’ do 3°)

IL-1o F: GATGACCTGGAAGCCATTGC
R: ATGTGCTGATCTGGGCTTGAT

IL-1p F: TGAAGAGCTGCACCCAACAC

>
£ R: GAGAAATCTGCAGCTGGATGTTT
% INF-a.  F: GAGCACCAAAAGCATGATCC
R: GGCGATGATCCCAAAGTAGA
IL-6 F: TAACCACTCCAGCCACACAC
R: GATAACCTTTGCGTTCTTTACCC
SAA F: AAGAGGACACATCCCCACAG
& R: TCCCTGGTCATACCCTTGAG
& Hp F: CTCCCTGAATGTGAGGCAGT
S & R: TGAGGTTATGGTGGGAGACC
2 Cp F: GGAAGGATGTTTGGGAACCT
R: TGGTATGTCCCAGGGAAGAG
ACTB  F: AGCGTGGCTACAGCTTCACC
2 R: GGCCATCTCCTGCTCGAAGT
& GAPDH F: GCTGACGCTCCCATGTTTGT
B> R: TCATAAGTCCCTCCACGATGC
2 RPLI9 F: CCCCAATGAGACCAATGAAATC

R: CAGCCCATCTTTGATCAGCTT




5.3. Analiza statystyczna
5.3.1. Zwierzeta gospodarskie

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg programu Statistica 13.1 (Dell
Technologies, Round Rock, TX, USA). Do okreslenia statystycznie istotnych roznic migdzy
S. aureus a CoNS w zakresie poziomu opornosci fenotypowej i wystepowania genow
oporno$ci oraz poroéwnania opornosci fenotypowej i wystepowania gendéw opornosci mi¢dzy
szczepami wyizolowanymi od obu ras owiec zastosowano test U Manna-Whitneya (warto$¢

p < 0,05).

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 1.

Analize statystyczna danych przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Statistica w wersji
13.1. Ze wzgledu na analiz¢ danych kategorycznych i malg liczebno$¢ grup, do oceny
statystycznie istotnych réznic miedzy szczepami izolowanymi od dwoch ras (Uhruska
i Swiniarka) zastosowano test Fishera (wartos¢ p < 0,05) w celu poréwnania fenotypowej
oporno$ci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz wystgpowania gendéw opornosci

1 wirulencji.

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 2 (na etapie recenzji).

Analizg statystyczng danych przeprowadzono przy uzyciu pakietu programowego Statistica
w wersji 13.1. Ze wzgledu na analiz¢ danych kategorycznych i1 matg liczebno$¢ grup, do
oceny statystycznie istotnych réznic migdzy szczepami wyizolowanymi od dwoch ras
(Uhruska i Swiniarka) zastosowano test Fishera (warto$é p < 0,05). Do oceny wplywu czasu
pobierania probek, rasy i ich interakcji na ekspresje gendw w leukocytach zastosowano
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiaréw. Do okre$lenia
jednorodnosci wariancji zastosowano test Levene’a. Gdy wplyw czynnikow byt istotny (p <
0,05), wykonano test post-hoc Tukeya w celu okreslenia specyficznych réznic migdzy

$rednimi.
Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 3 (na etapie recenzji).
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5.3.2. Zwierze¢ta towarzyszace

Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.1
(StatSoft, Krakow, Polska). Do analizy statystycznie istotnych réznic miedzy S. aureus i S.
pseudintermedius pod wzgledem miejsca izolacji, lekoopornosci oraz wystepowania genow
opornosci na leki przeciwbakteryjne i MDR wykorzystano test U Manna-Whitneya
(p<0,05).

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 4 (na etapie recenzji).

5.3.3. Zwierzeta wolno zyjace

Test U Manna-Whitneya wykonano przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 13.1
(StatSoft, Krakéw, Polska); za istotne statystycznie przyjeto p < 0,05. Test wykorzystano do
poréwnania czgstosci izolacji Staphylococcus spp. z jamy ustnej i odbytu oraz wystepowania
oporno$ci na substancje przeciwbakteryjne miedzy izolatami S. aureus i S.

pseudintermedius.

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 5.
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6. Wyniki

Lacznie pobrano 2169 préb od zwierzat z czego od zwierzat gospodarskich 850 wymazow
1 100 prob mleka, a takze 200 probek krwi zylnej, od zwierzat towarzyszacych 604 wymazy

oraz od zwierzat wolno zyjaych 415 wymazow (Rycina 7).

Rycina 7. Schemat ilustrujacy tacznag liczbe pobranych prob od wierzat

Zwierzeta gospodarskie (850 wymazow,100 probek mleka, 200 probek krwi)

¥.acznie pobrano 2169 prob ) .
. Zwierzeta towarzyszace (604 wymazy)
od zwierzat

Zwierzeta wolno zyjace (415 wymazow)

6.1. Wyniki cze$¢ mikrobiologiczna
6.1.1. Izolacja i identyfikacja Staphylococcus u roznych gatunkow
zwierzat

6.1.1.1. Zwierzeta gospodarskie

Przeprowadzona zostata izolacja 1 identyfikacja Staphylococcus spp. wyizolowanych
zmleka owczego od dwoch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka) w dwoch odrebnych
publikacjach. W obu pracach wykorzystano te¢ samg metode izolacji i1 identyfikacji, tj.
MALDI TOF-MS i amplifikacje genu nuc w przypadku koagulazododatnich szczepow
Staphylococcus. W pierwszej publikacji analiza metodga MALDI TOF-MS potwierdzita, ze
35 izolatéw uzyskanych z 50 badanych probek mleka owczego nalezato do rodzaju
Staphylococcus. Spos$rod nich, 20 szczepow (57% wszystkich badanych probek)
sklasyfikowano jako koagulazododatnie gatunki  Staphylococcus 1  wszystkie
zidentyfikowano do gatunku S. aureus, co dodatkowo potwierdzity wyniki amplifikacji genu
nuc. Pozostate 15 szczepow Staphylococcus (ktore stanowily 30% badanych probek mleka)

przypisano do czterech roznych koagulazoujemnych gatunkow Staphylococcus (S. xylosus,
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S. simulans, S. condimenti 1 S. lentus) (Tabela 9). W przypadku obu ras zwierzat
zaobserwowano poréwnywalny odsetek pozytywnych wynikéw izolacji Staphylococcus
z probek, przy niewielkiej przewadze w przypadku rasy Swiniarka (odpowiednio 54% i 46%

probek byto pozytywnych).

Tabela 9. Wystepowanie gatunkow Staphylococcus w mleku owczym w zalezno$ci od rasy

Staphylococcus (n=35)

Rasa =

< g § 2 S

s S s § £

S = S = S

%] 19%) (2 %! Q

%)
UHR (n=16) 10 1 4 1

SW (n=19) 10 7 1 1
Razem 20 8 5 1 1
%* 57,2 22.8 14,3 2,85 2,85

* odsetek szczepdw w stosunku do catkowitej liczby izolatéw (n=35)

SW — rasa Swiniarka, UHR — rasa Uhruska (Polska Owca Nizonna)

W Publikacji nr 2 rowniez zostata przeprowadzona izolacja 1 identyfikacja Staphylococcus
spp. wyizolowanych z mleka owczego ale takze z pobranych wymazow (skora, zewnetrzny
przewod stuchowy, odbyt, jama ustna) od dwoch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka), przy
czym badanie zostalo ukierunkowane wytacznie na izolacje gatunku S. aureus. Lacznie
wyizolowano 103 szczepy S. aureus od dwoch ras owiec, w tym 66 izolatow od rasy Uhruska
i 37 izolatow od rasy Swiniarka z roznych miejsc pobrania oraz w czterech roznych okresach
pobrania. Najwiecej szczepow, niezaleznie od rasy, wyizolowano z jamy ustnej 1 stanowity
one az 59,2% wszystkich wyizolowanych szczepow S. aureus. Pozostale szczepy S. aureus
wyizolowano z btony $luzowej odbytu (14,6%) 1 skory (9,7%), a najmniej izolatow,
stanowiacych zaledwie 6,8%, uzyskano z zewngtrznego przewodu stuchowego. Ponadto,

w tym badaniu tylko 9,7% izolatow S. aureus pochodzito z mleka owczego (Tabela 10).
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Tabela 10. Wystepowanie S. aureus wedtug rasy owiec i miejsca pobrania

Rasa owiec Zrédto izolacji/Miejsce izolacji
Skoéra Zew. Odbyt Mileko
kanat
stuch
owy
Uhruska (n=66) 6 4 7 9
Swiniarka (n=37) 4 3 8 1
Razem n=103/%* 10/9,7 7/6,8 15/14,6 10/9,7

*odsetek szczepow w stosunku do catkowitej liczby izolatow

**izolaty od owiec matek i jagnigt

W zalezno$ci od okresu pobierania probek, liczba izolatow, w ktorych wykryto S. aureus,

byla zréznicowana (Tabela 11). Przed ciaza S. aureus wyizolowano tylko u owiec rasy

Uhruska. Z kolei na poczatku ciazy wykryto 29 izolatoéw u obu ras, z czego 14 izolatow od

owiec rasy Uhruska i 15 izolatéw od owiec rasy Swiniarka. W probkach pobranych pod

koniec cigzy wykryto 35 izolatow S. aureus, w tym 18 izolatow u rasy Uhruska i 17 izolatow

u rasy Swiniarka. Natomiast po porodzie w wymazach (w trakcie laktacji), wykryto tacznie

16 izolatéw S. aureus (12 izolatow u rasy Uhruska i 4 izolaty u rasy Swiniarka). Ponadto

wykazano pig¢ izolatdbw u jagniat (wylacznie rasy Uhruska) oraz lacznie 10 izolatow

w mleku maciorek (9 szczepow wyizolowanych z rasy Uhruska 1 jeden szczep od owcy

Swiniarka). Podsumowujac, wyniki wykazaty, ze lacznie od 32 zwierzat (w tym 19 owiec

rasy Uhruska i 13 rasy Swiniarka) wyizolowali$my wiecej niz jeden szczep S. aureus albo

z roznych miejsc albo w réznych okresach pobrania.

Tabela 11. Wystepowanie S. aureus wedtug rasy owiec matek i czasu pobrania

Rasa owiec Okres pobrania™®
I I I
Uhruska (n=52) 8 14 18
Swiniarka (n=36) 15 17

Razem n=88/%  8/9,1 29/32,9 35/39,8

*I, 1L, 111, IV — okres okotoporodowy pobrania probki: I — przed ciaza, I — na poczatku cigzy, 11 —

pod koniec ciazy, IV — po porodzie/w okresie laktacji
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6.1.1.2. Zwierzeta towarzyszace

Szczepy zidentyfikowane jako Staphylococcus spp. wyizolowano w sumie od 79 zwierzat
towarszyszacych (52,3%), przy czym gtéwnymi nosicielami byly psy, poniewaz tylko 32
z nich (35,5%) nie wykazalo obecnosci tych bakterii (Publikacja nr 4). Z kolei w przypadku
kotow tylko 34,4% (n=21) zwierzat bylo nosicielami bakterii Staphylococcus, a wigkszos¢
wyizolowanych szczepow nalezata do CoNS (Tabela 12), ktére zostaty wyizolowane od 18
z 21 Staphylococcus-pozytywnych kotéw, w tym trzy przypadki z CoPS. Szczepy CoNS
wykryto rowniez u 18 psow, ale tylko w jednym przypadku byly obecne w potaczeniu
z CoPS. W przypadku 39 pséw wykazano obecno$¢ jednego szczepu lub szczepow
nalezacych do CoPS. Biorac jednak pod uwage cztery rézne miejsca izolacji, uzyskano
w sumie 145 szczepoéw (117 od psow i1 28 od kotow). Sposrod wszystkich izolatow
Staphylococcus, 101 (69,9%) szczepow zidentyfikowano jako koagulazododatnie gatunki
(CoPS), a 44 (30,4%) jako koagulazoujemne (CoNS) (Tabela 12). W grupie CoPS
zidentyfikowano tylko dwa gatunki: wigkszo§¢ stanowily szczepy nalezace do
S. pseudintermedius (n=79; 78,2%), a tylko 22 szczepy (21,8%) zidentyfikowano jako
S. aureus (Tabela 12). R6znorodno$¢ gatunkowa szczepow CoNS byta znacznie wigksza,
poniewaz wykazano obecno$¢ az 10 r6znych gatunkow, w tym dwoéch nalezacych do rodzaju
Mammaliicoccus (M. sciuri 1 M. lentus stanowity 25% wszystkich wyizolowanych CoNS).
Pozostale gatunki sklasyfikowano jako Staphylococcus, wsrdd ktorych dominowaty:

S. xylosus, S. warneri, S. haemolyticus 1 S. simulans (Tabela 12).

Biorac pod uwage miejsce izolacji, najwyzszy odsetek szczepow Staphylococcus pochodzit
ze skory (n=53; 36,5%), porownywalny odsetek z blony $luzowej jamy ustnej (n=47;
32,4%). Najnizszy odsetek stwierdzono w wymazach z btony $luzowej odbytu (n=17;
11,7%). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych réznic w wystgpowaniu miedzy
grupami CoPS 1 CoNS ani migdzy S. aureus 1 S. pseudintermedius na poziomie istotnosci

p < 0,05 (Tabela 13).
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Tabela 13. Wystepowanie Staphylococcus spp. wedtug miejsca pobrania

Zrédto izolacji

Skoéra Zewngtrzny Odbyt Btona

kanat Sluzowa
stuchowy jamy ustnej
(ucho)
Gatunek CoPS 35/34,7 18/17,8 15/14,9 33/32,7
n=101/%

S. aureus (n=22) 8/36,4 4/18,2 1/4,5 9/40,9

S. pseudintermedus (n=79) 27/34,2 14/17,7 14/17,7 24/30,4
Gatunek CoNS n=44/% 18/40,9 10/22,7 2/4,5 14/31,8
Razem n=145/% 53/36,5 28/19,3 17/11,7 47/32,4

6.1.1.3. Zwierzeta wolno zyjace

Lacznie wyizolowano 157 szczepoéw z blony §luzowej jamy ustnej i odbytu, ktére zostaly
zaklasyfikowane jako Staphylococcus (60 szczepow z blony S$luzowej odbytu oraz 97
szczepow z btony sluzowej jamy ustnej) (Publikacja nr 5). Istotnie wyzszy odsetek w tej
grupie stanowily szczepy koagulazododatnie (83,4% -n = 131) (Tabela 14). Jednocze$nie
wykazano statystycznie istotnie wyzszy odsetek izolatow Staphylococcus pochodzacych
z jamy ustnej niz z odbytnicy (p <0,05). Niezaleznie od miejsca izolacji, w grupie CoPS
zidentyfikowano tylko dwa gatunki: S. aureus 1 S. pseudintermedius, z przewaga tego
drugiego gatunku (n = 104; 79,4% wszystkich izolatow CoPS, z istotno$cig statystycznag).
Czegstos¢ izolacji S. aureus z jamy ustnej byla statystycznie istotnie wyzsza niz z odbytnicy.
Niewielka roznica zaobserwowana zostala w przypadku S. pseudintermedius lecz nie byta
statystycznie istotna (Tabela 14). Gatunki koagulazoujemne Staphylococcus byly
statystycznie istotnie mniej liczne (n = 26) 1 bardziej zréznicowane niz CoPS.
Reprezentowaty je M. sciuri, S. succinus, S. xylosus, S. warneri, S. vitulinus, S. haemolyticus
1 S. chromogenes (Tabela 14). Co wigcej, wiekszo$¢ szczepow CoNS to rowniez izolaty

pochodzace z jamy ustnej (69,2% wszystkich izolatow CoNS).
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Tabela 14. Wystepowanie gatunkow Staphylococcus/Mammalicoccus u lisa rudego w zaleznosci

od miejsca izolacji szczepu

Potwierdzony gatunek Staphylococcus/Mammalicoccus (n=157)

Koagulazododat Koagulazoujemny (26) 16.6
ni
(131) 83.4*
rolacs s g
2 N% T g 3 .5 g § S
s s 3 f 2 § £ % ¢
3 i S Q = 3 = S s
S = § = = = = 9 N
n § ) %! %! 17 .E S
%: I
J. ustna 22 57 6 3 4 1 3 1
Odbyt 5 47 1 1 4 1 1
Razem 27 104 7 4 8 1 2 3 1
% 17.2 662 45 254 51 064 127 19 0.64

* odsetek szczepdw w stosunku do catkowitej liczby izolatow (n=157)

Powyzszy fragment dotyczyt artuyklu: Red foxes (Vulpes vulpes) as a specific and
underappreciated reservoir of resistant and virulent coagulase-positive Staphylococcus spp.

strains.

6.1.1.4. Podsumowanie punktu izolacja i identyfikacja Staphylococcus
spp. od réoznych gatunkow zwierzat

Lacznie wyizolowanych zostalo 440 izolatow Staphylococcus/Mammalicoccus, a wsrod
nich 355 izolatow stanowity gatunki koagulazododatnie, a 85 gatunki koagulazoujemne. Od
zwierzat gospodarskich wyizolowano facznie 138 szczepow, a w tym 123 izolaty S. aureus
(89%). Nastomiast od zwierzat towarzyszacych wyizolowano 145 izolatow, a wsrdd nich
101 szczepoéw (69%) stanowity koagulazododatnie izolaty (w tym 22 izolaty S. aureus oraz
79 izolatow S. pseudintermedius). Ponadto 157 zidentyfikowanych izolatow pochodzito od
zwierzat wolno zyjacych, a w tym 131 (83%) stanowily izolaty koagulazododatnie
z przewaga S. pseudintermedius (n=104) 1 zaledwie 27 izolatow S. aureus (Tabela 15).
Ze wzgledu na izolacje wigcej niz jednego szczepu od danego osobnika nie okreslono

prewalencji. Najnizsze zréznicowanie wsrod gatunkow CoNS zaobserwowano wsrod obu

64



gatunkoéw owiec (zwierzeta gospodarskie), bo wkazano obecnosc zaledwie trzech r6znych
gatunkow. W przypadku zwierzat migsozernych (domowych i wolno zyjacych),
zréznicowanie gatunkowe byto znacznie wigksze 1 obejmowato az 12 réznych gatunkow
zarowno Mammalicoccus jak 1 Staphylococcus. U zwierzat migsozernych dominowat
M. sciuri, S. warneri i S. haemolyticus, natomiast S. xylosus izolowano od wszystkich grup

zwierzat i gatunek ten byl najliczniejszy sposrod CoNS (Tabela 15).

Tabela 15. Wystepowanie Staphylococcus/Mammalicoccus u rdznych gatunkow zwierzat

Potwierdzone gatunki | Zwierzeta Zwierzeta ~ Zwierze¢ta | Razem
gospodarskie towarzyszace  wolno (n=440)
(n=138) (n=145) zyjace
(n=157)

CoPS S. aureus 123 22 27 172
(n=355) | S. pseudintermedius 79 104 183
CoNS S. xylosus 8 5 8 21
(n=85) S. simulans 5 8 13

S. condimenti 1 1

M. sciuri (S. sciuri)* 9 16

S. warneri 6 1 7

S. haemolyticus 9 12

S. felis 1 1

M. lentus (S. lentus)* 1 2 2

S. epidermidis 1 1

S. saprophyticus 2 2

S. caprae 1 1

S. succinus 4 4

S. vitulinus 2 2

S. chromogenes 1 1

W kontek$cie miejsca izolacji, najwigcej szczepow Staphylococcus izolowano z btony
Sluzowej jamy ustnej (n=205 , 46%) oraz z odbytu (n=92, 20%). Jednakze, nalezy zauwazy¢,
ze wymazy od zwierzat wolno zyjaych byty pobierane wylacznie z tych dwoch miejsc (jama
ustna oraz odbyt), a proby mleka zostaty pobrane wylacznie od owiec (Tabela 16). Co wiecej
w przypadku badan u owiec w jednej z prac analizowano wystepowanie Staphylococcus
w czterech roznych okresach pobrania, zatem wyniki prewalencji uzyskane tacznie nalezy

interpretowac ostroznie.
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Tabela 16. Wystepowanie Staphylococcus spp. wedtug miejsca pobrania/ zrodta pobrania

Zwierzeta Zwierzeta Zwierzeta Razem
gospodarskie towarzszace wolno zyjace (n=440%)
COP/CON/COP COP/CON/COP COP/CON/COP | COP/CON/COP
+CON* +CON* +CON* +CON*
Skora 10/0/10%* 35/18/53* 45/18/63*
Zewnetrzny | 7/0/7* 18/10/28* 25/10/35*
kanat
stuchowy
e -g Btona 15/0/15% 15/2/17* 52/8/60* 82/10/92%*
5 g sluzowa
N g | odbytu
Blona 61/0/61* 33/14/47* 79/18/97* 173/32/205*
sluzowa
jamy ustnej
Mleko 30/15/45%* 30/15/45*

6.1.2. Fenotypowa opornos¢ na substancje przeciwdrobnoustrojowe
6.1.2.1. Ocena opornosci metoda dyfuzyjno-krazkowa
6.1.2.1.1. Zwierzeta gospodarskie

Oporno$¢ na co najmniej jeden S$rodek przeciwdrobnoustrojowy zaobserwowano
u wigkszos$ci szczepow Staphylococcus wyizolowanych z mleka owczego (Publikacja 1).
Tylko cztery (11,4%) szczepy S. aureus, pochodzace od owiec rasy Swiniarka, byty
wrazliwe na wszystkie testowane §rodki przeciwdrobnoustrojowe, a w przypadku zadnego
ze szczepOw nie  zaobserwowano opornosci na linezolid, nitrofurantoing
1 trimetoprim/sulfametoksazol (Tabela 17). Najwyzszy odsetek opornosci wsrod szczepow
S. aureus odnotowano na tetracykling i erytromycyne (po 35%) oraz na chloramfenikol,
penicyling i klindamycyng (po 30%). Opornos¢ konstytutywng odnotowano dla wszystkich
szczepow opornych na klindamycyne. Biorac pod uwage rasg owiec, wigkszos¢ przypadkow
lekoopornych izolatow S. aureus pochodzito od owiec rasy Uhruska, co rowniez korelowato
z wyzszym odsetkiem szczepow S. aureus MDR tej rasy: pie¢ izolowano od owiec rasy
Uhruska i tylko jeden od owcy rasy Swiniarka. W profilu szczepéw CoNS dominowata
oporno$¢ na penicyling, cefoksytyne 1 tetracykline (odpowiednio 86,6%, 73,3% 1 46,6%
takich szczepoéw) (Tabela 18), co sklasyfikowato 1/3 (n = 5) szczepow CoNS jako MDR
(Tabela 18).
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Tabela 17. Opornos¢ fenotypowa szczepdw Staphylococcus spp

Srodki Staphylococcus spp. n=35/%
przeciwdrobnoustrojowe

S. aureus n=20 CoNS n=15 Razem

FOX 30* 1/5 11/733  12/343
C 30* 6/30 6/17,1
CIP 5 1/5 1/6,6
DA 2 6/30 3/20 9/25,7

E15 7/35 4266  11/31,4
CN10 2/10 1/6,6 3/8,5
P10* 6/30 13/86,6  19/54,3
RD 5 2/13,3 2/5,7
QD 15 1/5 1/6,6
TE 30 7/35 7/46.6 14/40

E15 — erytromycyna 15 mg, FOX 30 — cefoksytyna 30 mg, CN10 — gentamycyna 10 mg, RD5 —
ryfampicyna 5 mg, QD15 — chinuprystyna/dalfoprystyna 15 mg, DA2 — klindamycyna 2 mg, P10 —
penicylina 10 [U, TE30 — tetracyklina 30 mg, CIP5 — cyprofloksacyna 5 mg, C30 — chloramfenikol
30 mg

*roznice istotne statystycznie (p <0,05)
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Tabela 18. Charakterystyka szczepdw Staphylococcus spp. wyizolowanych z mleka od owiec rasy
Uhruska (n=16) i Swiniarka (n=19)

Rasa  Gatunek Liczba MDR Profile Profile genow
izolatow opornosci opornosci i
fenotypowej* wirulencjit
S. aureus 1 R: P10
1 R: DA2
1 I: TE30, C30 cat  (pC221),
tetL
1 5 R: P10, TE30, cat(pC194)
C30
I: E15,
I: E15 mrsA
3 R:P10
I. QD15, DA2
1 3 I: TE30, CIP5, cat (pC221),
C30 tetL, tetK
1 4 I: E15, CNI1O, cat (pC221),
TE30, C30 cat(pC194),
tetL,  aph(3)-
Illa, seB
1 R: E15 tefl, ermA,
UHR I: TE30, DA2, ermB
1 4 R: FOX30, P10 cat (pC221), cat
I. CN10, TE30, (pCi194), tetl,
C30 mecC, aph(3)-
Illa, acc(6’)-1e-
S.xylosus 1 R: FOX 30,P10
S. 1 R: P10
condimenti
S. 1 R:, TE30 tetK, tetl,
simulans aph(3)-1lla
1 3 R: FOX 30, tetK
P10, TE30
I: DA2
1 4 R: FOX 30, mecC, ermB,
P10, E15, TE30  cat (pC194),
I: DA2 tetK, tetl,
aph(3)-1lla,
blaZ
1 R:, TE30 cat (pC194)
S. aureus 4 susceptible
2 I: DA2
1 R: P10
SW 1 R: P10
I: E15
1 I: E15
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LLE15, DA2,

cat (pC221),

TE30, C30 tetl
S.xylosus R: FOX30, P10
R: P10 tetM, aph(3)-
lla, blaZ
R: FOX30, P10 tetM, mecC,
aph(3)-1lla,
acc(6’)-1e-
R: FOX30, tetM ,tetK,
P10,TE30 mecC, aph(3)-
I: E15, RD5 Ila, msrA
R: FOX 30, tetM, tetl,
P10, TE30 aph(3)-1lla
S. lentus 1 5 R: FOX 30,
P10, E15,
CN10, TE30
I: DA2
S. 1 3 R: FOX30, P10,
simulans E15
I: RD5

*R — oporny; I — $rednio wrazliwy

1 — przetestowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe: P10 — penicylina, E15 — erytromycyna, DA2 —
klindamycyna, TE30 - tetracyklina, RD5 — ryfampicyna, QD15 — streptogramina, C30 —
chloramfenikol, FOX30 — cefoksytyna, CN10 — gentamycyna, CIP5 — cyprofloksacyna

W publikacji nr 2 przebadano wszystkie 103 szczepy S. aureus wyizolowane od owiec matek
z roznych miejsc ciata, jagnigt oraz z prob mleka. Wykazano oporno$¢ na wszystkie
testowane leki przeciwdrobnoustrojowe u szczepéw wyizolowanych od owiec rasy Uhruska
oraz na osiem z trzynastu badanych lekow przeciwdrobnoustrojowych u szczepow
wyizolowanych od owiec rasy Swiniarka (Tabela 19). Najwyzszy odsetek opornosci
fenotypowej wsrdd szczepdw wyizolowanych od obu ras odnotowano w przypadku
tetracykliny (46,6%), klindamycyny (45,6%), erytromycyny (39,8%), penicyliny (31,1%)
1 gentamycyny (24,3%). Fenotypowa analiza lekowrazliwosci szczepow wykazata rowniez
oporno$¢ na cefoksytyng u pigciu izolatow: dwoch pochodzacych od owcy mateki
(maciorki) i jagniecia rasy Uhruska oraz trzech od owiec rasy Swiniarka. Wszystkie izolaty

MRSA pochodzity od r6znych osobnikow.
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Analiza statystyczna wykazata istotne roznice w fenotypowej opornosci na chloramfenikol
(opornos$¢ na ten antybiotyk wykazanojedynie u szczepéw pochodzacych od rasy Uhruska).
Izolaty pochodzace od tej samej rasy wykazywaly rowniez istotnie wyzszy odsetek
szczepoOw opornych na gentamycyne. Natomiast odwrotng tendencj¢ zaobserwowano
w przypadku opornos$ci na erytromycyne, ktorej poziom byt istotnie statystycznie wyzszy

u szczepoéw pochodzacych od rasy Swiniarka (Tabela 19).

Tabela 19. Fenotypowa opornos¢ szczepow S. aureus w zaleznos$ci od rasy owiec

Rasa
Srodki Uhruska Swiniarka Razem?
przeciwdrobnoustrojowe 1=66/% 1=37/% n=103/%
Cefoksytyna 2/3 3/8,1 5/4,9
Chloramfenikol ** 7/10,6 7/6,8
Cyprofloksacyna 5/7,6 2/5,4 7/6,8
Klindamycyna 30/45,5 17/45,9 47/45,6
Erytromycyna ** 22/33,3 19/51,4 41/39,8
Gentamycyna** 20/30,3 5/13,5 25/24.3
Linezolid 5/7,6 2/5,4 7/6,8
Ryfampicyna 1/1,5 1/1
Nitrofurantoina 2/3 2/1,9
Penicylina 23/34,8 9/24,3 32/31,1
Chinuprystyna/ 5/7,6 5/4,9
dalfoprystyna
Sulfametoksazol/ 1/1,5 1/1
trimetoprim
Tetracyklina 31/47 17/45,9 48/46,6

*QOpornos¢ fenotypowa obejmuje roéwniez szczepy izolowane od jagniat i z mleka

**istotna statystycznie roznica (P <0,05) w opornosci na antybiotyki mi¢dzy izolatami S. aureus

pochodzacymi od owiec rasy Uhruska i Swiniarka

Opornos¢ wielolekowa (MDR) wykazano tacznie u 48 szczepdw (46,6%), z czego 70,8%
pochodzito od rasy Uhruska. W grupie MDR najcze$ciej obserwowano opornos¢ na trzy leki

przeciwdrobnoustrojowe (n=24, 50%), 12 szczepéw bylo opornych na cztery leki
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przeciwdrobnoustrojowe (25%), natomiast osiem i cztery szczepy (16,6% 1 8,3%) byly
oporne odpowiednio na 5 i 6 lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Wrazliwo$¢ na wszystkie
testowane leki przeciwdrobnoustrojowe stwierdzono u 23 ze wszystkich przebadanych
szczepow (22,3%), podczas gdy opornos¢ na jeden lub dwa leki przeciwdrobnoustrojowe

zaobserwowano u 32 (31,1%) szczepow.
6.1.2.1.2. Zwierzeta towarzyszace

Wyizolowane szczepy CoPS byly oporne na wszystkie testowane leki
przeciwdrobnoustrojowe (Tabela 20) (Publikacja nr 4). Wigkszo$¢ szczepow w tej grupie
bylta oporna na penicyling (n=81; 80,2%). Podobnie wysoki wskaznik oporno$ci, wynoszacy
56,4%—-64,4%, obserwowano w przypadku tetracykliny, klindamycyny, erytromycyny
1 cefoksytyny/oksacyliny (Tabela 20). W przypadku pozostalych antybiotykow, takich jak
sulfametoksazol/trimetoprim, cyprofloksacyna i gentamycyna, odsetek opornosci byt nizszy
0 co najmniej polowe (31,7%—44,6%), a jedynie pojedyncze szczepy wykazywaty
fenotypowa opornos¢ na linezolid, nitrofurantoine, ryfampicyne
1 chinuprystyna/dalfoprystyna (Tabela 20). Statystycznie istotne roznice lekworazliwo$ci
miegdzy S. aureus i1 S. pseudintermedius (p < 0,05) zaobserwowano jedynie w przypadku

sulfametoksazolu/trimetoprimu (Tabela 20).
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Tabela 20. Fenotypowa lekoopornos¢ koagulazododatnich Staphylococcus izolowanych od psow

koagulazododatnie Staphylococcus

Srodki przeciwdrobnoustrojowe S. aureus S. pseudintermedius Razem
N=22/% N=79/% N=101/%
Cefoksytyna/Oksacylina 15/68,2 42/53,2 57/56,4
Chloramfenikol 3/13,6 16/20,3 19/18,8
Cyprofloksacyna 12/54,5 33/41,8 45/44.,6
Klindamycyna 11/50 52/65,8 63/62,4
Erytromycyna 9/40,9 51/64,6 60/59.,4
Gentamycyna 3/13,6 29/36,7 32/31,7
Linezolid 2/9,1 2/2,5 4/3,9
Nitrofurantoina 1/4,5 1/0,99
Penicylina 16/72,7 65/82,3 81/80,2
Chinuprystyna/dalfoprystyna 2/9,1 2/2,5 4/3,9
Rifampicyna 3/3,8 3/2,9
*Sulfametoksazol/trimetoprim 1/4,5 32/40,5 33/32,7
Tetracyklina 11/50 54/68,4 65/64,4

* statystycznie istotne roznice pomigdzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05)

Z uwagi na wysoki odsetek opornosci na wigkszo$¢ testowanych antybiotykow, wsrdd
badanych szczepdw zaobserwowano rowniez wysoki odsetek szczepow wielolekoopornych
(MDR), wynoszacy 30,7%. Nie zaobserwowano jednak statystycznie istotnej roznicy
mig¢dzy gatunkami S. aureus 1 S. pseudintermedius. Warto$¢ ta byla statystycznie istotnie
wyzsza dla S. pseudintermedius jedynie w przypadku opornosci na osiem ro6znych

antybiotykow (Tabela 21).

Tabela 21. Rozktad opornosci wielolekowej wsrod szczepodw koagulazododatnich Staphylococcus

Liczba antybiotykow, koagulazododatnie Staphylococcus
na ktore szczepy byty S. aureus S. pseudintermedius Razem
oporne N=22/% N=79/% N=101/%
0 2/9,1 8/10,1 10/9,9
1 4/18,2 5/6,3 9/8,9
2 2/9,1 10/12,7 12/11,9
Razem non-MDR 8/36,4 23/29,1 31/30,7
(n=31)
3 1/4,5 7/8,9 8/7,9
4 4/18,2 5/6,3 9/8,9
5 3/13,6 7/8,9 10/9,9
6 3/13,6 4/5,1 7/6,9
7 1/4,5 9/11,4 10/9,9
*8 1/4,5 23/29,1 24/23,8
9 1/1,3 1/0,99
10 1/4,5 1/0,99
Razem MDR (n=70) 14/63,6 56/70,9 70/69,3

* statystycznie istotne roznice pomigdzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05)

72



6.1.2.1.3. Zwierzeta wolno zyjace

Badane szczepy wykazaly si¢ opornoscia na 10 z 14 badanych S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych. Az 50% szczepoéw S. pseudintermedius (n = 52) 1 tylko 22,2%
(n = 6) izolatéw S. aureus byto wrazliwych na wszystkie leki przeciwdrobnoustrojowe
(Publikacja nr 5). Zaden szczep nie wykazal opornosci na chloramfenikol, cyprofloksacyne,
linezolid i1 oksacyling lub cefoksytyne. Cztery z badanych szczepow (3%) wykazywaty
oporno$¢ wielolekowa zwigzang z niewrazliwo$cia na trzy lub cztery leki
przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto stwierdzono jednoczesng oporno$¢ na ryfampicyng
1 streptograminy u jednego szczepu (S. aureus) 1 innego szczepu o posredniej opornosci na
nitrofurantoing (Tabela 22). Tylko trzy szczepy S. pseudintermedius wykazywaly
fenotypowa opornos¢ na sulfametoksazol/trimetoprim, a trzy (2,3%) inne szczepy
wykazywaty oporno$¢ na gentamycyng. Wiekszo$¢ szczepdw byta oporna na tetracykling
(n= 40) 1 penicyling (n = 22) (odpowiednio 30,5% 1 16,8%), przy czym dominujaca
(statystycznie istotng) oporno$¢ na penicyling zaobserwowano u S. aureus (18 z 22 szczepow
opornych na penicyline) i opornos¢ na tetracykling u S. pseudintermedius (39 z 40 szczepow
opornych na tetracykling) (Tabela 22). Oporno$¢ na klindamycyne (opornosci indukowanej
nie zaobserwowano u zadnego ze szczepow) wykazywalo 9,2% (n = 12) wszystkich
szczepow CoPS, a opornos¢ na erytromycyne stwierdzono jedynie u 6,9% szczepow (n=9).

(Tabela 22).

73



Tabela 22. Opornos¢ fenotypowa szczepoéw koagulazododatnich Staphylococcus spp. izolowanych

od lisow rudych

Srodki Staphylococcus n=131/%
przeciwdrobnoustrojowe

S. aureus n=27  S. pseudintermedius n=104  Razem
Erytromycyna 2/17.4 7/6.7 9/6.9
Gentamycyna 2/1.9 2/1.5
Rifampicyna 1/3.7 1/0.76
Streptogramina 1/3.7 1/0.76
Klindamycyna 3/11.1 9/8.6 12/9.2
Penicylina* 18/75 4/3.8 22/16.8
Sulfametoksazol/ 3/2.9 3/2.3
trimetoprim
Tetracyklina* 1/3.7 39/37.5 40/30.5
Nitrofurantoina 1/3.7 1/0.76

* statystycznie istotne roznice pomigdzy S. aureus i S. pseudintermedius (test U Manna-Whitneya;

p <0,05)
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6.1.2.2. Ocena opornosci metoda mikrorzcienczen, okreslenie MIC

(Minimalne stezenie hamujgce)

Analize lekowrazliwosci za pomocg metody mikrorozcienczen przeprowadzono tylko dla
szczepow izolowanych od owiec oraz psoéw. Kryterium kwalifikacji do badania w obu
grupach byta obecnos$¢ genu mecA i/lub mecC u badanego szczepu klasyfikujacego go jako

metycylinooporny.
6.1.2.2.1. Zwierzeta gospodarskie

Scharakteryzowano lacznie pieé szczepdéw MRSA, w tym dwa pochodzity od rasy Swiniarka
1 trzy szczepy od rasy Uhruska (Tabela 23). Wszystkie szczepy MRSA wykazywaty profil
opornosci na penicyling z wartosciami MIC wynoszacymi 64 pg/ml (dwa szczepy) i 128
pg/ml (trzy szczepy). Trzy szczepy MRSA wykazywaly profil opornosci na wankomycyng
z wartosciami MIC wynoszacymi 32 pg/ml (dwa szczepy) 1 64 pg/ml (jeden szczep).
Ponadto dwa szczepy MRSA wykazywaty profil opornosci na tetracykline z wartoscig MIC
wynoszaca 128 pg/ml. Podobnie, dwa szczepy MRSA rowniez wykazaty opornos¢ na
chloramfenikol z wartoscia MIC 32 pg/ml. Tylko dwa szczepy wykazaly fenotypowa
oporno$¢ na oksacyling z warto$cig MIC 8 pg/ml, pomimo obecno$ci genu mecA lub mecC.
Trzy szczepy S. aureus byty fenotypowo wrazliwe na oksacyling z wartoscig MIC= 2 pg/ml.
Ponadto jeden izolat wykazal opornos¢ na erytromycyne, a jeden na gentamycyneg
z warto$ciami MIC odpowiednio 8 pg/ml i 16 pg/ml (Tabela 23). Wszystkie przebadane
szczepy MRSA byty wrazliwe na cyprofloksacyne, ryfampicyne i nitrofurantoing.
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6.1.2.2.2. Zwierze¢ta towarzyszace

Jako szczepy oporne na metycyling zaklasyfikowano siedem szczepow S. aureus i 32
szczepy S. pseudintermedius. Szczepy MRS A wyizolowano od czterech zwierzat, a szczepy
MRSP uzyskano od 17 zwierzat. W przypadku kilku zwierzat wyizolowano wigcej niz jeden
szczep MRSA lub MRSP ale szczepy nalezace do tego samego gatunku Staphylococcus
wyizolowane od tego samego zwierzecia roznity si¢ zarowno pod wzgledem fenotypowych
profili opornos$ci, jak i panelu gendéw kodujacych oporno$¢ i wirulencje (Tabela 24).
Minimalne st¢zenia hamujace okreslono dla tych szczepow w odniesieniu do 11 lekow

przeciwdrobnoustrojowych, w tym wankomycyny.

W zdecydowanej wigkszosci przypadkéow wyniki klasyfikacji szczepoéw jako opornych,
srednio wrazliwych i wrazliwych metoda mikrorozcienczen byly zgodne z wynikami
metody dyfuzyjno-krazkowej. Wartosci MIC dla oksacyliny uzyskane dla badanych
szczepdw we wszystkich przypadkach byly na poziomie klasyfikujacym szczepy jako
oporne (MIC = 8-128 pg/ml). Jednak w przypadku wrazliwo$ci na wankomycyne nowe
wyniki wskazaty na $rednig wrazliwo$¢ na ten antybiotyk (MIC = 8 pg/ml) dla dwodch
szczepow S. aureus 1 10 szczepow S. pseudintermedius, a takze czterech szczepdw S. aureus
opornych na wankomycyne (MIC = 64—128 pg/ml) i dwoch szczepow S. pseudintermedius
(Tabela 24).
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6.1.2.3. Podsumowanie punktu fenotypowa opornos¢ na substancje
przeciwdrobnoustrojowe

6.1.2.3.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa

Najwigce] szczepdw Staphylococcus koagulazododatnich pochodzacych od badanych
zwierzat byto opornych na tetracykling (n=160, 45,1%), penicyling (n=141, 39,7%),
klindamycyne (n=128, 36,1%) oraz erytromycyn¢ (n=117, 32,9%). Ten typ opornosci
wystepowat u wszystkich grup zwierzat na kikunastodziecioprocentowym poziomie, jedynie
u lisow rudych oporno$c na klindamycyne i erytromycyne nie przekroczyta 10%. Opornos¢
na gentamycyne plasowata si¢ na poziomie 17,2%, przy czym w przypadku owiec 1 zwierzat
towarzyszacych byla na pordwnywalnym wysokim poziomie, natomiast w przypadku lisow
wynosita zaledwie 1,5%. Podobng sytuacj¢ zaobserowano w przypadku szczepow
metycylinoopornych na poziomie 17,2%, niemniej nie zanotowano ich obecnosci u lisow
rudych, a u owiec odsetek ten byl ponizej 5%. Poréwnywalny poziom opornosci
zaobserwowano rowniez dla fluorochinolonow (14,9%), przy czym opornosci tego typu nie
zaobserwowano u szczepow pochodzacych od liséw rudych, a u szczepéw od owiec, poziom
ten byt bardzo niski, wynoszac zaledwie 6,5%. Warto wskazac¢, iz pomimo ze og6lny poziom
opornosci na fenikole byt dos¢ niski (9%), to warto$¢ ta wynikata z prawie 20% odsetka
opornosci na ten antybiotych wsérod szczepoéw izolowanych od zwierzat towarzyszacych
(18,8%) 1 prawie o potowe nizszego u szczepéw pochodzacych od owiec (10,6%),
u szczepoéw pochdzacych od liséw nie zaobserwowano opornos$ci na t¢ grupe lekéw (Tabela
25). W przypadku pozostalych lekow, tj. linezolidu, nitrofutantoiny, ryfampicyny
1 streptogramin, notowano jedynie pojedyncze przypadki opornosci wsréd badanych
szczepdw, gtownie izolowanych od owiec i psow. Uzyskane wyniki przelozyly si¢ rowniez
na liczbe wielolekoopornych szczepdéw, ktorych najmniej zaobserwowano wsrdd lisow

rudych (n=4; 3%) 1 prownywalny odsetek u pséw (n=70, 53%) 1 owiec (n=51, 41,5%).
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Tabela 25. Fenotypowa lekoopornos¢ szczepoéw koagulazododatnich gatunkow Staphylococcus u

réznych gatunkoéw zwierzat

Srodki Zwierzeta Zwierzeta Zwierzeta Razem
przeciwdrobnoustrojowe gospodarskie towarzyszgce wolno (n=355)
(owce) (psy i koty) Zyjace
(n=123) (n=101) (lisy rude)
(n=131)
Erytromycyna 48(39) 60(59.,4) 9(6,8) 117(32,9)
Cefoksytyna/oksacylina* 6(4.,9) 15/42%*(56,4) 63(17,7)
Gentamycyna 27(21,9) 32(31,7) 2(1,5) 61(17,2)
Ryfampicina 1(0,8) 3(2,9) 1(0,8) 5(1,4)
Chinupristina/dalfopristina 6(4,9) 4(3,9) 1(0.8) 11(3,1)
Klindamycyna 53(43,1) 63(62,4) 12(9,2) 128(36,1)
Penicilina 38(30,9) 81(80,2) 22(16,8) 141(39,7)
Sulfametoksazol/trimetoprim 1(0,8) 33(32,7) 3(2,3) 37(10,4)
Tetracyklina 55(44,7) 65(64.,4) 40(30,5) 160(45,1)
Nitrofurantoina 2(1,6) 1(0,99) 1(0,8) 4(1,1)
Linezolid 7(5,7) 4(3,9) 11(3,1)
Cyprofloksacyna 8(6,5) 45(44,5) 53(14,9)
Chloramfenikol 13(10,6) 19(18.,8) 32(9)

*dotyczy szczepow S. pseudintermedius

6.1.2.3.2. Metoda mikrorozcienczen

Do grupy szczepdéw metycylinoopornych zaklasyfikowano tacznie pig¢ szczepow S. aureus
u owiec oraz siedem szczepow MRSA 1 32 szczepy MRSP pochodzaych od zwierzat
towarzyszaych. bLacznie badaniem objeto 44 szczepy. W zdecydowane] wigkszosci
przypadkow wyniki klasyfikacji szczepdw jako opornych, srednio wrazliwych i1 wrazliwych
metoda mikrorozcienczen byly zgodne z wynikami metody dyfuzyjno-krazkowej dla
badanych szczepow, rowniez w przypadku wartosci MIC odpowiadaty one kryterium
oporno$ci lub S$redniej wrazliwosci w przypadku szczepow posiadajacych gen mecA
1 pochodzacych od psow. W przypadku izolatow pochodzacych od owiec w trzech
przypadkach na pig¢, wartosci MIC mimo obecno$ci gendéw mecA i/lub mecC nie
odpowiadaty fenotypowemu kryterium opornosci lub $redniej wrazliwosci szczepu. Wsrdd
szczepOw posiadajacych geny opornosci na oksacyling lub cefoksytyne okreslono réwniez
minimalne st¢zenie hamujace dla wankomycyny (metoda dyfuzyjno krazkowa w przypadku
badania lekowrazliwosci na ten lek nie jest rekomendowana). Badania maja pewne
ograniczenia, pomimo, iz wykazaly wystepowanie opornosci na glikopeptydy ale zostaty

przeprowadzone tylko w obrgbie szczepéw metycylinoopornych, oraz wyniki nie zostaty
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potwierdzone obecno$cig genéw van (badanie takie nie zostalo przeprowadzone). Dlatego

uzyskane wyniki nalezy traktowac¢ jako wstep do dalszych analiz (Tabele 23 i 24).

6.1.3. Wyniki prewalencji genéw opornosci i wirulencji u szczepow
Staphylococcus wyizolowanych od roznych gatunkow zwierzat

6.1.3.1. Geny opornosci

6.1.3.1.1. Zwierzeta gospodarskie

Fenotypowa opornos¢ badanych szczepow Staphylococcus wyizolowanych z owczego
mleka potwierdzona zostala obecno$cig genow opornosci. Jednak az u 48,4% (n = 15)
szczepow wykazujacych fenotypowa oporno$¢ na co najmniej jeden badany lek
przeciwdrobnoustrojowy (n = 31) nie stwierdzono obecnosci zadnych badanych genow
opornosci (Publikacja nr 1). Oporno$¢ na cefoksytyne potwierdzona zostata obecnoscig genu
mecC u czterech szczepow opornych na cefoksytyne (S. aureus, S. xylosus 1 dwa szczepy
S. simulans) pochodzacych zaréwno od owiec rasy Uhruska (UHR), jak i owiec rasy
Swiniarka (SW). Z kolei nie wykryto obecno$ci genu mecA. Chociaz ponad 54% szczepow
wykazato fenotypowa oporno$¢ na penicyling, obecno$¢ genu blaZ wykryto jedynie
u dwoch z nich (S. xylosus 1S. simulans), a w jednym dodatkowym szczepie CoNS opornym

na penicyling wykryto jedynie gen mecC (Tabela 26).
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Tabela 26. Wystepowanie genow opornosci u Staphylococcus spp. izolowanych z mleka owiec

Geny opornosci Staphylococcus spp. n=35/%

S. aureus n=20 CoNS n=15 Razem

acc(6’)-1e- 1/5 1/6,6 2/5,7
aph(3)-Illa* 2/10 6/40 8/22,8
blaZ 2/13,3 2/5,7

cat (pC194) 3/15 2/13,3 5/14,2
cat (pC221)* 5/25 5/14,2
ermA 1/5 1/6,6
ermB 1/5 1/6,6 2/5,7
mecC 1/5 3/20 4/11,4
msrA 1/5 1/6,6 2/5,7
tetK 1/5 4/26,6 5/14,2
tetL. 6/30 3/20 9/25,7
tetM* 4/26,6 4/11,4

*roznice statystycznie istotne (p <0,05)

W przypadku szczepdéw opornych na tetracykling, opornos$¢ fenotypowa byta statystycznie
istotnie czestsza wsrdd szczepoéw izolowanych od owiec rasy Uhruska (UHR) i1 zostata
potwierdzona obecnoscig co najmniej jednego genu tet u wigkszosci szczepow (85,7%). Co
ciekawe, gen terl. dominowal w szczepach S. aureus opornych na tetracykling (6 z 7
izolatow) 1 wystepowatl statystycznie istotnie czg¢sciej wsrdd szczepow izolowanych od
owiec rasy Uhruska (UHR) (Tabela 26 1 27). W przypadku szczepéw CoNS gen tetM byt
obecny z dwoma innymi genami fef na podobnym poziomie, ale obecnos¢ tego genu wykryto
tylko w tej grupie Staphylococcus (Tabela 26). Tylko dwa szczepy oporne na tetracykline
nie mialy zadnego z analizowanych genoéw, podczas gdy dwa kolejne szczepy o fenotypie
wrazliwo$ci na tetracykling wykazaly obecno$¢ genu tetM, oba wyizolowane zostaty od

owiec rasy Swiniarka (SW) (Tabela 27).
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Tabela 27. Wystepowanie genow opornosci u Staphylococcus spp. w zalezno$ci od rasy owiec

Geny opornosci  Staphylococcus spp. n=35/%

UHR n=16 SW n=19 Razem

acc(6’)-le- 1/6,3 1/5,3 2/5,7
aph(3)-1lla 4/25 4/21 8/22,8
blaZ 1/6,3 1/5,3 2/5,7
cat (pC194)* 5/31,3 5/14,2
cat (pC221) 4/25 1/5,3 5/14,2
ermA 1/6,3 1/6,6
ermB 2/12,5 2/5,7
mecC 2/12,5 2/10,5 4/11,4
msrA 1/6,3 1/5,3 2/5,7
tetK 4/25 1/5,3 5/14,2
tetlL* 7/43,7 2/10,5 9/25,7
tetM 4/21 4/11,4

*roznice statystycznie istotne (p <0,05)

We wszystkich przypadkach opornos$¢ fenotypowa na chloramfenikol potwierdzono
obecnoscig genu(6w) cat (p221) i/lub cat (p194). Co ciekawe, pomimo braku fenotypowo
zidentyfikowanej opornosci na chloramfenikol, obecno$¢ genu cat (p194) wykryto w dwoch
szczepach CoNS (szczepy S. simulans wyizolowane od owiec rasy Uhruska(UHR)). Ten
ostatni gen dominowat statystycznie istotnie wsrdd szczepéw wyizolowanych z UHR

(Tabela 27).

Pomimo analizy stosunkowo szerokiego panelu gendéw odpowiedzialnych za fenotyp
opornosci na makrolidy lub makrolid-linkozamid-streptograming B (MLSg), duzy odsetek
szczepow z fenotypowa opornos$cig na makrolidy/linkozamidy lub streptograminy (n = 15)
nie wykazal obecno$ci zadnego z badanych genow (n =11, 73,3%) (Tabela 26). Gen msrA
(kodujacy pompe efluksowg dla makrolidow) zostat wykryty tylko w dwoch szczepach
opornych na erytromycyng, natomiast geny ermA i ermB (odpowiedzialne za MLSg) byly
obecne tylko w dwodch izolatach opornych na erytromycyng/klindamycyng, z ktorych

jednym byt S. aureus. U tego szczepu oba te geny byly obecne jednoczesnie.
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Chociaz nie badano opornosci na kanamycyne i neomycyne, gen aph(3)-Illa wykryto az
w o$miu (22,9%) szczepach, z ktorych wickszos¢ (n = 6) nalezata do grupy CoNS (S. xylosus
n =418 simulans n = 2) (warto$¢ p < 0,05). Z kolei gen acc(6')-Ie-aph(2"), kodujacy
dwufunkcyjny enzym aminoglikozydo-6'-N acetylotransferaze/2"-O fosforylotransferaze
odpowiedzialny za oporno$¢ na gentamycyng/tobramycyne¢/kanamycyne, wykazazany
zostat tylko w jednym fenotypowo opornym na gentamycyng szczepie S. aureus i w jednym

wrazliwym na gentamycyng szczepie S. xylosus.

W publikacji nr 2 rowniez analizowano podobny profil gendw opornosci. W tym przypadku,
dominujacym genem determinujagcym oporno$¢ na tetracykling byt zefL, ktory byt obecny
u27,2% (n=28) szczepdéw. Co ciekawe, gen tetK byl czgsto zwigzany z opornoscia
u szczepow opornych na tetracykling, izolowanych glownie u owiec rasy Uhruska (18 z 21
szczepow posiadajacych gen fefK ). Opornosé fenotypowa na penicyling towarzyszyta
genowi blaZ u 11,7% opornych szczepéw (n=12). Pozostale geny wykryto jedynie
u pojedynczych szczepoéw (Tabela 28). W pieciu testowanych szczepach wykryto geny
mecC, ktorym w dwodch przypadkach towarzyszyta obecnos¢ gendéw mecA. Ich obecnos$ci
towarzyszyta opornos$¢ fenotypowa tylko w przypadku dwoch szczepoéw (Tabela 23). Co
ciekawe, geny mecA, tetM, msrA 1 ermB byly obecne wytacznie u szczepdw izolowanych
od rasy Uhruska. Jednakze statystycznie istotne réznice w poziomie gendow opornosci
w szczepach izolowanych z obu ras odnotowano dla fefK 1 ermB, ktére czgsciej

wystepowaty u szczepow izolowanych od rasy Swiniarka.
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Tabela 28. Wystepowanie genow opornosci w szczepach S. aureus wedtug rasy owiec

Rasa owiec

_ Razem*
Geny Uhruska Swiniarka
opornosci n=103/%

n=66/% n=37/%

mecA 2/3 2/1,9
mecC 3/4,5 2/5.4 5/4,9
msrA 3/4,5 3/2,9
cat (pC194) 2/3 1/2,7 3/2,9
tetK** 18/48,6 3/4,5 21/20,4
tetM 2/3 2/1,9
tetL 15/40,5 13/19,7 28/27,2
blazZ 8/21,6 4/10,8 12/11,7
acc(6’)-1e- 4/10,8 3/4,5 7/6,8
ermB** 6/16,2 6/5,8

*Wystepowanie gendow opornosci, w tym szczepow izolowanych od jagniat i z mleka

**Statystycznie istotna roznica (P <0,05) w wystepowaniu gendw opornosci pomigdzy S. aureus

izolowanym od owiec rasy Uhruska i Swiniarka

Powyzszy fragment dotyczyt artuyktlu: Perinatal occurrence and epidemiological

significance of Staphylococcus aureus in local sheep breeds.

6.1.3.1.2. Zwierzeta towarzyszace

W przypadku zwierzat towarzyszacych (Publikacja nr 4) przeanalizowano szerszy panel
genow opornosci, w tym na fusydany, mupirocyne 1 biocydy. Ale zaden z testowanych
szczepOw nie wykazal gendw opornosci na mupirocyng ani gendw opornosci na biocydy.
W przypadku pozostalych gendw, reprezentatywna obecno$¢ gendw opornosci zostata
wykazana w kazdej testowanej grupie antybiotykow, a najwyzszy odsetek gendw opornosci
w danej grupie antybiotykéw korelowat ze statystycznie istotnie wyzszymi poziomami
wystepowania tych genow, szczegolnie u gatunku S. pseudintermedius (Tabela 29). Gen
blaZ byl przede wszystkim odpowiedzialny za oporno$¢ na B-laktamy. Porownywalnie

wysoki odsetek genu mecA zaobserwowano u obu gatunkéw CoPS (odpowiednio 31,8%
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140,5% w S. aureus 1 S. pseudintermedius). Z kolei gen msrA byt przede wszystkim
odpowiedzialny za oporno$¢ na makrolidy, oporno$¢ na tetracykling byta glownie
determinowana obecnoscig genu fefM, a opornos$¢ na szerokie spektrum aminoglikozydoéw
odzwierciedlala obecnos$¢ genu aac(6')-le-aph(2")) (Tabela 29). Generalnie, w przypadku
S. pseudintermedius zaobserwowano bogatszy panel gendéw opornosci, poniewaz tylko
utego gatunku wykryto obecno$¢ genow ermB, ermC, msrA, tetM, aac(6')-le-aph(2")),
aph(3)-1lla i fusB (Tabela 29).

Tabela 29. Wystepowanie gendow opornosci u koagulazododatnich szczepdw Staphylococcus

izolowanych od psow

Grupa $rodkow koagulazododatni Staphylococcus

przeciwdrobnoustrojowych Geny S. aureus S. pseudintermedius ~ Razem
opornosci N=22/% N=79/% N=101/

%
B-laktamy mecA 7/31,8 32/40,5 39/38,6
*blaZ 3/13,6 33/41,8 36/35,6

makrolidy ermA 2/9,1 2/2
ermB 19/24,1 19/18,8

ermC 1/1,3 1/0,99
*msrA 25/31,6 25/24,8

fenikole cat (pC221) 2/9,1 2/2,5 4/3,9

cat (pC194) 2/9,1 2/2
tetracykliny tetK 9/40,9 21/26,6 30/29,7
*tetM 48/60,8 48/47,5

tetL 5/22,7 2/2,5 7/6,9
aminoglikozydy *aac(6')-1e- 30/38 30/29,7

aph(2"))

aph(3)-1lla 19/24,1 19/18,8

fusydany fusB 3/3.,8 3/2,9

* statystycznie istotne roznice pomigdzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05)

6.1.3.1.3.Zwierzeta wolno zyjace

Profil genéw opornosci szczepdw koagulazododatnich izolowanych od lisow rudych okazat
si¢ ubozszy w porowaniu do szczepow izolowanych od gospodarzy poddawanych celowanej
terapii (owce, psy) (Publikacja nr 5). U 15 (55,5%) wszystkich przebadanych szczepow
S. aureus wykryto obecno$¢ genu blaZ, co potwierdzito opornos¢ na penicyline u 93%
szczepow opornych na penicyling (Tabela 30) ale tylko jeden szczep S. pseudintermedius

posiadal ten gen, a wykryte zostaty tylko cztery szczepy oporne na penicyling tego gatunku.
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Odwrotne wyniki uzyskano w przypadku gendw kodujacych oporno$¢ na tetracykling,
poniewaz 71,8% (n = 28) szczepow S. pseudintermedius opornych na ten antybiotyk
wykazywato obecnos$¢ genu tefM, a trzy sposrod tefM-dodatnich szczepdw posiadato
jednoczesnie gen tetK. Co ciekawe, w, zadnym ze szczepow z fenotypowa opornoscig na
erytromycyne nie stwierdzono genu/gendéw kodujacych oporno$¢ na makrolidy. Gen msrA
wykryto jedynie w szczepie wykazujacym fenotypowa wrazliwo$¢ na makrolidy. Analiza
opornos$ci na gentamycyn¢ przyniosta podobne wyniki: pomimo fenotypowej opornosci na
ten lek wykrytej w dwoch szczepach, obecnos¢ genu acc(6')-Ie- wykazano w dwoch innych
fenotypowych szczepach S. pseudintermedius fenotypowo wrazliwych na gentamycyng.
Ponadto jeden szczep S. aureus charakteryzowat si¢ obecno$cia genu kodujacego opornosc
na kanamycyne (aph(3)-111a) (Tabela 30, 31 i 32). Pozostate geny alizowane w tym badaniu
nie zostaly wykazane w zadnym szczepie charakteryzujacym si¢ opornoscig lub

wrazliwo$cig na testowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe (Tabela 30-31).

Tabela 30. Wystepowanie gendow opornosci u koagulazododatnich szczepdw Staphylococcus

izolowanych od lisow rudych

Gen Staphylococcus n=131/%
opornosci
S. aureus n=27 S. pseudintermedius n=104 Razem
msrA 1/0.96 1/0.76
tetK 3/2.9 3/2.3
tetM 28/26.9 28/21.4
blaZ 15/55.5 1/0.96 16/12.2
acc(6’)-Ie- 2/1.9 2/1.5
aph(3)-1lla 1/3.7 1/0.76
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Tabela 31. Charakterystyka szczepow Staphylococcus aureus wizolowanych z jamy ustnej (n=22) i

odbytu (n=5) lisow rudych

Zrodto Liczba Profil opornosci Profil genu Profil genow wirulencji
probki izolatow fenotypowej* oporno$ci

4 R: P10" blaZ LukE-LukD, seB

1 R: P10 LukE-LukD, seB

1 R: P10 LukE-LukD, seB, seC

1 R: P10 blaZ seB, seC, PVL

1 R: P10 blaZ LukE-LukD, seB, etA, etB

1 seB

1 LukE-LukD, seB

1 LLE15 LukE-LukD, seB, seC
J ustna 1 R:DA2 aph(3)-1lla LukE-LukD, seB, PVL

I: TE30
1 R: P10 blaZ LukE-LukD, seB
ILE15
1 LukE-LukD, seB, seC,
etA, etB

1 R: P10 blaZ seB, seC, tst

6 R: P10 blaZ LukE-LukD

1 R: P10 blaZ LukE-LukD

I:DA2, F300
1 R: RDS5, QD15, LukE-LukD, seB
DA2,

1 P10 LukE-LukD, seB
Odbyt 1 LukE-LukD

1 LukE-LukD, seB, seC

1 LukE-LukD, seB

*R- oporne; I- sredniowrazliwe

t- testowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe: P10- penicylina, E15- erytromycyna, DA2-

klindamycyna, TE30- tetracyklina, F300- nitrofurantoina, RD5- ryfampicyna, QD15- streptogramina
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Tabela 32. Charakterystyka szczepow Staphylococcus pseudintermedius izolowanych z jamy ustnej

(n=28) i odbytu (n=24) liséw rudych

Zrédto probki Liczba Profil opornosci Profil genu opornosci
izolatow fenotypowej*
10 R:TE30f tetM
3 R:TE30 tetM, tetK
6 R:TE30
3 R:ERY15
J.ustna 1 R:P10, TE30 tetM blaZ
1 R:TE30 tetM
[:DA2
1 R: P10, TE30 tetM
3 I: DA2
3 R:TE30
7 R:TE30 tetM
2 R: P10
2 I: DA2
1 R:TE30 acc(6’)-1e
1 R: SXT 25
2 R: E15
Odbyt 1 R;CN10, TE30
I: DA2
2 R: E15, TE30 tetM
1 R: SXT25, TE30 acc(6’)-Ie-, msrA,
tetM
1 I; DA2, TE30 tetM
1 R: CN10, SXT25, TE30 tetM
I: DA2

*R- oporne; I- sredniowrazliwe

t- testowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe: P10- penicylina, E15- erytromycyna, DA2-

klindamycyna, TE30- tetracyklina, F300- nitrofurantoina, RD5- ryfampicyna, QD15- streptogramina
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6.1.3.1.4.Podsumowanie punktu wystepowanie genow opornosci u
szczepOw Staphylococcus izolowanych od roznych gatunkow

zwierzat

Profil genéw opornosci szczepodw izolowanych od wszystkich grup zwierzat byt dosé
zblizony, a liczebnos$¢ korelowata pozytywnie z profilem opornosci fenotypowej. Wsrod
szczepow koagulazododatnich, izolowanych od wszystkich badanych gatunkow zwierzat
dominowaty te same geny kodujace oporno$¢ na antybiotyki nalezace do okreslonych grup:
w przypadku B- laktamoéw genem dominujacycm byl blaZ, odpowiedzialny za kodowanie
produkcji B- laktamazy oraz gen mecA, wystgpujacy u 11,5% badanach szczepdw ale tylko
izolowanych od owiec 1 psow. Oporno$¢ na tetracykliny we wszystkich grupach szczepoéw
byta kodowana gltownie przez gen tetM, natomiast tefK dominowal wsrdd szczepow
izolowanych od psow, a fefl. wsrod szczepow izolowanych od owiec. Pomimo relatywnie
wysokiego odsetka oporno$ci na makrolidy we wszystkich grupach szczepow, odsetek
genow, ktore najczesciej odpowiadajg za ten typ opornosci byt niewielki z dominacja genu
msrA, ktory wystepowat u szczepoéw izolowanych od wszystkich grup zwierzat oraz genu
ermB, ktory byt genem dominujacym wsrod szczepow izolowanych od pséw (Tabela 33).
Oporno$¢ na aminoglikozydy rowniez zostala potwierdzona obecnosciag dwoch testowanych
gendw u szczepow izolowanych od wszystkich badanych grup zwierzat, przy czym
proporcjonalnie nawigkszy odsetek tych genéw wykazano u szczepdéw izolowanych od
psoéw, a najmniejszy u lisow rudych. Oporno$¢ molekularna na fenikole zostata
powtierdzona zaledwie u kilku szczepow izolowanych od owiec i psoéw obecnoscig dwoch
rodzajow gendw zlokalizowanych na plazmidach pC221 1 pCl194, kodujacych
acetylotransferazy (Tabela 33).
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6.1.3.2. Geny wirulencji
6.1.3.2.1. Zwierzeta gospodarskie

W publikacji nr 1, tylko jeden szczep S. aureus pochodzacy od owcy rasy Uhruska (UHR)
wykazat obecno$¢ genu wirulencji, kodujacego enterotoksyne B gronkowcowa (SEB)
(Tabela 18). W przypadku pozostatych szczepéw nie wykryto zadnego z badanych

determinantoéw wirulencji.

W publikacji nr 2 profil genéw wirulencji byl zdecydowanie bogatszy. W tym przypadku
dominowata obecno$¢ trzech genéw: dwoch gendow kodujacych enterotoksyny, seB i seC,
(odpowiednio 44,7%, n=46 1 32%, n=33) oraz gendéw kodujacych leukotoksyne LukE-LukD
(30%, n=31). Jednakze tylko szczepy S. aureus izolowane od rasy Uhruska posiadaly
dodatkowe geny, tj. gen kodujacy enterotoksyne SEA (seA) i gen kodujacy lekocydyne
Panton Valentina (pvL). Z drugiej strony, tylko pojedyncze szczepy S. aureus izolowane
z rasy Swiniarka mialy geny kodujace inne enterotoksyny, tj. SED i SEE (seD, seE) oraz
toksyne¢ szoku toksycznego tst (Tabela 34). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych
réznic w obecno$ci gendw wirulencji u szczepdw pochodzacych od owiec z rasy Uhruska

i Swiniarka.

Tabela 34. Wystepowanie gendow wirulencji w szczepach S. aureus wedtug rasy owiec

Rasa
_ Razem*
Geny Uhruska  Swiniarka

wilendii ooy s
seAd 2/3 2/1,9
seB 28/42,4  18/48,6 46/44,7
seC 18/27,3 15/40,5 33/32
seD 1/2,7 171
seE 1/2,7 171
tst 1/2,7 11
pvL 2/3 2/1,9
LukE-LukD  21/31,8  10/27 31/30

*Wystepowanie genow wirulencji, w tym szczepow wyizolowanych z jagniat i mleka
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6.1.3.2.2. Zwierze¢ta towarzyszace

Pomimo specyficznosci gatunkowej S. aureus 1 S. pseudintermedius, zjawisko
wystepowania wysokiego odsetka genéw kodujacych enterotoksyny zaobserwowano u obu
gatunkoéw, przy czym w przypadku S. aureus podobnie jak u szczepdédw izolowanych od
owiec dominowat gen seB, a w przypadku S. pseudintermedius, genami dominujacymi byt
specyficzny gatunkowo seC canine (Publikacja nr 4). W przypadku S. aureus wykazano
dodatkowo geny kodujace leukotoksyne LukE-D (36,4%) i leukocydyne Panton Valentine
(13,6%). Szczepy S. pseudintermedius prezentowaly znacznie szerszy zakres gendw
kodujacych czynniki wirulencji przy znacznie wyzszym odsetku wyst¢powania (Tabela 35).
W przypadku toksyn najwyzszy odsetek zaobserwowano dla dwusktadnikowych genow
leukocydyny (lukF i [ukS, odpowiednio 77,2% i 86,1%). Gen kodujacy toksyny
eksfoliatywne byt reprezentowany gtéwnie przez gen siet, wystepujacy u 86,1% szczepow.
Geny kodujace hemolizyny higA 1 higB réwniez wykryto st¢zeniach wysokim odsetku
(odpowiednio 75,9% i 77,2%), podobnie jak geny odpowiedzialne za tworzenie biofilmu,

ical i icaD (86,1%) (Tabela 35).

Tabela 35. Wystepowanie genow wirulencji u koagulazododatnich szczepow Staphylococcus

izolowanych od psow

Grupa genow Geny S. pseudintermedius S. aureus
wirulencji N=79/% N=22/%
toksyny pVL 2/2,5 3/13,6
lukF 61/77,2
lukS 68/86,1
lukED 8/36,4
tsst 43/54,4
enterotoksyny seL 69/87,3
seQ 2/2,5
seB 10/45,5
sek 1/4,5
SeCean 68/86,1
toksyny expA 3/3,8
eksfoliatywne expB 20/25,3
siet 68/86,1
enzymy lip 2/2,5
sktadniki icaA 68/86,1
biofilmu icaD 68/86,1
hemolizyny hlgA 60/75.,9
hlgB 61/77,2
biatka epb 55/69,6
adhezyjne spsE 47/59,5
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6.1.3.2.3. Zwierzeta wolno zyjace

W przypadku izolatéw pochdzacych od liséw rudych (Publikacja nr 5) wystepowanie genow

wirulencji analizowano jedynie u szczepow S. aureus. Wickszo$¢ szczepow (n = 24)

charakteryzowata si¢ obecnoscig genu LukE-LukD kodujacego leukotoksyne. Byt to jedyny

gen wirulencji wykryty w o$miu szczepach, a w pozostatych przypadkach towarzyszyly mu

inne geny wirulencji, najczesciej gen seB kodujacy enterotoksyne (70,4% szczepow) lub gen

seC (22,2% szczepow). Nie wykryto jednak zadnych innych gendéw kodujacych

enterotoksyny. U jednego szczepu stwierdzono obecnos$¢ genu kodujacego toksyne zespotu

wstrzgsu toksycznego 1 (TSST-1), a w dwdch pozostalych geny kodujace toksyny

eksfoliatywne (etA, efB). Dwa inne szczepy S. aureus réwniez wykazaly potencjat

do produkcji leukocydyny Panton Valentine (Tabela 36).

Tabela 36. Profile wirulencji szczepdw S. aureus izolowanych od zwierzat wolno zyjacych (lisow

rudych)
Liczba Profil wirulencji Zrodto probki
szczep(')\;v S. aureus odbyt  j.ustna
%
8/29.6 LukE-LukD 1 7
10/37 LukE-LukD, seB 7
3/11.1 LukE-LukD, seB, seC 1 2
1/3.7 seB, seC, tst 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, PVL 1
1/3.7 seB, seC, PVL 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, seC, etA, etB 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, etA, etB 1
1/3.7 seB 1
n=27 Razem 5/18.6 22/81.4
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6.1.3.2.4. Podsumowanie punktu wystepowanie genow wirulencji

u S. aureus izolowanych od roznych gatunkow zwierzat

Ze wzgledu na fakt, iz analiza wystepowania genow wirulencji u S. pseudintermedius zostata
przeprowadzona wytacznie u szczepdw izolowanych od zwierzat towarzyszacych, nie
mozliwo$ci przeprowadzenia analizy poréwnawczej dla tego gatunku (Tabela 35).
W przypadku S. aureus, najwigcej szczepodw niezaleznie od gatunku gopodarza, posiadato
gen wirulencji, kodujacy enterotoksyne SEB (n=76, 21,4% ) oraz gen kodujacy lekotoksyne
LukE-LukD (n=63, 17,7% ), przy czym dominacj¢ obydwu genéw zaobserwowano wsrod
szczepow izolowanych od owiec (odpowiednio 38,2% 1 25,2% wszystkich szczepow
izolowanych od owiec). Rowniez wsrdd szczepoéw izolowanych od tej grupy zwierzat
zaobserwowano wspotwystepowanie wysokiego odsetka genu kodujacego enterotoksyne
SEC. Co ciekawe, u szczepow S. aureus izolowanych od wszystkich gatunkow zwierzat,
zanotowano wystepowanie genu kodujacego leukocydyne Panton Valentina, chociaz byt to
niewielki odsetek szczepow. Na podobnie niskim poziomie wykazano gen odpowiedzialny
za produkcje toksyny szoku toksycznego ale tylko u szczepow izolowanych od owiec i lisow
rudych. Z kolei obecnos¢ gendow kodujacych toksyny eksfoliatywne zaobserwowano jedynie

u szczepow izolowanych od liséw rudych (Tabela 37).

Tabela 37. Wystepowanie genow wirulencji S. aureus u réznych gatunkoéw zwierzat

Geny wirulencji Zwierzeta Zwierzeta Zwierzeta Razem

gospodarskie towarzyszace wolno (n=355)
(n=123) (n=101) zyjace
(n=131)
Geny wirulencji S. aureus

seA 2(1,6) 2(0,6)
seB 47(38,2) 10(9.,9) 19(14,5) 76(21,4)
seC 33(26,8) 1(0,99) 6(4,6) 40(11,3)

seD 1(0,8) 1(0,3)

seE 1(0,8) 1(0,3)

tst 1(0,8) 1(0,8) 2(0,6)

pvL 2(1,6) 3(2,9) 2(1,5) 7(1,9)
LukE-LukD 31(25,2) 8(7,9) 24(18,3) 63(17,7)

etA 2(1,5) 2(0,6)

etB 2(L,5) 2(0,6)
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6.1.4. Typowanie molekularne
6.1.4.1. Typowanie molekularne w oparciu o metode wielolokusowej
analizy sekwencji genow)

6.1.4.1.1. Zwierzeta gospodraskie

Do analizy MLST zakwalifikowano wylacznie szczepy metycylinoopornym S. aureus
(MRSA) wyizolowane od owiec i opisane w publikacji nr 2. Na podstawie analizy, izolaty
sklasyfikowano do pieciu réznych typow sekwencyjnych, w tym trzech nowych, ktére nie
zostaly wczesniej zgltoszone 1 nadano im nastepujace numery: ST 9313, ST 93141 ST 9315.
Dwa pozostate szczepy MRSA posiadaly juz znane wczesniej ST, tj. ST 1660 (n=1) i ST
8420 (n=1) (Tabela 23). Sekwencje nukleotydowe zdeponowano w GenBank pod numerami
akcesyjnymi: tpi: PQ130080.1-PQ130076.1, aroE: PQI119410.1-PQ119406.1, arcC:
PQ119398.1-PQ119394.1, glpF: PQI119422.1-PQ119418.1, gmk: PQI130056.1—
PQ130052.1, pta: PQ130068.1-PQ130064.1 i ygiL: PQ130092.1-PQ130088.1.

6.1.4.1.2. Zwierzeta towarzyszace

W publikacji nr 4 na podstawie analizy MLST, izolaty MRSA i MRSP sklasyfikowano do
11 roznych typow sekwencyjnych (ST), w tym szeSciu nowych, ktore nie zostaty wczesniej
zgloszone. Nowe ST zidentyfikowano dla dwoch izolatow S. aureus: ST9311, ST9312
1 czterech izolatow S. pseudintermedius: ST 2739, ST 2740, ST 2741, ST 2742. Wykazano
roOwniez inne, znane typy sekwencji dla S. aureus, takie jak ST 398 (n=4) 1 ST 7649 (n=1).
Nalezy jednak wskaza¢, ze u tego samego osobnika wykazano szczepy nalezace do tego
samego gatunku ale o réznych typach sekwencyjnych, tj. szczepy S. aureus ST 9311, 7649
1398 wyizolowano od psa nr. 10, a ST398 1 9312 wykryto w szczepach wyizolowanych od
psa nr 136. Natomiast w przypadku szczepdw S. pseudintermedius, poza nowymi typami
sekwencyjnymi, dominujacym typem ST byt 551 (n=23), a odpowiednio trzy i dwa szczepy
przypisano do ST 451 ST 71. Sekwencje typu ST 45 1 71 wyizolowano od réznych zwierzat,
ale w przypadku szczepow nalezacych do typu sekwencyjnego ST551, w przypadku kilku
zwierzat zanotowano wigcej niz jeden szczep S. pseudintermedius u tego samego psa ale
szczepy te roznily si¢ istotnie miedzy sobg zarowno pod wzgledem profilu opornosci, jak
i wirulencji (Tabela 24). Sekwencje nukleotydowe zdeponowano w GenBank pod
nastepujacymi numerami akcesyjnymi dla S. pseudintermedius: ack: PQ394212.1—
PQ394181.1, cpn60: PQ381165.1-PQ381134.1, fdh: PQ394276.1-PQ394245.1, pta:
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PQ136690.1 —-PQI136660.1, purdA: PQI36723.1-PQI36691.1, sar: PQ394244.1-
PQ394213, i tuft PO394180.1-PQ394149.1, a dla S. aureus: tpi: PQI130075.1-
PQ130069.1, aroE: PO119405.1-PQ119399.1, arcC: PQI119393.1-PQ119387.1, glpF:
PO119417.1-PO119411.1, gmk:  PQI130051.1-PQ130045.1, pta: POI30063.1-
PQ130057.1 i ygiL: PO130087.1-PQ130081.1.

6.1.4.1.3. Typowanie molekularne w oparciu o metode wielolokusowej

analizy sekwencji genow

Przeprowadzono analiz¢ MLST szczepow MRSA 1 MRSP izolowanych od owiec i psow.
Ze wzgledu na brak obecnosci szczepéw opornych na metycyling u lisow rudych analiza
MLST nie zostata przeprowadzona w Publikacji nr 5. Lacznie wykazano dziewie¢ szczepow
MRSA lub MRSP posiadajacych nowy typ sekwencyjny pochodzacych u zwierzat
Wszystkie nowe typy sekwencyjne zdeponowano w GenBank (Tabela 38).
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6.1.4.2. Typowanie metoda ADSRRS-fingerprinting
6.1.4.2.1. Zwierzeta gospodarskie

Analiza metoda ADSRRS-fingerprinting objala szczepy S. aureus izolowane od owiec
(Publikacja nr 2). Na podstawie uzyskanych wynikéw wygenerowano dendrogram
podobienstwa (Rycina 8), ktory pozwolil na wyrdznienie trzydziesci dwoch réznych profili,
ktore roznity si¢ pomiedzy sobag w co najmniej 10%. Analiza wykazata, ze 14 profili
grupowalto trzy lub wigcej szczepow, a profile D, H, J, P, X i ¢ grupowaty szczepy wytacznie
izolowane od rasy Uhruska. W przypadku profili grupujacych po dwa szczepy wykazano,
ze profile B, M i N grupowaty tylko szczepy rasy Swiniarka, podczas gdy profile T i X
grupowaty tylko szczepy rasy Uhruska. Siedem i sze$¢ profili byto specyficznych tylko dla
pojedynczych szczepéw uzyskanych odpowiednio z rasy Uhruska i owiec rasy Swiniarka.
Wsrod szczepdw izolowanych od rasy Uhruska, w czterech przypadkach wykazano
podobienstwo przekraczajace 90% miedzy dwoma, a nawet trzema szczepami
wyizolowanymi od tych samych zwierzat z r6znych miejsc ciata lub z tych samych miejsc,
ale wyizolowanymi w roznym czasie (szczepy od owiec nr II, V, VI 1 XX). Ponadto,
w przypadku jagniagt pochodzacych od tej samej matki (rasa Uhruska, IV), dwa szczepy
przypisano do tego samego profilu genomowego Y, ale mialy one r6zne profile zarowno
opornosci, jak i wirulencji. W przypadku szczepéw wyizolowanych od rasy Swiniarka,
podobng sytuacje zaobserwowano rowniez w trzech grupach szczepdw (szczepy od owiec
nr IX, XV 1 XXIV): w dwoch przypadkach wyizolowano bardzo podobne szczepy ze skory
1 jamy ustnej lub ze skory i przewodu stuchowego zewnetrznego. W trzecim przypadku
szczepy wyizolowano w tym samym czasie z jamy ustnej tego samego zwierzgcia, ale
pomimo wysokiego podobienstwa przekraczajacego 90% 1 identycznego profilu wykrytych
gendw, roznity si¢ one fenotypowym profilem opornosci. W przypadku niektorych
szczepow wyizolowanych od tych samych zwierzat (rasy Swiniarka owce nr I i IV), ich
profile (M 1 N) rowniez byly podobne, cho¢ na poziomie nieco nizszym niz 90% (87%).
Podobna sytuacje zaobserwowali§my w przypadku dwoch innych szczepdéw od zwierzecia
nr IV (rasy Uhruska), ktére zaklasyfikowano do dwdch sasiednich profili (T i U), a poziom
podobienstwa wyniost 85%. Zgodnie z oczekiwaniami, szczepy MRSA nie wykazywaty
podobienstwa miedzy sobg; szczepy zaklasyfikowano do réznych profili: J, R, Y, b id
(Tabela 39).
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Rycina 8. Dendrogram podobienstwa badanych szczepdw S. aureus u owiec (ADSRRS-

fingerprinting)
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*Numery szczepoéw podano w kolejnosci ich izolacji.
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Tabela 39. Wyniki analizy ADSRRS-fingerprinting: rozktad profili genomowych wedtug rasy owiec i liczby zwierzat

Profile grupujace trzy lub wiecej szczepow Profile grupujace dwa Profile z
szczepy pojedynczymi
szczepami
Profil A D E H J K P R S U Y b c d B M N T X
Uhruska A% VI, 11, I, X1 LIV, IQ2), XX VI3 IV IvVv(2) VI, 1, 1V, v, 1V, CXILI-VII, Z-
(2), XX, VI, Iv, X, XII, XI IV ), , V, XV VI IX, XVI VI VI a- IX, £V,
XXI, XII, XI XI XX, X111, VI, 1 I, XVI I 1 gXILhXIX
VL oxx1 o xx1 VL XXI XV XV, VI XVI
X o v, XX I, XVII oI
XVL o xxi vV XXI XXI
XX I XX vV Vv
(2), Vv, ’ ’
XXI
Vv,
XX,
Swiniarka  VII, XX I, XV XXI XIX, 1I, I, 1 LI 1l F-XXI
IXQ2 \% VII, (2) V@) XXI \% XIV, V.V V
), XI, VIIL, I , G-XXIV
XII, IX, A% L-XIV
XVI XXI,
XX O-XVI
A\

W-VI, e- VIII




Ciekawym zjawiskiem byto wykazanie typowych profili tzw. ,,szczepdw mlecznych”, czyli
szczepdw wyizolowanych wylacznie z mleka rdznych osobnikow ale nalezacych do tej
samej rasy (profil J i ¢), a nawet od zwierzat nalezacych do obu ras (profil b, obejmujacy
dwa szczepy izolowane od rasy Uhruska i dwa szczepy izolowane od rasy Swiniarka).
Ponadto 16 izolatow wykazato réznice w cechach zwigzanych z genami opornosci, genami
wirulencji lub fenotypowa opornos$cia na dang substancje przeciwbakteryjng, w poréwnaniu
z probkami pobranymi z tego samego miejsca i okresu pobrania. Natomiast cztery izolaty
wykazaty réznice tylko w genach wirulencji. Ponadto, w jednym przypadku (owca rasy
Swiniarka), probki pobrane w tym samym dniu (data 1-I - przed cigza (A)), ale z réznych
miejsc (zewnetrzny kanat sluchowy, odbyt, jama ustna) wykazaty, ze badane izolaty
posiadaty te same geny opornosci i wirulencji, wskazujac na wysokie podobienstwo
genomoOw. Niemniej szczepy te roznity si¢ w profilu opornosci fenotypowej bo dwa z trzech

szczepow byly oporne na linezolid, a tylko jeden na cefoksytyne.

Niektore szczepy wykazywaty istotne podobienstwo do innych szczepoéw pochodzacych
z tego samego miejsca pobrania lub pobranych w tym samym okresie, a ich podobienstwo
polegalo na obecnosci tych samych genéw opornosci lub wirulencji albo profilu
fenotypowego opornosci. Jednak zdecydowana wigkszos¢ szczepow pochodzacych od
jednego osobnika wykazywata istotne rdéznice w puli testowanych genéw opornosci i/lub
wirulencji albo profilach fenotypowych opornosci w pordwnaniu z izolatami pochodzacymi

z tego samego miejsca, ale z rdznych lokalizacji, a nawet z tego samego miejsca.
6.1.4.2.2. Zwierzeta towarzyszace

Wygenerowane dendrogramy podobienstwa opieraty si¢ wylacznie na izolatach MRSA
1 MRSP pochodzacych wyltacznie od psow, poniewaz szczepy oporne na metycyling
wykryto tylko u tego gatunku zwierzat (Publikacja nr 4). Ze wzgledu na niewielkg liczbe
porownywanych szczepow S. aureus wykazano bardzo niski stopien zroznicowania.
Na podstawie wspotczynnika podobiefistwa na poziomie 90%, profile genomowe nie
zostatyby zidentyfikowane (Rycina 9), co dodatkowo potwierdzaja bardzo podobne wzory
profili elektroforetycznych testowanych szczepdéw (Rycina 9), niezaleznie od zrodta szczepu
1 ich typow ST. W przypadku szczepow S. pseudintermedius zroznicowanie bylo nieco
wieksze ale na podstawie wspotczynnika podobienstwa na poziomie 90%, zidentyfikowano

zaledwie dziewie¢ profili genomowych, ktore byty do siebie podobne w réznym stopniu, od
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zaledwie 12% do nawet 82%. Poszczegolne profile obejmowaty od jednego do nawet 15
szczepow (Rycina 10), ktére roznity sie zrodlem pochodzenia, typem sekwencji ST oraz
profilami opornosci i wirulencji, niemniej w przypadku szczepow MRSA i MRSP

izolowanych od psoéw, nie stwierdzono migedzy nimi zadnej korelacji.

Rycina 9. Dendrogram podobienstwa badanych szczepéw MRSA izolowanych od psow (metoda

ADSRRS-fingerprinting)
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Rycina 10. Dendrogram podobienstwa badanych szczepow MRSP izolowanych od psow (metoda
ADSRRS-fingerprinting)
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6.2. Wyniki cze¢sci immunologicznej

Wyniki opisane w tym podrozdziale dotycza wytacznie zwierzat gospodarskich (owiec),

opisanych w Publikacji nr 3.
6.2.1. Morfologia malych przezuwaczy

Warto$ci wszystkich parametrow hematologicznych krwi badanych owiec miescily si¢
w zakresie wartosci fizjologicznych (Latimer, 2011) (Tabela 40). Nie stwierdzono rowniez

réznic istotnych statystycznie mi¢dzy rasami.

Tabela 40. Parametry hematologiczne osocza krwi maciorek (SWI- Swiniarka, UHR- Uhruska

(Polska Owca Nizinna)

Parametry Rasa Grupa Staphylococus p-value
krwi kontrolna (grupa)
WBC (10°/uL) UHR  6.6+1.8 5,842.3 0.4
SWI 7.7+1.6 8.7+2.2 0.3
LYM (10%uL) UHR  3.7£0.9 3.241.2 0.3
SWI 4.240.7 3.8+1.6 0.6
GR (10°/uL)  UHR  2.8£1.0 2.6+1.3 0.4
SWI 3.4+1.2 4.7+1.9 0.1
RBC (10°%uL) UHR  9.9£0.6 9.7+1.5 0.7
SWI 8.240.5 8.0+1.2 0.8
HGB (g/dL) UHR  12.3+0.8 12.3£2.0 0.9
SWI 10.5+1.0 10.6£1.3 0.8
HCT (%) UHR  29.4+0.7 29.9+1.6 0.7
SWI 27.942.1 27.3£1.7 0.2
MCV (f1) UHR  29.7+1.3 29.8+1.1 0.6
SWI 32.240.9 31.3+3.7 0.5
MCH (pg) UHR  10.4£0.5 10.6+0.4 0.4
SWI 11.0+0.4 11.5+0.7 0.2

Wartosci oznaczajg $rednig + btad standardowy; $rednie w kazdym wierszu oznaczone * rdznig si¢
istotnie (p <0,05). Skroty: WBC — biate krwinki; LYM — limfocyty; GR — granulocyty; RBC — liczba
czerwonych krwinek; HGB — hemoglobina; MCV — $rednia obj¢tos¢ krwinki czerwonej; HCT —

hematokryt; MCH — $rednia zawarto$§¢ hemoglobiny w krwince
6.2.2. Ekspresja genow wybranych cytokin oraz bialek ostrej fazy

W badaniu wykryto ekspresj¢ czterech gendw cytokin i trzech genow bialek ostrej fazy
w leukocytach w grupie owiec- nosicieli S. aureus 1 bez obecnosci S. aureus (grupa

kontrolna): IL-1a., IL-1p, IL-6, TNF-a, SAA, Hp i Cp. Zaobserwowano statystycznie istotny
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wzrost zarowno IL-6, jak i Hp w czasie cigzy w leukocytach owiec-nosicieli S. aureus, rasy
Uhruska. Statystycznie istotne rdéznice zaobserwowano rowniez w czasie cigzy mig¢dzy
obiema grupami badawczymi w przypadku IL-6 i Hp. Podobne tendencje zaobserwowano

u owiec rasy Swiniarka, ale roznice nie zostaty potwierdzone statystycznie (Tabela 41).
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i przedstawiaja $rednig + odchylenie standardowe (SD). Srednie w obrebie kazdej linii

Wartosc

bznig sig istotnie (p < 0,05). Srednie w obrebie grup (bez S.

znymi literami (a, b,) 16

ne ro

0znaczo

Uhruska ( Polska

r6znia sie istotnie (p < 0,05); UHR —rasa

) oznaczone *

eus (kontrola)/S. aureus

Owca Nizinna); SWI — rasa

Swiniarka

Ponizsze ryciny prezentuja graficzny wykres poziomu cytokin u owiec rasy Swiniaka oraz

owiec rasy Uhruska w badanych terminach (schemat pobrania zostal przedstawiony

w punkcie 4.1.).
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Rycina 12. Ekspersja genu /L-1 u dwoch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka) w badanych

terminach
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Rycina 13. Ekspersja genu /L-6 u dwoch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka) w badanych

terminach
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\
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Swiniarka) w badanych

owiec (Uhruska oraz

Rycina 14. Ekspersja genu TNF-o u dwoch ras
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Rycina 16. Ekspersja genu Hp u dwéch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka) w badanych terminach

5 Hp

Control S. aureus Control S. aureus

-
Nom

UHR

N Before pregnancy - During pregnancy  |ll After delivery

Rycina 17. Ekspersja genu Cp u dwoch ras owiec (Uhruska oraz Swiniarka) w badanych terminach
7 Cp

\ \E
1]
\\ \\
S. aureus S. aureus
UHR SWI
N Before pregnancy = During pregnancy Il After delivery
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7. Dyskusja

Obecnie catkowita liczba wszystkich gatunkéw bakterii, zaréwno patogendw, jak
1 komensali, we wszystkich siedliskach na $wiecie moze przekracza¢ milion (Jezak i in.,
2021). Wiele z tych gatunkéw to mikroorganizmy wystepujace zarowno u zwierzat, jak
i w ich siedliskach. Do najliczniejszych rodzajow w tej grupie naleza Staphylococcus spp.,
Salmonella spp.; Campylobacter spp., Listeria spp., Enterococcus spp. 1 bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae (Woolhouse i in., 2015; Jezak 1 in., 2021; Wesolowska 1 in., 2023).
Niektére z tych gatunkow moga rowniez stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia
publicznego, w tym bakterie z rodzaju Staphylococcus, ze szczegdlnym uwzglednieniem
S. aureus 1 innych tzw. koagulazododatnich gatunkow. Nalezy wskaza¢, iz srodowisko
naturalne jest jednym z trzech gtownych elementdw powszechnie znanej koncepcji One
Health, ktéra zaktada, ze zdrowie cztowieka jest nierozerwalnie zwigzane ze zdrowiem
zwierzat i $rodowiskiem naturalnym (Aslam i in., 2021). Z jednej strony rézne gatunki
zwierzat wolno zyjacych mozna uzna¢ za integralng cz¢s¢ srodowiska naturalnego; z drugiej
strony moga one stanowi¢ potencjalne 1 nieznane rezerwuary roéznorodnych
mikroorganizméw stanowigcych zagrozenie dla zdrowia publicznego. Z drugiej za$ strony
précz zwierzat wolno zyjacych bytujacych w srodowisku naturalnym lub nieopodal siedlisk
ludzkich, na co dzien cztowiek ma bezposredni kontakt z innymi gatunkami zwierzat, takimi
jak zwierzgta towarzyszace oraz zwierzeta gospodarskie. Zwierzeta takie jak psy i koty
towarzysza ludziom od setek lat, utrzymujac z nimi bliski kontakt, a nawet traktowane sa
jak czlonkowie rodziny. Z kolei zwierzeta gospodarskie stanowig zrodto zywnosci
zwierzecego pochodzenia, co rGwniez niesie ze soba ryzyko przenoszenia mikroorganizmow

o réznym stopniu wirulencji, w tym mikroorganizmow wielolekoopornych.

Podazajac zatem za koncepcja ,.Jednego zdrowia” w niniejszej pracy podjeto si¢ oceny
przedstawicieli gatunkowych wszystkich wymienionych grup zwierzat w aspekcie ich
znaczenia jako rezerwuarow drobnoustrojow nalezacych do rodzaju Staphylococcus,
potencjalnie stanowigcych zagrozenie dla zdrowia publicznego. Postawiono hipotezg, iz bez
wzgledu na gatunek zwierzecia, jego status jako domowego lub wolno zyjacego 1 poziom
stosowanej antybiotykoterapii, bedzie on stanowi¢ rezerwuar bakterii z rodzaju
Staphylococcus, przy czym najczesciej notowane determinanty opornos$ci i/lub wirulencji
beda wystepowaty u badanych izolatow, podobnie jak w przypadku szczepdw pochodzacych

od cztowieka, a by¢ moze zostang rowniez wykazane okreslone klony szczepow, istotnych
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epidemiologicznie. W zwigzku z dwoistoscig charakteru wystepowania bakterii z rodzaju
Staphylococcus u zwierzat 1 czlowieka (patogen lub komensal) oraz niezwykla

plastycznoscig ich genomdw, drobnoustroj ten wymaga dalszych badan.

Prewalencja oraz miejsca predylekcyjne izolacji bakterii Staphylococcus u zwierzat
Zwierzgta gospodarskie (owce)

Mate przezuwacze, takie jak owce, sg dos$¢ istotnym rezerwuarem bakterii z rodzaju
Staphylococcus, co potwierdzity rowniez niniejsze badania (Publikacjanr 1 i 2). Specyficzny
podwojny status tego gatunku (jako komensala lub patogenu odpowiedzialnego za szeroki
zakres zakazen 1 zatru¢ pokarmowych) jest czestym celem badan jako przyczyna chordb, ale
rzadziej celem badan przesiewowych zaréwno u ludzi, jak i u r6znych gatunkéw zwierzat.
W przypadku owiec 1 kéz wyniki badan zazwyczaj koncentruja si¢ na analizie tego
mikroorganizmu jako patogenu odpowiedzialnego za mastitis, infekcje drog oddechowych
lub posocznicg u jagnigt (Merz i in., 2016; Vasileiou 1 in., 2019; Sezzi 1 in., 2024), natomiast
badania monitorujagce odnosnie wystgpowania 1 charakterystyki tych szczepow,
izolowanych od zdrowych klinicznie zwierzat sa przeprowadzane znacznie rzadziej u tych
gatunkéw zwierzat. Niemniej dostgpne badania potwierdzily, ze niezaleznie od rasy,
S. aureus jest powszechnie obecny u zdrowych owiec, chociaz w bardzo zréznicowanym
odsetku w zaleznosci od rasy i miejsca pobrania probki. Saad 1 in. (2024) wykazali 80%
poziom nosicielstwa izolatéw S. aureus u kéz 1 owiec, podczas gdy Vautor i in. (2005)
potwierdzili wystepowanie S. aureus na btonie §luzowej jamy nosowej tylko u 29%
zdrowych owiec. Z kolei Agabou i in. (2017) wykazali 44% nosicielstwo S. aureus rbwniez
w materiale pobranym z tego samego miejsca. Dlatego badania zastosowane w Publikacji nr
2 zostaty oparte o nieco inng strategi¢ pobierania materialu; uwzgledniajaca az cztery rézne
miejsca pobrania 1 cztery rdzne okresy zwigzane z fizjologicznym cyklem cigzowym
u dwoch ras owiec, w tym jednej, ktora jest niemal natywna (rasa Swiniarka), a zatem
teoretycznie bardziej odporna na kolonizacj¢ przez mikroorganizmy. Btona §luzowa jamy
ustnej okazata si¢ by¢ najczesciej kolonizowana przez S. aureus ( 60% wszystkich szczepow
S. aureus pochodzito z tego miejsca). Co wigcej, az dwie trzecie tych izolatow uzyskano od
owiec rasy Uhruska. Podobnie w przypadku izolatow z mleka, dziewi¢¢ na dziesig¢
szczepdw pochodzito z mleka owiec tej samej rasy. W przypadku pozostatych miejsc izolacji
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odsetek ten pozostat stosunkowo niski, wahajac si¢ od 14,6% z blony suzowej odbytu do
zaledwie 6,8% z zewngtrznego przewodu stuchowego, a poziom izolacji byt porownywalny
dla obu ras. Uzyskane wyniki wskazujg na stosunkowo wysoki wskaznik kolonizacji
S. aureus blony §luzowej jamy ustnej klinicznie zdrowych owiec i sugeruja, ze btona
stuzowa jamy ustnej powinna by¢ brana pod uwage przede wszystkim przy wyborze
najbardziej reprezentatywnego miejsca pobrania probek, szczegodlnie w przypadku badan
przesiewowych, poniewaz w przypadku pobierania materiatu z innych okolic ciata, wyniki
dotyczace kolonizacji bakteriami z rodzaju Staphylococcus moga by¢ znaczaco
niedoszacowane. Przeprowadzona analiza wykazala rdwniez dwukrotnie wyzszy poziom
odsetka kolonizacji S. aureus u rasy Uhruska w poréwnaniu z owcami rasy Swiniarka, co
moze wskazywa¢ na istotnie wyzszy poziom mechanizmoéw obronnych zwigzanych
z kolonizacja u klinicznie zdrowych zwierzat rasy bardziej prymitywnej. Najczestszymi
miejscami pobierania probek u owiec sg skoéra wymienia lub strzyku oraz jama nosowa lub
btona $luzowa odbytu, w przeciwienstwie do jamy ustnej (Haag i in., 2019), ktora, co
wykazano roéwniez w niniejszych badaniach, jest gtownym miejscem kolonizacji przez
S. aureus. Obecnos$¢ S. aureus w jamie ustnej u dorostych zwierzat prawdopodobnie sprzyja
takze pionowej transmisji tego mikroorganizmu mi¢dzy matkg a nowonarodzonym
jagnieciem, poniewaz lizanie jest czg¢scig naturalnego zachowania zwigzanego
z nawigzywaniem zdrowej wiezi matka-jagni¢, uczeniem si¢ zapachu i zache¢caniem do
pobierania siary. Lizanie przez matke jest rowniez niezbedne dla higieny i1 rozpoznawania
potomstwa w stadzie. Badanie przeprowadzone przez Campos 1 in. (2023) na klinicznie
zdrowych ochotnikach wykazato, ze podobnie jak u owiec, jama ustna czlowieka jest
réwniez bardzo czgsto skolonizowana przez szczepy S. aureus. Co wigcej jama nosowa
iustna moga by¢ niezaleznie kolonizowane przez rozne szczepy nalezace do gatunku
S. aureus, na przyktad o roznych profilach opornosci, co jest niezwykle istotne
z epidemiologicznego punktu widzenia. Przeprowadzone w publikacji nr 2 badania
wykazaty rowniez obecno$¢ zroznicowanych szczepow S. aureus wystepujacych u tego
samego osobnika (owcy), ale izolowanych z réznych miejsc, co potwierdza, ze izolacja tylko
jednego potencjalnie reprezentatywnego szczepu nie odzwierciedla pelnego poziomu
oporno$ci i/lub wirulencji szczepow S. aureus wystepujacych u danego gospodarza.
Potwierdzono rowniez, ze poziom kolonizacji S. aureus u owiec nie jest wartoscig stalg
1 zmienia si¢ nie tylko w zalezno$ci od rasy i miejsca pobrania, ale zalezy takze od stanu
fizjologicznego, np. zwiazanego z ciaza. Wykazano, ze w czasie okresu cigzy, niezaleznie

od jej etapu (poczatkowego lub koncowego), poziom kolonizacji S. aureus istotnie wzrasta
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(trzykrotnie) w poréwnaniu z okresem przedcigzowym i spada dwukrotnie po porodzie,
w poréwnaniu z ostatnim okresem ciazy, co bylto szczegélnie widoczne u rasy Swiniarka.
Jest to prawdopodobnie zwigzane z faktem, iz w czasie cigzy obserwuje si¢ zmiany
w skladzie 1 rozmieszczeniu komorek uktadu odpornosciowego oraz wahania stezenia
cytokin. Jest to niezb¢dne dla utrzymania ptodu w tym okresie, ale zjawisko to moze ostabia¢
poziom odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowej (Downs i in., 2018; Greguta-Kania i in., 2020)
1 wskazywa¢ na zmniejszone zaangazowanie mechanizméw obronnych matki w okresie
fizjologicznej cigzy. Przektada si¢ to z kolei na wyzszy odsetek kolonizacji
mikroorganizmami komensalnymi, takimi jak S. aureus, lub zmiang ich statusu na patogen
1 wigkszg zdolno$¢ do wywotywania zakazen, w poréwnaniu z okresem przed cigza. Warto
réwniez zauwazy¢, ze brak izolacji S. aureus od owiec rasy Swiniarka przed cigza moze
wynika¢ z faktu, ze ta prymitywna rasa jest bardziej odporna na kolonizacje (Hahaj-
Siembida i in., 2025). W publikacji nr 1 z kolei potwierdzono wysoki odsetek wystepowania
bakterii z rodzaju Staphylococcus (70%) w mleku owiec bedacych w laktacji. Zjawisko to
moze by¢ wynikiem réznych proceséw, réwniez zwigzanych z wystegpowaniem stanu
patologicznego. W zalezno$ci od zastosowanych kryteriow, obecno$¢ tzw. gléwnych
patogendw (do ktorych zalicza si¢ E. coli, S. agalactiae 1 S. aureus) determinuje klasyfikacje
danego przypadku jako klinicznego lub subklinicznego mastitis (Loncaric i in., 2019). Co
cickawe, w niniejszym badaniu u owiec nie stwierdzono zadnych zmian klinicznych
w wymieniu mimo obecnosci S. aureus w mleku, co potencjalnie mogtoby kwalifikowac
przypadki S. aureus-dodatnie jako subkliniczne mastitis. Niestety ze wzgledu na krotki okres
po porodzie ocena liczby komodrek somatycznych u badanych zwierzat nie bytaby
wiarygodna (Albenzio i in., 2019). Z kolei w przypadku izolacji CoNS istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze przy braku objawow klinicznych u zwierzat moze to by¢ infekcja
subkliniczna, zazwyczaj o podtozu srodowiskowym, lub po prostu nosicielstwo. Vassielieou
in. (2019) wykazali, ze nosicielstwo koagulazoujemnych gatunkow Staphylococcus
w gruczotach mlekowych u owiec wynosi okoto 6,5%, podczas gdy odsetek izolacji
szczepow CoNS w niniejszych badaniach wynidst az 30%; stad trudno byloby uznad
wszystkie przypadki za nosicielstwo. Jak wykazali Fragkou i in. (2007) oraz Chajgcka-
Wierzchowska 1 in. (2023), status bakterii jako komensala, w sprzyjajacych warunkach (np.
obnizona odpornos¢ u zwierzat) moze zmienic si¢ w patogen, prowadzac do mastitis. Proces
ten najczeSciej] pojawia si¢ w momencie odsadzenia (Vasileiou 1 in., 2019).
W przeprowadzonej analizie niektore gatunki CoNS, takie jak S. xylosus lub S. simulans,

powtarzatly sie¢ znacznie czes$ciej w wynikach bo zostaty wyizolowane odpowiednio u ponad
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22% 1 14% zwierzat, przy czym nalezy wskaza¢, ze profil gatunkowy CoNS w tym
przypadku moze by¢ odmienny lub bardziej zréznicowany. Wsrod gatunkéw CoNS,
w zaleznosci od potozenia geograficznego i dominujacego gatunku srodowiskowego, rozne
gatunki mogg by¢ izolowane z r6zng czgstotliwoscig (Vasileiou i in., 2019), przyktadowo
S. xylosus 1 S. simulans byty najczesciej izolowanymi gatunkami w niniejszych badaniach,
podczas gdy inni badacze wykryli je odpowiednio na poziomie zaledwie 17% 1 9%, a nawet
W znacznie nizszym odsetku, na poziomie pojedynczych przedstawicieli tych gatunkéw
(Achek 1 in., 2019). Bakterie CoNS stanowig réwniez dominujgcg mikrobiote skory owiec
(Wesotowska 1 in., 2023), dlatego ich obecno$¢ moze mie¢ nie tylko pochodzenie
srodowiskowe ale zakazenia wymienia mogg mie¢ zrodlo endogenne. Niestety ze wzgledu
na niewielka liczbe izolatow CoNS w przeprowadzonych badaniach, nie wykazano korelacji
migdzy gatunkiem CoNS a rasg zwierzat. W przypadku izolatow S. aureus poziom izolacji
u obu ras byt zblizony; dlatego trudno bylo wskaza¢ specyficzno$¢ zwigzang z rasa
gospodarza (Uhruska vs Swiniarka). Jednakze, wyzszy niz w przypadku badan innych
autoréw odsetek izolacji S. aureus (40%) 1 CoNS (30%) u zwierzat moze by¢ zwigzany
z faktem, ze owce pochodzily z jednej fermy 1 moglo doj$¢ do bezposredniej transmisji
szczepow lub gatunkow ze wzgledu na bliski kontakt zwierzat. Jedng z przyczyn moze by¢
réwniez stata obecnos¢ okre§lonego szczepu S. aureus na fermie, ktorego gtéwnym zrodtem
niekoniecznie sg zwierz¢ta, a raczej moga to by¢ hodowcy lub osoby zajmujace si¢ na co
dzien zwierz¢tami. Przyktadowo, badania Leroy i in. (2019) wykazaty, niski wskaznik
nosicielstwa S. aureus u owiec (9-14%), podczas gdy wskaznik nosicielstwa u hodowcoéw
byt dos¢ wysoki, siggajac nawet 60%. Staty kontakt miedzy zwierzetami 1 obecnos¢ ssgcych
jagniagt moze by¢ réwniez jednym z czynnikow predysponujacych do tak wysokiego odsetka
S. aureus w mleku owczym (Vasileiou i in., 2019b). Jest to zwigzane z potencjalnym

krzyzowym ssaniem innych matek i rozprzestrzenianiem si¢ patogenu wsrod zwierzat

ta droga.

Analiza ekspresji gendw wybranych markeréw procesu zapalnego w odniesieniu do

wystepowania S. aureus u zwierzat w réznych okresach fizjologicznych

Istotng obserwacja poczyniong w badaniach wlasnych jest fakt, iz S. aureus pojawia si¢
uowiec rasy Swiniarka (rasa natywna) jedynie w okresie cigzy, co moze wynikaé
z fizjologicznego efektu immunosupresji w tym czasie. W poprzednim badaniu

przeprowadzonym przez Gregula-Kania 1 in. (2020) obserwowano zmiany parametrow
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bialych krwinek (liczba leukocytéw i odsetek limfocytow zmniejszat si¢, a liczba
granulocytow wzrastala), co mialo wptyw na utrzymanie plodu i efekt immunosupres;ji.
Z drugiej strony organizm gospodarza bytby bardziej podatny na kolonizacj¢ przez bakterie,
m. in. S. aureus. Dlatego w badaniach wtasnych dokonano analizy poréwnawczej dwoch
grup zwierzat (zdrowych klinicznie nosicieli S. aureus oraz zwierzat u ktorych nie wykazano
obecnosci S. aureus) w odniesieniu do poziomu ekspresji wybranych genéw cytokin i biatek
ostrej fazy. Zakazenie bakteryjne, a nawet nosicielstwo bakterii u przezuwaczy moze
prowadzi¢ do ogdlnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej, objawiajacej si¢ zwiekszong
ekspresja cytokin we krwi. Zmiany te odzwierciedlaja aktywacj¢ uktadu odpornosciowego
(Kaminska 1 in., 2024). W badaniach wtasnych przeprowadzono analize¢ ekspresji genow
cytokin IL-6, TNF-a, IL-1a 1 IL-1f. Ich funkcje obejmuja regulacje procesu zapalnego
1 odpowiedzi na zakazenie. IL-6 jest wydzielana przez makrofagi i komorki §rodbtonka;
stymulujac produkcje¢ biatek ostrej fazy w watrobie i wspomagajac réoznicowanie limfocytow
B i T, w tym komoérek Th17. O§ Th17/IL-17 stanowi gldwng obron¢ przed patogenami
zewnatrzkomérkowymi, takimi jak S. aureus u ludzi 1 zwierzat, poniewaz odpowiada
za mobilizacj¢ neutrofili w miejscu zakazenia, wzmacnianie bariery nabtonkowej
i indukowanie aktywnos$ci peptydow przeciwdrobnoustrojowych w skorze i1 btonach

Sluzowych (Broker i in. 2016; Mills i in. 2022).

Warto podkresli¢, ze w badaniach wlasnych zaobserwowano roznice istotne statystycznie
miedzy grupami badawczymi w przypadku ekspresji genow IL-6 1 Hp, ale tylko w okresie
cigzy. Co wigcej, poziom aktywnosci wybranych mechanizméw odpornosciowych moze
by¢ skorelowany zrasa zwierzat, poniewaz zaobserwowano istotny wzrost ekspres;ji
zarowno genu /L-6, jak 1 Hp w okresie cigzy w leukocytach owiec rasy Uhruska u nosicieli
S. aureus w poréwnaniu ze zwierzg¢tami, u ktorych nie stwierdzono obecnosci S. aureus.
Podobne tendencje zaobserwowano u owiec rasy Swiniarka, jednak réznice te nie zostaty
potwierdzone statystycznie. Haptoglobina jest syntetyzowana w odpowiedzi na prozapalna
cytoking IL-6, ktérej ekspresja genu byta rowniez zwigkszona w leukocytach owiec,
u ktorych zostat wykazany S. aureus. U bydla ekspresja mRNA haptoglobiny wzrasta
zarOwno w watrobie, jak 1 gruczole mlekowym po zakazeniu S. aureus, a wzrost ten jest
zauwazalny juz 48 godzin po zakazeniu (Abdelmegid i in., 2017). Nalezy podkresli¢, iz
wigkszo$¢ dotychczasowych badan nad odpowiedziag immunologiczng przezuwaczy
opierata si¢ na analizie komorek somatycznych mleka lub komorek srodbtonka wymienia.

W badaniach wilasnych analizy przeprowadzono w leukocytach krwi. Nalezy rowniez
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podkresli¢, iz haptoglobina silnie hamuje wigzanie hemu przez receptor IsdH S. aureus
kompleksu Hp—Hb. Hp zapobiega pobieraniu zelaza z hemoglobiny przez patogeny, co
z kolei ogranicza ich wzrost (Mikkelsen i in., 2020). Zakazenie S. aureus moze stymulowac
odpowiedz immunologiczng gospodarza w réznym stopniu, co z kolei determinuje
intensywno$¢ procesu zapalnego. Réwniez badanie przeprowadzone przez Gilberta i in.
(2013) wykazato iz podczas zakazenia wywolanego przez S. aureus aktywowane sg gldwnie
szlaki AP-111L-17A, co wskazuje na tendencj¢ do przewlektego i1 subklinicznego przebiegu
infekcji. Staba aktywacja odpowiedzi immunologicznej przez S. aureus moze pozwolié
bakteriom unikng¢ eliminacji przez uktad odporno$ciowy gospodarza. Pomimo, iz
przeprowadzono wiele badan majacych na celu wyjasnienie ztozonych procesow
fizjologicznych 1 komoérkowych zachodzacych w odpowiedzi na patogeny, mechanizmy
ochronne wciaz nie sg do konca jasne. Warto rowniez zauwazy¢, ze badania nad ekspresja
genow uktadu odpornosciowego u owiec, w poroéwnaniu z innymi gatunkami (bydlto, Swinie)
s bardzo skape, a potencjalne mechanizmy korelacji migdzy aktywacja procesow zapalnych

a obecnoscia S. aureus wcigz nie sa w pelni poznane (Vautor i in., 2009; Renna i in., 2019).

Zwierzeta towarzyszace (psy 1 koty)

Bakterie z rodzaju Staphylococcus wystepuja zardwno u ludzi, jak 1 u zwierzat
towarzyszacych, dlatego dwukierunkowy transfer tej grupy bakterii jest mozliwy i czgsty,
szczegolnie w przypadku koagulazododatnich Staphylococcus (Cuny 1 in. 2022). Badania
przedstawione w publikacji nr 5, wykazaly stosunkowo wysoka czestos¢ wystepowania
Staphylococcus spp. u zwierzat towarzyszacych, szczeg6élnie u pséw, u ktoérych wykryto
te mikroorganizmy az u 52,3% badanych zwierzat. Wérdd kotow odsetek wystepowania
Staphylococcus spp. wykazano zaledwie na poziomie 34,4%, przy czym wsrdd
zidentyfikowanych gatunkéw przewazaty szczepy koagulazoujemne, poniewaz tylko 25%
wszystkich szczepéw wyizolowanych od kotow przypisano do dwoch koagulazododatnich
gatunkow: S. aureus 1 S. pseudintermedius. Uzyskane wyniki s3 nieco odmienne
w porownaniu z wynikami prewalencji, uzyskanymi przez innych autorow, réwniez
w Polsce. Nalezy jednak zauwazy¢, ze odsetek izolacji i sktad gatunkowy Staphylococcus
spp. zalezg w duzej mierze od stanu klinicznego gospodarza, miejsca izolacji 1 poziomu
kontaktu z ludZmi. Badania przesiewowe przeprowadzone przez Miszczak 1 in. (2022)

na klinicznie zdrowych psach i kotach i z objawami infekcji, wykazaly wyzsza czestosé
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wystepowania Staphylococcus spp. u kotow w poréwnaniu z psami oraz przewage gatunkow
takich jak S. felis 1 S. epidermidis, a przyktadowo w niniejszym badaniu odsetek izolacji
u ktéw byt na niskim poziomie, a S. felis, gatunek blisko zwigzany z kotem jako gospoarzem,
zostal wyizolowany tylko od jednego kota. Z kolei w badaniu przeprowadzonym przez
Bierowiec i in. (2021) wykazano, ze trzymanie kotdw razem z psami determinuje zmienno$¢
profilu gatunkowego Staphylococcus 1 sprzyja wyzsze] czestosci wystepowania
S. pseudintermedius, gatunku zwigzanego gtéwnie z psem jako gospodarzem. Podobnie
wiekszy kontakt zwierzat z ludzmi moze prowadzi¢ do wyzszej czestosci wystepowania
S. aureus u tych pierwszych (Bierowiec i in. 2016). Badany region jest rOwniez czynnikiem
modulujacym profil gatunkowy Staphylococcus u zwierzat towarzyszacych, a nawet ich
wladcicieli. Gatunek zwierzat towarzyszacych 1 poziom kontaktu miedzy ludZzmi a tymi
zwierzetami w duzej mierze zaleza od réznic kulturowych 1 tradycji panujacych w danym
regionie lub kraju. Na przyktad w badaniu przeprowadzonym przez Abdullahi i in. (2024)
w Hiszpanii u zdrowych klinicznie psoéw 1 ich wiascicieli, S. epidermidis 1 S. hominis
dominowaty u obu gatunkéw, co moze wskazywac na bliski kontakt i prawdopodobienstwo
wzajemne] wymiany tcyh mikroorganizméw. Ponadto Cuny i in. (2022) wykazali, ze
S. aureus jest przenoszony czesciej migdzy ludzmi i zwierzetami niz S. pseudintermedius
migdzy psami i ich wlascicielami. Jednak, podobnie jak w badaniach innych autorow
(Kasprowicz i in. 2011, Nocera i in. 2025), najwyzszy odsetek izolatow Staphylococcus
uzyskano ze skory i btony $luzowej jamy ustnej badanych zwierzat, co potwierdza, ze
obszary te sg miejscami predylekcyjnymi do pobierania materiatu do badan przesiewowych.
Pobieranie kalu lub wymazow z odbytu do badan przesiewowych w kierunku izolacji
1 analizy Staphylococcus moze dawa¢ wyniki falszywie ujemne. Niski odsetek gatunkow
Staphylococcus w mikrobiomie jelitowym u psow potwierdzaja roéwniez badania oparte na

sekwencjonowaniu genomu mitochondrialnego (Thomsen i in. 2023).

Zwierzeta wolno zyjace (lisy rude)

Lis rudy (Vulpes vulpes), czyli jeden z najpospolitszych gatunkow w Polsce 1 innych krajach
europejskich (Jackowiak 1 in., 2021; Delcourt 1 in., 2022), jest doskonalym przyktadem
gatunku, ktéry moze by¢ biomarkerem rzeczywistego zanieczyszczenia Srodowiska.
Charakteryzuje si¢ on stosunkowo wysokim potencjatem migracyjnym, co jest szczegolnie

istotne w przypadku szczepow analizowanych w niniejszym badaniu. Kolejnym elementem
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wskazujagcym na przydatnos$¢ lisa rudego jako gatunku wskaznikowego jest jego wysoki
potencjat synantropizacji i bardzo zrdéznicowana dieta. Do$¢ powszechna obecnos$¢ lisow
rudych w miastach i w poblizu gospodarstw hodowlanych, wigze si¢ z fatwym dostepem do
zrodet pozywienia (np. S$mietnikéw) (Jackowiak 1 in., 2021). Z drugiej strony,
wszystkozerno$¢ tej grupy zwierzat zwigksza mozliwo$¢ kumulacji rdéznego rodzaju
patogenow i szczepow wielolekoopornych, w tym gatunkdéw komensalnych czy tzw. bakterii
wskaznikowych, ktore moga tatwo przenosi¢ geny opornosci, a nawet wirulencji, na gatunki
scisle patogenne poprzez horyzontalny transfer genéw (HGT) (Nowakiewicz i in., 2020a).
Bogaty panel czynnikéw wirulencji w polaczeniu z licznymi mechanizmami nabywania
lekoopornosci poprzez HGT stwierdzono réwniez u bakterii Staphylococcus (Cheung i in.,
2021; Howden i in., 2023). W pierwszym etapie badan przeprowadzonych w publikacji nr
5, analizowano wystepowanie i zakres gatunkow Staphylococcus w probkach pobranych
z dwoch obszaréw ciata lisoéw rudych, tj. jamy ustnej i blony $luzowej odbytu. Wigkszo$¢
pozytywnych izolacji (46,4%), pochodzita z probek btony sluzowej jamy ustnej; a zaledwie
29% probek pobranych z odbytu bylo dodatkich pod katem obecno$ci Staphylococcus.
Prawie trzy czwarte tych szczepow (81,4%) nalezato do CoPS (wynik istotnie statystyczny).
Dlatego tez niniejsze badania potwierdzily réwniez u liséw rudych, ze w badaniach
przesiewowych dotyczacych izolacji Staphylococcus znacznie bardziej wskazane jest
pobieranie probek z jamy ustnej niz z odbytu. Wyniki badan potwierdzity réwniez
dominujacy profil gatunkowy Staphylococcus u lisow rudych. Badania Nowakiewicz 1 in.,
2016 rowniez wykazaty, ze 60% tych zwierzat bylo skolonizowanych przez
S. pseudintermedius. Z drugiej strony, obecne wyniki nie wskazujg na statystycznie istotne
roéznice w czgstosci izolacji S. pseudintermedius migdzy probkami pobranymi z jamy ustnej
1 odbytu. Podobnie, dane przedstawione przez Paula i in. (2012) oraz Rubina i Chirino-Trejo
(2011) w badaniach na psach wskazywaly na porownywalny stopien kolonizacji gardta
1 odbytnicy przez S. pseudintermedius. Nalezy podkresli¢, iz pomimo, ze gatunek ten
dominuje u psowatych, jest coraz czgsciej izolowany rowniez od ludzi (Carroll 1 in., 2021).
Jednakze bakterie te sa izolowane tylko od pacjentow z obnizong odporno$cia
1 wspolistniejacymi chorobami metabolicznymi (Yarbrough i in., 2018), podczas gdy zdrowi
ludzie, ktorzy maja codzienny kontakt z psami (wtasciciele, lekarze weterynarii, hodowcy
1inny personel weterynaryjny) sa zazwyczaj kolonizowani przez ten gatunek jedynie
tymczasowo (Carroll i in., 2021). S. aureus zostal wykazany jako drugi co do liczebnosci
wsrod gatunkow Staphylococcus, kolonizujacych lisa rudego. Jest on obecny u wielu

gatunkow zwierzat 1 istnieje wiele doniesien literaturowych na temat wystepowania
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1znaczenia epidemiologicznego tego gatunku rowniez u zwierzat wolno zyjacych
(Abdullahi i in., 2021; Heaton i in., 2020; Martinez-Seijas i in., 2023). W zaleznos$ci od
gatunku zwierzgcia 1 protokotu izolacji, czgstos¢ wystepowania S. aureus waha si¢ od 0%
do nawet ponad 90% (FeBler i in., 2018; Heaton i in., 2020; Martinez-Seijas i in., 2023;
Monecke i in., 2016). Jednak w przypadku lisa rudego liczba publikacji na temat
wystepowania i charakterystyki S. aureus jest ograniczona (Heaton i in., 2020; Monecke
11n., 2016; Nowakiewicz i in., 2016; O’Hagan i in., 2021) dlatego uzyskane dane stanowig
cenne uzupetienie dotychczasowych informacji w zakresie prewalencji 1 zroznicowania

profili gatunkowych Staphylococcus wystepujacych u lisa rudego.

Profile lekowrazliwosci szczepow Staphylococcus izolowanych od réznych gatunkéw

zwierzat
Zwierzgta gospodarskie (owce)

U zwierzat gospodarskich (owiec) zostaty przeprowadzone dwa typy analiz porownawczych
w odniesieniud do dwoch ras tych zwierzat (Uhruska i Swiniarka). W publikacji nr 2 badania
byty skoncentrowane przede wszystkim na analizie profili lekowrazliwosci S. aureus
izolowanych z rdéznych miejsc 1 w réznych okresie przed i1 poporodowym, natomiast
w publikacji nr 1 analizowano lekowrazliwo$¢ szczepow Staphylococcus spp. izolowanych
wylacznie z mleka. Jak wskazano wczesniej, rodzaj Staphylococcus jest izolowany w 70%
przypadkach klinicznego mastitis owiec (przy czym najczesciej zglaszanym gatunkiem jest
S. aureus) ale jednoczes$nie stanowi jeden z gtownych sktadnikow mikrobioty skéry 1 bton
Sluzowych tych zwierzat (Vasileiou i in., 2019). Potaczenie wysokiego poziomu opornosci
na antybiotyki 1 bogatego zestawu czynnikow wirulencji sprawia, ze S. aureus oraz inne
gatunki izolowane od owiec 1 ich mleka stanowi zagrozenie dla zdrowia publicznego.
Badania wykazaty stosunkowo wysoki poziom lekoopornosci wsrdd wyizolowanych
szczepOw, z najwyzszym poziomem opornosci na klindamycyne, erytromycyne,
tetracykling i penicyling, co bylo zgodne z profilem oporno$ci opisywanym przez innych
autoréw (Rosu 1 in., 2025; Papadopoulos i in., 2019). W przypadku szczepow S. aureus
izolowanych z réznych miejsc, 46,6% z nich spetniato kryteria opornosci wielolekowe;.
Z kolei oporno$¢ fenotypowa na co najmniej jeden S$rodek przeciwdrobnoustrojowy
odnotowano az u 88,6% wyizolowanych szczepéw z mleka (publikacja nr 1). Sposréd
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wszystkich izolatow, tylko cztery szczepy S. aureus (wyizolowane od owiec rasy Swiniarka)
byty wrazliwe na wszystkie badane $rodki przeciwdrobnoustrojowe, réwniez u owiec tej
rasy zaobserwowano tylko jeden szczep MDR. Natomiast izolaty pochodzace z mleka od
owiec rasy Uhruska byly oporne i az siedem z nich (43% wszystkich izolatéw UHR)
zarowno z grupy CoNS, jak i nalezacych do S. aureus zostato zaliczonych do grupy
szczepow MDR. Z jednej strony, wysoki ogélny poziom lekoopornosci moze by¢ zwigzany
z czgstym stosowaniem penicylin, tetracyklin 1 aminoglikozydow w stadach owiec podczas
leczenia zapalenia wymion, zapalenia ptuc lub biegunki u jagniat, co sprzyja rozwojowi
presji selekcyjnej (Lianou i in., 2022). Z drugiej za$ zaobserwowano pewne zroznicowanie
w zalezno$ci od ras owiec. W przypadku opornosci na tetracykling i chloramfenikol
zaobserwowano statystycznie istotnie wyzsza opornos¢ u izolatow pochodzacych od owiec
rasy UHR w poréwnaniu ze zwierzetami rasy Swiniarka. Podobng zalezno$¢ odnotowano
rowniez w przypadku gendw opornosci na te antybiotyki, tj. odpowiednio cat (pC194) i tetL
wystepowaty statystycznie istotnie czesciej u izolatdéw od owiec UHR w poréwnaniu ze
zwierzetami rasy Swiniarka. Wyniki te pozwalaja sformowanie hipotezy, ze bardziej
prymitywna rasa (SW) owiec moze by¢ bardziej odporna na kolonizacj¢ wymienia przez
Staphylococcus. Ze wzglgdu na nizsza czgstos¢ wystgpowania chorob rzadziej wymaga ona
terapii celowanej, co wigze si¢ ze znacznie nizszym odsetkiem szczepdw opornych
1 wielolekoopornych zasiedlajacych gruczot mlekowy tych zwierzat. Jednakze odsetek
dodatnich izolatow Staphylococcus u obu ras zwierzat byt podobny (SW 55% vs. UHR
45%). Analiza profili lekoopornosci szczepow S. aureus izolowanych od owiec wykazata
rowniez wysoki odsetek szczepow opornych na gentamycyng, przekraczajacy 20%, co moze
z kolei wynika¢ ze stosowania kanamycyny u zwierzat, ktéra moze indukowaé opornosé
krzyzowa na inne aminoglikozydy poza streptomycyna. Obecnos¢ genu acc(6')-le-,
kodujacego dwufunkcyjny enzym, ktéry inaktywuje gentamycyne, kanamycyne,
tobramycyne, netilmycyne 1 amikacyne poprzez fosforylacj¢ i/lub acetylacje (Brdova i in.,
2024), potwierdzono w siedmiu z 25 izolatow opornych na gentamycyne. Wysoki poziom
opornos$ci fenotypowej na erytromycyne i klindamycyne jest bardzo powszechny, podobnie
jak w niniejszych badaniach, i zazwyczaj wiaze si¢ z obecnoscig enzymow, ktore nadaja
oporno$¢ indukowang lub konstytutywng na antybiotyki MLSp (makrolidy, linkozamidy,
sptreptograminy B) (Prabhu i in., 2011). Jednak w niniejszym badaniu tylko szes¢ szczepow
wykazalo obecno$¢ genu ermB, co wskazuje na konstytutywng oporno$¢ na antybiotyki
MLSs, a trzy szczepy wykazywaly inny mechanizm: obecno$¢ genu msrA kodujacego

mechanizm aktywnego usuwania makrolidow, rowniez powszechny u szczepdw
128



Staphylococcus (Ojo 1 in., 2006). W przypadku szczepdéw izolowanych z mleka owczego
réwniez zostal przeanalizowany identyczny panel gendéw, niemniej jednak, pomimo
wysokiego odsetka szczepow opornych na erytromycyne i linkomycyne (odpowiednio
31,4%125,7%), tylko dwa szczepy wykazaly obecnos¢ gendw erm, co mozna wytlumaczy¢
obecno$cig licznych innych mechanizméw kodujacych ten typ opornosci. Pomimo, ze
oporno$¢ MLSB jest najczestszym mechanizmem opornosci raportowanym u bakterii
z rodzaju Staphylococcus; jednak moze by¢ zwigzana z obecnos$cig ponad 90 roznych gendow
(Loncaric i in., 2019). Jednoczesnie tylko jeden szczep oporny na erytromycyng izolowany
z mleka, wykazatl obecno$¢ genu msrA kodujacego opornos¢ typu MSg. Fenotypowa
oporno$¢ na tetracykling wsrod izolatow pochodzacych z mleka owiec byta dos¢ wysoka, tj.
na poziomie 40%, podobnie jak w badaniach innych autoréw (Fragkou i in., 2007). Podobnie
wysoki odsetek opornosci na ten antybiotyk (ponad 46%) zaobserwowano rowniez wsrdd
szczepow S. aureus izolowanych z rdznych miejsc (publikacja nr 2) Tetracyklina jest
antybiotykiem o szerokim spektrum dzialania, stosowanym od ponad 80 lat; dlatego
oporno$¢ na nig jest powszechna u réznych gatunkéw mikroorganizméw, w tym
Staphylococcus izolowanych od zwierzat domowych, gospodarskich 1 wolno zyjacych
(Gharsa i in., 2012). U szczepoéw izolowanych z mleka, dominujagcym genem
odpowiedzialnym za oporno$¢ na tetracykling byt fefl., obecny zaré6wno w szczepach
S. aureus, jak 1 CoNS u 25,7%. Z kolei u szczepdw S. aureus izolowanych z ré6znych miejsc
to gen tetK przenoszony przez plazmid jest najczesciej wystepujacym genem opornosci na
tetracykling. Geny tetK i tetL koduja pompe efluksowa, natomiast gen tetM, rzadziej
wystepujacy wsrod S. aureus, koduje inny mechanizm oporno$ci zwigzany z blokowaniem
mozliwo$ci wigzania antybiotyku do rybosoméw (Jung i in., 2022) i, w przeciwienstwie do
pozostalych genéw wymienionych powyzej, odpowiada réwniez za oporno$¢ na
minocykling i1 doksycykling (Trzcinski 1 in., 2000). W badaniu, w ktorym zostaty
przeanalizowane wylacznie szczepy wyizolowane z mleka owczego, gen tetM wystepowat
tylko w szczepach CoNS. Gen terM, jak wskazujg inni autorzy, jest zwigzany gtownie
z gatunkiem S. xylosus (Jung 1 in., 2022), co réwniez potwierdzily rowniez wyniki badah
wlasnych. Ze wzgledu na swoja mobilno$¢, rozprzestrzenia si¢ dos¢ tatwo miedzy szczepami
nawet bez presji selekcyjnej, determinujac wysoki poziom opornosci na tetracykline,
rowniez wsrdd innych poza Stahylococcus rodzajow bakterii Gram-dodatnich, jak np.
Enterococcus. Nalezy réwniez wskazaé, ze mozliwe jest jednoczesne wystepowanie co
najmniej dwoch réznych gendéw tet u tego samego szczepu. Jesli koduja one dwa rozne

mechanizmy oporno$ci, moga potencjalnie dawa¢ efekt synergistyczny zwigzany ze
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zmniejszeniem strefy zahamowania lub wzrostem wartosci MIC (Trzcinski i in., 2000). Do$¢
interesujacy wydaje si¢ fakt, ze fenotypowa oporno$¢ na fenikole zaobserwowano u ponad
17% 1zolatow pochodzacych z mleka, ale tylko u gatunkoéw S. aureus. Co wigcej, wykazano
obecnos¢ jednego lub dwoch genow opornosci na chloramfenikol w dwoch szczepach
CoNS, podczas gdy ich ekspresji nie zaobserwowano. Opornos¢ na chloramfenikol jest
zjawiskiem nieoczekiwanym, poniewaz lek ten nie jest zatwierdzony do stosowania
u zwierzat 1 ludzi ze wzglgdu na swoja toksycznos¢; dlatego niektorzy badacze albo w ogodle
nie analizujg tego typu opornosci (Leroy i1 in., 2019), albo nie wykazuja jej ekspresji
(Wesotowska i in., 2023). Oba geny koduja produkcje acetylotransferaz typu A 1is3
zlokalizowane na plazmidach (p221 i p194), co gwarantuje ich szybkie rozprzestrzenianie
sie. Moga wystepowac pojedynczo na plazmidach, ale czesto wspotwystepuja z innymi
genami kodujacymi opornos$¢ na streptomycyne lub makrolidy lub stanowig cz¢$¢ plazmidu
wielooporno$ciowego, co moze czesciowo wyjasnia¢ fenotypowa i genetyczng opornos¢ na
chloramfenikol obserwowang w niniejszych badaniach, mimo ze lek ten nie byl stosowany
u zwierzat. Z kolei w przypadku szczepow S. aureus izolowanych z ré6znych miejsc opornos¢
na fenikole byla zdecydowanie nizsza i tylko u trzech z siedmiu szczepoéw opornych na
chloramfenikol wykazano obecnos$¢ genu cat kodujacego acetylotransferazg. Pomimo
zakazu stosowania niefluorowanych fenikoli u zwierzat, geny kodujace acetylotransferaze
sg dos¢ powszechne wsrdod szczepdw Staphylococcus 1 Enterococcus u zwierzat
hodowlanych 1 wolno zyjacych ze wzgledu na ich tatwos$¢ rozprzestrzeniania sig
(Nowakiewicz 1 in., 2016; Mascaro 1 in., 2019). W przypadku opornosci na penicyling, tylko
potowa, a nawet mniejsza czg$¢ szczepow opornych fenotypowo na penicyling posiadata
gen blaZ, najczesciej odpowiedzialny za opornos¢ i za produkcje penicylinazy. Wykazano
jednak, Ze obecnie istnieje szereg innych mechanizméw zwigzanych z oporno$cia na f-
laktamy (Brdové i in., 2024), w zwigzku z tym korelacja migdzy wystepowaniem najczesciej
wystepujacych gendw a opornoscig fenotypowa na te grupe antybiotykéw moze by¢ niska.
Chociaz gatunki CoNS byly przez dtugi czas uwazane za mniej wirulentne, wielu badaczy
uwaza je za naturalny rezerwuar réoznych mechanizmow opornosci przekazywanych droga
wymiany poziomej (Abdullahi i in., 2024). W przypadku izolatow pochodzacych z mleka
badanych owiec potwierdzono te¢ obserwacje, poprzez wykazanie obecnosci licznych genéw
opornosci na: tetracykliny, aminoglikozydy, makrolidy 1 chloramfenikol w wielu szczepach
CoNS. Co ciekawe, gen kodujacy aph(3')-Illa (kodowang na plazmidzie fosfotransferaze
aminoglikozydowa) i odpowiedzialny za oporno$¢ na kanamycyne i neomycyne (Giacinti

1in., 2017) byt réwniez dominujacy u szczepdéw CoNS. Chociaz dominacja ta nie byta
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statystycznie istotna, wyniki te moga potwierdza¢ istotng rol¢ szczepéw CoNS jako
rezerwuardw gendow opornosci przekazywanych horyzontalnie. Poniewaz nie okreslono
fenotypowej opornosci na kanamycyne 1 neomycyne, nie wiadomo, czy obecnos$¢ genu
aph(3)-111a koreluje z fenotypowa ekspresja opornosci na te leki przeciwdrobnoustrojowe,
zwlaszcza w szczepach CoNS, poniewaz cztery szczepy nalezace do tej grupy wykazywaty
rowniez obecno$¢ innych genéw opornosci odpowiedzialnych za niewrazliwo$¢ na
tetracykline, chloramfenikol i aminoglikozydy, w tym gentamycyne (tetL, tetM, cat
(pC194), acc(6’)-1e-), ale bez ich fenotypowej ekspresji. Zjawiska tego nie zaobserwowano

w zadnym ze szczepow S. aureus.

Zwierzeta towarzyszace (psy 1 koty)

Poniewaz koagulazododatnie gatunki Staphylococcus u zwierzat towarzyszacych maja
najwieksze znaczenie epidemiologiczne, dalsza analiza zostata ograniczona do gatunkow
S. aureus 1 S. pseudintermedius. W przypadku badan przeprowadzonych w publikacji nr 4,
wiekszos¢ koagulazododatnich szczepow pochodzita od pséw, zatem wszystkie oporne
izolaty pochodzily od tego gatunku zwierzat. Zaobserwowano bardzo wysoki odsetek
opornosci fenotypowej na powszechnie stosowane antybiotyki i podobnie jak w przypadku
szczepow 1zolowanych od owiec byly to [-laktamy, tetracykling, klindamycyne
1 erytromycyne. Odsetek opornosci wahat si¢ od 80 do 60% w zaleznosci od antybiotyku, co
jest zwigzane z powszechnym stosowaniem tych grup antybiotykow u psow, zwlaszcza f3-
laktamoéw (Caneschi 1 in. 2023). Dla wigkszosci klas antybiotykdw nie stwierdzono
statystycznie istotnych ro6znic w  poziomie opornosci miedzy S. aureus
a S. pseudintermedius; jedynie oporno$¢ u S. pseudintermedius byta istotnie wyzsza niz
u S. aureus w przypadku sulfametoksazolu/trimetoprimu. Wysoki poziom opornosci na
poszczegblne antybiotyki przetozyt sie¢ rowniez na odsetek opornosci wielolekowej, ktory
uobu gatunkow wynosit 60-70%, chociaz ponownie nie zaobserwowano statystycznie
istotnych réznic miedzy nimi. Wynik ten nie jest zaskakujacy, poniewaz szczepy obu
gatunkow pochodzity od tych samych zwierzat i byly poddane tej samej presji selekcyjne;.
Nalezy rowniez zauwazy¢, ze opornos¢ fenotypowa czgsto zbiegata si¢ z obecno$cia
najpowszechniej notowanych u Staphylococcus gendow opornosci. Wsrod szczepdw
S. pseudintermedius zostal wykazany znacznie bogatszy panel genow (statystycznie istotnie

wyzszy poziom), w tym blaZ, msrA, ermB, tetM i aac(6')-le-aph(2")), ktore, z wyjatkiem
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blaZ, bylty obecne tylko u S. pseudintermedius. Obecnos$¢ ermB, ermC, aph(3)-1lla 1 fusB
rowniez zaobserwowano tylko u tego gatunku. Podobne wyniki uzyskali Miszczak 1 in.
2025, chociaz w tym badaniu nie okreslono istotnosci statystycznej rdznic migdzy
opornoscig S. aureus 1 S. pseudintermedius. Warto podkresli¢, ze gen fusB zalezny od
plazmidu, warunkujacy oporno$¢ na fusydany, zostat wykryty u trzech szczepow
S. pseudintermedius. Ze wzglgdu na bardzo waskie spektrum dzialania, fusydany sa
stosowane gtownie u ludzi w leczeniu zakazen metycylinoopornymi szczepami S. aureus.
Generalnie, nawet wsrod szczepdéw MRSA izolowanych od ludzi, opornos¢ na fusydany jest
do$¢ niska i1 nie przekracza kilku procent (Zhao i in., 2021), podczas gdy w badaniach
wlasnych az dwa szczepy fusB-dodatnie nalezaty do MRSP, co wydaje si¢ by¢ zjawiskiem
do$¢ niepokojacym. Kolejnym godnym uwagi faktem jest obecno$é¢ genu aac(6')-le-
aph(2")), kodujacego enzym modyfikujacy aminoglikozydy, na poziomie az 24% wsrod
szczepow S. pseudintermedius. Gen ten odpowiada za inaktywacj¢ bardzo szerokiej gamy
aminoglikozydéw, w tym gentamycyny, kanamycyny, tobramycyny, netilmycyny
1amikacyny. Sa one szeroko stosowane zaré6wno w medycynie ludzkiej, jak
1 weterynaryjnej, a oporno$¢ na te antybiotyki znaczaco ogranicza mozliwos$ci
terapeutyczne, w tym zniesienie efektu synergistycznego w przypadku stosowania

w skojarzeniu z -laktamami i wieloma innymi lekami (Wang i in. 2022).

Zwierzeta wolno zyjace (lisy rude)

Poniewaz zwierzeta wolno Zzyjace nie s3 poddawane celowanej terapii, zjawiskiem
spodziewanym byl znacznie nizszy odsetek izolatow lekoopornych w poréwnaniu do
zwierzat towarzyszacych i gospodarskich. Jednak pomimo zastosowania standardowej
metody selekcji szczepéw do dalszej analizy (losowo wybrany szczep z kazdej dodatniej
probki o typowej morfologii uzyskanej na podiozu odzywczym bez suplementacji
antybiotykow), tylko potowa koagulazododatnich izolatow Staphylococcus wykazywala
fenotypowg wrazliwo$¢ na wszystkie testowane leki przeciwdrobnoustrojowe. Jednoczesnie
wykazano tylko cztery szczepy spetniajace kryterium lekooporno$ci zaproponowane przez
Magiorakos 1 in. (2012). Niemniej jednak wyniki uzyskane w niniejszym badaniu
potwierdzity, ze oporno$¢ na penicyling, tetracykling, makrolidy 1 klindamycyne jest to
najczestsze typy opornosci wsrdd szczepow izolowanych od lisow rudych. Co wiece,

ogolnoswiatowe raporty dotyczace lekoopornosci (Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
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Zywnosci, Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb, 2022; Nielsen i in.,
2020) potwierdzaja ten sam profil dla szczepow izolowanych réwniez od cztowieka, innych
gatunkéw zwierzat 1 ze Srodowiska. Z drugiej za$ strony badania wlasne nie wykazaty
opornosci na fluorochinolony, fenikole, oksazolidynony metycylinge u zadnego z badanych
szczepdw, a jedynie pojedyncze izolaty wykazywaly oporno$¢ lub $rednig wrazliwos$¢ na
ryfampicyne, streptograminy i nitrofurantoing. Wyniki te sg porownywalne z wynikami
innych autoréw dotyczacymi zwierzat wolno zyjacych, poniewaz odnotowano jedynie
pojedyncze przypadki opornosci S. aureus na te srodki przeciwdrobnoustrojowe u szczurow
1 innych gryzoni, jezy, dzikow i niektorych naczelnych innych niz czlowiek (Himsworth
iin., 2014; Monecke i in., 2016; Sousa i in., 2017; Roberts i in., 2018). Koagulazododatnie
gatunki  Staphylococcus, izolowane od lisow rudych w badaniach wiasnych,
charakteryzowaly si¢ natomiast si¢ do$¢ specyficznym profilem opornosci wskazujacym na
pewna korelacje migdzy tymze profilem a gatunkiem szczepu. Wykazano, iz opornos$¢ na
penicyling byta dominujagcym typem opornosci fenotypowej szczepdw S. aureus, co
w wigkszo$ci przypadkow zostato potwierdzone rowniez obecnoscia genu blaZ, podczas
gdy oporno$¢ na tetracykling dominowata zarowno fenotypowo, jak i genotypowo wsrod
izolatéw S. pseudintermedius. Opornos¢ na tetracykling zostata potwierdzona dominujaca
obecnoscig genu tetM, ale w trzech przypadkach wykazano rowniez obecno$¢ genu fefK,
ktory odpowiada za oporno$¢ na tetracykling, ale jak wskazano powyzej, dziata poprzez inny
mechanizm (Grossman, 2016). Co ciekawe, w badaniach wlasnych oraz innych autorow
wykazano, 1z u szczepOw izolowanych od zwierzat towarzyszacych (gldwnie
S. pseudintermedius), oporno$¢ na penicyling generalnie przewazata, a oporno$¢ na
tetracykling byta zazwyczaj znacznie mniej rozpowszechniona (Ruzauskas i in., 2016;
Bierowiec 1 in., 2021; Glajzner i in., 2023). Tak wysoki poziom opornosci na tetracykling
wsrod szezepow izolowanych od lisow rudych moze by¢ zwiazany z faktem, ze w Polsce
nadal prowadzi si¢ doustne szczepienia przeciwko wsciekliznie, a skutecznos$¢ szczepionki
ocenia si¢ u zwierzat wolno zyjacych (w tym lisow rudych) poprzez monitorowanie
odkladania si¢ tetracykliny w koSciach zwierzat (poniewaz szczepionka jest znakowana
tetracykling). Fluorescencja obserwowana w wycinkach ko$ci zwierzat poddanych
obowigzkowemu monitoringowi dowodzi, ze szczepionka zostata skutecznie podana.
Poniewaz wiele zwierzat wolno zyjacych jest narazonych na bezposrednig ekspozycje na
tetracykling, odsetek szczepow S. pseudintermedius opornych na tetracykling byt w tym
badaniu rowniez wysoki. Aby jednak wyjasni¢ doktadny mechanizm genezy tego zjawiska,

zaobserwowanego tylko w przypadku S. pseudintermedius kolonizujacego lisy, nalezaloby
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przeprowadzi¢ dalsze badania pordwnawcze i przeanalizowaé wigcej niz jeden izolat
Staphylococcus pochodzacy od danego zwierzecia pod katem obecnosci tetracykliny
w wycinkach jego kosci. Dodatkowa obserwacja warta odnotowania w badaniach wtasnych
jest obecnos¢ niektorych genow opornosci (kodujacych opornos¢ na aminoglikozydy
i makrolidy) w szczepach, ktore nie wykazywaty ekspresji fenotypowej, np. genu msrA,
ktéry odpowiada za kodowanie mechanizmu pompy efflux (makrolidy i streptograminy)
1 genu aac(6')-le/aph (2"), ktory z kolei jest odpowiedzialny za produkcje enzymow
dotyczacych opornosci na wigkszo$¢ aminoglikozydow z wyjatkiem streptomycyny
(Hauschild 1 in., 2007). Jest bardzo prawdopodobnym, ze szczepy te charakteryzuja si¢
zmniejszong wrazliwo$cia, niewykrywalng metoda dyfuzjno-krazkowa, ktoéra zastosowano
w badaniach wilasnych lub z powodu mutacji (np. przesunigcia ramki odczytu), geny te nie
ulegly ekspresji funkcjonalnej (Hauschild i in., 2007). Z drugiej strony, brak genetycznego
potwierdzenia fenotypowej opornosci na makrolidy i/lub klindamycyne, a takze
gentamycyne u innych szczepdéw, moze by¢ zwigzany z wystepowaniem innych, rzadszych

mechanizmow opornos$ci (Miklasinska-Majdanik 1 in., 2021).

Opornos¢ na metycyline

Zwierzeta gospodarskie (owce)

Jako szczepy metycylinooporne uznano te, ktére cechowata obecno$¢ genu lub genéow mec
ale niekoniecznie towarzyszyta im ekspresja tych gendéw w postaci fenotypowej opornosé¢
na oksacyling. W przypadku szczepow Staphylococcus izolowanych z mleka owczego,
pomimo, iz 12 szczepdw prezentowato fenotypowa opornos¢ na oksacyling wykazano tylko
cztery szczepy, cechujace si¢ obecnoscig gendéw mecC, w tym tylko jeden z nich nalezat do
gatunku S. aureus, natomiast pozostale nalezaty do grupy CoNS. Z kolei w przypadku
szczepow S. aureus izolowanych z réznych miejsc (publikacja nr 2) zaobserwowano
bardziej ztozong sytuacjg, poniewaz sposrdd pigciu szczepoéw fenotypowo opornych na
oksacyling, obecnos¢ genow mecA i/lub mecC wykazano tylko u dwoch. Natomiast trzy inne
szczepy wykazujace fenotypowa oporno$¢ jedynie na penicyling, a nie cefoksytyne,
cechowata obecnos¢ genu/gendw mec, klasytikujac je jako MRSA, pomimo braku ekspresji

tychze genow.
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Obecnie szczepy MRSA stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, a odsetek
ich wystgpowania u zwierzat gospodarskich znacznie wzrost w ostatnich latach, stanowiac
zrodto zakazenia dla ludzi (Aubry i in., 2020). Szczepy MRSA, bedac przyczyna
subklinicznej postaci mastitis, s3 wydalane z mlekiem i stanowig potencjalne zrodio
zakazenia dla konsumentéw surowego mleka lub produktow mlecznych wytwarzanych
zmleka nieprzetworzonego (Aubry i in., 2020). W badaniach wlasnych czestos$¢
wystepowania szczepdw MRSA w badanej grupie zwierzat wyniosta 4,9% w przypadku
S. aureus izolowanych z r6znych miejsc (publikacja nr 2), natomiast w przypadku izolatow
z mleka, obejmujacych zaréwno CoPS jak i CoNS warto$¢ ta wyniosta 11,4%, przy czym
szczep MRSA byl tylko jeden. Czgstos¢ wystgpowania szczepoéw MRSA jest dosé¢
zréznicowana; zazwyczaj s3 one najczg¢sciej odnotowywane w przypadkach mastitis
(Rahbarnia i in., 2023), nawet na poziomach przekraczajacych 40%. Z drugiej strony, moga
one w ogoble nie wystepowa¢ w zakazeniach klinicznych (Kotzamanidis i in., 2021) lub
stanowi¢ bardzo niski odsetek wynoszacy zaledwie 1,2% (Aubry i in., 2020) lub 0,44%
(Ariza-Miguel 1 in., 2014). Co ciekawe, chociaz gen mecA jest dominujacym genem
determinujacym MRSA, badania coraz czg¢scie] wskazuja na obecno$¢ obu genow w tym
samym szczepie (Idrees i in., 2023). Gen mecC zostat po raz pierwszy wykazany w 2011
roku, pojawiajac si¢ w szczepach MRSA zaréwno u ludzi (Idrees i in., 2023), jak
1u zwierzat, zwlaszcza u bydla (Ariza-Miguel i1 in., 2014). Wydaje si¢ jednak, ze
wystgpowanie lub dominacja genu mecC lub mecA w okre$lonym stadzie, a nawet na danym
obszarze, jest zwigzana z rozprzestrzenianiem si¢ okreslonego typu genu lub szczepu
o okreslonym genotypie wsrdod zwierzat pozostajacych w bliskim kontakcie ze sobg
(Abdullahi i in., 2024). Chociaz wystepowanie genow mecC w szczepach CoNS jest rzadkie,
Loncariac i in. (2019) oraz Karakulska i in. (2022) réwniez wykazali ten typ genu u
niektorych gatunkéw Staphylococcus (w tym S. xylosus, S. sciuri i S. warneri), ktoérych
zrodtem byty zaréwno zwierzeta hodowlane, jak 1 wolo zyjace, co wskazuje na jego szerokie
rozprzestrzenienie (Abdullahi 1 in., 2024). Ponadto udowodniono, ze elementy genetyczne
odpowiedzialne za oporno$¢ na metycyling moga by¢ przenoszone migdzy CoNS i CoPS
(w tym S. aureus); w zwiazku z tym CoNS moze stanowi¢ wazny rezerwuar opornosci na
B-laktamy (Karakulska 1 in., 2022). Jednak niezaleznie od zrodia szczepow CoNS, zwykle
charakteryzuja si¢ one wysokim odsetkiem fenotypowej opornosci na cefoksytyne (Parisi 1

in., 2016), na co wskazuja réwniez badania wlasne.
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Badania wlasne pokazaty rowniez, ze obecno$¢ obu genéw, tj mecA i mecC u tego samego
izolatu, nie wykazata efektu kumulacyjnego, poniewaz jeden szczep nie wykazywal
fenotypowej opornosci na oksacyling, a u drugiego wartos¢ MIC byta réwna 8 pug/ml;
dlatego epidemiologiczne znaczenie zjawiska wystepowania obu genéw wymaga dalszego

wyjasnienia.

Zwierzeta towarzyszace (psy)

W przypadku zwierzat towarzyszacych, wszystkie izolaty zaklasyfikowane wstepnie jako
MRSA lub MRSP, na podstawie opornosci na cefoksytyne lub oksacyling pochodzity od
psow. W badanej puli 145 izolatow szczepy te stanowity az 27%, chociaz nalezy zaznaczy¢,
ze izolaty te pochodzity facznie od 20 pséw, co stanowito 25% badanej populacji zwierzat.
Obecnos¢ genu obecnosci genu mecA nie zostata jednak potwierdzona u 18 szczepow z tej
grupy, zatem ostatecznie jako szczepy metycylinooporne zaklasyfikowano siedem szczepow
MRSA i 32 szczepy MRSP. Nalezy jednak ponownie podkresli¢, iz istnieje wiele innych
mechanizmow molekularnych, zwigzanych z obnizong wrazliwo$cia na metycyling,
niezaleznych od obecnos$ci genu mecA, szczegdlnie wsrdd szczepow S. aureus. Naleza do
nich tzw. borderline oxacillin-resistant S. aureus, zmodyfikowang opornoscig lub
z nadprodukcja lub nadekspresja genow kodujacych B-lakamazy (Brdova i1 in. 2024).
Mechanizmow tych nie analizowano w badaniach wiasnych. Kolonizacja na poziomie co
najmniej jednej czwartej populacji zwierzat szczepami MRS (ang. methicillin resistant
Staphylococcus) nie jest obecnie zaskakujgca w $swietle wynikow opublikowanych przez
innych autorow, ktorzy wykazali podobny (24%) (Viegas 1 in. 2022), a nawet 48% odsetek
nosicielstwa szczepow MRS wérod psow i1 kotéw (Sfaciotte 1 in. 2025). Odsetek ten wydaje
si¢ znaczaco rosna¢ w ostatnich latach w poréwnaniu z danymi z lat ubiegtych, notowanych
w Niemczech 1 w Polsce (Feuer, 2025; Miszczak 1 in., 2025), co wyraznie potwierdzaja
rowniez badania przeprowadzone przez Sobkowich (2024) w latach 2021-2022, ilustrujace
wyraznie rosngcy trend wystepowania MRSA 1 MRSP wsrdd zwierzat towarzyszacych.
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Zwierzeta wolno zyjace (lisy rude)

Z epidemiologicznego punktu widzenia obecno$¢ szczepéw MRS u zwierzat wolno
zyjacych jest jednym z najczg$ciej opisywanych typow opornosci (Abdullahi i in., 2021;
Martinez-Seijas i in., 2023; Monecke i in., 2016). Jednak w badaniach wtasnych pomimo
zastosowania typowych podlozy chromogennych do wykrywania szczepow opornych na
metycyline, nie wykazano takiego fenotypu. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze badanie
mialo pewne ograniczenia zwigzane z zastosowaniem podtoza chromogennego, ktore jest

dedykowane wykrywaniu MRSA, a nie MRSP.

Oporno$¢ na wankomycyne

Oporno$¢ na wankomycyne analizowano z zastosowaniem metody mikrorozcienczen tylko
u szczepow opornych na metycyline, zatem badaniem objeto tylko szczepy pochodzace od
owiec i psow. W przypadku szczepow MRSA izolowanych od owiec wykazano fenotypowa
oporno$¢ na wankomycyng, ktorej poziom klasyfikowat badane szczepy jako VIS (ang.
vancomycin-intermediate S. aureus, MIC 4-8 pg/ml) lub VRS (ang. vancomycin-resistant
S. aureus, MIC >8 pg/ml). Obecnos¢ szczepéw opornych na glikopeptydy stanowi istotne
wyzwanie terapeutyczne. Szczepy VRS odnotowano juz u zwierzat gospodarskich, gtownie
w przypadkach mastitis u bydta, nawet w odsetku przekraczajacym 10%, co wskazuje na
postepujace rozprzestrzenianie si¢ opornosci na te grupe lekow wsrdd S. aureus, pomimo
zaprzestania stosowania awoparcyny jako stymulatora wzrostu u zwierzat gospodarskich
w krajach Unii Europejskiej juz kilkadziesiat lat temu (Muzammil 1 in., 2023; Elshebrawy
1in., 2025). Ze wzgledu na fakt, iz glikopeptydy stanowia leki ostatniej szansy
wykorzystywane w terapii wysoce opornych infekcji powodowanych m. in. przez bakterie
zrodzaju Staphylococcus, rowniez w przypadku szczepéw opornych na metycyling,
izolowanych od psow, poszerzono panel analizy lekowrazliwosci o oceng MIC dla
wankomycyny. Analiza wykazata, ze 11 pséw bylo nosicielami szczepéw opornych na
wankomycyng (VRS) (MIC > 8 ng/ml) lub szczepow $rednio wrazliwych na wankomycyne
(VIS) (MIC = 4-8 ng/ml). Niektore zwierzeta byty nosicielami wigcej niz jednego szczepu
o takim fenotypie, przyktadowo pies nr 10 byl nosicielem az czterech szczepow VRS i1 VIS,
nalezacych do obu gatunkéw Staphylococcus, co moze wskazywac na obecno$¢ gendow
odpowiedzialnych za opornos$¢ na glikopeptydy, ktore tatwo rozprzestrzeniaja si¢ poprzez
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wymian¢ horyzontalna, niestety jednym z ograniczen badan wilasnych byt brak analizy
mechanizmoéw genetycznych, potencjalnie odpowiedzialnych za ten fenotyp opornosci. Do
najczesciej wystepujacych genow opornosci na glikopeptydy, kodowanych na plazmidach,
zatem tatwo przenoszonych na drodze wymiany horyzontalnej, naleza geny vanA i1 vanB,
dotychczas najczeséciej wykazywane u bakterii z rodzaju Enterococcus spp. W analizie
prewalencji opornosci na glikopeptydy przeprowadzonej przez Miszczak i wsp. (2025)
wsrdd szczepow  Staphylococcus izolowanych od pséw 1 kotdw, autorzy wykazali
stosunkowo wysoka czestos¢ wystepowania tych genéw, ze znaczng przewagg genu vanA
zardwno wsrod szczepow S. aureus jak i S. pseudintermedius. Wyniki te moga wskazywac,
iz wystepowanie szczepow VRS i VIS u zwierzat towarzyszacych stanowi realne zagrozenie
dla zdrowia publicznego, szczegolnie w kontekscie opornosci tych szczepdw na metycyling.
Podczas rutynowych badan diagnostycznych w kierunku lekowrazliwosci Staphylococcus
(W szczegblnosci S. aureus) u zwierzat towarzyszacych, antybiotyk ten powinien by¢ zatem
uwzgledniony w badanym profilu. Jedynym problemem w ocenie oporno$ci na
wankomycyng¢ jest konieczno$¢ zastosowania metody mikrorozcienczen, ktéra nie jest
rutynowo stosowang metoda do oznaczania profilu lekowrazliwo$ci w weterynaryjnych

laboratoriach diagnostycznych.

Profil genow wirulencji koagulazododatnich szczepow Staphylococcus, izolowanych od

réoznych gatunkow zwierzat.

Zwierzeta gospodarskie (owce)

Lekoopornos¢ koagulazododatnich szczepdw Staphylococcus izolowanych od zwierzat nie
jest jedynym potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia publicznego. O ile w przypadku
1zolatow pochodzacych z mleka owczego tylko jeden szczep S. aureus wykazal obecnos¢
genu kodujacego enterotoksyne SEB, pomimo stosunkowo szerokiej puli analizowanych
genoOw wirulencji, zwlaszcza tych o charakterze superantygendw, o tyle szczepy S. aureus
pochodzace z réznych miejsc izolacji u owiec, tj. skory, zewnetrznego przewodu
stuchowego, bton §luzowych jamy ustnej lub odbytu (Publikacja nr 2) wykazaty obecnos¢
licznych genow wirulencji, cho¢ profil tych gendéw byt zblizony do profilu szczepow

S. aureus izolowanych od owiec i opisanych przez innych autorow (Sezzi i in., 2024).
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U wigkszo$ci szczepéw w badaniach wlasnych, dominujagcym genem kodujacym
enterotoksyny byl gen seB, czgsto wystepujacy w polaczeniu z seC lub innymi genami,
w zaleznosci od regionu geograficznego (Unal i in., 2012; Azara i in., 2017; Achek i in.,
2020; Kotzamanidis 1 in., 2021). Obecno$¢ szczepdéw enterotoksynopozytywnych,
zwlaszcza w mleku owczym, ze wzgledu na wysoka termooporno$¢ enterotoksyn, stanowi
zagrozenie dla zdrowia publicznego (Sezzi i in., 2024). Co wigcej, wszystkie biatka
kodowane przez geny se biorg udzial w odpowiedzi immunologicznej, dziatajac jako
superantygeny i nadmiernie aktywujgc limfocyty T, co prowadzi do masywnego uwalniania
cytokin. Gen kodujacy leukotoksyne LukE-LukD byt réwniez obecny w ponad 30
przebadanych szczepow. LukE-D, toksyna biatkowa, ktéra tworzy pory w btonach komorek
uktadu odpornosciowego (neutrofile, monocyty), odgrywa z kolei role w unikaniu
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. W przypadku szczepoéw S. aureus izolowanych
od matych przezuwaczy, podobnie jak w badaniach wtasnych, zazwyczaj wykrywane sa
tylko pojedyncze szczepy posiadajace gen kodujacy toksyne Panton Valentina i/lub toksyne
zespolu wstrzasu toksycznego (Parco 1 in., 2021). Toksyna TSST, podobnie jak
enterotoksyny, ma wlasciwosci genrowania tzw. burzy cytokinowej, ktore leza u podstaw
procesu wywolywania zespolu wstrzasu toksycznego (Touaitia i1 in., 2025). Szczepy
S. aureus, tzw. ,,producenci” toksyny Panton Valentine (leukocydyny) sa zwykle przyczyna
zakazen tkanek migkkich, a takze zakazen zagrazajacych zyciu i zdrowiu czlowieka. Jednak
w przypadku leukocydyny obserwuje si¢ specyficznos¢ gatunkowa (efekt zabijania
neutrofili przez leukocydyne dotyczy konkretnego gatunku gospodarza) (Monecke 1 in.,
2021). Z drugiej za$§ strony nalezy podkresli¢, iz potwierdzono przypadki transmisji
odzwierzgcych szczepow S. aureus na cztowieka pprodukujacych toksyne PVL (Bethe i in.,
2024; Monecke i in., 2025). Ponadto, w zakazeniach szpitalnych toksyny te czesto stanowia
tzw. markery patogennosci szczepu i s3 powigzane glownie ze szczepami MRSA, gtéwnie
pozaszpitalnymi (ang. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus, CA-MRSA) (Klein 1 in., 2020); dlatego w przypadku odzwierzecych szczepow
PVL-dodatnich epidemiologiczne znaczenie tych toksyn powinno zosta¢ dokladniej

zbadane.

Zatem podsumowujac, w przypadku szczepdw izolowanych od owiec zaobserwowano
bardzo zréznicowane profile gendéw wirulencji. W przypadku szczepow izolowanych
z mleka, pomimo wysokiego potencjatu zwigzanego z wystepowaniem szerokiego panelu

lekoopornosci, genom badanych szczepow, nie wskazywat, aby szczepy Staphylococcus
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posiadaly status patogenow przenoszonych droga pokarmowa. Podobne wyniki uzyskali
Gharsa i wsp. (2011). Z kolei w niektérych badaniach, zwlaszcza dotyczacych S. aureus
izolowanego z mleka krowiego, zakres 1 poziom wystepowania genow kodujacych
eneterotoksyny lub toksyne wstrzasu toksycznego, a nawet toksyne Pantona Valentina, byt

istotnie wyzszy (Greguta-Kania i in., 2023).

Zwierzeta towarzyszace (psy)

Profil genéw wirulencji wsrod badanych szczepoéw byt rowniez bogaty, podobnie jak
w przypadku szczepow S. aureus izolowanych od owiec. Podobnie jak w przypadku
izolatéw pochodzacych od owiec, badane szczepy S. aureus wykazywaty wysoki odsetek
genow kodujacych enterotoksyny, ktore moga wykazywaé aktywnos$¢ superantygenowa
1w przypadku zakazenia ogdlnoustrojowego, powodowaé burz¢ cytokinowa, prowadzaca
do objawow wstrzasu toksycznego, w tym $mierci gospodarza (Zhang i in. 2024). Réwniez
u szczepow tych wykazano obecno$¢ gendw kodujacych toksyng Panton Valentin w trzech
szczepach S. aureus. Jak wspomniano wczesniej, leukocydyna ta wykazuje powinowactwo
wylacznie do ludzkich leukocytow, dlatego szczepy PVL-dodatnie sg czesto zwigzane
z przypadkami martwiczego zapalenia pluc oraz przewleklymi lub nawracajacymi
zakazeniami tkanek migkkich 1 skéry (SSTI) u ludzi (Miiller 1 in. 2025). Odpowiednikiem
leukocydyny u S. pseudintermedius jest dwusktadnikowa toksyna Luk I-S 1 Luk I-F, ktora
rowniez cechuje si¢ specyfika gatunkowg ale w stosunku do komoérek psich, majac zdolnosé
zabijania komorek polimorfonuklearnych poprzez tworzenie porow i lize (Abouelkhair 11n.,
2018). Leukocydyna jest dos¢ powszechna wsrdd szczepdw S. pseudintermedius, zwtaszcza
tych izolowanych z przypadkéw zakazen (Glajzner i in. 2023, Breyer 1 in. 2023). Podobnie
jak w badaniach opisanych przez innych autoréw, szczepy S. pseudintermedius posiadaty
geny kodujace enterotoksyny SEL i SEQ (Breyer i in. 2023) oraz wariant enterotoksyny
SEC, réwniez specyficzny gatunkowo (seCeanine), ktora wraz z toksyng eksfoliatywna,
kodowang przez gen siet moze zaostrza¢ objawy atopowego zapalenia skory u pséw (Yoon
1in. 2010). U znacznego odsetka psOw stwierdzono rowniez obecnos¢ genu expB (zwanego
réwniez exiB), ktory koduje toksyne odpowiedzialng za degradacje psiej desmogleiny
(Glajzner 1 in. 2023), powodujac w ten sposob pekanie warstwy podrogowej naskorka
1 aktywnie uczestniczac w patogenezie liszajca u psow (Iyori i in. 2011). W badaniach

wlasnych wykazano réwniez, ze wigkszo$¢ badanych szczepdw S. pseudintermedius ma
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potencjat do produkcji biofilmu (Andrade i in. 2022), ze wzglgdu na obecno$¢ genow
operonu ica u ponad 80% izolatow. Podobnie, wysoki odsetek gendéw epb i spsE, kodujacych
biatka zaangazowane w adhezje¢, tj. bialko wigzace elastyne EbpS, biatko wigzace
fibrynogen/fibronektyne SpsE oraz sktadniki A i B y-hemolizyny (Kmieciak i Szewczyk
2017), oznacza, ze szczepy S. pseudintermedius izolowane w badaniach wlasnych mimo
statusu komensali, majg bardzo wysoki potencjal inwazyjny, a czynniki te moga znaczaco

utatwia¢ adhezj¢ 1 inwazj¢ w rozwoju potencjalnego zakazenia (Wang i in. 2022).

Zwierzeta wolno zyjace (lisy rude)

Podobnie jak w przypadku szczepdéw S. aureus pochodzacych od owiec i pséw, analiza
obecnos$ci genéw wirulencji wykazata do$¢ bogaty profil, obejmujacy geny kodujace tzw.
superantygeny (SAg) odpowiedzialne za ostre i gwattowne zakazenia u ludzi, zwigzane, jak
wspomniano wczesniej z tzw. burza cytokinowa (Tuffs i in., 2022). Ale ze wzgledu na brak
mozliwo$ci monitorowania wystepowania tego typu zakazen u zwierzat, zwlaszcza wolno
zyjacych, nie jest do konca jasne, czy szczepy z genami kodujacymi enterotoksyny (SE),
leukocydyne PVL lub toksyn¢ TSST-1 moga powodowaé podobne zakazenia u zwierzat.
Niemniej jednak obecno$¢ tych gendow w izolatach lisa rudego moze wskazywaé na ten
gatunek zwierzat jako potencjalny rezerwuar szczepoéw patogennych dla ludzi. Ponadto,
bioragc pod uwage wysoka przezywalno$¢ szczepow Staphylococcus (w tym S. aureus)
w $srodowisku 1 ich wysoka odporno$¢ na niekorzystne warunki, szczepy o potencjalnie
wysokim potencjale zoonotycznym mogg by¢ dos¢ powszechne w srodowisku naturalnym.
Obecnos¢ co najmniej jednego genu kodujacego SE zaobserwowano u >70% wszystkich
S. aureus, podobnie jak we wczesniejszych badaniach tego samego gatunku izolowanego od
lisow 1 innych drapieznych gatunkéw wolno zyjacych (Nowakiewicz i in., 2016). Jednak
profil genowy uzyskany w tym badaniu r6zni si¢ znaczaco, poniewaz dominujagcemu genowi
seB towarzyszyt gen seC w 18,5% szczepow. Po enterotoksynie SEA, enterotoksyny SEB,
SEC i1 SED sg najczgstszymi przyczynami zatru¢ pokarmowych na §wiecie (Argudin 1 in.,
2010; Fisher i in., 2018). Co wigcej, toksyny SEB i SEC sg termostabilne, a ich odporno$¢
na temperatur¢ lub niskie pH jest znacznie wigksza niz innych enterotoksyn (Rajkovic,
2016). Jak wskazano wczesniej leukocydyna Panton-Valentine jest produkowana przez
bardzo niewielki odsetek szczepow S. aureus, a jej obecno$¢ jest uwazana za marker

szczepdw odpowiedzialnych za choroby wysoce inwazyjne, wystgpujace u ludzi (Shallcross
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11n., 2013). Co wigcej, gen kodujacy PVL moze zosta¢ przeniesiony ze szczepu S. aureus
PVL-dodatniego do szczepu S. aureus PVL-ujemnego poprzez konwersj¢ fagowa. Poniewaz
wystepowanie materiatu genetycznego tagodnych bakteriofagow w genomie S. aureus jest
dos$¢ powszechne, istnieje wysokie prawdopodobienstwo indukcji profagdw i mozliwos¢
dalszego rozprzestrzeniania si¢ gendw kodujacych toksyny, w tym PVL (Kelly i in., 2009).
Toksyny eksfoliatywne (ETA, ETB, ETD), ktérych geny wykazano jedynie w genomie
szczepow S. aureus pochodzacych od lisow rudych, biorg udzial w patogenezie zakazen
skory u ludzi wywotanych przez S. aureus, takich jak gronkowcowy zespot oparzonej skory

(choroba Rittera), liszajec pecherzowy, czyraki i ropnie (Bukowski i in., 2010).

Z pewnoscig ekspresja gendw kodujacych wskazane powyzej toksyny, zalezy od wielu
czynnikow zwiazanych zaréwno z bakteriami, jak i1 $rodowiskiem; jednak obecno$¢
szczepow z genami kodujagcymi SAg u zwierzat wolo zyjacych moze stanowié realne

zagrozenie zdrowia publicznego.

Analiza molekularna w aspekcie znaczenia epidemiologicznego koagulazododatnich

szczepOw Staphylococcus, izolowanych od zwierzat gospodarskich i towarzyszacych

Wielolokusowa analiza sekwencji genéw metabolizmu podstawowego

Zwierzgta gospodarskie (owce)

Analiza MLST zastosowana w badaniach wlasnych do typowania szczepéw MRSA
1izolowanych od owiec, pozwolila na identyfikacj¢ trzech nowych typow sekwencji (ST
9313, ST 9314, ST 9315), co wskazuje na ciagla ewolucje¢ w obrgbie gatunku S. aureus.
Jednocze$nie w badaniach wlasnych wykazano obecnos$¢ znanego juz typu sekwencyjnego,
tj. ST 1660 (n=1), ktéry do tej pory wykazano jedynie u szczepow S. aureus izolowanych
od koni w roznych krajach: Danii (Islam 1 in., 2017), Hiszpanii (Ruiz-Ripa 1 in., 2021)
1 Niemiec (Scholtzek i in., 2019; Cuny i in., 2015). Drugi, co prawda juz notowany typ
sekwencyjny 8420 (n=1), ale dotychczas bardzo sporadycznie wystepujacy, poniewaz zostat
wykryty wylacznie w izolatach z mleka krowiego w Nowej Zelandii, (jak podano na stronie
internetowej] MLST https://pubmlst.org/multilocus-sequence-typing). Dotychczas typ
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sekwencyjny 1660 zostal wykazany zaréwno dla szczepéw MRSA, jak i MSSA, ale zrédlem
tych szczepoéw zawsze byly konie. Co ciekawe, zwierzeta objete badaniami wlasnymi nie
mialy kontaktu z tym gatunkiem zwierzat, co potwierdza, ze typowo ,,konski” typ sekwencji
moze adaptowac si¢ rowniez do innych gatunkéw zwierzat lub ludzi. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze mogla to by¢ jedynie przejSciowa kolonizacja, poniewaz szczep zostal
wyizolowany od mlodego zwierzgcia, jagnigcia o nieustabilizowanym jeszcze mikrobiomie

(Huuki i in., 2024).

Zwierzeta towarzyszace (psy)

Podobnie jak w przypadku szczepow izolowanych od owiec, rowniez w przypadku izolatow
pochodzacych od pséw wykazano zupetnie nowe typy sekwencyjne. Nalezy zauwazy¢, ze
nowo zidentyfikowane szczepy ST zaréwno u S. aureus, jak 1 S. pseudintermedius moga
swiadczy¢ o trwajacej ewolucji 1 wysokiej plastycznosci genomoéw u tych gatunkow,

a uzyskane dane sg tym cenniejsze, ze obejmuja szczepy oporne na metycyling.

Wsrod znanych juz wezesniej, a wykazanych w badaniach wlasnych typow sekwencyjnych,
ST398 byt dominujacym typem w przypadku pozostatych pigciu szczepow MRSA;
wczesniej odnotowywano go wsrod szczepow MRSA raczej jako kolonizujgcego zwierzeta
gospodarskie 1 sporadycznie powodujacego zakazenia u tych zwierzat oraz zwierzat
towarzyszacych (Kashif i in. 2019). Wykazano jednak réwniez jego potencjat zoonotyczny
jako czynnika etiologicznego zakazen ogolnoustrojowych u ludzi (Aung 1 in. 2025). Nalezy
rowniez podkresli¢, ze dwa szczepy ST398 byly dodatnie pod wzgledem obecnosci genu
kodujacego PVL, co znaczaco zwigksza ich potencjat zakazny (Koyama i in. 2015). Z kolei
ST551 wyraznie dominowal ws$rdd szczepow S. pseudintermedius. Wyjatkowo
wielolekooporny szczep MRSP o tym samym typie sekwencji zostal wykryty u psa
z zapaleniem ucha zewnetrznego (Vitali 1 in. 2021). Wydaje si¢ jednak, ze szczepy MRSP
o tym typie sekwencyjnym sg szeroko rozpowszechnione w Polsce i, jak przewidywali
Kizerwetter-Swida i in. (2017), ten typ sekwencyjny wypart stopniowo dotychczas
dominujacy ST71 u pséw, co potwierdzajg rdwniez badania wlasne. Nalezy zauwazy¢, ze
szczepy ST551 posiadaty bardzo bogaty panel czynnikéw wirulencji, ktére mogg sprzyjac
ich rozprzestrzenianiu si¢ i kolonizacji nowych gospodarzy. Wysoki potencjat adaptacyjny
tego typu sekwencyjnego potwierdza réwniez jego powszechne wystepowanie nie tylko
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w Europie, ale takze w Afryce Poludniowej 1 USA (Robb i in. 2024). Nalezy podkresli¢, ze
pozostate dwa typy sekwencyjne zidentyfikowane w badaniach wtasnych, tj. ST 71 1 ST45,
sg rowniez alarmujacymi 1 szeroko rozpowszechnionymi patogenami charakteryzujacymi

si¢ wysokg lekoopornoscig i potencjatem zoonotycznym (Phophi i in. 2023).

Typowanie metoda ADSRRS-fingerprinting

Na wstepie nalezy wskazaé, iz zastosowana metoda ADSSRS-fingerprinting jest metoda
oparta o analize catkowitego genomowego DNA, zatem zdecydowanie w swoich
zatozeniach odbiega od wykorzystanej réwniez metody MLST. Zastosowanie metody
ADSRRS-fingerprinting miato na celu przede wszystkim probe zréznicowania szczepdw
potencjalnie blisko ze sobg spokrewnionych, a jednocze$nie wykazanie roznic, ktére
pojawiaja si¢ w wyniku nieustannego procesu horyzontalnej wymiany materialu
genetycznego lub mutacji. Tak wysoki potencjal dyskryminacyjny metody zwykle
niezbedny jest w przypadku szczepoéw bakteryjnych nalezacych do tego samego gatunku
iich gospodarzy, pozostajacych ze soba w bliskim kontakcie, ktory umozliwia ich
nieustajgca transmisje, tak jak obserwuje si¢ to wprzypadku zakazen szpitalnych. Warunki
te zostaly jednak roéwniez spelnione w przypadku szczepdéw izolowanych od owiec
(zwierzeta utrzymywane w stadach), dlatego tez zastosowano w badaniach niniejszg metode
celem wykazania mozliwosci transferu szczepéw pomiedzy gospodarzami. Metode
zastosowano réwniez do analizy epidemiologiczne;j koagulazododatnich

1 metycylinoopornych szczepdw Staphylococcus, izolowanych od psow.

Zwierzeta gospodarskie (owce)

Badania wykazaly znaczng rdéznorodno$¢ genetyczng szczepdéw owczych ale przede
wszystkim wykazano, ze to samo zwierz¢ nawet bez objawoéw klinicznych infekcji moze
by¢ skolonizowane przez kilka genetycznie zroznicowanych szczepow S. aureus (np. owca
nr IV rasy Uhruska zostala skolonizowana przez szczepy nalezace do siedmiu réznych
profili genomowych K, U, Y, d, T, X i f), co potwierdza ze odmienne od siebie szczepy
nalezace do tego samego gatunku, moga kolonizowac¢ nie tylko r6zne miejsca zwierzecia,

takie jak jama ustna, skora czy btona sluzowa odbytu, ale nawet to samo miejsce, np. jame
144



ustng. W przypadku szczepow izolowanych od owiec, w badaniach wtasnych potwierdzono
to zjawisko nie tylko poprzez zroéznicowanie w profilach ADSRRS, ale takze poprzez
zréznicowanie fenotypowych i genotypowych profile opornosci i wirulencji szczepow
pochodzacych od tego samego osobnika. Ponadto, wykazano réwniez obecnos¢ szczepow
0 poziomie podobienstwa co najmniej 90% u roznych osobnikdéw, co wskazuje na rozlegla
kolonizacj¢ krzyzowa szczepami S. aureus migdzy réznymi zwierze¢tami, ale nalezacymi do
tego samego stada. Z drugiej strony, tylko izolaty S. aureus pochodzace od owiec rasy
Swiniarka lub tylko izolaty S. aureus pochodzace od owiec rasy Uhruska wykazywaly ten
sam profil, co potwierdza rozprzestrzenianie si¢ szczepow S. aureus mi¢dzy rdznymi
osobnikami, ale tylko tej samej rasy owiec. Nie wyklucza to jednak transmisji szczepow
migdzy innymi gatunkami. Nie wykluczono réwniez, iz ze wzgledu na charakter 1 funkcje
obiektu hodowli zwierzat, petnigcego funkcje badawcze i edukacyjne, badane szczepy,
w tym MRSA, prawdopodobnie mogly lub moga zosta¢ przeniesione ze zwierzecia na

cztowieka (prawdopodobnie przez personel pomocniczy) lub odwrotnie.

Zwierzeta towarzyszace (psy)

Z kolei w przypadku szczepdéw MRSA i MRSP izolowanych od psoéw, pomimo wykazania
niewielkiego zroznicowania 1 zidentyfikowania dziewigciu profili genotypowych
z wykorzystaniem ADSRRS-fingerprinting w tej ostatniej grupie, nie zaobserwowano Zadnej
korelacji migdzy przynaleznoscia profilu, typem sekwencji ani profilem genéw opornos$ci
lub wirulencji. Co ciekawe, wczesniejsze badania przeprowadzone dla szczepdw S. aureus
1 S. pseudintermedius w oparciu o t¢ sama metodyke (Nowakiewicz i in. 2016) wykazaly
zroznicowane profile elektroforetyczne; jednak ze wzgledu na bardzo zréznicowane Zrodia
izolacji szczepOw (zwierzeta wolno zyjace) 1 niewielkg liczbe wykrytych gendw opornosci,
nie analizowano takiej korelacji. W tym przypadku wytypowanie do badania jedynie
szczepow MRSA 1 MRSP mogto spowodowac, ze metoda nie wykazala si¢ oczekiwanym
potencjatem réznicujacym. Inng przyczyng mogto by¢ zastosowanie innego, rzadko tnacego
enzymu restrykcyjnego (Bgll) niz w badaniach pierwotnych, (Krawczyk i in. 2007). Badacze
wykorzystali inny enzym restrykcyjny, BamHI, co rowniez mogto zmniejszy¢ zdolno$¢ do
roznicowania szczepow. Wynik ten stanowi ograniczenie badania i wskazuje na potrzebe
modyfikacji metody analizy szczepéw MRSA lub MRSP, zwtaszcza szczepow izolowanych

od tych samych zwierzat.
145



Jednak zroznicowane panele gendw oporno$ci i wirulencji, wyniki badan opornosci
fenotypowej oraz rézne typy sekwencji szczepdéw izolowanych od tych samych zwierzat
jednoznacznie wskazuja, ze jeden gospodarz, w tym przypadku pies, moze by¢ zrodiem
szczepow roznigcych si¢ pod wzgledem opornosci 1 wirulencji, nie tylko nalezgcych do tego
samego gatunku, ale takze charakteryzujacych si¢ opornoscia na metycyling. Nalezy
wskaza¢, ze badania wlasne maja réwniez pewne ograniczenia zwigzane ze stosunkowo
waskim panelem analizowanych mechanizmdw opornosci, poniewaz uwzglednione zostaty
jedynie najczestsze mechanizmy (geny kodujace) przekazywane droga horyzontalnego

transferu genow.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki badan wskazuja jednoznacznie na fakt, iz bez wzgledu na gatunek
gospodarza, koagulazododatnie gatunki Staphylococcus stanowia jeden z najistotniejszych
sktadnikow mikrobioty zdrowych klinicznie zwierzat. O ile w przypadku gatunku
S. pseudintermedius istnieje pewna specyfika gatunkowa odno$nie gospodarza, dotyczaca
rodziny psowatych (czgstsze wystgpowanie u psow 1 lisow rudych), o tyle S. aureus wydaje
si¢ nie podlega¢ zadnym ograniczeniom 1 jest izolowany praktycznie od kazdego gatunku
zwierzat 1 cztowieka, chociaz nalezy zaznaczy¢, ze na réznym poziomie. Tak duza tatwos¢
dostosowywania si¢ do roznych gospodarzy niesie za soba ogromne ryzyko transferu tych
drobnoustrojéw, szczegdlnie w przypadku tych cechujacych sie szerokim profilem
opornos$ci na substancje przeciwbakteryjne oraz bogatym panelem czynnikéw wirulencji,
umozliwiajacych szybka 1 skuteczng kolonizacje nowych gospodarzy, a w sprzyjajacych
warunkach réwniez rozwoj infekcji. W przypadku wspomnianego wcze$niej gatunku
S. pseudintermedius, co prawda na dzien dzisiejszy jest on bardziej wybrednym pod
wzgledem gatunku gospodarza drobnoustrojem, niemniej liczne doniesienia potwierdzajace
zdolno$¢ do kolonizacji a nawet wywolywania infekcji rowniez u innych gatunkow zwierzat
1 czlowieka pozwala prognozowaé rozwoéj szybkiej adaptacji rowniez tego gatunku
Staphylococcus nie tylko do kolejnych gatunkéw gospodarzy ale takze do wystepowania
srodowiskowego. Dlatego koagulazododatnie gatunki Staphylococcus wyposazone
w niezwykle bogaty arsenat czynnikow adaptacyjnych oraz podlegajace nieustannej
ewolucji, mimo rozlicznych analiz, nadal stanowig bardzo interesujacy obiekt badawczy.

W badaniach ~ wlasnych  analizowano  wystgpowanie = oraz  charakterystyke
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koagulazododatnich szczepdw Staphylococcus pochodzacych od rdéznych gospodarzy
zwierzgcych, poczawszy od zwierzat stanowiacych zrodlto zywno$ci zwierzecego
pochodzenia (owce), poprzez zwierzeta towarzyszace, a skonczywszy na zwierzetach wolno
zyjacych (lisach rudych). U wszystkich gatunkéw zwierzat zaobserwowano podobng
predylekcje do kolonizacji blony $luzowej jamy ustnej. Jest to miejsce najczgstszego
wystepowania tych gatunkéw, z ktorego w przypadku badan przesiewowych materiat
powinien by¢ pobierany w pierwszej kolejnosci. Co wiecej, wykazano rowniez iz zarowno
szczepy S. aureus jak 1 S. pseudintermedius 1zolowane od tego samego osobnika mogg
znaczaco si¢ od siebie rézni¢, zar6wno pod wzgledem metabolizmu podstawowego
(zréznicowane profile ST) jak i przystosowan do kolonizacji lub zdolno$ci do wywolywania
infekcji (zroznicowane profile opornosci 1 wirulencji), dlatego istotne jest aby w przypadku
analiz przesiewowych pobiera¢ do badan wigcej niz jeden szczep nalezacy do danego
gatunku, poniewaz strategia taka pomoze uzyskac bardziej calosciowy obraz i przekrojowa
charakterystyke szczepow kolonizujacych dane zwierze lub odpowiedzialnych za infekcje,
szczegolnie o charakterze chronicznym lub nawracajacym. Ponadto tak poszerzona analiza
dostarcza znacznie wigcej danych, ktore shuzg do przewidywania tendencji rozwoju
opornosci lub opracowywania nowych strategii leczenia. Nalezy podkresli¢, iz nawet
u klinicznie zdrowych zwierzat poziom wystepowania koagulazododatnich szczepow
Staphylococcus jest relatywnie wysoki, co jest szczegdlnie istotne w przypadku probek
mleka. Wykazanie obecnosci wielolekoopornych szczepéw lub szczepéw MRSA
w probkach od zdrowych klinicznie zwierzat moze wskazywac¢ nie tylko na wigksze
prawdopodobienstwo wywolania mastitis przy pojawieniu si¢ czynnikoOw sprzyjajacych
infekcji (np. obnizona aktywno$¢ ukladu immunologicznego gospodarza) ale roéwniez
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia czlowieka, szczegdlnie w przypadku szczepéw majacych
zdolnos¢ do produkeji enterotoksyn lub innych toksyn o dziataniu tzw. superantygenow. Jak
wykazaty wyniki badan wilasnych, zdolno§¢ do produkcji enterotoksyn, toksyn
eksfoliatywnych, toksyny szoku toksycznego lub leukocydyny Panton Valentina dotyczy
szczepow izolowanych od wszystkich badanych gatunkow zwierzat, co w polaczeniu
z duzym prawdopodobienstwem transferu takich szczepdéw na czlowieka, w wyniku
kontaktu bezposredniego lub droga pokarmowa, moze stanowi¢ zagrozenie zdrowia
publicznego. Ale nie tylko bogaty panel genéw wirulencji determinuje to ryzyko. Jak
wskazuja wieloletnie badania nad ré6znymi gatunkami drobnoustrojow, to nie zdolno$¢ do
produkcji roznego rodzaju toksyn, enzymow czy adhezyn czyni z nich tzw. superbakterie,

ale posiadanie r6znego rodzaju mechanizmow zwigzanych z niewrazliwo$cig na antybiotyki,
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ktére umozliwiaja im przezycie mimo stosowania terapeutycznych stezen tych lekow.
Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia to wlasnie lekoopornosé, a wiasciwie
wielolekoopornos¢ bakterii obejmujgca rowniez leki tzw. ostatniej szansy stanowi
najwicksze zagrozenie zdrowia publicznego. Niestety charakterystyka profili
lekowrazliwo$ci  koagulazododatnich  szczepéw  Staphylococcus, przeprowadzona
w badaniach wtasnych nie pozostawia watpliwosci, iz bez wzgledu na gatunek gospodarza,
poziom lekoopornosci, w tym roéwniez wielolekoopornosci juz jest wysoki, nawet
w przypadku szczepow izolowanych od gospodarzy, ktorzy nie sg poddawani terapii
celowanej, zatem w ich przypadku teoretycznie nie powinna istnie¢ presja selekcyjna
determinujaca lekoopornos¢. Co wiecej, w przypadku szczepdéw, pochodzacych od
wszystkich badanych gatunkéw zwierzat, bez wzgledu na poziom synantropizacji
1 prawdopodobienstwo  stosowania wczesniejszej antybiotykoterapii, mechanizmy
determinujace lekooporno$¢ byly takie same jak te, ktore najczesciej odpowiadajg za
lekoopornos¢ wsrod Staphylococcus izolowanych od czlowieka lub w przypadku infekcji
szpitalnych. Nalezy réwniez podkresli¢, iz wystgpowanie szczepoOw opornych na metycyline
oraz glikopeptydy u zwierzat staje si¢ co raz czg¢stszym zjawiskiem, co potwierdzity réwniez
wyniki badan wlasnych. Wskazane typy opornosci w potaczeniu z wielolekoopornoscia na
inne antybiotyki o szerokim spektrum dziatania takie jak aminoglikozydy czy
fluorochinolony sa odpowiedzialne za znaczne obnizenie prawdopodobienstwa sukcesu
terapeutycznego i realne zagrozenie powrotu do ery przedantybiotykowej. Zatem biorac pod
uwage wysoki potencjat zmiennosci, fatwosci rozprzestrzeniania si¢ 1 plastycznosci genomu
S. aureus 1 S. pseudintermedius, na co wskazuje rowniez zmieniajacy si¢ profil
dominujacych typow sekwencyjnych, oznacza, ze zardwno zwierzg¢ta gospodarskie,
towarzyszace jak 1 wolno Zyjace stanowia rezerwuar szczepOw O znaczeniu
epidemiologicznym poréwnywalnym ze szczepami wystgpujacymi u ludzi i bez wzgledu na
gatunek gospodarza mogg stanowi¢ istotne ogniwa w tancuchu rozprzestrzeniania si¢

opornosci.

148



8. Whnioski

1.

U wszystkich badanych gatunkéw zwierzat, wsrdod koagulazododatnich
gatunkow Staphylococcus S. aureus stanowi jeden z gldwnych skladnikéw
mikrobioty jamy ustnej zdrowych klinicznie zwierzat, przy czym w przypadku
zwierzat z rodziny Canidae (psoéw i liséw rudych), gatunkiem dominujacym jest
S. pseudintermedius.

Poziom kolonizacji (S. aureus) wzrasta w czasie cigzy u owiec i jest on dodatnio
skorelowany z aktywnos$cig ukladu odpornosciowego, o czym $wiadczg
statystycznie istotnie wyzsze poziomy ekspresji IL-6 1 Hp u nosicieli S. aureus.
Ten sam gospodarz, bez wzgledu na gatunek i1 rase¢ moze by¢ nosicielem kilku
odmiennych pod wzgledem opornosci i wirulencji szczepow tego samego
gatunku Staphylococcus, tj. S.aureus lub S. pseudintermedius.

Profile gendéw wirulencji i mechanizmy opornosci wystepujace wsrod szczepow
S. aureus izolowanych od réznych gatunkéw gospodarzy sg bardzo zblizone lub
takie same jak w przypadku szczepdw izolowanych od cztowieka.

Powtarzajacy si¢, fenotypowy profil lekoopornosci koagulazododatnich
szczepow Staphylococcus izolowanych od wszystkich badanych gatunkéw
gospodarzy jest taki sam i obejmuje przede wszystkim opornos¢ na penicyliny,
makrolidy, linkozamidy i tetracykliny, co znajduje rowniez potwierdzenie
w podobnym profilu gendéw najczgsciej odpowiedzialnych za t¢ opornosé, tj.
blaZ, ermB, msrA i tetK.

Wielolekoopornos¢ 1 oporno$¢ na metycyling oraz wankomycyng¢ staje si¢
zjawiskiem powszechnym wsrdd szczepow S. aureus izolowanych od zwierzat
towarzyszacych 1 gospodarskich, co moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie
zdrowia publicznego.

Wykazanie zupetnie nowych typow sekwencyjnych oraz zmian w profilu do
niedawna dominujacych ST u S. aureus i S.pseudintermedius, potwierdza duza
dynamike zmiennosci tych bakterii i wysokg zdolno$¢ do przystosowywania si¢
do nowych gatunkéw gospodarzy.

Istnieje uzasadniona potrzeba pelnego monitoringu 1 opracowania bardzo
restrykcyjnych protokoldéw dotyczacych stosowania okreslonych grup srodkow

przeciwdrobnoustrojowych w medycynie weterynaryjnej nie tylko w przypadku
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zwierzat stanowigcych zrodlo zywnos$ci zwierzecego pochodzenia, ale takze

zwierzat towarzyszacych i wolno zyjacych.
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The aim of the study was to analyze the presence of coagulase-positive Staphylococcus in swabs collected from red
foxes and to characterize the drug resistance and virulence of these bacteria. In total, 415 rectal and oral swabs
were collected, and coagulase-positive strains of S. pseudintermedius (n = 104) and S. aureus (n = 27) were
identified using multiplex-PCR and MALDI TOF MS. Subsequent analyses showed the highest phenotypic resis-
tance of the strains to penicillin (16.8%) and tetracycline (30.5%) confirmed by the presence of the blaZ, tetM,
and tetK genes. Slightly lower resistance to erythromycin (6.9%), clindamycin (9.2%), gentamicin, streptogra-
mins, rifampicin, nitrofurantoin, and sulphamethoxazol/trimetophrim was exhibited by single strains.

Several virulence genes in a few different combinations were detected in S. aureus; LukE-LukD, and seB were
the most frequent genes (37%), LukE-LukD, seB, and seC were detected in 11% of the strains, and PVL, etA, etB,
and tst genes were present in two or single strains.

The results of our research have confirmed that the red fox is an underestimated reservoir of coagulase-
positive Staphylococcus strains, with approximately 50% of carriers of at least one resistance gene. In turn,
88.8% of the S. aureus strains had one or more virulence genes; therefore, this species of wildlife animals should

be monitored as part of epidemiological surveillance.

1. Background

The red fox (Vulpes vulpes) is a representative of the canid family
(Canidae). This species occurs commonly in some parts of Asia, Europe,
northern America, and Africa. In Central Europe, it is the most numerous
wild species of the canid family (Karamon et al., 2014, 2018; Wodecka
etal., 2022). In Poland, the wild population of the red fox is estimated at
200-250 thousand individuals (Nowakiewicz et al., 2016; Wierzbicki
et al., 2021).

Due to the great adaptability of this species to more or less urbanized
environments and the official activities related to combating diseases
threatening the red fox population (obligatory vaccinations against

* Corresponding author.

rabies), a very rapid increase in the number of these animals was
observed in Poland between the end of the 20th century and the first
decade of the 21st century (Jackowiak et al., 2021). Typically, red foxes
inhabit forests, fields, and agricultural areas. However, due to the easy
access to food in urban areas and the progressive synanthropization of
this animal species, foxes can increasingly be seen interacting with
humans or other species of domesticated animals in city centers (Jack-
owiak et al., 2021; Karamon et al., 2018). Therefore, they may acquire
or share microbiota (including pathogens) with different host species.
The red fox has been analyzed as a reservoir of pathogens responsible
for typical zoonoses diagnosed in Poland, i.e. rabies (Smreczak et al.,
2023), echinococcosis (Karamon et al., 2014), various Trichinella spp.
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infections (Cybulska et al., 2016), and scabies (Kotodziej-Sobocinska
et al., 2014), which are regarded as vector-borne diseases. As shown by
Wodecka et al. (2022), over 32% of Ixodes tick species parasitizing foxes
are vectors of Borrelia spp., including human pathogens. Only single
studies have been conducted to determine the drug resistance of mi-
croorganisms present in these animals in Poland (Nowakiewicz et al.,
2016; Osinska et al., 2022; Skarzynska et al., 2020).

However, there are still insufficient data on the occurrence of other
pathogenic bacteria in red foxes both in Poland and in other countries of
the world (Ebani et al., 2022; Vichova et al., 2018). Moreover, the
available findings cover a small group of animals and cannot be regar-
ded as representative results, also in the case of the colonization of the
red fox by bacteria of the genus Staphylococcus. Available research re-
sults are mainly focused on methicillin-resistant strains (MRSA) (Carson
et al., 2016; Monecke et al., 2016). As highlighted by Nielsen et al.
(2020), the data on the colonization of the red fox by S. pseudintermedius
are limited to North American studies only.

Bacteria of the Staphylococcus genus have a dual nature. On the one
hand, similar to E. coli or Enterococcus, these bacteria are a natural
component of the skin and mucous membrane biota in animals and
humans; on the other hand, they are responsible for local or generalized
infection (sepsis), food poisoning, or even lethal septic shock-inducing
infections (Monecke et al., 2016). In this genus, coagulase-positive
Staphylococcus strains (CoPS) are regarded to have a particular status
of potentially pathogenic species (Yu et al., 2017) due to their ability to
produce many virulence factors, including free coagulase (Preda et al.,
2021). The best-studied species in this group is S. aureus, and the
greatest epidemiological importance for humans and animals is ascribed
to strains with resistance to beta-lactams and/or multidrug resistance
(MDR), i.e. hospital-associated MRSA (HA-MRSA), community-
associated MRSA (CA -MRSA), and livestock-associated MRSA (LA-
MRSA) (Dong et al., 2021). Methicillin resistance or multidrug resis-
tance in these strains is very often associated with the presence of
virulence factors, e.g. PVL, enterotoxins, or TSST-1, which makes these
bacteria “superbugs” posing a serious threat to public health (Dong
et al., 2021). S. pseudintermedius, i.e. the second epidemiologically most
important species among CoPS, is responsible for infections primarily in
canines and in humans (Borjesson et al., 2015; Kmieciak and Szewczyk,
2017). However, this species is much less known, and its epidemiolog-
ical characteristics have mainly been determined in strains isolated from
healthy or diseased dogs (Abdullahi et al., 2022; Carroll et al., 2021;
Glajzner et al., 2023; Ruzauskas et al., 2016).

Therefore, we hypothesized that the red fox may be a relevant carrier
of coagulase-positive staphylococci with epidemiologically important
resistance and virulence characteristics. The increasing synanthropiza-
tion of the red fox may primarily be reflected in the profile of drug
resistance and in the virulence of CoPS colonizing its digestive and upper
respiratory tract. Moreover, our previous studies on the resistance and
virulence of other species of indicator bacteria in wildlife animals in
Poland have shown a very high (over 50%) percentage of carriers of
multidrug-resistant strains with highly diverse profiles of virulence
genes (Nowakiewicz et al., 2020a, Nowakiewicz et al., 2020b; Now-
akiewicz et al., 2021; Osinska et al., 2022).

Therefore, taking into account the common occurrence of the red fox
in Poland and its close contact with humans as well as the zoonotic
potential of coagulase-positive Staphylococcus species, the aim of the
study was to analyze the occurrence of this group of bacteria in the red
fox population and to characterize their drug resistance and virulence in
the zoonotic aspect.

2. Materials and methods

2.1. Collection of animal samples, isolation of bacteria, and identification
of species

The material for the study was collected as oral and rectal swabs from
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209 red foxes (Vulpes vulpes) culled in the south-eastern region of
Poland. In total, 415 samples were obtained (206 swabs from the rectum
and 209 swabs from the mouth). Since Poland is still not a rabies-free
country, monitoring of this disease in the red fox is carried out annu-
ally (controlled culling of animals) in compliance with the applicable
law (European Commission Directorate, 2021). Therefore, the material
for the study was collected from the foxes post mortem by qualified
veterinary personnel in the State Veterinary Laboratory (ZHW) and,
until a negative result was obtained from a given animal, the material
was stored at —80°C for a maximum of 30 days. Subsequently, the swabs
were subjected to microbiological tests (culture and identification)
carried out at the Sub-Department of Veterinary Microbiology, Univer-
sity of Life Sciences in Lublin. In the first stage, the swabs were cultured
in nutrient broth supplemented with 6.5% NaCl (Biomaxima, Lublin
Poland) for 24 h at the temperature of 37°C. Standard selection and
differentiation media dedicated to isolation of Staphylococcus spp.
(Mannitol Salt LAB Agar and Baird Parker LAB agar, Biomaxima, Lublin,
Poland) were used sequentially for further cultures (each stage was
performed at 37°C for 24 h). Simultaneously, the samples were cultured
on the Chromagar MRSA medium (Graso Biotech, Poland) and incu-
bated in the same conditions. Then, one typical colony was selected from
each positive sample, plated on nutrient agar, and further analyzed.
Gram staining (Gram Staining Kit), catalase (hydrogen peroxide 3%
solution), and coagulase assays (BBL™ Coagulase Plasma) were per-
formed in accordance with the manufacturers’ instructions (BD Polska
sp. z 0.0., Warsaw, Poland, Merck, sp. z 0.0., Warsaw, Poland).

The analysis of all the bacterial isolates was performed using the
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI
TOF) method. Ribosomal proteins were extracted from each isolate
using the ethanol/formic acid extraction method to receive high quality
mass spectra. For the extraction, from one to five colonies of freshly
grown cultures incubated on Nutrient Agar at 37°C for 24 h were
collected and suspended in 300 pl of double-distilled water. Next, 900 1L
of absolute ethanol was added. The samples were mixed using a vortex
mixer for 30 s and then centrifuged for 2 min at 13000 xg. The super-
natant was removed and the pellet was dried at room temperature.
Subsequently, 25 pl of a 70% formic acid solution was added and the
sample was carefully mixed. Next, 25 pl of acetonitrile was added and
the sample was mixed again. The samples were centrifuged for 2 min at
13000 xg. The supernatant (1 pl) was then transferred onto the MSP 96
target polished steel BC plate and left for 15 min at room temperature to
dry. Next, the same amount of the HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid) matrix was placed on top of the dry samples and again the plate
was left for 15 min at room temperature. The target plate was loaded
into the MALDI Biotyper sirius mass spectrometer (Bruker, laser fre-
quency: 200 Hz) and mass spectra of extracted ribosomal proteins were
acquired using flexControl Version 3.4 software. Each of the bacterial
mass spectra was acquired by averaging 1500 laser shots from three spot
positions. The spectra were externally calibrated using an E. coli DH5-
alpha standard (Bruker). The calibrant consisted of six ribosomal pro-
teins from E. coli with RNAse A and myoglobin added to cover a range of
3637.8-16,952.3 Da. The MBT Compass 4.1, MALDI Biotyper Compass
Explorer 4.1 software, and the MBT Compass Library Revision H (2022)
(Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) database containing 3893 species/
entries were used to identify the mass spectra. As specified by the
manufacturer’s instruction, the identification scores are classified as
follows:

2.300-3.000: Highly probable species identification

2.000-2.299: Secure genus identification, probable
identification

1.700-1.999: Probable genus identification

0.000-1.699: No reliable identification

The coagulase-positive strains with an identification score in the
range from 3.000 to 1.700 log were confirmed additionally by the mo-
lecular method based on nuc gene polymorphism analysis (Sasaki et al.,
2010).

species
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Bacterial DNA was isolated using the Gram Plus and Yeast Genomic
DNA Purification Kit (Eurx, Gdansk, Poland) following the manufac-
turer’s instructions. The amplification was carried out in the conditions
described above using the Silver Taq Mix (Syngen Biotech, Wroctaw,
Poland) and appropriate primers (Genomed, Warsaw, Poland).

2.2. Disk diffusion test

The drug resistance of the coagulase-positive species was assessed
with the disk diffusion method on Mueller Hilton medium (Biomaxima,
Lublin Poland). Fourteen disks were impregnated with the following
antibiotics: erythromycin 15 pg, oxacillin 1 pg, cefoxitin 30 pg, genta-
micin 10 pg, rifampicin 5 pg, quinupristin/dalfopristin 15 pg, clinda-
mycin 2 pg (alone and in tests for detection of inducible clindamycin
resistance in Staphylococcus spp.), penicillin G 10 U, sulphamethox-
azole/trimethoprim 25 pg, tetracycline 30 pg, nitrofurantoin 300 ug,
linezolid 30 pg, ciprofloxacin 5 pg, and chloramphenicol 30 pug (Thermo
Scientific™ Oxoid™). The procedure and interpretation of the assess-
ment results complied with the recommendations from the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI VET 01 S, 2023; CLSI M100-ED33,
2023). S. aureus ATCC 25923 was used as a quality control. The multi-
drug resistance of the strains was classified according to criteria
described by Magiorakos et al. (2012).

2.3. Detection of resistance and virulence genes

The coagulase-positive strains were tested for the presence of genes
encoding phenotypic resistance. The following genes were selected:
mecA, mecC, blaZ (resistance to beta lactams), ermA, ermB, ermC, msrA
(resistance to macrolides), catpC223, catpC221, catpC194 (resistance to
phenicols), tetK, tetM, tetl. (resistance to tetracycline), acc(6')-le, and aph
(3)-IIa (resistance to aminoglycosides). The primer sequences and re-
action conditions were the same as described elsewhere (Garcia-Alvarez
et al., 2011; Hauschild et al., 2007; Martineau et al., 2000; Oliveira and
de Lencastre, 2002; Strommenger et al., 2003).

The S. aureus isolates were also tested for the presence of selected
virulence genes: seA, seB, seC, seD, and seE encoding enterotoxins (SEA-
E), tst encoding toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1), etA and etB
encoding exfoliative toxins ETA and ETB, PVL encoding leukocidin
(components S and F), and LukE-LukD encoding leukotoxin LUKE/LUKD
(Jarraud et al., 2002).

2.4. Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was performed using STATISTICA 13.1
(StatSoft, Krakéw, Poland); p < 0.05 was considered significant. The test
was used to compare the frequency of isolation of staphylococci from the
mouth and rectum as well as the occurrence of resistance to antibacterial
substances between S. aureus and S. pseudintermedius isolates.

Table 1
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3. Results
3.1. Isolation and identification of Staphylococcus species

In total, 157 strains were isolated and assigned to specific Staphylo-
coccus species using the MALDI TOF-MS method and the nuc gene
polymorphism analysis. We identified 60 rectal and 97 oral isolates,
with 83.4% (n = 131) of coagulase-positive strains (CoPS) (Table 1). The
Mann-Whitney U test showed a statistically significantly higher per-
centage of isolation of staphylococci from the oral cavity than from the
rectum (p < 0.05). A similar relationship was demonstrated in the case
of the frequency of isolation of CoPS; however, due to the small number
of coagulase-negative strains (CoNS), no statistical analysis was per-
formed for this group of Staphylococcus. Irrespective of the isolation site,
only two species: S. aureus and S. pseudintermedius were identified in the
CoPS group, with the dominance of the latter species (n = 104; 79.4% of
all the CoPS isolates, with statistical significance). The frequency of
isolation of S. aureus from the oral cavity was statistically significantly
higher than that from the rectum. The small difference observed in the
case of S. pseudintermedius was not statistically significant (Table 1).

The coagulase-negative species were statistically significantly less
numerous (n = 26) and more diverse than CoPS. They were represented
by S. sciuri, S. succinus, S. xylosus, S. warneri, S. vitulinus, S. haemolyticus,
and S. chromogenes (Table 1). Moreover, the majority of the CoNS strains
were oral isolates (69.2% of all the CoNS isolates).

3.2. Phenotypic drug resistance of S. aureus and S. pseudintermedius

The isolated strains were resistant to 10 out of the 14 antimicrobials
tested. As many as 50% (n = 52) of the S. pseudintermedius strains and
only 22.2% (n = 6) of the S. aureus isolates were susceptible to all the
antimicrobials. No strain was resistant or intermediate to chloram-
phenicol, ciprofloxacin, linezolid, and oxacillin or cefoxitin (tested only
for S. aureus and S. pseudintermedius, respectively, according to the CLSI
standard). Similarly, none of the S. aureus and S. pseudintermedius iso-
lates grew on the chromagar MRSA medium. Four of the strains tested
(3%) exhibited multidrug resistance associated with insusceptibility to
three or four antimicrobials.

Furthermore, we found simultaneous resistance to rifampicin and
streptogramins in a single strain (S. aureus) and another nitrofurantoin-
intermediate strain (Table 2). Only three strains of S. pseudintermedius
showed phenotypic resistance to sulfamethoxazole/trimethoprim and
three (2.3%) other strains showed resistance to gentamicin. Most of the
strains were resistant to tetracycline (n = 40) and penicillin (n = 22)
(30.5% and 16.8%, respectively), with dominant (statistically signifi-
cant) resistance to penicillin observed in S. aureus (18 out of the 22
penicillin-resistant  strains) and resistance to tetracycline in
S. pseudintermedius (39 out of the 40 tetracycline-resistant strains)
(Table 2). Resistance to clindamycin (inducible resistance was not
observed in any of the strains) was exhibited by 9.2% (n = 12) of all the
CoPS isolates, and erythromycin resistance was only found in 6.9% of
the strains (n = 9). Four of the strains (3%) were multidrug resistant.
(See Table 3.)

Occurrence of Staphylococcus species in the red fox depending on the site of strain isolation.

Confirmed Staphylococcus species (n = 157)

Coagulase-positive

Coagulase-negative (Howden et al., 2023) 16.6

(131) 83.4*
Site of isolation S. aureus S. pseudintermedius S. sciuri S. succinus
Mouth 22 57 6 3
Rectum 5 47 1 1
Total 27 104 7 4
% 17.2 66.2 4.5 2.54

S. xylosus S. warneri S. vitulinus S. haemolyticus S. chromogenes
4 1 3 1
4 1 1
8 1 2 3 1
5.1 0.64 1.27 1.9 0.64

* percentage of strains in relation to the total number of isolates (n = 157).
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Table 2
Phenotypic resistance of coagulase-positive Staphylococcus strains.

Antimicrobials Staphylococcus n = 131/%
S. aureus n = S. pseudintermedius n = Total
27 104
Erythromycin 2/17.4 7/6.7 9/6.9
Gentamicin 2/1.9 2/1.5
Rifampicin 1/3.7 1/0.76
Streptogramin 1/3.7 1/0.76
Clindamycin 3/11.1 9/8.6 12/9.2
Penicillin* 18/75 4/3.8 22/
16.8
Trimethoprim/ 3/2.9 3/2.3
sulfamethoxazole
Tetracycline® 1/3.7 39/37.5 40/
30.5
Nitrofurantoin 1/3.7 1/0.76

* statistically significant differences between S. aureus and S. pseudintermedius
(The Mann-Whitney U test; p < 0.05).

Table 3
Occurrence of resistance genes in coagulase-positive strains of Staphylococcus
Spp.

Resistance gene

Staphylococcus n = 131/%

S. aureus n = 27 S. pseudintermedius n = 104 Total
msrA 1/0.96 1/0.76
tetK 3/2.9 3/2.3
tetM 28/26.9 28/21.4
blaz 15/55.5 1/0.96 16/12.2
acc(6)-Ie- 2/1.9 2/1.5
aph(3)-Illa 1/3.7 1/0.76

3.3. Occurrence of resistance and virulence genes

In 15 (55.5%) of all the S. aureus tested, the presence of the blaZ gene
was detected, which confirmed the penicillin resistance in 93% of the
penicillin-resistant strains (Table S1). Only one S. pseudintermedius strain
had this gene, and we found only four penicillin-resistant strains of this
species. Opposite results were obtained in the case of genes encoding
resistance to tetracycline, as 71.8% (n = 28) of S. pseudintermedius
strains with resistance to this antibiotic exhibited the presence of the
tetM gene, and three strains had the tetK gene simultaneously. None of
the tetracycline-susceptible strains had tetracycline resistance-encoding
genes (Table S2). It seems interesting that no gene encoding resistance to
macrolides was found in the strains with phenotypic resistance to these
antimicrobials. The msrA gene was only detected in the strain with
phenotypic susceptibility to macrolides. The analysis of gentamicin
resistance resulted in similar findings: despite the phenotypic resistance
to this drug detected in two strains, the presence of the acc(6')-Ie- gene
was demonstrated in two other phenotypic gentamicin-susceptible
strains of S. pseudintermedius. Moreover, one strain of S. aureus was
characterized by the presence of a gene encoding resistance to kana-
mycin (aph(3)-Illa) (Table S1). The other genes analyzed in this study
were not found in any strain characterized by resistance or susceptibility
to the tested antimicrobials.

Due to their species specificity, the presence of the most important
virulence genes was analyzed only in the S. aureus strains. Most of the
strains (n = 24) were characterized by the presence of the leukotoxin-
encoding LukE-LukD gene. It was the only virulence gene detected in
eight strains and was accompanied by other virulence genes in the other
cases, most often by the enterotoxin-encoding seB gene (70.4% of
S. aureus strains) or the seC gene (22.2% of S. aureus). However, no other
genes coding for enterotoxins were detected.

One strain was found to have the toxic shock syndrome toxin-1
(TSST-1)-encoding gene, and genes encoding exfoliative toxins (etA,
etB) were found in two others. Two other strains of S. aureus also showed
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the potential to produce Panton Valentine leukocidin (Table 4).
4. Discussion

The natural environment is one of the three main elements of the
generally known One Health concept, which assumes that human health
is inextricably linked to the health of animals and the natural environ-
ment (Aslam et al., 2021). On the one hand, various species of wildlife
animals can be regarded as an integral part of the natural environment;
on the other hand, they can be potential and unknown reservoirs of
various microorganisms posing a risk to public health. The red fox
(Vulpes vulpes), i.e. one of the most common species in Poland and other
European countries (Delcourt et al., 2022; Jackowiak et al., 2021), is an
excellent example of a species that can be a biomarker of real environ-
mental pollution. It is characterized by relatively high migration po-
tential, which is especially important in the case of the strains analyzed
in the present study. Another element indicating the suitability of the
red fox to be an indicator species is its high potential for synanthrop-
ization and its highly diverse diet. The quite common presence of red
foxes in cities and near livestock farms is associated with easy access to
food sources (e.g. garbage cans) (Jackowiak et al., 2021). On the other
hand, the omnivorous nature of this group of animals increases the
possibility of accumulation of various types of pathogens and multidrug-
resistant strains, including commensal species or the so-called indicator
bacteria, which can easily transfer resistance and even virulence genes
to strictly pathogenic species through horizontal gene transfer (HGT)
(Nowakiewicz et al., 2020 a).

The rich panel of virulence factors combined with numerous mech-
anisms of acquisition of drug resistance via HGT has also been found in
Staphylococcus bacteria, which makes these microorganisms extremely
unpredictable and difficult-to-combat causes of infection in humans and
animals (Gordon et al., 2021; Howden et al., 2023).

In the first stage of our study, we analyzed the general occurrence
and range of Staphylococcus species in samples collected from two body
areas of red foxes, i.e. the oral cavity and the rectum. Many reports have
confirmed the greatest frequency of Staphylococcus colonization of the
oral and nasal mucus membranes, the final segment of the digestive
tract, and the skin in canids (Nowakiewicz et al., 2016; Paul et al.,
2012). The present study strongly corroborated this observation. How-
ever, the majority, i.e. two-thirds of all the Staphylococcus isolates
(61.8%), originated from the oral samples; almost three-quarters of the
oral strains (81.4%) belonged to CoPS and this dominance was statisti-
cally relevant. Similarly, this result was reflected in the significantly
higher percentage of positive isolation from samples taken from the oral
cavity (46.4%) compared to the rectal swabs (Staphylococcus was iso-
lated in only 29% of the rectal swab samples). Therefore, our research
has shown that it is much more advisable to collect samples from the oral
cavity than from the rectum in Staphylococcus surveillance studies. On
the other hand, the present results indicate no statistically significant
differences in the frequency of S. pseudintermedius isolation between
samples collected from the oral cavity and the rectum.

Table 4
Virulence profiles of S. aureus strains.

Number of Virulence profile Source of sample
S. aureus strains /%
rectum mouth
8/29.6 LukE-LukD 1 7
10/37 LukE-LukD, seB 3 7
3/11.1 LukE-LukD, seB, seC 1 2
1/3.7 seB, seC, tst 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, PVL 1
1/3.7 seB, seC, PVL 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, seC, etA, etB 1
1/3.7 LukE-LukD, seB, etA, etB 1
1/3.7 seB 1
n=27 Total 5/18.6 22/81.4
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Similarly, the data reported by Paul et al. (2012) and Rubin and
Chirino-Trejo (2011) in studies on dogs indicated a comparable degree
of colonization of the pharynx and rectum by S. pseudintermedius.

The results of the current study confirmed our previous findings,
which showed that 60% of animals were colonized by
S. pseudintermedius (Nowakiewicz et al., 2016). Although this species is
the dominant in canids, it is increasingly being isolated from humans
(Carroll et al., 2021). However, these bacteria are isolated only from
immunocompromised patients and those with coexisting metabolic
diseases (Yarbrough et al., 2018), while healthy humans who have daily
contact with dogs (owners, veterinarians, breeders, and other veterinary
healthcare personnel) are usually only temporarily colonized by this
species (Carroll et al., 2021).

S. aureus is common to almost all animal species and humans. There
are many literature reports on the occurrence and epidemiological sig-
nificance of this species of bacteria isolated from various animal species,
including free-living animals (Abdullahi et al., 2021; Heaton et al.,
2020; Martinez-Seijas et al., 2023). Depending on the animal species and
protocol of isolation, the S. aureus prevalence ranges from 0% to even
over 90% (FeBler et al., 2018; Heaton et al., 2020; Martinez-Seijas et al.,
2023; Monecke et al., 2016). However, in the case of the red fox, the
number of publications on the occurrence and characteristics of S. aureus
in this animal species is limited (Heaton et al., 2020; Monecke et al.,
2016; Nowakiewicz et al., 2016; O’Hagan et al., 2021).

Since wildlife animals are not subjected to targeted therapy, we ex-
pected that the percentage of the drug-resistant S. aureus and
S. pseudintermedius isolates would be much lower than in companion and
farm animals. However, despite the use of the standard strain selection
method for further analysis (a randomly selected strain from each pos-
itive sample with typical morphology obtained on nutrient medium),
only half of all the coagulase-positive isolates had phenotypic suscep-
tibility to all the tested antimicrobials. However, only four strains
meeting the criterion of drug resistance proposed by Magiorakos et al.
(2012) were found.

Nevertheless, the results obtained in the current study confirmed the
resistance to penicillin, tetracycline, macrolides, and clindamycin as the
most frequently reported type (EFSA (European Food Safety Authority)
and ECDC (European Centre for DiseasePrevention and Control), 2022;
Nielsen et al., 2020).

No strains were found to be resistant to fluoroquinolones, phenicols,
oxazolidinones, and penicilinase-stable penicillins in this study, and
only single strains showed resistance or intermediate susceptibility to
rifampicin, antifolates, streptogramins, and nitrofurantoin. These results
are comparable with findings reported by other authors in free-living
animals, as only single cases of S. aureus resistance to these antimicro-
bials have been reported in rats and other rodents, hedgehogs, wild boar,
and some non-human primates (Himsworth et al., 2014; Monecke et al.,
2016; Roberts et al., 2018; Sousa et al., 2017).

The coagulase-positive Staphylococcus species isolated from the red
foxes in this study have a rather specific drug resistance profile, indi-
cating some correlation between the resistance profile and strain spe-
cies. We showed that penicillin resistance was the dominant type of
phenotypic resistance of the S. aureus strains, which was confirmed in
most cases by the presence of the blaZ gene, while tetracycline resistance
dominated both phenotypically and genotypically among the
S. pseudintermedius isolates. Tetracycline resistance was confirmed by
the presence of the tetM gene, which is easily acquired by this species,
but in three cases we also showed the presence of the tetK gene, which is
responsible for tetracycline resistance but acts through a different
mechanism (membrane-associated efflux system) (Grossman, 2016).
Interestingly, in previous studies on the drug susceptibility profiles of
strains (mainly S. pseudintermedius) isolated from companion animals,
penicillin resistance generally prevailed and tetracycline resistance was
usually much less prevalent (Bierowiec et al., 2021; Glajzner et al., 2023;
Ruzauskas et al., 2016). Such a high level of resistance to tetracycline
may be related to the fact that oral vaccinations against rabies are still
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carried out in Poland, and the effectiveness of the vaccine is evaluated in
wildlife animals (including red foxes) by monitoring of the deposition of
tetracycline in animal bones (since the vaccine is marked with tetracy-
cline). Fluorescence observed in bone cuts from animals culled under
mandatory monitoring proves that the vaccine was successfully
administered. Since many wildlife animals are subjected to direct
tetracycline exposure, the percentage of tetracycline-resistant
S. pseudintermedius strains was high in this study.

However, to find out why this phenomenon was observed only in the
case of S. pseudintermedius colonizing the foxes, further comparative
studies should be conducted and more than one Staphylococcus isolate
from a given animal should be analyzed for the presence of tetracycline
in its bone cuts.

From the epidemiological point of view, the presence of MRSA
strains in wildlife animals is one of the most frequently described types
of resistance (Abdullahi et al., 2021; Martinez-Seijas et al., 2023; Mon-
ecke et al., 2016). However, despite the use of typical chromogenic
media for the detection of methicillin-resistant strains, we did not detect
such a phenotype in the present study. Nevertheless, it should be
emphasized that the study had some limitations related to the use of the
chromogenic medium, which is dedicated to the detection of MRSA
rather than MRSP.

An additional factor worth noting in the current study is the presence
of some resistance genes (encoding resistance to aminoglycosides and
macrolides) in strains that did not show phenotypic expression. The
msrA gene is responsible for encoding the efflux pump mechanism
(macrolides and streptogramins), while the aac(6)-Ie/aph (2") gene is
responsible for the production of enzymes responsible for resistance to
most aminoglycosides except streptomycin (Hauschild et al., 2007). It is
probable that these strains are characterized by reduced susceptibility
that is undetectable with the disk diffusion method used in this study or,
due to frameshift mutations, these genes were not functionally expressed
(Hauschild et al., 2007). On the other hand, the lack of genetic confir-
mation of the phenotypic resistance to macrolides and/or clindamycin,
as well as gentamicin in other strains isolated in this study, may be
associated with the occurrence of other less frequent mechanisms of
resistance (Miklasinska-Majdanik, 2021). The drug resistance of
coagulase-positive Staphylococcus strains isolated from red foxes is not
the only potential threat to public health. The analysis of the presence of
virulence genes in the S. aureus strains showed a fairly rich profile,
including genes encoding the so-called superantigens (SAg) responsible
for acute and violent infections in humans (Tuffs et al., 2022). Due to the
impossibility to monitor the occurrence of this type of infection in ani-
mals, especially wildlife species, it is not entirely clear whether strains
with genes encoding enterotoxins (SEs), PVL leukocidin, or TSST-1 toxin
can cause similar rapidly progressing infections in animals. Neverthe-
less, the presence of these genes in the red fox isolates may indicate this
animal species as a potential reservoir of strains that are pathogenic to
humans. In addition, taking into account the high survival rate of
Staphylococcus strains in the environment and their high resistance to
adverse conditions, strains with potentially high zoonotic potential may
be quite common in the natural environment. The presence of at least
one gene encoding SEs was observed in >70% of all S. aureus, likewise in
previous studies of the same species isolated from foxes and other
predatory wildlife species (Nowakiewicz et al., 2016).

However, the gene profile obtained in this study is significantly
different, as the dominant seB gene was accompanied by the seC gene in
18.5% of the strains. After SEA, enterotoxins SEB, SEC, and SED are the
most frequent causes of outbreaks of food poisoning in the world
(Argudin et al., 2010; Fisher et al., 2018). Moreover, the SEB and SEC
toxins are thermostable, and their resistance to temperature or low pH is
much greater than that of other enterotoxins (Rajkovic, 2016).

Panton-Valentine leukocidin is produced by a very small percentage
of S. aureus strains, and its presence is considered a marker of strains
responsible for extremely invasive diseases, such as necrotizing pneu-
monia, sepsis syndrome, necrotizing fasciitis, and musculoskeletal
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disease in humans (Shallcross et al., 2013). PVL can be transferred from
a PVL-positive S. aureus strain to a PVL-negative S. aureus strain via
phage conversion. Since temperate bacteriophages in S. aureus are
common and most strains carry at least one on their genome, there is a
high probability of prophage induction and the possibility of further
gene spread (Kelly et al., 2009).

Exfoliative toxins (ETA, ETB, ETD) are involved in the pathogenesis
of S. aureus skin infections, such as staphylococcal scalded skin syn-
drome (SSSS), bullous impetigo, furuncles, and abscesses; however, the
first two toxins are associated with more severe cases of infection in
humans (Bukowski et al., 2010).

Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) is the major toxin causing
staphylococcal toxic shock syndrome (TSS). TSST-1 together with en-
terotoxins SEs (mainly staphylococcal enterotoxin serotype A (SEA),
SEB, SEC) and exfoliative toxins are responsible for excessive antigen-
independent activation of T cells and antigen presenting cells (APCs)
and subsequent massive secretion of pro-inflammatory cytokines, which
produces symptoms associated with damage to many organs or auto-
immune diseases (Noli Truant et al., 2022). Surely, the expression of
these toxins depends on many factors related to both the bacteria and
the environment; however, the presence of strains with genes encoding
SAg in wild animals may pose a certain risk to human health.

5. Conclusion

The results of our research have confirmed that the red fox, a species
common in Europe, is an underestimated reservoir of coagulase-positive
Staphylococcus species, mainly S. pseudintermedius and S. aureus.
Importantly, approximately 50% of these strains are carriers of at least
one resistance gene and at least one virulence gene in 100% of S. aureus,
which indicates that even the absence of MRSA and MRSP strains in the
red fox does not exclude the role of this animal species as a reservoir of
pathogens of public health concern. Strains inhabiting the oral cavity as
well as the final section of the digestive tract of these animals can easily
enter the environment, contaminate both soil and water, and pose a
threat to professionals associated with the forest environment. Simul-
taneously, the increasing synanthropization of the red fox may be quite
an important link in the distribution of such strains between the natural
environment and the anthroposphere. Therefore, one of the elements of
the implementation of the One Health concept should include the
monitoring of selected species of wildlife animals in terms of the pres-
ence of both pathogenic and multidrug-resistant microorganisms.
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Introduction: Staphylococci are still a challenge in veterinary medicine, as they are one of the aetiological factors causing

clinical and subclinical mastitis in small ruminants. The aim of the study was to analyse the occurrence of staphylococci in milk
obtained from Swiniarka (SW) and Uhruska (UHR) sheep and to characterise their drug resistance and virulence. Material and
Methods: In total, 50 milk samples were collected from ewes seven days after parturition. Drug susceptibility analysis was
performed based on Clinical and Laboratory Standards Institute standards and demonstration of the presence of resistance genes
was attempted. Results: Staphylococcus spp. strains were identified in 70% of the samples, and 57.2% of the strains were S. aureus.
Most of the tested strains (88.6%) were resistant to at least one antimicrobial, and resistance to tetracycline and erythromycin was
the dominant type in S. aureus strains. Coagulase-negative species (CoNS) exhibited resistance predominantly to penicillin,
cefoxitin and tetracycline (86.6%, 73.3% and 46.6%, respectively).The presence of the mecC gene was detected in four cefoxitin-
resistant strains. In tetracycline- and chloramphenicol-resistant strains, phenotypic and genotypic resistance was statistically
significantly more common among strains isolated from UHR than SW. Conclusion: The present study highlights the problem of
potential subclinical mastitis caused by drug-resistant strains of S. aureus and other CoNS species in lambed ewes. However,
the occurrence of virulence factors in these strains is very rare.

Keywords: Staphylococcus, sheep mothers, drug resistance, animal health.

Introduction

Bacteria of the Staphylococcus genus belong to
a group of microorganisms occurring both as commensals
of the mucous membranes of various species of animals
and humans and as causative agents of many local and
generalised infections of varying severity, ranging from
mild or subclinical changes to life-threatening infections.
This genus currently includes over 70 different species (27).
Because of their relatively high resistance to unfavourable
environmental conditions, such as low water activity,
high temperatures, high sodium chloride concentration
and low pH, staphylococci are able to survive outside the
host for a relatively long time, constituting one of the
most common pathogens contaminating food of animal
origin. Numerous species belonging to the Staphylococcus
genus are also components of the natural biota of the

skin and mucous membranes of healthy sheep (30, 31).
However, bacteria of the Staphylococcus genus are also
the most common cause of infections in these animals,
including those which develop into clinical and subclinical
mastitis. The coagulase-positive species (CoPS) S. aureus is
a particularly frequent aetiological agent of mastitis and
is responsible for over 70% of cases, while a similar
percentage of coagulase-negative species (CoNS) are
isolated from cases of subclinical mastitis (29). The
change in the status of a microorganism from a commensal
to the causative agent of infection depends on many
factors, including the way animals are kept and fed, the
level of hygiene and biosecurity, milking practices and
even climate changes (30). The breed of animal is also
of great importance given the susceptibility to infections,
anatomical condition of teats, number and size of
offspring, length of the lactation period and typical prevalence
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of coexisting health problems which all vary from breed
to breed (24). It has been shown that ewes of different
breeds have different genetic predispositions to the
development of clinical or subclinical mastitis (30).

Although sheep breeding has a long tradition in
Poland, currently sheep constitute only 1% of the
number of animals kept in our country and used for milk
and meat. There are over a dozen breeds of sheep in
specific or mixed types of use, with 17 native breeds
covered by the Genetic Resources Protection
Programme (19). These breeds include the Uhruska and
Swiniarka sheep examined in the current work.

The Uhruska Sheep (UHR) is a refined breed. This
is a native variety developed in the region of central-
eastern Poland as a cross between Merino ewes from the
Poznan region and Leine and Kent rams. The animals
make good use of farm feed and natural pastures. Sheep
of this breed are medium in size and their body weight
ranges from 55 to 60 kg. The Uhruska sheep is a meat
breed with high fertility (140—160%) and high-quality
wool (14).

The Swiniarka Sheep (SW) is a primitive breed that
is relatively resistant to diseases and unfavourable living
conditions; the breed is undemanding in feeding (low-
quality feed). These animals adapt perfectly to local
environmental conditions. The representatives of this
breed are small with a slight build and a body weight of
25-35 kg. The usability of this breed is low, and its milk
production is only sufficient to feed the offspring. The
reproduction of these sheep is characterised by
seasonality and a high frequency of single litters. Sexual
maturation is moderately late, at the age of 9—12 months,
and fertility is estimated at 120% (14).

The analysis of factors that may potentially
negatively affect the health status of these animals seems
extremely important from the point of view of conservation
and protection of the species. Both sheep breeds are
considered endangered; moreover, the Swiniarka breed
currently requires conservation efforts (19).

The common occurrence of microorganisms of
the Staphylococcus genus makes their contribution to the
infection threat to sheep a serious one. Staphylococcal
infections are associated with huge economic losses
because of decreased milk production and poor milk
quality. In addition, they negatively affect the welfare of
both sheep and lambs and worsen lamb mortality.
Infections may also cause fear, anxiety, changes in
feeding behaviour and pain in affected ewes, which have
adverse impacts on meat production (24).

Public health is an important issue regarding the
consumption of products manufactured from raw materials
originating from various breeds of sheep. The presence
of staphylococci, especially of S. aureus, in consumed
milk or milk products poses a significant threat to public
health. This is related, on the one hand, to the increasing
number of multidrug-resistant (MDR) isolates belonging
to this group of microorganisms and, on the other hand,
to the numerous virulence factors of S. aureus causing
many life-threatening infections, such as those where its

toxigenic mechanism is activated and leads to toxic
shock syndrome (28). Increasing resistance usually
results from the selection pressure associated with the
frequent use of antimicrobials in the equally frequent
infections in animals. There is usually a positive
correlation between modified breeds with high milk
or meat production and increased susceptibility to
infections (31). When focusing on the presence of
Staphylococcus in sheep, the “One Health” concept
should not be ignored. A crucial aspect of this concept is
food safety, including microbiological safety, which is
determined by the health of food animals and necessarily
by the health of sheep (22). Therefore, the aim of the
study was to analyse the occurrence of Staphylococcus
in the milk of lactating mothers of sheep from two
different breeds and to characterise the strains in terms
of their drug resistance and potential virulence.

Material and Methods

The samples of milk were taken from two local
native Polish breeds of sheep: SW and UHR. The
animals were kept in the Bezek experimental station
belonging to the University of Life Sciences in Lublin
(51°11'60.00" N 23°15'60.00" E), located in south-
eastern Poland. The basic herd numbers over 500
animals, including approximately 200 UHR dams and
50 SW dams. The ewes were fed according to the French
Institut National de la Recherche Agronomique feeding
system (according to their physiological status). All
animals housed in the sheepfold were fed in the same
way using the feed available on the farm. The animals
were kept in the same building in uniform environmental
conditions; however, the breeds were separated inside
the building and during pasturing. The animals were
kept in a closed system from September to mid-May and
an open system with grazing from mid-May to early
September. Mating lasted six weeks, starting in
September for the UHR ewes and in October for the SW,
and lambing lasted from mid-January to February for the
UHR sheep and from February to March for the SW.
The animals were of the same age, i.e. two years old.

Milk sample collection, isolation and species
identification. Milk samples were collected during
a standard clinical examination conducted by a veterinarian
between March and April 2023. Twenty-five animals
with no clinical symptoms detected during the basic
clinical examination of the udder (observation, palpation
and comparison of both glands) were selected from each
breed to provide the material. A total of 50 milk samples
were collected as 25 samples from UHR and 25 from
SW. Milk samples of 5 mL volume were collected
aseptically from an udder half from each animal, on
average seven days after parturition, according to a procedure
described previously (25). In refrigeration conditions,
the samples were transported to the laboratory within
two hours, where 1 mL of each sample was cultured in
nutrient broth medium supplemented with 6.5% NaCl



A. Hahaj-Siembida et al./] Vet Res/69 (2025) 41-50 43

(Biomaxima, Lublin, Poland) and incubated for 24 h
at 37°C. Mannitol Salt LAB Agar and Baird-Parker LB
(lysogeny broth) Agar (Biomaxima) were selected from
the products for specific application to Staphylococcus
spp. and used as selective media. Samples of 100 pL
volume were streaked onto plates and incubated at 37°C
for 24 h. One typical colony obtained from the media
was selected for further analyses. Next, Gram staining
(Gram Staining Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Germany),
catalase (3% hydrogen peroxide solution), and coagulase
assays were performed (BBL Coagulase Plasma, Rabbit,
with EDTA, BD, Franklin Lakes, NJ, USA). All
catalase- and Gram-positive cocci were analysed using
the matrix-assisted laser desorption/ionisation—time-of-
flight mass spectrometry (MALDI TOF-MS) and
coagulase-positive strains were further confirmed using
the molecular method based on the analysis of nuc gene
polymorphism as described previously (15). DNA was
isolated from 24-h pure bacterial colonies using
a commercial kit (Gram Plus and Yeast Genomic DNA
Purification Kit; EURx, Gdansk, Poland) in accordance
with the manufacturer’s instructions. Amplification was
performed according to the conditions described
previously (14) and with Silver Tag Mix (Syngen
Biotech, Teipei, Taiwan) and appropriately selected
primers (Genomed, Warsaw, Poland) as described
previously (15).

Analysis of phenotypic antimicrobial susceptibility.
The phenotypic antimicrobial susceptibility of
Staphylococcus spp. was assessed using the disc-
diffusion method on Mueller Hinton LAB-AGAR
(Biomaxima Lublin, Poland). Thirteen discs with
antibiotics (Oxoid, Basingstoke, UK) were used for this
study: erythromycin 15 mg, cefoxitin 30 mg, gentamicin
10 mg, rifampicin 5 mg, quinupristin/dalfopristin 15 mg,
clindamycin 2 mg (alone and in tests for the detection of
inducible clindamycin-resistant Staphylococcus spp.),
penicillin 10 IU, sulfamethoxazole/trimethoprim 25 mg,
tetracycline 30 mg, nitrofurantoin 300 mg, linezolid
30 mg, ciprofloxacin 5 mg and chloramphenicol 30 mg.
The procedure and interpretation of the results were
performed in accordance with the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (8, 9).
The American Type Culture Collection Staphylococcus
aureus ATCC 25923 reference strain was used for
quality control, and the multidrug resistance of the
strains was classified according to criteria described in
a previous study (15).

Table 1. Occurrence of Staphylococcus species in milk by sheep breed

Detection of resistance and virulence genes.
The Staphylococcus spp. strains isolated from the milk
were tested for the presence of genes encoding phenotypic
resistance. The following genes were selected: mecA,
mecC, blaZ (resistance to P -lactams), ermA, ermB,
ermC, msrA (resistance to macrolides), cat pC223, cat
pC221, cat pC194 (resistance to phenicols), tetK, tetM,
tetL (tetracycline resistance), acc(6')-le and aph(3)-Illa
(resistance to aminoglycosides). The sequences of the
selected primers and the reaction conditions are
described in previously published articles (10, 14). The
S. aureus strains were also tested for the presence of the
following virulence genes: se4-E (encoding enterotoxins),
tst (encoding toxic shock syndrome toxin-1), etd, etB
(encoding the ETA and ETB exfoliative toxins), LukE-
LukD (responsible for leukotoxin LUKE/LUKD) and
PVL (encoding leukocidin) (17).

DNA isolated according to the method described above
(1 puL/20 pL of total volume of amplification reaction) and
PCR reagent (PCR Mix Plus Red, A&A Biotechnology,
Gdansk, Poland) were used in all the analyses.

Statistical analysis. The statistical analysis was
performed using the Statistica 13.1 program (Dell
Technologies,Round Rock, TX, USA). The Mann—
Whitney U test (P-value < 0.05) was used to determine
statistically significant differences between S. aureus
and CoNS in terms of the level of phenotypic resistance
and the occurrence of resistance genes and to compare
the phenotypic resistance and the occurrence of
resistance genes between strains isolated from the two
breeds of sheep (P-value < 0.05).

Results

Isolation and identification of Staphylococcus
species. MALDI TOF-MS confirmed that 35 isolates
obtained from tested sheep milk samples belonged to
the Staphylococcus genus. Among them, 20 strains
(57%) were coagulase-positive and were all S. aureus,
which was further confirmed by the results of the
amplification of the nuc gene, and 15 strains (30%) were
four different coagulase-negative species (S. xylosus,
S. simulans, S. condimenti and S. lentus) (Table 1).
A comparable positive rate of Staphylococcus isolation
from the samples was observed in both animal breeds,
with a slight predominance in the SW breed (54%
vs. 46% of samples were positive, respectively).

Staphylococcus aureus S. xylosus S. simulans S. lentus S. condimenti
Uhruska (n = 16) 10 1 4 1
Breed )
Swiniarka (n = 19) 10 7 1 1
Total (n = 35) 20 N 5 1 1
w* 57.2 28 143 2.85 2.85

* — percentage of strains in relation to the total number of isolates
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Table 2. Characteristics of Staphylococcus spp. strains isolated from Polish ewes of the Uhruska (n = 16) and Swiniarka (n = 19) breeds

Breed Species Niusl:ll;f;:f MDR Phenotypic resistance profiles Resistance and virulence gene profiles
1 R: P10
1 R: DA2
1 1: TE30, C30 cat (pC221), tetL
R: P10, TE30, C30
1 5 L EL5 cat (pC194)
1 I EIS mrsA
S. aureus 1 3 R: P10
1: QD15, DA2
1 3 I: TE30, CIP5, C30 cat (pC221), tetL, tetK
1 4 1. El5,CNI10, TE30, C30 cat (pC221), cat (pC194), tetL, aph(3)-Illa, seB
Uhruska R:E15
1 I: TE30, DA, tetL, ermA, ermB
R: FOX30, P10 ,
1 4 I: CN10, TE30, C30 cat (pC221), cat (pC194), tetL, mecC, aph(3)-1lla, acc(6’)-1e-
S. xylosus 1 R: FOX 30, P10
S. condimenti 1 R: P10
1 R: TE30 tetK, tetL, aph(3)-1lla
1 3 R: FOX 30, P10, TE30 1eiK
S. simulans 1: DA2
1 4 ?SJAOZX 30, P10, E15, TE30 mecC, ermB, cat (pC194), tetK, tetL, aph(3)-1lla, blaZ
1 R: TE30 cat (pC194)
4 susceptible
2 I: DA2
1 R: P10
S. aureus R: P10
1 I: E15
1 I: EIS
1 4 T:El5, DA2, TE30, C30 cat (pC221), tetL
3 R: FOX30, P10
Swiniarka R P10
1 ) tetM, aph(3)-1lla, blaZ
S. xylosus 1 R: FOX30, P10 tetM, mecC, aph(3)-Illa, acc(6’)-Ie-
R: FOX30, P10,TE30 . )
1 4 I. E15, RDS tetM tetK, mecC, aph(3)-Illa, msrA
1 R: FOX 30, P10, TE30 tetM, tetL, aph(3)-1lla
R: FOX 30, P10, E15, CN10, TE30
S. lentus 1 5 I: DA2
S, simulans 1 3 R: FOX30, P10, E15

I: RDS

R — resistant; I — intermediate; ** P10 — penicillin 10 IU; E15— erythromycin 15 mg; DA2 — clindamycin 2 mg; TE30 — tetracycline 30 mg;
RDS — rifampicin 5 mg; QD15 — streptogramin 15 mg; C30 — chloramphenicol 30 mg; FOX30 — cefoxitin 30 mg; CN10 — gentamycin'10 mg;

CIPS — ciprofloxacin 5 mg

Phenotypic drug susceptibility profiles of
Staphylococcus species. Resistance to at least one
antimicrobial was observed among most strains. Only
four (11.4%) strains of the S. aureus species, originating
from SW, were susceptible to all the tested antimicrobials.
In turn, all the strains were susceptible to linezolid,
nitrofurantoin and trimethoprim/sulfamethoxazole (Table 2).
Additionally, no resistance of S. aureus to rifampicin was
observed, and none of the CoNS strains was resistant to
chloramphenicol, ciprofloxacin or streptogramins (Table 3).
The highest percentage of resistance among S. aureus
strains was recorded for tetracycline and erythromycin
(35% each) and the next highest to chloramphenicol,
penicillin and clindamycin (30% each). Constitutive
resistance was noted for all the clindamycin-resistant
strains. In terms of the breed of sheep providing a sample
from which a resistant strain was isolated, in most cases,
resistant S. aureus isolates originated from UHR, which
also correlated with a higher proportion of MDR
S. aureus strains from this breed, five coming from UHR

and only one from SW. The profile of the CoNS strains
was dominated by resistance to penicillin, cefoxitin and
tetracycline (86.6%, 73.3%, and 46.6% of such strains,
respectively) (Table 3), classifying of 1/3 (n = 5) of
the CoNS strains as MDR (Table 2).

Detection of resistance and virulence genes. The
phenotypic resistance of the tested strains was confirmed
by the presence of resistance genes; however, no resistance
genes were found in as many as 48,4% (n = 15) of strains
with phenotypic resistance to at least one tested
antimicrobial (n=31). Resistance to cefoxitin was confirmed
by the presence of the mecC gene in four cefoxitin-
resistant strains (S. aureus, S. xylosus and two strains of
S. simulans) originating from both UHR and SW.
In turn, the presence of the mecA gene was not detected.
Although more than 54% of the strains showed
phenotypic resistance to penicillin, the presence of the
blaZ gene was detected in only two of them (S. xylosus
and S. simulans), and only the mecC gene was detected
in one additional penicillin-resistant CoNS strain (Table 4).
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Table 3. Phenotypic resistance of Staphylococcus strains isolated from
Polish ewes of the Swiniarka and Uhruska breeds

Staphylococcus spp. n/%

Antimicrobial

S. aureus (n=20)  CoNS (n=15) Total

FOX 30%* 1/5 11/73.3 12/34.3
C30* 6/30 6/17.1
CIP 5 1/5 1/6.6
DA 2 6/30 3/20 9/25.7
E15 7/35 4/26.6 11/31.4
CN10 2/10 1/6.6 3/8.5
P10* 6/30 13/86.6 19/54.3
RDS 2/13.3 2/5.7
QD 15 1/5 1/6.6
TE 30 7/35 7/46.6 14/40

CoNS — coagulase-negative species; E15 — erythromycin 15 mg;
FOX 30 - cefoxitin 30 mg; CNIO — gentamicin 10 mg;
RDS — rifampicin 5 mg; QD15 — quinupristin/dalfopristin 15 mg;
DA2 — clindamycin 2 mg; P10 —penicillin 10 IU; TE30 — tetracycline
30 mg; CIPS — ciprofloxacin 5 mg; C30 — chloramphenicol 30 mg;
* — statistically significant difference (P-value < 0.05) between
resistance to given antibiotic in S. aureus and CoNS isolates

Table 4. Occurrence of resistance genes in Staphylococcus strains
isolated from Polish ewes of the Swiniarka and Uhruska breeds

Staphylococcus spp. %

Resistance gene

S. aureus n=20) CoNS (n=15) Total

acc(6’)-Ie- 1/5 1/6.6 2/5.7
aph(3)-1lla* 2/10 6/40 8/22.8
blaZ 2/13.3 2/5.7
cat (pC194) 3/15 2/13.3 5/14.2
cat (pC221)* 5/25 5/14.2
ermA 1/5 1/6.6
ermB 1/5 1/6.6 2/5.7
mecC 1/5 3/20 4/11.4
msrA 1/5 1/6.6 2/5.7
tetK 1/5 4/26.6 5/14.2
tetL 6/30 3/20 9/25.7
tetM* 4/26.6 4/11.4

CoNS - coagulase-negative species; * — statistically significant
difference (P-value < 0.05) between occurrence of resistance genes in
S. aureus and CoNS isolates

In the cases of the tetracycline-resistant strains,
phenotypic resistance was statistically significantly
more common among strains isolated from UHR and
was confirmed by the presence of at least one fef gene in
the majority of the strains (85.7%). Interestingly, the tetL
gene dominated in the tetracycline-resistant S. aureus
strains (6 out of 7 isolates) and occurred statistically
significantly more frequently among the strains isolated
from UHR (Table 5 and Table 6). In the case of the
CoNS strains, the tefM gene was present with the two
other fet genes at similar levels, but the presence of this
gene was detected only in this group of staphylococci
(Table 4). Only two tetracycline-resistant strains did not
have any of the analysed genes, while two more strains
with phenotypic susceptibility to tetracycline showed
the presence of the fetM gene, both isolated from SW
(Table 6).

Almost all strains with phenotypic resistance to
chloramphenicol were isolates from UHR (five of the six
chloramphenicol-resistant strains) (Table 5) and represented
only the S. aureus species. In all the cases, phenotypic
resistance was confirmed by the presence of the cat
(p221) and/or cat (p194) gene(s). Interestingly, despite
the lack of phenotypically identified resistance to
chloramphenicol, the presence of the cat (p194) gene
was detected in two CoNS strains (S. simulans strains
isolated from UHR). This latter gene predominated
statistically significantly among the strains isolated from
UHR (Table 6).

Despite the analysis of a relatively wide panel of
genes responsible for the phenotype of resistance to
macrolides or macrolide-lincosamide-streptogramin B
(MLSg), a large percentage of strains with phenotypic
resistance to macrolides/lincosamides or streptogramins
(n = 15) did not demonstrate the presence of any of the
tested genes (n = 11, 73.3%) (Table 2). The msrA gene
(encoding the macrolide efflux pump) was found only in
two erythromycin-resistant strains, while the ermA and
ermB genes (responsible for MLSg) were present in only
two erythromycin/clindamycin-resistant isolates, one of
which was S. aureus. In this strain, both these genes
were present at the same time.

Although resistance to kanamycin and neomycin
was not tested, the aph(3)-Illa gene was found in as
many as eight (22.9%) strains, and most of them (n = 6)
were CoNS (S. xylosus n = 4 and S. simulans n = 2)
(P-value < 0.05). In turn, the acc(6')-le-aph(2") gene,
encoding the bifunctional enzyme aminoglycoside-6'-N-
acetyltransferase/2"-O-phosphoryltransferase responsible
for resistance to gentamicin/tobramycin/kanamycin, was
demonstrated only in one phenotypically gentamicin-
resistant strain of S. aureus and in one gentamicin-
susceptible strain of S. xylosus.

Only a single S. aureus strain isolated from UHR
showed the presence any gene encoding staphylococcal
enterotoxin B (SEB), and this isolate possessed a single
such gene. In the case of the remaining strains, none of
the virulence determinants tested were detected.
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Table 5. Phenotypic resistance of Staphylococcus strains by sheep breed

Staphylococcus spp. n/%

Antimicrobial

Uhruska (n = Swiniarka (n = Total
16) 19)
Cefoxitin 4/25 8/42.1 12/34.3
Chloramphenicol* 5/31.3 1/5.3 6/17.1
Ciprofloxacin 1/6.3 1/6.6
Clindamycin 6/37.5 3/15.8 9/25.7
Erythromycin 5/31.3 6/31.6 11/31.4
Gentamicin 2/12.5 1/5.3 3/8.5
Penicillin 8/50 11/57.8 19/54.3
Rifampicin 2/10.5 2/5.7
Streptogramin 1/6.3 1/6.6
10/62.5 421 14/40

Tetracycline*

* — statistically significant difference (P-value < 0.05) between
resistance to given antibiotic in Staphylococcus spp. isolated from
Uhruska and Swiniarka breed

Table 6. Occurrence of resistance genes in Staphylococcus spp. by
sheep breed

Staphylococcus spp. n/%

Resistance
gene Uhruska Swiniarka Total
(n=16) (n=19)

acc(6)-Ie- 1/6.3 1/5.3 2/5.7
aph(3)-1lla 4/25 4/21 8/22.8
blaZ 1/6.3 1/5.3 2/5.7
cat (pC194)* 5/31.3 5/14.2
cat (pC221) 4/25 1/5.3 5/14.2
ermA 1/6.3 1/6.6
ermB 2/12.5 2/5.7
mecC 2/12.5 2/10.5 4/11.4
msrA 1/6.3 1/5.3 2/5.7
tetK 4/25 1/5.3 5/14.2
tetL* 7/43.7 2/10.5 9/25.7
tetM 4/21 4/11.4

* — statistically significant differences (P-value < 0.05) between
occurrence of resistance genes in in Staphylococcus spp. isolated from
Uhruska and Swiniarka breed

Discussion

The presence of Staphylococcus bacteria in the
milk of 70% of the examined lactating sheep may be the
result of various processes also related to the occurrence
ofa pathological condition. The presence of the accepted
major pathogens (which include E. coli, Streptococcus
agalactiae and S. aureus) is one determiner of whether
a given case is diagnosed as clinical or subclinical
mastitis (24). Interestingly, in the current study, the
sheep did not present any clinical changes in the udder,
which may potentially qualify the S. aureus-positive
cases as subclinical mastitis, but it should be emphasised
that, because sampling followed parturition very closely,
the assessment of the number of somatic cells would not
have been reliable (3). When CoNS are isolated in the
absence of clinical symptoms in the animal, there is
a high probability that it may be a subclinical infection,
usually with an environmental source, or may merely be
carriage of the pathogen. As reported by Vassielieou
(29), staphylococcal mammary carriage in ewes is about
6.5%, while the percentage of isolation of CoNS strains
in our study was as much as 30%; therefore, it would be
difficult to consider all cases as carriers, especially since
S. xylosus or S. simulans (both CoNS), were isolated in
over 22% and 14% of the animals, respectively. As
shown by Fragkou et al. (10), the carrier status in
favourable conditions (suppressed animal immunity)
may develop into mastitis, especially since clinical
mastitis most often develops at the time of weaning as
the milking period begins (30). Among the CoNS,
different species may be isolated from the udder with
different frequencies, depending on the geographical
location and the dominant species in the environment
(30). Staphylococcus xylosus and S. simulans were the
most frequent species isolated in our study, while they
were detected by other researchers at 17 and 9%,
respectively, or even in significantly lower counts with
only single representatives of these species (2). They
also constituted the dominant microbiota of sheep skin
(31) and nostrils (18); therefore, their presence may be
of environmental origin. Interestingly, Staphylococcus
condimenti belongs to the staphylococci termed “food
associated”; however, like other isolated CoNS species,
it may be responsible for invasive infections in humans
with reduced immune system efficiency. The number of
the CoNS isolates was too low to show a correlation
between them and the animal breed, while the number of
S. aureus isolates was the same in UHR and SW;
therefore, it was difficult to indicate the host-species
specificity.

The high percentage of S. aureus (40%) and CoNS
(30%) in the animals may be related to the sheep’s
common origin from one farm and the possible direct
transmission of strains or species caused by their close
contact. One of the causes may be the permanent
presence of a specific strain of S. aureus on the farm, of
which the primary source is not necessarily animals but
rather breeders or animal handlers. Generally, the S. aureus
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carriage rate in sheep is relatively low (9-14%), while
the carriage rate in breeders is quite high, reaching 60% (23).
Permanent contact between animals and the presence of
suckling lambs may also be one of the factors predisposing
a flock to such a high percentage of S. aureus in milk (30).
It is related to the potential cross-suckling of other
mothers and the spread of the pathogen among animals
in this way.

Phenotypic resistance to at least one antimicrobial
was recorded in as many as 88.6% of the isolated strains.
Among all the isolates, only four S. aureus strains
(isolated from SW) were susceptible to all the tested
antimicrobials, but only one MDR strain was observed
in the sheep of this breed. All the isolates from the UHR
sheep were resistant, and as many as seven isolates (43%
of all the UHR isolates) from both the CoNS group and
S. aureus were included in the group of MDR strains.
However, only in the cases of tetracycline and
chloramphenicol was statistically significantly higher
resistance observed in the isolates originating from UHR
than in those from SW. A similar relationship was also
noted for the resistance genes to these antibiotics: cat
(pC194) and tetl, occurred statistically significantly
more often in the isolates from UHR than in strains from
SW. These results allow us to formulate a cautious
hypothesis that the more primitive breed of sheep (SW)
may be more resistant to udder colonisation by
staphylococci. Because disease incidents are rarer, this
breed requires targeted therapy less often, which is
associated with the much lower percentage of resistant
and multidrug-resistant strains inhabiting the mammary
gland of these animals. However, the percentage of
positive Staphylococcus isolations in both animal breeds
was similar (SW 55% vs UHR 45%). Additionally, in the
case of strains originating from refined breeds, the
presence of an MRSA strain was shown, and methicillin
resistance was confirmed by the presence of the mecC
gene. Currently, MRSA strains pose a significant threat
to public health and their occurrence in farm animals has
increased significantly in recent years, also constituting
a source of infection for humans (6). Since MRSA strains
may be responsible for causing subclinical mastitis, they
are excreted in milk and constitute a potential source of
infection for consumers of raw milk or dairy products
made from unprocessed milk (6). The occurrence of MRSA
in sheep milk was also recorded earlier at a similar,
rather low level of only 1.2% (6) or 0.44% (4). Although
mecC was first demonstrated in 2011 (11), since then it
has also appeared as a homologue of the mecA gene in
MRSA strains from both humans and animals,
particularly cattle (4). However, it seems that the occurrence
or dominance of the mecC or mecA gene in a specific
herd or even in a given area is related to the spread of
a specific type of gene or strain with a specific genotype
among animals in close contact with each other (1).
Although the occurrence of mecC genes in CoNS strains
is rare, Loncariac et al. (21) demonstrated this type of
gene in some Staphylococcus species (including S. xylosus,
S. sciuri and S. warneri), the sources of which were both

farm animals and wild animals. That the sources were
distributed indicates the wide spread of this gene (1).
Moreover, it has been proven that genetic elements
responsible for methicillin resistance may be transferred
between CoNS and CoPS (including S. aureus);
therefore, CoNS may constitute an important reservoir
of beta-lactam resistance (19). However, regardless of
the source of CoNS strains, they usually have a high
percentage of phenotypic resistance to cefoxitin, as in
our study (7).

Generally, although CoNS have been regarded for
a long time as less virulent, many researchers consider
them a natural reservoir of various resistance mechanisms
transferred through horizontal exchange (1). In our
study, we confirmed this observation by demonstrating
the presence of resistance genes to tetracyclines,
aminoglycosides, macrolides and chloramphenicol in
many CoNS strains. Interestingly, the gene encoding
aph(3")-1lla  (a plasmid-encoded aminoglycoside
phosphotransferase) and responsible for resistance to
kanamycin and neomycin (16) was also dominant in the
CoNS strains. Although this dominance was not
statistically significant, these results may confirm the
significant role of CoNS strains as reservoirs of
resistance genes transferred horizontally. Since the
phenotypic resistance to kanamycin and neomycin has
not been determined, it is not known whether the
presence of the aph(3)-Illa gene is correlated with
phenotypic  expression of resistance to these
antimicrobials, especially in CoNS strains, as four
strains belonging to this group also showed the presence
of other resistance genes responsible for insensitivity to
tetracycline, chloramphenicol and aminoglycosides, including
gentamicin (ferL, tetM, cat (pC194) and acc(6°)-Ie-) but
without their phenotypic expression. This phenomenon
was not observed in any of the S. aureus strains. Quite
interesting is the contrast observed between species:
phenotypic resistance to phenicols was detected in over
17% of S. aureus isolates and correlated with the presence
of one or two resistance genes, while no phenotypic
resistance was observed in certain CoNS strains despite
their carrying chloramphenicol resistance genes, suggesting
lack of gene expression in these strains. The resistance
to chloramphenicol is an unexpected phenomenon, because
the toxicity of this drug precludes its approval for use in
animals and humans; therefore, researchers either did
not even analyse this type of resistance (23) or did, but
obtained full phenotypic susceptibility of CoNS (31).
Both the cat (p221) and cat (p194) genes encode the
production of type A acetyltransferases and are located
on the plasmids enumerated in their symbols, which
guarantees their rapid spread. They can occur individually on
plasmids but often co-occur with other genes encoding
resistance to streptomycin or macrolides or are part of
a multi-resistance plasmid. These characteristics may
partially explain the phenotypic and genetic resistance to
chloramphenicol observed in our study despite this drug
not having been used in the animals. However, a similar
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quite high resistance rate of 17% was obtained by other
researchers (26).

Resistance to MLSg is the most common resistance
mechanism reported in bacteria of the Staphylococcus
genus; however, there may not be only one mechanism,
because MLSg resistance is related to the presence of
over 90 different genes (24). We analysed only three
genes from the erm group, which are most often
responsible for this type of resistance. Nevertheless,
despite the high percentage of erythromycin- (31.4%)
and lincomycin-resistant strains (25.7%), only two
strains showed the presence of these genes. Resistance
in the absence of the three analysed erm-group genes can
be explained by the presence of numerous other
mechanisms encoding this type of resistance. At the
same time, only one erythromycin-resistant strain
showed the presence of the msrA gene encoding
macrolide-streptogramin B (MSg) -type resistance.

The phenotypic resistance to tetracycline was quite
high at 40%, as in studies conducted by other authors (13).
Tetracycline is a broad-spectrum antibiotic that has been
used for over 80 years; therefore, resistance to tetracycline is
common in various species of microorganisms isolated
from pets, livestock and wildlife (15). In our study, the
dominant gene responsible for tetracycline resistance
was tetL, present in both S. aureus and CoNS (25.7%),
while tefM appeared only in the CoNS strains. The tetK
and ferlL genes encode the efflux pump, while the fefM
gene encodes another resistance mechanism related to
ribosome protection (20). Unlike the other genes
mentioned above, fefM is also responsible for resistance
to minocycline and doxycycline (29). This gene, as
indicated by other authors, is mainly associated with
the S. xylosus species (20), which was also confirmed by
our results. In many cases, it is possible to observe the
simultaneous occurrence of at least two different genes
in the same strain. If they encode two different resistance
mechanisms, they may potentially yield a synergistic
effect associated with a reduction in the zone of
inhibition or an increase in the minimum inhibitory
concentration (29).

An interesting phenomenon in our study was the
relatively low level of the blaZ gene in the genome of
penicillin-resistant strains. This gene is most often
responsible for encoding penicillinases, associated with
phenotypic resistance to beta-lactams. The studies by
Aubry et al. (5) left confidence in amplification of the
blaZ gene as the reference method for detecting the
presence of penicillinases. Nevertheless, the positive
correlation of gene amplification with phenotypic
resistance among Staphylococcus spp. strains depends
largely on the method used to measure drug susceptibility
(microdilution method or disc-diffusion method),
the Staphylococcus species tested and the interpretation
criteria used. For example, depending of the bacterial
species, the criteria regarding the size of the inhibition
zone recommended by EUCAST (the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) or
the CLSI may correspond better or worse to the

presence of the blaZ gene. Concurrently, the opposite
phenomenon should be taken into account, whereby
there may be phenotypic resistance with no parallel
genotypic resistance: the blaZ gene (like other genes) is
not always expressed, because of the relatively high
fitness costs for bacteria associated with its expression.
Despite the relatively wide pool of analysed virulence
genes, especially those of superantigen nature, only one
strain of S. aureus showed the presence of the SEB
enterotoxin encoding gene. Therefore, despite the high
potential risk associated with the occurrence of the wide
panel of drug resistance, the genome of the tested strains
does not indicate that isolated Staphylococcus have the
status of foodborne pathogens. Similar results were
obtained by Gharsa et al. (12). It should, however, be
borne in mind that in some studies, especially those
regarding S. aureus isolated from cow’s milk, the range
and frequency of occurrence of genes encoding
enterotoxins or toxic shock toxin and even Panton—
Valentine toxin was significantly higher (17).

Conclusion

Clinical and subclinical staphylococcal infections
currently pose a great diagnostic and therapeutic
challenge. Drug-resistant and MDR strains, of which the
genomes often contain many genes encoding resistance
to several different groups of antimicrobials, easily share
this mobilome with other bacterial strains, sometimes
even belonging to separate species, through horizontal
exchang, causing resistance even without selective
pressure. Therefore, unprocessed sheep’s milk may be
an important source of highly drug-resistant Staphylococcus
strains for consumers. The present study highlights the
problem of potential subclinical mastitis caused by drug-
resistant strains of S. aureus and CoNS of the Staphylococcus
genus among lambed ewes and indicates that the
resistance may be related to the selection pressure
resulting from frequent application of antibiotic therapy.
However, the relationship between the occurrence of
drug-resistant Staphylococcus strains and the animal
breed (domesticated vs primitive, i.e. more vs less
resistant to infections and treated more vs less
frequently), requires further research.
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