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Streszczenie  

Bakterie z rodzaju Staphylococcus to liczna grupa mikroorganizmów, które z jednej strony 

są dobrze znanymi komensalami, a z drugiej mogą powodować różnego typu infekcje 

u zwierząt towarzyszących, gospodarskich i wolno żyjących, a także człowieka. 

Koagulazododatnie gatunki Staphylococcus (ang. coagulase-positive Staphylococcus 

CoPS),  kolonizują skórę, błony śluzowe, szczególnie górny odcinek przewodu 

pokarmowego i dróg oddechowych oraz układ moczowo-płciowy.  

Szerokie stosowanie substancji przeciwbakteryjnych, zarówno w terapii, metafilaktyce 

i  produkcji zwierzęcej, znacznie zwiększyło ryzyko rozprzestrzeniania się drobnoustrojów 

lekoopornych, w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus. Dlatego w ostatnich latach jednym 

z największych problemów medycyny weterynaryjnej stała się narastająca lekooporność 

mikroorganizmów, w tym koagulazododatnich gatunków Staphylococcus. Obecnie 

szczególną uwagę poświęca się metycylioopornym izolatom Staphylococcus, u których 

jednocześnie często występuje także oporność wielolekowa, tj. oporność na co najmniej trzy 

antybiotyki należące do różnych klas środków przeciwdrobnoustrojowych. 

Celem badań przeprowadzonych w niniejszej pracy była ocena występowania 

koagulazododatnich gronkowców u zróżnicowanych pod względem gatunku, zakresu terapii 

i statusu zdrowotnego gospodarzy-zwierząt, w aspekcie analizy porównawczej oraz oceny 

poziomu lekooporności tych drobnoustrojów, a także czynników wirulencji 

odpowiedzialnych za występowanie infekcji na tle Staphylococcus. Obok oceny zagrożenia 

dla zdrowia publicznego jakie mogą stanowić wielolekooporne i/lub metycylinooporne 

bakterie, posiadające dodatkowo szeroki panel czynników wirulencji, badania miały na celu 

określenie w jakim stopniu poszczególne, istotne z epidemiologicznego punktu widzenia 

klony bakterii, rozprzestrzeniają się pomiędzy różnymi gatunkami zwierząt. 

Koagulazododatnie bakterie z rodzaju Staphylococcus ze względu na powszechne 

występowanie u różnych gospodarzy jako komensale, a jednocześnie czynniki infekcyjne 

wielu chorób o zróżnicowanym obrazie klinicznym, stanowią niezwykle ciekawą 

i dynamiczną pod względem zmienności grupę drobnoustrojów, która pomimo licznych 

badań, nadal dostarcza nowych wyzwań. Dlatego również jednym z celów badań była próba 

wyjaśnienia interakcji między odpowiedzią immunologiczną  organizmu gospodarza na 

obecność tych bakterii poprzez analizę ekspresji genów zaangażowanych w ten proces. 

W tym ostatnim przypadku docelową grupą badawczą były małe przeżuwacze, a celem 
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badań była analiza profilu ekspresji genów cytokin: IL-1α, IL-1β, TNF-α, IL-6 oraz genów 

białek ostrej fazy SAA, Hp i Cp u dwóch grup zdrowych klinicznie owiec: zwierząt nosicieli 

CoPS z uwzględnieniem ich czynników wirulencji, oraz owiec, u których nie wykazano 

obecności CoPS.  

Całościowa analiza profilu lekooporności wykazała, iż najwięcej szczepów CoPS było 

opornych na tetracyklinę (n=160), penicylinę (n=141), klindamycynę (n=128) oraz 

erytromycynę (n=117). Profil oporności fenotypowej na ogół korelował z obecnością 

genów, głównie tetM oraz blaZ.  

Zaobserwowano również relatywnie wysoki odsetek oporności na oksacylinę i cefoksytynę, 

w zależności od gatunku CoPS, przede wszystkim u psów (n=4 S. aureus i n=17 

S. psudintermedius) oraz owiec (n=5 S. aureus). W przypadku obu grup zwierząt szczepy 

izolowano z różnych miejsc, głównie błony śluzowej jamy ustnej. Ponadto trzy szczepy 

S. aureus oporne na metycylinę izolowane od owiec i psów dodatkowo wykazały  oporność 

na wankomycynę. 

Przeprowadzone badania wykazały również bogaty profil genów wirulencji. Jednakże, 

najwięcej szczepów S. aureus wyizolowanych od wszystkich grup zwierząt, w tym wolno 

żyjących, posiadało gen wirulencji seB, kodujący jedną z enterotoksyn (n=76) oraz LukE-

LukD, kodujący leukotoksynę LUKE/LUKD (n=63). W przypadku gatunku 

S. pseudintermedius najwięcej szczepów pochodzących wyłącznie od zwierząt 

towarzyszących posiadało gen seL (n=69) ale  warto zauważyć, że geny takie jak lukS- lukF, 

kodujące komponenty leukocydyny, icaA, icaD, kodujące komponenty biofilmu, siet, 

kodujący toksynę eksfoliatywną oraz Sec canine odpowiedzialny za kodowanie jednej 

z eneterotoksyn, występowały niemalże równie często (po 68 szczepów posiadało wcześniej 

wspomiany gen wirulencji). Ponadto na postawie analizy MLST zidentyfikowano nowe ST 

(typy sekwencyjne) u trzech szczepów MRSA wyizolowanych od owiec (ST 9313, ST 9314 

i ST 9315) oraz w dwóch izolatach MRSA od psów (ST9311, ST9312) i czterech izolatach 

S. pseudintermedius: ST 2739, ST 2740, ST 2741, ST 2742, również pochdzących od psów. 

Ponadto szczepy wyizolowane od zwierząt gospodarskich oraz szczepy wyizolowane od 

zwierząt towarzyszących zostało przeanalizowanych z wykorzystaniem metody ADSRRS-

fingerprinting, w celu porównania ich profili genomowych. Metoda ta okazała się przydatna 

w przypadku szczepów izolowanych od owiec, wskazując na rozprzestrzenianie się 

szczepów o takim samym genotypie wśród zwierząt-gospodarzy należących do tego samego 
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stada. W przypadku małych przeżuwaczy przeprowadzono dodatkowe badania i porównano 

ekspresję czterech genów cytokin i trzech genów białek ostrej fazy w leukocytach owiec- 

nosicieli S. aureus i bez obecności S. aureus (kontrola): IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, SAA, Hp 

i Cp. Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost zarówno IL-6, jak i Hp w czasie ciąży 

w leukocytach owiec rasy Uhruska, u których wykazano nosicielstwo S. aureus. Podobne 

tendencje zaobserwowano u owiec rasy Świniarka, ale różnice nie zostały potwierdzone 

statystycznie. 

Podsumowując wyniki uzyskanych badań, wykazano, iż zwierzęta gospodarskie, 

towarzyszące oraz wolno żyjące są nadal ważnym rezerwuarem koagulazododatnich 

szczepów, tj. S. pseudintermedius i S. aureus. Przeprowadzone analizy wykazały również, 

iż bez względu na gatunek zwierzęcia, najbardziej predylekcyjnym miejscem występowania 

CoPS jest błona śluzowa jamy ustnej. Należy podkreślić, iż w wielu przypadkach ten sam 

gospodarz może być nosicielem kilku zróżnicowanych pod względem genomu, w tym 

profilu oporności i wirulencji oraz typu sekwencyjnego szczepów CoPS, należących do tego 

samego gatunku. Warto wskazać, iż zwierzęta wolno żyjące pomimo teoretycznie niskiej 

presji selekcyjnej ze względu na brak stosowania celowanej terapii, również stanowią źródło 

lekoopornych i wirulentnych szczepów CoPS. W przypadku zwierząt towarzyszących 

i gospodarskich na szczególną uwagę zasługuje obecność szczepów MRSA, MRSP, 

szczepów wankomycynoopornych oraz szczepów wielolekoopornych, a biorąc pod uwagę 

bliski kontakt z człowiekiem, rezerwuary te stanowią źródło szczepów stanowiących 

potencjalne zagrożenie dla zdrowia publicznego. Ponadto bogaty profil genów wirulencji 

w przypadku obu gatunków, szczególnie manifestujący się obecnością genów kodujących 

enterotoksyny, toksyny eksfoliatywne i toksynę szoku toksycznego, mających właściwości 

superantygenów dodatkowo może sprzyjać rozwojowi infekcji o ciężkim przebiegu zarówno 

u samych gospodarzy jak i u człowieka. Wykazanie nowych typów sekwencyjnych (ST), 

szczególnie wśród szczepów MRSA i MRSP oraz narastająca dominacja ST, dotychczas 

mających niewielkie znaczenie epidemiologiczne, wskazuje na ciągłą ewolucję oraz 

rozwijanie nowych mechanizmów adaptacyjnych szczepów CoPS do nowych gospodarzy 

i nowych środowisk, co przy bogatym panelu czynników oporności i wirulencji, czyni tę 

grupę bakterii wciąż niepoznanym w pełni zagrożeniem dla zdrowia publicznego. Co więcej, 

pomimo potwierdzonego statusu komensala u zwierząt, obecność gatunków CoPS nawet bez 

generowania objawów klinicznych infekcji aktywuje układ odpornościowy gospodarza 
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o czym świadczą statystycznie istotnie wyższe poziomy IL-6 i Hp u nosicieli S. aureus, 

szczególnie u zwierząt w okresie ciąży.  

Słowa klucze: koagulazododatnie Staphylococcus, lekooporność, wirulencja, Jedno 

Zdrowie, zwierzęta 
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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-1α, IL-1β, TNF-α, 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 seL gene (n=69). However, it is 

worth noting that genes such as lukS-lukF, 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-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, 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 Świniarka 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. Wstęp 

W ostatnich latach jednym z największych problemów stała się narastająca lekooporność 

mikroorganizmów. Oporność bakterii na substancje przeciwbakteryjne od wielu lat stanowi 

jeden z najważniejszych globalnych problemów, dotyczących zagrożenia zdrowia 

publicznego (Skarżyńska i in., 2020; Hahaj-Siembida i in., 2024; Hahaj-Siembida i in., 

2025). Powszechne, nadmierne i niekontrolowane stosowanie substancji w medycynie 

weterynaryjnej, a także w rolnictwie i hodowli zwierząt, wielokrotnie bez laboratoryjnego 

potwierdzenia skuteczności stosowanej substancji czynnej, przyczynia się do selekcji 

opornych szczepów bakterii u zwierząt, a także do ich rozprzestrzeniania się w środowisku. 

Rosnąca oporność bakterii zarówno komesalicznych jak i chorobotwórczych, a także 

łatwość rozprzestrzeniania się oporności na drodze wymiany horyzontalnej pomiędzy 

drobnoustrojami o różnym statusie, przyczynia się również do poważnych powikłań 

zdrowotnych u człowieka i zwierząt, niezależnie od gatunku (Skarżyńska i in., 2020; 

Markiewicz i in., 2021). Problem lekooporności dotyczy wielu rodzajów bakterii, w tym 

bakterii Staphylococcus, a w szczególności tzw. koagulazododatnich gatunków 

Staphylococcus, których cechą wspólną jest zdolność do produkcji wolnej koagulazy, 

uznawanej za jeden z istotnych markerów wirulencji. Rodzaj Staphylococcus obejmuje 

obecnie co najmniej 84 gatunki i 30 podgatunków, które nie tylko stanowią składnik 

mikrobiomu ludzi i zwierząt, ale mogą również powodować u nich infekcje 

o zróżnicowanym nasileniu i przebiegu (Haag i in., 2019). Te oportunistyczne patogeny 

kolonizują głównie skórę i błony śluzowe górnego odcinka przewodu pokarmowego i dróg 

oddechowych oraz układu moczowo-płciowego (Werckenthin i in., 2001), przez co stanowią 

ogromne wyzwanie diagnostyczne i terapeutyczne zarówno dla medycyny człowieka, jak 

również medycyny weterynaryjnej. Bakterie te zostały odkryte przez szkockiego lekarza 

Alexandra Ogstona w 1880 roku, który nadał im nazwę Staphylococcus. Nzawa pochodzi 

z języka greckiego i oznacza σταφυλή, staphylē, czyli grona, i κόκκος, kókkos, 

czyli ziarenko. Bakterie z rodzaju Staphylococcus to Gram-dodatnie ziarniaki, które 

w większości są fakultatywnymi beztlenowcami, co oznacza, że większość tych bakterii 

rośnie zarówno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych (Galloway i in., 2011; 

Kmieciak i in., 2017; Pickering i in., 2021). W praktyce klinicznej oraz diagnostyce nadal 

funkcjonuje podział gatunków Staphylococcus na zdolne do wytwarzania enzymu 

koagulazy, tj. koagulazododatnie Staphylococcus (CPS/ COP/ CoPS) i koagulazoujemne 

Staphylococcus (CNS/ CON/ CoNS), które nie wytwarzają tego enzymu (Kmieciak i in., 
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2017). Kryterium to należy odróżnić od szczepów wytwarzających tzw. koagulazę związaną 

(ang. clumping factor) - cecha ta jest charakterystyczna dla szczepów S. aureus 

i wykorzystywana jest w diagnostyce głównie tego gatunku. Do najważniejszych pod 

względem klinicznym koagulazododatnich gatunków Staphylococcus należą: S. aureus ssp. 

aureus i S. pseudintermedius, pozostałe 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-Świda i in., 2017, Pickering i in., 

2021). Gatunki te dotychczas uznawane były jako główne czynniki infekcji, niemniej 

w  ostatnich latach również 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., które jednocześnie mogą stanowić naturalną 

mikrobiotę wielu gatunków zwierząt, są co raz częściej odpowiedzialne za wiele infekcji 

oportunistycznych (Podkowik i in., 2014; González-Martin i in., 2020; Kizerwetter-Świda 

i in., 2021). W 2020 roku w obrębie rodzaju Staphylococcus na podstawie analizy 

filogenetycznej wyodrębniono nowy rodzaj Mammalicoccus (Podkowik i in., 2014; 

González-Martin i in., 2020; Kizerwetter-Świda i in., 2021; Lienen i in. 2022), który obecnie 

obejmuje pięć gatunków, pierwotnie przyporządkowanych do rodzaju Staphylococcus: 

M. sciuri, M. fleurettii, M. lentus, M. vitulinus, M. stepanovicii. Gatunki te szczególnie 

M. sciuri i M. lentus stanowią istotne źródło genów oporności dla szczepów 

koagulazododatnich, w tym również różnych wariantów kasety genowej SCCmec (Lienen 

i in. 2022).   

 

2.1. Charakterystyka wybranych gatunków koagulazododatniech 

Staphylococcus 

Koagulazododatnie gatunki Staphylococcus mogą występować zarówno jako komensale, jak 

i patogeny zwierząt towarzyszących, gospodarskich, a nawet wolno żyjących. Drobnoustroje 

te mogą powodować ciężkie, a nawet śmiertelne infekcje zarówno u ludzi, jak i u zwierząt. 

Warto również zauważyć, że coraz częściej pojawiają się doniesienia potwierdzające 

możliwość transmisji tych bakterii między różnymi gatunkami zwierząt, a także wymiany 

tych mikroorganizmów między ludźmi a zwierzętami. Dotyczy to nie tylko zwierząt 

stanowiących źródło żywności zwierzęcego pochodzenia (zwierzęta gospodarskie), ale 

także zwierząt towarzyszących i wolno żyjących osiedlających się coraz bliżej ludzkich 
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siedlisk. Szczególną uwagę zwraca się na wielolekooporne bakterie z rodzaju 

Staphylococcus, które oprócz szerokiej oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe, mogą 

przenosić wiele czynników wirulencji, które umożliwiają im kolonizację organizmu 

kolejnego gopsodarza i zwiększają ich zdolność do wywoływania infekcji. W medycynie 

weterynaryjnej istotnym problemem stały się bakterie S. aureus oraz S. pseudintermediu. 

Ten ostatni gatunek jest szczególnie związany ze zwierzętami mięsożernymi, zarówno 

domowymi (psy) jak i wolno żyjącymi (lisy rude). S. aureus jest natomiast izolowany od 

zwierząt towarzyszących, gospodarskich i wolno żyjących. Warto również zwrócić uwagę 

na inne koagulazododatnie Staphylococcus, które odegrały i nadal odgrywają ważną rolę 

w weterynarii, a są 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 otrzymał swoją nazwę dzięki niemieckiemu lekarzowi Friedrichowi 

Rosenbach w 1884 roku. S. aureus, potocznie nazywany gronkowiec złocisty (nazwa odnosi 

się do złotego lub żółtego koloru pigmentu karotenoidowego, który niektóre szczepy 

wytwarzają). Dzięki dalszym badaniom, które wykazały, że niektóre szczepy tego gatunku 

rosną wyłącznie w warunkach beztlenowych,  wyróżniono dwa podgatunki (S. aureus subsp. 

aureus i S. aureus subsp. anaerobius) (Kmieciak i in., 2017). Morfologicznie S. aureus jest 

Gram-dodatnią bakterią o kulistym kształcie. Kolonie są średniej wielkości (2-3 mm 

średnicy), nieprzezroczyste, białe lub żółte, lekko wypukłe i o gładkich brzegach, otoczone 

strefą hemolizy typu beta. Często w przypadku szczepów pochodzących od zwierząt dają 

podwójną strefę hemolizy na agarze z krwią, związaną z pełną hemolizą bezpośrednio wokół 

kolonii, przechodzącą w niepełną hemolizę związaną z aktywnością hemolizyny beta. 

Często efekt pełnej hemolizy nasila się po przetrzymywaniu szczepu w lodówce. Jest to tzw. 

efekt hot-cold hemolizy dotyczący hemolizyny beta i pojawia się często po sekwencyjnym 

umieszczeniu hodowli w temperaturze 4°C po inkubacji w 37°C. Jest to związane 

z aktywacją β-hemolizyny o aktywności sfingomielinazy, której efekt działania, tj. rozkład 

do ceramidów i fosforylocholiny nasila się w niższej temperaturze. 

Zakażenia wywołane przez bakterie S. aureus stanowią poważny problem zarówno dla ludzi, 

jak i zwierząt, ponieważ są przyczyną zakażeń i stanów zapalnych skóry i tkanki podskórnej 

o łagodnym przebiegu oraz trudnych do leczenia powikłań ropnych, występujących głównie 

https://en.wikipedia.org/wiki/Coccus
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po zabiegach chirurgicznych, a także powodują ropnie w narządach wewnętrznych, jak 

również infekcji ogólnoustrojowych. U zwierząt gospodarskich, tj.  u przeżuwaczy takich 

jak owce, kozy i bydło może powodować zapalenie wymienia (mastitis) lub chorobę Morela 

(Miyazawa i in., 2022; Wang i in., 2022; Exel i in., 2023). S. aureus jako główna przyczyna 

zakażeń i chorób u wielu gatunków zwierząt wykorzystywanych do produkcji żywności 

(w szgeólności zwierząt gospodarskich), ma istotny wpływ na zdrowie publiczne (Peton 

i in., 2014; Kmieciak i in., 2017). Zakażenia S. aureus u zwierząt są również niebezpieczne 

dla innych zwierząt (tego samego gatunku lub innego gatunku) lub dla ludzi, szególnie osób 

z obniżoną odpornością. Oznacza to, że zwierzęta mogą stanowić rezerwuar S. aureus 

niebezpieczny dla ludzi, co może prowadzić do chorób zonatycznych (zoonoz). Należy 

zauważyć, że S. aureus został wyizolowany nie tylko od zwierząt domowych np. kotów 

i psów i zwierząt gospodarskich owiec, kóz, bydła, świń, ale także od zwierząt wolno 

żyjących, takich jak lisy, wiewiórki, niedźwiedzie, szopy, delfiny, foki pospolite, czarne 

nosorożce, dziki, małpy człekokształtne, zięby, kaczki krzyżówki, jelenie szlachetne, sępy 

płowe i koziorożce iberyjskie (Pandey i in., 1998; McBurney i in., 2000; Simpson i in., 2013; 

Kmieciak i in., 2017; Haag i in., 2019). Liczne badania wykazały również, że izolaty 

S. aureus pochodzące od różnych gatunków zwierząt wykazują zróżnicowane cechy 

fenotypowe. Czynniki wirulencji S. aureus obejmują liczne enzymy ułatwiające inwazję, 

takie jak: hialuronidaza, która depolimeryzuje kwas hialuronowy w przestrzeni 

komórkowej, lipaza, deoksyrybonukleaza, koagulaza, fibrynolizyna, która rozpuszcza 

fibrynę, oraz toksyny: α - hemolizyna, β - hemolizyna, γ - hemolizyna, λ - hemolizyna, 

leukotoksyna, leukocydyna Panton-Valentine (PVL), które wywołują efekt cytolityczny, 

a także prowadzą do martwicy tkanek (Kaneko i in., 2003; Kmieciak i in., 2017). Bardzo 

ważną rolę w patogenezie infekcji S. aureus, szczególnie u człowieka odgrywają 

superantygeny, do których należą enterotoksyny, eksfoliatyny oraz TSST (toksyna zespołu 

wstrząsu toksycznego - 1). Superantygeny wykazują zdolność stymulowania znaczącą 

wyższej liczby limfocytów (nawet do ¼ całkowitej puli) wywołując tzw. burzę cytokinową, 

cechującą się nadmiernie wyrażoną odpowiedzią immunologiczną, co może prowadzić do 

objawów wstrząsu, a nawet śmierci (Dinges i in., 2000; Omoe i in., 2005). Do czynników 

determinujących inwazyjność S. aureus zalicza się również białka powierzchniowe, które 

odgrywają bardzo ważną rolę w adhezji do komórek gospodarza oraz blokowaniu 

odpowiedzi immunologicznej (Silverman i in., 2004; Kmieciak i in., 2017; Jenul i in., 2018). 

Lekooporne szczepy S. aureus stanowią poważny problem weterynaryjnej diagnostyce 

i terapii. Szczególnie istotna jest oporność na metycylinę. Szczepy posiadające 



 

21 

 

tę właściwość określane są jako MRSA (Methicillin- resistant Staphylococcus aureus) 

(Truszczyński i in., 2009; Truszczyński i in., 2015; Kmieciak i in., 2017; Uchida-Fujii i in., 

2022). Szczepy te charakteryzują się obecnością nabytej oporności na wszystkie antybiotyki 

β-laktamowe, kodowaną przez geny z grupy mec (mecA, mecB i mecC) zlokalizowane 

w kasecie chromosomowej (SCCmec) (Kasela i in., 2023). Zatem kluczowe znaczenie 

epidemiologiczne przypisuje się szczepom MRSA i/lub oporności wielolekowej (MDR), 

a także w ostatnich latach szczepom opornym na glikopeptydy jako leki ostatniej szansy, tj. 

wankomycynooporne (ang. vancomycin-resistant -VRS, przy MIC > 8 µg/mL) oraz 

obniżonej wrażliwości na wankomycynę (ang.  vancomycin-intermediate – VIS, przy MIC 

= 4-8 µg/mL). Oporność ta związana jest z nabyciem genu van A, którego pierwotnym 

gospodarzem był Enterococcus faecalis, a co potwierdza, że po pewnym czasie nastąpił 

naturalny transfer genu vanA z plazmidu Enterococcus faecalis do genomu S. aureus (Chang 

i in., 2003; Bierowiec i in., 2016; Kmieciak i in., 2017). Oporność na metycylinę, 

wankomycynę lub oporność wielolekowa u tych szczepów jest bardzo często związana 

z obecnością czynników wirulencji, np. PVL, enterotoksyn lub TSST-1, co sprawia, że  

bakterie te stają się „superbakteriami” stanowiącymi poważne zagrożenie dla zdrowia 

publicznego (Dong i in., 2021). W 2005 roku zostały po raz pierwszy opisane szczepy tzw. 

LA-MRSA (ang. Livestock associated MRSA), izolowane w głównej mierze od zwierząt 

hodowlanych, szczególnie świń. LA-MRSA należące do kompleksu klonalnego 398 

(CC398), bardzo szybko rozprzesrzeniły się nie tylko wśród zwierzat ale stwarzają ryzyko 

transferu dla człowieka, szczególnie dla osób pracujących w bliskim kontakcie ze świniami, 

bydłem i drobiem, a odsetek kolonizacji u tej grupy osób sięga nawet 63%, przy czym stale 

obserwuje się wzrastające ryzyko infekcji skóry i tkanek miękkich szczepami LA-MRSA 

u osób nie mających kontaktu ze zwierzętami hodowlanymi (Nowakowicz-Dębek i in., 

2016; Kmieciak i in., 2017). Warto zauważyć, że nie tylko zwierzęta gospodarskie mogą być 

źródłem S. aureus. Potencjalnymi rezerwuarami tego patogenu są również zwierzęta 

towarzyszące, takie jak psy czy koty, które podobnie jak ludzie, mogą być jego nosicielami. 

Warto również zwrócić uwagę na zwierzęta wolno żyjące, które coraz częściej zbliżają się 

do siedlisk ludzkich (np. lisy rude, dziki) mogą stać się zarówno rezerwuarem jak 

i  wektorem lekoopornych szczepów S. aureus (Bierowiec i in., 2016; Kmieciak i Szewczyk, 

2017). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/multiple-drug-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/methicillin-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/multidrug-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/virulence-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/enterotoxin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528823003624?via%3Dihub#bb0065
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2.1.2. Staphylococcus pseudintermedius  

S. pseudintermedius to komensal skóry i błon śluzowych, często występująca u zwierząt 

towarzyszących (głównie psów i kotów), ale także u zwierząt wono żyjących, takich jak lisy 

i jenoty (Bannoehr i in., 2012; Zhu i in., 2020). Gatunek ten jest izolowany od 90% zdrowych 

zwierząt i najczęściej występuje na skórze i błonach śluzowych jamy ustnej. 

S. pseudintermedius może również powodować zakażenia skóry, zewnętrznego kanału 

słuchowego czy dróg moczowych w sprzyjających warunkach, tj. niedoborach 

immunologicznych, zaburzeniach metabolicznych, hormonalnych lub jako 

współtowarzyszący czynnik infekcji na tle Malassezia pachydermatis (Chrobak i in., 2011; 

Smith i in., 2015; Kizerwetter-Świda i in., 2017; Kmieciak i in., 2017; Bierowiec i in., 2021; 

Lynch i in., 2021). S. pseudintermedius jest Gram-dodatnią bakterią o kulistym 

kształcie należącą do rodzaju Staphylococcus, ale wraz z pięcioma innymi gatunkami 

zaliczany jest również do grupy SIG (Staphylococcus Intermedius Group). Jest podobnie jak 

inni przedstawiciele rodzaju Staphylococcus, bakterią nieruchliwą i nieprzetrwalnikującą 

oraz fakultatywnie beztlenową. Kolonie S. pseudintermedius są małe, okrągłe, szarobiałe, 

nieprzezroczyste (o średnicy 1-2 mm) z gładkim brzegiem. S. pseudintermedius ma zdolność 

ekspresji szeregu czynników zjadliwości, takich jak koagulaza, proteaza, białko A, 

enterotoksyny, toksyna eksfoliatywna SIET, a także cytolizyny (leukotoksyna Luk-I 

i hemolizyny (Gharsa i in., 2012; Smith i in., 2015; Kmieciak i in., 2017; Wang i in., 2022; 

Moses i in., 2022). W ostatnich latach poważnym problemem stały się także lekooporne 

szczepy S. pseudintermedius, w szczególności MRSP (methicillin-resistant Staphylococcus 

pseudintermedius) i MDRSP (multi-drug-resistant Staphylococcus pseudintermedius). 

Szczepy MRSP podobnie jak MRSA są oporne na beta-laktamy, z wyjątkiem cefalosporyn 

piątej generacji, takich jak ceftarolina. Mechanizm oporności na metycylinę jest taki sam jak 

w przypadku MRSA. Izolaty MRSP są również często oporne na inne antybiotyki, tj. 

aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, fluorochinolony, mupirocynę, trimetoprim-

sulfametoksazol, tetracykliny i fenikole (Schwarz i in., 2014; Kmieciak i in., 2017; Hahaj-

Siembida i in., 2023).

https://en.wikipedia.org/wiki/Coccus
https://en.wikipedia.org/wiki/Coccus
https://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
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2.2. Problematyka lekooporności wśród Staphylococcus izolowanych 

od zwierząt 

Oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe (AMR) to zdolność mikroorganizmów do 

zwiększania oporności na leki przeciwdrobnoustrojowe, na które były wcześniej wrażliwe 

(Ratia i in., 2022). Nadużywanie i niewłaściwe stosowanie środków 

przeciwdrobnoustrojowych w medycynie weterynaryjnej znacznie przyspieszyło pojawianie 

się i rozprzestrzenianie bakterii opornych na leki przeciwdrobnoustrojowe, w tym 

gronkowców. Warto zauważyć, że wiele leków stosowanych w medycynie weterynaryjnej 

jest również stosowanych w medycynie ludzkiej, generując nasilanie się oporności. Dlatego 

należy również pamiętać, że istnieje kilka klas antybiotyków przeznaczonych wyłącznie do 

stosowania w medycynie człowieka (takich jak np. karbapenemy czy glikopeptydy) i nie 

mozna ich stosować u zwierząt. Stosowanie tych antybiotyków u zwierząt może prowadzić 

do zmniejszenia ich skuteczności w medycynie człowieka ze względu na selekcję opornych 

bakterii, w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus (Nowakiewicz i in., 2016; Nowakiewicz 

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

Najważniejszym mechanizmem oporności wśród szczepów Staphylococcus jest oporność na 

metycylinę. Oporność na metycylinę stanowi ogromny problem i wyzwanie dla lekarzy 

weterynarii i medycyny, ponieważ oprócz oporności na antybiotyki β-laktamowe, większość 

tych bakterii jest również oporna na wiele innych leków. Gatunki Staphylococcus oporne na 

oksacylinę lub metycylinę, należy uznać za oporne na wszystkie inne β-laktamy, w tym 

cefalosporyny. Niestety, bakterie te często wykazują współoporność na wiele innych leków 

niebędących β-laktamami, w tym linkozamidy (klindamycynę i linkomycynę), 

fluorochinolony, makrolidy (erytromycynę), tetracykliny i trimetoprim-sulfonamidy.  

Oporność na fenikole, aminoglikozydy i ryfampicynę zdarza się rzadziej, niemniej są to leki, 

które należy rozważyć jako leki drugiego rzutu w przypadku infekcji gronkowcowych. 

Przykładowo ryfampicyna to antybiotyk stosowany w weterynarii ze względu na swoją 

aktywność przeciwko Staphylococcus opornych na metycylinę u małych zwierząt oraz 

w leczeniu zakażeń wywołanych przez Rhodococcus equi u koni. Niektóre szczepy 

Staphylococcus oporne na metycylinę są wrażliwe na tetracykliny, zatem sugeruje się leki, 

takie jak doksycyklina lub minocyklina. Na uwagę zasługują również aminoglikozydy 

(zwłaszcza gentamycyna), które wykazują wysoką aktywność 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 

i in., 2017). 

W ostatnich latach wśród szczepów odzwierzęcych Staphylococcus pojawiła się również 

oporność na takie leki jak mupirocyna czy fusydany. Mupirocyna stosowanan była 

miejscowo, początkowo tylko w medycynie człowieka, obecnie również u zwierząt 

towarzyszących i ze względu na częste stosowanie szybko pojawiła się oporność, również 

wśród szczepów izolowanych od zwierząt. Znane są dwa rodzaje oporności na mupirocynę: 

oporność na wysokie i niskie stężenia, przy czym ta pierwsza związana jest z nabytym 

mechanizmem oporności plazmidowej i obecnością genu mup (Kizerwetter-Świda i in 

2021). Fusydany stosuje się głównie u ludzi w leczeniu zakażeń wywoływanych przez 

szczepy MRSA. Oporność wśród szczepów izolowanych od zwierząt jest rzadko 

generowana, niemniej geny fus odpowiedzialne za oporność nabytą, co raz częściej 

pojawiają się również wśród tych szczepów (Roer i in 2025). W leczeniu zakażeń 

miejscowych w niektórych krajach stosuje się leki takie jak mupirocyna lub kwas fusydowy, 

które są dostępne w postaci maści do stosowania miejscowego dla pacjentów klinicznych 

(psów i kotów) i mogą być dobrym kierunkiem w medycynie weterynaryjnej (Nowakiewicz 

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

Innym lekiem ostatniej szansy stosowanym wyłącznie w medycynie człowieka jest 

linezolid. Jest on obecnie stosowany u ludzi w leczeniu zakażeń wywołanych przez 

enterokoki i paciorkowce, gronkowce oporne na metycylinę oraz bakterie Gram-dodatnie 

oporne na wankomycynę. Zastosowanie kliniczne u zwierząt ze względu na niezwykle 

wysokie koszty oraz wyłączność stosowania tylko w medycynie człowieka ogranicza 

znacznie generowanie oporności na oksazolidynony u zwierząt w oparciu o geny nadające 

oporność tylko na oksazolidynony, tj. optrA i poxtA. Niemniej ze względu na mechanizm 

oporności krzyżowej genrowany przez obecność genu cfr, scenariusz rozwoju oporności na 

ten lek jest realny u zwierząt. Gen cfr został zidentyfikowany w genomie szczepów  

Staphylococcus spp. izolowanych od zwierząt i koduje on metylotransferazę, która 

modyfikuje podjednostkę 23S rRNA w pozycji A2503. Szczepy S. aureus posiadające gen 

cfr cechują się opornością na wiele różnych leków: fenikole, linkozamidy, oksazolidynony, 

pleuromutyliny i streptogramina A, a fenotyp taki nosi nazwę PhLOPSA (Long i in. 2006). 

Ponadto dwie nowe cefalosporyny piątej generacji ceftarolina i ceftobiprol  wykazują 

aktywność przeciwko szczepom Staphylococcus opornym na metycylinę. Podobnie jak inne 

antybiotyki β-laktamowe, niszczą one ścianę komórkową poprzez wiązanie się z białkiem 
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wiążącym penicylinę, ale cechują się wysokim powinowactwem do PBP-2a, białka 

kodowanego przez gen mecA w szczepach metycylinoopornych. Niestety, ich zastosowanie 

w weterynarii nie zostało dotychczas udokumentowane (Turner i in., 2019; Howden i in., 

2023). Większość szczepów Staphylococcus jest wrażliwych na nitrofurantoinę. Niestety, 

lek ten jest stosowany wyłącznie w leczeniu zakażeń dróg moczowych.  

 

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

weterynaryjna 

Koncepcja „Jednego zdrowia” wskazuje, że zdrowie człowieka jest w dużej mierze 

powiązane ze zdrowiem zwierząt i stanem środowiska. Koncepcja ta obejmuje 

kompleksowy i zintegrowany nadzór mikrobiologiczny u ludzi, zwierząt (w tym zwierząt 

towarzyszących, gospodarskich i wolno żyjących) oraz w środowisku, w celu lepszego 

zrozumienia problemu i ograniczenia oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe (AMR), 

a przede wszystkim opracowania skutecznych programów kontroli i zapobiegania 

(Nowakiewicz i in., 2021; Vercelli i in., 2022). Dlatego pojawienie się oporności na środki 

przeciwdrobnoustrojowe (AMR) u bakterii izolowanych od zwierząt stanowi istotny 

problem nie tylko w medycynie weterynaryjnej, ale także dla zdrowia publicznego 

(Yudhanto i in., 2022; Vercelli i in., 2022). Należy podkreślić, że bezpośredni kontakt ludzi 

ze zwierzętami sprzyja przenoszeniu wielolekoopornych bakterii (ang multi-drug resistant, 

MDR), stanowiąc zagrożenie dla zdrowia ludzi, zwłaszcza dzieci i osób starszych oraz osób 

o obniżonej odporności (Yudhanto i in., 2022). Szczególny problem stanowią tzw. infekcje 

szpitalne, w których największy problem stanowi nie wirulencja danego szczepu a raczej 

oporność na większość dostępnych środków przeciwdrobnoustrojowych, co skutecznie 

ogranicza sukces terapeutyczny.  

Warto zauważyć, że problem ten dotyczy nie tylko zwierząt domowych i gospodarskich, ale 

także zwierząt wolno żyjących. Należy pamiętać, że zwierzęta wolno żyjące coraz częściej 

zwiększają swój potencjal synantropijny, co może oznaczać wzmożony kontakt zarówno 

z ludźmi, jak i z innymi zwierzętami (towarzyszącymi lub gospodarskimi). Konsekwencją 

tego zjawiska może być przeniesienie różnych drobnoustrojów zarówno patogennych jak 

i komensalicznych na ludzi lub inne zwierzęta i rozwój infekcji lub dalsze rozprzestrzenianie 

się oporności. Innym przykładem mogą być zwierzęta stanowiące źródło żywności 

pochodzenia zwierzęcego, a zarazem  nosiciele m. in. koagulazododatnich Staphylococcus, 
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co może determinować zagrożenie dla zdrowia konsumenta, nie tylko ze względu na panel 

toksyn produkowanych przez te bakterie, a odpowiedzialnych zazatrucia pokarmowe, ale 

również ze względu na powszechną lekooporność wśród tej grupy szczepów (Nowakiewicz 

i in., 2016). Oprócz znacznej oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe, genom 

koagulazododatnich szczepów Staphylococcus może zawierać wiele zróżnicowanych 

czynników wirulencji, które pozwalają bakteriom nie tylko łatwiej skolonizować gospodarza 

ale również zwiększają zdolność do wywoływania chorób. Dlatego tak istotna jest właściwa 

diagnostyka oraz terapia celowana pacjenta/pacjentów, co może mieć wpływ również na 

właściciela lub hodowcę zwierzęcia (Peton i in., 2014; Kizerwetter-Świda i in., 2017; 

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

 

2.3. Zwierzęta jako recerwuar Staphylococcus 

2.3.1. Zwierzęta gospdarskie – owce, jako recerwuar Staphylococcus 

Zwierzeta gospodarskie takie jak owce zostały udomowione jako jedne z pierwszych 

zwierząt hodowlanych w południowo-zachodniej Azji około 10 000–8 000 p.n.e. 

Pierwotnym przodkiem owiec jest muflon azjatycki (Ovis gmelini), którego zasięg 

występowania rozciągał się od Turcji po wschodni Iran. Od samego początku ludzie 

pozyskiwali wełnę, futra, mięso i mleko z hodowli owiec, a zwierzęta te odgrywały również 

ważną rolę społeczną, zwłaszcza w Azji, a później w Europie. Ostatecznie owce domowe 

(Ovis aries) rozprzestrzeniły się na całym świecie. Populacja owiec na świecie wynosi 

obecnie 1,2 miliarda (Food and Agriculture Organization, 2020). Istnieją setki ras owiec 

domowych, a także wiele linii muflonów oraz pięć innych gatunków dzikich owiec (Zeder, 

2008; Barbato i in., 2017; Kaptan i in., 2024; Daly i in., 2025; Ma i in., 2025). Hodowla 

owiec ma również długą tradycję w Polsce. Niestety, owce stanowią obecnie zaledwie 1% 

liczby zwierząt hodowanych w Polsce i są wykorzystywane głównie do produkcji mięsa 

i mleka (Kawęcka i in., 2022; Hahaj-Siembida i in., 2025). Istnieje 17 ras rodzimych owiec 

w jednostronnym, dwustronnym lub wielostronnym typie użytkowania, objętych jest 

Programem Ochrony Zasobów Genetycznych. Wśród nich znajdują się m.in. owce rasy 

Świniarka i Uhruska (Polska Owca Nizinna) (Kawęcka i in., 2022; Greguła-Kania i in., 

2023; Hahaj-Siembida i in., 2025). Świniarka, czyli jedna z najstarszych ras owiec, jest 

odporna na liczne choroby i dobrze przystosowana do różnorodnych warunków 

środowiskowych. W porównaniu ze Świniarką, owca Uhruska jest rasą uszlachetnioną, 
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o masie ciała 55-60 kg, względnie dobrej jakości wełnie i wysokiej płodności. Jest to 

rodzima odmiana hodowana w regionie środkowo-wschodniej Polski. Owce tej rasy dobrze 

wykorzystują paszę i naturalne pastwiska (Kawęcka i in., 2022; Greguła-Kania i in., 2023; 

Kicińska-Jakubowska i in., 2024; Hahaj-Siembida i in., 2025). 

Liczne gatunki należące do rodzaju Staphylococcus są również składnikami naturalnej bioty 

skóry i błon śluzowych zdrowych owiec (Vasileiou  i in., 2019; Wesołowska i in., 2023). 

Jednakże są również najczęstszą przyczyną zakażeń u tych zwierząt, szczególnie klinicznej 

i subklinicznej postaci zapalenia wymienia (mastitis). S. aureus jest szczególnie częstym 

czynnikiem etiologicznym mastitis i odpowiada za ponad 70% przypadków, z kolei podobny 

odsetek gatunków koagulazoujemnych Staphylococcus (CoNS) jest izolowany 

z przypadków subklinicznego mastitis (Vasileiou  i in., 2019). Zmiana statusu 

mikroorganizmu z komensalnego na czynnik wywołujący zakażenie zależy od wielu 

czynników, w tym sposobu utrzymania i karmienia zwierząt, poziomu higieny 

i bezpieczeństwa biologicznego, praktyk dojenia, a nawet zmian klimatu (Vasileiou  i in., 

2019). Rasa zwierzęcia ma również ogromne znaczenie ze względu na podatność na 

zakażenia, anatomiczny stan strzyków, liczbę i wielkość potomstwa, długość okresu laktacji 

i występowanie współistniejących problemów zdrowotnych, które różnią się w zależności 

od rasy (Michael i in., 2023). Ponadto wykazano, że owce różnych ras mają różne 

predyspozycje genetyczne do rozwoju klinicznego lub subklinicznego zapalenia wymion 

(Vasileiou  i in., 2019). 

Specyficzny status S. aureus jako komensala izolowanego również od klinicznie zdrowych 

zwierząt sprawia, że bakteria ta jest częstym źródłem oporności na antybiotyki. S. aureus, 

zwłaszcza szczepy oporne na metycylinę (MRSA), mogą rozprzestrzeniać się między 

zwierzętami hodowlanymi a ludźmi, stanowiąc zagrożenie dla zdrowia publicznego 

i zwiększając i tak już wysoki poziom szczepów bakterii opornych na wiele leków zarówno 

w szpitalach, jak i w środowisku (Smith, 2015; Moura i in., 2024; Muwonge i in., 2025).  

Obecność S. aureus u owiec, stanowi nie tylko ogromny problem związany z jego rolą 

sprawczą w chorobach zwierząt lub wysokim poziomem lekooporności ale stanowi również 

problem dla przemysłu spożywczego. Produkty, takie jak mleko czy mięso, zawierające 

bakterie, mogą stanowić poważne zagrożenie dla zdrowia publicznego. Dzięki stosunkowo 

wysokiej odporności na niekorzystne warunki środowiskowe, S. aureus jest w stanie 

przetrwać poza organizmem gospodarza przez długi czas; dlatego jest jedną z najczęstszych 
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bakterii zanieczyszczających żywność pochodzenia zwierzęcego, w tym żywność, której 

źródłem są owce (Licitra i in., 2021; Michael i in., 2023; Bauer i in., 2025).  

S. aureus jako drobnoustrój komensalny, permanentnie bytujący w organizmie gopsodarza, 

a jednocześnie czynnik infekcyjny może indukować odpowiedź immunologiczną na wiele 

sposobów, w zależności od statusu zdrowotnego gospodarza. Jednym z takich bardziej 

problematycznych okresów, w których zwierzęta są bardziej podatne na zakażenia, również 

w przypadku owiec, jest okres ciąży.  

W czasie ciąży pojawiają się liczne zmiany anatomiczne, fizjologiczne, endokrynologiczne, 

metaboliczne i immunologiczne. Zachodzą zmiany w barierach fizycznych organizmu, 

takich jak skóra i błony śluzowe, które mogą ułatwiać kolonizację przez potencjalne 

patogeny lub proliferację bakterii oportunistycznych (Downs i in., 2018; Radocchia i in., 

2024).  

U owiec i kóz S. aureus jest również odpowiedzialny za problemy rozrodcze, takie jak 

poronienia i martwe urodzenia. Zakażenia mogą prowadzić do utraty ciąży, co ma 

bezpośredni wpływ na liczbę jagniąt i zdrowie stada. Z kolei zapalenie błony śluzowej 

macicy prowadzi do obniżenia płodności, zwiększenia liczby zabiegów inseminacyjnych 

potrzebnych do zapłodnienia. S. aureus posiada wiele czynników, które zakłócają 

odpowiedź immunologiczną gospodarza, a jego obecność aktywuje różnego rodzaju 

mechanizmy obronne. Bakterie te mają zdolność do inwazji i przetrwania 

wewnątrzkomórkowego w fagocytach, w tym neutrofilach i makrofagach, ale także 

w komórkach nabłonka gruczołu mlekowego. Mogą również tworzyć małe warianty kolonii 

i promować tworzenie biofilmu, co z kolei jest ściśle związane z niepowodzeniem terapii 

antybiotykowej. Co więcej, sukces zakażenia S. aureus można przypisać faktowi, że jego 

genom koduje zestaw białek i toksyn, które hamują odpowiedź układu odpornościowego 

gospodarza (Renna i in., 2019). Jedną z grup białek, które reagują na obecność S. aureus 

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

Głównymi cytokinami prozapalnymi są interleukina (IL)-6, IL-1 i czynnik martwicy 

nowotworów (TNF)-α. Co więcej, IL-6 jest również uważana za jedną z najważniejszych 

cytokin zdolnych do indukowania syntezy białek ostrej fazy (APP). Stężenie krążących 

białek APP jest specyficzne dla gatunku i zależy od zaawansowania infekcji oraz stopnia 

uszkodzenia tkanek w organizmie. Ze względu na fakt, że poziom białek APP w surowicy 

może wzrastać (APP dodatni) lub spadać (APP ujemny), mogą one również dostarczać 
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informacji diagnostycznych i prognostycznych, stanowiąc tym samym dobre narzędzie 

w monitorowaniu owiec, szczególnie w okresie ciąży (Rahman i in., 2010), co zostało 

wykorzystane również w obecnych badaniach. 

 

2.3.2. Zwierzęta towarszyące – psy i koty, jako recerwuar 

Staphylococcus 

Zwierzęta towarzyszące, takie jak psy (Canis familiaris) i koty (Felis catus), od dawna są 

częścią ludzkiego życia. Pies domowy (Canis familiaris) to gatunek wywodzący się od wilka 

szarego (Canis lupus), który zamieszkiwał Europę Zachodnią i Syberię. Pies był pierwszym 

zwierzęciem udomowionym przez człowieka, ale dokładny czas udomowienia psa wciąż 

budzi kontrowersje wśród badaczy. Jednak dowody archeologiczne i genetyczne wskazują, 

że udomowienie było procesem wielofazowym, który rozpoczął się co najmniej 15 000 lat 

temu lub ponad 30 000 lat temu (Galeta i in., 2021; Burrows i in., 2024). Innym gatunkiem, 

który osiągnął globalny zasięg występowania, przystosował się do środowiska 

antropogenicznego i podobnie jak pies domowy, przeszedł tysiące lat zmian genetycznych, 

jest kot domowy (Felis catus). Kot domowy prawdopodobnie pochodzi bezpośrednio od 

kota dzikiego (Felis silvestris lybica). Chociaż niektórzy badacze często przypisują pierwsze 

udomowienie kotów Egipcjanom około 4000 lat temu, liczne odkrycia sugerują, że gatunek 

ten został w rzeczywistości udomowiony około 9500 lat temu na Cyprze lub w innych 

regionach Bliskiego Wschodu (Feuerstein i in., 2008; Hattori i in., 2022; Menchetti i in., 

2024). Ta wielowiekowa tradycja sugeruje długotrwałą relację i bliski kontakt między tymi 

zwierzętami a ludźmi, dlatego nazywa się je zwierzętami towarzyszącymi. Niestety 

dzielenie przestrzeni życiowej oznacza również dzielenie naturalnej mikrobioty 

występującej u ludzi i zwierząt, przenoszenie tych samych mikroorganizmów i dzielenie się 

konsekwencjami narażenia na te same patogeny, a jednym z takich wspólnych 

mikroorganizmów jest rodzaj Staphylococcus. 

W ciągle zmieniającym się społeczeństwie obserwuje się coraz silniejsze relacje między 

właścicielami a ich zwierzętami. Zwierzęta towarzyszące, zwłaszcza psy i koty, żyją 

w bliskim kontakcie ze swoimi właścicielami w ich domach, ale także dzielą wiele 

przestrzeni publicznych, gdzie stykają się z innymi zwierzętami lub osobami, które nie są 

ich właścicielami. W tym kontekście narasta kolejny problem, ponieważ wiele bakterii 

patogennych i komensalnych, zwłaszcza tych pochodzących od zwierząt, może się 
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rozprzestrzeniać i nabywać nowe typy oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe. 

W konsekwencji prowadzi to do pojawienia się oporności wielolekowej (MDR), która jest 

jednym z najważniejszych problemów zdrowia publicznego (Graham i in., 2019; Marco-

Fuertes i in., 2022; Osińska i in., 2022; Marco-Fuertes i in., 2024).  

Zwierzęta towarzyszące i ich właściciele są częstymi nosicielami Staphylococcus spp. Jak 

wiadomo, zarówno CoPS, jak i CoNS mogą być składnikiem naturalnej mikrobioty zwierząt 

towarzyszących. Zarówno przejściowe, jak i przewlekłe nosicielstwo Staphylococcu opisano 

u wielu gatunków, w tym u ludzi i zwierząt towarzyszących. U psów i kotów kolonizacja 

Staphylococcus występuje w wielu obszarach ciała, zwłaszcza na skórze i błonach 

śluzowych jamy ustnej (Carroll i in., 2021). W sprzyjających warunkach, podobnie jak 

w przypadku człowieka i innych grup zwierząt mogą one również odpowiadać za różnego 

rodzaju zakażenia, zakażenia górnych dróg oddechowych, zakażenia dróg moczowych 

i wiele innych miejsc jak rany lub urazy chirurgiczne (Miszczak i in., 2023; Moses i in., 

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

Ze względu na powszechne występowanie, łatwość rozprzestrzeniania się oraz potencjalne 

zagrożenie dla zdrowia publicznego związane z wysokim poziomem oporności i bogatą 

gamą czynników wirulencji, szczególnie wśród szczepów koagulazododatnich 

Staphylococcus, bakterie te, pomimo szeroko zakrojonych badań, nadal wykazują znaczną 

zmienność wynikającą z ich plastyczności genomowej i wysokiej zdolności adaptacji do 

różnorodnych warunków i żywicieli. Dlatego gatunki zwierząt szczególnie blisko 

spokrewnione z ludźmi powinny być nadal monitorowane pod kątem występowania 

i charakterystyki tej grupy bakterii. 

 

2.3.3. Zwierzęta wolno żyjące - lisy, jako recerwuar Staphylococcus 

Lis rudy (Vulpes vulpes) jest przedstawicielem rodziny psowatych (Canidae). Gatunek ten 

występuje powszechnie w niektórych częściach Azji, Europy, Ameryki Północnej i Afryki. 

W Europie Środkowej jest najliczniejszym dzikim gatunkiem z rodziny psowatych 

(Karamon i in., 2014, 2018; Wodecka i in., 2022). W Polsce populację dzikiego lisa rudego 

szacuje się na 200–250 tysięcy osobników (Nowakiewicz i in., 2016; Wierzbicki i in., 2021). 

Ze względu na dużą zdolność adaptacji tego gatunku do środowisk mniej lub bardziej 

zurbanizowanych oraz oficjalne działania związane ze zwalczaniem chorób zagrażających 

populacji lisa rudego (obowiązkowe szczepienia przeciwko wściekliźnie), w Polsce między 
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końcem XX wieku a pierwszą dekadą XXI wieku zaobserwowano bardzo szybki wzrost 

liczebności tych zwierząt (Jackowiak i in., 2021). Zazwyczaj lisy rude zamieszkują lasy, 

pola i tereny rolnicze. Jednak ze względu na łatwy dostęp do pożywienia na obszarach 

miejskich i postępującą synantropizację tego gatunku zwierząt, coraz częściej można je 

spotkać blisko siedzib człowieka (Karamon i in., 2018; Jackowiak i in., 2021). W związku 

z tym mogą nabywać lub dzielić mikrobiotę (w tym patogeny) z różnymi gatunkami 

żywicieli. Dotychczas lis rudy został przeanalizowany jako rezerwuar patogenów 

odpowiedzialnych za typowe zoonozy diagnozowane w Polsce, tj. wściekliznę (Smreczak 

i in., 2023), bąblowicę (Karamon i in., 2014), Trichinella spp. (Cybulska i in., 2016) 

i świerzb (Kołodziej-Sobocińska i in., 2014), a także choroby transmisyjne (Wodecka i in., 

2022). W Polsce dotychczas przeprowadzono jedynie pojedyncze badania mające na celu 

określenie lekooporności mikroorganizmów obecnych u tych zwierząt, w tym 

Staphylococcus spp. (Nowakiewicz i in., 2016; Skarżyńska i in., 2020; Osińska i in., 2022), 

a dostępne wyniki obejmują niewielką grupę zwierząt i nie mogą być uznane za 

reprezentatywne, również w przypadku kolonizacji lisa rudego bakteriami z rodzaju 

Staphylococcus. Ogólnoświatowe, dostępne wyniki badań koncentrują się z kolei głównie 

na szczepach opornych na metycylinę (MRSA) (Carson i in., 2012; Monecke i in., 2016). 

Natomiast jak podkreślają Nielsen i in. (2020), dane dotyczące kolonizacji lisa rudego przez 

S. pseudintermedius ograniczają się wyłącznie do pojedynczych badań. 

Gatunek ten jest znacznie mniej poznany, a jego charakterystykę epidemiologiczną 

określono głównie w szczepach izolowanych od zdrowych lub chorych psów (Ruzauskas 

i in., 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 zakłada, że pomimo zróżnicowanego behawioru zwierząt, stopnia 

synantropizacji, stosowanej antybiotykoterapii czy grupy użytkowej, wybrane determinanty 

oporności i/lub wirulencji będą występowały u badanych izolatów niezależnie od źródła 

pochodzenia szczepu, co więcej u różnych gatunków zwierząt mogą również zostać 

wykazane określone klony szczepów istotnych również dla zdrowia człowieka. W związku 

z dwoistością charakteru występowania bakterii z rodzaju Staphylococcus u zwierząt 

(patogen lub komensal) oraz różnorodnością objawów klinicznych, prawdopodobnie 

zróżnicowana będzie również reakcja układu odpornościowego gospodarza na obecność 

drobnoustroju. 
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3.2. Cel badań 

Celem badań jest ocena występowania koagulazododatnich gronkowców u zróżnicowanych 

pod względem gatunkui statusu zdrowotnego zwierząt w aspekcie analizy porównawczej 

oraz oceny poziomu lekooporności tych drobnoustrojów, a także czynników wirulencji 

odpowiedzialnych za występowanie infekcji na tle Staphylococcus. 

Obok oceny zagrożenia dla zdrowia publicznego jakie mogą stanowić wielolekooporne i/lub 

metycylinooporne bakterie, posiadające dodatkowo szeroki panel czynników wirulencji, 

badania mają na celu określenie w jakim stopniu poszczególne, istotne 

z epidemiologicznego punktu widzenia klony bakterii rozprzestrzeniają się pomiędzy 

różnymi gatunkami zwierząt. Koagulazododatnie bakterie z rodzaju Staphylococcus ze 

względu na powszechne występowanie u różnych gospodarzy jako komensale, 

a jednocześnie czynniki infekcyjne wielu chorób o zróżnicowanym obrazie klinicznym, 

stanowią niezwykle ciekawą i dynamiczną pod względem zmienności grupę 

drobnoustrojów, która pomimo licznych badań, nadal dostarcza nowych pytań. Dlatego 

również jednym z celów badań jest próba wyjaśnienia interakcji między odpowiedzią 

immunologiczną na obecność S. aureus w organizmie gospodarza poprzez analizę ekspresji 

genów zaangażowanych w ten proces w leukocytach krwi. W tym ostatnim przypadku 

docelową grupą badawczą będą małe przeżuwacze, a celem badań była analiza profilu 

ekspresji genów cytokin: IL-1α, IL-1β, TNF-α, IL-6 oraz genów białek ostrej fazy SAA, Hp 

i Cp u dwóch grup zdrowych klinicznie owiec: zwierząt nosicieli CoPS z uwzględnieniem 

ich czynników wirulencji oraz owiec, u których nie wykazano obecności CoPS.  
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4. Materiały i metody  

4.1. Materiał biologiczny 

Materiał biologiczny (badawczy) został pobrany od różnych grup zwierząt: do dwóch 

odrębnych badań od zwierząt gospodarskich (owce rasy Uhruska i rasy Świniarka), 

jednorazowo od zwierząt towarzyszących (psy i koty) oraz jednorazowo od zwierząt wolno 

żyjących (lisy rude), następnie został poddany badaniom zgodnie z przdstawionym 

schematem (Rycina 1).  

Rycina 1. Schemat przestawiający rodzaje pobranego materiału oraz procedury badawcze, którym 

został poddany 

 

 

Materiał pochodzący od zwierząt gospodarskich, został pobrany od dwóch rodzimych 

polskich ras owiec: Świnarka oraz Uhruska (Polska Owca Nizinna PON) w Stacji Badawczej 

Małych Przeżuwaczy im. prof. Tadeusza Efnera w Bezku (51°11'60.00" N 23°15'60.00" E), 

położonej w południowo-wschodniej Polsce należącej do Katedry Hodowli Zwierząt 

i Doradztwa Rolniczego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Rasa Świniarka jest 

powszechnie uważana za typ prymitywny, a rasa Uhruska (PON) charakteryzuje się wysoką 

płodnością i wydajnością mięsną. Stado podstawowe w tym okresie liczyło ponad 500 

zwierząt, w tym około 200 matek Uhruska (Polskiej Owcy Nizinnej) i 50 owiec matek rasy 

Świniarka. Owce były żywione zgodnie z systemem żywienia francuskim Institut National 
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de la Recherche Agronomique (zgodnie z ich stanem fizjologicznym). Wszystkie zwierzęta 

w owczarni były karmione w ten sam sposób, wykorzystując paszę dostępną 

w  gospodarstwie. Zwierzęta były przetrzymywane w tym samym budynku w jednolitych 

warunkach środowiskowych; jednak rasy były oddzielone wewnątrz budynku i podczas 

wypasu. Zwierzęta były przetrzymywane w systemie zamkniętym od września do połowy 

maja i w systemie otwartym z wypasem od połowy maja do początku września. Krycie 

trwało sześć tygodni, rozpoczynając się we wrześniu dla maciorek rasy Uhruska (Polska 

Owca Nizinna) oraz w październiku dla maciorek rasy Świniaka, a jagnienie (wykoty)  

trwało od połowy stycznia do lutego dla maciorek rasy Uhruska (Polskiej Owcy Nizinnej) 

i od lutego do marca dla maciorek rasy Świnarka. Badane zwierzęta były w tym samym 

wieku, tj. miały dwa lata. Próbki mleka pobrano podczas standardowego badania 

klinicznego przeprowadzonego przez lekarza weterynarii między marcem a kwietniem 2023 

r. Aby pozyskać materiał do badań z każdej rasy wybrano 25 zwierząt, u których nie 

stwierdzono objawów klinicznych podczas podstawowego badania klinicznego wymienia 

(obserwacja, palpacja i porównanie obu gruczołów). Materiał badawczy w pierwszym 

badaniu (Publikacja nr 1) stanowiło mleko pobrane od obu wyżej wspomianych ras owiec. 

Łącznie pobrano 50 próbek mleka: 25 próbek od owiec rasy Uhruska (Polska Owca Nizinna) 

i 25 próbek od owiec rasy Świniarka. Przed pobraniem materiału, uzyskana została zgoda 

Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Lublinie o nr licencji 99/2018 

(Rycina 2). 

Pobór materiału dotyczy opublikowanego artykułu: Characteristics of drug-resistant 

Staphylococci isolated from milk of lambed ewes during the perinatal period. Agata Hahaj-

Siembida, Aneta Nowakiewicz, Monika Greguła-Kania, Mariola Bochniarz, Aleksandra 

Trościańczyk, Marcelina Osińska J Vet Res. 2025 Mar 25;69(1):41-50. doi: 10.2478/jvetres-

2025-0014 (Publikacja nr 1).

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hahaj-Siembida+A&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hahaj-Siembida+A&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nowakiewicz+A&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gregu%C5%82a-Kania+M&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bochniarz+M&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tro%C5%9Bcia%C5%84czyk+A&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tro%C5%9Bcia%C5%84czyk+A&cauthor_id=40144065
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Osi%C5%84ska+M&cauthor_id=40144065
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Rycina 2. Schemat ilustrujący metodykę do badania pierwszego (zwierzęta gospodarskie) 

 

Materiał pochodzący od zwierząt gospodarskich za drugim razem również został pobrany 

od dwóch ras owiec (Świnarka oraz Uhruska (Polska Owca Nizinna)) w Stacji Badawczej 

Małych Przeżuwaczy im. prof. Tadeusza Efnera w Bezku należącej do Katedry Hodowli 

Zwierząt i Doradztwa Rolniczego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Materiał 

pobrano w formie wymazów od zdrowych klinicznie osobników z czterech miejsc takich jak 

skóra, ucho, odbyt i jama ustna. Ponadto pobrane zostały próbki krwi obwodowej od 

zdrowych osobników, a także mleko od owiec matek. Do eksperymentu zostały wybrane 

wyłącznie zdrowe zwierzęta, na podstawie wyników ogólnego badania klinicznego 

przeprowadzonego przez lekarza weterynarii. Materiał pobrany został przez lekarza 

weterynarii czterokrotnie podczas rutynowego badania w następujących okresach: I – przed 

ciążą (A), II – na początku ciąży (B1), III – pod koniec ciąży (dwa tygodnie przed porodem) 

(B2), IV – po porodzie, w trakcie laktacji (tydzień po porodzie) (C), za każdym razem 

przebadanych zostało łącznie 50 dorosłych owiec (25 osobników z każdej rasy). Wymazy 

od tygodniowych jagniąt (łącznie 50) pobrano tylko raz (po porodzie). Owce matki były 

w tym samym wieku (2-3 lata), a jagnięta miały tydzień w trakcie poboru prób. Wybor 
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osobników (owiec) oraz włączenie do eksperymentu wyłącznie zdrowych owiec opierało się 

na wynikach ogólnego badania klinicznego przeprowadzonego przez lekarza weterynarii.  

Wymaz z jamy ustnej pobrano z podniebienia twardego/języka, a wymaz ze skóry z prawej 

łopatki po uprzednim odwinięciu wełny owczej. Wymazy z zewnętrznego przewodu 

słuchowego i odbytu pobrano za pomocą sterylnej wymazówki. Łącznie pobrano 850 

wymazów (800 od dorosłych i 50 od jagniąt). Dodatkowo pobrano również materiał 

w postaci prób mleka od maciorek, tych samych dwóch ras. Próbki mleka zostały pobrane 

po porodzie (po 25 próbek z każdej rasy, łącznie 50 próbek) (Rycina 3). Przed pobraniem 

materiału, uzyskana została zgoda Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach 

w  Lublinie o nr licencji 99/2018.  

Pobór materiału dotyczy artykułów znajdujących się 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 ilustrujący metodykę do badania drugiego- mikrobiologiczne (zwierzęta 

gospodarskie) 
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Próbki krwi pobrano przez nakłucie żyły szyjnej do sterylnych probówek próżniowych przez 

lekarza weterynarii podczas rutynowego badania w tych samych czterech okresach, co 

pobieranie wymazów. Próbki transportowano do laboratorium w warunkach chłodniczych 

na maksymalnie trzy godziny i przechowywano w temperaturze −80°C do czasu dalszych 

analiz. Przebadanych zostało łącznie 200 próbek krwi (pobrano po 25 próbek od każdej rasy 

jednocześnie). 

Pobór materiału dotyczy artykułu: 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). 

Podsumowująć łącznie zostało pobranych 1100 prób, co jest sumą wszytych prób mleka oraz 

wyamazów ze wszytcho okresów pobrań od osobników dorsłych oraz wymazów od jagniąt, 

a także wszytkich próbek kwi pobranych w każdym terminie (Rycina 4).  

Rycina 4. Schemat ilustrujący metodykę do badania drugiego- markery układu immunologicznego 

(zwierzęta gospodarskie) 
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Materiał pochodzący od zwierząt towarzyszących (psy i koty), został pobrany od pacjentów 

kliniki weterynaryjnej (Lubelskie Centrum Małych Zwierząt) w trakcie rutynowego badania 

prowadzonego przez lekarza weterynarii. Materiał pobrano w formie wymazów z czterech 

miejsc: skóra, zewnętrzny kanał słuchowy, odbyt oraz jama ustna. Wymazy pobrano od 

zwierząt zdrowych klinicznie. Materiał badawczy pobrano w postaci wymazów od 151 

zwierząt towarzyszących (90 psów i 61 kotów) ze wspominanych wyżej czterech różnych 

miejsc. Łącznie pobrano 604 wymazy od zwierząt (Rycina 5).  

Pobór materiału dotyczy artykułu znajdującego się na etapie recenzji: 

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

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

Rycina 5. Schemat ilustrujący metodykę badań materiału od zwierząt towarzyszących 
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Materiał pochodzący od zwierząt wolno żyjących (lisy rude Vulpes vulpes), został uzyskany 

dzięki współpracy badawczej z Zakładem Higieny Weterynaryjnej (ZHW) w Lublinie. 

Materiał pobrano post mortem od lisów w formie wymazów przez lekarza weterynarii 

z dwóch różnych miejsc: odbyt oraz jama ustna. Materiał do badań pobrano od 209 lisów 

rudych odstrzelonych w regionie południowo-wschodniej Polski. Łącznie pobrano 415 

próbek (206 wymazów z odbytu i 209 wymazów z jamy ustnej). Ponieważ Polska nadal nie 

jest krajem wolnym od wścieklizny, monitoring tej choroby u lisów rudych przeprowadzany 

jest corocznie obligatoryjnie (kontrolowany odstrzał zwierząt) zgodnie z obowiązującym 

prawem (Dyrektywa Komisji Europejskiej, 2021). Materiał do momentu uzyskania wyniku 

ujemnego od danego zwierzęcia w kierunku ścieklizny, przechowywano w temperaturze 

−80°C w ZHW, przez maksymalnie 30 dni, a dopiero później przekazany do dalszych badań  

do Zakładu Mikrobiologii UP w Lublinie (Rycina 6).  

Pobór materiału dotyczy opublikowanego artykułu: 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 Szecówka, Aleksandra Trościańczyk, Przemysław Zięba, Monika Greguła Kania. 

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

Rycina 6. Schemat ilustrujący metodykę badań materiału od lisów rudych (zwierzęta wolno żyjące) 

 

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
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5. Metodyka 

5.1. Mikrobiologia  

5.1.1. Izolacja i identyfikacja szczepów oraz izolacja materiału 

genetycznego  

5.1.1.1. Zwierzęta gospodarskie 

5.1.1.1.1. Mleko (owce) 

Próbki mleka pobrano podczas standardowego badania klinicznego przeprowadzonego 

przez lekarza weterynarii między marcem a kwietniem 2023 r. Z każdej rasy wybrano 25 

zwierząt, u których nie stwierdzono objawów klinicznych podczas podstawowego badania 

klinicznego wymienia (obserwacja, palpacja i porównanie obu gruczołów). Łącznie pobrano 

50 próbek mleka: 25 próbek mleka od owiec rasy Uhruska (Polska Owca Nizinna) i 25 

próbek mleka od owiec rasy Świniarka. Próbki mleka o objętości 5 ml pobrano aseptycznie 

z połowy wymienia od każdego zwierzęcia, średnio siedem dni po porodzie, zgodnie 

z procedurą opisaną wcześniej (National Mastitis Council (U.S.), 2004. Microbiological 

Procedures for the Diagnosis of Bovine Udder Infection and Determination of Milk Quality). 

Próbki mleka w warunkach chłodniczych przetransportowano do laboratorium w ciągu 

dwóch godzin, a następnie 1 ml każdej próbki hodowano w bulionie odżywczym 

supelementowanym 6,5% NaCl (Biomaxima, Lublin, Polska) przez 24 h w temperaturze 

37°C. Następnie zastosowano podłoża dedykowane dla wybiórczego wzrostu bakterii 

Staphylococcus spp: Mannitol Salt LAB Agar (podłoże Chapmana) i Baird Parker LAB 

Agar (Biomaxima). Inokulaty o objętości 100 μl posiewano na płytki i inkubowano 

w temperaturze 37°C przez 24 h. Do dalszych analiz wybrano jedną typową kolonię 

uzyskaną z danego podłoża. Następnie wykonano barwienie metodą Grama (Gram Staining 

Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy), test na katalazę (3% roztwór nadtlenku wodoru) 

oraz test na koagulazę wolną (BBL Coagulase Plasma, Rabbit, with EDTA, BD, Franklin 

Lakes, NJ, USA). Wszystkie ziarniaki katalazododatnie i Gram-dodatnie analizowano przy 

użyciu spektrometrii masowej z desorpcją/jonizacją laserową wspomaganą matrycą 

i pomiarem czasu przelotu (MALDI TOF-MS). 

Białka rybosomalne ekstrahowano z każdego izolatu metodą ekstrakcji etanolem/kwasem 

mrówkowym, aby uzyskać wysokiej jakości widma masowe. Do ekstrakcji zebrano od 

jednej do pięciu kolonii świeżo wyhodowanych kultur inkubowanych na agarze odżywczym 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ribosomal-protein
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w temperaturze 37°C przez 24 godziny i zawieszono w 300 μl wody podwójnie 

destylowanej. Następnie dodano 900 μl absolutnego etanolu. Próbki mieszano za pomocą 

mieszadła wirowego przez 30 s, a następnie wirowano przez 2 min przy 13000 × g. 

Supernatant usunięto, a osad wysuszono w temperaturze pokojowej. Następnie dodano 25 

μl 70% roztworu kwasu mrówkowego i próbkę dokładnie wymieszano. Następnie dodano 

25 μl acetonitrylu i ponownie wymieszano próbkę. Próbki wirowano przez 2 minuty przy 

13000 × g. Supernatant (1 μl) przeniesiono na płytkę BC z polerowanej stali MSP 96 

i pozostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej do wyschnięcia. Następnie na suche 

próbki nałożono taką samą ilość matrycy HCCA (kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy) 

i ponownie płytkę pozostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej. Płytkę docelową 

wprowadzono do spektrometru mas MALDI Biotyper Sirius (Bruker, częstotliwość lasera: 

200 Hz), a widma masowe wyekstrahowanych białek rybosomalnych uzyskano za pomocą 

oprogramowania flexControl w wersji 3.4. Każde z widm masowych bakterii uzyskano 

poprzez uśrednienie 1500 wiązek laserowych z trzech pozycji. Widma kalibrowano 

zewnętrznie przy użyciu standardu E. coli DH5-alfa (Bruker). Kalibrator składał się 

z sześciu białek rybosomalnych E. coli z dodatkiem RNAzy A i mioglobiny, aby pokryć 

zakres 3637,8–16 952,3 Da. Do identyfikacji widm masowych wykorzystano 

oprogramowanie MBT Compass 4.1, MALDI Biotyper Compass Explorer 4.1 oraz bazę 

danych MBT Compass Library Revision H (2022) (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) 

zawierającą 3893 gatunki/wpisy. Zgodnie z instrukcją producenta, wyniki identyfikacji są 

klasyfikowane w następujący sposób: 

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 metodą molekularną opartą na analizie polimorfizmu genu nuc 

według Sasaki i in. (2010). 

 DNA izolowano z 24-godzinnych czystych kolonii bakteryjnych przy użyciu komercyjnego 

zestawu (Gram Plus and Yeast Genomic DNA Purification Kit; EURx, Gdańsk, Polska) 

zgodnie z instrukcją producenta. Amplifikację przeprowadzono zgodnie z warunkami 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/acetonitrile
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/myoglobin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528823003624?via%3Dihub#bb0285
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opisanymi w publikacji Hahaj Siembida i in. (2025) i z użyciem mieszaniny Silver Taq Mix 

(Syngen Biotech, Teipei, Tajwan) oraz odpowiednio dobranych starterów (Genomed, 

Warszawa, Polska).  

5.1.1.1.2. Wymazy i mleko (owce) 

Wymazy oraz mleko pobrane od dwóch ras owiec, owiec rasy uszlachetnionej  –  rasy 

Uhruska (Polska Owca Nizinna) oraz rasy pierotnej – rasy Świniarka, poddano badaniom 

mikrobiologicznym. Izolację i identyfikację szczepów  Staphyloccoccus spp. 

przeprowadzono zgodnie z opisem powyżej (5.1.1.1.1).  

5.1.1.2. Zwierzęta towarzyszące (psy i koty) 

Materiał badawczy pobrano w postaci wymazów od 151 zwierząt towarzyszących (90 psów 

i 61 kotów). Izolację i identyfikację szczepów Staphyloccoccus spp. przeprowadzono 

zgodnie z opisem powyżej (5.1.1.1.1).  

5.1.1.3. Zwierzęta wolno żyjące (lisy rude) 

Łącznie pobrano 415 próbek (206 wymazów z odbytu i 209 wymazów z jamy ustnej). 

Izolację i identyfikację szczepów  Staphyloccoccus spp. przeprowadzono zgodnie z opisem 

powyżej (5.1.1.1.1).   

5.1.2. Ocena fenotypowej lekowrażliwości szczepów 

5.1.2.1. Metoda dyfuzyjno- krążkowa  

Oporność na substacje przeciwdrobnoustrojowe szczepów Staphylococcus spp. 

wyizolowanych od zwierząt, oceniano metodą dyfuzyjno-krążkową (test Kirby’ego–Bauera) 

na podłożu Mueller Hilton (Biomaxima, Lublin, Polska). Wytypowano czternaście 

substancji przeciwdrobnoustrojowych, a następnie przeprowadzono badanie metodą 

dyfuzyjno-krążkową zgodnie ze standardem CLSI, wykorzystując krążki nasączone 

następującymi substancjami: erytromycyna 15 μg, oksacylina 1 μg lub cefoksytyna 30 μg, 

gentamycyna 10 μg, ryfampicyna 5 μg, chinuprystyna/dalfoprystyna 15 μg, klindamycyna 

2 μg (indywidualnie i w testach wykrywających indukowaną oporność na klindamycynę 

u Staphylococcus spp. zgodnie ze standardem CLSI), penicylina G 10 U, 

sulfametoksazol/trimetoprim 25 μg, tetracyklina 30 μg, nitrofurantoina 300 μg, linezolid 30 
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μg, cyprofloksacyna 5 μg i chloramfenikol 30 μg (Thermo Scientific™ Oxoid™). Do 

interpretacji wyników wykorzystano ze standardy Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI VET 01 S, 2024; CLSI M100-ED35, 2025). Jako kontrolę jakości 

zastosowano S. aureus ATCC25923. Oporność wielolekową szczepów sklasyfikowano 

zgodnie z kryteriami opisanymi przez Magiorakos i in. (2012) (Hahaj-Siembida i in., 2024; 

Hahaj-Siembida i in., 2025). 

5.1.2.2. Minimalne stężenie hamujące (ang. minimum inhibitory 

concentration) - MIC  

Wrażliwość izolowanych koagulazododatnich szczepów Staphylococcus opornych na 

metycylinę (MRSA) oceniano dodatkowo metodą mikrorozcieńczeń zgodnie z wymogami 

Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI VET 01 S, 2024; CLSI M100-ED35, 2025). 

Określono minimalne stężenia hamujące (MIC) dla następujących leków 

przeciwdrobnoustrojowych: erytromycyny, oksacyliny, gentamycyny, ryfampicyny, 

klindamycyny, penicyliny, tetracykliny, nitrofurantoiny, cyprofloksacyny, chloramfenikolu 

i wankomycyny (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy). W przypadku wszystkich 

testowanych substancji zastosowano zakres stężeń  0,25–128 µg/ml Jako kontrolę jakości 

zastosowano S. aureus ATCC29213. 

5.1.3. Ocena molekularnych mechanizmów oporności i wirulencji 

koagulazododatnich szczepów Staphylococcus.  

5.1.3.1. Geny oporności 

Szczepy Staphylococcous spp. przebadano pod kątem obecności genów kodujących 

wybrane mechanizmy lekooporności. Do badania wybrano następujące geny oporności: 

mecA, blaZ (oporność na β-laktamy), ermA, ermB, ermC, msrA (oporność na makrolidy), 

cat (pC223), cat (pC221), cat (pC194) (oporność na fenikole), tetK, tetM, tetL (oporność na 

tetracykliny), aac(6′)-Ie-aph(2″)), aph(3)-IIIa (oporność na aminoglikozydy), fusB, fusC, 

fusD (oporność na kwas fusydowy), ileS (oporność na mupirocynę), smr, qac A/B (oporność 

na biocydy) (Hauschild i in., 2007; Martineau i in., 2000; Oliveira i de Lencastre, 2002; 

Strommenger i in., 2003). Amplifikację DNA przeprowadzono w warunkach opisanych 

wcześniej (García-Álvarez i in., 2011; Hauschild i in., 2007; Martineau i in., 2000; Oliveira 

i de Lencastre, 2002; Strommenger i in., 2003; Hritcu et al., 2020; Hahaj-Siembida i in., 

2024; Hahaj-Siembida i in., 2025), z użyciem mieszaniny Silver Taq Mix (Syngen Biotech, 
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Wrocław, Polska) i odpowiednio dobranych starterów (Genomed, Warszawa, Polska) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1.Startery do detekcji genów oporności 

Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) Wielkość 

produktu 

(pz) 

Literatura 

mecA F: TCCAGATTACAACTTCACCAGG 

R: CCACTTCATATCTTGTAACG 

162 Oliveira i in., 2002 

mecC F: TCACCAGGTTCAACYCAAAA 

R: CCTGAATCWGCTAATAATATTTC 

356 Garcia-Alvarez i in., 2011 

blaZ F: ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 

R: TGACCACTTTTATCAGCAACC 

173 Martineau i in., 2000 

ermA F: AAGCGGTAAACCCCTCTGA 

R: TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 

190 Strommenger i in., 2003 

ermB F: CTA TCT GAT TGT TGA AGA AGG ATT 

R:GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA 

142  Martineau i in., 2000 

ermC F: AATCGTCAATTCCTGCATGT 

R: TAATCGTGGAATACGGGTTTG 

299 Strommenger i in., 2003 

msrA F: TCCAATCATTGCACAAAATC 

R: AATTCCCTCTATTTGGTGGT 

163 Martineau i in., 2000 

tetK F: TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 

R: GCAAACTCATTCCAGAAGCA 

647 Aarestrup i in., 2000 

tetL F: GTTGCGCGCTATATTCCAAA 

R: TTAAGCAAACTCATTCCAGC 

456 Aarestrup i in., 2000 

tetM F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 

R: CTAAGATATGGCTCTAACAA 

718 Aarestrup i in., 2000 

cat 

(pC221) 

F: ATTTATGCAATTATGGAAGTTG 

R: TGAAGCATGGTAACCATCAC 

435 Schnellmann i in., 2006 

cat 

(pC194) 

F: CGACTTTTAGTATAACCACAGA 

R: GCCAGTCATTAGGCCTAT 

570 Schnellmann i in., 2006 

cat 

(pC223) 

F: GAATCAAATGCTAGTTTTAACTC 

R: ACATGGTAACCATCACATAC 

284 Schnellmann i in., 2006 

aac(6’)-Ie-

aph(2”)-Ia 

F: CCAAGAGCAATAAGGGCATA 

R: CACTATCATACCACTACCG 

220 van de Klundert i in., 1993 

aph(3’)-

IIIa 

F: GCCGATGTGGATTGCGAAAA 

R: GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 

292 van de Klundert i in., 1993 

ileS 

 

F: TATATTATGCGATGGA AGGTTGG 

R: AATAAAATCAGCTGGAA AGTGTTG 

458  Hritcu i in., 2020 

fusB F: CCGTCAAAGTTAT TCAATCG 

R: ACAATGAATGCTATCTC GACA  

492 Hritcu i in., 2020 

fusC F: GGACTTTATTACATC GATTGAC 

R: CTGTCATAACAAATGTA ATCTCC  

411 Hritcu i in., 2020 

fusD F: AATTCGGT CAACGATCCC 

R: GCCATCATTGCCA GTACG 

465 Hritcu i in., 2020 

smr F: ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT 

R: TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA 

285 Hritcu i in., 2020 

qac A/B  

 

F: GCTGCATTTATGACAATGTTTG 

R: AATCCCACCTACTAAAGCAG 

628 Hritcu i in., 2020 
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5.1.3.2. Geny wirulencji  

Szczepy koagulazododatnich szczepów Staphylococcus (S. aureus i S. pseudintermedius) 

wyizolowane od zwierząt oceniono pod kątem występowania specyficznych gatunkowo 

genów wirulencji. W przypadku izolatów S. aureus wybrano następujące geny wirulencji: 

seA, seB, seC, seD, seE (kodujące enterotoksyny SEA-E), tsst (kodujące toksynę zespołu 

wstrząsu toksycznego-1 (TSST-1), etA, etB (kodujące toksyny eksfoliatywne ETA i ETB), 

PVL (kodujące składniki leukocydyny Panton–Valentine) oraz LukE-LukD (kodujące 

leukotoksynę LUKE/LUKD) (Jarraud i in., 2002; Hahaj-Siembida i in., 2023) (Tabela 2). 

Natomiast S. pseudintermedius oceniono pod kątem obecności innych genów wirulencji: 

ebpS (kodujący białka wiążące elastynę), spsE, bap (kodujący białka adhezyjne), lip 

(kodujący lipazę), hlgA, hlgB (kodujące hemolizyny), lukF, lukS (kodujące składniki 

leukocydyny), icaA, icaD (kodujące składniki biofilmu), siet, expA, expB (kodujące toksyny 

eksfoliatywne), tsst (kodujące toksynę zespołu wstrząsu toksycznego), PVL (kodujące 

leukocydynę), seL, seM, seQ, seCcanine (kodujące enterotoksyny) (Hritcu i in., 2020; 

Moses i in., 2022; Wang i in., 2022; Breyer i in., 2023) (Tabela 3). 

 Tabela 2. Startery do detekcji genów wirulencji S. aureus 

Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) Wielkość 

produktu 

(pz) 

Literatura 

seA F: GCGAAACACACAATGCTTGC 

R: GGAGGAATATAACCACGCGC 

127 Becker i in., 1998 

seB F: GTGGCTGGCGGTGAGTCACG 

R: GAGTGAAGGTAGCCGTGGC 

477 Becker i in., 1998 

seC F: GGCGGCAATATTGGCGCTCG 

R: TTACTGTCAATGCTCTGACC 

271 Becker i in., 1998 

seD F: GGCCCGATATCTGAACCCGGAGGG 

R: GGCTCGTCGACCAGCATTAGCAAT 

319 Becker i in., 1998 

seE F: ATGAAGAATAAGGCTGAT 

R: CAGAGCCTGCATCAACTGCG 

178 Becker i in., 1998 

tst F: CACCGTCCTCGAGGGCTGTG 

R: TCAGTTTCCCGAAAACGCCC 

445 Becker i in., 1998 

etA F: CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 

R: TGCATTGACACCATAGTACTTATTC 

119 Becker i in., 1998 

etB F: ACGGCTATATACATTCAATTCAATG 

R: AAAGTTATTCATTTAATGCACTGTCTC 

262 Becker i in., 1998 

PVL F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 

R: GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 

433 Jarraud i in., 2002 

LukE-

LukD 

F: TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG 

R: TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA 

269 Jung i in., 2022 
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Tabela 3. Startery do detekcji genów wirulencji S. pseudintermedius 

Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) Wielkość 

produktu 

(pz) 

Literatura 

ebpS F: AGACGCCACAGAAAAAGA 

R: GCAGATTGACCTTGTTGA 

1040 Wang i in., 2022 

 

spsE F: TTTCTCGTTTCTGGGCGT 

R: GCGTCTTCTGGTTATCGT 

1600 Wang i in., 2022 

 

lip F: GGAAAAGCAGCAGAAAGAA 

R: GGGTGCTGTAGAAATA 

1601 Wang i in., 2022 

 

hlgA F: CTTCTTCCACTTATTACACC 

R: CACTTGTATCGTTTATC 

718 Wang i in., 2022 

 

hlgB F: GGGGGGCTAAGTAAGTAATGT 

R: GCGCCATTTGGTTTATGT 

475 Wang i in., 2022 

 

lukF F: CCTGTCTATGCCGCTAATCCA 

R: AGGTCATGGAAGCTATCTCGA 

572 Hritcu i in., 2020 

lukS F: TGTAAGCAGCAGAAAATGGGG 

R: GCCCGATAGGACTTCTTACAA 

503 Hritcu i in., 2020 

icaA F: ACTGTTTCGGGGACAAGCAT 

R: ATTGAGGCTGTAGGGCGTTG 

134 Wang i in., 2022 

 

icaD F: CGTTAATGCCTTCTTTCTTATTGCG 

R: ATTAGCGCACATTCGGTGTT 

166 Wang i in., 2022 

 

siet F: ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG 

R: CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC 

359 Hritcu i in., 2020 

tsst F: GCTTGCGACAACTGCTACAG 

R: TGGATCCGTCATTCATTGTTAT 

559 Wang i in., 2022 

 

PVL F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 

R: GCATCAATGTATTGGATAGCAAAAGC 

432 Wang i in., 2022 

 

seL F: TAACGGCGATGTAGGTCCAGG 

R: CATCTATTTCTTGTGCGGTAAC 

382 Breyer i in., 2023 

seM F: GGATAATTCGACAGTAACAG 

R: TCCTGCATTAAATCCAGAAC 

379 Breyer i in., 2023 

seQ F: AATCTCTGGGTCAATGGTAAGC  

R: TTGTATTCGTTTTGTAGGTATTTTCG  

122 Breyer i in., 2023 

Sec 

canine 

F: GTCAGACCCAACACCAGACC 

R: CGGCATCAAGTCATACCAGA 

598 Moses i in., 2022 

expA 

 

F: GCGCGTCCTTCTGA TCCAGAACT 

R: AACGTCCCCCTTTAC CTACGTGAAT 

574 Hritcu i in., 2020 

expB 

 

F: GGGCATGCACATATGATGAAGCC 

R: CCAGATCTATCTTCTGATTCAGC 

843 Hritcu i in., 2020 

bap F: CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 

R: GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 

971 Hritcu i in., 2020 
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5.1.4. Typowanie molekularne 

5.1.4.1. Typowanie molekularne w oparciu o metodę wielolokusowej 

analizy sekwencji genów (ang. mulitilocus sequence typing) - 

MLST 

Analizę szczepów metycylinoopornych S. aureus i S. pseudintermedius przeprowadzono 

w oparciu o MLST szczepów koagulazododatnich Staphylococcus opornych na metycylinę. 

Analiza MLST przeprowadzona dla szczepów S. aureus opierała się na siedmiu genach 

metabolizmu podstawowego: arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi i yqiL (Tabela 4). Specyficzne 

warunki multipleksowej reakcji PCR przeprowadzono zgodnie z opisanym protokołem 

(Enright i in. 2000). Analiza MLST przeprowadzona dla szczepów S. pseudintermedius  

opierała się również na siedmiu ale odmiennych od S. aureus, genach metabolizmu 

podstawowego: ack, cpn60, fdh, pta, purA, sar, tuf (Tabela 5). W tym przypadku również, 

specyficzne warunki multipleksowej reakcji PCR prowadzone były zgodnie z opisanym 

protokołem (Enright i in. 2000). Dla obu gatunków Staphylococcus reakcje przeprowadzono 

w objętości 25 µl z użyciem Silver Taq MIX (Syngen Biotech, Wrocław, Polska) 

w termocyklerze T100 (Bio-Rad, Hercules, USA). Następnie do oczyszczenia produktów 

PCR wykorzystano zestaw Clean-up (A&A Biotechnology, Gdańsk, Polska). 

Sekwencjonowanie DNA przeprowadzono metodą Sangera firmy Genomed S.A. 

(Warszawa, Polska). Uzyskane sekwencje nukleotydowe porównano z allelami w bazie 

PubMLST (https://pubmlst.org/). Następnie, na podstawie kombinacji alleli, przypisano 

sekwencje ST i kompleksy klonalne. Sekwencje nukleotydowe genów zdeponowano 

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

Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) Wielkość 

produktu 

(pz) 

Literatura 

arcC F:TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 

R:AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 

456 Enright i in., 2000 

 

aroE F:ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 

R:GGTGTTGTATTAATAACGATATC 

456 Enright i in., 2000 

 

glpF F:CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 

R:TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 

465 Enright i in., 2000 

 

gmk F:ATCGTTTTATCGGGACCATC 

R:TCATTAACTACAACGTAATCGTA 

429 Enright i in., 2000 

 

pta F:GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 

R:GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 

474 Enright i in., 2000 

 

tpi F:TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 

R:TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 

402 Enright i in., 2000 

 

yqiL F:CAGCATACAGGACACCTATTGGC 

R:CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 

516 Enright i in., 2000 

 

 

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

Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) Wielkość 

produktu 

(pz) 

Literatura 

tuf F:CAATGCCACAAACTCG 

R:GCTTCAGCGTAGTCTA 

500 Solyman i in., 2012 

 

cpn60 F:GCGACTGTACTTGCACAAGCA 

R:AACTGCAACCGCTGTAAATG 

552 Solyman i in., 2012 

pta F:GTGCGTATCGTATTACCAGAAGG 

R:GCAGAACCTTTTGTTGAGAAGC 

570 Solyman i in., 2012 

 

purA F:GATTACTTCCAAGGTATGTTT 

R:TCGATAGAGTTAATAGATAAGTC 

490 Solyman i in., 2012 

 

fdh F:TGCGATAACAGGATGTGCTT 

R:CTTCTCATGATTCACCGGC 

408 Solyman i in., 2012 

 

ack F:CACCACTTCACAACCCAGCAAACT 

R:AACCTTCTAATACACGCGCACGCA 

680 Solyman i in., 2012 

 

sar F:GGATTTAGTCCAGTTCAAAATTT 

R:GAACCATTCGCCCCATGAA 

521 Solyman i in., 2012 
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5.1.4.2. Amplifikacja fragmentów DNA otaczających rzadkie miejsca 

restrykcyjne (ADSRRS-fingerprinting) 

Izolaty koagulazododatnich Staphylococcus genotypowano metodą ADSRRS-fingerprinting 

(ang. amplification of DNA fragments surrounding rare restriction sites, ADSRRS-

fingerprinting) zgodnie z protokołem opisanym przez Krawczyk i in. (2003) z dodatkowymi 

modyfikacjami (Nowakiewicz i in., 2016; Trościańczyk i in., 2023). Najpierw trawieniu 

poddano genomowe DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi, często i rzadko tnącym: XbaI 

(10U) i BglII (5U) (Thermo Scientific, Waltham, USA) w temperaturze 37°C przez 

1 godzinę. W kolejnym kroku było przeprowadzenie reakcji ligacji z użyciem ligazy DNA 

T4 (Thermo Scientific, Waltham, USA) i odpowiednich adapterów (25°C przez 1 godzinę). 

Następnie, po inaktywacji termicznej w temperaturze 70°C przez 5 min, przeprowadzono 

reakcje PCR w objętości 25 µl zawierającej 1 µl mieszanki ligacyjnej, Silver Taq MIX 

(Syngen Biotech, Wrocław, Polska) i 50 pmol każdego startera (Genomed S.A., Warszawa, 

Polska). PCR przeprowadzono w termocyklerze T100 (Bio-Rad, Hercules, USA) przy 

użyciu spersonalizowanego profilu termicznego (94°C—5 min, 72°C—5 min, 94°C—5 min, 

22 cykle (94°C—30 s, 60°C—30 s i 72°C—90 s) i 72°C—7 min). Elektroforezę produktów 

PCR przeprowadzono w 6% żelu poliakrylamidowym i barwiono bromkiem etydyny. Żel 

wizualizowano i dokumentowano w oprogramowaniu GelDoc Go System (Bio-Rad, 

Hercules, USA). Następnie przeprowadzono analizę podobieństwa profili 

elektroforetycznych metodą UPGMA z wykorzystaniem oprogramowania BIO-1D++ 11.9 

(Vilber, Lourmat, Francja) w oparciu o współczynnik korelacji Jaccarda (tolerancja 

i optymalizacja 1%) (Krawczyk i in., 2003; Nowakiewicz i in., 2016; Trościańczyk i in., 

2023) (Tabela 6-7). 
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5.2. Markery zapalne 

Materiał badawczy stanowiły próbki krwi pobrane od dwóch ras owiec (Uhruskiej oraz 

Świnarki). Próbki krwi pobrano przez nakłucie żyły szyjnej do sterylnych probówek 

próżniowych przez lekarza weterynarii podczas rutynowego badania w tych samych 

okresach, co pobierane wymazy przed ciążą (I), ciąża (II, III) oraz po porodzie/w okresie 

laktacji (tydzień po porodzie)(IV). 

5.2.1. Morfologia  

Próbki krwi owiec zostały po dostarczeniu do laboratorium poddane w pierwszym etapie 

analize morfologcznej. Do oceny morfologii krwi wykorzystano analizator hematologiczny 

Abacus Junior Vet (Diatron) z automatycznym pomiarem metodą impedancyjną. Każda 

próbka została oszacowana w sposób duplikatowy (średnia z każdego duplikatu została 

wprowadzona do analizy statystycznej). Podczas badania przeanalizowane zostały 

następujące elementy morfotyczne krwi: białe krwinki (WBC), limfocyty (LYM), 

granulocyty (GR), liczba czerwonych krwinek (RBC), hemoglobina (HGB), średnia 

objętość krwinki czerwonej (MCV), hematokryt (HCT), średnia zawartość hemoglobiny 

w krwince (MCH).  

5.2.2. Izolacja materiału genetycznego 

Po potwierdzeniu lub wykluczeniu obecności S. aureus w próbkach mikrobiologicznych 

u badanych zwierząt dokonano podziału na dwie grupy: grupę, w której S. aureus został 

wyizolowany z co najmniej jednej próbki wymazu/mleka oraz grupę kontrolną zwierząt (bez 

obecności S. aureus). Izolację całkowitego RNA z leukocytów krwi przeprowadzono przy 

użyciu zestawu Hybrid-RTM Blood RNA (GeneAll General Biotechnology Co, Ltd) 

zgodnie z protokołem producenta. Uzyskany całkowity RNA zawieszono w 30 µl wody 

wolnej od RNaz i przechowywano w temperaturze -80ºC. Wyizolowane próbki RNA 

analizowano pod kątem ilości i jakości przy użyciu urządzenia NanoDrop 2000 (NanoDrop, 

USA). Parametry próbek mierzono przy długościach fali 260/280 nm i 260/230 nm. Próbki 

uznawano za dobrej jakości, gdy stosunek długości fali 260/280 nm wynosił ~2,0. Zestaw 

iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) został użyty do syntezy cDNA na matrycy DNA 

zgodnie z protokołem producenta. Reakcję przeprowadzono początkowo 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 genów cytokin oraz  białek ostrej 

fazy w leukocytach owiec: nosicieli S. aureus w porówaniu do 

kontrolnej grupy zwierząt 

Poziom transkryptów badanych genów określono metodą Real-Time PCR z użyciem aparatu 

CFX96 (BioRad). Reakcję przeprowadzono zgodnie z protokołem producenta 

komercyjnego zestawu iTaq TM Universal SYBR Green Supermix (BioRad). Do 

przygotowania mieszaniny reakcyjnej użyto 100 ng cDNA, 300 nM każdej pary starterów 

oraz 10 µl iTaq Universal Sybr Green Supermix, a następnie dodano wodę do 20 µl. Materiał 

przygotowano na przezroczystej płytce 96-dołkowej, na której umieszczono również 

kontrolę negatywną (mieszaninę reakcyjną bez cDNA), aby zapewnić czystość 

odczynników i wykluczyć zanieczyszczenie. Przygotowano również serię rozcieńczeń 

matrycowego cDNA (1, 1/2, 1/4, 1/16, 1/64) w celu określenia wydajności reakcji 

i wyznaczenia krzywej standardowej. Sekwencje genów wybranych cytokin sporządzono na 

podstawie danych literaturowych: IL-1α, IL-1β, TNF-α (Bonnefont i in., 2012), IL-6 

(Hadfield i in., 2018). Natomiast sekwencje genów białek ostrej fazy zaprojektowano przy 

użyciu oprogramowania Primer-Blast Software (NCBI, RockvillePike, USA) (Tabela 8). 

Amplifikację przeprowadzono w temperaturze wybranej dla genów w 40 cyklach, zgodnie 

z protokołem producenta. Temperaturę hybrydyzacji starterów sprawdzono we wstępnych 

badaniach przeprowadzonych na mieszaninach cDNA z krwi owczej obu ras, wykorzystując 

reakcję PCR z gradientem temperatury. Wykorzystane geny referencyjne: ACTB, GAPDH 

i RPL19 (Mauffré i in., 2016) wybrano na podstawie wcześniejszych badań 

przeprowadzonych przez zespół (Greguła-Kania i in., 2018). Względny poziom ekspresji 

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

 Gen Sekwencje startera (5’ do 3’) 

cy
to

k
in

y
 

IL-1α F: GATGACCTGGAAGCCATTGC 

R: ATGTGCTGATCTGGGCTTGAT 

IL-1β F: TGAAGAGCTGCACCCAACAC 

R: GAGAAATCTGCAGCTGGATGTTT  
TNF-α F: GAGCACCAAAAGCATGATCC 

R: GGCGATGATCCCAAAGTAGA  
IL-6 F: TAACCACTCCAGCCACACAC 

R: GATAACCTTTGCGTTCTTTACCC 

b
ia

łk
a 

o
st

re
j 

fa
zy

 

SAA F: AAGAGGACACATCCCCACAG 

R: TCCCTGGTCATACCCTTGAG  
Hp F: CTCCCTGAATGTGAGGCAGT 

R: TGAGGTTATGGTGGGAGACC  
Cp F: GGAAGGATGTTTGGGAACCT 

R: TGGTATGTCCCAGGGAAGAG  

re
fe

re
n
cj

e 

ACTB F: AGCGTGGCTACAGCTTCACC 

R: GGCCATCTCCTGCTCGAAGT 

GAPDH F: GCTGACGCTCCCATGTTTGT 

R: TCATAAGTCCCTCCACGATGC 

RPL19 F: CCCCAATGAGACCAATGAAATC 

R: CAGCCCATCTTTGATCAGCTT 
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5.3. Analiza statystyczna 

5.3.1. Zwierzęta gospodarskie  

Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą programu Statistica 13.1 (Dell 

Technologies, Round Rock, TX, USA). Do określenia statystycznie istotnych różnic między 

S. aureus a CoNS w zakresie poziomu oporności fenotypowej i występowania genów 

oporności oraz porównania oporności fenotypowej i występowania genów oporności między 

szczepami wyizolowanymi od obu ras owiec zastosowano test U Manna-Whitneya (wartość 

p < 0,05). 

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 1. 

 

Analizę statystyczną danych przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Statistica w wersji 

13.1. Ze względu na analizę danych kategorycznych i małą liczebność grup, do oceny 

statystycznie istotnych różnic między szczepami izolowanymi od dwóch ras (Uhruska 

i Świniarka) zastosowano test Fishera (wartość p < 0,05) w celu porównania fenotypowej 

oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe oraz występowania genów oporności 

i wirulencji. 

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

 

Analizę statystyczną danych przeprowadzono przy użyciu pakietu programowego Statistica 

w wersji 13.1. Ze względu na analizę danych kategorycznych i małą liczebność grup, do 

oceny statystycznie istotnych różnic między szczepami wyizolowanymi od dwóch ras 

(Uhruska i Świniarka) zastosowano test Fishera (wartość p < 0,05). Do oceny wpływu czasu 

pobierania próbek, rasy i ich interakcji na ekspresję genów w leukocytach zastosowano 

dwuczynnikową analizę wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiarów. Do określenia 

jednorodności wariancji zastosowano test Levene’a. Gdy wpływ czynników był istotny (p < 

0,05), wykonano test post-hoc Tukeya w celu określenia specyficznych różnic między 

średnimi.  

Analiza statystyczna dotyczny danych zawartych w Publikacji nr 3 (na etapie recenzji). 
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5.3.2. Zwierzęta towarzyszące  

Analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.1 

(StatSoft, Kraków, Polska). Do analizy statystycznie istotnych różnic między S. aureus i S. 

pseudintermedius pod względem miejsca izolacji, lekooporności oraz występowania genów 

oporności 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. Zwierzęta wolno żyjące 

Test U Manna-Whitneya wykonano przy użyciu oprogramowania STATISTICA 13.1 

(StatSoft, Kraków, Polska); za istotne statystycznie przyjęto p < 0,05. Test wykorzystano do 

porównania częstości izolacji Staphylococcus spp. z jamy ustnej i odbytu oraz występowania 

oporności na substancje przeciwbakteryjne między izolatami S. aureus i S. 

pseudintermedius.  

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

Łącznie pobrano 2169 prób od zwierząt z czego od zwierzat gospodarskich 850 wymazów 

i 100 prób mleka, a także 200 próbek krwi żylnej, od zwierzat towarzyszących 604 wymazy 

oraz od zwierząt wolno żyjąych 415 wymazów (Rycina 7).  

Rycina 7. Schemat ilustrujący łączną liczbę pobranych prób od wierząt 

 

6.1. Wyniki część mikrobiologiczna 

6.1.1. Izolacja i identyfikacja Staphylococcus u różnych gatunków 

zwierząt 

6.1.1.1. Zwierzęta gospodarskie  

Przeprowadzona została izolacja i identyfikacja Staphylococcus spp. wyizolowanych 

z mleka owczego od dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w dwóch odrębnych 

publikacjach. W obu pracach wykorzystano tę samą metodę izolacji i identyfikacji, tj. 

MALDI TOF-MS i amplifikację genu nuc w przypadku koagulazododatnich szczepów 

Staphylococcus.  W pierwszej publikacji analiza metodą MALDI TOF-MS potwierdziła, że 

35 izolatów uzyskanych z 50 badanych próbek mleka owczego należało do rodzaju 

Staphylococcus. Spośród nich, 20 szczepów (57% wszystkich badanych próbek) 

sklasyfikowano jako koagulazododatnie gatunki Staphylococcus i wszystkie 

zidentyfikowano do gatunku S. aureus, co dodatkowo potwierdziły wyniki amplifikacji genu 

nuc. Pozostałe 15 szczepów Staphylococcus (które stanowiły 30% badanych próbek mleka) 

przypisano do czterech różnych koagulazoujemnych gatunków Staphylococcus (S. xylosus, 
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S. simulans, S. condimenti i S. lentus) (Tabela 9). W przypadku obu ras zwierząt 

zaobserwowano porównywalny odsetek pozytywnych wyników izolacji Staphylococcus 

z próbek, przy niewielkiej przewadze w przypadku rasy Świniarka (odpowiednio 54% i 46% 

próbek było pozytywnych).   

Tabela 9. Występowanie gatunków Staphylococcus w mleku owczym w zależności od rasy 

Staphylococcus (n=35) 

Rasa 

S
. 
a
u
re

u
s 

S
. 
xy

lo
su

s 

S
.s

im
u
la

n
s 

S
. 
le

n
tu

s 

S
. 
co

n
d
im

en
ti

 

UHR (n=16) 10 1 4  1 

SW (n=19) 10 7 1 1  

Razem 

%* 

20 

57,2 

8 

22,8 

5 

14,3 

1 

2,85 

1 

2,85 
* odsetek szczepów w stosunku do całkowitej liczby izolatów (n=35) 

SW – rasa Świniarka, UHR – rasa Uhruska (Polska Owca Nizonna) 

 

W Publikacji nr 2 również została przeprowadzona izolacja i identyfikacja Staphylococcus 

spp. wyizolowanych z mleka owczego ale także z pobranych wymazów (skóra, zewnętrzny 

przewód słuchowy, odbyt, jama ustna) od dwóch ras owiec (Uhruska  oraz Świniarka), przy 

czym badanie zostało ukierunkowane wyłącznie na izolację gatunku S. aureus. Łącznie 

wyizolowano 103 szczepy S. aureus od dwóch ras owiec, w tym 66 izolatów od rasy Uhruska 

i 37 izolatów od rasy Świniarka z różnych miejsc pobrania oraz w czterech różnych okresach 

pobrania. Najwięcej szczepów, niezależnie od rasy, wyizolowano z jamy ustnej i stanowiły 

one aż 59,2% wszystkich wyizolowanych szczepów S. aureus. Pozostałe szczepy S. aureus 

wyizolowano z błony śluzowej odbytu (14,6%) i skóry (9,7%), a najmniej izolatów, 

stanowiących zaledwie 6,8%, uzyskano z zewnętrznego przewodu słuchowego. Ponadto, 

w tym badaniu tylko 9,7% izolatów S. aureus pochodziło z mleka owczego (Tabela 10). 
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Tabela 10. Występowanie S. aureus według rasy owiec i miejsca pobrania 

Rasa owiec Źródło izolacji/Miejsce izolacji 

Skóra zew. 

kanał 

słuch

owy 

Odbyt Błona 

śluzowa 

jamy 

ustnej** 

Mleko 

Uhruska (n=66) 6 4 7 40 9 

Świniarka (n=37) 4 3 8 21 1 

Razem  n=103/%* 10/9,7 7/6,8 15/14,6 61/59,2 10/9,7 

*odsetek szczepów w stosunku do całkowitej liczby izolatów 

**izolaty od owiec matek i jagniąt 

W zależności od okresu pobierania próbek, liczba izolatów, w których wykryto S. aureus, 

była zróżnicowana (Tabela 11). Przed ciążą S. aureus wyizolowano tylko u owiec rasy 

Uhruska. Z kolei na początku ciąży wykryto 29 izolatów u obu ras, z czego 14 izolatów od 

owiec rasy Uhruska i 15 izolatów od  owiec rasy Świniarka. W próbkach pobranych pod 

koniec ciąży wykryto 35 izolatów S. aureus, w tym 18 izolatów u rasy Uhruska i 17 izolatów 

u rasy Świniarka. Natomiast po porodzie w wymazach (w trakcie laktacji), wykryto łącznie 

16 izolatów S. aureus (12 izolatów u rasy Uhruska i 4 izolaty u rasy Świniarka). Ponadto 

wykazano pięć izolatów u jagniąt (wyłącznie rasy Uhruska) oraz łącznie 10 izolatów 

w mleku maciorek (9 szczepów wyizolowanych z rasy Uhruska i jeden szczep od owcy 

Świniarka). Podsumowując, wyniki wykazały, że łącznie od 32 zwierząt (w tym 19 owiec 

rasy Uhruska i 13 rasy Świniarka) wyizolowaliśmy więcej niż jeden szczep S. aureus albo 

z różnych miejsc albo w różnych okresach pobrania. 

Tabela 11. Występowanie S. aureus według rasy owiec matek i czasu pobrania 

Rasa owiec Okres pobrania* 

I II III IV 

Uhruska (n=52) 8 14 18 12 

Świniarka (n=36)  15 17 4 

Razem  n= 88/% 8/9,1 29/32,9 35/39,8 16/18,2 

*I, II, III, IV – okres okołoporodowy pobrania próbki: I – przed ciążą, II – na początku ciąży, III – 

pod koniec ciąży, IV – po porodzie/w okresie laktacji 
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6.1.1.2. Zwierzęta towarzyszące 

Szczepy zidentyfikowane jako Staphylococcus spp. wyizolowano w sumie od 79 zwierząt 

towarszyszących (52,3%), przy czym głównymi nosicielami były psy, ponieważ tylko 32 

z nich (35,5%) nie wykazało obecności tych bakterii (Publikacja nr 4). Z kolei w przypadku 

kotów tylko 34,4% (n=21) zwierząt było nosicielami bakterii Staphylococcus, a większość 

wyizolowanych szczepów należała do CoNS (Tabela 12), które zostały wyizolowane od 18 

z 21 Staphylococcus-pozytywnych kotów, w tym trzy przypadki z CoPS. Szczepy CoNS 

wykryto również u 18 psów, ale tylko w jednym przypadku były obecne w połączeniu 

z CoPS. W przypadku 39 psów wykazano obecność jednego szczepu lub szczepów 

należących do CoPS. Biorąc jednak pod uwagę cztery różne miejsca izolacji, uzyskano 

w sumie 145 szczepów (117 od psów i 28 od kotów). Spośród wszystkich izolatów 

Staphylococcus, 101 (69,9%) szczepów zidentyfikowano jako koagulazododatnie gatunki 

(CoPS), a 44 (30,4%) jako koagulazoujemne (CoNS) (Tabela 12). W grupie CoPS 

zidentyfikowano tylko dwa gatunki: większość stanowiły szczepy należące do 

S. pseudintermedius (n=79; 78,2%), a tylko 22 szczepy (21,8%) zidentyfikowano jako 

S. aureus (Tabela 12). Różnorodność gatunkowa szczepów CoNS była znacznie większa, 

ponieważ wykazano obecność aż 10 różnych gatunków, w tym dwóch należących do rodzaju 

Mammaliicoccus (M. sciuri i M. lentus stanowiły 25% wszystkich wyizolowanych CoNS). 

Pozostałe gatunki sklasyfikowano jako Staphylococcus, wśród których dominowały: 

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

Biorąc pod uwagę miejsce izolacji, najwyższy odsetek szczepów Staphylococcus pochodził 

ze skóry (n=53; 36,5%), porównywalny odsetek z błony śluzowej jamy ustnej (n=47; 

32,4%). Najniższy odsetek stwierdzono w wymazach z błony śluzowej odbytu (n=17; 

11,7%). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych różnic w występowaniu między 

grupami CoPS i CoNS ani między S. aureus i S. pseudintermedius na poziomie istotności 

p < 0,05 (Tabela 13). 
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Tabela 13. Występowanie Staphylococcus spp. według miejsca pobrania 

 Źródło izolacji 

Skóra Zewnętrzny 

kanał 

słuchowy 

(ucho) 

Odbyt Błona 

śluzowa 

jamy ustnej 

Gatunek CoPS 

n=101/% 

35/34,7 18/17,8 15/14,9 33/32,7 

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. Zwierzęta wolno żyjące 

Łącznie wyizolowano 157 szczepów z błony śluzowej jamy ustnej i odbytu, które zostały 

zaklasyfikowane jako Staphylococcus (60 szczepów z błony śluzowej odbytu oraz 97 

szczepów z błony sluzowej jamy ustnej) (Publikacja nr 5). Istotnie wyższy odsetek w tej 

grupie stanowiły szczepy koagulazododatnie  (83,4% -n = 131) (Tabela 14). Jednocześnie 

wykazano statystycznie istotnie wyższy odsetek izolatów Staphylococcus pochodzących 

z jamy ustnej niż z odbytnicy (p <0,05). Niezależnie od miejsca izolacji, w grupie CoPS 

zidentyfikowano tylko dwa gatunki: S. aureus i S. pseudintermedius, z przewagą tego 

drugiego gatunku (n = 104; 79,4% wszystkich izolatów CoPS, z istotnością statystyczną). 

Częstość izolacji S. aureus z jamy ustnej była statystycznie istotnie wyższa niż z odbytnicy. 

Niewielka różnica zaobserwowana została w przypadku S. pseudintermedius lecz nie była 

statystycznie istotna (Tabela 14). Gatunki koagulazoujemne Staphylococcus były 

statystycznie istotnie mniej liczne (n = 26) i bardziej zróżnicowane niż CoPS. 

Reprezentowały je M. sciuri, S. succinus, S. xylosus, S. warneri, S. vitulinus, S. haemolyticus 

i S. chromogenes (Tabela 14). Co więcej, większość szczepów CoNS to również izolaty 

pochodzące z jamy ustnej (69,2% wszystkich izolatów CoNS). 
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Tabela 14. Występowanie gatunków Staphylococcus/Mammalicoccus u lisa rudego w zależności 

od miejsca izolacji szczepu 

 Potwierdzony gatunek Staphylococcus/Mammalicoccus (n=157) 

Koagulazododat

ni  

(131) 83.4* 

Koagulazoujemny (26) 16.6 

Miejsce 

izolacji 

S
. 
a
u
re

u
s 

S
. 

p
se

u
d
in

te
rm

ed
iu

s 

M
. 
sc

iu
ri

 

S
. 
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cc
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u
s 

S
. 
xy
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su

s 

S
. 
w

a
rn

er
i 

S
. 
vi

tu
li

n
u
s 

S
. 
h
a
em

o
ly

ti
cu

s 

S
. 
ch

ro
m

o
g
en

es
 

J. ustna 22 57 6 3 4  1 3 1 

Odbyt 5 47 1 1 4 1 1   

Razem 

% 

27 

17.2 

104 

66.2 

7 

4.5 

4 

2.54 

8 

5.1 

1 

0.64 

2 

1.27 

3 

1.9 

1 

0.64 

* odsetek szczepów w stosunku do całkowitej liczby izolatów (n=157) 

Powyższy fragment dotyczył artuykłu: 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 różnych gatunków zwierząt 

Łącznie wyizolowanych zostało 440 izolatów Staphylococcus/Mammalicoccus, a wśród 

nich 355 izolatów  stanowiły gatunki koagulazododatnie, a 85 gatunki koagulazoujemne. Od 

zwierząt gospodarskich wyizolowano łącznie 138 szczepów, a w tym 123 izolaty S. aureus 

(89%). Nastomiast od zwierząt towarzyszących wyizolowano 145 izolatow, a wsród nich 

101 szczepów (69%) stanowiły koagulazododatnie izolaty (w tym 22 izolaty S. aureus oraz 

79 izolatów S. pseudintermedius). Ponadto 157 zidentyfikowanych izolatów pochodziło od 

zwierzat wolno żyjących, a w tym 131 (83%) stanowiły izolaty koagulazododatnie 

z przewagą S. pseudintermedius (n=104) i zaledwie 27 izolatów S. aureus (Tabela 15). 

Ze względu na izolację więcej niż jednego szczepu od danego osobnika nie określono 

prewalencji. Najniższe zróżnicowanie wśród gatunków CoNS zaobserwowano wśród obu 
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gatunków owiec (zwierzęta gospodarskie), bo wkazano obecnośc zaledwie trzech różnych 

gatunków. W przypadku zwierząt mięsożernych (domowych i wolno żyjących), 

zróżnicowanie gatunkowe było znacznie większe i obejmowało aż 12 różnych gatunków 

zarówno Mammalicoccus jak i Staphylococcus. U zwierząt mięsożernych dominował 

M. sciuri, S. warneri i S. haemolyticus, natomiast S. xylosus izolowano od wszystkich grup 

zwierząt i gatunek ten był najliczniejszy spośród CoNS (Tabela 15). 

 

Tabela 15. Występowanie  Staphylococcus/Mammalicoccus u różnych gatunków zwierząt 

 Potwierdzone gatunki Zwierzęta 

gospodarskie 

(n= 138) 

Zwierzęta 

towarzyszące 

(n=145) 

Zwierzęta 

wolno 

żyjące 

(n=157) 

Razem 

(n=440) 

CoPS 

(n=355) 

S. aureus 123 22 27 172 

S. pseudintermedius  79 104 183 

CoNS 

(n=85) 

 

S. xylosus 8 5 8 21 

S. simulans 5 8  13 

S. condimenti 1   1 

M. sciuri (S. sciuri)*  9 7 16 

S. warneri  6 1 7 

S. haemolyticus  9 3 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 kontekście miejsca izolacji, najwięcej szczepów Staphylococcus izolowano z błony 

śluzowej jamy ustnej (n=205 , 46%) oraz z odbytu (n=92, 20%). Jednakże, należy zauważyć, 

że wymazy od zwierząt wolno żyjąych były pobierane wyłącznie z tych dwóch miejsc (jama 

ustna oraz odbyt), a próby mleka zostały pobrane wyłącznie od owiec (Tabela 16). Co więcej 

w przypadku badań u owiec w jednej z prac analizowano występowanie Staphylococcus 

w czterech różnych okresach pobrania, zatem wyniki prewalencji uzyskane łącznie należy 

interpretować ostrożnie. 
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Tabela 16. Występowanie Staphylococcus spp. według miejsca pobrania/ źródła pobrania 

  Zwierzęta 

gospodarskie 

COP/CON/COP

+CON* 

Zwierzęta 

towarzszące 

COP/CON/COP

+CON* 

Zwierzęta 

wolno żyjące 

COP/CON/COP

+CON* 

Razem 

(n=440*) 

COP/CON/COP

+CON* 

Ź
ró

d
ło

 

p
o
b
ra

n
ia

 

Skóra 10/0/10* 35/18/53*  45/18/63* 

Zewnetrzny 

kanał 

słuchowy 

7/0/7* 18/10/28*  25/10/35* 

Błona 

śluzowa 

odbytu 

15/0/15* 15/2/17* 52/8/60* 82/10/92* 

Błona 

śluzowa 

jamy ustnej 

61/0/61* 33/14/47* 79/18/97* 173/32/205* 

Mleko 30/15/45*   30/15/45* 

 

6.1.2. Fenotypowa oporność na substancje przeciwdrobnoustrojowe 

6.1.2.1. Ocena oporności metodą dyfuzyjno-krążkową 

6.1.2.1.1.  Zwierzęta gospodarskie 

Oporność na co najmniej jeden środek przeciwdrobnoustrojowy zaobserwowano 

u większości szczepów Staphylococcus wyizolowanych z mleka owczego (Publikacja 1). 

Tylko cztery (11,4%) szczepy S. aureus, pochodzące od owiec rasy Świniarka, były 

wrażliwe na wszystkie testowane środki przeciwdrobnoustrojowe, a w przypadku żadnego 

ze szczepów nie zaobserwowano oporności na linezolid, nitrofurantoinę 

i trimetoprim/sulfametoksazol (Tabela 17). Najwyższy odsetek oporności wśród szczepów 

S. aureus odnotowano na tetracyklinę i erytromycynę (po 35%) oraz na chloramfenikol, 

penicylinę i klindamycynę (po 30%). Oporność konstytutywną odnotowano dla wszystkich 

szczepów opornych na klindamycynę. Biorąc pod uwagę rasę owiec, większość przypadków 

lekoopornych izolatów S. aureus pochodziło od owiec rasy Uhruska, co również korelowało 

z wyższym odsetkiem szczepów S. aureus MDR tej rasy:  pięć izolowano od owiec rasy 

Uhruska i tylko jeden od owcy rasy Świniarka. W profilu szczepów CoNS dominowała 

oporność na penicylinę, cefoksytynę i tetracyklinę (odpowiednio 86,6%, 73,3% i 46,6% 

takich szczepów) (Tabela 18), co sklasyfikowało 1/3 (n = 5) szczepów CoNS jako MDR 

(Tabela 18). 
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Tabela 17. Oporność fenotypowa szczepów Staphylococcus spp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 IU, TE30 – tetracyklina 30 mg, CIP5 – cyprofloksacyna 5 mg, C30 – chloramfenikol 

30 mg 

*różnice istotne statystycznie (p <0,05) 

Środki  

przeciwdrobnoustrojowe 

Staphylococcus spp. n=35/% 

S. aureus n=20 CoNS  n=15 Razem 

FOX 30* 1/5 11/73,3 12/34,3 

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 4/26,6 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 
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Tabela 18. Charakterystyka szczepów Staphylococcus spp. wyizolowanych z mleka od owiec rasy 

Uhruska (n=16) i Świniarka (n=19) 

Rasa Gatunek Liczba 

izolatów 

MDR Profile 

oporności 

fenotypowej* 

Profile genów 

oporności i 

wirulencji† 

UHR 

S. aureus 1  R: P10  

1  R: DA2  

1  I: TE30, C30 cat (pC221), 

tetL 

1 5 R: P10, TE30, 

C30 

I: E15, 

cat (pC194) 

1  I: E15 mrsA 

1 3 R:P10 

I: QD15, DA2 

 

1 3 I: TE30, CIP5, 

C30 

cat (pC221), 

tetL, tetK 

1 4 I: E15, CN10, 

TE30, C30 

cat (pC221), 

cat(pC194), 

tetL, aph(3)-

IIIa, seB 

1  R: E15 

I: TE30, DA2, 

 tetL, ermA, 

ermB 

1 4 R: FOX30, P10 

I: CN10, TE30, 

C30 

cat (pC221), cat 

(pC194), tetL, 

mecC, aph(3)-

IIIa, acc(6’)-Ie- 

S.xylosus 1  R: FOX 30, P10  

S. 

condimenti 

1  R: P10  

S. 

simulans 

1  R:, TE30 tetK, tetL, 

aph(3)-IIIa 

1 3 R: FOX 30, 

P10, TE30 

I: DA2 

tetK 

1 4 R: FOX 30, 

P10, E15, TE30 

I: DA2 

mecC, ermB, 

cat (pC194), 

tetK, tetL, 

aph(3)-IIIa, 

blaZ 

1  R: , TE30 cat (pC194) 

SW 

S. aureus 4  susceptible  

2  I: DA2  

1  R: P10  

1  R: P10 

I: E15 

 

1  I: E15  
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1 4 I:E15, DA2, 

TE30, C30 

cat (pC221), 

tetL 

S.xylosus 3  R: FOX30, P10 

 

 

1  R: P10 

 

tetM, aph(3)-

IIIa, blaZ 

1  R: FOX30, P10 

 

tetM, mecC, 

aph(3)-IIIa, 

acc(6’)-Ie- 

1 4 R: FOX30, 

P10,TE30 

I: E15, RD5 

tetM ,tetK, 

mecC, aph(3)-

IIIa, msrA 

1  R: FOX 30, 

P10, TE30 

tetM, tetL, 

aph(3)-IIIa 

S. lentus 1 5 R: FOX 30, 

P10, E15, 

CN10, TE30 

I: DA2 

 

S. 

simulans 

1 3 R: FOX30, P10, 

E15 

I: RD5 

 

*R – oporny; I – średnio wrażliwy 

† – przetestowane środki 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 różnych miejsc ciała, jagniąt oraz z prób mleka. Wykazano oporność na wszystkie 

testowane leki przeciwdrobnoustrojowe u szczepów wyizolowanych od owiec rasy Uhruska 

oraz na osiem z trzynastu badanych leków przeciwdrobnoustrojowych u szczepów 

wyizolowanych od owiec rasy Świniarka (Tabela 19). Najwyższy odsetek oporności 

fenotypowej wśród szczepów wyizolowanych od obu ras odnotowano w przypadku 

tetracykliny (46,6%), klindamycyny (45,6%), erytromycyny (39,8%), penicyliny (31,1%) 

i gentamycyny (24,3%). Fenotypowa analiza lekowrażliwości szczepów wykazała również 

oporność na cefoksytynę u pięciu izolatów: dwóch pochodzących od owcy mateki 

(maciorki) i jagnięcia rasy Uhruska oraz trzech od owiec rasy Świniarka. Wszystkie izolaty 

MRSA pochodziły od różnych osobników.  
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Analiza statystyczna wykazała istotne różnice w fenotypowej oporności na chloramfenikol 

(oporność na ten antybiotyk wykazanojedynie u szczepów pochodzących od rasy Uhruska). 

Izolaty pochodzące od tej samej rasy wykazywały również istotnie wyższy odsetek 

szczepów opornych na gentamycynę. Natomiast odwrotną tendencję zaobserwowano 

w przypadku oporności na erytromycynę, której poziom był istotnie statystycznie wyższy 

u szczepów pochodzących od rasy Świniarka (Tabela 19). 

Tabela 19. Fenotypowa oporność szczepów S. aureus w zależności od rasy owiec 

 

Środki 

przeciwdrobnoustrojowe 

Rasa 
Razem* 

n=103/% 
Uhruska 

n=66/% 

Świniarka 

n=37/% 

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/ 

dalfoprystyna 

5/7,6  5/4,9 

Sulfametoksazol/ 

trimetoprim 

1/1,5  1/1 

Tetracyklina 31/47 17/45,9 48/46,6 

*Oporność fenotypowa obejmuje również szczepy izolowane od jagniąt i z mleka 

**istotna statystycznie różnica (P <0,05) w oporności na antybiotyki między izolatami S. aureus 

pochodzącymi od owiec rasy Uhruska i Świniarka 

Oporność wielolekową (MDR) wykazano łącznie u 48 szczepów (46,6%), z czego 70,8% 

pochodziło od rasy Uhruska. W grupie MDR najczęściej obserwowano oporność na trzy leki 

przeciwdrobnoustrojowe (n=24, 50%), 12 szczepów było opornych na cztery leki 
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przeciwdrobnoustrojowe (25%), natomiast osiem i cztery szczepy (16,6% i 8,3%) były 

oporne odpowiednio na 5 i 6 leków przeciwdrobnoustrojowych. Wrażliwość na wszystkie 

testowane leki przeciwdrobnoustrojowe stwierdzono u 23 ze wszystkich przebadanych 

szczepów (22,3%), podczas gdy oporność na jeden lub dwa leki przeciwdrobnoustrojowe 

zaobserwowano u 32 (31,1%) szczepów.  

6.1.2.1.2. Zwierzęta towarzyszące  

Wyizolowane szczepy CoPS były oporne na wszystkie testowane leki 

przeciwdrobnoustrojowe (Tabela 20) (Publikacja nr 4). Większość szczepów w tej grupie 

była oporna na penicylinę (n=81; 80,2%). Podobnie wysoki wskaźnik oporności, wynoszący 

56,4%–64,4%, obserwowano w przypadku tetracykliny, klindamycyny, erytromycyny 

i cefoksytyny/oksacyliny (Tabela 20). W przypadku pozostałych antybiotyków, takich jak 

sulfametoksazol/trimetoprim, cyprofloksacyna i gentamycyna, odsetek oporności był niższy 

o co najmniej połowę (31,7%–44,6%), a jedynie pojedyncze szczepy wykazywały 

fenotypową oporność na linezolid, nitrofurantoinę, ryfampicynę 

i chinuprystyna/dalfoprystyna (Tabela 20). Statystycznie istotne różnice lekworażliwości 

między S. aureus i S. pseudintermedius (p < 0,05) zaobserwowano jedynie w przypadku 

sulfametoksazolu/trimetoprimu (Tabela 20). 
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Tabela 20. Fenotypowa lekooporność koagulazododatnich Staphylococcus izolowanych od psów 

* statystycznie istotne różnice pomiędzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05) 

Z uwagi na wysoki odsetek oporności na większość testowanych antybiotyków, wśród 

badanych szczepów zaobserwowano również wysoki odsetek szczepów wielolekoopornych 

(MDR), wynoszący 30,7%. Nie zaobserwowano jednak statystycznie istotnej różnicy 

między gatunkami S. aureus i S. pseudintermedius. Wartość ta była statystycznie istotnie 

wyższa dla S. pseudintermedius jedynie w przypadku oporności na osiem różnych 

antybiotyków (Tabela 21). 

Tabela 21. Rozkład oporności wielolekowej wśród szczepów koagulazododatnich Staphylococcus 

Liczba antybiotyków, 

na które szczepy były 

oporne 

koagulazododatnie Staphylococcus 

S. aureus 

N=22/% 

S. pseudintermedius 

N=79/% 

Razem 

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 

(n=31) 

8/36,4 23/29,1 31/30,7 

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 różnice pomiędzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05) 

 

Środki przeciwdrobnoustrojowe 

koagulazododatnie Staphylococcus 

S. aureus 

N=22/% 

S. pseudintermedius 

N=79/% 

Razem 

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 
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6.1.2.1.3. Zwierzęta wolno żyjące  

Badane szczepy wykazały się opornością na 10 z 14 badanych środków 

przeciwdrobnoustrojowych. Aż 50% szczepów S. pseudintermedius (n = 52) i tylko 22,2% 

(n = 6) izolatów S. aureus było wrażliwych na wszystkie leki przeciwdrobnoustrojowe 

(Publikacja nr 5). Żaden szczep nie wykazał oporności na chloramfenikol, cyprofloksacynę, 

linezolid i oksacylinę lub cefoksytynę. Cztery z badanych szczepów (3%) wykazywały 

oporność wielolekową związaną z niewrażliwością na trzy lub cztery leki 

przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto stwierdzono jednoczesną oporność na ryfampicynę 

i streptograminy u jednego szczepu (S. aureus) i innego szczepu o pośredniej oporności na 

nitrofurantoinę (Tabela 22). Tylko trzy szczepy S. pseudintermedius wykazywały 

fenotypową oporność na sulfametoksazol/trimetoprim, a trzy (2,3%) inne szczepy 

wykazywały oporność na gentamycynę. Większość szczepów była oporna na tetracyklinę 

(n = 40) i penicylinę (n = 22) (odpowiednio 30,5% i 16,8%), przy czym dominującą 

(statystycznie istotną) oporność na penicylinę zaobserwowano u S. aureus (18 z 22 szczepów 

opornych na penicylinę) i oporność na tetracyklinę u S. pseudintermedius (39 z 40 szczepów 

opornych na tetracyklinę) (Tabela 22). Oporność na klindamycynę (oporności indukowanej 

nie zaobserwowano u żadnego ze szczepów) wykazywało 9,2% (n = 12) wszystkich 

szczepów CoPS, a oporność na erytromycynę stwierdzono jedynie u 6,9% szczepów (n = 9). 

(Tabela 22). 
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Tabela 22. Oporność fenotypowa szczepów koagulazododatnich Staphylococcus spp. izolowanych 

od lisów rudych 

Środki 

przeciwdrobnoustrojowe 

Staphylococcus n=131/% 

 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/ 

trimetoprim 

 3/2.9 3/2.3 

Tetracyklina* 1/3.7 39/37.5 40/30.5 

Nitrofurantoina 1/3.7  1/0.76 

* statystycznie istotne różnice pomiędzy S. aureus i S. pseudintermedius (test U Manna-Whitneya; 

p < 0,05)
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6.1.2.2. Ocena oporności metodą mikrorzcieńczeń, określenie MIC 

(Minimalne stężenie hamujące) 

Analizę lekowrażliwości za pomocą metody mikrorozcieńczeń przeprowadzono tylko dla 

szczepów izolowanych od owiec oraz psów. Kryterium kwalifikacji do badania w obu 

grupach była obecność genu mecA i/lub mecC u badanego szczepu klasyfikującego go jako 

metycylinooporny. 

6.1.2.2.1. Zwierzęta gospodarskie  

Scharakteryzowano łącznie pięć szczepów MRSA, w tym dwa pochodziły od rasy Świniarka 

i trzy szczepy od rasy Uhruska (Tabela 23). Wszystkie szczepy MRSA wykazywały profil 

oporności na penicylinę z wartościami MIC wynoszącymi 64 μg/ml (dwa szczepy) i 128 

μg/ml (trzy szczepy). Trzy szczepy MRSA wykazywały profil oporności na wankomycynę 

z wartościami MIC wynoszącymi 32 μg/ml (dwa szczepy) i 64 μg/ml (jeden szczep). 

Ponadto dwa szczepy MRSA wykazywały profil oporności na tetracyklinę z wartością MIC 

wynoszącą 128 μg/ml. Podobnie, dwa szczepy MRSA również wykazały oporność na 

chloramfenikol z wartością MIC 32 μg/ml. Tylko dwa szczepy wykazały fenotypową 

oporność na oksacylinę z wartością MIC 8 μg/ml, pomimo obecności genu mecA lub mecC. 

Trzy szczepy S. aureus były fenotypowo wrażliwe na oksacylinę z wartością MIC= 2 μg/ml. 

Ponadto jeden izolat wykazał oporność na erytromycynę, a jeden na gentamycynę 

z wartościami MIC odpowiednio 8 μg/ml i 16 μg/ml (Tabela 23). Wszystkie przebadane 

szczepy MRSA były wrażliwe na cyprofloksacynę, ryfampicynę i nitrofurantoinę. 
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6.1.2.2.2. Zwierzęta towarzyszące  

Jako szczepy oporne na metycylinę zaklasyfikowano siedem szczepów S. aureus i 32 

szczepy S. pseudintermedius. Szczepy MRSA wyizolowano od czterech zwierząt, a szczepy 

MRSP uzyskano od 17 zwierząt. W przypadku kilku zwierząt wyizolowano więcej niż jeden 

szczep MRSA lub MRSP ale szczepy należące do tego samego gatunku Staphylococcus 

wyizolowane od tego samego zwierzęcia różniły się zarówno pod względem fenotypowych 

profili oporności, jak i panelu genów kodujących oporność i wirulencję (Tabela 24). 

Minimalne stężenia hamujące określono dla tych szczepów w odniesieniu do 11 leków 

przeciwdrobnoustrojowych, w tym wankomycyny. 

W zdecydowanej większości przypadków wyniki klasyfikacji szczepów jako opornych, 

średnio wrażliwych i wrażliwych metodą mikrorozcieńczeń były zgodne z wynikami 

metody dyfuzyjno-krążkowej. Wartości MIC dla oksacyliny uzyskane dla badanych 

szczepów we wszystkich przypadkach były na poziomie klasyfikującym szczepy jako 

oporne (MIC = 8–128 μg/ml). Jednak w przypadku wrażliwości na wankomycynę nowe 

wyniki wskazały na średnią wrażliwość na ten antybiotyk (MIC = 8 μg/ml) dla dwóch 

szczepów S. aureus i 10 szczepów S. pseudintermedius, a także czterech szczepów S. aureus 

opornych na wankomycynę (MIC = 64–128 μg/ml) i dwóch szczepów S. pseudintermedius 

(Tabela 24). 
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6.1.2.3. Podsumowanie punktu fenotypowa oporność na substancje 

przeciwdrobnoustrojowe 

6.1.2.3.1. Metoda dyfuzyjno-krążkowa 

Najwięcej szczepów Staphylococcus koagulazododatnich pochodzących od badanych 

zwierząt było opornych na tetracyklinę (n=160, 45,1%), penicylinę (n=141, 39,7%), 

klindamycynę (n=128, 36,1%) oraz erytromycynę (n=117, 32,9%). Ten typ oporności 

występował u wszystkich grup zwierząt na kikunastodziecioprocentowym poziomie, jedynie 

u lisów rudych opornośc na klindamycynę i erytromycynę nie przekroczyła 10%. Oporność 

na gentamycynę plasowała się na poziomie 17,2%, przy czym w przypadku owiec i zwierząt 

towarzyszących była na porównywalnym wysokim poziomie, natomiast w przypadku lisów 

wynosiła zaledwie 1,5%. Podobną sytuację zaobserowano w przypadku szczepów 

metycylinoopornych na poziomie 17,2%, niemniej nie zanotowano ich obecności u lisów 

rudych, a u owiec odsetek ten był poniżej 5%. Porównywalny poziom oporności 

zaobserwowano również dla fluorochinolonów (14,9%), przy czym oporności tego typu nie 

zaobserwowano u szczepów pochodzących od lisów rudych, a u szczepów od owiec, poziom 

ten był bardzo niski, wynosząc zaledwie 6,5%. Warto wskazać, iż pomimo że ogólny poziom 

oporności na fenikole był dość niski (9%), to wartość ta wynikała z prawie 20% odsetka 

oporności na ten antybiotych wśród szczepów izolowanych od zwierząt towarzyszących 

(18,8%) i prawie o połowe niższego u szczepów pochodzących od owiec (10,6%), 

u szczepów pochdzących od lisów nie zaobserwowano oporności na tę grupę leków (Tabela 

25). W przypadku pozostałych leków, tj. linezolidu, nitrofutantoiny, ryfampicyny 

i streptogramin, notowano jedynie pojedyncze przypadki oporności wśród badanych 

szczepów, głównie izolowanych od owiec i psów.  Uzyskane wyniki przełożyły się również 

na liczbę wielolekoopornych szczepów, których najmniej zaobserwowano wśród lisów 

rudych (n=4; 3%) i prównywalny odsetek u psów (n=70, 53%) i owiec (n=51, 41,5%). 
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Tabela 25. Fenotypowa lekooporność szczepów koagulazododatnich gatunków Staphylococcus u 

różnych gatunków zwierząt 

Środki 

przeciwdrobnoustrojowe 

Zwierzęta 

gospodarskie 

(owce) 

(n=123) 

 

Zwierzęta  

towarzyszące 

(psy i koty)  

(n=101) 

 

Zwierzęta 

wolno 

żyjące 

(lisy rude) 

(n=131) 

 

Razem 

(n=355) 

 

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 szczepów S. pseudintermedius 

6.1.2.3.2. Metoda mikrorozcieńczeń 

Do grupy szczepów metycylinoopornych zaklasyfikowano łącznie pięć szczepów S. aureus 

u owiec oraz siedem szczepów MRSA  i 32 szczepy MRSP pochodząych od zwierząt 

towarzysząych. Łącznie badaniem objęto 44 szczepy. W zdecydowanej większości 

przypadków wyniki klasyfikacji szczepów jako opornych, średnio wrażliwych i wrażliwych 

metodą mikrorozcieńczeń były zgodne z wynikami metody dyfuzyjno-krążkowej dla 

badanych szczepów, również w przypadku wartości MIC odpowiadały one kryterium 

oporności lub średniej wrażliwości w przypadku szczepów posiadających gen mecA 

i pochodzących od psów. W przypadku izolatów pochodzących od owiec w trzech 

przypadkach na pięć, wartości MIC mimo obecności genów mecA i/lub mecC nie 

odpowiadały fenotypowemu kryterium oporności lub średniej wrażliwości szczepu. Wśród 

szczepów posiadających geny oporności na oksacylinę lub cefoksytynę określono również 

minimalne stężenie hamujące dla wankomycyny (metoda dyfuzyjno krażkowa w przypadku 

badania lekowrażliwości na ten lek nie jest rekomendowana). Badania mają pewne 

ograniczenia, pomimo, iż wykazały występowanie oporności na glikopeptydy ale zostały 

przeprowadzone tylko w obrębie szczepów metycylinoopornych, oraz wyniki nie zostały 
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potwierdzone obecnością genów van (badanie takie nie zostało przeprowadzone). Dlatego 

uzyskane wyniki należy traktować jako wstęp do dalszych analiz (Tabele 23 i 24).  

6.1.3. Wyniki prewalencji genów oporności i wirulencji u szczepów 

Staphylococcus wyizolowanych od różnych gatunków zwierząt  

6.1.3.1. Geny oporności 

6.1.3.1.1. Zwierzęta gospodarskie 

Fenotypowa oporność badanych szczepów Staphylococcus wyizolowanych z owczego 

mleka potwierdzona została obecnością genów oporności. Jednak aż u 48,4% (n = 15) 

szczepów wykazujących fenotypową oporność na co najmniej jeden badany lek 

przeciwdrobnoustrojowy (n = 31) nie stwierdzono obecności żadnych badanych genów 

oporności (Publikacja nr 1). Oporność na cefoksytynę potwierdzona została obecnością genu 

mecC u czterech szczepów opornych na cefoksytynę (S. aureus, S. xylosus i dwa szczepy 

S. simulans) pochodzących zarówno od owiec rasy Uhruska (UHR), jak i owiec rasy 

Świniarka (SW). Z kolei nie wykryto obecności genu mecA. Chociaż ponad 54% szczepów 

wykazało fenotypową oporność na penicylinę, obecność genu blaZ wykryto jedynie 

u dwóch z nich (S. xylosus i S. simulans), a w jednym dodatkowym szczepie CoNS opornym 

na penicylinę wykryto jedynie gen mecC (Tabela 26). 
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Tabela 26. Występowanie genów oporności u Staphylococcus spp. izolowanych z mleka owiec 

Geny opornosci Staphylococcus spp. n=35/% 

S. aureus n=20 CoNS  n=15 Razem 

acc(6’)-Ie- 1/5 1/6,6 2/5,7 

aph(3)-IIIa* 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 

*różnice statystycznie istotne (p <0,05) 

W przypadku szczepów opornych na tetracyklinę, oporność fenotypowa była statystycznie 

istotnie częstsza wśród szczepów izolowanych od owiec rasy Uhruska (UHR) i została 

potwierdzona obecnością co najmniej jednego genu tet u większości szczepów (85,7%). Co 

ciekawe, gen tetL dominował w szczepach S. aureus opornych na tetracyklinę (6 z 7 

izolatów) i występował statystycznie istotnie częściej wśród szczepów izolowanych od 

owiec rasy Uhruska  (UHR) (Tabela 26 i 27). W przypadku szczepów CoNS gen tetM był 

obecny z dwoma innymi genami tet na podobnym poziomie, ale obecność tego genu wykryto 

tylko w tej grupie Staphylococcus (Tabela 26). Tylko dwa szczepy oporne na tetracyklinę 

nie miały żadnego z analizowanych genów, podczas gdy dwa kolejne szczepy o fenotypie 

wrażliwości na tetracyklinę wykazały obecność genu tetM, oba wyizolowane zostały od 

owiec rasy Świniarka (SW) (Tabela 27). 
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Tabela 27. Występowanie genów oporności u Staphylococcus spp. w zależności od rasy owiec 

Geny oporności Staphylococcus spp. n=35/% 

UHR n=16 SW  n=19 Razem 

acc(6’)-Ie- 1/6,3 1/5,3 2/5,7 

aph(3)-IIIa 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 

*różnice statystycznie istotne (p <0,05) 

We wszystkich przypadkach oporność fenotypową na chloramfenikol potwierdzono 

obecnością genu(ów) cat (p221) i/lub cat (p194). Co ciekawe, pomimo braku fenotypowo 

zidentyfikowanej oporności na chloramfenikol, obecność genu cat (p194) wykryto w dwóch 

szczepach CoNS (szczepy S. simulans wyizolowane od owiec rasy Uhruska(UHR)). Ten 

ostatni gen dominował statystycznie istotnie wśród szczepów wyizolowanych z UHR 

(Tabela 27). 

Pomimo analizy stosunkowo szerokiego panelu genów odpowiedzialnych za fenotyp 

oporności na makrolidy lub makrolid-linkozamid-streptograminę B (MLSB), duży odsetek 

szczepów z fenotypową opornością na makrolidy/linkozamidy lub streptograminy (n = 15) 

nie wykazał obecności żadnego z badanych genów (n = 11, 73,3%) (Tabela 26). Gen msrA 

(kodujący pompę efluksową dla makrolidów) został wykryty tylko w dwóch szczepach 

opornych na erytromycynę, natomiast geny ermA i ermB (odpowiedzialne za MLSB) były 

obecne tylko w dwóch izolatach opornych na erytromycynę/klindamycynę, z których 

jednym był S. aureus. U tego szczepu oba te geny były obecne jednocześnie. 
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Chociaż nie badano oporności na kanamycynę i neomycynę, gen aph(3)-IIIa wykryto aż 

w ośmiu (22,9%) szczepach, z których większość (n = 6) należała do grupy CoNS (S. xylosus 

n = 4 i S. simulans n = 2) (wartość p < 0,05). Z kolei gen acc(6')-Ie-aph(2"), kodujący 

dwufunkcyjny enzym aminoglikozydo-6'-N acetylotransferazę/2"-O fosforylotransferazę 

odpowiedzialny za oporność na gentamycynę/tobramycynę/kanamycynę, wykazazany 

został tylko w jednym fenotypowo opornym na gentamycynę szczepie S. aureus i w jednym 

wrażliwym na gentamycynę szczepie S. xylosus. 

W publikacji nr 2 również analizowano podobny profil genów oporności. W tym przypadku, 

dominującym genem determinującym oporność na tetracyklinę był tetL, który był obecny 

u 27,2% (n=28) szczepów. Co ciekawe, gen tetK był często związany z opornością 

u szczepów opornych na tetracyklinę, izolowanych głównie u owiec rasy Uhruska (18 z 21 

szczepów posiadających gen tetK ). Oporność fenotypowa na penicylinę towarzyszyła 

genowi blaZ u 11,7% opornych szczepów (n=12). Pozostałe geny wykryto jedynie 

u pojedynczych szczepów (Tabela 28). W pięciu testowanych szczepach wykryto geny 

mecC, którym w dwóch przypadkach towarzyszyła obecność genów mecA. Ich obecności 

towarzyszyła oporność fenotypowa tylko w przypadku dwóch szczepów (Tabela 23). Co 

ciekawe, geny mecA, tetM, msrA i ermB były obecne wyłącznie u szczepów izolowanych 

od rasy Uhruska. Jednakże statystycznie istotne różnice w poziomie genów oporności 

w szczepach izolowanych z obu ras odnotowano dla tetK i ermB, które częściej 

występowały u szczepów izolowanych od rasy Świniarka.  
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Tabela 28. Występowanie genów oporności w szczepach S. aureus według rasy owiec 

 

Geny 

oporności 

Rasa owiec 
Razem* 

n=103/% 
Uhruska 

n=66/% 

Świniarka 

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 

blaZ 8/21,6 4/10,8 12/11,7 

acc(6’)-Ie- 4/10,8 3/4,5 7/6,8 

ermB** 6/16,2  6/5,8 

*Występowanie genów oporności, w tym szczepów izolowanych od jagniąt i z mleka 

**Statystycznie istotna różnica (P <0,05) w występowaniu genów oporności pomiędzy S. aureus 

izolowanym od owiec rasy Uhruska i Świniarka 

Powyższy fragment dotyczył artuykłu: Perinatal occurrence and epidemiological 

significance of Staphylococcus aureus in local sheep breeds. 

 

6.1.3.1.2. Zwierzęta towarzyszące  

W przypadku zwierząt towarzyszących (Publikacja nr 4) przeanalizowano szerszy panel 

genów oporności, w tym na fusydany, mupirocynę i biocydy. Ale żaden z testowanych 

szczepów nie wykazał genów oporności na mupirocynę ani genów oporności na biocydy. 

W przypadku pozostałych genów, reprezentatywna obecność genów oporności została 

wykazana w każdej testowanej grupie antybiotyków, a najwyższy odsetek genów oporności 

w danej grupie antybiotyków korelował ze statystycznie istotnie wyższymi poziomami 

występowania tych genów, szczególnie u gatunku S. pseudintermedius (Tabela 29). Gen 

blaZ był przede wszystkim odpowiedzialny za oporność na β-laktamy. Porównywalnie 

wysoki odsetek genu mecA zaobserwowano u obu gatunków CoPS (odpowiednio 31,8% 
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i 40,5% w S. aureus i S. pseudintermedius). Z kolei gen msrA był przede wszystkim 

odpowiedzialny za oporność na makrolidy, oporność na tetracyklinę była głównie 

determinowana obecnością genu tetM, a oporność na szerokie spektrum aminoglikozydów 

odzwierciedlała obecność genu aac(6′)-Ie-aph(2″)) (Tabela 29). Generalnie, w przypadku 

S. pseudintermedius zaobserwowano bogatszy panel genów oporności, ponieważ tylko 

u tego gatunku wykryto obecność genów ermB, ermC, msrA, tetM, aac(6′)-Ie-aph(2″)), 

aph(3)-IIIa i fusB (Tabela 29). 

Tabela 29. Występowanie genów oporności u koagulazododatnich szczepów  Staphylococcus 

izolowanych od psów 

Grupa środków 

przeciwdrobnoustrojowych 

 

Geny 

oporności 

koagulazododatni Staphylococcus 

S. aureus 

N=22/% 

S. pseudintermedius 

N=79/% 

Razem 

N=101/

% 

Β-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′)-Ie-

aph(2″)) 

 30/38 30/29,7 

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

fusydany fusB  3/3,8 3/2,9 
* statystycznie istotne różnice pomiędzy S. aureus i S. pseudintermedius (p<0,05) 

 

6.1.3.1.3. Zwierzęta wolno żyjące  

Profil genów oporności szczepów koagulazododatnich izolowanych od lisów rudych okazał 

się uboższy w porówaniu do szczepów izolowanych od gospodarzy poddawanych celowanej 

terapii (owce, psy) (Publikacja nr 5). U 15 (55,5%) wszystkich przebadanych szczepów 

S. aureus wykryto obecność genu blaZ, co potwierdziło oporność na penicylinę u 93% 

szczepów opornych na penicylinę (Tabela 30) ale tylko jeden szczep S. pseudintermedius 

posiadał ten gen, a wykryte zostały tylko cztery szczepy oporne na penicylinę tego gatunku. 
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Odwrotne wyniki uzyskano w przypadku genów kodujących oporność na tetracyklinę, 

ponieważ 71,8% (n = 28) szczepów S. pseudintermedius opornych na ten antybiotyk 

wykazywało obecność genu tetM, a trzy spośród tetM-dodatnich szczepów posiadało  

jednocześnie gen tetK. Co ciekawe, w, żadnym ze szczepów z fenotypową opornością na 

erytromycynę nie stwierdzono genu/genów kodujących oporność na makrolidy. Gen msrA 

wykryto jedynie w szczepie wykazującym fenotypową wrażliwość na makrolidy. Analiza 

oporności na gentamycynę przyniosła podobne wyniki: pomimo fenotypowej oporności na 

ten lek wykrytej w dwóch szczepach, obecność genu acc(6′)-Ie- wykazano w dwóch innych 

fenotypowych szczepach S. pseudintermedius fenotypowo wrażliwych na gentamycynę. 

Ponadto jeden szczep S. aureus charakteryzował się obecnością genu kodującego oporność 

na kanamycynę (aph(3)-IIIa) (Tabela 30, 31 i 32). Pozostałe geny alizowane w tym badaniu 

nie zostały wykazane w żadnym szczepie charakteryzującym się opornością lub 

wrażliwością na testowane środki przeciwdrobnoustrojowe (Tabela 30-31).  

Tabela 30. Występowanie genów oporności u koagulazododatnich szczepów  Staphylococcus 

izolowanych od lisów rudych 

Gen 

oporności 

Staphylococcus n=131/% 

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)-IIIa 1/3.7  1/0.76 
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Tabela 31. Charakterystyka szczepów Staphylococcus aureus wizolowanych z jamy ustnej (n=22) i 

odbytu (n=5) lisów rudych 

Źródło 

próbki 

Liczba 

izolatów 

Profil oporności 

fenotypowej* 

Profil genu 

oporności 

Profil genów wirulencji 

J.ustna 

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 I:E15  LukE-LukD, seB, seC 

1 R:DA2 

I: TE30 

aph(3)-IIIa LukE-LukD, seB, PVL 

1 R: P10 

I:E15 

blaZ LukE-LukD, seB 

1   LukE-LukD, seB, seC, 

etA, etB 

1 R: P10 blaZ seB, seC, tst 

6 R: P10 blaZ LukE-LukD 

1 R: P10 

I:DA2, F300 

blaZ LukE-LukD 

Odbyt 

1 R: RD5, QD15, 

DA2, 

 LukE-LukD, seB 

1 P10  LukE-LukD, seB 

1   LukE-LukD 

1   LukE-LukD, seB, seC 

1   LukE-LukD, seB 
*R- oporne; I- średniowrażliwe 

†- testowane środki przeciwdrobnoustrojowe: P10- penicylina, E15- erytromycyna, DA2- 

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

(n=28) i odbytu (n=24) lisów rudych 

Źródło próbki Liczba 

izolatów 

Profil oporności 

fenotypowej* 

Profil genu oporności 

J.ustna 

10 R:TE30† tetM 

3 R:TE30 tetM, tetK 

6 R:TE30  

3 R:ERY15  

1 R:P10, TE30 tetM blaZ 

1 R:TE30 

I:DA2 

tetM 

1 R: P10, TE30 tetM 

3 I: DA2  

Odbyt 

3 R:TE30  

7 R:TE30 tetM 

2 R: P10  

2 I: DA2  

1 R:TE30 acc(6’)-Ie 

1 R: SXT 25  

2 R: E15  

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 

I: DA2 

tetM 

*R- oporne; I- średniowrażliwe 

†- testowane środki 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 występowanie genów oporności u 

szczepów Staphylococcus izolowanych od różnych gatunków 

zwierząt  

Profil genów oporności szczepów izolowanych od wszystkich grup zwierząt był dość 

zbliżony, a liczebność korelowała pozytywnie z profilem oporności fenotypowej. Wśród 

szczepów koagulazododatnich, izolowanych od wszystkich badanych gatunków zwierząt 

dominowały te same geny kodujące oporność na antybiotyki należące do określonych grup: 

w przypadku β- laktamów genem dominującycm był blaZ, odpowiedzialny za kodowanie 

produkcji β- laktamazy oraz gen mecA, występujący u 11,5% badanach szczepów ale tylko 

izolowanych od owiec i psów. Oporność na tetracykliny we wszystkich grupach szczepów 

była kodowana głównie przez gen tetM, natomiast tetK dominował wśród szczepów 

izolowanych od psów, a tetL wśród szczepów izolowanych od owiec. Pomimo relatywnie 

wysokiego odsetka oporności na makrolidy we wszystkich grupach szczepów, odsetek 

genów, które najczęściej odpowiadają za ten typ oporności był niewielki z dominacją genu 

msrA, który występował u szczepów izolowanych od wszystkich grup zwierząt oraz genu 

ermB, który był genem dominującym wśród szczepów izolowanych od psów (Tabela 33). 

Oporność na aminoglikozydy również została potwierdzona obecnością dwóch testowanych 

genów u szczepów izolowanych od wszystkich badanych grup zwierząt, przy czym 

proporcjonalnie nawiększy odsetek tych genów wykazano u szczepów izolowanych od 

psów, a najmniejszy u lisów rudych. Oporność molekularna na fenikole została 

powtierdzona zaledwie u kilku szczepów izolowanych od owiec i psów obecnością dwóch 

rodzajów genów zlokalizowanych na plazmidach pC221 i pC194, kodujących 

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 pochodzący od owcy rasy Uhruska (UHR) 

wykazał obecność genu wirulencji, kodującego enterotoksynę B gronkowcową (SEB) 

(Tabela 18). W przypadku pozostałych szczepów nie wykryto żadnego z badanych 

determinantów wirulencji. 

W publikacji nr 2 profil genów wirulencji był zdecydowanie bogatszy. W tym przypadku 

dominowała obecność trzech genów: dwóch genów kodujących enterotoksyny, seB i seC, 

(odpowiednio 44,7%, n=46 i 32%, n=33) oraz genów kodujących leukotoksynę LukE-LukD 

(30%, n=31). Jednakże tylko szczepy S. aureus izolowane od rasy Uhruska posiadały 

dodatkowe geny, tj. gen kodujący enterotoksynę SEA (seA) i gen kodujący lekocydynę 

Panton Valentina (pvL). Z drugiej strony, tylko pojedyncze szczepy S. aureus izolowane 

z rasy Świniarka miały geny kodujące inne enterotoksyny, tj. SED i SEE (seD, seE) oraz 

toksynę szoku toksycznego tst (Tabela 34). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych 

różnic w obecności genów wirulencji u szczepów pochodzących od owiec z rasy Uhruska 

i Świniarka. 

Tabela 34. Występowanie genów wirulencji w szczepach S. aureus według rasy owiec 

 

Geny 

wirulencji 

Rasa 
Razem* 

n=103/% 
Uhruska 

n=66/% 

Świniarka 

n=37/% 

seA 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 1/1 

seE  1/2,7 1/1 

tst  1/2,7 1/1 

pvL 2/3  2/1,9 

LukE-LukD 21/31,8 10/27 31/30 

*Występowanie genów wirulencji, w tym szczepów wyizolowanych z jagniąt i mleka 
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6.1.3.2.2. Zwierzęta towarzyszące  

Pomimo specyficzności gatunkowej S. aureus i S. pseudintermedius, zjawisko 

występowania wysokiego odsetka genów kodujących enterotoksyny zaobserwowano u obu 

gatunków, przy czym w przypadku S. aureus podobnie jak u szczepów izolowanych od 

owiec dominował gen seB, a w przypadku S. pseudintermedius, genami dominującymi był 

specyficzny gatunkowo seC canine (Publikacja nr 4). W przypadku S. aureus wykazano 

dodatkowo geny kodujące leukotoksynę LukE-D (36,4%) i leukocydynę Panton Valentine 

(13,6%). Szczepy S. pseudintermedius prezentowały znacznie szerszy zakres genów 

kodujących czynniki wirulencji przy znacznie wyższym odsetku występowania (Tabela 35). 

W przypadku toksyn najwyższy odsetek zaobserwowano dla dwuskładnikowych genów 

leukocydyny (lukF i lukS, odpowiednio 77,2% i 86,1%). Gen kodujący toksyny 

eksfoliatywne był reprezentowany głównie przez gen siet, występujący u 86,1% szczepów. 

Geny kodujące hemolizyny hlgA i hlgB również wykryto stężeniach wysokim odsetku 

(odpowiednio 75,9% i 77,2%), podobnie jak geny odpowiedzialne za tworzenie biofilmu, 

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

Tabela 35. Występowanie genów wirulencji u koagulazododatnich szczepów Staphylococcus 

izolowanych od psów 

Grupa genów Geny 

wirulencji 

S. pseudintermedius 

N=79/% 

S. aureus 

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 

seE  1/4,5 

seccan 68/86,1  

toksyny 

eksfoliatywne 

expA 3/3,8  

expB 20/25,3  

siet 68/86,1  

enzymy lip 2/2,5  

składniki 

biofilmu 

icaA 68/86,1  

icaD 68/86,1  

hemolizyny hlgA 60/75,9  

hlgB 61/77,2  

białka 

adhezyjne 

epb 55/69,6  

spsE 47/59,5  
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6.1.3.2.3. Zwierzęta wolno żyjące  

W przypadku izolatów pochdzących od lisów rudych (Publikacja nr 5) występowanie genów 

wirulencji analizowano jedynie u szczepów S. aureus. Większość szczepów (n = 24) 

charakteryzowała się obecnością genu LukE-LukD kodującego leukotoksynę. Był to jedyny 

gen wirulencji wykryty w ośmiu szczepach, a w pozostałych przypadkach towarzyszyły mu 

inne geny wirulencji, najczęściej gen seB kodujący enterotoksynę (70,4% szczepów) lub gen 

seC (22,2% szczepów). Nie wykryto jednak żadnych innych genów kodujących 

enterotoksyny. U jednego szczepu stwierdzono obecność genu kodującego toksynę zespołu 

wstrząsu toksycznego 1 (TSST-1), a w dwóch pozostałych geny kodujące toksyny 

eksfoliatywne (etA, etB). Dwa inne szczepy S. aureus również wykazały potencjał 

do produkcji leukocydyny Panton Valentine (Tabela 36). 

Tabela 36. Profile wirulencji szczepów S. aureus izolowanych od zwierząt wolno żyjących (lisów 

rudych) 

Liczba 

szczepów S. aureus 

/% 

Profil wirulencji Źródło próbki 

odbyt j.ustna 

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 Razem 5/18.6 22/81.4 
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6.1.3.2.4. Podsumowanie punktu występowanie genów wirulencji  

            u S. aureus izolowanych od różnych gatunków zwierząt 

Ze względu na fakt, iż analiza występowania genów wirulencji u S. pseudintermedius została 

przeprowadzona wyłącznie u szczepów izolowanych od zwierząt towarzyszących, nie 

możliwości przeprowadzenia analizy porównawczej dla tego gatunku (Tabela 35). 

W  przypadku S. aureus, najwięcej szczepów niezależnie od gatunku gopodarza, posiadało 

gen wirulencji, kodujący enterotoksynę SEB (n=76, 21,4% ) oraz gen kodujący lekotoksynę 

LukE-LukD (n=63, 17,7% ), przy czym dominację obydwu genów zaobserwowano wśród 

szczepów izolowanych od owiec (odpowiednio 38,2% i 25,2% wszystkich szczepów 

izolowanych od owiec). Również wśród szczepów izolowanych od tej grupy zwierząt 

zaobserwowano współwystępowanie wysokiego odsetka genu kodującego enterotoksynę 

SEC. Co ciekawe, u szczepów S. aureus izolowanych od wszystkich gatunków zwierząt, 

zanotowano występowanie genu kodującego leukocydynę Panton Valentina, chociaż był to 

niewielki odsetek szczepów. Na podobnie niskim poziomie wykazano gen odpowiedzialny 

za produkcję toksyny szoku toksycznego ale tylko u szczepów izolowanych od owiec i lisów 

rudych. Z kolei obecność genów kodujących toksyny eksfoliatywne zaobserwowano jedynie 

u szczepów izolowanych od lisów rudych  (Tabela 37). 

Tabela 37. Występowanie genów wirulencji S. aureus u różnych gatunków zwierząt 

Geny wirulencji Zwierzęta 

gospodarskie 

(n=123) 

Zwierzęta 

towarzyszące 

(n=101) 

Zwierzęta 

wolno 

żyjące 

(n=131) 

Razem 

(n=355) 

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(1,5) 2(0,6) 
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6.1.4. Typowanie molekularne 

6.1.4.1. Typowanie molekularne w oparciu o metodę wielolokusowej 

analizy sekwencji genów) 

6.1.4.1.1. Zwierzęta gospodraskie  

Do analizy MLST zakwalifikowano wyłącznie szczepy metycylinoopornym S. aureus 

(MRSA) wyizolowane od owiec i opisane w publikacji nr 2. Na podstawie analizy, izolaty 

sklasyfikowano do  pięciu różnych typów sekwencyjnych, w tym trzech nowych, które nie 

zostały wcześniej zgłoszone i nadano im następujące numery: ST 9313, ST 9314 i ST 9315. 

Dwa pozostałe szczepy MRSA posiadały już znane wcześniej 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: PQ119410.1–PQ119406.1, arcC: 

PQ119398.1–PQ119394.1, glpF: PQ119422.1–PQ119418.1, gmk: PQ130056.1–

PQ130052.1, pta: PQ130068.1–PQ130064.1 i ygiL: PQ130092.1–PQ130088.1. 

6.1.4.1.2. Zwierzęta towarzyszące  

W publikacji nr 4 na podstawie analizy MLST, izolaty MRSA i MRSP sklasyfikowano do 

11 różnych typów sekwencyjnych (ST), w tym sześciu nowych, które nie zostały wcześniej 

zgłoszone. Nowe ST zidentyfikowano dla dwóch izolatów S. aureus: ST9311, ST9312 

i czterech izolatów S. pseudintermedius: ST 2739, ST 2740, ST 2741, ST 2742. Wykazano 

również inne, znane typy sekwencji dla S. aureus, takie jak ST 398 (n=4) i ST 7649 (n=1). 

Należy jednak wskazać, że u tego samego osobnika wykazano szczepy należące do tego 

samego gatunku ale o różnych typach sekwencyjnych, tj. szczepy S. aureus ST 9311, 7649 

i 398 wyizolowano od psa nr. 10, a ST398 i 9312 wykryto w szczepach wyizolowanych od 

psa nr 136. Natomiast w przypadku szczepów S. pseudintermedius, poza nowymi typami 

sekwencyjnymi, dominującym typem ST był 551 (n=23), a odpowiednio trzy i dwa szczepy 

przypisano do ST 45 i ST 71. Sekwencje typu ST 45 i 71 wyizolowano od różnych zwierząt, 

ale w przypadku szczepów należących do typu sekwencyjnego ST551, w przypadku kilku 

zwierząt zanotowano więcej niż jeden szczep S. pseudintermedius u tego samego psa ale 

szczepy te różniły się istotnie między sobą zarówno pod względem profilu oporności, jak 

i wirulencji (Tabela 24). Sekwencje nukleotydowe zdeponowano w GenBank pod 

następującymi 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 –PQ136660.1, purA: PQ136723.1–PQ136691.1, sar: PQ394244.1–

PQ394213, i tuf: PQ394180.1–PQ394149.1, a dla S. aureus: tpi: PQ130075.1–

PQ130069.1, aroE: PQ119405.1–PQ119399.1, arcC: PQ119393.1–PQ119387.1, glpF: 

PQ119417.1–PQ119411.1, gmk: PQ130051.1–PQ130045.1, pta: PQ130063.1–

PQ130057.1 i ygiL: PQ130087.1–PQ130081.1. 

6.1.4.1.3. Typowanie molekularne w oparciu o metodę wielolokusowej 

analizy sekwencji genów 

Przeprowadzono analizę MLST szczepów MRSA i MRSP izolowanych od owiec i psów. 

Ze względu na brak obecności szczepów opornych na metycylinę u lisów rudych analiza 

MLST nie została przeprowadzona w Publikacji nr 5. Łącznie wykazano dziewięć szczepów 

MRSA lub MRSP posiadających nowy typ sekwencyjny pochodzących u zwierząt 

Wszystkie nowe typy sekwencyjne zdeponowano w GenBank (Tabela 38). 
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6.1.4.2. Typowanie metodą ADSRRS-fingerprinting 

6.1.4.2.1. Zwierzęta gospodarskie  

Analiza metodą ADSRRS-fingerprinting objąła szczepy S. aureus izolowane od owiec 

(Publikacja nr 2). Na podstawie uzyskanych wyników wygenerowano dendrogram 

podobieństwa (Rycina 8), który pozwolił na wyróznienie trzydzieści dwóch różnych profili, 

które różniły się pomiędzy sobą w co najmniej 10%. Analiza wykazała, że 14 profili 

grupowało trzy lub więcej szczepów, a profile D, H, J, P, X i c grupowały szczepy wyłącznie 

izolowane od rasy Uhruska. W przypadku profili grupujących po dwa szczepy wykazano, 

że profile B, M i N grupowały tylko szczepy rasy Świniarka, podczas gdy profile T i X 

grupowały tylko szczepy rasy Uhruska. Siedem i sześć profili było specyficznych tylko dla 

pojedynczych szczepów uzyskanych odpowiednio z rasy Uhruska i owiec rasy Świniarka. 

Wśród szczepów izolowanych od rasy Uhruska, w czterech przypadkach wykazano 

podobieństwo przekraczające 90% między dwoma, a nawet trzema szczepami 

wyizolowanymi od tych samych zwierząt z różnych miejsc ciała lub z tych samych miejsc, 

ale wyizolowanymi w różnym czasie (szczepy od owiec nr II, V, VI i XX). Ponadto, 

w przypadku jagniąt pochodzących od tej samej matki (rasa Uhruska, IV), dwa szczepy 

przypisano do tego samego profilu genomowego Y, ale miały one różne profile zarówno 

oporności, jak i wirulencji. W przypadku szczepów wyizolowanych od rasy Świniarka, 

podobną sytuację zaobserwowano również w trzech grupach szczepów (szczepy od owiec 

nr IX, XV i XXIV): w dwóch przypadkach wyizolowano bardzo podobne szczepy ze skóry 

i jamy ustnej lub ze skóry i przewodu słuchowego zewnętrznego. W trzecim przypadku 

szczepy wyizolowano w tym samym czasie z jamy ustnej tego samego zwierzęcia, ale 

pomimo wysokiego podobieństwa przekraczającego 90% i identycznego profilu wykrytych 

genów, różniły się one fenotypowym profilem oporności. W przypadku niektórych 

szczepów wyizolowanych od tych samych zwierząt (rasy Świniarka owce nr I i IV), ich 

profile (M i N) również były podobne, choć na poziomie nieco niższym niż 90% (87%). 

Podobną sytuację zaobserwowaliśmy w przypadku dwóch innych szczepów od zwierzęcia 

nr IV (rasy Uhruska), które zaklasyfikowano do dwóch sąsiednich profili (T i U), a poziom 

podobieństwa wyniósł 85%. Zgodnie z oczekiwaniami, szczepy MRSA nie wykazywały 

podobieństwa między sobą; szczepy zaklasyfikowano do różnych profili: J, R, Y, b i d 

(Tabela 39). 
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Rycina 8. Dendrogram podobieństwa badanych szczepów S. aureus u owiec (ADSRRS- 

fingerprinting) 

 

*Numery szczepów podano w kolejności ich izolacji. 

**Oznaczenia profili ADSRRS-fingerprinting 



    

Tabela 39. Wyniki analizy ADSRRS-fingerprinting: rozkład profili genomowych  według rasy owiec i liczby zwierząt 

Profile grupujące trzy lub więcej szczepów Profile grupujące dwa 

szczepy 

Profile z 

pojedynczymi 

szczepami 
Profil A D E H J K P R S U Y b c d B M N T X 

Uhruska  V 

(2), 

VI, 

X, 

XVI, 

XX 

(2), 

XXI

V, 

XX, 

VII, 

XX, 

XXI, 

XXI

I, 

XXI

II 

II, 

VIII, 

XII, 

XXI

V, 

XX

V, 

III, 

IV, 

XI

V 

XI

X, 

XII

I, 

XX

V 

I, IV, 

XIII, 

XX, 

XXI

II, 

XXI

V, 

II(2), 

XI 

XX

IV 

VI(3

), 

XIII, 

XV 

IV IV(2)

, V, 

VII, 

XV, 

XVII 

VI, 

XV

II 

III, 

VI

I, 

VI

II 

IV, 

IX, 

XVI, 

XVI

I, 

XXI

V, 

IV, 

XVI

II 

IV, 

VI

II 

C-XII, I-VII, Z- 

VII, a- IX, f-IV, 

g-XI, h-XIX 

Świniarka  VII, 

IX(2

), XI, 

XII, 

XVI 

XX

V 

I, 

VII, 

VIII, 

IX, 

XXI, 

XX

V 

XV

(2) 

XXI

V(2) 

XIX, 

XXI

I 

II, 

V 

II, 

XIV, 

I

V

, 

V 

I,I

V 

I,I

V 

F-XXI 

G-XXIV 

L-XIV 

O-XVI 

W-VI, e- VIII 
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Ciekawym zjawiskiem było wykazanie typowych profili tzw. „szczepów mlecznych”, czyli 

szczepów wyizolowanych wyłącznie z mleka różnych osobników ale należących do tej 

samej rasy (profil J i c), a nawet od zwierząt należących do obu ras (profil b, obejmujący 

dwa szczepy izolowane od rasy Uhruska i dwa szczepy izolowane od rasy Świniarka). 

Ponadto 16 izolatów wykazało różnice w cechach związanych z genami oporności, genami 

wirulencji lub fenotypową opornością na daną substancję przeciwbakteryjną, w porównaniu 

z próbkami pobranymi z tego samego miejsca i okresu pobrania. Natomiast cztery izolaty 

wykazały różnice tylko w genach wirulencji. Ponadto, w jednym przypadku (owca rasy 

Świniarka), próbki pobrane w tym samym dniu (data 1-I - przed ciążą (A)), ale z różnych 

miejsc (zewnętrzny kanał słuchowy, odbyt, jama ustna) wykazały, że badane izolaty 

posiadały te same geny oporności i wirulencji, wskazując na wysokie podobieństwo 

genomów. Niemniej szczepy te różniły się w profilu oporności fenotypowej bo dwa z trzech 

szczepów były oporne na linezolid, a tylko jeden na cefoksytynę. 

Niektóre szczepy wykazywały istotne podobieństwo do innych szczepów pochodzących 

z tego samego miejsca pobrania lub pobranych w tym samym okresie, a ich podobieństwo 

polegało na obecności tych samych genów oporności lub wirulencji albo profilu 

fenotypowego oporności. Jednak zdecydowana większość szczepów pochodzących od 

jednego osobnika wykazywała istotne różnice w puli testowanych genów oporności i/lub 

wirulencji albo profilach fenotypowych oporności w porównaniu z izolatami pochodzącymi 

z tego samego miejsca, ale z różnych lokalizacji, a nawet z tego samego miejsca. 

6.1.4.2.2. Zwierzęta towarzyszące  

Wygenerowane dendrogramy podobieństwa opierały się wyłącznie na izolatach MRSA 

i MRSP pochodzących wyłącznie od psów, ponieważ szczepy oporne na metycylinę 

wykryto tylko u tego gatunku zwierząt (Publikacja nr 4). Ze względu na niewielką liczbę 

porównywanych szczepów S. aureus wykazano bardzo niski stopień zróżnicowania. 

Na podstawie współczynnika podobieństwa na poziomie 90%, profile genomowe nie 

zostałyby zidentyfikowane (Rycina 9), co dodatkowo potwierdzają bardzo podobne wzory 

profili elektroforetycznych testowanych szczepów (Rycina 9), niezależnie od źródła szczepu 

i ich typów ST. W przypadku szczepów S. pseudintermedius zróżnicowanie było nieco 

większe ale na podstawie współczynnika podobieństwa na poziomie 90%, zidentyfikowano 

zaledwie dziewięć profili genomowych, które były do siebie podobne w różnym stopniu, od 
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zaledwie 12% do nawet 82%. Poszczególne profile obejmowały od jednego do nawet 15 

szczepów (Rycina 10), które różniły się źródłem pochodzenia, typem sekwencji ST oraz 

profilami oporności i wirulencji, niemniej w przypadku szczepów MRSA i MRSP 

izolowanych od psów, nie stwierdzono między nimi żadnej korelacji. 

Rycina 9. Dendrogram podobieństwa badanych szczepów MRSA izolowanych od psów (metoda 

ADSRRS-fingerprinting) 

 

* numer psa 

** typy sekwencyjne (ST) 
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Rycina 10. Dendrogram podobieństwa badanych szczepów MRSP izolowanych od psów (metoda 

ADSRRS-fingerprinting) 

 

* numer psa 

** typy sekwencji inne niż ST551 
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6.2. Wyniki części immunologicznej 

Wyniki opisane w tym podrozdziale dotyczą wyłącznie zwierząt gospodarskich (owiec), 

opisanych w Publikacji nr 3. 

6.2.1. Morfologia małych przeżuwaczy  

Wartości wszystkich parametrów hematologicznych krwi badanych owiec mieściły się 

w zakresie wartości fizjologicznych (Latimer, 2011) (Tabela 40). Nie stwierdzono również 

różnic istotnych statystycznie między rasami. 

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

(Polska Owca Nizinna) 

Parametry 

krwi 

Rasa Grupa 

kontrolna 

Staphylococus 

(grupa) 

p-value 

WBC (103/µL) UHR 6.6±1.8 5,8±2.3 0.4 

SWI 7.7±1.6 8.7±2.2 0.3 

LYM (103/µL) UHR 3.7±0.9 3.2±1.2 0.3 

SWI 4.2±0.7 3.8±1.6 0.6 

GR (103/µL) UHR 2.8±1.0 2.6±1.3 0.4 

SWI 3.4±1.2 4.7±1.9 0.1 

RBC (106/µL) UHR 9.9±0.6 9.7±1.5 0.7 

SWI 8.2±0.5 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 27.9±2.1 27.3±1.7 0.2 

MCV (fl) UHR 29.7±1.3 29.8±1.1 0.6 

SWI 32.2±0.9 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 
Wartości oznaczają średnią ± błąd standardowy; średnie w każdym wierszu oznaczone * różnią się 

istotnie (p <0,05). Skróty: WBC – białe krwinki; LYM – limfocyty; GR – granulocyty; RBC – liczba 

czerwonych krwinek; HGB – hemoglobina; MCV – średnia objętość krwinki czerwonej; HCT – 

hematokryt; MCH – średnia zawartość hemoglobiny w krwince 

6.2.2. Ekspresja genów wybranych cytokin oraz  białek ostrej fazy 

W badaniu wykryto ekspresję czterech genów cytokin i trzech genów białek ostrej fazy 

w leukocytach w grupie owiec- nosicieli S. aureus i bez obecności S. aureus (grupa 

kontrolna): IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, SAA, Hp i Cp. Zaobserwowano statystycznie istotny 



 

112 

 

wzrost zarówno IL-6, jak i Hp w czasie ciąży w leukocytach owiec-nosicieli S. aureus, rasy 

Uhruska. Statystycznie istotne różnice zaobserwowano również w czasie ciąży między 

obiema grupami badawczymi  w przypadku IL-6 i Hp. Podobne tendencje zaobserwowano 

u owiec rasy Świniarka, ale różnice nie zostały potwierdzone statystycznie (Tabela 41).
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Wartości przedstawiają średnią ± odchylenie standardowe (SD). Średnie w obrębie każdej linii 

oznaczone różnymi literami (a, b,) różnią się istotnie (p < 0,05). Średnie w obrębie grup (bez S. 

aureus (kontrola)/S. aureus) oznaczone * różnią się istotnie (p < 0,05); UHR – rasa Uhruska ( Polska 

Owca Nizinna); SWI – rasa Świniarka 

Poniższe ryciny prezentują graficzny wykres poziomu cytokin u owiec rasy Świniaka oraz 

owiec rasy Uhruska w badanych terminach (schemat pobrania został przedstawiony 

w punkcie 4.1.). 

Rycina 11. Ekspersja genu IL-1α u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych 

terminach 
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Rycina 12. Ekspersja genu IL-1β u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych 

terminach 

 

Rycina 13. Ekspersja genu IL-6 u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych 

terminach 
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Rycina 14. Ekspersja genu TNF-α u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych 

terminach 

 

Rycina 15. Ekspersja genu SAA u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych 

terminach 
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Rycina 16. Ekspersja genu Hp u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych terminach 

 

Rycina 17. Ekspersja genu Cp u dwóch ras owiec (Uhruska oraz Świniarka) w badanych terminach 
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7. Dyskusja  

Obecnie całkowita liczba wszystkich gatunków bakterii, zarówno patogenów, jak 

i komensali, we wszystkich siedliskach na świecie może przekraczać milion (Jeżak i in., 

2021). Wiele z tych gatunków to mikroorganizmy występujące zarówno u zwierząt, jak 

i w ich siedliskach. Do najliczniejszych rodzajów w tej grupie należą Staphylococcus spp.; 

Salmonella spp.; Campylobacter spp.; Listeria spp.; Enterococcus spp. i bakterie z rodziny 

Enterobacteriaceae (Woolhouse i in., 2015; Jeżak i in., 2021; Wesołowska i in., 2023). 

Niektóre z tych gatunków mogą również stanowić potencjalne zagrożenie dla zdrowia 

publicznego, w tym bakterie z rodzaju Staphylococcus, ze szczególnym uwzględnieniem 

S. aureus i innych tzw. koagulazododatnich gatunków. Należy wskazać, iż środowisko 

naturalne jest jednym z trzech głównych elementów powszechnie znanej koncepcji One 

Health, która zakłada, że zdrowie człowieka jest nierozerwalnie związane ze zdrowiem 

zwierząt i środowiskiem naturalnym (Aslam i in., 2021). Z jednej strony różne gatunki 

zwierząt wolno żyjących można uznać za integralną część środowiska naturalnego; z drugiej 

strony mogą one stanowić potencjalne i nieznane rezerwuary różnorodnych 

mikroorganizmów stanowiących zagrożenie dla zdrowia publicznego. Z drugiej zaś strony 

prócz zwierząt wolno żyjących bytujących w środowisku naturalnym lub nieopodal siedlisk 

ludzkich, na co dzień człowiek ma bezpośredni kontakt z innymi gatunkami zwierząt, takimi 

jak zwierzęta towarzyszące oraz zwierzęta gospodarskie. Zwierzęta takie jak psy i koty 

towarzyszą ludziom od setek lat, utrzymując z nimi bliski kontakt, a nawet traktowane są 

jak członkowie rodziny. Z kolei zwierzęta gospodarskie stanowią źródło żywności 

zwierzęcego pochodzenia, co również niesie ze sobą ryzyko przenoszenia mikroorganizmów 

o różnym stopniu wirulencji, w tym mikroorganizmów wielolekoopornych. 

Podążając zatem za koncepcją „Jednego zdrowia” w niniejszej pracy podjęto się oceny 

przedstawicieli gatunkowych wszystkich wymienionych grup zwierząt w aspekcie ich 

znaczenia jako rezerwuarów drobnoustrojów należących do rodzaju Staphylococcus, 

potencjalnie stanowiących zagrożenie dla zdrowia publicznego. Postawiono hipotezę, iż bez 

względu na gatunek zwierzęcia, jego status jako domowego lub wolno żyjącego i poziom 

stosowanej antybiotykoterapii, będzie on stanowić rezerwuar bakterii z rodzaju 

Staphylococcus, przy czym  najczęściej notowane determinanty oporności i/lub wirulencji 

będą występowały u badanych izolatów, podobnie jak w przypadku szczepów pochodzących 

od człowieka, a być może zostaną również wykazane określone klony szczepów, istotnych 
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epidemiologicznie. W związku z dwoistością charakteru występowania bakterii z rodzaju 

Staphylococcus u zwierząt i człowieka (patogen lub komensal) oraz niezwykłą 

plastycznością ich genomów, drobnoustrój ten wymaga dalszych badań. 

 

Prewalencja oraz miejsca predylekcyjne izolacji bakterii Staphylococcus u zwierząt 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

Małe przeżuwacze, takie jak owce, są dość istotnym rezerwuarem bakterii z rodzaju 

Staphylococcus, co potwierdziły również niniejsze badania (Publikacja nr 1 i 2). Specyficzny 

podwójny status tego gatunku (jako komensala lub patogenu odpowiedzialnego za szeroki 

zakres zakażeń i zatruć pokarmowych) jest częstym celem badań jako przyczyna chorób, ale 

rzadziej celem badań przesiewowych zarówno u ludzi, jak i u różnych gatunków zwierząt. 

W przypadku owiec i kóz wyniki badań zazwyczaj koncentrują się na analizie tego 

mikroorganizmu jako patogenu odpowiedzialnego za mastitis, infekcje dróg oddechowych 

lub posocznicę u jagniąt (Merz i in., 2016; Vasileiou i in., 2019; Sezzi i in., 2024), natomiast 

badania monitorujące odnośnie występowania i charakterystyki tych szczepów, 

izolowanych od zdrowych klinicznie zwierząt są przeprowadzane znacznie rzadziej u tych 

gatunków zwierząt. Niemniej dostępne badania potwierdziły, że niezależnie od rasy, 

S. aureus jest powszechnie obecny u zdrowych owiec, chociaż w bardzo zróżnicowanym 

odsetku w zależności od rasy i miejsca pobrania próbki. Saad i in. (2024) wykazali 80% 

poziom nosicielstwa izolatów S. aureus u  kóz i owiec, podczas gdy Vautor i in. (2005) 

potwierdzili występowanie S. aureus na błonie śluzowej jamy nosowej tylko u 29% 

zdrowych owiec. Z kolei Agabou i in. (2017) wykazali 44% nosicielstwo S. aureus również 

w materiale pobranym z tego samego miejsca. Dlatego badania zastosowane w Publikacji nr 

2 zostały oparte o nieco inną strategię pobierania materiału; uwzględniającą aż cztery różne 

miejsca pobrania i cztery różne okresy związane z fizjologicznym cyklem ciążowym 

u dwóch ras owiec, w tym jednej, która jest niemal natywna (rasa Świniarka), a zatem 

teoretycznie bardziej odporna na kolonizację przez mikroorganizmy. Błona śluzowa jamy 

ustnej okazała się być najczęściej kolonizowana przez S. aureus ( 60% wszystkich szczepów 

S. aureus pochodziło z tego miejsca). Co więcej, aż dwie trzecie tych izolatów  uzyskano od 

owiec rasy Uhruska. Podobnie w przypadku izolatów z mleka, dziewięć na dziesięć 

szczepów pochodziło z mleka owiec tej samej rasy. W przypadku pozostałych miejsc izolacji 
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odsetek ten pozostał stosunkowo niski, wahając się od 14,6% z błony suzowej odbytu do 

zaledwie 6,8% z zewnętrznego przewodu słuchowego, a poziom izolacji był porównywalny 

dla obu ras. Uzyskane wyniki wskazują na stosunkowo wysoki wskaźnik kolonizacji 

S. aureus błony śluzowej jamy ustnej klinicznie zdrowych owiec i sugerują, że błona 

śłuzowa jamy ustnej powinna być brana pod uwagę przede wszystkim przy wyborze 

najbardziej reprezentatywnego miejsca pobrania próbek, szczególnie w przypadku badań 

przesiewowych, ponieważ w przypadku pobierania materiału z innych okolic ciała, wyniki 

dotyczące kolonizacji bakteriami z rodzaju Staphylococcus mogą być znacząco 

niedoszacowane. Przeprowadzona analiza wykazała również dwukrotnie wyższy poziom 

odsetka kolonizacji S. aureus u rasy Uhruska w porównaniu z owcami rasy Świniarka, co 

może wskazywać na istotnie wyższy poziom mechanizmów obronnych związanych 

z kolonizacją u klinicznie zdrowych zwierząt rasy bardziej prymitywnej. Najczęstszymi 

miejscami pobierania próbek u owiec są skóra wymienia lub strzyku oraz jama nosowa lub 

błona śluzowa odbytu, w przeciwieństwie do jamy ustnej (Haag i in., 2019), która, co 

wykazano również w niniejszych badaniach, jest głównym miejscem kolonizacji przez 

S. aureus. Obecność S. aureus w jamie ustnej u dorosłych zwierząt prawdopodobnie sprzyja 

także pionowej transmisji tego mikroorganizmu między matką a nowonarodzonym 

jagnięciem, ponieważ lizanie jest częścią naturalnego zachowania związanego 

z nawiązywaniem zdrowej więzi matka-jagnię, uczeniem się zapachu i zachęcaniem do 

pobierania siary. Lizanie przez matkę jest również niezbędne dla higieny i rozpoznawania 

potomstwa w stadzie. Badanie przeprowadzone przez Campos i in. (2023) na klinicznie 

zdrowych ochotnikach wykazało, że podobnie jak u owiec, jama ustna człowieka jest 

również bardzo często skolonizowana przez szczepy S. aureus. Co więcej jama nosowa 

i ustna mogą być niezależnie kolonizowane przez różne szczepy należące do gatunku 

S. aureus, na przykład o różnych profilach oporności, co jest niezwykle istotne 

z epidemiologicznego punktu widzenia. Przeprowadzone w publikacji nr 2 badania 

wykazały również obecność zróżnicowanych szczepów S. aureus występujących u tego 

samego osobnika (owcy), ale izolowanych z różnych miejsc, co potwierdza, że izolacja tylko 

jednego potencjalnie reprezentatywnego szczepu nie odzwierciedla pełnego poziomu 

oporności i/lub wirulencji szczepów S. aureus występujących u danego gospodarza. 

Potwierdzono również, że poziom kolonizacji S. aureus u owiec nie jest wartością stałą 

i zmienia się nie tylko w zależności od rasy i miejsca pobrania, ale zależy także od stanu 

fizjologicznego, np. związanego z ciążą. Wykazano, że w czasie okresu ciąży, niezależnie 

od jej etapu (początkowego lub końcowego), poziom kolonizacji S. aureus istotnie wzrasta 
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(trzykrotnie) w porównaniu z okresem przedciążowym i spada dwukrotnie po porodzie, 

w porównaniu z ostatnim okresem ciąży, co było szczególnie widoczne u rasy Świniarka. 

Jest to prawdopodobnie związane z faktem, iż w czasie ciąży obserwuje się zmiany 

w składzie i rozmieszczeniu komórek układu odpornościowego oraz wahania stężenia 

cytokin. Jest to niezbędne dla utrzymania płodu w tym okresie, ale zjawisko to może osłabiać 

poziom odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowej (Downs i in., 2018; Greguła-Kania i in., 2020) 

i wskazywać na zmniejszone zaangażowanie mechanizmów obronnych matki w okresie 

fizjologicznej ciąży. Przekłada się to z kolei na wyższy odsetek kolonizacji 

mikroorganizmami komensalnymi, takimi jak S. aureus, lub zmianę ich statusu na patogen 

i większą zdolność do wywoływania zakażeń, w porównaniu z okresem przed ciążą. Warto 

również zauważyć, że brak izolacji S. aureus od owiec rasy Świniarka przed ciążą może 

wynikać z faktu, że ta prymitywna rasa jest bardziej odporna na kolonizację (Hahaj-

Siembida i in., 2025). W publikacji nr 1 z kolei potwierdzono wysoki odsetek występowania 

bakterii z rodzaju Staphylococcus (70%) w mleku owiec będących w laktacji. Zjawisko to 

może być wynikiem różnych procesów, również związanych z występowaniem stanu 

patologicznego. W zależności od zastosowanych kryteriów, obecność tzw. głównych 

patogenów (do których zalicza się E. coli, S. agalactiae i S. aureus) determinuje klasyfikację 

danego przypadku jako klinicznego lub subklinicznego mastitis (Loncaric i in., 2019). Co 

ciekawe, w niniejszym badaniu u owiec nie stwierdzono żadnych zmian klinicznych 

w wymieniu mimo obecności S. aureus w mleku, co potencjalnie mogłoby kwalifikować 

przypadki S. aureus-dodatnie jako subkliniczne mastitis. Niestety ze względu na krótki okres 

po porodzie ocena liczby komórek somatycznych u badanych zwierząt nie byłaby 

wiarygodna (Albenzio i in., 2019). Z kolei w przypadku izolacji CoNS istnieje duże 

prawdopodobieństwo, że przy braku objawów klinicznych u zwierząt może to być infekcja 

subkliniczna, zazwyczaj o podłożu środowiskowym, lub po prostu nosicielstwo. Vassielieou 

in. (2019) wykazali, że nosicielstwo koagulazoujemnych gatunków Staphylococcus 

w gruczołach mlekowych u owiec wynosi około 6,5%, podczas gdy odsetek izolacji 

szczepów CoNS w niniejszych badaniach wyniósł aż 30%; stąd trudno byłoby uznać 

wszystkie przypadki za nosicielstwo. Jak wykazali Fragkou i in. (2007) oraz Chajęcka-

Wierzchowska i in. (2023), status bakterii jako komensala, w sprzyjających warunkach (np. 

obniżona odporność u zwierząt) może zmienić się w patogen, prowadząc do mastitis. Proces 

ten najczęściej pojawia się w momencie odsadzenia (Vasileiou i in., 2019). 

W przeprowadzonej analizie niektóre gatunki CoNS, takie jak S. xylosus lub S. simulans, 

powtarzały się znacznie częściej w wynikach bo zostały wyizolowane odpowiednio u ponad 



 

122 

 

22% i 14% zwierząt, przy czym należy wskazać, że profil gatunkowy CoNS w tym 

przypadku może być odmienny lub bardziej zróżnicowany. Wśród gatunków CoNS, 

w zależności od położenia geograficznego i dominującego gatunku środowiskowego, różne 

gatunki mogą być izolowane z różną częstotliwością (Vasileiou i in., 2019), przykładowo 

S. xylosus i S. simulans były najczęściej izolowanymi gatunkami w niniejszych badaniach, 

podczas gdy inni badacze wykryli je odpowiednio na poziomie zaledwie 17% i 9%, a nawet 

w znacznie niższym odsetku, na poziomie pojedynczych przedstawicieli tych gatunków 

(Achek i in., 2019). Bakterie CoNS stanowią również dominującą mikrobiotę skóry owiec 

(Wesołowska i in., 2023), dlatego ich obecność może mieć nie tylko pochodzenie 

środowiskowe ale zakażenia wymienia mogą mieć źródło endogenne. Niestety ze względu 

na niewielką liczbę izolatów CoNS w przeprowadzonych badaniach, nie wykazano korelacji 

między gatunkiem CoNS a rasą zwierząt. W przypadku izolatów S. aureus poziom izolacji 

u obu ras był zbliżony; dlatego trudno było wskazać specyficzność związaną z rasą 

gospodarza (Uhruska vs Świniarka). Jednakże, wyższy niż w przypadku badań innych 

autorów odsetek izolacji S. aureus (40%) i CoNS (30%) u zwierząt może być związany 

z faktem, że owce pochodziły z jednej fermy i mogło dojść do bezpośredniej transmisji 

szczepów lub gatunków ze względu na bliski kontakt zwierząt. Jedną z przyczyn może być 

również stała obecność określonego szczepu S. aureus na fermie, którego głównym źródłem 

niekoniecznie są zwierzęta, a raczej mogą to być hodowcy lub osoby zajmujące się na co 

dzień zwierzętami. Przykładowo, badania Leroy i in. (2019) wykazały, niski wskaźnik 

nosicielstwa S. aureus u owiec (9-14%), podczas gdy wskaźnik nosicielstwa u hodowców 

był dość wysoki, sięgając nawet 60%. Stały kontakt między zwierzętami i obecność ssących 

jagniąt może być również jednym z czynników predysponujących do tak wysokiego odsetka 

S. aureus w mleku owczym (Vasileiou i in., 2019b). Jest to związane z potencjalnym 

krzyżowym ssaniem innych matek i rozprzestrzenianiem się patogenu wśród zwierząt 

tą drogą.  

Analiza ekspresji genów wybranych markerów procesu zapalnego w odniesieniu do 

występowania S. aureus u zwierząt w różnych okresach fizjologicznych 

Istotną obserwacją poczynioną w badaniach własnych jest fakt, iż S. aureus pojawia się 

u owiec rasy Świniarka (rasa natywna) jedynie w okresie ciąży, co może wynikać 

z fizjologicznego efektu immunosupresji w tym czasie. W poprzednim badaniu 

przeprowadzonym przez Greguła-Kania i in. (2020) obserwowano zmiany parametrów 
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białych krwinek (liczba leukocytów i odsetek limfocytów zmniejszał się, a liczba 

granulocytów wzrastała), co miało wpływ na utrzymanie płodu i efekt immunosupresji. 

Z drugiej strony organizm gospodarza byłby bardziej podatny na kolonizację przez bakterie, 

m. in. S. aureus. Dlatego w badaniach własnych dokonano analizy porównawczej dwóch 

grup zwierząt (zdrowych klinicznie nosicieli S. aureus oraz zwierząt u których nie wykazano 

obecności S. aureus) w odniesieniu do poziomu ekspresji wybranych genów cytokin i białek 

ostrej fazy. Zakażenie bakteryjne, a nawet nosicielstwo bakterii u przeżuwaczy może 

prowadzić do ogólnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej, objawiającej się zwiększoną 

ekspresją cytokin we krwi. Zmiany te odzwierciedlają aktywację układu odpornościowego 

(Kaminska i in., 2024). W badaniach własnych przeprowadzono analizę ekspresji genów 

cytokin IL-6, TNF-α, IL-1α i IL-1β. Ich funkcje obejmują regulację procesu zapalnego 

i odpowiedzi na zakażenie. IL-6 jest wydzielana przez makrofagi i komórki śródbłonka; 

stymulując produkcję białek ostrej fazy w wątrobie i wspomagając różnicowanie limfocytów 

B i T, w tym komórek Th17. Oś Th17/IL-17 stanowi główną obronę przed patogenami 

zewnątrzkomórkowymi, takimi jak S. aureus u ludzi i zwierząt, ponieważ odpowiada 

za mobilizację neutrofili w miejscu zakażenia, wzmacnianie bariery nabłonkowej 

i indukowanie aktywności peptydów przeciwdrobnoustrojowych w skórze i błonach 

śluzowych (Bröker i in. 2016; Mills i in. 2022). 

Warto podkreślić, że w badaniach własnych zaobserwowano różnice istotne statystycznie 

między grupami badawczymi w przypadku ekspresji genów IL-6 i Hp, ale tylko w okresie 

ciąży. Co więcej, poziom aktywności wybranych mechanizmów odpornościowych może 

być skorelowany z rasą zwierząt, ponieważ zaobserwowano istotny wzrost ekspresji 

zarówno genu IL-6, jak i Hp w okresie ciąży w leukocytach owiec rasy Uhruska u nosicieli 

S. aureus w porównaniu ze zwierzętami, u których nie stwierdzono obecności S. aureus. 

Podobne tendencje zaobserwowano u owiec rasy Świniarka, jednak różnice te nie zostały 

potwierdzone statystycznie. Haptoglobina jest syntetyzowana w odpowiedzi na prozapalną 

cytokinę IL-6, której ekspresja genu była również zwiększona w leukocytach owiec, 

u których został wykazany S. aureus. U bydła ekspresja mRNA haptoglobiny wzrasta 

zarówno w wątrobie, jak i gruczole mlekowym po zakażeniu S. aureus, a wzrost ten jest 

zauważalny już 48 godzin po zakażeniu (Abdelmegid i in., 2017). Należy podkreślić, iż 

większość dotychczasowych badań nad odpowiedzią immunologiczną przeżuwaczy 

opierała się na analizie komórek somatycznych mleka lub komórek śródbłonka wymienia. 

W badaniach własnych analizy przeprowadzono w leukocytach krwi. Należy również 
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podkreślić, iż haptoglobina silnie hamuje wiązanie hemu przez receptor IsdH S. aureus 

kompleksu Hp–Hb. Hp zapobiega pobieraniu żelaza z hemoglobiny przez patogeny, co 

z kolei ogranicza ich wzrost (Mikkelsen i in., 2020). Zakażenie S. aureus może stymulować 

odpowiedź immunologiczną gospodarza w różnym stopniu, co z kolei determinuje 

intensywność procesu zapalnego. Również badanie przeprowadzone przez Gilberta i in. 

(2013) wykazało iż podczas zakażenia wywołanego przez S. aureus aktywowane są głównie 

szlaki AP-1 i IL-17A, co wskazuje na tendencję do przewlekłego i subklinicznego przebiegu 

infekcji. Słaba aktywacja odpowiedzi immunologicznej przez S. aureus może pozwolić 

bakteriom uniknąć eliminacji przez układ odpornościowy gospodarza. Pomimo, iż 

przeprowadzono wiele badań mających na celu wyjaśnienie złożonych procesów 

fizjologicznych i komórkowych zachodzących w odpowiedzi na patogeny, mechanizmy 

ochronne wciąż nie są do końca jasne. Warto również zauważyć, że badania nad ekspresją 

genów układu odpornościowego u owiec, w porównaniu z innymi gatunkami (bydło, świnie) 

są bardzo skąpe, a potencjalne mechanizmy korelacji między aktywacją procesów zapalnych 

a obecnością S. aureus wciąż nie są w pełni poznane (Vautor i in., 2009; Renna i in., 2019). 

 

Zwierzęta towarzyszące (psy i koty) 

Bakterie z rodzaju Staphylococcus występują zarówno u ludzi, jak i u zwierząt 

towarzyszących, dlatego dwukierunkowy transfer tej grupy bakterii jest możliwy i częsty, 

szczególnie w przypadku koagulazododatnich Staphylococcus (Cuny i in. 2022). Badania 

przedstawione w publikacji nr 5, wykazały stosunkowo wysoką częstość występowania 

Staphylococcus spp. u zwierząt towarzyszących, szczególnie u psów, u których wykryto 

te mikroorganizmy aż u 52,3% badanych zwierząt. Wśród kotów odsetek występowania 

Staphylococcus spp. wykazano zaledwie na poziomie 34,4%, przy czym wśród 

zidentyfikowanych gatunków przeważały szczepy koagulazoujemne, ponieważ tylko 25% 

wszystkich szczepów wyizolowanych od kotów przypisano do dwóch koagulazododatnich 

gatunków: S. aureus i S. pseudintermedius. Uzyskane wyniki są nieco odmienne 

w porównaniu z wynikami prewalencji, uzyskanymi  przez innych autorów, również 

w Polsce. Należy jednak zauważyć, że odsetek izolacji i skład gatunkowy Staphylococcus 

spp. zależą w dużej mierze od stanu klinicznego gospodarza, miejsca izolacji i poziomu 

kontaktu z ludźmi. Badania przesiewowe przeprowadzone przez Miszczak i in. (2022) 

na klinicznie zdrowych psach i kotach i z objawami infekcji, wykazały wyższą częstość 
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występowania Staphylococcus spp. u kotów w porównaniu z psami oraz przewagę gatunków 

takich jak S. felis i S. epidermidis, a przykładowo w niniejszym badaniu odsetek izolacji 

u któw był na niskim poziomie, a S. felis, gatunek blisko związany z kotem jako gospoarzem, 

został wyizolowany tylko od jednego kota. Z kolei w badaniu przeprowadzonym przez 

Bierowiec i in. (2021) wykazano, że trzymanie kotów razem z psami determinuje zmienność 

profilu gatunkowego Staphylococcus i sprzyja wyższej częstości występowania 

S. pseudintermedius, gatunku związanego głównie z psem jako gospodarzem. Podobnie 

większy kontakt zwierząt z ludźmi może prowadzić do wyższej częstości występowania 

S. aureus u tych pierwszych (Bierowiec i in. 2016). Badany region jest również czynnikiem 

modulującym profil gatunkowy Staphylococcus u zwierząt towarzyszących, a nawet ich 

właścicieli. Gatunek zwierząt towarzyszących i poziom kontaktu między ludźmi a tymi 

zwierzętami w dużej mierze zależą od różnic kulturowych i tradycji panujących w danym 

regionie lub kraju. Na przykład w badaniu przeprowadzonym przez Abdullahi i in. (2024) 

w Hiszpanii u zdrowych klinicznie psów i ich właścicieli, S. epidermidis i S. hominis 

dominowały u obu gatunków, co może wskazywać na bliski kontakt i prawdopodobieństwo 

wzajemnej wymiany tcyh mikroorganizmów. Ponadto Cuny i in. (2022) wykazali, że 

S. aureus jest przenoszony częściej między ludźmi i zwierzętami niż S. pseudintermedius 

między psami i ich właścicielami. Jednak, podobnie jak w badaniach innych autorów 

(Kasprowicz i in. 2011, Nocera i in. 2025), najwyższy odsetek izolatów Staphylococcus 

uzyskano ze skóry i błony śluzowej jamy ustnej badanych zwierząt, co potwierdza, że 

obszary te są miejscami predylekcyjnymi do pobierania materiału do badań przesiewowych. 

Pobieranie kału lub wymazów z odbytu do badań przesiewowych w kierunku izolacji 

i analizy Staphylococcus może dawać wyniki fałszywie ujemne. Niski odsetek gatunków 

Staphylococcus w mikrobiomie jelitowym u psów potwierdzają również badania oparte na 

sekwencjonowaniu genomu mitochondrialnego (Thomsen i in. 2023). 

 

Zwierzęta wolno żyjące (lisy rude) 

Lis rudy (Vulpes vulpes), czyli jeden z najpospolitszych gatunków w Polsce i innych krajach 

europejskich (Jackowiak i in., 2021; Delcourt i in., 2022), jest doskonałym przykładem 

gatunku, który może być biomarkerem rzeczywistego zanieczyszczenia środowiska. 

Charakteryzuje się on stosunkowo wysokim potencjałem migracyjnym, co jest szczególnie 

istotne w przypadku szczepów analizowanych w niniejszym badaniu. Kolejnym elementem 
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wskazującym na przydatność lisa rudego jako gatunku wskaźnikowego jest jego wysoki 

potencjał synantropizacji i bardzo zróżnicowana dieta. Dość powszechna obecność lisów 

rudych w miastach i w pobliżu gospodarstw hodowlanych, wiąże się z łatwym dostępem do 

źródeł pożywienia (np. śmietników) (Jackowiak i in., 2021). Z drugiej strony, 

wszystkożerność tej grupy zwierząt zwiększa możliwość kumulacji różnego rodzaju 

patogenów i szczepów wielolekoopornych, w tym gatunków komensalnych czy tzw. bakterii 

wskaźnikowych, które mogą łatwo przenosić geny oporności, a nawet wirulencji, na gatunki 

ściśle patogenne poprzez horyzontalny transfer genów (HGT) (Nowakiewicz i in., 2020a). 

Bogaty panel czynników wirulencji w połączeniu z licznymi mechanizmami nabywania 

lekooporności poprzez HGT stwierdzono również u bakterii Staphylococcus (Cheung i in., 

2021; Howden i in., 2023). W pierwszym etapie badań przeprowadzonych w publikacji nr 

5, analizowano występowanie i zakres gatunków Staphylococcus w próbkach pobranych 

z dwóch obszarów ciała lisów rudych, tj. jamy ustnej i błony śluzowej odbytu. Większość 

pozytywnych izolacji (46,4%), pochodziła z próbek błony śluzowej jamy ustnej; a zaledwie 

29% próbek pobranych z odbytu było dodatkich pod kątem obecności Staphylococcus.  

Prawie trzy czwarte tych szczepów (81,4%) należało do CoPS (wynik istotnie statystyczny). 

Dlatego też niniejsze badania potwierdziły również u lisów rudych, że w badaniach 

przesiewowych dotyczących izolacji Staphylococcus znacznie bardziej wskazane jest 

pobieranie próbek z jamy ustnej niż z odbytu. Wyniki badań potwierdziły również 

dominujący profil gatunkowy Staphylococcus u lisów rudych. Badania Nowakiewicz i in., 

2016 również wykazały, że 60% tych zwierząt było skolonizowanych przez 

S. pseudintermedius. Z drugiej strony, obecne wyniki nie wskazują na statystycznie istotne 

różnice w częstości izolacji S. pseudintermedius między próbkami pobranymi z jamy ustnej 

i odbytu. Podobnie, dane przedstawione przez Paula i in. (2012) oraz Rubina i Chirino-Trejo 

(2011) w badaniach na psach wskazywały na porównywalny stopień kolonizacji gardła 

i odbytnicy przez S. pseudintermedius. Należy podkreślić, iż pomimo, że gatunek ten 

dominuje u psowatych, jest coraz częściej izolowany również od ludzi (Carroll i in., 2021). 

Jednakże bakterie te są izolowane tylko od pacjentów z obniżoną odpornością 

i współistniejącymi chorobami metabolicznymi (Yarbrough i in., 2018), podczas gdy zdrowi 

ludzie, którzy mają codzienny kontakt z psami (właściciele, lekarze weterynarii, hodowcy 

i inny personel weterynaryjny) są zazwyczaj kolonizowani przez ten gatunek jedynie 

tymczasowo (Carroll i in., 2021). S. aureus został wykazany jako drugi co do liczebności 

wśród gatunków Staphylococcus, kolonizujących lisa rudego. Jest on obecny u wielu 

gatunków zwierząt i istnieje wiele doniesień literaturowych na temat występowania 
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i znaczenia epidemiologicznego tego gatunku również u zwierząt wolno żyjących 

(Abdullahi i in., 2021; Heaton i in., 2020; Martínez-Seijas i in., 2023). W zależności od 

gatunku zwierzęcia i protokołu izolacji, częstość występowania S. aureus waha się od 0% 

do nawet ponad 90% (Feßler i in., 2018; Heaton i in., 2020; Martínez-Seijas i in., 2023; 

Monecke i in., 2016). Jednak w przypadku lisa rudego liczba publikacji na temat 

występowania i charakterystyki S. aureus jest ograniczona (Heaton i in., 2020; Monecke 

i in., 2016; Nowakiewicz i in., 2016; O’Hagan i in., 2021) dlatego uzyskane dane stanowią 

cenne uzupełnienie dotychczasowych informacji w zakresie prewalencji i zróżnicowania 

profili gatunkowych Staphylococcus występujących u lisa rudego. 

 

Profile lekowrażliwości szczepów Staphylococcus izolowanych od różnych gatunków 

zwierząt 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

U zwierząt gospodarskich (owiec) zostały przeprowadzone dwa typy analiz porównawczych 

w odniesieniud do dwóch ras tych zwierząt (Uhruska i Świniarka). W publikacji nr 2 badania 

były skoncentrowane przede wszystkim na analizie profili lekowrażliwości S. aureus 

izolowanych z różnych miejsc i w różnych okresie przed i poporodowym, natomiast 

w publikacji nr 1 analizowano lekowrażliwość szczepów Staphylococcus spp. izolowanych 

wyłącznie z mleka. Jak wskazano wcześniej, rodzaj Staphylococcus jest izolowany w 70% 

przypadkach klinicznego mastitis owiec (przy czym najczęściej zgłaszanym gatunkiem jest 

S. aureus) ale jednocześnie stanowi jeden z głównych składników mikrobioty skóry i błon 

śluzowych tych zwierząt (Vasileiou i in., 2019). Połączenie wysokiego poziomu oporności 

na antybiotyki i bogatego zestawu czynników wirulencji sprawia, że S. aureus  oraz inne 

gatunki izolowane od owiec i ich mleka stanowi zagrożenie dla zdrowia publicznego. 

Badania wykazały stosunkowo wysoki poziom lekooporności wśród wyizolowanych 

szczepów, z najwyższym poziomem oporności na klindamycynę, erytromycynę, 

tetracyklinę i penicylinę, co było zgodne z profilem oporności opisywanym przez innych 

autorów (Roșu i in., 2025; Papadopoulos i in., 2019). W przypadku szczepów S. aureus 

izolowanych z różnych miejsc,  46,6% z nich spełniało kryteria oporności wielolekowej. 

Z kolei oporność fenotypową na co najmniej jeden środek przeciwdrobnoustrojowy 

odnotowano aż u 88,6% wyizolowanych szczepów z mleka (publikacja nr 1). Spośród 
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wszystkich izolatów, tylko cztery szczepy S. aureus (wyizolowane od owiec rasy Świniarka) 

były wrażliwe na wszystkie badane środki przeciwdrobnoustrojowe, również u owiec tej 

rasy zaobserwowano tylko jeden szczep MDR. Natomiast izolaty pochodzące z mleka od 

owiec rasy Uhruska były oporne i aż siedem z nich (43% wszystkich izolatów UHR) 

zarówno z grupy CoNS, jak i należących do S. aureus zostało zaliczonych do grupy 

szczepów MDR. Z jednej strony, wysoki ogólny poziom lekooporności może być związany 

z częstym stosowaniem penicylin, tetracyklin i aminoglikozydów w stadach owiec podczas 

leczenia zapalenia wymion, zapalenia płuc lub biegunki u jagniąt, co sprzyja rozwojowi 

presji selekcyjnej (Lianou i in., 2022). Z drugiej zaś zaobserwowano pewne zróżnicowanie 

w zależności od ras owiec. W przypadku oporności na tetracyklinę i chloramfenikol 

zaobserwowano statystycznie istotnie wyższą oporność u izolatów pochodzących od owiec 

rasy UHR w porównaniu ze zwierzętami rasy Świniarka. Podobną zależność odnotowano 

również w przypadku genów oporności na te antybiotyki, tj. odpowiednio cat (pC194) i tetL 

występowały statystycznie istotnie częściej u izolatów od owiec UHR w porównaniu ze 

zwierzętami rasy Świniarka. Wyniki te pozwalają sformowanie hipotezy, że bardziej 

prymitywna rasa (SW) owiec może być bardziej odporna na kolonizację wymienia przez 

Staphylococcus. Ze względu na niższą częstość występowania chorób rzadziej wymaga ona 

terapii celowanej, co wiąże się ze znacznie niższym odsetkiem szczepów opornych 

i wielolekoopornych zasiedlających gruczoł mlekowy tych zwierząt. Jednakże odsetek 

dodatnich izolatów Staphylococcus u obu ras zwierząt był podobny (SW 55% vs. UHR 

45%). Analiza profili lekooporności szczepów S. aureus izolowanych od owiec wykazała 

również wysoki odsetek szczepów opornych na gentamycynę, przekraczający 20%, co może 

z kolei wynikać ze stosowania kanamycyny u zwierząt, która może indukować oporność 

krzyżową na inne aminoglikozydy poza streptomycyną. Obecność genu acc(6')-Ie-, 

kodującego dwufunkcyjny enzym, który inaktywuje gentamycynę, kanamycynę, 

tobramycynę, netilmycynę i amikacynę poprzez fosforylację i/lub acetylację (Brdová i in., 

2024), potwierdzono w siedmiu z 25 izolatów opornych na gentamycynę. Wysoki poziom 

oporności fenotypowej na erytromycynę i klindamycynę jest bardzo powszechny, podobnie 

jak w niniejszych badaniach, i zazwyczaj wiąże się z obecnością enzymów, które nadają 

oporność indukowaną lub konstytutywną na antybiotyki MLSB (makrolidy, linkozamidy, 

sptreptograminy B) (Prabhu i in., 2011). Jednak w niniejszym badaniu tylko sześć szczepów 

wykazało obecność genu ermB, co wskazuje na konstytutywną oporność na antybiotyki 

MLSB, a trzy szczepy wykazywały inny mechanizm: obecność genu msrA kodującego 

mechanizm aktywnego usuwania makrolidów, również powszechny u szczepów 



 

129 

 

Staphylococcus (Ojo i in., 2006). W przypadku szczepów izolowanych z mleka owczego 

również został przeanalizowany identyczny panel genów, niemniej jednak, pomimo 

wysokiego odsetka szczepów opornych na erytromycynę i linkomycynę (odpowiednio 

31,4% i 25,7%), tylko dwa szczepy wykazały obecność genów erm, co można wytłumaczyć 

obecnością licznych innych mechanizmów kodujących ten typ oporności. Pomimo, że 

oporność MLSB jest najczęstszym mechanizmem oporności raportowanym u bakterii 

z rodzaju Staphylococcus; jednak może być związana z obecnością ponad 90 różnych genów 

(Loncaric i in., 2019). Jednocześnie tylko jeden szczep oporny na erytromycynę izolowany 

z mleka, wykazał obecność genu msrA kodującego oporność typu MSB. Fenotypowa 

oporność na tetracyklinę wśród izolatów pochodzących z mleka owiec była dość wysoka, tj. 

na poziomie 40%, podobnie jak w badaniach innych autorów (Fragkou i in., 2007). Podobnie 

wysoki odsetek oporności na ten antybiotyk (ponad 46%) zaobserwowano również wśród 

szczepów S. aureus izolowanych z różnych miejsc (publikacja nr 2) Tetracyklina jest 

antybiotykiem o szerokim spektrum działania, stosowanym od ponad 80 lat; dlatego 

oporność na nią jest powszechna u różnych gatunków mikroorganizmów, w tym 

Staphylococcus izolowanych od zwierząt domowych, gospodarskich i wolno żyjących 

(Gharsa i in., 2012). U szczepów izolowanych z mleka, dominującym genem 

odpowiedzialnym za oporność na tetracyklinę był tetL, obecny zarówno w szczepach 

S. aureus, jak i CoNS  u 25,7%. Z kolei u szczepów S. aureus izolowanych z różnych miejsc 

to gen tetK przenoszony przez plazmid jest najczęściej występującym genem oporności na 

tetracyklinę. Geny tetK i tetL kodują pompę efluksową, natomiast gen tetM, rzadziej 

występujący wśród S. aureus, koduje inny mechanizm oporności związany z blokowaniem 

możliwości wiązania antybiotyku do rybosomów (Jung i in., 2022) i, w przeciwieństwie do 

pozostałych genów wymienionych powyżej, odpowiada również za oporność na 

minocyklinę i doksycyklinę (Trzcinski i in., 2000). W badaniu, w którym zostały 

przeanalizowane wyłącznie szczepy wyizolowane z mleka owczego, gen tetM występował 

tylko w szczepach CoNS. Gen tetM, jak wskazują inni autorzy, jest związany głównie 

z gatunkiem S. xylosus (Jung i in., 2022), co również potwierdziły również wyniki badań 

własnych. Ze względu na swoją mobilność, rozprzestrzenia się dość łatwo między szczepami 

nawet bez presji selekcyjnej, determinując wysoki poziom oporności na tetracyklinę, 

również wśród innych poza Stahylococcus rodzajów bakterii Gram-dodatnich, jak np. 

Enterococcus. Należy również wskazać, że możliwe jest jednoczesne występowanie co 

najmniej dwóch różnych genów tet u tego samego szczepu. Jeśli kodują one dwa różne 

mechanizmy oporności, mogą potencjalnie dawać efekt synergistyczny związany ze 
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zmniejszeniem strefy zahamowania lub wzrostem wartości MIC (Trzcinski i in., 2000). Dość 

interesujący wydaje się fakt, że fenotypową oporność na fenikole zaobserwowano u ponad 

17% izolatów pochodzących z mleka, ale tylko u gatunków S. aureus. Co więcej, wykazano 

obecność jednego lub dwóch genów oporności na chloramfenikol w dwóch szczepach 

CoNS, podczas gdy ich ekspresji nie zaobserwowano. Oporność na chloramfenikol jest 

zjawiskiem nieoczekiwanym, ponieważ lek ten nie jest zatwierdzony do stosowania 

u zwierząt i ludzi ze względu na swoją toksyczność; dlatego niektórzy badacze albo w ogóle 

nie analizują tego typu oporności (Leroy i in., 2019), albo nie wykazują jej ekspresji 

(Wesołowska i in., 2023). Oba geny kodują produkcję acetylotransferaz typu A i są 

zlokalizowane na plazmidach (p221 i p194), co gwarantuje ich szybkie rozprzestrzenianie 

się. Mogą występować pojedynczo na plazmidach, ale często współwystępują z innymi 

genami kodującymi oporność na streptomycynę lub makrolidy lub stanowią część plazmidu 

wieloopornościowego, co może częściowo wyjaśniać fenotypową i genetyczną oporność na 

chloramfenikol obserwowaną w niniejszych badaniach, mimo że lek ten nie był stosowany 

u zwierząt. Z kolei w przypadku szczepów S. aureus izolowanych z różnych miejsc oporność 

na fenikole była zdecydowanie niższa i tylko u trzech z siedmiu szczepów opornych na 

chloramfenikol wykazano obecność genu cat kodującego acetylotransferazę. Pomimo 

zakazu stosowania niefluorowanych fenikoli u zwierząt, geny kodujące acetylotransferazę 

są dość powszechne wśród szczepów Staphylococcus i Enterococcus u zwierząt 

hodowlanych i wolno żyjących ze względu na ich łatwość rozprzestrzeniania się 

(Nowakiewicz i in., 2016; Mascaro i in., 2019). W przypadku oporności na penicylinę, tylko 

połowa, a nawet mniejsza część szczepów opornych fenotypowo na penicylinę posiadała 

gen blaZ, najczęściej odpowiedzialny za oporność i za produkcję penicylinazy. Wykazano 

jednak, że obecnie istnieje szereg innych mechanizmów związanych z opornością na β-

laktamy (Brdová i in., 2024), w związku z tym korelacja między występowaniem najczęściej 

występujących genów a opornością fenotypową na tę grupę antybiotyków może być niska. 

Chociaż gatunki CoNS były przez długi czas uważane za mniej wirulentne, wielu badaczy 

uważa je za naturalny rezerwuar różnych mechanizmów oporności przekazywanych drogą 

wymiany poziomej (Abdullahi i in., 2024). W przypadku izolatów pochodzących z mleka 

badanych owiec potwierdzono tę obserwację, poprzez wykazanie obecności licznych genów 

oporności na: tetracykliny, aminoglikozydy, makrolidy i chloramfenikol w wielu szczepach 

CoNS. Co ciekawe, gen kodujący aph(3')-IIIa (kodowaną na plazmidzie fosfotransferazę 

aminoglikozydową) i odpowiedzialny za oporność na kanamycynę i neomycynę (Giacinti 

i in., 2017) był również dominujący u szczepów CoNS. Chociaż dominacja ta nie była 
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statystycznie istotna, wyniki te mogą potwierdzać istotną rolę szczepów CoNS jako 

rezerwuarów genów oporności przekazywanych horyzontalnie. Ponieważ nie określono 

fenotypowej oporności na kanamycynę i neomycynę, nie wiadomo, czy obecność genu 

aph(3)-IIIa koreluje z fenotypową ekspresją oporności na te leki przeciwdrobnoustrojowe, 

zwłaszcza w szczepach CoNS, ponieważ cztery szczepy należące do tej grupy wykazywały 

również obecność innych genów oporności odpowiedzialnych za niewrażliwość na 

tetracyklinę, chloramfenikol i aminoglikozydy, w tym gentamycynę (tetL, tetM, cat 

(pC194), acc(6’)-Ie-), ale bez ich fenotypowej ekspresji. Zjawiska tego nie zaobserwowano 

w żadnym ze szczepów S. aureus.  

 

Zwierzęta towarzyszące (psy i koty) 

Ponieważ koagulazododatnie gatunki Staphylococcus u zwierząt towarzyszących mają 

największe znaczenie epidemiologiczne, dalsza analiza została ograniczona do gatunków 

S. aureus i S. pseudintermedius. W przypadku badań przeprowadzonych w publikacji nr 4, 

większość koagulazododatnich szczepów pochodziła od psów, zatem wszystkie oporne 

izolaty pochodziły od tego gatunku zwierząt. Zaobserwowano bardzo wysoki odsetek 

oporności fenotypowej na powszechnie stosowane antybiotyki i podobnie jak w przypadku 

szczepów izolowanych od owiec były to β-laktamy, tetracyklinę, klindamycynę 

i erytromycynę. Odsetek oporności wahał się od 80 do 60% w zależności od antybiotyku, co 

jest związane z powszechnym stosowaniem tych grup antybiotyków u psów, zwłaszcza β-

laktamów (Caneschi i in. 2023). Dla większości klas antybiotyków nie stwierdzono 

statystycznie istotnych różnic w poziomie oporności między S. aureus 

a S. pseudintermedius; jedynie oporność u S. pseudintermedius była istotnie wyższa niż 

u S. aureus w przypadku sulfametoksazolu/trimetoprimu. Wysoki poziom oporności na 

poszczególne antybiotyki przełożył się również na odsetek oporności wielolekowej, który 

u obu gatunków wynosił 60-70%, chociaż ponownie nie zaobserwowano statystycznie 

istotnych różnic między nimi. Wynik ten nie jest zaskakujący, ponieważ szczepy obu 

gatunków pochodziły od tych samych zwierząt i były poddane tej samej presji selekcyjnej. 

Należy również zauważyć, że oporność fenotypowa często zbiegała się z obecnością 

najpowszechniej notowanych u Staphylococcus genów oporności. Wśród szczepów 

S. pseudintermedius został wykazany znacznie bogatszy panel genów (statystycznie istotnie 

wyższy poziom), w tym blaZ, msrA, ermB, tetM i aac(6′)-Ie-aph(2″)), które, z wyjątkiem 
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blaZ, były obecne tylko u S. pseudintermedius. Obecność ermB, ermC, aph(3)-IIIa i fusB 

również zaobserwowano tylko u tego gatunku. Podobne wyniki uzyskali Miszczak i in. 

2025, chociaż w tym badaniu nie określono istotności statystycznej różnic między 

opornością S. aureus i S. pseudintermedius. Warto podkreślić, że gen fusB zależny od 

plazmidu, warunkujący oporność na fusydany, został wykryty u trzech szczepów 

S. pseudintermedius. Ze względu na bardzo wąskie spektrum działania, fusydany są 

stosowane głównie u ludzi w leczeniu zakażeń metycylinoopornymi szczepami S. aureus. 

Generalnie, nawet wśród szczepów MRSA izolowanych od ludzi, oporność na fusydany jest 

dość niska i nie przekracza kilku procent (Zhao i in., 2021), podczas gdy w badaniach 

własnych aż dwa szczepy fusB-dodatnie należały do MRSP, co wydaje się być zjawiskiem 

dość niepokojącym. Kolejnym godnym uwagi faktem jest obecność genu aac(6′)-Ie-

aph(2″)), kodującego enzym modyfikujący aminoglikozydy, na poziomie aż 24% wśród 

szczepów S. pseudintermedius. Gen ten odpowiada za inaktywację bardzo szerokiej gamy 

aminoglikozydów, w tym gentamycyny, kanamycyny, tobramycyny, netilmycyny 

i amikacyny. Są one szeroko stosowane zarówno w medycynie ludzkiej, jak 

i weterynaryjnej, a oporność na te antybiotyki znacząco ogranicza możliwości 

terapeutyczne, w tym zniesienie efektu synergistycznego w przypadku stosowania 

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

 

Zwierzęta wolno żyjące (lisy rude) 

Ponieważ zwierzęta wolno żyjące nie są poddawane celowanej terapii, zjawiskiem 

spodziewanym był znacznie niższy odsetek izolatów lekoopornych w porównaniu do  

zwierząt towarzyszących i gospodarskich. Jednak pomimo zastosowania standardowej 

metody selekcji szczepów do dalszej analizy (losowo wybrany szczep z każdej dodatniej 

próbki o typowej morfologii uzyskanej na podłożu odżywczym bez suplementacji 

antybiotyków), tylko połowa koagulazododatnich izolatów Staphylococcus wykazywała 

fenotypową wrażliwość na wszystkie testowane leki przeciwdrobnoustrojowe. Jednocześnie 

wykazano tylko cztery szczepy spełniające kryterium lekooporności zaproponowane przez 

Magiorakos i in. (2012). Niemniej jednak wyniki uzyskane w niniejszym badaniu 

potwierdziły, że oporność na penicylinę, tetracyklinę, makrolidy i klindamycynę jest to 

najczęstsze typy oporności wśród szczepów izolowanych od lisów rudych. Co więcej, 

ogólnoświatowe raporty dotyczące lekooporności (Europejski Urząd ds. Bezpieczeństwa 
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Żywności, Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorób, 2022; Nielsen i in., 

2020) potwierdzają ten sam profil dla szczepów izolowanych również od człowieka, innych 

gatunków zwierząt i ze środowiska. Z drugiej zaś strony badania własne nie wykazały 

oporności na fluorochinolony, fenikole, oksazolidynony metycylinę u żadnego z badanych 

szczepów, a jedynie pojedyncze izolaty wykazywały oporność lub średnią wrażliwość na 

ryfampicynę, streptograminy i nitrofurantoinę. Wyniki te są porównywalne z wynikami 

innych autorów dotyczącymi zwierząt wolno żyjących, ponieważ odnotowano jedynie 

pojedyncze przypadki oporności S. aureus na te środki przeciwdrobnoustrojowe u szczurów 

i innych gryzoni, jeży, dzików i niektórych naczelnych innych niż człowiek (Himsworth 

i in., 2014; Monecke i in., 2016; Sousa i in., 2017; Roberts i in., 2018). Koagulazododatnie 

gatunki Staphylococcus, izolowane od lisów rudych w badaniach własnych, 

charakteryzowały się natomiast się dość specyficznym profilem oporności wskazującym na 

pewną korelację między tymże profilem a gatunkiem szczepu. Wykazano, iż oporność na 

penicylinę była dominującym typem oporności fenotypowej szczepów S. aureus, co 

w większości przypadków zostało potwierdzone również obecnością genu blaZ, podczas 

gdy oporność na tetracyklinę dominowała zarówno fenotypowo, jak i genotypowo wśród 

izolatów S. pseudintermedius. Oporność na tetracyklinę została potwierdzona dominującą 

obecnością genu tetM, ale w trzech przypadkach wykazano również obecność genu tetK, 

który odpowiada za oporność na tetracyklinę, ale jak wskazano powyżej, działa poprzez inny 

mechanizm (Grossman, 2016). Co ciekawe, w badaniach własnych oraz innych autorów 

wykazano, iż u szczepów izolowanych od zwierząt towarzyszących (głównie 

S. pseudintermedius), oporność na penicylinę generalnie przeważała, a oporność na 

tetracyklinę była zazwyczaj znacznie mniej rozpowszechniona (Ruzauskas i in., 2016; 

Bierowiec i in., 2021; Glajzner i in., 2023). Tak wysoki poziom oporności na tetracyklinę 

wśród szczepów izolowanych od lisów rudych może być związany z faktem, że w Polsce 

nadal prowadzi się doustne szczepienia przeciwko wściekliźnie, a skuteczność szczepionki 

ocenia się u zwierząt wolno żyjących (w tym lisów rudych) poprzez monitorowanie 

odkładania się tetracykliny w kościach zwierząt (ponieważ szczepionka jest znakowana 

tetracykliną). Fluorescencja obserwowana w wycinkach kości zwierząt poddanych 

obowiązkowemu monitoringowi dowodzi, że szczepionka została skutecznie podana. 

Ponieważ wiele zwierząt wolno żyjących jest narażonych na bezpośrednią ekspozycję na 

tetracyklinę, odsetek szczepów S. pseudintermedius opornych na tetracyklinę był w tym 

badaniu również wysoki. Aby jednak wyjaśnić dokładny mechanizm genezy tego zjawiska, 

zaobserwowanego tylko w przypadku S. pseudintermedius kolonizującego lisy, należałoby 
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przeprowadzić dalsze badania porównawcze i przeanalizować więcej niż jeden izolat 

Staphylococcus pochodzący od danego zwierzęcia pod kątem obecności tetracykliny 

w wycinkach jego kości. Dodatkową obserwacją wartą odnotowania w badaniach własnych 

jest obecność niektórych genów oporności (kodujących oporność na aminoglikozydy 

i makrolidy) w szczepach, które nie wykazywały ekspresji fenotypowej, np. genu msrA, 

który odpowiada za kodowanie mechanizmu pompy efflux (makrolidy i streptograminy) 

i genu aac(6′)-Ie/aph (2″), który z kolei jest odpowiedzialny za produkcję enzymów 

dotyczących oporności na większość aminoglikozydów z wyjątkiem streptomycyny 

(Hauschild i in., 2007). Jest bardzo prawdopodobnym, że szczepy te charakteryzują się 

zmniejszoną wrażliwością, niewykrywalną metodą dyfuzjno-krązkową, którą zastosowano 

w badaniach własnych lub z powodu mutacji (np. przesunięcia ramki odczytu), geny te nie 

uległy ekspresji funkcjonalnej (Hauschild i in., 2007). Z drugiej strony, brak genetycznego 

potwierdzenia fenotypowej oporności na makrolidy i/lub klindamycynę, a także 

gentamycynę u innych szczepów, może być związany z występowaniem innych, rzadszych 

mechanizmów oporności (Miklasińska-Majdanik i in., 2021). 

 

Oporność na metycylinę 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

Jako szczepy metycylinooporne uznano te, które cechowała obecność genu lub genów mec 

ale niekoniecznie towarzyszyła im ekspresja tych genów w postaci fenotypowej oporność 

na oksacylinę. W przypadku szczepów Staphylococcus izolowanych z mleka owczego, 

pomimo, iż 12 szczepów prezentowało fenotypową oporność na oksacylinę wykazano tylko 

cztery szczepy, cechujące się obecnością genów mecC, w tym tylko jeden z nich należał do 

gatunku S. aureus, natomiast pozostałe należały do grupy CoNS. Z kolei w przypadku 

szczepów S. aureus izolowanych z różnych miejsc (publikacja nr 2) zaobserwowano 

bardziej złożoną sytuację, ponieważ spośród pięciu szczepów fenotypowo opornych na 

oksacylinę, obecność genów mecA i/lub mecC wykazano tylko u dwóch. Natomiast trzy inne 

szczepy wykazujące fenotypową oporność jedynie na penicylinę, a nie cefoksytynę, 

cechowała obecność genu/genów mec, klasyfikując je jako MRSA, pomimo braku ekspresji 

tychże genów. 
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Obecnie szczepy MRSA stanowią poważne zagrożenie dla zdrowia publicznego, a odsetek 

ich występowania u zwierząt gospodarskich znacznie wzrósł w ostatnich latach, stanowiąc 

źródło zakażenia dla ludzi (Aubry i in., 2020). Szczepy MRSA, będąc przyczyną 

subklinicznej postaci mastitis, są wydalane z mlekiem i stanowią potencjalne źródło 

zakażenia dla konsumentów surowego mleka lub produktów mlecznych wytwarzanych 

z mleka nieprzetworzonego (Aubry i in., 2020). W badaniach własnych częstość 

występowania szczepów MRSA w badanej grupie zwierząt wyniosła 4,9% w przypadku 

S. aureus izolowanych z różnych miejsc (publikacja nr 2), natomiast w przypadku izolatów 

z mleka, obejmujących zarówno CoPS jak i CoNS wartość ta wyniosła 11,4%, przy czym 

szczep MRSA był tylko jeden. Częstość występowania szczepów MRSA jest dość 

zróżnicowana; zazwyczaj są one najczęściej odnotowywane w przypadkach mastitis 

(Rahbarnia i in., 2023), nawet na poziomach przekraczających 40%. Z drugiej strony, mogą 

one w ogóle nie występować w zakażeniach klinicznych (Kotzamanidis i in., 2021) lub 

stanowić bardzo niski odsetek wynoszący zaledwie 1,2% (Aubry i in., 2020) lub 0,44% 

(Ariza-Miguel i in., 2014). Co ciekawe, chociaż gen mecA jest dominującym genem 

determinującym MRSA, badania coraz częściej wskazują na obecność obu genów w tym 

samym szczepie (Idrees i in., 2023). Gen mecC został po raz pierwszy wykazany w 2011 

roku, pojawiając się w szczepach MRSA zarówno u ludzi (Idrees i in., 2023), jak 

i u zwierząt, zwłaszcza u bydła (Ariza-Miguel i in., 2014). Wydaje się jednak, że 

występowanie lub dominacja genu mecC lub mecA w określonym stadzie, a nawet na danym 

obszarze, jest związana z rozprzestrzenianiem się określonego typu genu lub szczepu 

o określonym genotypie wśród zwierząt pozostających w bliskim kontakcie ze sobą 

(Abdullahi i in., 2024). Chociaż występowanie genów mecC w szczepach CoNS jest rzadkie, 

Loncariac i in. (2019) oraz Karakulska i in. (2022) również wykazali ten typ genu u 

niektórych gatunków Staphylococcus (w tym S. xylosus, S. sciuri i S. warneri), których 

źródłem były zarówno zwierzęta hodowlane, jak i wolo żyjące, co wskazuje na jego szerokie 

rozprzestrzenienie (Abdullahi i in., 2024). Ponadto udowodniono, że elementy genetyczne 

odpowiedzialne za oporność na metycylinę mogą być przenoszone między CoNS i CoPS 

(w tym S. aureus); w związku z tym CoNS może stanowić ważny rezerwuar oporności na 

β-laktamy (Karakulska i in., 2022). Jednak niezależnie od źródła szczepów CoNS, zwykle 

charakteryzują się one wysokim odsetkiem fenotypowej oporności na cefoksytynę (Parisi i 

in., 2016), na co wskazują również badania własne. 
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Badania własne pokazały również, że obecność obu genów, tj mecA i mecC u tego samego 

izolatu, nie wykazała efektu kumulacyjnego, ponieważ jeden szczep nie wykazywał 

fenotypowej oporności na oksacylinę, a u drugiego wartość MIC była równa 8 µg/ml; 

dlatego epidemiologiczne znaczenie zjawiska występowania obu genów wymaga dalszego 

wyjaśnienia.  

 

Zwierzęta towarzyszące (psy) 

W przypadku zwierząt towarzyszących, wszystkie izolaty zaklasyfikowane wstępnie jako 

MRSA lub MRSP, na podstawie oporności na cefoksytyne lub oksacylinę pochodziły od 

psów. W badanej puli 145 izolatów szczepy te stanowiły aż 27%, chociaż należy zaznaczyć, 

że izolaty te pochodziły łącznie od 20 psów, co stanowiło 25% badanej populacji zwierząt. 

Obecność genu obecności genu mecA nie została jednak potwierdzona u 18 szczepów z tej 

grupy, zatem ostatecznie jako szczepy metycylinooporne zaklasyfikowano siedem szczepów 

MRSA i 32 szczepy MRSP. Należy jednak ponownie podkreślić, iż istnieje wiele innych 

mechanizmów molekularnych, związanych z obniżoną wrażliwością na metycylinę, 

niezależnych od obecności genu mecA, szczególnie wśród szczepów S. aureus. Należą do 

nich tzw. borderline oxacillin-resistant S. aureus, zmodyfikowaną opornością lub 

z nadprodukcją lub nadekspresją genów kodujących β-lakamazy (Brdová i in. 2024). 

Mechanizmów tych nie analizowano w badaniach własnych. Kolonizacja na poziomie co 

najmniej jednej czwartej populacji zwierząt szczepami MRS (ang. methicillin resistant 

Staphylococcus) nie jest obecnie zaskakująca w świetle wyników opublikowanych przez 

innych autorów, którzy wykazali podobny (24%) (Viegas i in. 2022), a nawet 48% odsetek 

nosicielstwa szczepów MRS wśród psów i kotów (Sfaciotte i in. 2025). Odsetek ten wydaje 

się znacząco rosnąć w ostatnich latach w porównaniu z danymi z lat ubiegłych, notowanych  

w Niemczech  i w Polsce (Feuer, 2025; Miszczak i in., 2025), co wyraźnie potwierdzają 

również badania przeprowadzone przez Sobkowich (2024) w latach 2021-2022, ilustrujące 

wyraźnie rosnący trend występowania MRSA i MRSP wśród zwierząt towarzyszących. 
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Zwierzęta wolno żyjące (lisy rude) 

Z epidemiologicznego punktu widzenia obecność szczepów MRS u zwierząt wolno 

żyjących jest jednym z najczęściej opisywanych typów oporności (Abdullahi i in., 2021; 

Martínez-Seijas i in., 2023; Monecke i in., 2016). Jednak w badaniach własnych pomimo 

zastosowania typowych podłoży chromogennych do wykrywania szczepów opornych na 

metycylinę, nie wykazano takiego fenotypu. Niemniej jednak należy podkreślić, że badanie 

miało pewne ograniczenia związane z zastosowaniem podłoża chromogennego, które jest 

dedykowane wykrywaniu MRSA, a nie MRSP.  

 

Oporność na wankomycynę 

Oporność na wankomycynę analizowano z zastosowaniem metody mikrorozcieńczeń tylko 

u szczepów opornych na metycylinę, zatem badaniem objęto tylko szczepy pochodzące od 

owiec i psów. W przypadku szczepów MRSA izolowanych od owiec wykazano fenotypową 

oporność na wankomycynę, której poziom klasyfikował badane szczepy jako VIS (ang. 

vancomycin-intermediate S. aureus, MIC 4-8 µg/ml) lub VRS (ang. vancomycin-resistant 

S. aureus, MIC >8 µg/ml). Obecność szczepów opornych na glikopeptydy stanowi istotne 

wyzwanie terapeutyczne. Szczepy VRS odnotowano już u zwierząt gospodarskich, głównie 

w przypadkach mastitis u bydła, nawet w odsetku przekraczającym 10%, co wskazuje na 

postępujące rozprzestrzenianie się oporności na tę grupę leków wśród S. aureus, pomimo 

zaprzestania stosowania awoparcyny jako stymulatora wzrostu u zwierząt gospodarskich 

w krajach Unii Europejskiej już kilkadziesiąt lat temu (Muzammil i in., 2023; Elshebrawy 

i in., 2025). Ze względu na fakt, iż glikopeptydy stanowią leki ostatniej szansy 

wykorzystywane w terapii wysoce opornych infekcji powodowanych m. in. przez bakterie 

z rodzaju Staphylococcus, również w przypadku szczepów opornych na metycylinę, 

izolowanych od psów, poszerzono panel analizy lekowrażliwości o ocenę MIC dla 

wankomycyny. Analiza wykazała, że 11 psów było nosicielami szczepów opornych na 

wankomycynę (VRS) (MIC > 8 µg/ml) lub szczepów średnio wrażliwych na wankomycynę 

(VIS) (MIC = 4–8 µg/ml). Niektóre zwierzęta były nosicielami więcej niż jednego szczepu 

o takim fenotypie, przykładowo pies nr 10 był nosicielem aż czterech szczepów VRS i VIS, 

należących do obu gatunków Staphylococcus, co może wskazywać na obecność genów 

odpowiedzialnych za oporność na glikopeptydy, które łatwo rozprzestrzeniają się poprzez 
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wymianę horyzontalną, niestety jednym z ograniczeń badań własnych był brak analizy 

mechanizmów genetycznych, potencjalnie odpowiedzialnych za ten fenotyp oporności. Do 

najczęściej występujących genów oporności na glikopeptydy, kodowanych na plazmidach, 

zatem łatwo przenoszonych na drodze wymiany horyzontalnej, należą geny vanA i vanB, 

dotychczas najczęściej wykazywane u bakterii z rodzaju Enterococcus spp. W analizie 

prewalencji oporności na glikopeptydy przeprowadzonej przez Miszczak i wsp. (2025) 

wśród szczepów Staphylococcus izolowanych od psów i kotów, autorzy wykazali 

stosunkowo wysoką częstość występowania tych genów, ze znaczną przewagą genu vanA 

zarówno wśród szczepów S. aureus jak i S. pseudintermedius. Wyniki te mogą wskazywać, 

iż występowanie szczepów VRS i VIS u zwierząt towarzyszących stanowi realne zagrożenie 

dla zdrowia publicznego, szczególnie w kontekście oporności tych szczepów na metycylinę. 

Podczas rutynowych badań diagnostycznych w kierunku lekowrażliwości Staphylococcus 

(w szczególności S. aureus) u zwierząt towarzyszących, antybiotyk ten powinien być zatem 

uwzględniony w badanym profilu. Jedynym problemem w ocenie oporności na 

wankomycynę jest konieczność zastosowania metody mikrorozcieńczeń, która nie jest 

rutynowo stosowaną metodą do oznaczania profilu lekowrażliwości w weterynaryjnych 

laboratoriach diagnostycznych. 

 

Profil genów wirulencji koagulazododatnich szczepów Staphylococcus, izolowanych od 

różnych gatunków zwierząt. 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

Lekooporność koagulazododatnich szczepów Staphylococcus izolowanych od zwierząt nie 

jest jedynym potencjalnym zagrożeniem dla zdrowia publicznego. O ile w przypadku 

izolatów pochodzących z mleka owczego tylko jeden szczep S. aureus wykazał obecność 

genu kodującego enterotoksynę SEB, pomimo stosunkowo szerokiej puli analizowanych 

genów wirulencji, zwłaszcza tych o charakterze superantygenów, o tyle szczepy S. aureus 

pochodzące z różnych miejsc izolacji u owiec, tj. skóry, zewnętrznego przewodu 

słuchowego, błon śluzowych jamy ustnej lub odbytu (Publikacja nr 2) wykazały obecność 

licznych genów wirulencji, choć profil tych genów był zbliżony do profilu szczepów 

S. aureus izolowanych od owiec i opisanych przez innych autorów (Sezzi i in., 2024). 
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U większości szczepów w badaniach własnych, dominującym genem kodującym 

enterotoksyny był gen seB, często występujący w połączeniu z seC lub innymi genami, 

w zależności od regionu geograficznego (Ünal i in., 2012; Azara i in., 2017; Achek i in., 

2020; Kotzamanidis i in., 2021). Obecność szczepów enterotoksynopozytywnych, 

zwłaszcza w mleku owczym, ze względu na wysoką termooporność enterotoksyn, stanowi 

zagrożenie dla zdrowia publicznego (Sezzi i in., 2024). Co więcej, wszystkie białka 

kodowane przez geny se biorą udział w odpowiedzi immunologicznej, działając jako 

superantygeny i nadmiernie aktywując limfocyty T, co prowadzi do masywnego uwalniania 

cytokin. Gen kodujący leukotoksynę LukE-LukD był również obecny w ponad 30 

przebadanych szczepów. LukE-D, toksyna białkowa, która tworzy pory w błonach komórek 

układu odpornościowego (neutrofile, monocyty), odgrywa z kolei rolę w unikaniu 

odpowiedzi immunologicznej gospodarza. W przypadku szczepów S. aureus izolowanych 

od małych przeżuwaczy, podobnie jak w badaniach własnych, zazwyczaj wykrywane są 

tylko pojedyncze szczepy posiadające gen kodujący toksynę Panton Valentina i/lub toksynę 

zespołu wstrząsu toksycznego (Parco i in., 2021). Toksyna TSST, podobnie jak 

enterotoksyny, ma właściwości genrowania tzw. burzy cytokinowej, które leżą u podstaw 

procesu wywoływania zespołu wstrząsu toksycznego (Touaitia i in., 2025). Szczepy 

S. aureus, tzw. „producenci” toksyny Panton Valentine (leukocydyny) są zwykle przyczyną 

zakażeń tkanek miękkich, a także zakażeń zagrażających życiu i zdrowiu człowieka. Jednak 

w przypadku leukocydyny obserwuje się specyficzność gatunkową (efekt zabijania 

neutrofili przez leukocydynę dotyczy konkretnego gatunku gospodarza) (Monecke i in., 

2021). Z drugiej zaś strony należy podkreślić, iż potwierdzono przypadki transmisji 

odzwierzęcych szczepów S. aureus na człowieka pprodukujących toksynę PVL (Bethe i in., 

2024; Monecke i in., 2025). Ponadto, w zakażeniach szpitalnych toksyny te często stanowią 

tzw. markery patogenności szczepu i są powiązane głównie ze szczepami MRSA, głównie 

pozaszpitalnymi (ang. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus, CA-MRSA) (Klein i in., 2020); dlatego w przypadku odzwierzęcych szczepów 

PVL-dodatnich epidemiologiczne znaczenie tych toksyn powinno zostać dokładniej 

zbadane. 

Zatem podsumowując, w przypadku szczepów izolowanych od owiec zaobserwowano 

bardzo zróżnicowane profile genów wirulencji. W przypadku szczepów izolowanych 

z mleka, pomimo wysokiego potencjału związanego z występowaniem szerokiego panelu 

lekooporności, genom badanych szczepów, nie wskazywał, aby szczepy Staphylococcus 



 

140 

 

posiadały status patogenów przenoszonych drogą pokarmową. Podobne wyniki uzyskali 

Gharsa i wsp. (2011). Z kolei w niektórych badaniach, zwłaszcza dotyczących S. aureus 

izolowanego z mleka krowiego, zakres i poziom występowania genów kodujących 

eneterotoksyny lub toksynę wstrząsu toksycznego, a nawet toksynę Pantona Valentina, był 

istotnie wyższy (Greguła-Kania i in., 2023). 

 

Zwierzęta towarzyszące (psy) 

Profil genów wirulencji wśród badanych szczepów był również bogaty, podobnie jak 

w przypadku szczepów S. aureus izolowanych od owiec. Podobnie jak w przypadku 

izolatów pochodzących od owiec, badane szczepy S. aureus wykazywały wysoki odsetek 

genów kodujących enterotoksyny, które mogą wykazywać aktywność superantygenową 

i w przypadku zakażenia ogólnoustrojowego, powodować burzę cytokinową, prowadzącą 

do objawów wstrząsu toksycznego, w tym śmierci gospodarza (Zhang i in. 2024). Również 

u szczepów tych wykazano obecność genów kodujących toksynę Panton Valentin w trzech 

szczepach S. aureus. Jak wspomniano wcześniej, leukocydyna ta wykazuje powinowactwo 

wyłącznie do ludzkich leukocytów, dlatego szczepy PVL-dodatnie są często związane 

z przypadkami martwiczego zapalenia płuc oraz przewlekłymi lub nawracającymi 

zakażeniami tkanek miękkich i skóry (SSTI) u ludzi (Müller i in. 2025). Odpowiednikiem 

leukocydyny u S. pseudintermedius jest dwuskładnikowa toksyna Luk I-S i Luk I-F, która 

również cechuje się specyfiką gatunkową ale w stosunku do komórek psich, mając zdolność 

zabijania komórek polimorfonuklearnych poprzez tworzenie porów i lizę (Abouelkhair  i in., 

2018). Leukocydyna  jest dość powszechna wśród szczepów S. pseudintermedius, zwłaszcza 

tych izolowanych z przypadków zakażeń (Glajzner i in. 2023, Breyer i in. 2023). Podobnie 

jak w badaniach opisanych przez innych autorów, szczepy S. pseudintermedius posiadały 

geny kodujące enterotoksyny SEL i SEQ (Breyer i in. 2023) oraz wariant enterotoksyny 

SEC, również specyficzny gatunkowo (seCcanine), która wraz z toksyną eksfoliatywną, 

kodowaną przez gen siet może zaostrzać objawy atopowego zapalenia skóry u psów (Yoon 

i in. 2010). U znacznego odsetka psów stwierdzono również obecność genu expB (zwanego 

również exiB), który koduje toksynę odpowiedzialną za degradację psiej desmogleiny 

(Glajzner i in. 2023), powodując w ten sposób pękanie warstwy podrogowej naskórka 

i aktywnie uczestnicząc w patogenezie liszajca u psów (Iyori i in. 2011). W badaniach 

własnych wykazano również, że większość badanych szczepów S. pseudintermedius ma 
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potencjał do produkcji biofilmu (Andrade i in. 2022), ze względu na obecność genów 

operonu ica u ponad 80% izolatów. Podobnie, wysoki odsetek genów epb i spsE, kodujących 

białka zaangażowane w adhezję, tj. białko wiążące elastynę EbpS, białko wiążące 

fibrynogen/fibronektynę SpsE oraz składniki A i B γ-hemolizyny (Kmieciak i Szewczyk 

2017), oznacza, że szczepy S. pseudintermedius izolowane w badaniach własnych mimo 

statusu komensali, mają bardzo wysoki potencjał inwazyjny, a czynniki te mogą znacząco 

ułatwiać adhezję i inwazję w rozwoju potencjalnego zakażenia (Wang i in. 2022). 

 

Zwierzęta wolno żyjące (lisy rude) 

Podobnie jak w przypadku szczepów S. aureus pochodzących od owiec i psów, analiza 

obecności genów wirulencji wykazała dość bogaty profil, obejmujący geny kodujące tzw. 

superantygeny (SAg) odpowiedzialne za ostre i gwałtowne zakażenia u ludzi, związane, jak 

wspomniano wcześniej z tzw. burzą cytokinową (Tuffs i in., 2022). Ale ze względu na brak 

możliwości monitorowania występowania tego typu zakażeń u zwierząt, zwłaszcza wolno 

żyjących, nie jest do końca jasne, czy szczepy z genami kodującymi enterotoksyny (SE), 

leukocydynę PVL lub toksynę TSST-1 mogą powodować podobne zakażenia u zwierząt. 

Niemniej jednak obecność tych genów w izolatach lisa rudego może wskazywać na ten 

gatunek zwierząt jako potencjalny rezerwuar szczepów patogennych dla ludzi. Ponadto, 

biorąc pod uwagę wysoką przeżywalność szczepów Staphylococcus (w tym S. aureus) 

w środowisku i ich wysoką odporność na niekorzystne warunki, szczepy o potencjalnie 

wysokim potencjale zoonotycznym mogą być dość powszechne w środowisku naturalnym. 

Obecność co najmniej jednego genu kodującego SE zaobserwowano u >70% wszystkich 

S. aureus, podobnie jak we wcześniejszych badaniach tego samego gatunku izolowanego od 

lisów i innych drapieżnych gatunków wolno żyjących (Nowakiewicz i in., 2016). Jednak 

profil genowy uzyskany w tym badaniu różni się znacząco, ponieważ dominującemu genowi 

seB towarzyszył gen seC w 18,5% szczepów. Po enterotoksynie SEA, enterotoksyny SEB, 

SEC i SED są najczęstszymi przyczynami zatruć pokarmowych na świecie (Argudín i in., 

2010; Fisher i in., 2018). Co więcej, toksyny SEB i SEC są termostabilne, a ich odporność 

na temperaturę lub niskie pH jest znacznie większa niż innych enterotoksyn (Rajkovic, 

2016). Jak wskazano wcześniej leukocydyna Panton-Valentine jest produkowana przez 

bardzo niewielki odsetek szczepów S. aureus, a jej obecność jest uważana za marker 

szczepów odpowiedzialnych za choroby wysoce inwazyjne, występujące u ludzi (Shallcross 
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i in., 2013). Co więcej, gen kodujący PVL może zostać przeniesiony ze szczepu S. aureus 

PVL-dodatniego do szczepu S. aureus PVL-ujemnego poprzez konwersję fagową. Ponieważ 

występowanie materiału genetycznego łagodnych bakteriofagów w genomie S. aureus jest 

dość powszechne, istnieje wysokie prawdopodobieństwo indukcji profagów i możliwość 

dalszego rozprzestrzeniania się genów kodujących toksyny, w tym PVL (Kelly i in., 2009). 

Toksyny eksfoliatywne (ETA, ETB, ETD), których geny wykazano jedynie w genomie 

szczepów S. aureus pochodzących od lisów rudych, biorą udział w patogenezie zakażeń 

skóry u ludzi wywołanych przez S. aureus, takich jak gronkowcowy zespół oparzonej skóry 

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

Z pewnością ekspresja genów kodujących wskazane powyżej toksyny, zależy od wielu 

czynników związanych zarówno z bakteriami, jak i środowiskiem; jednak obecność 

szczepów z genami kodującymi SAg u zwierząt wolo żyjących może stanowić realne 

zagrożenie zdrowia publicznego. 

 

Analiza molekularna w aspekcie znaczenia epidemiologicznego koagulazododatnich 

szczepów Staphylococcus, izolowanych od zwierząt gospodarskich i towarzyszących 

Wielolokusowa analiza sekwencji genów metabolizmu podstawowego 

 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

Analiza MLST zastosowana w badaniach własnych do typowania szczepów MRSA 

izolowanych od owiec, pozwoliła na identyfikację trzech nowych typów sekwencji (ST 

9313, ST 9314, ST 9315), co wskazuje na ciągłą ewolucję w obrębie gatunku S. aureus. 

Jednocześnie w badaniach własnych wykazano obecność znanego już typu sekwencyjnego, 

tj. ST 1660 (n=1), który do tej pory wykazano jedynie u szczepów S. aureus izolowanych 

od koni w różnych krajach: Danii (Islam i in., 2017), Hiszpanii (Ruiz-Ripa i in., 2021) 

i Niemiec (Scholtzek i in., 2019; Cuny i in., 2015). Drugi, co prawda już notowany typ 

sekwencyjny 8420 (n=1), ale dotychczas bardzo sporadycznie występujący, ponieważ został 

wykryty wyłącznie 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 został wykazany zarówno dla szczepów MRSA, jak i MSSA, ale źródłem 

tych szczepów zawsze były konie. Co ciekawe, zwierzęta objęte badaniami własnymi nie 

miały kontaktu z tym gatunkiem zwierząt, co potwierdza, że typowo „koński” typ sekwencji 

może adaptować się również do innych gatunków zwierząt lub ludzi. Należy jednak 

zaznaczyć, że mogła to być jedynie przejściowa kolonizacja, ponieważ szczep został 

wyizolowany od młodego zwierzęcia, jagnięcia o nieustabilizowanym jeszcze mikrobiomie 

(Huuki i in., 2024). 

 

Zwierzęta towarzyszące (psy) 

Podobnie jak w przypadku szczepów izolowanych od owiec, również w przypadku izolatów 

pochodzących od psów wykazano zupełnie nowe typy sekwencyjne. Należy zauważyć, że 

nowo zidentyfikowane szczepy ST zarówno u S. aureus, jak i S. pseudintermedius mogą 

świadczyć o trwającej ewolucji i wysokiej plastyczności genomów u tych gatunków, 

a uzyskane dane są tym cenniejsze, że obejmują szczepy oporne na metycylinę. 

Wśród znanych już wcześniej, a wykazanych w badaniach własnych typów sekwencyjnych, 

ST398 był dominującym typem w przypadku pozostałych pięciu szczepów MRSA; 

wcześniej odnotowywano go wśród szczepów MRSA raczej jako kolonizującego zwierzęta 

gospodarskie i sporadycznie powodującego zakażenia u tych zwierząt oraz zwierząt 

towarzyszących (Kashif i in. 2019). Wykazano jednak również jego potencjał zoonotyczny 

jako czynnika etiologicznego zakażeń ogólnoustrojowych u ludzi (Aung i in. 2025). Należy 

również podkreślić, że dwa szczepy ST398 były dodatnie pod względem obecności genu 

kodującego PVL, co znacząco zwiększa ich potencjał zakaźny (Koyama i in. 2015). Z kolei 

ST551 wyraźnie dominował wśród szczepów S. pseudintermedius. Wyjątkowo 

wielolekooporny szczep MRSP o tym samym typie sekwencji został wykryty u psa 

z zapaleniem ucha zewnętrznego (Vitali i in. 2021). Wydaje się jednak, że szczepy MRSP 

o tym typie sekwencyjnym są szeroko rozpowszechnione w Polsce i, jak przewidywali 

Kizerwetter-Świda i in. (2017), ten typ sekwencyjny wyparł stopniowo dotychczas 

dominujący ST71 u psów, co potwierdzają również badania własne. Należy zauważyć, że 

szczepy ST551 posiadały bardzo bogaty panel czynników wirulencji, które mogą sprzyjać 

ich rozprzestrzenianiu się i kolonizacji nowych gospodarzy. Wysoki potencjał adaptacyjny 

tego typu sekwencyjnego potwierdza również jego powszechne występowanie nie tylko 



 

144 

 

w Europie, ale także w Afryce Południowej i USA (Robb i in. 2024). Należy podkreślić, że 

pozostałe dwa typy sekwencyjne zidentyfikowane w badaniach własnych, tj. ST 71 i ST45, 

są również alarmującymi i szeroko rozpowszechnionymi patogenami charakteryzującymi 

się wysoką lekoopornością i potencjałem zoonotycznym (Phophi i in. 2023). 

 

Typowanie metodą ADSRRS-fingerprinting 

Na wstępie należy wskazać, iż zastosowana metoda ADSSRS-fingerprinting jest metodą 

opartą o analizę całkowitego genomowego DNA, zatem zdecydowanie w swoich 

założeniach odbiega od wykorzystanej również metody MLST. Zastosowanie metody 

ADSRRS-fingerprinting miało na celu przede wszystkim próbę zróżnicowania szczepów 

potencjalnie blisko ze sobą spokrewnionych, a jednocześnie wykazanie różnic, które 

pojawiają się w wyniku nieustannego procesu horyzontalnej wymiany materiału 

genetycznego lub mutacji. Tak wysoki potencjał dyskryminacyjny metody zwykle 

niezbędny jest w przypadku szczepów bakteryjnych należących do tego samego gatunku 

i ich gospodarzy, pozostających ze sobą w bliskim kontakcie, który umożliwia ich 

nieustającą transmisję, tak jak obserwuje się to wprzypadku zakażeń szpitalnych. Warunki 

te zostały jednak również spełnione w przypadku szczepów izolowanych od owiec 

(zwierzęta utrzymywane w stadach), dlatego też zastosowano w badaniach niniejszą metodę 

celem wykazania możliwości transferu szczepów pomiędzy gospodarzami. Metodę 

zastosowano również do analizy epidemiologicznej koagulazododatnich 

i metycylinoopornych szczepów Staphylococcus, izolowanych od psów.  

 

Zwierzęta gospodarskie (owce) 

Badania wykazały znaczną różnorodność genetyczną szczepów owczych ale przede 

wszystkim wykazano, że to samo zwierzę nawet bez objawów klinicznych infekcji może 

być skolonizowane przez kilka genetycznie zróżnicowanych szczepów S. aureus (np. owca 

nr IV rasy Uhruska została skolonizowana przez szczepy należące do siedmiu różnych 

profili genomowych K, U, Y, d, T, X i f), co potwierdza że odmienne od siebie szczepy 

należące do tego samego gatunku, mogą kolonizować nie tylko różne miejsca zwierzęcia, 

takie jak jama ustna, skóra czy błona śluzowa odbytu, ale nawet to samo miejsce, np. jamę 
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ustną. W przypadku szczepów izolowanych od owiec, w badaniach własnych potwierdzono 

to zjawisko nie tylko poprzez zróżnicowanie w profilach ADSRRS, ale także poprzez 

zróżnicowanie fenotypowych i genotypowych profile oporności i wirulencji szczepów 

pochodzących od tego samego osobnika. Ponadto, wykazano również obecność szczepów 

o poziomie podobieństwa co najmniej 90% u różnych osobników, co wskazuje na rozległą 

kolonizację krzyżową szczepami S. aureus między różnymi zwierzętami, ale należącymi do 

tego samego stada. Z drugiej strony, tylko izolaty S. aureus pochodzące od owiec rasy 

Świniarka lub tylko izolaty S. aureus pochodzące od owiec rasy Uhruska wykazywały ten 

sam profil, co potwierdza rozprzestrzenianie się szczepów S. aureus między różnymi 

osobnikami, ale tylko tej samej rasy owiec. Nie wyklucza to jednak transmisji szczepów 

między innymi gatunkami. Nie wykluczono również, iż ze względu na charakter i funkcję 

obiektu hodowli zwierząt, pełniącego funkcje badawcze i edukacyjne, badane szczepy, 

w tym MRSA, prawdopodobnie mogły lub mogą zostać przeniesione ze zwierzęcia na 

człowieka (prawdopodobnie przez personel pomocniczy) lub odwrotnie. 

 

Zwierzęta towarzyszące (psy) 

Z kolei w przypadku szczepów MRSA i MRSP izolowanych od psów, pomimo wykazania 

niewielkiego zróżnicowania i zidentyfikowania dziewięciu profili genotypowych 

z wykorzystaniem ADSRRS-fingerprinting w tej ostatniej grupie, nie zaobserwowano żadnej 

korelacji między przynależnością profilu, typem sekwencji ani profilem genów oporności 

lub wirulencji. Co ciekawe, wcześniejsze badania przeprowadzone dla szczepów S. aureus 

i S. pseudintermedius w oparciu o tę sama metodykę (Nowakiewicz i in. 2016) wykazały 

zróżnicowane profile elektroforetyczne; jednak ze względu na bardzo zróżnicowane źródła 

izolacji szczepów (zwierzęta wolno żyjące) i niewielką liczbę wykrytych genów oporności, 

nie analizowano takiej korelacji. W tym przypadku wytypowanie do badania jedynie 

szczepów MRSA i MRSP mogło spowodować, że metoda nie wykazała się oczekiwanym 

potencjałem różnicującym. Inną przyczyną mogło być zastosowanie innego, rzadko tnącego 

enzymu restrykcyjnego (BglI) niż w badaniach pierwotnych, (Krawczyk i in. 2007). Badacze 

wykorzystali inny enzym restrykcyjny, BamHI, co również mogło zmniejszyć zdolność do 

różnicowania szczepów. Wynik ten stanowi ograniczenie badania i wskazuje na potrzebę 

modyfikacji metody analizy szczepów MRSA lub MRSP, zwłaszcza szczepów izolowanych 

od tych samych zwierząt. 
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Jednak zróżnicowane panele genów oporności i wirulencji, wyniki badań oporności 

fenotypowej oraz różne typy sekwencji szczepów izolowanych od tych samych zwierząt 

jednoznacznie wskazują, że jeden gospodarz, w tym przypadku pies, może być źródłem 

szczepów różniących się pod względem oporności i wirulencji, nie tylko należących do tego 

samego gatunku, ale także charakteryzujących się opornością na metycylinę. Należy 

wskazać, że badania własne mają również pewne ograniczenia związane ze stosunkowo 

wąskim panelem analizowanych mechanizmów oporności, ponieważ uwzględnione zostały 

jedynie najczęstsze mechanizmy (geny kodujące) przekazywane drogą horyzontalnego 

transferu genów. 

 

Podsumowanie 

Uzyskane wyniki badań wskazują jednoznacznie na fakt, iż bez względu na gatunek 

gospodarza, koagulazododatnie gatunki Staphylococcus stanowią jeden z najistotniejszych 

składników mikrobioty zdrowych klinicznie zwierząt. O ile w przypadku gatunku 

S. pseudintermedius istnieje pewna specyfika gatunkowa odnośnie gospodarza, dotycząca 

rodziny psowatych (częstsze występowanie u psów i lisów rudych), o tyle S. aureus wydaje 

się nie podlegać żadnym ograniczeniom i jest izolowany praktycznie od każdego gatunku 

zwierząt i człowieka, chociaż należy zaznaczyć, że na różnym poziomie. Tak duża łatwość 

dostosowywania się do różnych gospodarzy niesie za sobą ogromne ryzyko transferu tych 

drobnoustrojów, szczególnie w przypadku tych cechujących się szerokim profilem 

oporności na substancje przeciwbakteryjne oraz bogatym panelem czynników wirulencji, 

umożliwiających szybką i skuteczną kolonizację nowych gospodarzy, a w sprzyjających 

warunkach również rozwój infekcji. W przypadku wspomnianego wcześniej gatunku 

S. pseudintermedius, co prawda na dzień dzisiejszy jest on bardziej wybrednym pod 

względem gatunku gospodarza drobnoustrojem, niemniej liczne doniesienia potwierdzające 

zdolność do kolonizacji a nawet wywoływania infekcji również u innych gatunków zwierząt 

i człowieka pozwala prognozować rozwój szybkiej adaptacji również tego gatunku 

Staphylococcus nie tylko do kolejnych gatunków gospodarzy ale także do występowania 

środowiskowego. Dlatego koagulazododatnie gatunki Staphylococcus wyposażone 

w niezwykle bogaty arsenał czynników adaptacyjnych oraz podlegające nieustannej 

ewolucji, mimo rozlicznych analiz, nadal stanowią bardzo interesujący obiekt badawczy. 

W badaniach własnych analizowano występowanie oraz charakterystykę 
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koagulazododatnich szczepów Staphylococcus pochodzących od różnych gospodarzy 

zwierzęcych, począwszy od zwierząt stanowiących źródło żywności zwierzęcego 

pochodzenia (owce), poprzez zwierzęta towarzyszące, a skończywszy na zwierzętach wolno 

żyjących (lisach rudych). U wszystkich gatunków zwierząt zaobserwowano podobną 

predylekcję do kolonizacji błony śluzowej jamy ustnej. Jest to miejsce najczęstszego 

występowania tych gatunków, z którego w przypadku badań przesiewowych materiał 

powinien być pobierany w pierwszej kolejności. Co więcej, wykazano również iż zarówno 

szczepy S. aureus jak i S. pseudintermedius izolowane od tego samego osobnika mogą 

znacząco się od siebie różnić, zarówno pod względem metabolizmu podstawowego 

(zróżnicowane profile ST) jak i przystosowań do kolonizacji lub zdolności do wywoływania 

infekcji (zróżnicowane profile oporności i wirulencji), dlatego istotne jest aby w przypadku 

analiz przesiewowych pobierać do badań więcej niż jeden szczep należący do danego 

gatunku, ponieważ strategia taka pomoże uzyskać bardziej całościowy obraz i przekrojową 

charakterystykę szczepów kolonizujących dane zwierzę lub odpowiedzialnych za infekcje, 

szczególnie o charakterze chronicznym lub nawracającym. Ponadto tak poszerzona analiza 

dostarcza znacznie więcej danych, które służą do przewidywania tendencji rozwoju 

oporności lub opracowywania nowych strategii leczenia. Należy podkreślić, iż nawet 

u klinicznie zdrowych zwierząt poziom występowania koagulazododatnich szczepów 

Staphylococcus jest relatywnie wysoki, co jest szczególnie istotne w przypadku próbek 

mleka. Wykazanie obecności wielolekoopornych szczepów lub szczepów MRSA 

w próbkach od zdrowych klinicznie zwierząt może wskazywać nie tylko na większe 

prawdopodobieństwo wywołania mastitis przy pojawieniu się czynników sprzyjających 

infekcji (np. obniżona aktywność układu immunologicznego gospodarza) ale również 

stanowić zagrożenie dla zdrowia człowieka, szczególnie w przypadku szczepów mających 

zdolność do produkcji enterotoksyn lub innych toksyn o działaniu tzw. superantygenów. Jak 

wykazały wyniki badań własnych, zdolność do produkcji enterotoksyn, toksyn 

eksfoliatywnych, toksyny szoku toksycznego lub leukocydyny Panton Valentina dotyczy 

szczepów izolowanych od wszystkich badanych gatunków zwierząt, co w połączeniu 

z dużym prawdopodobieństwem transferu takich szczepów na człowieka, w wyniku 

kontaktu bezpośredniego lub drogą pokarmową, może stanowić zagrożenie zdrowia 

publicznego. Ale nie tylko bogaty panel genów wirulencji determinuje to ryzyko. Jak 

wskazują wieloletnie badania nad różnymi gatunkami drobnoustrojów, to nie zdolność do 

produkcji różnego rodzaju toksyn, enzymów czy adhezyn czyni z nich tzw. superbakterie, 

ale posiadanie różnego rodzaju mechanizmów związanych z niewrażliwością na antybiotyki, 
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które umożliwiają im przeżycie mimo stosowania terapeutycznych stężeń tych leków. 

Według Światowej Organizacji Zdrowia to właśnie lekooporność, a właściwie 

wielolekooporność bakterii obejmująca również leki tzw. ostatniej szansy stanowi 

największe zagrożenie zdrowia publicznego. Niestety charakterystyka profili 

lekowrażliwości koagulazododatnich szczepów Staphylococcus, przeprowadzona 

w  badaniach własnych nie pozostawia wątpliwości, iż bez względu na gatunek gospodarza, 

poziom lekooporności, w tym również wielolekooporności już jest wysoki, nawet 

w przypadku szczepów izolowanych od gospodarzy, którzy nie są poddawani terapii 

celowanej, zatem w ich przypadku teoretycznie nie powinna istnieć presja selekcyjna 

determinująca lekooporność. Co więcej, w przypadku szczepów, pochodzących od 

wszystkich badanych gatunków zwierząt, bez względu na poziom synantropizacji 

i prawdopodobieństwo stosowania wcześniejszej antybiotykoterapii, mechanizmy 

determinujące lekooporność były takie same jak te, które najczęściej odpowiadają za 

lekooporność wśród Staphylococcus izolowanych od człowieka lub w przypadku infekcji 

szpitalnych. Należy również podkreślić, iż występowanie szczepów opornych na metycylinę 

oraz glikopeptydy u zwierząt staje się co raz częstszym zjawiskiem, co potwierdziły również 

wyniki badań własnych. Wskazane typy oporności w połączeniu z wielolekoopornością na 

inne antybiotyki o szerokim spektrum działania takie jak aminoglikozydy czy 

fluorochinolony są odpowiedzialne za znaczne obniżenie prawdopodobieństwa sukcesu 

terapeutycznego i realne zagrożenie powrotu do ery przedantybiotykowej. Zatem biorąc pod 

uwagę wysoki potencjał zmienności, łatwości rozprzestrzeniania się i plastyczności genomu 

S. aureus i S. pseudintermedius, na co wskazuje również zmieniający się profil 

dominujących typów sekwencyjnych, oznacza, że zarówno zwierzęta gospodarskie, 

towarzyszące jak i wolno żyjące stanowią rezerwuar szczepów o znaczeniu 

epidemiologicznym porównywalnym ze szczepami występującymi u ludzi i bez względu na 

gatunek gospodarza mogą stanowić istotne ogniwa w łańcuchu rozprzestrzeniania się 

oporności.  
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8. Wnioski 

1. U wszystkich badanych gatunków zwierząt, wśród koagulazododatnich 

gatunków Staphylococcus S. aureus stanowi jeden z głównych składników 

mikrobioty jamy ustnej zdrowych klinicznie zwierząt, przy czym w przypadku 

zwierząt z rodziny Canidae (psów i lisów rudych), gatunkiem dominującym jest 

S. pseudintermedius. 

2. Poziom kolonizacji (S. aureus) wzrasta w czasie ciąży u owiec i jest on dodatnio 

skorelowany z aktywnością układu odpornościowego, o czym świadczą 

statystycznie istotnie wyższe poziomy ekspresji IL-6 i Hp u nosicieli S. aureus.  

3. Ten sam gospodarz, bez względu na gatunek i rasę może być nosicielem kilku 

odmiennych pod względem oporności i wirulencji szczepów tego samego 

gatunku Staphylococcus, tj. S.aureus lub S. pseudintermedius. 

4. Profile genów wirulencji i mechanizmy oporności występujące wśród szczepów 

S. aureus izolowanych od różnych gatunków gospodarzy są bardzo zbliżone lub 

takie same jak w przypadku szczepów izolowanych od człowieka. 

5. Powtarzający się, fenotypowy profil lekooporności koagulazododatnich 

szczepów Staphylococcus izolowanych od wszystkich badanych gatunków 

gospodarzy jest taki sam i obejmuje przede wszystkim oporność na penicyliny, 

makrolidy, linkozamidy i tetracykliny, co znajduje również potwierdzenie 

w podobnym profilu genów najczęściej odpowiedzialnych za tę oporność, tj. 

blaZ, ermB, msrA i tetK. 

6. Wielolekooporność i oporność na metycylinę oraz wankomycynę staje się 

zjawiskiem powszechnym wśród szczepów S. aureus izolowanych od zwierząt 

towarzyszących i gospodarskich, co może stanowić potencjalne zagrożenie 

zdrowia publicznego. 

7. Wykazanie zupełnie nowych typów sekwencyjnych oraz zmian w profilu do 

niedawna dominujących ST u S. aureus i S.pseudintermedius, potwierdza dużą 

dynamikę zmienności tych bakterii i wysoką zdolność do przystosowywania się 

do nowych gatunków gospodarzy. 

8. Istnieje uzasadniona potrzeba pełnego monitoringu i opracowania bardzo 

restrykcyjnych protokołów dotyczących stosowania określonych grup środków 

przeciwdrobnoustrojowych w medycynie weterynaryjnej nie tylko w przypadku 
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zwierząt stanowiących źródło żywności zwierzęcego pochodzenia, ale także 

zwierząt towarzyszących i wolno żyjących. 
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A B S T R A C T ! !

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!
identi"ed!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%)!con"rmed!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! con"rmed! 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!
et!al.,!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!of"cial!activities!related!to!combating!diseases!
threatening! the! red! fox! population! (obligatory! vaccinations! against!

rabies),! a! very! rapid! increase! in! the! number! of! these! animals! was!
observed!in!Poland!between!the!end!of!the!20th!century!and!the!"rst!
decade!of!the!21st!century!(Jackowiak!et!al.,!2021).!Typically,!red!foxes!
inhabit!forests,!"elds,!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! (Kołodziej-Sobocińska!
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;!Osińska!et!al.,!2022;!Skarżyńska!et!al.,!2020).!

However,!there!are!still!insuf"cient!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;! V#chova! et! al.,! 2018).! Moreover,! the!
available!"ndings!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!(Börjesson!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! re$ected! in! the!pro"le! 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! pro"les! of! virulence!
genes! (Nowakiewicz! et! al.,! 2020a,!Nowakiewicz! et! al.,! 2020b;!Now-
akiewicz!et!al.,!2021;!Osińska!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!identi"cation!
of!species!

The!material!for!the!study!was!collected!as!oral!and!rectal!swabs!from!

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!quali"ed!
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! identi"cation)!
carried!out!at!the!Sub-Department!of!Veterinary!Microbiology,!Univer-
sity!of!Life!Sciences!in!Lublin.!In!the!"rst!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!o.o.,!Warsaw,!Poland,!Merck,!sp.!z!o.o.,!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!"ve!colonies!of! freshly!
grown! cultures! incubated! on! Nutrient! Agar! at! 37◦C! for! 24! h! were!
collected!and!suspended!in!300!μl!of!double-distilled!water.!Next,!900!lL!
of!absolute!ethanol!was!added.!The!samples!were!mixed!using!a!vortex!
mixer!for!30!s!and!then!centrifuged!for!2!min!at!13000!×g.!The!super-
natant! was! removed! and! the! pellet! was! dried! at! room! temperature.!
Subsequently,!25!μl!of!a!70%!formic!acid!solution!was!added!and!the!
sample!was!carefully!mixed.!Next,!25!μl!of!acetonitrile!was!added!and!
the!sample!was!mixed!again.!The!samples!were!centrifuged!for!2!min!at!
13000!×g.!The!supernatant!(1!μl)!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!(α-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!$exControl!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! speci"ed! by! the!
manufacturer’s! instruction,! the! identi"cation! scores! are! classi"ed! as!
follows:!

2.300–3.000:!Highly!probable!species!identi"cation!
2.000–2.299:! Secure! genus! identi"cation,! probable! species!

identi"cation!
1.700–1.999:!Probable!genus!identi"cation!
0.000–1.699:!No!reliable!identi"cation!
The! coagulase-positive! strains! with! an! identi"cation! score! in! the!

range!from!3.000!to!1.700!log!were!con"rmed!additionally!by!the!mo-
lecular!method!based!on!nuc!gene!polymorphism!analysis!(Sasaki!et!al.,!
2010).!
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Bacterial!DNA!was!isolated!using!the!Gram!Plus!and!Yeast!Genomic!
DNA!Puri"cation!Kit! (Eurx,!Gdańsk,! Poland)! following! the!manufac-
turer’s!instructions.!The!ampli"cation!was!carried!out!in!the!conditions!
described!above!using! the!Silver!Taq!Mix! (Syngen!Biotech,!Wrocław,!
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!μg,!oxacillin!1!μg,!cefoxitin!30!μg,!genta-
micin!10!μg,!rifampicin!5!μg,!quinupristin/dalfopristin!15!μg,!clinda-
mycin!2!μg!(alone!and!in!tests!for!detection!of!inducible!clindamycin!
resistance! in! Staphylococcus! spp.),! penicillin! G! 10! U,! sulphamethox-
azole/trimethoprim!25!μg,! tetracycline!30!μg,!nitrofurantoin!300!μg,!
linezolid!30!μg,!cipro$oxacin!5!μg,!and!chloramphenicol!30!μg!(Thermo!
Scienti"c™ 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! classi"ed! 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)-IIIa!(resistance!to!aminoglycosides).!The!primer!sequences!and!re-
action!conditions!were!the!same!as!described!elsewhere!(García-Álvarez!
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,!Kraków,!Poland);!p!< 0.05!was!considered!signi"cant.!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.!

3. Results!

3.1. Isolation!and!identi"cation!of!Staphylococcus!species!

In!total,!157!strains!were!isolated!and!assigned!to!speci"c!Staphylo-
coccus! species! using! the! MALDI! TOF-MS! method! and! the! nuc! gene!
polymorphism! analysis.!We! identi"ed!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! signi"cantly! 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!identi"ed!in!the!
CoPS!group,!with!the!dominance!of!the!latter!species!(n!= 104;!79.4%!of!
all! the! CoPS! isolates,! with! statistical! signi"cance).! The! frequency! of!
isolation!of!S.!aureus!from!the!oral!cavity!was!statistically!signi"cantly!
higher!than!that!from!the!rectum.!The!small!difference!observed!in!the!
case!of!S.!pseudintermedius!was!not!statistically!signi"cant!(Table!1).!

The! coagulase-negative! species!were! statistically! signi"cantly! 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,!cipro$oxacin,!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! signi"-
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.)!

Table!1!
Occurrence!of!Staphylococcus!species!in!the!red!fox!depending!on!the!site!of!strain!isolation.!!!

Con"rmed!Staphylococcus!species!(n!= 157)!

Coagulase-positive!
(131)!83.4*!

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

Site!of!isolation! S.!aureus! S.!pseudintermedius! S.!sciuri! S.!succinus! S.!xylosus! S.!warneri! S.!vitulinus! S.!haemolyticus! S.!chromogenes!
Mouth! 22! 57! 6! 3! 4!! 1! 3! 1!
Rectum! 5! 47! 1! 1! 4! 1! 1!!!
Total!
%!

27!
17.2!

104!
66.2!

7!
4.5!

4!
2.54!

8!
5.1!

1!
0.64!

2!
1.27!

3!
1.9!

1!
0.64!!

* percentage!of!strains!in!relation!to!the!total!number!of!isolates!(n!= 157).!
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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!con"rmed!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!"ndings:!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)-IIIa)!(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!speci"city,!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!

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!dif"cult-to-combat!causes!of!infection!in!humans!and!
animals!(Gordon!et!al.,!2021;!Howden!et!al.,!2023).!

In!the!"rst!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!
con"rmed!the!greatest!frequency!of!Staphylococcus!colonization!of!the!
oral! and!nasal!mucus!membranes,! the!"nal! 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! re$ected! in! the! signi"cantly!
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!signi"cant!
differences! in! the! frequency! of! S.! pseudintermedius! isolation! between!
samples!collected!from!the!oral!cavity!and!the!rectum.!

Table!2!
Phenotypic!resistance!of!coagulase-positive!Staphylococcus!strains.!!

Antimicrobials! Staphylococcus!n!= 131/%!!

S.!aureus!n!=
27!

S.!pseudintermedius!n!=
104!

Total!

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/!
sulfamethoxazole!!

3/2.9! 3/2.3!

Tetracycline*! 1/3.7! 39/37.5! 40/!
30.5!

Nitrofurantoin! 1/3.7!! 1/0.76!!

* statistically!signi"cant!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)-IIIa! 1/3.7!! 1/0.76!!

Table!4!
Virulence!pro"les!of!S.!aureus!strains.!!

Number!of!
S.!aureus!strains!/%!

Virulence!pro"le! Source!of!sample!

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! con"rmed! our! previous!"ndings,!
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-
ni"cance!of!this!species!of!bacteria!isolated!from!various!animal!species,!
including! free-living! animals! (Abdullahi! et! al.,! 2021;! Heaton! et! al.,!
2020;!Martínez-Seijas!et!al.,!2023).!Depending!on!the!animal!species!and!
protocol!of!isolation,!the!S.!aureus!prevalence!ranges!from!0%!to!even!
over!90%!(Feßler!et!al.,!2018;!Heaton!et!al.,!2020;!Martínez-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!con"rmed!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!$uoroquinolones,!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!"ndings!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!speci"c!drug!resistance!pro"le,!indi-
cating!some!correlation!between!the!resistance!pro"le!and!strain!spe-
cies.!We! showed! that! penicillin! resistance!was! the! dominant! type! of!
phenotypic!resistance!of!the!S.!aureus!strains,!which!was!con"rmed!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!con"rmed!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! ef$ux! system)! (Grossman,! 2016).!
Interestingly,!in!previous!studies!on!the!drug!susceptibility!pro"les!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!

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!"nd!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;!Martínez-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! ef$ux! 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!con"r-
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! (Miklasińska-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! pro"le,!
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! pro"le! obtained! in! this! study! is! signi"cantly!
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!
(Argudín!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!
"rst! 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-in$ammatory!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!con"rmed!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!"nal!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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Abstract 

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 Świniarka (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 

Świniarka 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 

Poznań 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 Świniarka 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 Świniarka 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 
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(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 µL 

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, Gdańsk, Poland) in accordance 
with the manufacturer’s instructions. Amplification was 
performed according to the conditions described 

previously (14) and with Silver Taq 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). 

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 β -lactams), ermA, ermB, 

ermC, msrA (resistance to macrolides), cat pC223, cat 

pC221, cat pC194 (resistance to phenicols), tetK, tetM, 

tetL (tetracycline resistance), acc(6ʹ)-le and aph(3)-IIIa 

(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: seA-E (encoding enterotoxins), 

tst (encoding toxic shock syndrome toxin-1), etA, 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 µL/20 µL of total volume of amplification reaction) and 

PCR reagent (PCR Mix Plus Red, A&A Biotechnology, 

Gdańsk, 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). 

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

 
 Staphylococcus aureus S. xylosus S. simulans S. lentus S. condimenti 

Breed 
Uhruska (n = 16) 10 1 4  1 

Świniarka (n = 19) 10 7 1 1  

Total (n = 35)   
20 8 5 1 1 

%* 
57.2 22.8 14.3 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 Świniarka (n = 19) breeds 
 

Breed Species 
Number of 

isolates 
MDR Phenotypic resistance profiles Resistance and virulence gene profiles 

Uhruska 

S. aureus 

1  R: P10  

1  R: DA2  

1  I: TE30, C30 cat (pC221), tetL 

1 5 
R: P10, TE30, C30 

I: E15 
cat (pC194) 

1  I: E15 mrsA 

1 3 
R: P10 

I: QD15, DA2 
 

1 3 I: TE30, CIP5, C30 cat (pC221), tetL, tetK 

1 4 I: E15, CN10, TE30, C30 cat (pC221), cat (pC194), tetL, aph(3)-IIIa, seB 

1  
R: E15 

I: TE30, DA2, 
tetL, ermA, ermB 

1 4 
R: FOX30, P10 

I: CN10, TE30, C30 
cat (pC221), cat (pC194), tetL, mecC, aph(3)-IIIa, acc(6’)-Ie- 

S. xylosus 1  R: FOX 30, P10  

S. condimenti 1  R: P10  

S. simulans 

1  R: TE30 tetK, tetL, aph(3)-IIIa 

1 3 
R: FOX 30, P10, TE30 

I: DA2 
tetK 

1 4 
R: FOX 30, P10, E15, TE30 

I: DA2 
mecC, ermB, cat (pC194), tetK, tetL, aph(3)-IIIa, blaZ 

1  R: TE30 cat (pC194) 

Świniarka 

S. aureus 

4  susceptible  

2  I: DA2  

1  R: P10  

1  
R: P10 

I: E15 
 

1  I: E15  

1 4 I: E15, DA2, TE30, C30 cat (pC221), tetL 

S. xylosus 

3  
R: FOX30, P10 

 
 

1  
R: P10 

 
tetM, aph(3)-IIIa, blaZ 

1  R: FOX30, P10 tetM, mecC, aph(3)-IIIa, acc(6’)-Ie- 

1 4 
R: FOX30, P10,TE30 

I: E15, RD5 
tetM ,tetK, mecC, aph(3)-IIIa, msrA 

1  R: FOX 30, P10, TE30 tetM, tetL, aph(3)-IIIa 

S. lentus 1 5 
R: FOX 30, P10, E15, CN10, TE30 

I: DA2 
 

S. simulans 1 3 
R: FOX30, P10, E15 

I: RD5 
 

 

R – resistant; I – intermediate; ** P10 – penicillin 10 IU; E15–  erythromycin 15 mg; DA2 – clindamycin 2 mg; TE30 – tetracycline 30 mg;  
RD5 – rifampicin 5 mg; QD15 – streptogramin 15 mg; C30 – chloramphenicol 30 mg; FOX30 – cefoxitin 30 mg; CN10 – gentamycin`10 mg; 

CIP5 – 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 Świniarka and Uhruska breeds 
 

Antimicrobial 

Staphylococcus spp. n/% 

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

FOX 30* 1/5 11/73.3 12/34.3 

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 4/26.6 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 

 

CoNS – coagulase-negative species; E15 – erythromycin 15 mg;  

FOX 30 – cefoxitin 30 mg; CN10 – gentamicin 10 mg;  
RD5 – rifampicin 5 mg; QD15 – quinupristin/dalfopristin 15 mg;  

DA2 – clindamycin 2 mg; P10 –penicillin 10 IU; TE30 – tetracycline 

30 mg; CIP5 – 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 Świniarka and Uhruska breeds 
 

Resistance gene 

Staphylococcus spp. % 

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

acc(6’)-Ie- 1/5 1/6.6 2/5.7 

aph(3)-IIIa* 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 tet 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 tetM gene was present with the two 

other tet 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 tetM 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 

(MLSB), 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 MLSB) 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)-IIIa 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')-Ie-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 
 

Antimicrobial 

Staphylococcus spp. n/% 

Uhruska (n = 
16) 

Świniarka (n = 
19) 

Total 

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 

Tetracycline* 10/62.5 4/21 14/40 

 

* – statistically significant difference (P-value < 0.05) between 

resistance to given antibiotic in Staphylococcus spp. isolated from 
Uhruska and Świniarka breed 

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

Resistance 

gene 

Staphylococcus spp. n/% 

Uhruska  

(n = 16) 

Świniarka  
(n = 19) 

Total 

acc(6’)-Ie- 1/6.3 1/5.3 2/5.7 

aph(3)-IIIa 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 Świniarka 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 

of a 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')-IIIa (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)-IIIa 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 (tetL, 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 MLSB is the most common resistance 

mechanism reported in bacteria of the Staphylococcus 

genus; however, there may not be only one mechanism, 

because MLSB 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 (MSB) -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 tetM appeared only in the CoNS strains. The tetK 

and tetL genes encode the efflux pump, while the tetM 

gene encodes another resistance mechanism related to 

ribosome protection (20). Unlike the other genes 

mentioned above, tetM 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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