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Streptococcus suis

ANNA SZCZOTKA, IWONA MARKOWSKA-DANIEL

Zaktad Choréb Swin Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Parnistwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Szczotka A., Markowska-Daniel I.
Biochemical features of Polish isolates of Streptococcus suis

Summary

The aim of the study was to evaluate biochemical features of 575 Polish isolates of S. suis from pigs with
symptoms of streptococcosis and to improve methods of identification of the pathogen. The following tests
were used to evaluate biochemical features of the strains: raffinose, inulin, mannitol, arginine and esculin
fermentation, and production of acetoin, -glucuronidase as well as amylase (on starch agar plates). Typical
reactions were observed in 538 isolates (94%). The highest number of positive results was obtained in the
p-glucuronidase production test in which 100% of the isolates demonstrate activity of mentioned enzyme.
Since positive results were evidenced in 563 isolates (98%), raffinose fermentation was also a specific feature
of the tested isolates. Less specific (93% of positive strains) results were proved for the following tests: acetoin
and amylase production as well as inulin fermentation. Arginine dihydrolase activity was demonstrated in 523
tested isolates (91%) and 69% had the ability to hydrolyze esculin. The least specific result was obtained in the
mannitol fermentation test: 33% of the typical reactions. 14 biochemical profiles were estimated among the
analyzed isolates. 60% of the strains were classified in groups B and H. In group H only the strains with
typical for S. suis pattern, reaching 22.3% of the tested isolates, were placed. This study confirmed S. suis to be
highly heterogenous in biochemical profiles. In our opinion the evaluation of biochemical features is not
a universal method and should not be considered as a basis for bacterial identification. This method can be

used as an additional test for S. suis identification, supplemented by other, more reliable techniques.

Keywords: swine, Streptococcus suis

W ostatnich kilku latach powaznym problemem
zdrowotnym, notowanym w fermach trzody chlewnej
zarOwno w Polsce, jak i na §wiecie, stala si¢ strepto-
kokoza. Czynnikiem etiologicznym choroby sa Gram-
-dodatnie paciorkowce, nalezace wg systematyki Ber-
geya do rodziny Streptococcaceae, rodzaju Streptococ-
cus, gatunku Streptococcus suis (S. suis) (15). Nalezy
zaznaczyC, ze S. suis nie jest patogenem bezwzgled-
nie chorobotwoérczym.

Do chwili obecnej, na podstawie antygendw otocz-
kowych, opisano 35 réznych serotypdw S. suis. Wyni-
ki badan molekularnych dowodza, ze w obre¢bie kaz-
dego serotypu S. suis wystepuje szereg genotypow tego
drobnoustroju (15).

Znaczenie streptokokozy rosnie wraz z intensyfika-
cja produkcji trzody chlewnej, niemniej jednak infek-
cje wywotywane przez omawiany patogen rozpozna-
wane sa rowniez w chlewniach tradycyjnych (19). Na
streptokokoze choruja zwierzeta ze wszystkich grup
wiekowych, aczkolwiek najwigksze straty notuje si¢
w populacji prosiat odsadzonych oraz warchlakow
(15). U zakazonych $win najczesciej obserwuje si¢
zapalenie mozgu, wsierdzia, pluc, stawow oraz posocz-

nice, powodujaca nagte padnigcia (15, 19, 20). Eko-
nomiczne skutki wystgpowania tej jednostki chorobo-
wej wynikaja nie tyle z padnig¢ $win, co z zahamowa-
nia rozwoju 1 przyrostow masy ciata oraz wysokich
kosztéw leczenia.

Celem badan byta charakterystyka fenotypowa kra-
jowych izolatow S. suis, wyizolowanych od §win cho-
rujacych z objawami streptokokozy, z uwzglednieniem
oceny ich wlasciwos$ci biochemicznych.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan wykorzystano 575 izo-
latow terenowych pozyskanych od $§win chorujacych z ob-
jawami wskazujacymi na streptokokoze, zakwalifikowa-
nych wstepnie do rodzaju Streptococcus.

Do ustalenia wzorca reaktywnosci szczepdw paciorkow-
cOw $win z wybranymi substratami biochemicznymi wy-
korzystano szczepy referencyjne S. suis, reprezentujace
wszystkie 35 serotypow tego drobnoustroju.

Podloza, testy. Do namnazania izolatow uzyto podtoza
statego — agaru Columbia z dodatkiem 5% krwi baraniej
(Oxoid).

Na podstawie danych pismiennictwa (2-4, 8, 9, 12-14,
21, 24) oraz wynikéw badania szczepdw referencyjnych
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Tab. 1. Wyniki biotypowania 35 szczepow referencyjnych
Streptococcus suis

Test Wynik Odsetek reakeji typowych
Acetoina = 100
Amylaza + 92
p-glukuronidaza + 90
Dihydrolaza argininy + 98
Eskulina + 76
Inulina + 98
Mannitol = 94
Rafinoza + 94

S. suis (tab. 1) do oceny wlasciwosci biochemicznych izo-
latow terenowych wybrano nastepujace testy: na rozktad
rafinozy, inuliny, mannitolu, argininy i eskuliny oraz testy
na produkcje: acetoiny (test Voges-Proskauera) (VP),
B-glukuronidazy i amylazy. Do wykonania badan wykorzy-
stywano substraty biochemiczne w formie tabletek, pro-
dukcji Rosco Inc. W celu identyfikacji szczepow wytwa-
rzajacych amylaze bakterie wysiewano na agar Columbia
z dodatkiem skrobi, w ilosci 0,5 gna 475 ml agaru. W przy-
padku testu na rozktad argininy, w celu zapewnienia bez-
tlenowych warunkéw inkubacji, powierzchnig roztworu po-
krywano olejem mineralnym (bioMerieux).
Postepowanie. Przygotowywano 18-godzinna hodowle
poszczegblnych izolatow na ptytkach Petriego zawieraja-
cych agar Columbia z krwia barania. Pobierano 4-5 kolonii
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Ryec. 1. Wynik analizy biochemicznej S. suis przy uzyciu sub-
stratow Rosco
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Ryec. 2. Wynik testu na produkcje¢ amylazy przez S. suis — wi-
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i wprowadzano je do bulionu cielgcego (Difco) z dodat-
kiem 5% surowicy konskiej (Sigma), po czym inkubowa-
no je w termostacie (37°C, 5% CO,) przez 18 godzin. Na-
stepnie hodowlg mieszano na wytrzasarce i poddawano ja
wirowaniu (3000 obrotéw/minutg, 15 minut, temperatura
pokojowa). Do osadu dodawano 2 ml 0,9% roztworu NaCl
1 mieszano do uzyskania homogennej zawiesiny. Zawiesi-
ng badanego szczepu paciorkowca w ptynie fizjologicznym
wprowadzano do stelaza z szeregiem probowek, zawiera-
jacych poszczego6lne substraty biochemiczne. Stelaze za-
mykano i inkubowano w termostacie, w warunkach analo-
gicznych do przedstawionych powyzej. Po 4 godzinach in-
kubacji do studzienki z tabletka VP dodawano po kropli
odczynnikéw VP1 oraz VP2 (bioMerieux) i pozostawiano
je na 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie do-
konywano odczytu testu. Pozostate reakcje analizowano po
24-godzinnej inkubacji w warunkach jw.

Do testu na wytwarzanie amylazy bakterie wysiewano
na agar Columbia z dodatkiem skrobi. Ptytki inkubowano
przez 18 godzin w warunkach jw. Nastgpnego dnia wy-
rosnigta hodowle zalewano kilkoma ml ptynu Lugola, po-
zostawiano na ok. 30 sekund i odczytywano wynik reakcji.

Interpretacji wynikow testow z substratami Rosco do-
konywano na podstawie oceny wizualnej, opartej na okres-
leniu zabarwienia roztworu (ryc. 1), natomiast w przypad-
ku testu na produkcje amylazy na podstawie odbarwienia
ptynu Lugola (ryc. 2).

Kazdorazowo przygotowywano kontrole badan, ktora
stanowil szczep referencyjny serotypu 2 S. suis.

Wyniki i omowienie

W badaniach dokonano analizy 575 izolatow tere-
nowych, wyosobnionych od §win odchowywanych
w fermach wielkotowarowych trzody chlewnej oraz
chlewniach przyzagrodowych, zlokalizowanych na
obszarze catego kraju, chorujacych z objawami wska-
zujacymi na streptokokozg. Na podstawie morfologii
kolonii na podtozu stalym, z uwzglgdnieniem wytwa-
rzania hemolizy typu a, pozytywnego wyniku bada-
nia bakterioskopowego w preparatach barwionych
metoda Grama, ujemnego wyniku testu na produkcj¢
katalazy oraz pozytywnego wyniku identyfikacji
genetycznej w tescie mPCR izolaty zostaty wstepnie
zakwalifikowane do rodzaju Streptococcus.

Wiele laboratoridow na §wiecie prowadzito badania
w zakresie identyfikacji biochemicznej drobnoustro-
jow nalezacych do rodzaju Streptococcus, w zwiazku
z tym podczas doboru zestawu reakcji biochemicznych
stuzacych do okreslenia profilu fenotypowego pacior-
kowcow §win sugerowano si¢ danymi z pisSmiennic-
twa (2, 8, 13, 14, 20). Na ich podstawie wybrano
8 reakcji biochemicznych do identyfikacji S. suis. Za
typowe dla omawianych patogenoéw przyj¢to nastepu-
jace wyniki: zdolno$¢ do rozktadu rafinozy, inuliny
i skrobi, hydrolizy argininy 1 eskuliny oraz wytwarza-
nia 3-glukuronidazy, a takze brak rozktadu mannitolu
1 produkcji acetoiny (13-15, 18).

W badaniach wtasnych reakcje typowe dla S. suis
wykazywato 538 izolatow (94%). Pozostate izolaty,



Tab. 2. Wyniki biotypowania izolatow terenowych Strepto-
coccus suis

T
Acetoina 535/93
Amylaza 535/93
p-glukuronidaza 100/100
Dihydrolaza argininy 523/91
Eskulina 397/69
Inulina 535/93
Mannitol 190/33
Rafinoza 563/98
ogtten ST S3034
(575 szczepow) szczepy dajace
reakcje atypowe L

w liczbie 37 (6%), wykazywaty rdznego stopnia od-
chylenia od przyjgtego wzorca. Porownywalne wyni-
kiuzyskali w swoich badaniach Jayarao 1 wsp. dla me-
tod Vitek GPI oraz API Rapid Strep (16).

Rezultaty uzyskane dla poszczego6lnych reakcji bio-
chemicznych przedstawiono w tab. 2. Z zaprezento-
wanych danych wynika, ze najwyzszy odsetek wyni-
kéw typowych dla S. suis uzyskano w reakcji identyfi-
kujacej aktywno$¢ -glukuronidazy, z uwagi na to, ze
100% badanych szczepoéw wykazywato aktywnos¢
tego enzymu.

Fermentacja rafinozy takze okazata si¢ swoista ce-
cha analizowanych szczepow. W tym przypadku po-
zytywny wynik badania uzyskano w odniesieniu do
563 izolatdéw, co stanowito 98%. Nalezy podkreslic,
ze mimo iz test ten wlaczato do zestawu do identyfi-
kacji S. suis wielu badaczy, rezultaty opisywanych
eksperymentdw byty zroznicowane. Dodatnie reakcje
wykazywato 65% (24) lub 78% szczepow (8), co su-
geruje wystegpowanie szczepdéw o nietypowych wias-
ciwosciach, ktorych jednak nie zidentyfikowano wérod
polskich izolatow.

Nieco mniej specyficzne wyniki otrzymano w tes-
cie Voges-Proskauera, ktory
przez wielu autorow uwazany
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rzaly acetoing. Nalezy przypuszczaé, ze zidentyfiko-
wano izolaty o nietypowych wlasciwosciach lub, co
bardziej prawdopodobne, izolaty te blgdnie zakwalifi-
kowano do gatunku S. suis w badaniach wstgpnych.
Ostateczne rozstrzygnigcie klasyfikacji wspomnianych
szczepOw wymaga zastosowania bardziej precyzyjnych
metod badawczych, np. sekwencjonowania.

Produkcja amylazy i rozktad skrobi roéwniez uwa-
zane s za typowe cechy identyfikacyjne S. suis (2, 3,
21). Podobnie jak poprzednio uzyskane wyniki wska-
zuja na obecnos¢ 93% izolatow rozktadajacych skro-
big oraz wystgpowanie 7% szczepow o nietypowych
wlasciwo$ciach w omawianym zakresie. Wyniki ana-
logiczne uzyskali w swoich badaniach Gottschalk
1 wsp. (13), ktorzy wsrod szczepdw S. suis zidentyfi-
kowali izolaty nie wykazujace aktywnosci wymienio-
nego enzymu.

Odsetek izolatoéw zdolnych do rozktadu inuliny
ksztattowat si¢ na tym samym poziomie, co w przy-
padku dwodch opisanych powyzej testow. Z kolei spo-
srod 575 badanych szczepow 523 (91%) cechowaty
si¢ aktywnoscia dihydrolazy argininy.

Czarno-brunatne zabarwienie podtoza, uznawane za
wynik dodatni testu na hydrolizg eskuliny, jest skut-
kiem reakcji jednego z jej produktow — eskuletyny
z jonami zelaza (6, 7). W badaniach wtasnych wynik
taki uzyskano w odniesieniu do 379 izolatow (69%
badanych szczepow). Zdolnos¢ do hydrolizy eskuliny
jest cecha charakterystyczna dla paciorkowcow z gru-
py D (10, 11), do ktore_] naleza glowme pamorkowce
katowe. Moze to czgSciowo wyjasnia¢ nizszy odsetek
zarejestrowanych reakcji dodatnich w badaniach wias-
nych. W pracach innych badaczy, uwzgledniajacych
zastosowanie tego testu do charakterystyki wiasciwos-
ci biochemicznych S. suis, uzyskiwano bardzo zr6zni-
cowane rezultaty — od 100% wynikéw dodatnich (22),
do niewielu ponad 50% (8).

Najmniej swoistych reakcji zaobserwowano w tes-
cie na fermentacj¢ mannitolu. W tym przypadku wy-
nik typowy uzyskano jedynie w odniesieniu do 190
izolatoéw, co stanowito 33%. Uwaza sie, ze S. suis nie
fermentuje mannitolu, niemniej jednak niektore bada-

Tab. 3. Profile biochemiczne izolatéw terenowych Streptococcus suis

jest za typowy dla identyfika- TEST A|B|C|D|E|F|G|H|I|J|K|L|L| &M
cjis. S‘”is (2, 2’1, '223_24)- Ge- | acetoina T T I I IR I RO I I P B
neralnie uwaza sig, ze szcze-
. . Amylaza + + + = + + + + + - + + + -
py bakteryjne reprezentujace _
ten gatunek drobnoustrojow, |/-9lukuronidaza AR 2 A N T I A I
nie produkujq acetoiny. W ba- Dihydrolaza argininy | + + + + = + + + + + - + + +
danl'aCh' Wiasny(?h uZYSk’ar’lO Eskulina + + + + + = + + = + + = + =
wynik nieco odmienny. Wérod _
. . . . Inulina + + + + + + = + + + + + - +
ocenianych izolatow ziden-
tyfikowano 93% szczepow |Mannitol S I I e el el I M
o wiasciwosciach typ0WYCh Rafinoza + + + + + + + + + | o+ + + + +
dla gatunku oraz dodatkowo | Liczba | 11 (210 | 5 | 5 | 13 (108 | 7 (128 3 | 6 | 3 |47 | 17 | 5
40 izolatow (7% analizowa- |Ogétem
. . % | 20(370[09|09]|23(180|12|223(05| 10|05 82| 3,0/09
nych szczepow), ktore wytwa-



Medycyna Wet. 2006, 62 (5)

nia wskazuja na istnienie szczepow paciorkowcow
swin wykazujacych te ceche (9). Dla przyktadu:
Devriese 1 wsp. (2) zidentyfikowali szczepy S. suis
o wspomnianych wlasciwosciach wérod drobnoustro-
jow wyizolowanych od owiec, bydta i koni. Z kolei
w badaniach Gottschalka i wsp. (14) 45% badanych
patogendw fermentowato mannitol. Dane te wskazu-
ja, ze reakcji rozktadu omawianego cukru nie mozna
uwazac za ceche typowa dla S. suis.

Uzyskane wyniki badan wlasnych pozwolity na
wyodrebnienie wérdéd poddanych analizie szczepow
14 profili biochemicznych, oznaczonych literami od
A do M (tab. 3), przy czym niemal 60% szczepow za-
kwalifikowano do grup B i H. W grupie H znalazty sig
szczepy, ktore wykazaty wylacznie typowe reakcje, sta-
nowity one 22,3% badanych izolatow.

Testy oparte na fermentacji cukrow, zmianie pH 1w
konsekwencji zmianie barwy podtoza sa powszechnie
stosowane do identyfikacji r6znych gatunkoéw bakte-
rii (1, 4, 5, 10), w tym réwniez nalezacych do rodzaju
Streptococcus (4, 10, 11, 16).

Do identyfikacji bakterii z rodzaju Streptococcus
mozna stosowac tradycyjne testy mikrobiologiczne, jak
réwniez zestawy do szybkiej identyfikacji drobnoustro-
jOw na podstawie reakcji biochemicznych, jak API 20
STREP (bioMerieux), rapid ID 32 STREP (bioMe-
rieux), API RAPID Strep system (16), system GPI (16)
lub Minitek (23). Niezaprzeczalng zaleta tych syste-
moéw jest tatwosé przeprowadzenia reakcji i stosun-
kowo krotki czas potrzebny do uzyskania wynikéw
(4-8 godzin). Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze zo-
staly one opracowane przede wszystkim do identyfi-
kacji drobnoustrojow izolowanych od ludzi, co ogra-
nicza ich przydatno$¢ w odniesieniu do szczepow wy-
osobnionych od zwierzat.

Podsumowujac, przeprowadzone badania potwier-
dzity, ze S. suis reprezentuje znaczne zrdznicowanie
wlasciwosci biochemicznych. Okre$lanie profilu bio-
chemicznego ma zatem ograniczona przydatnos¢.
Wystepowanie rozbiezno$ci w uzyskiwanych profilach
biochemicznych, co moze by¢ konsekwencja identy-
fikacji szczepow o nietypowych wlasciwosciach, spra-
wia, ze do rutynowej diagnostyki bakteriologiczne;j
drobnoustrojow, a w szczegdlnosci do rozpoznawania
chordb zwierzat o etiologii bakteryjnej, powinny by¢
stosowane bardziej wiarygodne metody identyfikacji
patogendw, uwzgledniajace, na przyklad, identytika-
cje molekularng (2, 8, 10, 14, 17, 21). Badanie wtas-
ciwosci biochemicznych moze stanowi¢ metode uzu-
pelniajaca charakterystyke fenotypowa szczepdw,
uzyskana przy zastosowaniu innych technik badaw-
czych (24).
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