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W ostatnich kilku latach powa¿nym problemem
zdrowotnym, notowanym w fermach trzody chlewnej
zarówno w Polsce, jak i na �wiecie, sta³a siê strepto-
kokoza. Czynnikiem etiologicznym choroby s¹ Gram-
-dodatnie paciorkowce, nale¿¹ce wg systematyki Ber-
geya do rodziny Streptococcaceae, rodzaju Streptococ-
cus, gatunku Streptococcus suis (S. suis) (15). Nale¿y
zaznaczyæ, ¿e S. suis nie jest patogenem bezwzglêd-
nie chorobotwórczym.

Do chwili obecnej, na podstawie antygenów otocz-
kowych, opisano 35 ró¿nych serotypów S. suis. Wyni-
ki badañ molekularnych dowodz¹, ¿e w obrêbie ka¿-
dego serotypu S. suis wystêpuje szereg genotypów tego
drobnoustroju (15).

Znaczenie streptokokozy ro�nie wraz z intensyfika-
cj¹ produkcji trzody chlewnej, niemniej jednak infek-
cje wywo³ywane przez omawiany patogen rozpozna-
wane s¹ równie¿ w chlewniach tradycyjnych (19). Na
streptokokozê choruj¹ zwierzêta ze wszystkich grup
wiekowych, aczkolwiek najwiêksze straty notuje siê
w populacji prosi¹t odsadzonych oraz warchlaków
(15). U zaka¿onych �wiñ najczê�ciej obserwuje siê
zapalenie mózgu, wsierdzia, p³uc, stawów oraz posocz-

nicê, powoduj¹c¹ nag³e padniêcia (15, 19, 20). Eko-
nomiczne skutki wystêpowania tej jednostki chorobo-
wej wynikaj¹ nie tyle z padniêæ �wiñ, co z zahamowa-
nia rozwoju i przyrostów masy cia³a oraz wysokich
kosztów leczenia.

Celem badañ by³a charakterystyka fenotypowa kra-
jowych izolatów S. suis, wyizolowanych od �wiñ cho-
ruj¹cych z objawami streptokokozy, z uwzglêdnieniem
oceny ich w³a�ciwo�ci biochemicznych.

Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Do badañ wykorzystano 575 izo-

latów terenowych pozyskanych od �wiñ choruj¹cych z ob-
jawami wskazuj¹cymi na streptokokozê, zakwalifikowa-
nych wstêpnie do rodzaju Streptococcus.

Do ustalenia wzorca reaktywno�ci szczepów paciorkow-
ców �wiñ z wybranymi substratami biochemicznymi wy-
korzystano szczepy referencyjne S. suis, reprezentuj¹ce
wszystkie 35 serotypów tego drobnoustroju.

Pod³o¿a, testy. Do namna¿ania izolatów u¿yto pod³o¿a
sta³ego � agaru Columbia z dodatkiem 5% krwi baraniej
(Oxoid).

Na podstawie danych pi�miennictwa (2-4, 8, 9, 12-14,
21, 24) oraz wyników badania szczepów referencyjnych
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S. suis (tab. 1) do oceny w³a�ciwo�ci biochemicznych izo-
latów terenowych wybrano nastêpuj¹ce testy: na rozk³ad
rafinozy, inuliny, mannitolu, argininy i eskuliny oraz testy
na produkcjê: acetoiny (test Voges-Proskauera) (VP),
b-glukuronidazy i amylazy. Do wykonania badañ wykorzy-
stywano substraty biochemiczne w formie tabletek, pro-
dukcji Rosco Inc. W celu identyfikacji szczepów wytwa-
rzaj¹cych amylazê bakterie wysiewano na agar Columbia
z dodatkiem skrobi, w ilo�ci 0,5 g na 475 ml agaru. W przy-
padku testu na rozk³ad argininy, w celu zapewnienia bez-
tlenowych warunków inkubacji, powierzchniê roztworu po-
krywano olejem mineralnym (bioMerieux).

Postêpowanie. Przygotowywano 18-godzinn¹ hodowlê
poszczególnych izolatów na p³ytkach Petriego zawieraj¹-
cych agar Columbia z krwi¹ barani¹. Pobierano 4-5 kolonii

i wprowadzano je do bulionu cielêcego (Difco) z dodat-
kiem 5% surowicy koñskiej (Sigma), po czym inkubowa-
no je w termostacie (37°C, 5% CO

2
) przez 18 godzin. Na-

stêpnie hodowlê mieszano na wytrz¹sarce i poddawano j¹
wirowaniu (3000 obrotów/minutê, 15 minut, temperatura
pokojowa). Do osadu dodawano 2 ml 0,9% roztworu NaCl
i mieszano do uzyskania homogennej zawiesiny. Zawiesi-
nê badanego szczepu paciorkowca w p³ynie fizjologicznym
wprowadzano do stela¿a z szeregiem probówek, zawiera-
j¹cych poszczególne substraty biochemiczne. Stela¿e za-
mykano i inkubowano w termostacie, w warunkach analo-
gicznych do przedstawionych powy¿ej. Po 4 godzinach in-
kubacji do studzienki z tabletk¹ VP dodawano po kropli
odczynników VP1 oraz VP2 (bioMerieux) i pozostawiano
je na 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastêpnie do-
konywano odczytu testu. Pozosta³e reakcje analizowano po
24-godzinnej inkubacji w warunkach jw.

Do testu na wytwarzanie amylazy bakterie wysiewano
na agar Columbia z dodatkiem skrobi. P³ytki inkubowano
przez 18 godzin w warunkach jw. Nastêpnego dnia wy-
ro�niêt¹ hodowlê zalewano kilkoma ml p³ynu Lugola, po-
zostawiano na ok. 30 sekund i odczytywano wynik reakcji.

Interpretacji wyników testów z substratami Rosco do-
konywano na podstawie oceny wizualnej, opartej na okre�-
leniu zabarwienia roztworu (ryc. 1), natomiast w przypad-
ku testu na produkcjê amylazy na podstawie odbarwienia
p³ynu Lugola (ryc. 2).

Ka¿dorazowo przygotowywano kontrolê badañ, któr¹
stanowi³ szczep referencyjny serotypu 2 S. suis.

Wyniki i omówienie
W badaniach dokonano analizy 575 izolatów tere-

nowych, wyosobnionych od �wiñ odchowywanych
w fermach wielkotowarowych trzody chlewnej oraz
chlewniach przyzagrodowych, zlokalizowanych na
obszarze ca³ego kraju, choruj¹cych z objawami wska-
zuj¹cymi na streptokokozê. Na podstawie morfologii
kolonii na pod³o¿u sta³ym, z uwzglêdnieniem wytwa-
rzania hemolizy typu a, pozytywnego wyniku bada-
nia bakterioskopowego w preparatach barwionych
metod¹ Grama, ujemnego wyniku testu na produkcjê
katalazy oraz pozytywnego wyniku identyfikacji
genetycznej w te�cie mPCR izolaty zosta³y wstêpnie
zakwalifikowane do rodzaju Streptococcus.

Wiele laboratoriów na �wiecie prowadzi³o badania
w zakresie identyfikacji biochemicznej drobnoustro-
jów nale¿¹cych do rodzaju Streptococcus, w zwi¹zku
z tym podczas doboru zestawu reakcji biochemicznych
s³u¿¹cych do okre�lenia profilu fenotypowego pacior-
kowców �wiñ sugerowano siê danymi z pi�miennic-
twa (2, 8, 13, 14, 20). Na ich podstawie wybrano
8 reakcji biochemicznych do identyfikacji S. suis. Za
typowe dla omawianych patogenów przyjêto nastêpu-
j¹ce wyniki: zdolno�æ do rozk³adu rafinozy, inuliny
i skrobi, hydrolizy argininy i eskuliny oraz wytwarza-
nia b-glukuronidazy, a tak¿e brak rozk³adu mannitolu
i produkcji acetoiny (13-15, 18).

W badaniach w³asnych reakcje typowe dla S. suis
wykazywa³o 538 izolatów (94%). Pozosta³e izolaty,

Tab. 1. Wyniki biotypowania 35 szczepów referencyjnych
Streptococcus suis

tseT kinyW hcywopytijckaerketesdO

aniotecA � 001 1

azalymA + 29

b azadinorukulg- + 09

yninigraazalordyhiD + 89

aniluksE + 67

anilunI + 89

lotinnaM � 49

azonifaR + 49

Ryc. 1. Wynik analizy biochemicznej S. suis przy u¿yciu sub-
stratów Rosco

RAF a-GLUADHVPMANINU ESC

Ryc. 2. Wynik testu na produkcjê amylazy przez S. suis � wi-
doczne odbarwienie pod³o¿a wokó³ kolonii S. suis
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w liczbie 37 (6%), wykazywa³y ró¿nego stopnia od-
chylenia od przyjêtego wzorca. Porównywalne wyni-
ki uzyskali w swoich badaniach Jayarao i wsp. dla me-
tod Vitek GPI oraz API Rapid Strep (16).

Rezultaty uzyskane dla poszczególnych reakcji bio-
chemicznych przedstawiono w tab. 2. Z zaprezento-
wanych danych wynika, ¿e najwy¿szy odsetek wyni-
ków typowych dla S. suis uzyskano w reakcji identyfi-
kuj¹cej aktywno�æ b-glukuronidazy, z uwagi na to, ¿e
100% badanych szczepów wykazywa³o aktywno�æ
tego enzymu.

Fermentacja rafinozy tak¿e okaza³a siê swoist¹ ce-
ch¹ analizowanych szczepów. W tym przypadku po-
zytywny wynik badania uzyskano w odniesieniu do
563 izolatów, co stanowi³o 98%. Nale¿y podkre�liæ,
¿e mimo i¿ test ten w³¹cza³o do zestawu do identyfi-
kacji S. suis wielu badaczy, rezultaty opisywanych
eksperymentów by³y zró¿nicowane. Dodatnie reakcje
wykazywa³o 65% (24) lub 78% szczepów (8), co su-
geruje wystêpowanie szczepów o nietypowych w³a�-
ciwo�ciach, których jednak nie zidentyfikowano w�ród
polskich izolatów.

Nieco mniej specyficzne wyniki otrzymano w te�-
cie Voges-Proskauera, który
przez wielu autorów uwa¿any
jest za typowy dla identyfika-
cji S. suis (2, 21, 22, 24). Ge-
neralnie uwa¿a siê, ¿e szcze-
py bakteryjne reprezentuj¹ce
ten gatunek drobnoustrojów,
nie produkuj¹ acetoiny. W ba-
daniach w³asnych uzyskano
wynik nieco odmienny. W�ród
ocenianych izolatów ziden-
tyfikowano 93% szczepów
o w³a�ciwo�ciach typowych
dla gatunku oraz dodatkowo
40 izolatów (7% analizowa-
nych szczepów), które wytwa-

rza³y acetoinê. Nale¿y przypuszczaæ, ¿e zidentyfiko-
wano izolaty o nietypowych w³a�ciwo�ciach lub, co
bardziej prawdopodobne, izolaty te b³êdnie zakwalifi-
kowano do gatunku S. suis w badaniach wstêpnych.
Ostateczne rozstrzygniêcie klasyfikacji wspomnianych
szczepów wymaga zastosowania bardziej precyzyjnych
metod badawczych, np. sekwencjonowania.

Produkcja amylazy i rozk³ad skrobi równie¿ uwa-
¿ane s¹ za typowe cechy identyfikacyjne S. suis (2, 3,
21). Podobnie jak poprzednio uzyskane wyniki wska-
zuj¹ na obecno�æ 93% izolatów rozk³adaj¹cych skro-
biê oraz wystêpowanie 7% szczepów o nietypowych
w³a�ciwo�ciach w omawianym zakresie. Wyniki ana-
logiczne uzyskali w swoich badaniach Gottschalk
i wsp. (13), którzy w�ród szczepów S. suis zidentyfi-
kowali izolaty nie wykazuj¹ce aktywno�ci wymienio-
nego enzymu.

Odsetek izolatów zdolnych do rozk³adu inuliny
kszta³towa³ siê na tym samym poziomie, co w przy-
padku dwóch opisanych powy¿ej testów. Z kolei spo-
�ród 575 badanych szczepów 523 (91%) cechowa³y
siê aktywno�ci¹ dihydrolazy argininy.

Czarno-brunatne zabarwienie pod³o¿a, uznawane za
wynik dodatni testu na hydrolizê eskuliny, jest skut-
kiem reakcji jednego z jej produktów � eskuletyny
z jonami ¿elaza (6, 7). W badaniach w³asnych wynik
taki uzyskano w odniesieniu do 379 izolatów (69%
badanych szczepów). Zdolno�æ do hydrolizy eskuliny
jest cech¹ charakterystyczn¹ dla paciorkowców z gru-
py D (10, 11), do której nale¿¹ g³ównie paciorkowce
ka³owe. Mo¿e to czê�ciowo wyja�niaæ ni¿szy odsetek
zarejestrowanych reakcji dodatnich w badaniach w³as-
nych. W pracach innych badaczy, uwzglêdniaj¹cych
zastosowanie tego testu do charakterystyki w³a�ciwo�-
ci biochemicznych S. suis, uzyskiwano bardzo zró¿ni-
cowane rezultaty � od 100% wyników dodatnich (22),
do niewielu ponad 50% (8).

Najmniej swoistych reakcji zaobserwowano w te�-
cie na fermentacjê mannitolu. W tym przypadku wy-
nik typowy uzyskano jedynie w odniesieniu do 190
izolatów, co stanowi³o 33%. Uwa¿a siê, ¿e S. suis nie
fermentuje mannitolu, niemniej jednak niektóre bada-

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

TSET wópezczs%/abzciL
owopythcyc¹jugaer

aniotecA 39/535

azalymA 39/535

b azadinorukulg- 001/001

yninigraazalordyhiD 19/325

aniluksE 96/793

anilunI 39/535

lotinnaM 33/091

azonifaR 89/365

me³ógO
)wópezczs575(

ec¹jadypezczs
ewopytejckaer 49/835

ec¹jadypezczs
ewopytaejckaer 6/73

Tab. 3. Profile biochemiczne izolatów terenowych Streptococcus suis

TSET A B C D E F G H I J K L £ M

aniotecA + � + � � � � � + � � � � �

azalymA + + + � + + + + + � + + + �

b azadinorukulg- + + + + + + + + + + + + + +

yninigraazalordyhiD + + + + � + + + + + � + + +

aniluksE + + + + + � + + � + + � + �

anilunI + + + + + + � + + + + + � +

lotinnaM + + � + + + + � � � � � � �

azonifaR + + + + + + + + + + + + + +

me³ógO
abzciL 11 012 5 5 31 301 7 821 3 6 3 74 71 5

% 0,2 0,73 9,0 9,0 3,2 0,81 2,1 3,22 5,0 0,1 5,0 2,8 0,3 9,0
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nia wskazuj¹ na istnienie szczepów paciorkowców
�wiñ wykazuj¹cych tê cechê (9). Dla przyk³adu:
Devriese i wsp. (2) zidentyfikowali szczepy S. suis
o wspomnianych w³a�ciwo�ciach w�ród drobnoustro-
jów wyizolowanych od owiec, byd³a i koni. Z kolei
w badaniach Gottschalka i wsp. (14) 45% badanych
patogenów fermentowa³o mannitol. Dane te wskazu-
j¹, ¿e reakcji rozk³adu omawianego cukru nie mo¿na
uwa¿aæ za cechê typow¹ dla S. suis.

Uzyskane wyniki badañ w³asnych pozwoli³y na
wyodrêbnienie w�ród poddanych analizie szczepów
14 profili biochemicznych, oznaczonych literami od
A do M (tab. 3), przy czym niemal 60% szczepów za-
kwalifikowano do grup B i H. W grupie H znalaz³y siê
szczepy, które wykaza³y wy³¹cznie typowe reakcje, sta-
nowi³y one 22,3% badanych izolatów.

Testy oparte na fermentacji cukrów, zmianie pH i w
konsekwencji zmianie barwy pod³o¿a s¹ powszechnie
stosowane do identyfikacji ró¿nych gatunków bakte-
rii (1, 4, 5, 10), w tym równie¿ nale¿¹cych do rodzaju
Streptococcus (4, 10, 11, 16).

Do identyfikacji bakterii z rodzaju Streptococcus
mo¿na stosowaæ tradycyjne testy mikrobiologiczne, jak
równie¿ zestawy do szybkiej identyfikacji drobnoustro-
jów 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). Niezaprzeczaln¹ zalet¹ tych syste-
mów jest ³atwo�æ przeprowadzenia reakcji i stosun-
kowo krótki czas potrzebny do uzyskania wyników
(4-8 godzin). Nale¿y mieæ jednak na uwadze, ¿e zo-
sta³y one opracowane przede wszystkim do identyfi-
kacji drobnoustrojów izolowanych od ludzi, co ogra-
nicza ich przydatno�æ w odniesieniu do szczepów wy-
osobnionych od zwierz¹t.

Podsumowuj¹c, przeprowadzone badania potwier-
dzi³y, ¿e S. suis reprezentuje znaczne zró¿nicowanie
w³a�ciwo�ci biochemicznych. Okre�lanie profilu bio-
chemicznego ma zatem ograniczon¹ przydatno�æ.
Wystêpowanie rozbie¿no�ci w uzyskiwanych profilach
biochemicznych, co mo¿e byæ konsekwencj¹ identy-
fikacji szczepów o nietypowych w³a�ciwo�ciach, spra-
wia, ¿e do rutynowej diagnostyki bakteriologicznej
drobnoustrojów, a w szczególno�ci do rozpoznawania
chorób zwierz¹t o etiologii bakteryjnej, powinny byæ
stosowane bardziej wiarygodne metody identyfikacji
patogenów, uwzglêdniaj¹ce, na przyk³ad, identyfika-
cjê molekularn¹ (2, 8, 10, 14, 17, 21). Badanie w³a�-
ciwo�ci biochemicznych mo¿e stanowiæ metodê uzu-
pe³niaj¹c¹ charakterystykê fenotypow¹ szczepów,
uzyskan¹ przy zastosowaniu innych technik badaw-
czych (24).
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