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1. Wstęp

Bakterie z rodzaju Staphylococcus powszechnie wystę- 
pują w środowisku naturalnym. Wiele gatunków gron-
kowców stanowi naturalny składnik &ory bakteryjnej 
skóry i błon śluzowych człowieka. Szczepy gronkow-
ców są również izolowane z produktów pochodzenia 
zwierzęcego oraz gleby, wody, kurzu i powietrza [15, 
22, 39]. Obecnie do rodzaju Staphylococcus zalicza się 
47 gatunki, przy czym w obrębie 10 gatunków wyod-
rębniono podgatunki [1, 7, 15, 17, 30, 32, 36, 45, 47] 
(Tab. I). Istniejący historyczny podział na gronkowce 
koagulazo-dodatnie i koagulazo-ujemne oparty jest na 
zdolności lub braku do wytwarzania zewnątrzkomórko-
wego białka stymulującego proces krzepnięcia plazmy. 
Do gronkowców koagulazo-dodatnich należą następu-

jące gatunki: S. aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp. 
coagulans, S. pseudintermedius, S. lutrae, S. delphini oraz 
niektóre szczepy zaliczane do gatunku S. hyicus [22, 34, 
49]. Największe znaczenie kliniczne ma gronkowiec 
złocisty (S. aureus), który odpowiedzialny jest za wiele 
różnych zakażeń człowieka. 

Gronkowce koagulazo-ujemnych wywołują zakaże-
nia głównie u osób z obniżoną odpornością oraz ludzi, 
u  których w leczeniu zastosowano różnego rodzaju 
cewniki, protezy oraz implanty ortopedyczne [28, 37]. 
Za główny czynnik wirulencji tej grupy bakterii uważa 
się zdolność tworzenia złożonych struktur biofilmo-
wych na powierzchniach abiotycznych jak również na 
powierzchni uszkodzonej tkanki [8, 15]. Wśród gron-
kowców koagulazo-ujemnych wywołujących zakażenia 
u  ludzi gatunkiem dominującym jest S. epidermidis. 
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Coraz częściej obserwuje się infekcje wywołane przez 
szczepy S. haemolyticus, S. hominis i S. saprophiticus. 
Natomiast znacznie rzadziej czynnikiem etiologicznym 
infekcji człowieka są S. warneri, S. simulans, S. capitis, 
S. lugdunensis, S. caprae, S. xylosus, S. sciuri, S. chromo-
genes, S. auricularis, S. schleiferi, S. cohnii, S. quorum, 
S. intermedius, S. pseudintermedius [5, 12, 21, 38, 42, 
43, 48–50]. Z materiałów pobranych od zwierząt izolo-
wane są głównie S. intermedius, S. sciuri i S. hyicus [15, 
33, 34]. Rosnący udział gronkowców koagulazo-ujem-
nych w zakażeniach ludzi i zwierząt stwarza konieczność 
prawidłowej ich identyfikacji, co z kolei umożliwi pre-
cyzyjne określenie roli poszczególnych gatunków gron-
kowców w chorobotwórczości. Fenotypowa identyfika-
cja gronkowców koagulazo-ujemnych jest długotrwała 
i  uciążliwa. Powszechnie stosowane testy komercyjne 
nie odznaczają się wysoką wiarygodnością [3, 39, 53]. 
Na przestrzeni kilkunastu ostatnich lat zaproponowano 

kilkanaście metod opartych na analizie DNA bakteryj-
nego, które zdaniem autorów umożliwiają identyfikację 
gatunków gronkowców. 

2.1. Różnicowanie gatunków na postawie
 sekwencji 16S rDNA

Ze względu na wysoce konserwatywny charakter 
16S rDNA gronkowców nie jest możliwe różnicowanie 
wszystkich gatunków [46]. K w o k  i wsp. [26] okreś-
lili, że podobieństwo sekwencji 16S rDNA szczepów 
reprezentujących 29 gatunków gronkowców jest bar-
dzo wysokie i wynosi od 92 do 99%. Jednak B e c k e r 
i wsp. [3] wykazali możliwość różnicowania 38 gatun-
ków gronkowców na podstawie sekwencji końcowego 
regionu genu 16S rRNA o długości 464 pz, obejmują-
cego nukleotydy od pozycji 54 do 510. Określono, że 
poszczególne gatunki obejmują szczepy bakteryjne 
z przynajmniej 98,7% podobieństwem sekwencji nukle-
otydowej. Wszystkie szczepy referencyjne i  typowe 
poszczególnych gatunków gronkowców mogły być roz-
różnione z wyjątkiem S. intermedius i S. delphini. Taką 
samą sekwencję nukleotydową miały szczepy S. pulvereri 
i S. vitulinus, które obecnie uważane są za jeden gatunek. 
Wynik analizy sekwencji wyżej wymienionionego frag-
mentu 16S rDNA umożliwił różnicowanie podgatunków 
w obrębie S. carnosus, S. cohnii, S. hominis, S. schleiferi 
i S. succinus. Natomiast niemożliwe było różnicowanie 
podgatunków S. aureus, S. capitis, S. equorum, S. sapro-
phyticus i S. sciuri. 

W 2010 roku ukazała się praca przedstawiająca 
wyniki badań mające na celu opracowanie metody 
identyfikacji gronkowców w oparciu o analizę restryk-
cyjną fragmentu sekwencji 16S rDNA. O n n i  i wsp. 
[31] zaprojektowali startery umożliwiające amplifikację 
zmiennego regionu genu 16S rRNA. W wyniku reak-
cji PCR otrzymano produkt o wielkości 1403 pz, który 
następnie był podany trawieniu enzymami restrykcyj-
nymi: RsaI, PstI i AluI. Uzyskane fragmenty DNA roz-
dzielano elektroforetycznie w denaturującym żelu polia-
krylamidowym. O n n i  i  wsp. [31] do swych badań 
włączyli 9 szczepów referencyjnych oraz liczną grupę 
szczepów wyizolowanych z mleka owiec (tabela II). 

2.2. Wykorzystanie polimorfizmu międzygenowego
 16S rRNA i 23S rRNA do identyfikacji
 gronkowców

C o u t o  i wsp. [6] zaproponowali wykorzystanie 
polimorficznych regionów pomiędzy genami kodują-
cymi 16S rRNA i 23S rRNA (ITS, internal transcri-
bed spacer) do identyfikacji gronkowców. Regiony 
ITS odznaczają się różną wielkością oraz wysokim 
stopniem zróżnicowania sekwencji u poszczególnych 
gatunków bakterii. Zalety i wady tej metody przedsta-

S. agnetis

S. aureus subsp. anaerobius

S. aureus subsp.aureus

S. arlettae

S. auricularis 

S. capitis subsp. capitis 

S. capitis subsp. urealyticus

S. caprae 

S. carnosus subsp. carnosus

S. carnosus subsp. utilis 

S. chromogenes 

S. cohnii subsp. cohnii 

S. cohnii subsp. urealyticus

S. condimenti 

S. delphini 

S. devriesei

S. epidermidis 

S. equorum subsp. equorum 

S. equorum subsp. linens 

S. felis 

S. "eurettii 

S. gallinarum 

S. haemolyticus 

S. hominis subsp. hominis 

S. hominis subsp. 
 novobiosepticus 

S. hyicus

S. intermedius

S. jettensis

S. kloosii 

Tabela I
Gatunki i podgatunki wyróżnione w rodzaju Staphylococcus sp. 

[1, 7, 15, 17, 30, 32, 36, 45, 47]
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wiono w tabeli II. Przy zastosowaniu metody ITS-PCR 
zbadano przynależność 617 szczepów wyizolowanych 
od hospitalizowanych pacjentów. Zidentyfikowano 
11 gatunków gronkowców (S. epidermidis, S. haemoly-
ticus, S. aureus, S. hominis, S. saprophyticus, S. warneri, 
S. simulans, S. lugdunensis, S. caprae, S. carnosus, S. coh-
nii), 25 izolatów nie udało się zaklasyfikować do żad-
nego gatunku. Autorzy zaznaczają, że wzory DNA uzy-
skane dla szczepów należących do gatunków S. aureus, 
S. caprae, S. haemolyticus i S. lugdunensis cechowały się 

wysokim polimorfizmem, pomimo tego, według wyżej 
wymienionych autorów możliwa jest wiarygodna dia-
gnostyka gronkowców. 

2.3. Identyfikacja gronkowców na podstawie
 sekwencji oraz analizy restrykcyjnej genu gap

Yu g u e r o s  i wsp. [51, 52] zaproponowali iden-
tyfikację gatunków i podgatunków gronkowców na 
podstawie analizy restrykcyjnej genu gap. Koduje on 

RFLP sekwencji – możliwość różnicowania 9 szczepów referencyjnych: – brak możliwości różnicowania izolatów
16S rDNA [31]   S. epidermidis, S. chromogenes, S. caprae, S. xylosus,   należących do gatunków S. epidermidis, S. caprae

   S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S. capitis, S. hominis   i S. capitis

analiza polimorfizmu – unikatowe profile dla 29 typowych i referencyjnych – wysokie podobieństwo profili DNA w obrębie
międzygenowego    szczepów gronkowców   gronkowców należących do grupy S. saprophyticus

16S rRNA i 23S rRNA – możliwość różnicowania trzech podgatunków   obejmującej następujące gatunki: S. cohnii,
[6] S. sciuri   S. gallinarum, S. xylosus, S. lentus, S. equorum,
     S. chromogenes, S. saprophyticus

  – wysokie podobieństwo wzorów DNA szczepów
    S. schleiferi i S. vitulus oraz S. piscifermentas

    i S. carnosus

  – brak możliwości odróżnienia podgatunków
    w obrębie S. cohnii i S. schleiferi

RFLP genu gap [27] – możliwość identyfikacji 28 gatunków gronkowców – i S. capitis przeprowadzenie analizy RFLP wymaga
    zastosowania trzech enzymów restrykcyjnych,
    DdeI, BspHI i TaqI. 

RFLP genu hsp60 – możliwość identyfikacji 12 szczepów typowych – zróżnicowane profile DNA uzyskane dla
[2]   reprezentujących najczęściej izolowane gatunki   szczepów S. aureus i S. lugdunensis, możliwe jest
   gronkowców: S. aureus subsp. aureus,   jednak określenie przynależności gatunkowej
   S. capitis subsp. capitis, S. cohnii subsp. cohnii,   tych izolatów
   S. epidermidis, S. haemolyticus, 
   S. hominis subsp. hominis, S. lugdunensis,
   S. saprophyticus, S. schleiferi, S. simulans, 
   S. xylosus i S. warneri

RFLP genu dnaJ – pozwala na uwidocznienie różnic pomiędzy – metoda ta umożliwia różnicowanie podgatunków
[16]   profilami DNA 41 referencyjnych szczepów   w obrębie: S. capitis, S. carnosus, S. cohnii

    i S. hominis

RFLP genu tuf – możliwość identyfikacji 11 najczęściej izolowanych – przeprowadzenie tej analizy wymaga zastosowa-
[24]   gatunków gronkowców: S. aureus, S. epidermidis,   nia czterech enzymów restrykcyjnych: BstZ17I,
   S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. simulans,   MseI, Bies i HinfI
   S. capitis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. auricularis,
   S. lugdunensis

Analiza sekwencyjna – pozwala na różnicowanie 40 typowych szczepów – brak możliwości różnicowania większości pod-
genu sodA [35]   gronkowców   gatunków gronkowców: S. capitis subsp. capitis

    i S. capitis subsp. ureolyticus, S. carnosus subsp.
    carnosus i S. carnosus subsp. utilis, S. hominis

    subsp. hominis i S. hominis subsp. novobiosepticus, 
    S. saprophyticus subsp. bovis i S. saprophyticus

    subsp. saprophyticus, S. schleiferi subsp. coagulans

    i S. schleiferi subsp. schleiferi, S. sciuri subsp.
    carnaticus i S. sciuri subsp. sciuri

Analiza sekwencyjna – umożliwia różnicowanie 29 gatunków typowych

genu rpoB [9]   szczepów gronkowców
 – polimorfizm sekwencji genu rpoB pozwala na
   odróżnienie gatunku S. caprae od S. capitis

Tabela II
Porównanie wybranych molekularnych metod identyfikacji bakterii z rodzaju Staphylococcus

Metoda Zalety Wady
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białko, dehydrogenazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego. 
Gen gap jest konserwatywny, jednakże fragment o wiel-
kości 933 pz (obejmujący nukleotydy od pozycji 22 do 
956) odznacza się zmiennością, która może być wyko-
rzystana do identyfikacji gronkowców. W wyniku tra-
wienia enzymem AluI i rozdziału w żelu agarozowym 
uzyskano wzory składające się od 5 do 9  fragmentów 
DNA [51]. Przeprowadzenie analizy RFLP genu  gap 
wymaga zastosowania aparatu do elektroforezy z długą 
drogą rozdziału elektroforetycznego oraz agaru Meta-
Phor, który umożliwia rozdzielenie małych fragmen-
tów DNA. Zaobserwowano polimorfizm wzorów DNA 
w obrębie gatunków S. epidermidis, S. hominis i S. simu-
lans. Natomiast dla 120  szczepów S. aureus uzyskano 
taki sam profil DNA. Yu g u e r o s  i wsp. [52] stwier-
dzili możliwość identyfikacji 24 gatunków gronkowców. 
W  2007  roku L a y e r  i  wsp. wskazali na możliwość 
identyfikacji 28  gatunków gronkowców na podstawie 
analizy polimorfizmu długości fragmentów restrykcyj-
nych terminalnego regionu genu gap, który odznacza 
się wysokim stopniem zmienności sekwencji (tabela II). 

Analiza częściowej sekwencji genu gap pozwoliła na 
utworzenie drzewa filogenetycznego i wyłonienie czte- 
rech grup S. hyicus/S. intermedius, S. haemolyti cus/S. simu- 
 lans, S. sciuri oraz S. aureus/S. epidermidis [13]. Podo-
bieństwo sekwencji szczepów zaliczanych do jednego 
gatunku było bardzo wysokie, np. dla szczepów gatunku 
S. epidermidis wynosiło powyżej 99%. Wykazano więk-
szy polimorfizm sekwencji genu gap w porównaniu 
z sekwencjami genów 16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA. 
Sekwencja genu gap pozwoliła na zróżnicowanie gatun-
ków blisko spokrewnionych, S. caprae i S. capitis, co nie 
było możliwe w oparciu o sekwencję 16S rDNA. 

2.4. Sekwencja genu hsp60 jako marker genetyczny
 stosowany w klasyfikacji i identyfikacji
 gronkowców

 
Pierwsze badania dotyczące możliwości identyfikacji 

gronkowców na podstawie analizy sekwencji genu hsp60 
zostały przeprowadzone przez G o h a  i wsp. [14]. Gen 
hsp60 koduje 60 kDa białko szoku cieplnego, określane 
także jako HSP60 lub GroEL. Białko to towarzyszy przy 
prawidłowym fałdowaniu białek i występuje w komór-
kach organizmów prokariotycznych jak i eukariotycz-
nych. Hsp60 reprezentuje gen metabolizmu podsta-
wowego (housekeeping gene) i ze względu na wysoce 
konserwatywny charakter jest użytecznym markerem do 
badań filogenetycznych [25]. Kw o k  i wsp. [26] stwier-
dzili, że podobieństwo sekwencji fragmentu genu hsp60 
o wielkości 600 pz 28 gatunków gronkowców wynosi od 
74 do 93%. Na podstawie analizy sekwencji fragmentu 
genu hsp60 czterdziestu gatunków i podgatunków gron-
kowców skonstruowano dendrogram. Wyodrębniono 
6  grup reprezentowanych przez następujące gatunki: 

S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyti-
cus, S. intermedius, S. sciuri. Otrzymane wyniki wyka-
zują zgodność z rezultatami uzyskanymi na podstawie 
sekwencji genu 16S rRNA [26]. Zaproponowano różni-
cowanie gatunków gronkowców na podstawie analizy 
restrykcyjnej fragmentu genu hsp60. Produkt amplifi-
kacji o wielkości 550 pz uzyskano dla 12 szczepów typo-
wych reprezentujących najczęściej izolowane gatunki 
gronkowców. W  wyniku analizy restrykcyjnej wyżej 
wymienionego amplikonu enzymem AluI otrzymano 
profile DNA składające się z 1–4 fragmentów, które były 
charakterystyczne dla 12 szczepów typowych (tabela II). 
Metodę tą wykorzystano do określenia przynależności 
gatunkowej 89 izolatów gronkowców wyosobnionych 
z materiałów pobranych od ludzi leczonych w brazylij-
skich szpitalach. Zidentyfikowano 11 gatunków gron-
kowców. Dla izolatów należących do gatunków S. capi-
tis, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 
S. saprophyticus, S. schleiferi, S. simulans, S. xylosus 
i  S. warneri jak i dla szczepów referencyjnych odpo-
wiadającego im gatunku otrzymano takie same pro-
file DNA [2]. W 2008 zastosowano analizę RFLP genu 
hsp60 do identyfikacji szczepów wyizolowanych z mleka 
pobranego od krów z zapaleniem gruczołu mlekowego 
[40]. W wyniku przeprowadzonej analizy restrykcyjnej 
enzymem AluI uzyskano dla szczepów S. chromogenes, 
S. hyicus i S. capitis bardzo podobne wzory DNA. Brak 
satysfakcjonujących rezultatów, skłonił autorów do 
zastosowania dwóch dodatkowych enzymów restryk-
cyjnych, HindIII i PvuII, co umożliwiło różnicowanie 
wyżej wymienionych gatunków. 

2.5. Polimorfizm genu dnaJ wykorzystany
 w identyfikacji Staphylococcus spp.

S h a h  i wsp. [41] zaproponowani identyfikację gron- 
 kowców na podstawie zróżnicowania sekwencji wew-
nętrznego obszaru genu dnaJ. Gen koduje białko szoku 
cieplnego DnaJ określane również jako Hsp40. Podo-
bieństwo fragmentu sekwencji (883 pz) genu dnaJ 45 ty- 
po wych szczepów gronkowców wynosi 77,6%, co wska-
zuje na jego wyższy potencjał różnicujący niż genów 
16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA. Sekwencja wyżej wymie-
nionego fragmentu genu dnaJ nie pozwala jednak na 
zróżnicowanie podgatunków w obrębie S. capitis, S. car-
nosus, S. hominis, S. saprophyticus, S. schleiferi i S. sciuri 
ze względu na bardzo wysokie podobieństwo (97,3%). 
Możliwe jest natomiast zróżnicowanie S. aureus subsp. 
aureus i S. aureus subsp. anaerobius oraz S. cohnii subsp. 
cohnii i S. cohnii subsp. urealyticus. Dendrogram utwo-
rzony na podstawie podobieństwa sekwencji genu 
dnaJ wykazał istnienie ośmiu grup w obrębie rodzaju 
Staphylococcus: S. sciuri, S. simulans, S. saprophyticus, 
S. hyicus-S. intermedius, S. haemolyticus, S. epidermi-
dis, S. aureus, S. lugdunensis. W 2008 r. H a u s c h i l d 
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i  S t e p a n o v i c  [16] zaproponowali identyfika-
cję gronkowców na podstawie analizy restrykcyjnej 
wewnętrznego obszaru genu dnaJ. Zastosowanie enzy-
mów restrykcyjnych XapI i  Bsp143I pozwala na uwi-
docznienie różnic pomiędzy profilami DNA 41 referen-
cyjnych szczepów (tabela II). Do badań zostały również 
włączone 23 izolaty kliniczne. Zaproponowana metoda 
umożliwiła identyfikację wszystkich szczepów. Analiza 
wykazała, że szczepy należące do gatunków S. aureus, 
S. cohnii subsp. urealyticus, S. epidermidis, S. haemolyti-
cus, S. sciuri, S. vitulinus mają takie same profile DNA 
jak odpowiadający im szczep gatunku referencyjnego. 
Poprawność identyfikacji potwierdzono stosując analizę 
restrykcyjną genu gap oraz sekwencji genu 16S rRNA. 

2.6. Różnicowanie gatunków gronkowców
 na podstawie sekwencji genu tuf

Ze względu na wysoce konserwatywny charakter 
genu tuf, analiza jego sekwencji może być stosowana 
do wykrywania filogenetycznych relacji między gatun-
kami gronkowców. Gen tuf, koduje czynnik Tu (EF-Tu) 
uczestniczący w procesie elongacji łańcucha peptydo-
wego. M a r t i n e a u  i  wsp. [29] zsekwencjonowali 
fragment genu tuf o wielkości 884 par zasad następują-
cych gatunków: S. aureus, S. epidermidis, S. haemoly ticus, 
S. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis, S. sapro-
phyticus, S. cohnii, S. auricularis, S. lugdunensis. Stwier-
dzono, że podobieństwo sekwencji wynosi od 89 do 
97%. Rezultaty tych badań pozwoliły na zaprojektowanie 
starterów i uzyskanie produktu amplifikacji o wiel kości 
370 pz dla 27  referencyjnych szczepów gronkowców 
z kolekcji ATCC. Największe podobieństwo sekwencji 
fragmentów genu tuf stwierdzono dla szczepów należące 
do gatunków S. haemolyticus i S. hominis oraz S. capitis 
i S. epidermidis, natomiast największe różnice odnoto-
wano między szczepami S. auricularis i S. haemolyticus 
oraz S. auricularis i S. lugdunensis. H e i k e n s  i  wsp. 
[18] wykazali, że różnicowanie gatunków w  oparciu 
o sekwencję genu tuf odznacza się wyższym potencja-
łem różnicującym niż w  oparciu o  sekwencję genów 
sodA i 16S RNA. Wyniki uzyskane przez M a r t i n e a u 
i wsp. [29] pozwoliły na opracowanie przez inną grupę 
badaczy [24] metody RFLP umożliwiającej identyfi- 
kację 11  najczęściej izolowanych gatunków gronkow- 
ców (tabela II).

2.7. Diagnostyka gatunków gronkowców
 w oparciu o polimorfizm genu sodA

P o y a r t  i wsp. [35] zaproponowali identyfika-
cję gronkowców na podstawie analizy sekwencji genu 
sodA, kodującego dysmutazę ponadtlenkową. Fragment 
tego genu o wielkośći 429 pz umożliwia różnicowanie 
40 typowych szczepów gronkowców (tabela II). Wyniki 

analizy sekwencji genu sodA pozwoliły na skonstruo-
wanie drzewa filogenetycznego podobnego do uzyska-
nego na podstawie analizy sekwencji 16S rDNA oraz 
hsp60. S i v a d o n  i  wsp. [43] wykorzystali analizę 
częściowej sekwencji genu sodA do identyfikacji gron-
kowców koagulazo-ujemnych wyizolowanych z mate-
riałów pobranych od ludzi z  zakażeniem kości i  sta-
wów. Porównano uzyskane sekwencje nukleotydowe 
z zamieszczonymi w bazie danych sekwencjami szcze-
pów referencyjnych i typowych, i na tej podstawie usta-
lono, że izolaty należały do S. epidermidis, S. warneri, 
S. capitis, S. hominis, S. lugdunensis, S. haemolyticus, 
S. caprae, S. pasteuri, S. simulans i S. cohnii. 

2.8. Identyfikacja na postawie sekwencji genu rpoB

Gen metabolizmu podstawowego rpoB, koduje pod-
jednostkę beta polimerazy RNA. Analiza pełnej sekwen-
cji genu rpoB kilku gatunków gronkowców wykazała, 
że może ona być dogodnym markerem służącym do 
badań taksonomicznych i  filogenetycznych [9]. Do 
dalszych analiz został wybrany fragment o wielkości 
751 pz odznaczający się polimorfizmem, porównaw-
nanie sekwencji 29  gatunków gronkowców wykazało 
podobieństwo wynoszące 71,6–93,6% (tabela II). Wyniki 
przeprowadzonych badań pozwoliły na utworzenie 
drzewa filogenetycznego i wyłonienie dziewięciu grup: 
S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. interme-
dius, S. hyicus, S. sciuri, S. auricularis, S. aureus i S. case-
oliticus. W 2009 r. S a m p i m o m  i wsp. z powodze-
niem zidentyfikowali 172 szczepy wyizolowane z mleka 
krowiego na podstawie sekwencji genu rpoB, zaliczono 
je do 17 gatunków gronkowców. Najliczniej były repre-
zentowane: S. chromogenes, S. epidermidis, S. xylosus, 
S. warneri i S. equorum. Równolegle, po djęto próbę 
identyfikacji izolatów przy zastosowaniu testów komer-
cyjnych API Staph ID 32 (bioMérieux, France) oraz 
Staph-Zym (Rosco, Taastrup, Denmark). Wykazano, 
że przy użyciu API Staph ID 32 poprawnie zidentyfi-
kowano 41% izolatów, a przy Staph-Zym 31% izolatów. 
Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazały koniecz- 
ność stosowania metod molekularnych w  identyfika- 
cji gronkowców pochodzenia zwierzęcego, ponieważ 
różnicowanie w oparciu o testy komercyjne obarczone 
jest wysokim odsetkiem nieprawidłowo sklasyfiko wa-
nych szczepów.

3. Zastosowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym
 w diagnostyce gronkowców

Technika real-time PCR umożliwia identyfikację 
bakterii po 3–4 godzinach, liczonych od pobrania mate-
riału. Zaletą tej metody jest również czułość, zaś wadą 
możliwość identyfikacji tylko wybranych gatunków 
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gronkowców. K o b a y a s h i  i wsp. [23] zaproponowali 
identyfikację izolatów S. aureus i S. epidermidis ze star-
terami zaprojektowanymi dla sekwencji tuf. Natomiast 
I w a s e  i wsp. [20] zastosowali startery komplemen-
tarne do sekwencji sodA w celu identyfikacji szczepów 
należących do gatunku S. epidermidis. Ta sama grupa 
japońskich badaczy wykazała możliwość różnicowania 
trzech gatunków S. capitis, S. haemolyticus, S. warneri 
na podstawie analizy krzywej topnienia [19]. Nato-
miast S k o w  i wsp. [44] stwierdzili możliwość iden-
tyfikacji 9  najczęściej izolowanych gatunków gron-
kowców z materiałów klinicznych (S. aureus, S. capitis, 
S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunen-
sis, S. schlei feri, S. simulans, S. warneri) przy zastoso-
waniu reakcji real-time PCR ze starterami komple-
mentarnymi do nukleotydów w pozycjach 28–44 oraz 
309–290 sekwencji 16S rDNA. Metodę real-time PCR 
zweryfikowano testując przynależność gatunkową 37 izo- 
latów gronkowców koagulazo-ujemnych i  56  szcze-
pów S. aureus. Należy pokreślić, że wszystkie izolaty 
S. aureus zostały poprawnie zidentyfikowane. Jeden 
szczep S. capitis został zidentyfikowany jako S. epidermi-
dis, natomiast pozostałe gronkowce koagulazo-ujemne 
zostały poprawnie zidentyfikowane.

4. Wykorzystanie spektrometrii mas w identyfikacji
 gronkowców

W ostatnich latach pojawiły się doniesienia o moż-
liwości wykorzystania spektroskopii mas w diagnostyce 
laboratoryjnej. Spektrometria mas typu MALDI-TOF 
polega na analizie składu białek komórkowych, głów-
nie tych występujących w dużych ilościach w komórce 
bakteryjnej jak białka rybosomalne i umożliwia auto-
matyczną identyfikacje mikroorganizmów na podstawie 
profilu białkowego. B e r g e r o n  i wsp. [4] zastosowali 
spektrometrię mas typu MALDI-TOF do różnicowania 
gronkowców, a uzyskane wyniki porównali z identyfika-
cją uzyskaną na podstawie analizy sekwencji genów tuf 
i gap. Stwierdzono, że 138 szczepów zostało poprawnie 
zidentyfikowanych, 4 nieprawidłowo, a pozycji takso-
nomicznej 39 izolatów nie ustalono. Należy zaznaczyć, 
że 5 gatunków gronkowców nie zostało włączonych do 
bazy danych spektrometru mas. Procent poprawnie 
zidentyfikowanych szczepów wyniósł 81,5%. Autorzy 
podkreślają, że spektrometria mass umożliwia szybką 
oraz tańszą identyfikację bakterii, niż ma to miejsce 
w przypadku analiz molekularnych opartych na bezpo-
średnim sekwencjonowaniu genu. Jednakże, różnicowa-
nie gronkowców na podstawie sekwencji genu tuf jest 
znacznie bardziej wiarygodne i umożliwia identyfikację 
wszystkich izolatów. Autorzy wskazują na konieczność 
poszerzenia bazy danych spektrometru mas o  nowo 
opisane oraz rzadko izolowane gatunki gronkowców, 

co niewątpliwie przyczyniłoby się do wzrostu odsetka 
prawidłowo zidentyfikowanych szczepów. Wyższą efek-
tywność identyfikacji uzyskali D u p o n t  i wsp. [11]. 
Badaniami objęli 230 szczepów gronkowców reprezen-
tujących 20 gatunków. Prawidłowo zidentyfikowano 
93,2% szczepów, przy czym po wykluczeniu gatunków, 
które nie figurowały w bazie danych spektrometru mas, 
odsetek poprawnie zidentyfikowanych szczepów wzrósł 
do 97%. D u b o i s  i wsp. [10] również uzyskali bar-
dzo wysoki odsetek prawidłowo zidentyfikowanych 
szczepów (99,3%), wśród 152 izolatów, jedynie jednego 
pozycja taksonomiczna nie został ustalona. Na podsta-
wie uzyskanych wyników stwierdzono, że spektrome-
tria mas typu MALDI-TOF daje możliwość wiarygodnej 
identyfikacja gronkowców. 

5. Podsumowanie

W ciągu ostatnich kilkunastu lat zanotowano 
olbrzymi postęp w identyfikacji i filogenetycznej kla-
syfikacji gronkowców. Zastosowanie metody bezpo- 
średniego sekwencjonowania konserwatywnych genów 
stało się dogodnym sposobem wiarygodnej identyfika-
cji gronkowców, określenia pozycji nowego gatunku 
w obrębie rodzaju oraz rekonstrukcji filogenezy tej 
grupy bakterii. Uważa się, że techniki oparte na ana-
lizie sekwencji genów metabolizmu podstawowego, 
powinny być uznane za złoty standard w identyfikacji 
gronkowców i stanowić metody referencyjne. Liczne 
zespoły badawcze podejmują próby opracowania metod 
identyfikacji gronkowców w oparciu o technikę RFLP, 
która umożliwiałyby analizę większej liczby szczepów 
w  krótszym czasie niż to ma miejsce w  przypadku 
sekwencjonowania. Wydaje się, że największy poten- 
cjał różnicujący ma metoda oparta na analizie restryk-
cyjnej fragmentu genu dnaJ. Obecnie szczególnym zain-
teresowaniem cieszą się metody identyfikacji gronkow-
ców prowadzane w oparciu o technikę real-time PCR. 
Niewątpliwą zaletą tej metody jest czułość, szybkość 
wykonania i  łatwość interpretacji uzyskanych wyni-
ków. Duże nadzieję wiąże się również z spektrometrią 
mas, która mogłaby mieć większe zastosowanie w diag-
nostyce laboratoryjnej. 
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