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Molecular methods for the identification of bacteria from the genus Staphylococcus

Abstract: Staphylococci are increasingly recognized as etiological agent of many opportunistic human and animal infections, indicating
the need for rapid and accurate identification of these bacteria. In recent years, a significant progress in the identification and
phylogenetic studies of Staphylococcus species has been made. In this paper we describe several molecular methods used in taxonomy
and identification of staphylococci. The analysis of 16S rRNA gene, gap gene (coding for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
hsp60 gene (encoding heat shock protein Hsp60), dnaJ gene (encoding heat shock protein Hsp40), tuf gene (encoding elongation factor
Tu), sodA gene (encoding superoxide dismutase), ropB gene (encoding the beta subunit of RNA polymerase) has been used as tool
for the identification of Staphylococcus isolates. Besides the sequence analysis, the PCR-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) analysis of core genes (16S rRNA, gap, hsp60, dna, tuf) has been described. Attention is also paid to new molecular methods
such as real-time PCR and mass spectrometry.

1. Introduction. 2.1. Differentiation of staphylococcal species based on 16S rRNA gene sequence. 2.2. Use of the polymorphism of the
16S-23S rRNA spacer for staphylococci identification. 2.3. Identification of staphylococci using the sequence and restriction fragment
length polymorphism analysis of gap gene. 2.4. The sequence of the hsp60 gene as a marker for classification and identification of
staphylococci. 2.5. Use of polymorphism of dnaJ gene for the identification of Staphylococcus spp. 2.6. Differentiation of staphylococcal
species based on tuf gene sequence. 2.7. Use of the polymorphism of sodA gene in diagnostics of staphylococcal species. 2.8. Identification
based on ropB gene sequence. 3. Application of real-time PCR in diagnostics of staphylococci. 4. Application of mass spectrometry in the
identification of staphylococcal isolates. 5. Summary
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1. Wstep

Bakterie z rodzaju Staphylococcus powszechnie wyste-
puja w Srodowisku naturalnym. Wiele gatunkéw gron-
kowcow stanowi naturalny skladnik flory bakteryjnej
skory i blon $luzowych czlowieka. Szczepy gronkow-
cOw sg rowniez izolowane z produktéw pochodzenia
zwierzecego oraz gleby, wody, kurzu i powietrza [15,
22, 39]. Obecnie do rodzaju Staphylococcus zalicza si¢
47 gatunki, przy czym w obrebie 10 gatunkéow wyod-
rebniono podgatunki [1, 7, 15, 17, 30, 32, 36, 45, 47]
(Tab.I). Istniejgcy historyczny podzial na gronkowce
koagulazo-dodatnie i koagulazo-ujemne oparty jest na
zdolnosci lub braku do wytwarzania zewnatrzkomorko-
wego bialka stymulujacego proces krzepnigcia plazmy.
Do gronkowcdéw koagulazo-dodatnich nalezg nastepu-

jace gatunki: S. aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp.
coagulans, S. pseudintermedius, S. lutrae, S. delphini oraz
niektore szczepy zaliczane do gatunku S. hyicus [22, 34,
49]. Najwigksze znaczenie kliniczne ma gronkowiec
zlocisty (S. aureus), ktéry odpowiedzialny jest za wiele
réznych zakazen czlowieka.

Gronkowce koagulazo-ujemnych wywolujg zakaze-
nia gléwnie u 0s6b z obnizong odpornoscia oraz ludzi,
u ktorych w leczeniu zastosowano réznego rodzaju
cewniki, protezy oraz implanty ortopedyczne [28, 37].
Za gtéwny czynnik wirulencji tej grupy bakterii uwaza
sie zdolno$¢ tworzenia zlozonych struktur biofilmo-
wych na powierzchniach abiotycznych jak réwniez na
powierzchni uszkodzonej tkanki [8, 15]. Wsrod gron-
kowcéw koagulazo-ujemnych wywotujacych zakazenia
u ludzi gatunkiem dominujacym jest S.epidermidis.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. A. Mickie-
wicza w Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan; tel. 61 829 59 36; e-mail: ewasz@amu.edu.pl
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Tabela I
Gatunki i podgatunki wyrdznione w rodzaju Staphylococcus sp.
[1,7,15,17, 30, 32, 36, 45, 47]

S. agnetis

S. lentus

S. aureus subsp. anaerobius

S. lugdunensis

S. aureus subsp.aureus

S. lutrae

S. arlettae S. massiliensis
S. auricularis S. microti
S. capitis subsp. capitis S. muscae

S. capitis subsp. urealyticus

S. nepalensis

S. caprae

S. pasteuri

S. carnosus subsp. carnosus

S. pettenkoferi

S. carnosus subsp. utilis

S. petrasii

S. chromogenes

S. piscifermentans

S. cohnii subsp. cohnii

S. pseudintermedius

S. cohnii subsp. urealyticus

S. rostri

S. condimenti

S. saccharolyticus

S. delphini

S. saprophyticus subsp. bovis

S. devriesei

S. epidermidis

S. saprophyticus subsp.
saprophyticus

S. equorum subsp. equorum

S. schleiferi subsp. schleiferi

S. equorum subsp. linens

S. schleiferi subsp. coagulans

S. felis

S. sciuri subsp. carnaticus

S. fleurettii

S. sciuri subsp. rodentium

S. gallinarum

S. sciuri subsp. sciuri

S. haemolyticus

S. simiae

S. hominis subsp. hominis

S. simulans

S. hominis subsp.

S. stepanovicii

novobiosepticus S. succinus subsp. casei
S. hyicus S. succinus subsp. succinus
S. intermedius S. vitulinus
S. jettensis S. warneri
S. kloosii S. xylosus

Coraz cze$ciej obserwuje sie infekcje wywolane przez
szczepy S. haemolyticus, S. hominis i S. saprophiticus.
Natomiast znacznie rzadziej czynnikiem etiologicznym
infekcji czltowieka sa S. warneri, S. simulans, S. capitis,
S. lugdunensis, S. caprae, S. xylosus, S. sciuri, S. chromo-
genes, S. auricularis, S. schleiferi, S. cohnii, S.quorum,
S. intermedius, S. pseudintermedius [5, 12, 21, 38, 42,
43, 48-50]. Z materialéw pobranych od zwierzat izolo-
wane s3 glownie S. intermedius, S. sciuri i S. hyicus [15,
33, 34]. Rosnacy udzial gronkowcéw koagulazo-ujem-
nych w zakazeniach ludzi i zwierzat stwarza konieczno$¢
prawidlowej ich identytikacji, co z kolei umozliwi pre-
cyzyjne okreslenie roli poszczegélnych gatunkéw gron-
kowcow w chorobotwdrczosci. Fenotypowa identyfika-
cja gronkowcow koagulazo-ujemnych jest diugotrwala
i ucigzliwa. Powszechnie stosowane testy komercyjne
nie odznaczajg si¢ wysoka wiarygodnoscia [3, 39, 53].
Na przestrzeni kilkunastu ostatnich lat zaproponowano

kilkanascie metod opartych na analizie DNA bakteryj-
nego, ktore zdaniem autoréw umozliwiajg identyfikacje
gatunkow gronkowcow.

2.1. Roznicowanie gatunkow na postawie
sekwencji 16S rDNA

Ze wzgledu na wysoce konserwatywny charakter
16S rDNA gronkowcdw nie jest mozliwe réznicowanie
wszystkich gatunkow [46]. Kwok i wsp. [26] okres-
lili, Ze podobienstwo sekwencji 16S rDNA szczepow
reprezentujacych 29 gatunkéw gronkowcow jest bar-
dzo wysokie i wynosi od 92 do 99%. Jednak Becker
i wsp. [3] wykazali mozliwo$¢ réznicowania 38 gatun-
kow gronkowcdw na podstawie sekwencji koncowego
regionu genu 16S rRNA o dlugosci 464 pz, obejmuja-
cego nukleotydy od pozycji 54 do 510. Okreslono, ze
poszczegolne gatunki obejmuja szczepy bakteryjne
z przynajmniej 98,7% podobienstwem sekwencji nukle-
otydowej. Wszystkie szczepy referencyjne i typowe
poszczegdlnych gatunkow gronkowcéw mogty by¢ roz-
réznione z wyjatkiem S. intermedius i S. delphini. Taka
samg sekwencje nukleotydowa miaty szczepy S. pulvereri
iS. vitulinus, ktoére obecnie uwazane s3 za jeden gatunek.
Wynik analizy sekwencji wyzej wymienionionego frag-
mentu 16S rDNA umozliwit réznicowanie podgatunkow
w obrebie S. carnosus, S. cohnii, S. hominis, S. schleiferi
i S. succinus. Natomiast niemozliwe bylo réznicowanie
podgatunkoéw S. aureus, S. capitis, S. equorum, S. sapro-
phyticus i S. sciuri.

W 2010 roku ukazala si¢ praca przedstawiajaca
wyniki badan majace na celu opracowanie metody
identyfikacji gronkowcéw w oparciu o analize restryk-
cyjna fragmentu sekwencji 16S rDNA. Onni i wsp.
[31] zaprojektowali startery umozliwiajace amplifikacje
zmiennego regionu genu 16S rRNA. W wyniku reak-
cji PCR otrzymano produkt o wielkosci 1403 pz, ktory
nastepnie byl podany trawieniu enzymami restrykeyj-
nymi: Rsal, PstI i Alul. Uzyskane fragmenty DNA roz-
dzielano elektroforetycznie w denaturujacym zelu polia-
krylamidowym. Onni i wsp. [31] do swych badan
wlaczyli 9 szczepow referencyjnych oraz liczng grupe
szczepOdw wyizolowanych z mleka owiec (tabela II).

2.2. Wykorzystanie polimorfizmu mi¢edzygenowego
16S rRNA i 23S rRNA do identyfikacji
gronkowcow

Couto i wsp. [6] zaproponowali wykorzystanie
polimorficznych regionéw pomiedzy genami koduja-
cymi 16S rRNA i 23S rRNA (ITS, internal transcri-
bed spacer) do identyfikacji gronkowcow. Regiony
ITS odznaczajg si¢ rézna wielkoscig oraz wysokim
stopniem zréznicowania sekwencji u poszczegélnych
gatunkow bakterii. Zalety i wady tej metody przedsta-
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Tabela I
Poréwnanie wybranych molekularnych metod identyfikacji bakterii z rodzaju Staphylococcus
Metoda Zalety Wady
RFLP sekwencji mozliwo$¢ roznicowania 9 szczepéw referencyjnych: | — brak mozliwosci roznicowania izolatéw

16S rDNA [31]

S. epidermidis, S. chromogenes, S. caprae, S. xylosus,
S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S. capitis, S. hominis

nalezacych do gatunkow S. epidermidis, S. caprae
i§. capitis

analiza polimorfizmu
miedzygenowego

16S rRNA i 23S rRNA
(6]

unikatowe profile dla 29 typowych i referencyjnych
szczepow gronkowcow

- mozliwo$¢ réznicowania trzech podgatunkow
. sciuri

- wysokie podobienstwo profili DNA w obrebie
gronkowcow nalezacych do grupy S. saprophyticus
obejmujacej nastepujace gatunki: S. cohnii,

S. gallinarum, S. xylosus, S. lentus, S. equorum,
S. chromogenes, S. saprophyticus

- wysokie podobienstwo wzoréw DNA szczepow
S. schleiferii S. vitulus oraz S. piscifermentas
i 8. carnosus

- brak mozliwosci odréznienia podgatunkow
w obrebie S. cohnii i S. schleiferi

RFLP genu gap [27]

mozliwo$¢ identyfikacji 28 gatunkéw gronkowcow

—18. capitis przeprowadzenie analizy RFLP wymaga
zastosowania trzech enzymow restrykcyjnych,
Ddel, BspHI i Taql.

S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. simulans,
S. capitis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. auricularis,
S. lugdunensis

RFLP genu hsp60 mozliwo$¢ identyfikacji 12 szczepdw typowych - zréznicowane profile DNA uzyskane dla
[2] reprezentujacych najczesciej izolowane gatunki szczepow S. aureus i S. lugdunensis, mozliwe jest

gronkowcow: S. aureus subsp. aureus, jednak okreslenie przynaleznosci gatunkowej

S. capitis subsp. capitis, S. cohnii subsp. cohnii, tych izolatow

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 réznic pomiedzy - metoda ta umozliwia réznicowanie podgatunkow
[16] profilami DNA 41 referencyjnych szczepow w obrebie: S. capitis, S. carnosus, S. cohnii

iS. hominis

RFLP genu tuf mozliwo$¢ identyfikacji 11 najczesciej izolowanych | - przeprowadzenie tej analizy wymaga zastosowa-
[24] gatunkow gronkowcow: S. aureus, S. epidermidis, nia czterech enzymow restrykcyjnych: BstZ171,

Msel, Bies i Hinfl

Analiza sekwencyjna
genu sodA [35]

pozwala na réznicowanie 40 typowych szczepow
gronkowcow

- brak mozliwo$ci réznicowania wiekszo$ci pod-
gatunkow gronkowcow: 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
genu rpoB [9]

umozliwia réznicowanie 29 gatunkéw typowych
szczepdw gronkowcow

polimorfizm sekwencji genu rpoB pozwala na
odrdznienie gatunku S. caprae od S. capitis

wiono w tabeli II. Przy zastosowaniu metody ITS-PCR
zbadano przynalezno$¢ 617 szczepdw wyizolowanych
od hospitalizowanych pacjentéw. Zidentyfikowano
11 gatunkéw gronkowcow (8. epidermidis, S. haemoly-
ticus, S. aureus, S. hominis, S. saprophyticus, S. warneri,
S. simulans, S. lugdunensis, S. caprae, S. carnosus, S. coh-
nii), 25 izolatéw nie udalo si¢ zaklasyfikowa¢ do zad-
nego gatunku. Autorzy zaznaczaja, ze wzory DNA uzy-
skane dla szczepdw nalezacych do gatunkow S. aureus,
S. caprae, S. haemolyticus i S. lugdunensis cechowaly sie

wysokim polimorfizmem, pomimo tego, wedtug wyzej
wymienionych autoréw mozliwa jest wiarygodna dia-
gnostyka gronkowcow.

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

Yugueros i wsp. [51, 52] zaproponowali iden-
tyfikacje gatunkéw i podgatunkéw gronkowcédw na
podstawie analizy restrykcyjnej genu gap. Koduje on
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bialko, dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
Gen gap jest konserwatywny, jednakze fragment o wiel-
kosci 933 pz (obejmujacy nukleotydy od pozycji 22 do
956) odznacza si¢ zmiennoscig, ktéra moze by¢ wyko-
rzystana do identyfikacji gronkowcow. W wyniku tra-
wienia enzymem Alul i rozdzialu w zelu agarozowym
uzyskano wzory sktadajace si¢ od 5 do 9 fragmentéw
DNA [51]. Przeprowadzenie analizy RFLP genu gap
wymaga zastosowania aparatu do elektroforezy z dluga
drogg rozdzialu elektroforetycznego oraz agaru Meta-
Phor, ktéry umozliwia rozdzielenie matych fragmen-
tow DNA. Zaobserwowano polimorfizm wzoréw DNA
w obrebie gatunkow S. epidermidis, S. hominis i S. simu-
lans. Natomiast dla 120 szczepow S. aureus uzyskano
taki sam profil DNA. Yugueros iwsp. [52] stwier-
dzili mozliwos¢ identyfikacji 24 gatunkéw gronkowcdw.
W 2007 roku Layer i wsp. wskazali na mozliwo$¢
identyfikacji 28 gatunkéw gronkowcéw na podstawie
analizy polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykeyj-
nych terminalnego regionu genu gap, ktéry odznacza
sie wysokim stopniem zmiennosci sekwencji (tabela II).

Analiza czesciowej sekwencji genu gap pozwolila na
utworzenie drzewa filogenetycznego i wylonienie czte-
rech grup S. hyicus/S. intermedius, S. haemolyticus/S. simu-
lans, S. sciuri oraz S. aureus/S. epidermidis [13]. Podo-
bienstwo sekwencji szczepow zaliczanych do jednego
gatunku bylto bardzo wysokie, np. dla szczepéw gatunku
S. epidermidis wynosito powyzej 99%. Wykazano wigk-
szy polimorfizm sekwencji genu gap w poréwnaniu
z sekwencjami genéw 16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA.
Sekwencja genu gap pozwolila na zréznicowanie gatun-
kow blisko spokrewnionych, S. caprae i S. capitis, co nie
byto mozliwe w oparciu o sekwencje 16S rDNA.

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

Pierwsze badania dotyczace mozliwosci identytikacji
gronkowcow na podstawie analizy sekwencji genu hsp60
zostaly przeprowadzone przez Goha iwsp. [14]. Gen
hsp60 koduje 60 kDa biatko szoku cieplnego, okreslane
takze jako HSP60 lub GroEL. Biatko to towarzyszy przy
prawidtowym faldowaniu bialek i wystepuje w komor-
kach organizmdw prokariotycznych jak i eukariotycz-
nych. Hsp60 reprezentuje gen metabolizmu podsta-
wowego (housekeeping gene) i ze wzgledu na wysoce
konserwatywny charakter jest uzytecznym markerem do
badan filogenetycznych [25]. Kw ok iwsp. [26] stwier-
dzili, ze podobienstwo sekwencji fragmentu genu hsp60
o wielkosci 600 pz 28 gatunkéw gronkowcoéw wynosi od
74 do 93%. Na podstawie analizy sekwencji fragmentu
genu hsp60 czterdziestu gatunkéw i podgatunkow gron-
kowcéw skonstruowano dendrogram. Wyodrebniono
6 grup reprezentowanych przez nastepujace gatunki:
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S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyti-
cus, S. intermedius, S. sciuri. Otrzymane wyniki wyka-
zujg zgodnos¢ z rezultatami uzyskanymi na podstawie
sekwencji genu 16S rRNA [26]. Zaproponowano rézni-
cowanie gatunkéw gronkowcéw na podstawie analizy
restrykcyjnej fragmentu genu hsp60. Produkt amplifi-
kacji o wielkosci 550 pz uzyskano dla 12 szczepow typo-
wych reprezentujacych najczesciej izolowane gatunki
gronkowcow. W wyniku analizy restrykcyjnej wyzej
wymienionego amplikonu enzymem Alul otrzymano
profile DNA skladajace si¢ z 1-4 fragmentow, ktore byly
charakterystyczne dla 12 szczepow typowych (tabela II).
Metode tg wykorzystano do okre$lenia przynaleznosci
gatunkowej 89 izolatéw gronkowcow wyosobnionych
z materialéw pobranych od ludzi leczonych w brazylij-
skich szpitalach. Zidentyfikowano 11 gatunkéw gron-
kowcoéw. Dla izolatéw nalezacych do gatunkow 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 szczepéw referencyjnych odpo-
wiadajacego im gatunku otrzymano takie same pro-
file DNA [2]. W 2008 zastosowano analiz¢ RFLP genu
hsp60 do identyfikacji szczepéw wyizolowanych z mleka
pobranego od kréw z zapaleniem gruczotu mlekowego
[40]. W wyniku przeprowadzonej analizy restrykcyjnej
enzymem Alul uzyskano dla szczepdw S. chromogenes,
S. hyicus i S. capitis bardzo podobne wzory DNA. Brak
satysfakcjonujacych rezultatéw, sklonil autoréw do
zastosowania dwoch dodatkowych enzymoéw restryk-
cyjnych, HindIIl i Pvull, co umozliwilo réznicowanie
wyzej wymienionych gatunkoéw.

2.5. Polimorfizm genu dnaJ wykorzystany
w identyfikacji Staphylococcus spp.

Shah iwsp. [41] zaproponowani identyfikacje gron-
kowcéw na podstawie zréznicowania sekwencji wew-
netrznego obszaru genu dnaJ. Gen koduje biatko szoku
cieplnego Dna]J okreslane réwniez jako Hsp40. Podo-
bienstwo fragmentu sekwencji (883 pz) genu dnaj 45 ty-
powych szczepdéw gronkowcdw wynosi 77,6%, co wska-
zuje na jego wyzszy potencjal réznicujacy niz genoéw
16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA. Sekwencja wyzej wymie-
nionego fragmentu genu dnaJ nie pozwala jednak na
zroznicowanie podgatunkow w obrebie S. capitis, S. car-
nosus, S. hominis, S. saprophyticus, S. schleiferi i S. sciuri
ze wzgledu na bardzo wysokie podobienstwo (97,3%).
Mozliwe jest natomiast zréznicowanie S. aureus subsp.
aureus i S. aureus subsp. anaerobius oraz S. cohnii subsp.
cohnii i S. cohnii subsp. urealyticus. Dendrogram utwo-
rzony na podstawie podobienstwa sekwencji genu
dnaJ wykazal istnienie o$miu grup w obrebie rodzaju
Staphylococcus: S. sciuri, S. simulans, S. saprophyticus,
S. hyicus-S. intermedius, S. haemolyticus, S.epidermi-
dis, S. aureus, S. lugdunensis. W 2008r. Hauschild
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i Stepanovic [16] zaproponowali identyfika-
cje gronkowcow na podstawie analizy restrykcyjnej
wewnetrznego obszaru genu dna]. Zastosowanie enzy-
mow restrykcyjnych Xapl i Bsp1431 pozwala na uwi-
docznienie réznic pomiedzy profilami DNA 41 referen-
cyjnych szczepdw (tabela II). Do badan zostaly réwniez
wlaczone 23 izolaty kliniczne. Zaproponowana metoda
umozliwila identyfikacje wszystkich szczepéw. Analiza
wykazala, ze szczepy nalezace do gatunkow S. aureus,
S. cohnii subsp. urealyticus, S. epidermidis, S. haemolyti-
cus, S. sciuri, S. vitulinus maja takie same profile DNA
jak odpowiadajacy im szczep gatunku referencyjnego.
Poprawno$¢ identyfikacji potwierdzono stosujac analize
restrykcyjna genu gap oraz sekwencji genu 16S rRNA.

2.6. Réznicowanie gatunkow gronkowcow
na podstawie sekwencji genu tuf

Ze wzgledu na wysoce konserwatywny charakter
genu fuf, analiza jego sekwencji moze by¢ stosowana
do wykrywania filogenetycznych relacji miedzy gatun-
kami gronkowcow. Gen tuf, koduje czynnik Tu (EF-Tu)
uczestniczacy w procesie elongacji tanicucha peptydo-
wego. Martineau i wsp. [29] zsekwencjonowali
fragment genu tuf o wielko$ci 884 par zasad nastepuja-
cych gatunkow: S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis, S.warneri, S.simulans, S. capitis, S. sapro-
phyticus, S. cohnii, S. auricularis, S. lugdunensis. Stwier-
dzono, ze podobienstwo sekwencji wynosi od 89 do
97%. Rezultaty tych badan pozwolily na zaprojektowanie
starterow i uzyskanie produktu amplifikacji o wielkosci
370 pz dla 27 referencyjnych szczepéw gronkowcow
z kolekcji ATCC. Najwigksze podobienstwo sekwencji
fragmentéw genu tuf stwierdzono dla szczepéw nalezace
do gatunkow S. haemolyticus i S. hominis oraz S. capitis
i S. epidermidis, natomiast najwigksze réznice odnoto-
wano miedzy szczepami S. auricularis i S. haemolyticus
oraz S.auricularis i S. lugdunensis. Heikens i wsp.
[18] wykazali, ze roznicowanie gatunkéw w oparciu
o sekwencje genu fuf odznacza si¢ wyzszym potencja-
fem réznicujacym niz w oparciu o sekwencje genow
sodA i 16S RNA. Wyniki uzyskane przez Martineau
i wsp. [29] pozwolity na opracowanie przez inng grupe
badaczy [24] metody RFLP umozliwiajacej identyfi-
kacje 11 najczesciej izolowanych gatunkow gronkow-
cOw (tabela II).

2.7. Diagnostyka gatunkow gronkowcow
w oparciu o polimorfizm genu sodA

Poyart i wsp. [35] zaproponowali identyfika-
cje gronkowcow na podstawie analizy sekwencji genu
sodA, kodujacego dysmutaze ponadtlenkowa. Fragment
tego genu o wielko$¢i 429 pz umozliwia réznicowanie
40 typowych szczepdw gronkowcow (tabela IT). Wyniki
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analizy sekwencji genu sodA pozwolily na skonstruo-
wanie drzewa filogenetycznego podobnego do uzyska-
nego na podstawie analizy sekwencji 16S rDNA oraz
hsp60. Sivadon i wsp. [43] wykorzystali analize
czesciowej sekwencji genu sodA do identyfikacji gron-
kowcow koagulazo-ujemnych wyizolowanych z mate-
rialéw pobranych od ludzi z zakazeniem kosci i sta-
wow. Poréownano uzyskane sekwencje nukleotydowe
z zamieszczonymi w bazie danych sekwencjami szcze-
pow referencyjnych i typowych, i na tej podstawie usta-
lono, ze izolaty nalezaly 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-
jednostke beta polimerazy RNA. Analiza pelnej sekwen-
cji genu rpoB kilku gatunkdéw gronkowcow wykazala,
ze moze ona by¢ dogodnym markerem stuzacym do
badan taksonomicznych i filogenetycznych [9]. Do
dalszych analiz zostal wybrany fragment o wielkosci
751 pz odznaczajacy si¢ polimorfizmem, poréwnaw-
nanie sekwencji 29 gatunkéw gronkowcow wykazato
podobienstwo wynoszace 71,6-93,6% (tabela IT). Wyniki
przeprowadzonych badan pozwolily na utworzenie
drzewa filogenetycznego i wytonienie dziewieciu grup:
S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. interme-
dius, S. hyicus, S. sciuri, S. auricularis, S. aureus i S. case-
oliticus. W 2009r. Sampimom i wsp. z powodze-
niem zidentyfikowali 172 szczepy wyizolowane z mleka
krowiego na podstawie sekwencji genu rpoB, zaliczono
je do 17 gatunkow gronkowcdw. Najliczniej byly repre-
zentowane: S.chromogenes, S.epidermidis, S. xylosus,
S.warneri i S.equorum. Roéwnolegle, podjeto probe
identyfikacji izolatow przy zastosowaniu testow komer-
cyjnych API Staph ID 32 (bioMérieux, France) oraz
Staph-Zym (Rosco, Taastrup, Denmark). Wykazano,
ze przy uzyciu API Staph ID 32 poprawnie zidentyfi-
kowano 41% izolatow, a przy Staph-Zym 31% izolatow.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly koniecz-
no$¢ stosowania metod molekularnych w identyfika-
cji gronkowcéw pochodzenia zwierzecego, poniewaz
réznicowanie w oparciu o testy komercyjne obarczone
jest wysokim odsetkiem nieprawidlowo sklasyfikowa-
nych szczepow.

3. Zastosowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym
w diagnostyce gronkowcow

Technika real-time PCR umozliwia identyfikacje
bakterii po 3-4 godzinach, liczonych od pobrania mate-
riatu. Zaletg tej metody jest rowniez czulos¢, zas wada
mozliwos$¢ identyfikacji tylko wybranych gatunkow
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gronkowcéw. Kobayashi iwsp. [23] zaproponowali
identyfikacje izolatow S. aureus i S. epidermidis ze star-
terami zaprojektowanymi dla sekwencji tuf. Natomiast
Iwase iwsp. [20] zastosowali startery komplemen-
tarne do sekwencji sodA w celu identyfikacji szczepow
nalezacych do gatunku S. epidermidis. Ta sama grupa
japonskich badaczy wykazala mozliwo$¢ réznicowania
trzech gatunkow S. capitis, S. haemolyticus, S. warneri
na podstawie analizy krzywej topnienia [19]. Nato-
miast Skow i wsp. [44] stwierdzili mozliwo$¢ iden-
tyfikacji 9 najczesciej izolowanych gatunkéw gron-
kowcow z materialow klinicznych (S. aureus, S. capitis,
S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunen-
sis, S. schleiferi, S.simulans, S. warneri) przy zastoso-
waniu reakeji real-time PCR ze starterami komple-
mentarnymi do nukleotydéw w pozycjach 28-44 oraz
309-290 sekwencji 16S rDNA. Metode real-time PCR
zweryfikowano testujac przynaleznos¢ gatunkowa 37 izo-
latéw gronkowcow koagulazo-ujemnych i 56 szcze-
pow S. aureus. Nalezy pokresli¢, ze wszystkie izolaty
S.aureus zostaly poprawnie zidentyfikowane. Jeden
szczep S. capitis zostal zidentyfikowany jako S. epidermi-
dis, natomiast pozostate gronkowce koagulazo-ujemne
zostaly poprawnie zidentyfikowane.

4. Wykorzystanie spektrometrii mas w identyfikacji
gronkowcow

W ostatnich latach pojawily sie doniesienia 0 moz-
liwo$ci wykorzystania spektroskopii mas w diagnostyce
laboratoryjnej. Spektrometria mas typu MALDI-TOF
polega na analizie skladu biatek komoérkowych, glow-
nie tych wystepujacych w duzych ilo$ciach w komorce
bakteryjnej jak biatka rybosomalne i umozliwia auto-
matyczng identyfikacje mikroorganizméw na podstawie
profilu biatkowego. Bergeron iwsp. [4] zastosowali
spektrometri¢ mas typu MALDI-TOF do réznicowania
gronkowcow, a uzyskane wyniki poréwnali z identyfika-
cja uzyskang na podstawie analizy sekwencji genow tuf
i gap. Stwierdzono, ze 138 szczepdw zostalo poprawnie
zidentyfikowanych, 4 nieprawidlowo, a pozycji takso-
nomicznej 39 izolatéw nie ustalono. Nalezy zaznaczy¢,
ze 5 gatunkow gronkowcdw nie zostato wiaczonych do
bazy danych spektrometru mas. Procent poprawnie
zidentyfikowanych szczepéw wynidst 81,5%. Autorzy
podkreslaja, ze spektrometria mass umozliwia szybka
oraz tansza identyfikacje bakterii, niz ma to miejsce
w przypadku analiz molekularnych opartych na bezpo-
$rednim sekwencjonowaniu genu. Jednakze, réznicowa-
nie gronkowcoéw na podstawie sekwencji genu fuf jest
znacznie bardziej wiarygodne i umozliwia identyfikacje
wszystkich izolatéw. Autorzy wskazujg na konieczno$¢
poszerzenia bazy danych spektrometru mas o nowo
opisane oraz rzadko izolowane gatunki gronkowcow,
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co niewatpliwie przyczyniloby sie do wzrostu odsetka
prawidlowo zidentyfikowanych szczepow. Wyzszg efek-
tywnos¢ identyfikacji uzyskali Dupont i wsp. [11].
Badaniami objeli 230 szczepéw gronkowcow reprezen-
tujacych 20 gatunkéw. Prawidlowo zidentyfikowano
93,2% szczepow, przy czym po wykluczeniu gatunkow,
ktore nie figurowaly w bazie danych spektrometru mas,
odsetek poprawnie zidentyfikowanych szczepow wzrdst
do 97%. Dubois i wsp. [10] réwniez uzyskali bar-
dzo wysoki odsetek prawidlowo zidentyfikowanych
szczepow (99,3%), wsrdd 152 izolatoéw, jedynie jednego
pozycja taksonomiczna nie zostal ustalona. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze spektrome-
tria mas typu MALDI-TOF daje mozliwos¢ wiarygodnej
identyfikacja gronkowcow.

5. Podsumowanie

W ciggu ostatnich kilkunastu lat zanotowano
olbrzymi postep w identyfikacji i filogenetycznej kla-
syfikacji gronkowcéw. Zastosowanie metody bezpo-
$redniego sekwencjonowania konserwatywnych genéw
stato si¢ dogodnym sposobem wiarygodnej identyfika-
cji gronkowcow, okreslenia pozycji nowego gatunku
w obrebie rodzaju oraz rekonstrukeji filogenezy tej
grupy bakterii. Uwaza sig, ze techniki oparte na ana-
lizie sekwencji genéw metabolizmu podstawowego,
powinny by¢ uznane za zloty standard w identyfikacji
gronkowcow i stanowi¢ metody referencyjne. Liczne
zespoly badawcze podejmuja proby opracowania metod
identyfikacji gronkowcéw w oparciu o technike RFLP,
ktéra umozliwialyby analize wiekszej liczby szczepow
w krotszym czasie niz to ma miejsce w przypadku
sekwencjonowania. Wydaje sie, Ze najwiekszy poten-
cjal réznicujacy ma metoda oparta na analizie restryk-
cyjnej fragmentu genu dna]J. Obecnie szczeg6lnym zain-
teresowaniem cieszg si¢ metody identyfikacji gronkow-
cow prowadzane w oparciu o technike real-time PCR.
Niewatpliwg zaletg tej metody jest czulos¢, szybkos¢
wykonania i tatwo$¢ interpretacji uzyskanych wyni-
koéw. Duze nadzieje wigze sie rowniez z spektrometriag
mas, ktéra moglaby mie¢ wigksze zastosowanie w diag-
nostyce laboratoryjne;j.
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