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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aktynobakterie, organizmy w wigkszosci saprofityczne, bywaja nierozpoznawane badZ mylnie
rozpoznawane w szerzacych si¢ ostatnio zakazeniach oportunistycznych, zwiazanych z dysfunk-
cja uktadu odpornosciowego. W artykule oméwiono metody chemiczne stosowane w komplekso-
wej diagnostyce tych drobnoustrojéw opartej na analizie strukturalnych sktadnikéw oston komor-
kowych o charakterze markeréw taksonomicznych. Naleza do nich aminokwasy peptydoglikanu,
cukry, kwasy tluszczowe oraz lipidy diagnostycznie wazne, a wsrdd nich fosfolipidy i glikolipi-
dy. Chemiotaksonomia promieniowcow jest komplementarna wzglgdem metod opartych na ana-
lizie podjednostki 16S rRNA i innych metod genotaksonomicznych, stosowanych w niektérych
laboratoriach mikrobiologicznych, zwlaszcza referencyjnych, w celu uniknigcia lub zminimali-
zowania btedéw w identyfikacji i terapii aktynomicetoz.

aktynobakterie * promieniowce * markery chemiotaksonomiczne ¢ TLC « GLC-MS -
diagnostyka laboratoryjna
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Summary

The application of polyphasic taxonomic studies to identify several strains of Actinobacteria is
presented. These microorganisms cause opportunistic infections relatively often (especially in
immunocompromised patients), but their proper classification is difficult and they may be mi-
staken with other similar taxa. The article involves some clinical isolates properly identified by
extended analysis, including simplified chromatographic methods (TLC, GLC). These procedu-
res helped to establish a chemotaxonomic profile based on the well-grounded detection of chemi-
cal compounds of the bacterial cell envelope. Several components are useful taxonomic markers:
the main amino acids of murein, sugars, and fatty acids and polar lipids, mainly phospholipids
and glycolipids. The chemotaxonomy of Actinobacteria is a part of the contemporary classifica-
tion of these microorganisms and should be applied in reference laboratories to avoid or minimi-
ze diagnostic and therapeutic error.

actinobacteria * actinomycetes * chemotaxonomic markers ¢ TLC ¢ GLC-MS ¢ reference
laboratory diagnostics
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Aktynobakterie, organizmy w wigkszosci saprofityczne,
bytujace gtéwnie w srodowisku glebowym, sa czynni-
kiem etiologicznym zakazen oportunistycznych u pacjen-
téw z immunosupresja lub dysfunkcja uktadu odporno-
Sciowego. Do grupy tej naleza groZne patogeny inwazyjne,
m.in. z rodzajéw Mycobacterium, Nocardia, Gordonia
i Tsukamurella. Wsréd wzglednych patogenéw oportuni-
stycznych wyréznia si¢ Corynebacterium, Actinomyces,
Propionibacterium, Nocardiopsis, Rothia oraz liczne bak-
terie koryno-, aktynomiceto-, nokardio- i mikobakteriopo-
dobne, charakteryzujace si¢ szczegdlna sktonnoscia do ata-
kowania ptuc i mézgu.

Nasze laboratorium aktywnie uczestniczy w Europejskim
Programie Epidemiologii Nokardioz i innych choréb wy-
wolywanych przez promieniowce, zwanych ogélnie ak-
tynomicetozami. W ramach tego programu rejestruje
si¢ przypadki nokardioz oraz infekcji nokardiozopodob-
nych i okresla czgstos¢ ich wystgpowania [9, 18]. Istotne
jest tez usprawnienie diagnostyki oraz ustalanie trudno-
Sci w identyfikacji czynnika etiologicznego. Prawidiowe
i wczesne rozpoznanie stanowi podstawe skutecznej tera-
pii tych zakazen, czgsto nierozpoznawanych badzZ bi¢dnie
diagnozowanych.

Tradycyjna nazwa ,,promieniowce” odnosi si¢ do klasy ak-

tynobakterii (Actinobacteria), ktéra pojawila si¢ w systemie

hierarchicznej klasyfikacji drobnoustrojéw w 1997 roku.

Poszczegblne taksony przyporzadkowano na podstawie se-

kwencji 16S rDNA/rRNA, ktéra odzwierciedla pokrewieni-

stwo filogenetyczne mikroorganizmoéw [33]. Wspétczesna
charakterystyka aktynobakterii obejmuje:

1. Okreslenie podobienstwa sekwencji 16S rDNA/rRNA,
zréznicowanej wsrod szczepéw na réznym poziomie
pokrewieristwa.

2. Hybrydyzacje DNA-DNA, wykazujaca stopien podo-
bienistwa migdzy pojedynczymi nicmi DNA szczepéw
reprezentujacych pokrewne gatunki.

3. Analize¢ chemiotaksonomiczna, wykrywajaca réznice
w sktadzie komérkowym, z uwzglednieniem peptydo-
glikanu, kwasow ttuszczowych, lipidéw polarnych (fos-
fo- i glikolipidéw), chinonéw izoprenowych, cytochro-
mow i procentowej zawartosci zasad G+C w DNA (%
GO).

Ta wielofazowa strategia w klasyfikacji drobnoustrojéw
wiaze si¢ Scisle z ustaleniem etiologii zakazen oportuni-
stycznych. Przeprowadzenie skutecznej diagnostyki klinicz-
nych szczepéw aktynobakterii [23] wymaga komplekso-
wego zastosowania metod trudnych do standaryzacji, stad
wykonywane jest na ogét w laboratoriach referencyjnych.
Polecamy jednak ich wprowadzenie do laboratoriéw dia-
gnostycznych, zwtaszcza w formie uproszczonej, ogra-

niczonej do analizy markeréw chemiotaksonomicznych,
z wykorzystaniem niewielkiej ilosci biomasy komérkowej
iz uzyciem dostgpnej aparatury laboratoryjne;j.

W artykule przedstawiono techniki chemiotaksonomicz-
ne stosowane w diagnostyce izolatow wstgpnie identyfi-
kowanych jako aktynobakterie. Przeglad metod zilustro-
wano na przyktadach szczepdw, wsrdd ktoérych znalazty
si¢ powszechne, a takze mniej znane rodzaje promieniow-
cow, odpowiedzialne za narastajaca liczbg zakazen opor-
tunistycznych. Infekcje wywotywane przez drobnoustroje
obszernej klasy Actinobacteria od lat sprawiaja trudnosci
klasyfikacyjne i sa przyczyna pomytek diagnostycznych
i terapeutycznych. Kompleksowa diagnostyka aktynobak-
terii pozwala unikna¢ tych btedéw.

POSTEPOWANIE Z MATERIALEM KLINICZNYM, IZOLACJA SZCZEPOW,
IDENTYFIKACJA KLASYCZNA | CHEMIOTAKSONOMICZNA

Otrzymany materiat po obserwacji makro- i mikroskopo-
wej wysiewa sig na stosowne podtoza wzbogacone, ptynne
i state. Aktynobakterie maja duze wymagania odzywcze,
totez poleca si¢ przede wszystkim podloze z wyciagiem
moézgowo-sercowym (BHI), czgsto wzbogacone 5% do-
datkiem surowicy cielgcej, podioze tioglikolanowo-sojowe
(TS), podtoze ,,79” — z wyciagiem drozdzowym i glukoza
[19] oraz podtoze Sabourauda. Hodowle podpowierzchnio-
we 1 stacjonarne nalezy inkubowaé przez 2—7 dni w wa-
runkach tlenowych i mikroaerofilnych (w obecnosci CO,),
badz 7-28 dni w warunkach beztlenowych (np. w syste-
mach GasPak) w temp. 37°C.

WSTEPNE BADANIA IZOLATGW KLINICZNYCH

Morfologi¢ kolonii i komdrek okresla si¢ za pomoca kla-
sycznych metod mikroskopowych i makroskopowych, ob-
serwujac charakterystyczne cechy promieniowcéw: wy-
stgpowanie pseudogrzybni powietrznej i pseudospor oraz
obecnos¢ polimorficznych, rozgal¢zionych komérek w ob-
razie mikroskopowym. Stosuje si¢ takze testy fizjologicz-
no-biochemiczne, réznicujace rodzajowe i/lub gatunkowe
wlasciwosci fenotypowe szczepdw. Szeroko stosowany jest
test API Coryne (bioMerieux).

STANDARYZOWANE WARUNKI OTRZYMANIA MASY BAKTERYJNE)

Szczepy izolowane z materiatu klinicznego posiewa si¢
na wzbogacone pozywki ptynne, uwzgledniajac wy-
magania hodowlane izolatéw. Szczepy tlenowe namna-
za si¢ przez 48 h w hodowli podpowierzchniowej, uzy-
wajac medium 79 z wyciagiem drozdzowym i glukoza
[19]. Szczepy mikroaerofilne lub beztlenowe inkubu-
je si¢ w warunkach stacjonarnych, odpowiednio w po-
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zywce BHI z dodatkiem (lub bez) 5% surowicy cielgcej,
lub w pozywce TS przez 5-7 dni [12]. Czystos¢ hodowli
sprawdza si¢ w preparatach bezposrednich barwionych
metoda Grama i w posiewach na podtozu BHI lub agaro-
wym z dodatkiem krwi baraniej (5%). Namnozona mase¢
bakteryjna po zabiciu w temp. 100°C i odwirowaniu (20
min, 4000 obr./min) przemywa si¢ roztworem soli fizjo-
logicznej (3%). Czgs$¢ masy liofilizuje sig, a cz¢$¢ zamra-
za w temp. —20°C [15].

Wstepna charakterystyka czynnika etiologicznego ukie-

runkowuje dalsze postgpowanie oparte na analizie che-

miotaksonomicznej, ktéra polega na badaniu sktadnikéw

chemicznych komorki bakteryjnej i obejmuje:

* markery lipidowe oston komérkowych, w tym kwasy
tluszczowe oraz lipidy polarne, tj. fosfolipidy [15, 16]
i glikolipidy [19];

* diaminowe aminokwasy peptydoglikanu i cukry diagno-
stycznie wazne, okreslajace typ Sciany komoérkowej;

* menachinony [2].

ANALIZA KWASOW TLUSZCZOWYCH W METANOLIZATACH
KOMORKOWYCH

Podstawowym badaniem chemiotaksonomicznym aktyno-
bakterii jest okreslenie profilu kwasow ttuszczowych, ana-
lizowanych w postaci estrow metylowych za pomoca chro-
matografii gazowej [11]. Naleza do nich kwasy tluszczowe
proste i rozgatezione (izo i anteizo) oraz kwas tuberkulo-
stearynowy (10-metylostearynowy).

Sucha maseg bakteryjna (2 mg) poddaje si¢ metanolizie
(metanolowy roztwér 4M HCI!, 1ml, temp. 100°C, 1h),
nastgpnie ekstrahuje (2x) mieszaning heksan-woda (1:1,
v/v). Faze organiczna, zawierajaca estry metylowe kwa-
sow thuszczowych, odparowuje si¢ pod strumieniem azo-
tu i analizuje za pomoca GC lub GLC-MS.

Wsréd kwasow ttuszczowych szczegdlnag grupe sta-
nowia kwasy mikolowe wystgpujace w rodzajach:
Corynebacterium, Dietzia, Rhodococcus, Nocardia,
Gordonia, Tsukamurella i Mycobacterium. Sa to zwiazki
zawierajace 30-90 atoméw wegla, o-rozgatezione, B-hy-
droksylowe. Najkrétsze taiicuchy wystepuja w komérkach
Corynebacterium, a najdtuzsze u Mycobacterium, gdzie od-
powiadaja za kwasoopornos¢ komérek. Wigkszos¢ z nich
jest estrowo zwigzana z arabinogalaktanem, wchodzacym
w sktad oston komérkowych, aczkolwiek niektére wyste-
puja w komoérce w stanie wolnym.

Kwasy mikolowe, przy braku zlozonej aparatury [5], anali-
zuje si¢ prostsza metoda chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC), w postaci wolnych zwiazkéw lipidowych, znanych
jako LCN-A (lipid characteristic for Nocardia) [20,21].

Sucha masg bakteryjna (50 mg) ekstrahuje si¢ (2x) miesza-
ning etanol-eter dietylowy (1:1, v/v), delikatnie wytrzasajac
przez 5—7 h w szczelnie zamknigtych probéwkach w temp.
35°C. Potaczone ekstrakty suszy sig pod strumieniem azotu
irozwija na ptytkach TLC (silica gel 60, Merck) w uktadzie

eter naftowy (temp. wrz. 60°C)-eter dietylowy-kwas octo-
wy lod. (85:15:1, v/v/v) lub heksan-eter dietylowy-kwas
octowy lod. (70:30:1, v/v/v) [20]. Chromatogram wywotu-
je sie w komorze wypelnionej parami jodu (5 min), przez
spryskanie 20% wodnym roztworem siarczanu amonu,
badZ 10% roztworem kwasu fosfomolibdenowego w etano-
lu i ogrzewanie w temp. 180-200°C do wystapienia plam.
Wolne kwasy mikolowe sg tatwe do wykazania ze wzgle-
du na obecnos¢ wiazan nienasyconych i niewielka wzgle-
dem startu ruchliwo$¢ chromatograficzna.

Catkowite kwasy mikolowe, tj. wolne i zwigzane, mozna
wykry¢ za pomoca TLC w metanolizatach suchej masy
bakteryjnej [5] lub w postaci estréw para-bromofenacy-
lowych za pomoca HPLC [1].

ANALIZA LIPIDOW POLARNYCH W SUROWYCH EKSTRAKTACH
KOMORKOWYCH zA PomocA TLC

Do chemiotaksonomicznej charakterystyki promieniowcéw
wykorzystuje si¢ rowniez fosfolipidy i glikolipidy. Szybka
i prosta analiza TLC umozliwila wykazanie istotnych tak-
sonomicznie glikolipidéw giéwnych w ekstraktach lipido-
wych masy komdérkowej m.in. dla drobnoustrojéw z ro-
dzajow Saccharopolyspora, Rothia, Propionibacterium,
Nocardiopsis, Rhodococcus [7,22,24,26,27,35]. Z kolei za-
kwalifikowanie szczepu do jednego z pigciu typdw fosfoli-
pidowych utatwia jego identyfikacje (tabela 1).

Ubitg biomaseg bakteryjna (500 mg) wytrzasa si¢ przez 3
godz. (2x), w mieszaninie chloroform-metanol (2:1, v/v)
w temp. pokojowej. Potaczone ekstrakty odparowuje si¢
na wyparce prézniowej i po rozpuszczeniu w chlorofor-
mie przenosi w stgzeniu 50 mg/ml do matych, szczelnie
zakrgconych probdéwek z przeznaczeniem do analizy fos-
folipidéw [15] i glikolipidéw [19]. W tym celu na dwie
plytki pokryte zelem krzemionkowym 60 (Merck) nale-
zy nanie$¢ probki (2 pl) i rozwijaé (jednoczesnie) w mie-
szaninie chloroform-metanol-woda (65:25:4, v/v/v); po
wysuszeniu jedng z ptytek spryskaé odczynnikiem mo-
libdenowym Dittmera i Lestera [4], do wystapienia plam
w temp. pokojowej, a druga po — uprzednim spryska-
niu 0,5% orcynolem w etanolu — pozostawi¢ kilka minut
w temp. 180°C.

Wyniki nalezy poréwnywaé ze standardami fosfolipidéw
oraz z ekstraktami chloroformowo-metanolowymi wzorco-
wych szczep6éw bakterii zawierajacych glikolipidy o war-
tosci taksonomiczne;j.

ANALIZA CUKROW W HYDROLIZATACH KOMORKOWYCH

W taksonomii wykorzystuje si¢ cukry budujace Scia-
n¢ komoérkowa lub wystgpujace w cytosolu. W hydro-
lizatach catych komérek oznacza si¢ m.in. arabinoze,
galaktoze, ramnoze¢ i maduroze. Arabinoza i galaktoza
jest markerem arabinogalaktanu, makroczasteczki wy-
stgpujacej w Scianie komoérkowej przedstawicieli rodza-
jow Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Gordonia,
Tsukamurella i Dietzia. Maduroza jest cukrem charakte-

! Przygotowanie 4M HCI w metanolu: do schtodzonego metanolu (22 ml) ostroznie doda¢ kroplami chlorek acetylu
(10 ml). Reakcje¢ przeprowadzi¢ pod wyciagiem, na lodzie, z uzyciem szklanej pipety pasteurowskiej. Uwaga — reak-

cja silnie egzotermiczna.
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Tabela 1. Charakterystyka szczepéw aktynobakterii klinicznie waznych z uwzglednieniem pomocniczych cech fenotypowych i markeréw

chemiotaksonomicznych

Actinomyces  Arthrobacter Micrococcus ~ Nocardia  Propionibacterium ~ Rothia  Streptomyces
Morfologia komérki
nitkowate, rozgatezione - - - + - - +
dyfteroidalne, niekiedy 4 _ B B . B ~
rozgatezione
pleomorficzne: od
nitkowatych do kulistych
(w parach, tetradach - + + - - + -
i nieregularnych
skupiskach)
Morfologia kolonii
gtadkie i/lub szorstkie + + + - + + -
ziarniste i/lub nieregularne - - + + - - +
grzybnia powietrzna - - - +/- - - +
Cechy fizjologiczno-biochemiczne
Barwienie metoda Grama + + + + +/- + +
Kwasoopornos¢ - - - +/- - - -
Katalaza - (4 + + + + (=) (/=) +
Hydroliza: eskuliny VA + - + -(+) + +
kazeiny —-(+) Z -(+) - + - +
skrobi Z VA + - + - +
Hemoliza - - - +(-) -(+) - +
Wrazliwos¢ na chemiote-  B-laktamowe,  ceftriakson, aminoglikozy-  sulfonamidy,  B-laktamo- B-laktamo-  aminogliko-
rapeutyki (w tym anty- polipeptydowe ~chloramfeni- ~ dowe, -lak- ~ aminogliko- ~ we, makrolidy ~ we, makro-  zydowe, poli-
biotyki) iinne kol, ryfampi- ~ tamowe,po-  zydy,tetracy-  iinne lidy peptydowe*
cyna, tetracy-  lipeptydowe,  kliny"
klinaf makrolidy
iinne?
Markery chemiczne
a) wykazane w hydrolizatach
i/lub w ekstraktach catych komérek
mezo-DAP - - - + -(+) - -
LL-DAP - - - - +(-) - +
Arabinoza (Ara) - - BD + - - -
Galaktoza (Gal) YA + BD + + + -
Kwasy thuszczowe:
; - - - + - - -
mikolowe
izo, anteizo - + + — + + +
tuberkulostearynowy - - - + - - -
Typ fosfolipidowy' Plll Pl Pl Pll PI Pl Pll
Wzorzec glikolipidowy™ g G G gi/lub G Gi/lubg G q
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Tabela 1 (c.d.). Charakterystyka szczepéw aktynobakterii klinicznie waznych z uwzglednieniem pomocniczych cech fenotypowych i markeréw

chemiotaksonomicznych

Actinomyces  Arthrobacter ~ Micrococcus ~ Nocardia  Propionibacterium  Rothia  Streptomyces

b) wykazane w hydrolizatach $ciany komédrkowej
Lizyna (Lys) +(=) + + - - + _
Ornityna  (Orn) +(-) - - - - - _
Glicyna  (Gly) - - I - + - +
Typ Sciany komédrkowej? v Vi Vi v | Vi I

Lys, Orn Lys (Asp,Gly)*  Lys (Asp, Gly)*  mezo-DAP LL-DAP, Lys, Asp LL-DAP

Vi Ara,Gal Il Gal
Lys, Asp mezo-DAP,
(Gal)? Gly

GC (mol %)' 55-69 59-70 66-73 64-72 57-68 47-53 69-78

Z—zmiennie w obrebie rodzaju; BD — brak danych;

=< wynik reakcji (+) badZ (—) dotyczy odpowiednio wigkszosci lub mniejszosci szczepéw w obrebie poszczegdlnych gatunkéw danego rodzaju,
zas +/- Swiadczy o stabej reakdji; wyjatek stanowi A. viscosus, P propionicum iR. mucilaginosa reagujace odmiennie (w 100%) od innych

pokrewnych gatunkéw;

¢ cecha uzalezniona od czasu pozostawienia koloni w atmosferze powietrza;

¢ w tym penicylina i jej pochodne, oraz inne m. in.: erytromycyna, klindamycyna, chloramfenikol, erytromycyna, linkomycyna; streptomycyna,

wankomycyna [30];

' A. scleromae: ceftriakson, chloramfenikol, ryfampicyna, tetracyklina [10];

¢ w tym kanamycyna, neomycyna, streptomycyna; penicylina, metycylina; erytromycyna; polimyksyna B, wankomycyna; chloramfenikol,

nowobiocyna, tetracyklina [31];

w tym TMP-SMX (trimetoprim z sulfametoksazolem), sulfadiazyna, amikacyna z imipenem, gentamycyna, minocyklina oraz inne [9];
w tym penicyliny i cefalosporyny, erytromycyna, linkomycyna, klindamycyna oraz inne [28];

h
I w tym penicylina i jej analogi oraz erytromycyna [36];
k

w tym gentamycyna, neomycyna, tobramycyna i wankomycyna [17];

" typ fosfolipidowy: PI (brak fosfolipidow gtownych), PIl markerem fosfolipidowym jest fosfatydyloetanoloamina (PE), Plll markerem

fosfolipidowym jest fosfatydylocholina (PC) [16];

™ wzorzec glikolipidowy: G — glikolipidy gtéwne, g — brak glikolipidéw gtéwnych [19];

" [37);
» [15];
" [6,31].

rystycznym dla Actinomadura madurae, patogenu wywo-
tujacego tzw. stope madurska u mieszkaincéw krajow tro-
pikalnych.

Suchg masg bakteryjna (5 mg) hydrolizuje si¢ w probéw-
ce typu Pyrex w 1 M HCI przez 4 godz. w temp. 100°C,
a nastgpnie odparowuje si¢ pod strumieniem azotu ptu-
czac kolejno woda i metanolem. Hydrolizat rozpusz-
czony w wodzie (1 ml) redukuje si¢ za pomoca borowo-
dorku sodu (NaBH, 3 mg) przez 16 godz. w temp. 4°C.
Nadmiar odczynnika rozktada si¢ przez dodanie kwa-
su octowego i kilkakrotne odparowywanie z metanolem
na wyparce proézniowej. Reakcje acetylacji przeprowa-
dza sig dodajac do suchej probki po 300 ul bezwodnika
kwasu octowego i pirydyny, pozostawiajac catos$¢ przez
40 min w temp. 100°C. Reagenty usuwa si¢ przez kil-
kakrotne odparowanie z toluenem, po czym probke eks-
trahuje si¢ w uktadzie chloroform-woda (1:1, v/v) [29].
Oddzielona fazg organiczng odparowuje si¢ do sucha pod
strumieniem azotu, a nastgpnie rozpuszcza w octanie ety-
lu. Analizg cukrowa octanéw alditoli przeprowadza si¢ za
pomoca chromatografii gazowo-cieczowej z detekcja ma-
sowa (GLC-MS).

WYKRYWANIE 1ZOMEROW KWASU DIAMINOPIMELINOWEGO (DAP)
W HYDROLIZATACH KOMORKOWYCH

Wykrycie w hydrolizatach komérkowych kwasu mezo-
lub LL-diaminopimelinowego, aminokwasu wystepu-
jacego w mostku peptydowym S$ciany komoérkowej po-
zwala na identyfikacj¢ licznych aktynobakterii. Zaleta
testu jest wykorzystanie biomasy komoérkowej z pomi-
nigciem skomplikowanej i czasochtonnej izolacji oston
komérkowych.

Suchg masg bakteryjna (1-5 mg) w probéwce typu Pyrex
poddaje si¢ kwasnej hydrolizie w 6M HCI (1 ml) w temp.
100°C przez 18 godz. Hydrolizat zoboje¢tnia si¢ przeptu-
kujac przemiennie woda dejonizowana i metanolem, i od-
parowuje si¢ pod strumieniem azotu [34]. Chromatografie
cienkowarstwowa probek i standardéw LL- i mezo-DAP,
rozpuszczonych w wodzie wykonuje si¢ na ptytkach ce-
lulozowych (Merck) w uktadzie rozwijajacym: meta-
nol-pirydyna-10M HCl-woda (80:10:2,5:17,5 v/v/v/v).
Chromatogram wywotuje si¢ przez spryskanie 0,1% roz-
tworem ninhydryny w acetonie i wysuszenie w temp.
100-110°C [34].
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Izomery DAP charakteryzuja si¢ mniejsza ruchliwoscia
chromatograficzna niz pozostale aminokwasy i maja cha-
rakterystyczng oliwkowo-zielong barwe.

Oprécz DAP, ktory jest do§¢ powszechnie wystgpujacym
aminokwasem diaminowym w 3 pozycji mostka peptydo-
wego, taksonomiczne znaczenie majg tez lizyna, ornityna
oraz kwas diaminomastowy [8]. Analiza tych aminokwaséw
zwigzana jest jednak z preparacja Sciany komodrkowe;.

IzoLACIA 1 0CZYSZCZANIE BAKTERYINE) SCIANY KOMORKOWE)

Procedura ta stuzy do petnej analizy peptydoglikanu pod
wzgledem sktadu aminokwasowo-cukrowego.

Ubita masg bakteryjna (ok. 10 g), zawieszona w 1M bufo-
rze fosforanowym, pH 8,0 (1 g/3 ml), zamraza si¢ i rozbija
za pomoca prasy ci$nieniowej (AB-BIOX) i dezintegrato-
ra ultradZwigkowego (2x10 min). Komoérki nierozbite od-
dziela si¢ przez wirowanie (5 min, 3000 obr./min), a nad-
sacz wiruje ponownie (17 500 obr./min). Osad surowych
Scian komérkowych przemywa si¢ dwukrotnie 95% etano-
lem, a nastgpnie dodaje 2% KOH w 95% etanolu (10 ml/1g
wyjsciowej masy bakteryjnej) i wytrzasa 3 doby w temp.
37°C. Osad przeptukuje® si¢ dwukrotnie 95% etanolem,
woda i buforem fosforanowym, a po dodaniu buforowanego
roztworu trypsyny (3 mg/1ml buforu fosforanowego) wy-
trzasa przez 2 godz. w temp. 37°C. Przeptukany ponownie
(2x) osad $cian (bufor fosforanowy, woda i 0,02M HCI)
traktuje si¢ roztworem pepsyny (3 mg/1 ml 0,02 M HCI)
i wytrzasa przez 16 godz. w temp. 37°C. Po dwukrotnym
przemyciu 0,02 M HCI, woda, 95% etanolem i jednora-
zowo chloroformem, osad oczyszczonych Scian komoérko-
wych pozostawia si¢ do wyschnigcia w temp. pokojowej
lub liofilizuje sig [15].

WYKRYWANIE AMINOKWASGW | CUKROW W HYDROLIZATACH SCIANY
KomorkowEs zA pomocA TLC 1 GLC-MS

Oznaczanie sktadu aminokwasowego i cukrowego pepty-
doglikanu aktynobakterii umozliwia okreslenie typu $ciany
komorkowej i utatwia identyfikacj¢ badanego szczepu.

Oczyszczona Sciang komoérkowa (2 mg) poddaje si¢ kwasne;j
hydrolizie za pomoca 4M HCI (1 ml) przez 16 godz. w temp.
100°C. Prébke odparowuje si¢ pod strumieniem azotu, i po
przeplukaniu kolejno woda i metanolem zawiesza w wodzie
(0,5 ml), saczy przez filtr z waty szklanej, odparowuje pod
strumieniem azotu i pozostawia w eksykatorze nad P,O, do
catkowitego wyschnigcia. Chromatografig cienkowarstwowa
(TLC) prébki wraz ze standardami aminokwaséw, rozpusz-
czonymi w wodzie wykonuje si¢ na ptytkach celulozowych
(Merck) w uktadzie rozwijajacym: metanol-pirydyna-10M
HCl-woda (80:10:2,5:17,5 v/v/v/v). Chromatogram wywotu-
je sig przez spryskanie 0,1% roztworem ninhydryny w ace-
tonie i wysuszenie w temp. 100—110°C [15].

Aminokwasy uwolnione w wyniku hydrolizy Sciany komoér-
kowej mozna tez przeprowadzi¢ w chiralne pochodne i anali-
zowac izomery D i L za pomoca GLC-MS. W tym celu uzy-
skany jw. hydrolizat, po dodaniu R-(-)-2-butanolu (200 pl)

i chlorku acetylu (20 pl), pozostawia si¢ w temp. 120°C przez
20 min, po czym odparowuje pod strumieniem azotu; nastgp-
nie dodaje si¢ octan etylu (120 ul), bezwodnik kwasu hepta-
fluorobutyrylowego (40 ul) (Sigma) i po przeprowadzeniu
reakcji w temp. 150°C przez 5 min, ponownie odparowu-
je. Otrzymane N(O)-heptafluoro-izobutyrylobutylowe estry
aminokwasow analizuje si¢ za pomoca GLC-MS.

Cukry Sciany komoérkowej oznacza si¢ taka sama metoda
jak w hydrolizatach komérkowych [29] z wykorzystaniem
GLC-MS, uzywajac mniejsza ilo$¢ probki (0,51 mg).

ZASTOSOWANIE METOD CHEMIOTAKSONOMICZNYCH
W KOMPLEKSOWEJ DIAGNOSTYCE AKTYNOBAKTERII

Wykorzystanie analizy chemiotaksonomicznej w rozpozna-
waniu czynnika etiologicznego infekcji aktynomikotycz-
nych przedstawiono na przykladzie kilku izolatéw klinicz-
nych. Zestawione w tabeli 1 wyniki analizy taksonomicznej
badanych szczepéw odpowiadaja w petni typowym przed-
stawicielom rodzajéw, ktdre reprezentujq i potwierdzaja ich
tozsamos$¢. Wyniki oméwiono z uzasadnieniem procedury
wykorzystanej dla poszczegdlnych szczepow.

Propionibacterium sp.

Szczep Propionibacterium sp. wyizolowano ze zropialego
kaszaka okolicy szyjno-twarzowej od pacjenta z podejrze-
niem promienicy (szczep nr 1). W preparatach mikrosko-
powych z 7-dobowej, mikroaerofilnej hodowli materiatu
ropnego, inkubowanego w warunkach stacjonarnych na pod-
tozu tioglikolanowo-sojowym, obserwowano polimorficz-
ne pateczki promieniowcopodobne, barwigce si¢ zmiennie
metoda Grama. Szczep ten rozpoznany za pomoca testu
API 20A jako Actinomyces meyeri lub A. israelii, okazat
si¢ btednie sklasyfikowany juz na poziomie rodzaju.

Badania chemiotaksonomiczne wykazaty, ze jest on przed-
stawicielem rodzaju Propionibacterium. Najwazniejszym
tego dowodem byto wykazanie w hydrolizatach catych ko-
morek kwasu LL-diaminopimelinowego (LL-DAP) (ryc.
1), charakterystycznego dla mikroorganizméw majacych
I typ Sciany komoérkowej, nie za$ V czy VI, przynalezny
rodzajowi Actinomyces.

Og6lny profil chemiotaksonomiczny izolatu byt réwniez
charakterystyczny dla Propionibacterium, tj. pozbawio-
ny cukréw diagnostycznie waznych zawieral rozgatgzio-
ne izo i anteizo kwasy tluszczowe nieobecne w komoérkach
Actinomyces, oraz lipidy polarne typu fosfolipidowego
I (pierwszego) i glikolipidy (g) — bez znaczenia taksono-
micznego. Analiza kompleksowa badanego szczepu w petni
uzasadnia jego identyfikacj¢ jako Propionibacterium sp.

Actinomyces viscosus

Drobnoustréj wyizolowano z mig$niaka macicy; wstgp-
na diagnoza wskazywata na aktynomikoze (szczep nr 2).
Identyfikacja za pomoca zestawu komercyjnego VITEK
(bioMerieux) wykazata Actinomyces viscosus lub A.
naeslundii. Szczep rozwijal si¢ bardzo powoli na podtozu

2 Plukanie wykonuje sie dodajac wielokrotnie wigkszej objetosci roztworu ptuczacego w stosunku do osadu, ktéry do-

ktadnie rozprowadza si¢ i wiruje (10 000 obr./min).
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Ryc. 1. Chromatogram TLC réznicujacy izomery kwasu DAP w szczepie
Propionibacterium sp. (1); standard LL- i mezo-DAP (2). Ukfad
rozwijajacy: metanol-pirydyna-10M HCl-woda (80: 10: 2,5:
17,5; vIv/v/v), wywotywacz: ninhydryna

BHI wzbogaconym 5% dodatkiem surowicy cielgcej w wa-
runkach beztlenowych, osiagajac szczyt logarytmicznej fazy
wzrostu po siedmiu dobach inkubacji w temp. 37°C.

W preparatach mikroskopowych obserwowano charaktery-
styczne, rozgatezione formy promieniowcopodobne (ryc.
2A). Na przynaleznos¢ izolatu do rodzaju Actinomyces
wskazywata réwniez morfologia kolonii: drobnych, 1$nia-
cych, wypuktych, z pojedynczymi, brzeznie umiejscowio-
nymi i wyraziscie biatymi ziarnami (ryc. 2B).

Wsréd cech fenotypowych szczepu zwracata uwage wy-
razna reakcja wytwarzania katalazy, tym istotniejsza, ze
wigkszo$¢ przedstawicieli Actinomyces nie ma tej wlasci-
wosci, za$ A. viscosus nalezy pod tym wzgledem do nie-
licznych wyjatkéw.

W celu identyfikacji czynnika etiologicznego, rozpoznanego
wstepnie w laboratorium szpitalnym, niezbgdne byly bada-
nia chemiotaksonomiczne hydrolizatéw i ekstraktéw catych
komorek, uzupehione ukierunkowang analiza Sciany komoér-
kowej. Wykazane w peptydoglikanie aminokwasy diamino-
we, tj. lizyna i ornityna (ryc. 3), potwierdzily przynaleznos¢
szczepu do rodzaju Actinomyces (typ V sciany komérkowe;),
natomiast marker cukrowy (galaktoza) pozwolit jednoznacz-
nie okresli¢ jego gatunek jako A. viscosus, bowiem cukier
ten w szczepach A. naeslundii nie wystgpuje [32].

Warto zauwazy¢, ze catosciowy profil chemiotaksonomicz-
ny uzupetniajacy ogélna charakterystyke szczepu w petni
odpowiada jego wlasciwej pozycji systematycznej.

Potwierdzaja to: a) kwasy tluszczowe prostotaiicuchowe
(gtéwnie C16:0, C18:0, C18:1), a takze brak rozgatezio-
nych form tych zwiazkéw; b) fosfatydylocholina (PC), jako
dominujacy lipid polarny (ryc. 4), znamienny dla typu III
fosfolipidowego (PIII) [15]; c¢) glikolipidy: g, obecny, ale

Ryc. 2. Szczep Actinomyces viscosus (izolat 2); A — 7-dobowa hodowla
ptynna na podtozu BHI z dodatkiem 5% surowicy cielecej,
warunki beztlenowe, barwienie metoda Grama, powiekszenie
1000x. B — Kolonie na podtozu BHI, inkubagja: 9 dni, warunki
beztlenowe, temp. 37°C, powiekszenie 5x

niemajacy znaczenia taksonomicznego [19], i (nieobecny)
G, marker chemiotaksonomiczny o typie galaktozylogli-
cerydu, wystepujacy jedynie (w nieznacznych ilosciach)
w komérkach A. naeslundii [14]. Uzyskane wyniki dowo-
dza, ze badany izolat nalezy do gatunku A. viscosus.

Staphylococcus hominis i Rothia mucilaginosa

Bakterie wyizolowano z krwi dwuletniego dziecka z obja-
wami zapalenia kosci (nr 3) oraz z ropni promieniczopo-
dobnych okolicy szyjno-twarzowej dorostego pacjenta (nr
4 15). Identyfikacja szczepéw 3 i 4 — ziarniakéw Gram-
dodatnich — za pomoca komercyjnego systemu API jako
Staphylococcus hominis budzita watpliwosci.

‘Wsréd podstawowych wlasciwosci ksztattujacych ogdlny
profil morfologiczno-biochemiczno-chemiotaksonomiczny
badanych szczepéw zwracala uwagg: nieregularnos¢ skupisk
komoérkowych (ryc. 5), staba reakcja wytwarzania katalazy, a
w hydrolizatach catych komérek brak aminokwaséw mezo-
i LL-DAP oraz cukréw diagnostycznie waznych.

Podstawowe badania okazaty si¢ jednak niewystarcza-
jace do rozstrzygnigcia zaistniatych watpliwosci i wy-
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Ryc. 3. Chromatogram TLC hydrolizatow $ciany komédrkowej izolatow
Actinomyces viscosus (5) i Staphylococcus hominis (4). Standardy
aminokwasow: alanina (1), kwas glutaminowy (2), glicyna
(3), lizyna (6), ornityna (7), kwas asparaginowy (8). Uktad
rozwijajacy: metanol-pirydyna-10MHCl-woda (80:10:2,5:17,5
v/v/v/v), wywotywacz: ninhydryna

magaty pogiebienia analizy, zwtlaszcza chemiotakso-
nomicznej, w tym peptydoglikanu $ciany komoérkowej
z uwzglednieniem aminokwas6w i cukréw diagnostycz-
nie waznych oraz profilu lipidowego. Badania te wyka-
zaly, ze znamiennymi sktadnikami peptydoglikanu sa li-
zyna i glicyna (ryc. 3), a jedynym markerem cukrowym
jest glukozamina. Wsréd kwaséw ttuszczowych przewaza-
ty formy rozgatezione kwaséw C15:0, C17:0, C19:0 (izo,
anteizo) i prostotaiicuchowe C18:0, C20:0, oraz fosfoli-
pidy typu PI, z ktérych zaden nie wyrdzniat si¢ swoisto-
Scig taksonomiczna.

Po wykonaniu badan okazato sig, ze chemiotaksonomiczny
profil badanych szczepéw (nr 3 i 4) nie byl poréwnywal-
ny z zadnym innym taksonem ziarniakéw Gram-dodatnich
poza rodzajem Staphylococcus. Co wigcej, znamienng dla
obu izolatéw cecha o charakterze markeréw okazat si¢ wy-
kryty w ich komoérkach glikolipid gtéwny — G (ryc. 6).

Zwiazki tego typu, wykorzystywane ostatnio w klasy-
fikacji aktynobakterii [23], sa strukturalnie zréznico-
wane, co znajduje odbicie w ich ruchliwosci chroma-
tograficznej (Rf), dlatego mozna je tatwo wykazaé za
pomoca TLC. Wystepujace np. w ostonach komérko-
wych Micrococcus czy Arthrobacter maja zwykle cha-
rakter dimannozylomonoacyloglicerydéw o swoistosci
rodzajowej [25]; natomiast u podobnych do nich gron-
kowcéw, z ktérymi moga by¢ mylone, sa to gtéwnie di-
glukozylodiglicerydy [14] i w przypadkach alternatyw-
nych, takich jak izolaty 3 i 4, mozna je wykorzysta¢ jako
gatunkowo znamienne.

Reasumujac nalezy potwierdzi¢, ze tym razem rozpozna-
nie badanych szczepéw za pomoca zestawu diagnostycz-
nego API jako Staphylococcus hominis okazato si¢ zgodne
z ich tozsamoscia ustalona wg wspodiczesnych zasad kla-
syfikacji bakterii i nie budzi zastrzezen.

Ryc. 4. Chromatogram TLC fosfolipidow szczepu Actinomyces
viscosus (4). Standardy fosfolipidow: fosfatydyloetanolamina
(1), fosfatydyloglicerol (2), fosfatydylocholina (3). Uktad
rozwijajacy: chloroform-metanol-woda (65:25:4, v/v/v),
wywotywacz: odczynnik Dittmera i Lestera

Ryc. 5. Preparat z hodowli ptynnej szczepu Staphylococcus hominis
(izolat 3). Podtoze 79, inkubacja 48 h, warunki tlenowe,
barwienie metoda Grama, powiekszenie 1000

Wykazano réwniez, ze szczep nr 4 byt przyczyna przewle-
ktej infekcji mieszanej, ze wspotudziatem nie tylko gron-
kowca Staphylococcus hominis. Po czg§ciowym opanowaniu
symptoméw choroby przez zastosowanie terapii fagowej,
u pacjenta pojawily si¢ nowe ropnie, z ktérych wyizolowa-
no aktynobakterie oportunistyczne (szczep nr 5), zidenty-
fikowane jako Rothia mucilaginosa. Rozpoznano sktadni-
ki oston komérkowych izolatu, tj. lizyng, alaning i glicyne,
ponadto rozgat¢zione kwasy ttuszczowe oraz lipidy polar-
ne, w tym fosfolipidy typu I, a nade wszystko glikolipid
typu G o strukturze dimannozyloacylomonoglicerydu [26]
i swoistosci taksonomicznie znamiennej gtéwnie dla przed-
stawicieli rodziny Micrococcaceae (ryc. 6).

Nalezy doda¢, ze gatunek Rothia mucilaginosa nalezat
niedawno do monotypowego rodzaju Stomatococcus i ga-
tunku S. mucilaginosus. Jego reklasyfikacja do taksonu
Rothia [3] rozwiazata problem monotypowego charakte-
ru obu tych rodzajéw i od tej pory liczba doniesien o izo-
latach klinicznych reprezentujacych nowe gatunki Rothia
wyraznie wzrasta.
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Ryc. 6. Chromatogram TLC wykazujacy glikolipidy gtéwne (G)
w surowych ekstraktach lipidowych izolatéw klinicznych
Staphylococcus hominis (3) i Rothia mucilaginosa (4) oraz
w odpowiadajacym odpowiadajacych im ekstraktach szczepéw
typowych (2i 1), uzytych jako standardy. Uktad rozwijajacy:
chloroform-metanol-woda (65:25:4, v/v/v), wywotywacz:
roztwér orcynolu

Streptomyces spp.

Pierwszy z izolatéw (nr 6) wyhodowano ze skrzepliny rop-
nej powstatej w wyniku kolonizacji wszczepionego stymu-
latora serca. Pokryte biatym nalotem grzybni powietrzne;j
kolonie wrastaty w podtoze (ryc. 7), w preparatach mikro-
skopowych obserwowano nietypowe, dichotomicznie roz-
galezione bakterie Gram-dodatnie.

Drugi izolat (nr 7) pochodzit od chorego poddanego pier-
wotnie terapii przeciwnowotworowej, ktéra byta skuteczna
i pacjent w zadowalajacym stanie zdrowia zostat wypisany
ze szpitala. Nastapit jednak nawrdt choroby i w trakcie hospi-
talizacji pacjenta, z popluczyn oskrzelowych wyhodowano
szczep, ktory przekazano nam do identyfikacji. Izolat wyr6z-
niat sig¢ charakterystycznym zapachem ziemi oraz grzybnia
podstawowa wrastajaca w podioze agarowe (agar Columbia),
pokryta bialym nalotem grzybni powietrznej. Wiasciwosci
morfologiczno-fizjologiczne obu izolatéw, zwtaszcza wy-
razisto$¢ grzybni podstawowej i powietrznej, wymagania
tlenowe, rozktad skrobi i hemoliza typu B wskazywaty,
ze moga one by¢ przedstawicielami rodzaju Streptomyces.
‘Wydawato sig¢ to interesujace, poniewaz te wybitnie glebo-
we mikroorganizmy, znane gtéwnie jako najbogatsze Zré-
dlo naturalnych antybiotykéw, wywotuja tylko sporadycz-
nie infekcje oportunistyczne — streptomicetozy.

Potwierdzeniem wstepnej diagnozy bylo: 1) wykazanie
w komérkach tych izolatéow kwasu LL-DAP, bedacego
gtéwnym markerem chemiotaksonomicznym kilku zale-
dwie taksonéw promieniowcow, w tym Streptomyces; 2)
uzupetnienie ich ogélnej charakterystyki chemiotaksono-
micznej analiza komplementarnych markeréw oston ko-
moérkowych, jakimi sg zwigzki cukrowe i lipidowe. Okazato
sig, ze szczep izolowany ze skrzepliny nie zawieral cukréw

Ryc. 7. Kolonie szczepu Streptomyces sp. (izolat 6). Podtoze agarowe
z dodatkiem krwi baraniej, inkubacja 48 h, warunki tlenowe,
temp. 37°C

diagnostycznie waznych ani tez kwasow ttuszczowych
typu mikolowego, czy tez 10-metylorozgale¢zionych (np.
tuberkulostearynowego), natomiast charakteryzowaty go
gtéwnie krétsze kwasy tluszczowe rozgatezione, izoC16:0,
anteizoC15:0 i anteizoC17:0, tj. typ 2c [13] oraz PE — typ
fosfolipidowy II [14]. Dowodzi to, ze ogdlny profil chemio-
taksonomiczny izolatu klinicznego nr 6 nalezy do rodza-
ju Streptomyces. Natomiast izolat nr 7, bardzo podobny do
poprzedniego pod wzgledem wtasciwosci fenotypowych
i chemiotaksonomicznych, réznit si¢ zawartoscia galakto-
zy (wykazanej w hydrolizatach catych komoérek).

Rodzaj Streptomyces nalezy do I typu Sciany komoérkowe;j
[15], charakteryzujacego si¢ obecnoscig LL-DAP i brakiem
cukréw taksonomicznie waznych. Ostatnio identyfikuje sig
nowe gatunki tego rodzaju np. S. yunnanensis, w ktérych w hy-
drolizatach catych komdrek wykrywana jest galaktoza [38].
Identyfikacja gatunkowa badanych szczep6w jest skompliko-
wana i wymaga zastosowania technik molekularnych, opartych
na analizie 16S rRNA oraz hybrydyzacji DNA-DNA.

PobpsumowaniE

Przeprowadzone badania potwierdzajg trudnosci mikrobio-
logéw i klinicystéw w rozpoznawaniu zakazeri oportuni-
stycznych wywotywanych przez drobnoustroje nalezace do
obszernej klasy Actinobacteria. Dowodza tego zdarzajace
si¢ pomytki zaréwno w identyfikacji tych drobnoustrojow,
jak i w diagnozie wywolywanych przez nie choréb.

Prawidlowa identyfikacja aktynobakterii, zwlaszcza wo-
bec wzrastajacej liczby zakazen oportunistycznych wywo-
tywanych przez promieniowce, wymaga zastosowania dia-
gnostyki kompleksowej. Brak laboratoriéw referencyjnych
utrudnia poznanie etiologii i czgstosci wystgpowania akty-
nomicetoz, a niekiedy uniemozliwia skuteczna terapig ze
wszystkimi tego konsekwencjami, zwtaszcza gdy infekcje
dotycza chorych z dysfunkcja uktadu odpornosciowego.

Przedstawione przyktady kompleksowych badan aktynobak-
terii ze szczegdlnym uwzglednieniem ich genetycznie uwa-
runkowanych markeréw komoérkowych ukazuja mozliwo-
$ci zminimalizowania btgdéw diagnostycznych. W tym celu
istotne jest wykorzystanie uproszczonych metod chromato-
graficznych oraz precyzyjnych technik molekularnych.
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