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1. Wprowadzenie

Ostatnie, trzecie wydanie podrecznika Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology oparto na wynikajacym z teorii
Woesego filogenetycznym podejsciu do taksonomii
[62, 88]. System filogenetyczny, uwzgledniajacy wspolne
ewolucyjne dziedzictwo stanowi obecnie podstawe wy-
odrebniania nowych taksonéw i czesto, nowego umiejs-
cawiania juz istniejacych. W praktyce, budowa tworzo-
nego drzewa rodowego bakterii wynika z sekwencji
nukleotydéw zawartych w matej podjednostce 16S
bakteryjnego rybosomu (SSU - small subunit). W spe-
cjalnie skonstruowanych bazach Ribosomal Database
Project (RDP) i SILVA deponowane s3 dobrze udo-
kumentowane i sprawdzone dane dotyczace budowy
odcinkéw RNA pochodzacych od szczepoéw bakterii,
w tym od uznanych za typowe (wzorcowe: type strains)
[17, 64]. W bazie SILVA wzbogacono te dane o sekwen-
cje duzej podjednostki 23S rRNA (LSU - large subu-
nit). Wielokierunkowa analiza sekwencji dokonywana
jest etapami przy uzyciu kolejnych narzedzi z pakietu
ARB [56]. Kazda jednostka taksonomiczna jest tez
dodatkowo analizowana w kontekscie 1000 sekwencji

pochodzacych od drobnoustrojéw nalezacych do innych
typéw lub domen. Od 2000 roku do chwili obecnej uka-
zaly sie dopiero trzy z pigciu zapowiadanych toméw klu-
cza Bergey’a, a prace nad kolejnymi postepuja wolno.
Nadal oczekujemy na tom, ktéry roboczo nosi tytut ,,The
Actinobacteria”, w ktérym zawarta bedzie systematyka
i opis maczugowcéw. Postep prac i opracowany dotad
ksztalt drzewa logenetycznego tego typu jest jednak
dostepny w postaci publikowanego w internecie zarysu
(outline) [57]. Nowe gatunki maczugowcow s3 opisy-
wane w publikacjach ukazujacych si¢ w International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology.
Przyjeto, ze jest to jedyne czasopismo, gdzie publiko-
wane s3 wiarygodne dane o tym, ze opisany gatunek jest
nowy. Naklada to na rade wydawnicza trudny obowia-
zek weryfikowania poprawnosci przedstawianych przez
autorow argumentéw w $wietle najnowszych ustalen.
Publikacja taka wymaga wypelnienia odpowiedniego
protokotu i zastosowania si¢ do szeregu $cisle okres-
lonych zasad [79]. Materialy te, oraz najnowsza edy-
cja LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature) [27] staly si¢ Zrédtem informacji doty-
czacych taksonomii przedstawianej w tym artykule.
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2. Postepy taksonomii rodzaju Corynebacterium

Rodzaj Corynebacterium zalicza si¢ do rodziny Coryne-
bacteriaceae, nalezacej do typu Actinobacteriae oprocz
kilku innych rodzin, w tym Mycobacteriaceae i Nocar-
diaceae. Rodzina Corynebacteriaceae obejmowata nie-
gdys rodzaje Corynebacterium, Listeria i Erysipelothrix
[60]. Nastepnie, wedlug propozycji zarysu z 2004 roku
dla nowego wydania Bergeys Mannual of Systema-
tic Bacteriology [41] miescit si¢ w niej jedynie rodzaj
Corynebacterium, a obecnie wedlug aktualizacji z grud-
nia 2010 roku List of Prokaryotic Names with Standing
in Nomenclature [27] rodzina Corynebacteriaceae obej-
muje cztery rodzaje: Bacterionema, Caseobacter, Turi-
cella i Corynebacterium.

Rodzaj Corynebacterium utworzony zostal przez
LehmanaiNeumanna w1896 rokuiwdéwczasobej-
mowat Corynebacterium diphtheriae, odpowiedzialne za
ciezka i czgsto wystepujaca wtedy chorobe btonice oraz
gatunki bedace patogenami zwierzecymi [27, 41, 57].

Poczatkowo znaczenie kliniczne przypisywano jedy-
nie bezwzglednie chorobotwérczemu gatunkowi C. diph-
theriae, ktory zostal scharakteryzowany w latach 80.
XIX wieku. W tym okresie opisano réwniez gatunek
C. pseudodiphtheriticum, a w koncu lat 90. C. xerosis.
W latach 70. ubieglego stulecia coraz wieksze zainte-
resowanie zaczely budzi¢ gatunki wchodzace w skiad
fizjologicznej mikroflory czlowieka, gdyz okazalo sie, ze
moga one wywolywac zakazenia oportunistyczne.

Aktualnie, baza J.P. Euzéby: List of Prokaryotic
Names with Standing in Nomenclature [27] obejmuje
108 gatunkéw Corynebacterium, z ktérych 19 zostato
przeklasyfikowanych do innych rodzajéw. Baza Taxono-
mic Outline, opracowana przez zesp6t Bergeys Mannual
of Systematic Bacteriology z 2007 roku [42], wymienia
73 gatunki Corynebacterium oraz 14, gtéwnie stanowig-
cych patogeny roslinne, ktdre zostaly obecnie zaliczone
do innych rodzajow (Rhodococcus, Curtobacterium,
Clavibacter, Arthrobacter, Rathayibacter, Tsukamurella,
Arcanobacterium). Sposréd gatunkdéw maczugowcodw
ujetych w tej bazie, 25 zostato opisanych lub zreklasy-
tikowanych w latach 90. ubieglego wieku, a 22 - w tym
stuleciu. Od 2007 roku w Int. J. Syst. Evoll Microbiol.
opisano kolejne 19 nowych gatunkéw. Ogoétem, w ostat-
nich 20 latach, w obrebie rodzaju Corynebacterium
umieszczono 66 nowych gatunkéw. W tabeli I zesta-
wiono gatunki opisane w obecnym stuleciu.

3. Metody wykorzystywane w identyfikacji,
taksonomii i typowaniu paleczek z rodzaju
Corynebacterium

3.1. Metody genotypowe
Identyfikacja maczugowcoéw stanowi dla bakterio-

logéw klinicznych jedno z najtrudniejszych zadan. Wyko-
rzystanie biologii molekularnej dla badania DNA tych

Tabela I

Gatunki Corynebacterium opisane po 2000 roku

Gatunki izolowane od ludzi

Gatunki izolowane od zwierzat

Gatunki izolowane ze srodowiska

C. simulans, 2000 [86]

C. freneyi, 2001 [66]

C. appendices, 2002 [96]

C. aurimucosum, 2002 [95]

C. atypicum, 2003 [47]

C. tuberculostearicum, 2004 [31]
C. resistens, 2005 [63]

C. tuscaniense, 2006 [69]

C. hansenii, 2007 [67]

C. ureicelerivorans, 2007 [91]
C. sputi, 2008 [94]

C. canis, 2009 [33]

C. freiburgense, 2009 [36]

C. massiliense, 2009 [59]

C. timonense, 2009 [59]

C. pilbarense, 2010 [2]

C. pyruviciproducens, 2010 [80]
C. stationis, 2010 [7]

C. auriscanis, 2000 [21]
C. capitovis, 2001 [19]

C. felinum, 2001 [20]

C. testudinoris, 2001 [20]
C. aquilae, 2003 [29]

C. sphenisci, 2003 [46]

C. spheniscorum, 2003 [45]
C. suicordis, 2003 [83]

C. caspium, 2004 [18]

C. ciconiae, 2004 [30]

C. ulceribovis, 2009 [92]
C. mustelae, 2010 [35]

C. casei, 2001 [10]

C. mooreparkense**,2001 [10]
C. efficiens, 2002 [32]

C. glaucum, 2003 [93]

C. halotolerans, 2004 [15]
C. doosanense, 2009 [54]
C. lubricantis, 2009 [49]

C. maris, 2009 [4]

C. humireducens, 2010 [89]
C. nuruki, 2010 [72]

C. marinom, 2010 [24]

* synonim C. aurimucosum — C. nigricans [23]
** nazwa C. mooreparkense zostala w 2005 roku uznana za synonim C. variable, w zwigzku z czym nie zostala
ujeta w bazie z 2007 roku dla IT wydania Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology [43]
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bakterii okazalo sie nie tak pomocne jak zakladano.
Analiza genetyczna podjednostki 16S rRNA lub genu
ja kodujacego w przypadku drobnoustrojéw naleza-
cych do rodzaju Corynebacterium nie daje wynikow
poréwnywalnych z innymi rodzajami bakterii. Wyka-
zuje bowiem stosunkowo niski polimorfizm. W ramach
1500 nukleotydowej sekwencji wykryto fragmenty sta-
nowiace narzedzie dla identyfikacji, jednak nie jedno-
znacznej dla wszystkich gatunkéw w jednakowym stop-
niu. Tang i wsp. [75] zaproponowali identyfikacje
wewnatrz rodzaju Corynebacterium i rodzajéw pokrew-
nych na podstawie zestawu MicroSeq 500 16S (Perkin-
-Elmer Biosystems), ktory daje mozliwo$¢ sekwencjo-
nowania pierwszych 527 par zasad genu kodujacego
podjednostke 16S rRNA. Autorzy otrzymali satysfak-
cjonujace wyniki w przypadku 27 sposrod 42 badanych
izolatéw klinicznych maczugowcéw. Prawidtowo ziden-
tyfikowano wszystkie izolaty Corynebacterium jeikeium
i C. diphtheriae, ale dla innych gatunkéw tego rodzaju
skuteczno$¢ metody wynosita tylko 50%. W obrebie
innych rodzajoéw: Arthrobacter, Brevibacterium i Micro-
bacterium wyniki byty bardzo dobre. Osiagnieto iden-
tyfikacje do gatunku, co nie byto mozliwe metodami
fenotypowymi. Sekwencjonowanie wskazanego przez
Tanga iwsp. [75] fragmentu, cho¢ kosztowne, pozwo-
lito na wykonanie badania w czasie 18 godzin. Problem
identyfikacji gatunkéw w obrebie rodzaju Corynebac-
terium okazal si¢ jednak nadal nie rozwiazany. Podjeto
zatem proby poszukiwania innych konserwatywnych
sekwencji w genomie jego przedstawicieli.

W 2004 roku Khamis iwsp. [50] zaproponowali
uzycie, jako markera filogenetycznego i identyfikacyj-
nego dla Corynebacterium, genu rpoB kodujacego pod-
jednostke beta polimerazy RNA. Analiza sekwencji genu
rpoB byla przydatna w badaniach nad innymi takso-
nami: Bartonella, Staphylococcus, Enterobacteriaceae,
Mpycobacterium, Legionella i dobrze si¢ sprawdzata przy
réznicowaniu drobnoustrojéw wykazujacych wysoki sto-
pien podobienstwa genetycznego. Liczaca okoto 3500 par
zasad sekwencja rpoB maczugowcow byta silniej zrdz-
nicowana niz sekwencja 16S rRNA, a mimo to drzewa
pokrewienstwa filogenetycznego zbudowane na posta-
wie obu sekwencji dla dobrze scharakteryzowanych
gatunkow okazaty niemal identyczne [51]. Pozwolito to
na wykorzystywanie analizy genu rpoB w identyfikacji
i opisywaniu nowych gatunkéw Corynebacterium.

Poszukiwanie fragmentéw sekwencji pozwalajacych
na réznicowanie wewnatrz rodzaju Corynebacterium
doprowadzilo do odkrycia ich, podobnie jak u innych
bakterii, w DNA przestrzeni migdzygenowej genéw kodu-
jacych podjednostki 16S i 23S rybosoméw (16S-23S
rRNA intergenic spacer) [66]. Obszary te badane s3
przy wykorzystaniu ITS-PCR (Internally Transcribed
Spacer PCR) lub RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Funke i Frodl [34] analizujac prze-

strzen miedzygenowa 16S i 23S rRNA z zastosowaniem
RFLP odréznili szczepy nalezace do gatunkow C. xerosis
i C. freneyi, ktore na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA
zaliczono by do jednego gatunku.

Opisywanie nowych gatunkéw maczugowcow czy
ich pézniejsza identyfikacja oparte sa takze na bardzo
czulej metodzie, jaka jest hybrydyzacja DNA-DNA.
Analiza sekwencji pelnych genoméw wskazuje, ze okres-
lony jako minimum 70% dla szczepdw jednego gatunku
stopien hybrydyzacji odpowiada 95% homologii nukleo-
tydéw (ANI - Average Nucleotide Identity) ich DNA.
Metoda ta jest bardziej czuta niz opisane wcze$niej ana-
lizy genéw o wysokiej konserwatywnosci. W przypadku
nowo opisanego gatunku C. hansenii metody takie, jak
analiza sekwencji 16S rRNA, rpoB czy badanie profilu
przestrzeni miedzygenowej 16S-23S rRNA nie pozwolily
na wydzielenie tego odmiennego fenotypowo gatunku od
gatunkdw blisko spokrewnionych. Osiagnieto to dopiero
stosujac hybrydyzacje DNA-DNA [67]. Podobnym przy-
kfadem moze by¢ réwniez, opisany w 2010 roku gatu-
nek C. pilbarense nieodr6znialny na podstawie analizy
sekwencji genu 16S rRNA od scharakteryzowanych
gatunkow, a na podstawie hybrydyzacji DNA-DNA
uznany za odrebny [2]. Wewnatrz rodzaju Corynebac-
terium, pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunkami
maczugowcow stopien hybrydyzacji DNA-DNA moze
wskazywac na ich podobienstwo. Wynik ten nie zawsze
pokrywa sie¢ z badaniami konserwatywnych fragmentéw
genomu, np. pomiedzy C. hansenii a C. xerosis, C. fre-
neyi i C. amycolatum wynik hybrydyzacji DNA-DNA
to odpowiednio 47%, 40% i 15%. Tymczasem wedtug
analizy genu rpoB, C. hansenii najblizej spokrewniony
jestz C. freneyi a nie C. xerosis [67]. Genom C. resistens
z genomem najblizej spokrewnionego gatunku C. auris-
canis wykazuje tylko 23,1% homologii [63].

Zardéwno sekwencjonowanie genéw, jak i hybrydy-
zacja DNA to metody bardzo przydatne do charakterys-
tyki nowych gatunkéw i identyfikacji w laboratoriach
referencyjnych. Ciagle jednak poszukuje sie nowych
markeréw genetycznych, ktore bylyby specyficzne gatun-
kowo i pozwalalyby na konstrukcje sond genetycznych
umozliwiajacych wiarygodna identyfikacje gatunkéw
Corynebacterium w laboratoriach mikrobiologicznych.
L etek iwsp. [55] zaproponowali identyfikacje C. amy-
colatum na podstawie amplifikacji genu divIVA odpowie-
dzialnego za podziat komorki, z uzyciem PCR w czasie
rzeczywistym (RT-PCR). Metoda ta pozwala na odréz-
nienie tego gatunku od innych blisko spokrewnionych:
C. striatum, C. minutissimum i C. xerosis. [55]. Metody
oparte na biologii molekularnej, np. typowanie RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) okazaly sie
w przypadku maczugowcéw przydatne w dochodzeniach
epidemiologicznych. Brandenburg iwsp. [9] poszu-
kiwali dowodu przenoszenia C. striatum miedzy pa-
cjentami na oddzialach intensywnej opieki medycznej.
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RAPD i profil antybiotykowrazliwo$ci pozwolily potwier-
dzi¢, ze izolaty wywolujace ciezkie zakazenia byly tym
samym szczepem i byly identyczne z tymi izolowanymi
od personelu i ze Srodowiska szpitalnego.

Dla typowania wewnatrzgatunkowego bakterii wy-
korzystuje sie¢ réwniez MLST (Multi Locus Sequence
Typing), metode polegajaca na analizie fragmentéw
kilku (5-7) wybranych genéw waznych dla ich meta-
bolizmu bakterii. W typowaniu maczugowcédw po raz
pierwszy metoda ta zostala wykorzystana w 2008 roku
przez Eguchi iwsp. [26] w analizie pokrewienstwa
w obrebie C. macginleyi. Autorzy, opierajac si¢ na wy-
nikach otrzymanych na podstawie sekwencjonowa-
nia genomow C. glutamicum, C. diphtheriae, C. efficiens
i C. jeikeium wybrali 7 konserwatywnych genéw. Byly to
geny kodujace kinaze adenylowa (adk), biatko inicju-
jace replikacje (dnaA), hydrataze fumaranowa (fumC),
syntaze cytrynianows typ II (gltA), podjednostke beta
gyrazy DNA (gyrB), dehydrogenaze izocytrynianowg
(icd) i syntetaze adenylobursztynianowa (purA). Dys-
kryminacyjnoé¢ otrzymanych wynikéw byta poréow-
nywalna z otrzymanymi przy zastosowaniu RAPD.
Dostepne handlowo zestawy do typowania C. diph-
theriae metodg MLST oparte sa na analizie: sekwencji
pochodzacych z genéw kodujacych tancuch alfa syn-
tazy ATP (atpA), podjednostke alfa polimerazy III DNA
(dnaE), biatka opiekuncze (dnaK), czynnik elongacji G
(fusA), syntaze 2-isopropylojablczanows (leuA), dehydro-
genaze 2-ketoglutaranowg El i E2 (odhA), oraz pro-
ponowana wczesniej przez Khamis iwsp. [50] pod-
jednostke beta polimerazy RNA (rpoB) [65].

Podobnie jak inne drobnoustroje, maczugowce staty
sie takze obiektem badania pelnej sekwencji ich mate-
riatu genetycznego. Uzyskano w ten sposdb dane, ktére
w znacznym stopniu poszerzyly wiedze na temat tych
bakterii, chociaz nie rozwigzaly probleméw taksono-
micznych [13, 77, 78]. Baza danych PubMed zawiera
informacje o 13 ukonczonych projektach sekwencjono-
wania genomu szczepow Corynebacterium spp. Doty-
czg one gléwnie gatunkéw waznych z punktu widze-
nia biotechnologicznego: C. glutamicum ATCC 13032
(3,3 Mpz), C. glutamicum R (3,35 Mpz) i C. efficiens
YS-314 (3,22 Mpz). Zsekwencjonowano takze DNA
gatunkow najwazniejszych klinicznie: C. diphtheriae
NCTC 13129 (2,49 Mpz), C. jeikeium K411 (2,51 Mpz)
i C. urealyticum DSM7109 (2,4 Mpz), C. aurimucosum
ATCC 700975 (2.83 Mpz), C. kroppenstedtii DSM 44385
(2.4 Mpz). Znane s3 takze pelne sekwencje odzwierze-
cych gatunkow C. pseudotuberculosis 1002 (2.3 Mpz),
C. seudotuberculosis C231 (2.3 Mpz), C. pseudotuber-
culosis 119 (2.3 Mpz) i C. pseudotuberculosis FRC41
(2.3 Mpz). Prowadzone s3 badania nad sekwencjono-
waniem materialu genetycznego gatunkéw: C. acco-
lens, C. ammoniagenes, C.amycolatum, C. aurimuco-
sum, C. coyleae, . glucuronolyticum, C. lipophiloflavum,
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C. atruchotii, C. resistens, C. striatum, C. tuberculosteari-
cum, a takze C. genitalium i C. pseudogenitalium niema-
jacych statusu gatunku oraz gatunkéw izolowanych od
zwierzat C. variabile, C. bovis.

Tworzona na markerach genetycznych taksono-
mia maczugowcéw ulega cigglym zmianom i mozna
spodziewac sie, ze zebranie pelnego zestawu sekwen-
cji szczepdw typowych (wzorcowych), na podstawie,
ktdérych opisano poszczegélne gatunki, stworzy szanse
na konstrukcje bardziej jednoznacznych i uniwersalnych
genetycznych testow identyfikacyjnych.

3.2. Metody fenotypowe: morfologia,
chemotaksonomia, wlasciwos$ci biochemiczne

W przypadku maczugowcédw, zar6wno przy two-
rzeniu taksonomii, jak i przy ich identyfikacji, bardzo
szeroko korzysta si¢ z metod fenotypowych. W przy-
padku ustalania przynaleznosci do rodzaju zwraca si¢
uwage na chemotyp $ciany komdrkowej i obecno$é
krétkotancuchowych kwaséw mikolowych. Diagnostyka
do poziomu gatunku wymaga wykonania duzej liczby
reakcji biochemicznych, a takze uzycia dodatkowych
technik chemotaksonomicznych. Jednak niekwestiono-
wane autorytety w dziedzinie badan nad Corynebac-
terium spp., np. zespot Funkego, zwracaja uwage na
ogromne znaczenie identyfikacji tych bakterii opartej na
tych wlasnie metodach. Istotna jest morfologia kolonii
bakteryjnych (barwa, wielko$¢, ksztalt, konsystencja,
zapach, otoczenie wokot kolonii), a takze morfologia
komérek. Barwienie metoda Grama pozwala, miedzy
innymi, na odréznienie ich od szybkorosnacych bakterii
kwasoopornych [37]. Oprocz typowych dla maczugowcow
uktadéw popodziatowych, komdrki niektérych gatun-
kéw moga mie¢ ksztalt ,,bicza’, np. C. matruchotii, lub
wykazywac¢ charakterystyczny uklad popodziatowy ko-
morek, jak kota ze szprychami (spoke-wheel), np. C. frei-
burgense [36]. Odpowiednie barwienie, np. metoda
Neissera, pozwala na wykrycie obecnych w komoérkach,
typowych dla tego rodzaju ziarnisto$ci metachromatycz-
nych. W opisie nowych gatunkéw, a takze w identyfikacji
Corynebacterium spp. brane sa pod uwage liczne cechy.
Sprawdza sie wymagania atmosferyczne hodowli, typ
metabolizmu (tlenowy czy fermentacja), a takze wiele
cech biochemicznych, ktére przedstawiono w tabeli II.
W identyfikacji niektérych gatunkéw istotny jest row-
niez wynik testu synergistycznej hemolizy - CAMP
(Christie, Atkins, Munch-Petersen).

Gotowe zestawy do identyfikacji, np. Api Coryne,
API ZYM, Biotype 100 (test asymilacji zrodet wegla)
(bioMérieux) czy RapID CB Plus System (Remel Inc.)
pozwalajg na skrocenie czasu oczekiwania na wynik. Ich
bazy danych nie sa jednak wystarczajgco szybko uaktual-
niane i nie uwzgledniajg zmian w taksonomii, w tym
danych nowo opisanych gatunkoéw.
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Tabela IT

Cechy metaboliczne brane pod uwage w identyfikacji i opisie nowych gatunkéw Corynebacterium spp. [31, 37, 63, 86, 91]

ZAPOTRZEBOWANIE NA: lipidy

PODSTAWOWA AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA: Katalaza, oksydaza, ureaza, nitroreduktaza,

AKTYWNOSC SACHAROLITYCZNA — wytwarzanie kwasu z: glukozy, rybozy, ksylozy, arabinozy, glicerolu, glikogenu, inuliny,
laktozy, maltozy, mannitolu, sorbitolu, sacharozy, trehalozy, i rafinozy wytwarzanie acetoiny

Hyprovriza: Tween 80, hipuranu, eskuliny i zelatyny,

AKTYWNOSC INNYCH ENZYMOW: fosfataza alkaliczna i kwasna, arylamidaza leucyny, waliny, cystyny, leucyny i pirolidonylu,
pirazynamidaza, dihydrolaza argininy, esterazy C4 i C8, glukozydaza, galaktozydaza,
N-acetylo-b-glukozaminidaza, mannozydaza, a-fukozydaza.

W latach 2001-2003 Bohner i wsp. [8] opra-
cowali metode polegajaca na wszechstronnej analizie
fenotypu badanego drobnoustroju, ktérg nazwali Phe-
notype Micro Arrays (PM) (Biolog Inc.). Ten zautoma-
tyzowany system pozwala na wykrycie 1920 cech feno-
typowych. Sg to: zdolnos¢ wykorzystywania 190 Zrodet
wegla, 380 zrodet azotu i 95 zrodet fosforu i siarki. Proby
obejmuja réwniez badanie metabolicznych szlakéw bio-
syntezy, wplyw pH, ci$nienia osmotycznego i réznych
jonow na metabolizm komdrki (kazde badanie w okoto
100 testach) oraz ocene wrazliwo$ci na 240 zwigzkow
chemicznych (kazdy w czterech stezeniach). Ocena
metabolizmu komorki opiera si¢ na pomiarze jej aktyw-
nosci oddechowej w okreslonych warunkach wyrazonej
zdolnoscia redukcji barwnika tetrazoliowego. Wedtug
autoréw przy zastosowaniu systemu PM mozliwa jest
identyfikacja bakterii oraz drozdzy i grzybéw nitko-
watych. System ten uwzglednia réwniez identyfika-
cje bakterii z rodzaju Corynebacterium. Baza danych
obejmuje 57 gatunkéw Corynebacterium - gléwnie
patogendw ludzi i zwierzat, wérdd ktorych 9 opisanych
w obecnym stuleciu. Autorzy proponujg ulatwione
podejscie do opisu nowych gatunkéw: od fenotypu do
genotypu. Wstepem do odkrycia nowego gatunku jest
izolacja szczepu réznego od znanych w systemie PM.
Rodzaje réznic fenotypowych wskazujg miejsce poszu-
kiwan réznic w genomie. Kolejnym etapem s3 badania
chemotaksonomiczne i analiza poréwnawcza materiatu
genetycznego, ktéra moze potwierdzi¢ pojawienie si¢ no-
wego gatunku. Analiza aktywnosci zyciowej komorek
w zrdznicowanych warunkach stanowi¢ moze zatem istot-
ne narzedzie w identyfikacji drobnoustrojow; czy w docho-
dzeniach epidemiologicznych, ale réwniez w pracach nad
opisywaniem nowych gatunkéw. By¢ moze, ten nowy szyb-
ko rozwijajacy si¢ automatyczny system stanowi szanse
na poprawe mozliwosci identyfikacji maczugowcow.

Badania chemotaksonomiczne odgrywajg wazna role
w identyfikacji maczugowcéw. Wsrdd nich najwazniej-
sze to: profil komérkowych kwaséw ttuszczowych, ultra-
struktura i chemiczny sklad $ciany komorkowe;j. Jeden
z podstawowych elementéw przy opisie nowych gatun-
kéw wszystkich bakterii, jakim jest udziat procentowy
zasad G+C mol% w DNA, w przypadku maczugowcow

nie daje mozliwosci przestrzegania kryteriow przyjetych
dla innych rodzajéw. U bakterii nalezacych do jednego
rodzaju, G+C mol% powinien r6zni¢ si¢ nie wiecej niz
0 10%, a u szczepow nalezacych do jednego gatunku
- 0 3%. Rodzaj Corynebacterium ma wysoka zawartos¢
G+C, mieszczacg sie w szerszych granicach od 51 do
prawie 66 mol%. U gatunkéw C. afermentans i C. auris
warto$¢ ta jest wyzsza niz 65 mol% [50], a u nowo opi-
sanego — C. appendicis wynosi 65,8 mol% [96]. Dlatego
kryterium to nie jest warto$ciowg cechg przy ustalaniu
przynaleznosci do rodzaju. W zaklasyfikowaniu nowego
izolatu do rodzaju Corynebacterium istotne znaczenie
ma sktad $ciany komodrkowej. Rodzaj ten ma bowiem
specyficzng budowe tej struktury. Zawiera ona cukry -
arabinoze i galaktoze (arabinogalaktan), kwas mezo-dia-
minopimelinowy (meso-DAP), unikatowe niskoczas-
teczkowe alfa-alkilo-beta-hydroksy-dtugotancuchowe
kwasy ttuszczowe: kwasy korynemikolowe oraz dwu-
wodorowe menachinony z 8 lub 9 jednostkami izoprenu:
MK-8 (H2), MK-9 (H2) a takze fostatydyloinozytol [22,
37, 60]. Wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography)
kwaséw mikolowych w $cianie komérkowej ma istotne
znaczenie w odréznianiu Corynebacterium spp. od innych
rodzajéw (Corynebacterium - C,-C,, Rhodococcus
-C,,C., Nocardia - C,-C, Mycobacterium - C60—C90)
[11]. Przy zastosowaniu tej metody wsrod przedsta-
wicieli rodzaju sg jednak takze odstepstwa, ktore nalezy
bra¢ pod uwage. Niektore gatunki maczugowcdw nie
zawieraja w $cianie kwaséw korynemikolowych. Sg to:
C. kroppenstedtii, C. amycolatum czy C. atypicum [47].
Przy analizie obecnosci charakterystycznych dla rodzaju
cukrow $ciany komorkowej: arabinozy i galaktozy opi-
sano gatunki zawierajace tych cukréw znacznie mniej
niz to przyjeto dla catego rodzaju, np. C. simulans [86].
W przypadku szczepow lipofilnych sktadniki podloza,
konieczne wobec braku u nich syntazy kwaséw tlusz-
czowych, moga wplywac na obecno$¢ i budowe kwaséw
korynemikolowych [77].

Maczugowce od innych spokrewnionych rodzajow
bakterii mozna odrézni¢ w oparciu o analize komor-
kowych kwaséw tluszczowych (CFA - Cellular Fatty
Acid) za pomocg chromatografii gazowo-cieczowej [5].
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Komorkowe kwasy tluszczowe w przypadku wigkszosci
gatunkow maczugowcow sg nasycone lub jednonienasy-
cone i nierozgalezione. Pozwala to odrézni¢ je od ro-
dzajoéw zawierajacych rozgalezione kwasy tluszczowe
takich jak Brevibacterium, Rothia czy Listeria. Takze i tu
s wyjatki. Dotycza one C. bovis i C. urealyticum [90].
Metoda ta jest stosowana gléwnie w laboratoriach refe-
rencyjnych i stanowi narzedzie pomocnicze [5]. Zawar-
tos¢ kwasow ttuszczowych w komdrkach gatunkéw
Corynebacterium spp. zalezy od warunkéw hodowli (np.
dodatek zwigzkdow ttuszczowych niezbednych do wzros-
tu gatunkow lipofilnych), a wiele z nich ma podobny
profil tych kwaséw. Metoda ta jest malo przydatna w od-
réznianiu gatunkéw [74]. Van der Velde iwsp.
[84] twierdza jednak, ze mala uzytecznos¢ analizy ko-
morkowych kwasow tluszczowych w réznicowaniu ga-
tunkowym w obrebie rodzaju Corynebacterium wynika
z nieaktualnych baz danych. Autorzy zaproponowali
wlasng baze danych, na podstawie ktérej udato si¢ im
przypisa¢ do gatunku 29 sposrod 34 badanych izola-
tow. Niektore gatunki jak C. pseudotuberculosis cechuje
heterogennos¢ profilu komdrkowych kwaséw ttuszczo-
wych. Cechg charakterystyczna niektorych gatunkow jest
wystepowanie kwasu tuberkulostearynowego. Poczatko-
Wwo jego obecnos¢ przypisywana byla jedynie szczepom
nalezacym do ,,C. tuberculostearicum”. Z czasem jednak
opisano zdolnos¢ wytwarzania tego kwasu przez inne
gatunki, jak C. urealyticum, C. mucifaciens, C. minutissi-
mum, C. singulare, C. confusum, a takze przez niedawno
opisane C. aurimucosum, C. appendicis, C. ureicelerivo-
rans, co pozwala odrézni¢ je od pozostatych [84, 91, 96].

Niektére gatunki rodzaju Corynebacterium mozna
zidentyfikowaé okreslajac sklad fosfolipidow metoda
chromatografii cienkowarstwowej [61] lub stosujac
zaawansowane techniki analizy chemotaksonomicz-
nej jak na przyklad FAB-MS (Fast-Atom Bombard-
ment) i ESI-MS (Electrospray Ionization). Zastoso-
wanie FAB-MS pozwala na odréznienie gatunkéw na
podstawie acylowanych podstawnikéw dofaczonych
do kwasow tluszczowych [90]. Precyzyjna metoda jest
badanie sktadu chemicznego catej komoérki poddane;j
pirolizie metodami spektrometrii i chromatografii.
Voisin iwsp. [85] zaproponowali opartg na pirolizie
chromatografie gazowa (Pyrolysis-Gas Chromatogra-
phy), a nastepnie za pomoca emisji atomowej (Atomic
Emission Detection - AED) dokonali identyfikacji
C. amycolatum i spokrewnionych gatunkéw: C. stria-
tum, C. minutissimum, C. xerosis i C. freneyi. Metody te
nie sg wprawdzie stosowane rutynowo w diagnostyce,
ale stanowia precyzyjne narzedzie poznawcze.

W przypadku maczugowcéw podobienstwo fenoty-
powe czesto nie daje si¢ potwierdzi¢ podobienstwem
genotypowym, a czasem i odwrotnie. Riegel i wsp.
[70] poréwnujac i grupujac szczepy kliniczne maczu-
gowcow tworzyli ,,genomogatunki”. Cechy fenotypowe
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(biotypy) szczepéw wchodzacych w ich sklad, czesto
nie potwierdzaly wynikéw tych grupowan. Badacze ci
nawet wéroéd wzorcowych szczepow zaklasyfikowanych
na podstawie wlasciwosci fenotypowych do gatunku
C. jeikeium notowali takie zréznicowanie genetyczne,
ktore mogloby te przynaleznos$¢ poddawaé w watpliwosé
[68]. W obrebie rodzaju Corynebacterium wystepuja
jeszcze z pewnosciag nowe gatunki, albo podgatunki,
ktére wraz z postepem wiedzy znajda swoje wlasciwe
miejsce w taksonomii. Wyzwaniem s tu, miedzy inny-
mi, szczepy klasyfikowane obecnie do tzw. ,,grup CDC”.
W 1981 roku w Centrum Kontroli i Zapobiegania Chordb
w Atlancie (Center for Disease Control and Prevention
USA) zajeto si¢ opisywaniem i systematyzowaniem szcze-
pow bakterii o cechach nieformalnej grupy ,,coryneform”
(Maczugowate). Grupa ta obejmuje szereg rodzajow
bakterii o podobnej morfologii mikroskopowej i nie-
ktorych cechach fizjologicznych. Zaliczano do niej rézne
rodzaje, oprocz Corynebacterium réwniez Brevibac-
terium, Turicella, Rothia i kilka innych rodzajow [37].
Obecnie odchodzi sie juz od wyrdzniania tej grupy. Jed-
nak zgromadzona w laboratorium w Atlancie kolekcja
szczepdw typowych dla poszczegdlnych grup CDC ozna-
czanych literami i czasem cyframi (np. CDC Coryne-
form group?), nadal jest w uzyciu. Wiele szczepdw tej
koleke;ji stalo si¢ podstawg opisu nowych gatunkow, cza-
sem odleglych rodzajéw, np. wéréd maczugowcow Coryne-
bacterium grupa CDC JK to obecnie C. jeikeium. Wiele
szczepow okreslanych jako ,,grupa CDC” mimo scharak-
teryzowania nie moze jeszcze uzyska¢ statusu gatunku,
a czasem nawet przypisania do okreslonego rodzaju.
Pomocne z pewno$cig okazg sie najnowsze bazy danych
i narzedzia do ich porzadkowania (np. SILVA i ARB)
po wprowadzeniu do nich sekwencji ich genomow.

4. Konsekwencje trudnosci w identyfikacji paleczek
z rodzaju Corynebacterium

Problemy w identyfikacji maczugowcéw nakazuja
z ostroznos$cia podchodzi¢ do cech klinicznych i zdol-
nosci wywolywania okreslonych zakazen przypisywanych
poszczegdlnym ich gatunkom, szczegélnie jesli ich opis
i charakterystyka kliniczna pojawily sie dawno. Przykla-
dem moze by¢ C. xerosis, jednen z najwczesniej, bo
w 1899 roku, opisanych gatunkéw [27]. Przypisywano
mu udzial w obejmujacych wiele narzadéw zakazeniach
u chorych z zaburzeniami funkeji uktadu immunologicz-
nego [53]. Tymczasem Funke iwsp. [37, 38] twierdza,
ze zakazenia tym gatunkiem sg niezwykle rzadkie, a szczepy
C. xerosis byly i sa mylone podczas identyfikacji bio-
chemicznej z blisko spokrewnionymi C. amycolatum
i C. striatum. Wraz z rozwojem metod stosowanych
w dochodzeniach taksonomicznych opisano liczne
nowe gatunki, ktére bedac spokrewnione z gatunkami
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opisanymi wczeéniej, mogly by¢ przyczyna blednych
wnioskéw dotyczacych ich chorobotwoérczosci. Tym
samym obecnie trudno z calg stanowczoscig twierdzi¢,
ze niektdére gatunki sa bardziej chorobotwdrcze niz
inne. Dysponujemy bowiem ograniczonymi lub nie-
pewnymi danymi z laboratoriéw prowadzacych diag-
nostyke mikrobiologiczna.

5. Nowe gatunki Corynebacterium izolowane od ludzi

W rozdziale tym zamieszczono opis nowo opisanych
gatunkdw, ktdre izolowano z materiatu od ludzi i scha-
rakteryzowano w ostatnich 10 latach, a ktére moga
okaza¢ si¢ wazne ze wzgleddéw klinicznych. W wielu
przypadkach opublikowany opis nie dostarcza wystarcza-

jacych danych, ktére pozwalalyby na ich fenotypowa
identyfikacje. Wszystkie wymienione tu gatunki uw-
zglednione sg w spisie gatunkéw wedtug Euzébyego
[27], ale jeszcze nie wszystkie znalazly sie¢ w szkicu
- filogenetycznym drzewie skonstruowanym dla potrzeb
piatego tomu II wydania Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology [42, 57]. Wlasciwosci biochemiczne tych
szczepow przedstawiono w tabeli I11.

W 2001 roku opisano nowy gatunek spokrewniony
z C. xerosis i C. amycolatum - C. freneyi. Szczepy dla
niego typowe wyizolowano z trzech préobek materiatu
klinicznego: ropy pobranej z palca stopy, z owrzo-
dzenia zylaka i z przetoki podskérnego ropnia [66].
Poczatkowo, te nielipofilne maczugowce, na podsta-
wie cech biochemicznych, zostaly zidentyfikowane
jako C. xerosis. Jednak badania oparte na poréwnaniu

Tabela III

Podstawowe wlasciwoséci gatunkéw maczugowcdw opisanych w ciagu ostatnich dziesieciu lat
[2,7, 14,31, 33, 36, 47, 59, 63, 66, 67, 69, 80, 86, 91, 94-96]
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Cecha “ § = 3 § § 2l oo |8
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S| || 3|33 8|2 |53 S| S| 55|82
S| | s|ElR8l8|8|3|%]). S|E|=2|8|2|8
S v S B a2l S| 3 3 a RS = 2| S b3 1) N N =
S|S| &S|/ |3|2|8|8|5|S|S|S8|8|2|8|8
Tl ||| ||| S |S| &S |als|lElalals
CHECHECEECHECHEGHECH NG NG RN RO RO NN RO RO RO RO RS
Liczba szczepéw typowych w CCUG 3|01 |61 |25(1|1|1|6 |1 |1|1|4]|2|1]|7]|1
Lipofilnos¢ - - |+ + |+ |+ |- -]+ ]|bd| -] -|bd|bd]| - |bd]| -
Redukgja azotanow + |+ - -1- — == ==+ + =] ==]=-1-
Pirazynoamidaza R N - =+ |+ ]+ ]|+
Arylamidaza pirolidonylu - | - - - - | + - | - - N _ _ | Z
Fosfataza alkaliczna + 4+ -] - + | - -l -1 - + |+ V|V
Beta-glukuronidaza - | - - -+ | = = - | = I [ R _ S R
Beta-galaktozydaza R I I I S I D D R D I D
Alfa-glukozydaza -+ == =1=1=1=1=-1=1+/=-=-/1=-1=-1=1-=1-=-
N-acetylo-beta-glukozaminidaza N I I I S 725 [ R R R I D R R D
Hydroliza eskuliny N I R I I A I D D R R T R N D VA
Ureaza o+ == == ==+ + = ==|=1=1=14%
Hydroliza zelatyny A I I I S D R D D
Fermentacja glukozy + + | + - |+ VIV ]|+ - |-+ |V]V
Fermentacja rybozy Vi+ | -1~ -] - wl| - | - -l - - |lV]V
Fermentacja ksylozy [ I R A A R S A I VY2 P R I R A S N
Fermentacja mannitolu [ R R A A D D A D D
Fermentacja maltozy -+ D+ + | V|- +]+]-]-1|+%+ _ _ I R
Fermentacja laktozy - === =1=-=-1]1=-1-=-1-1-= N R
Fermentacja sacharozy + | + - + |+ | V| - - |+ - | - + _ _ + v | -
Fermentacja glikogenu N R R A A A A A A A I D A I
Katalaza S TR T SO N SO N N N N I N I I B B
+ - reakcja dodatnia; (+) reakcja dodatnia po 7 dniach inkubacji; w - staba reakcja dodatnia; v — wynik reakcji zmienny;
- - wynik reakcji ujemny; bd - autorom nie udalo si¢ uzyska¢ danych w dostepnych zrédtach
* - opisane jeszcze jako Brevibacterium stations - przeklasyfikowane do Corynebacterium spp. w 2010 roku

CCUG - kolekgja Culture Collection, University of Géteborg, Sweden [14]
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przestrzeni miedzygenowej 165-23S, sekwencjonowaniu
rRNA (rDNA) oraz hybrydyzacji DNA-DNA pozwo-
lity na zaliczenie wyizolowanych szczepéw do innego,
nowego gatunku. Samo badanie homologii 16S rRNA
nie pozwolilo na odréznienie C. freneyi od C. xerosis,
a umozliwito to dopiero badanie homologii sekwencji
genu rpoB. C. reneyi jest blisko spokrewniony z C. xero-
sis, a w dalszej kolejnosci z C. amycolatum. Gatunki te
sg czesto mylone wtedy, gdy identyfikacja oparta jest
tylko na cechach biochemicznych [37, 38]. Drobno-
ustrdj izolowano pézniej z licznych materiatéw kli-
nicznych. Auzias iwsp. [3] wyhodowano go z krwi
pacjenta poddanego zabiegowi chirurgii naczynio-
wej. Opisany szczep byl wrazliwy na amoksycyling.
W 2008 roku Funke i wsp. [34] scharakteryzowali
18 nnych, izolowanych od ludzi szczepéw nalezacych
do C. freneyi. Wyodrebniono je z ropy, owrzodzenia
zylakéw, z pochwy, szyjki macicy, jadra, ucha zewnetrz-
nego, bioptatu dwunastnicy oraz moczu. Szczepy te byty
wrazliwe na antybiotyki beta-laktamowe, czesto jednak
oporne na erytromycyne. Aalbak iwsp. [1] wyizo-
lowali réwniez patogenne szczepy C. freneyi od zwierzat
- z zakazen ucha zewnetrznego u psow.

Gatunkiem blisko spokrewnionym z C. xerosis,
a takze C. freneyi jest C. hansenii. Zostal on opisany
w 2007 roku przez Renauda iwsp. [67]. Sekwencje
16S rRNA, a takze rpoB oraz profil przestrzeni mig-
dzygenowej 16S-23S nie odrdzniajg go od tych dwdch
gatunkow. O jego wyodrebnieniu zadecydowaly wyniki
hybrydyzacji DNA-DNA. Szczep, ktory stal sie wzorcem
tego gatunku wyizolowano z ttuszczako-miesaka. Wyka-
zywal wrazliwo$¢ na wiekszo$¢ antybiotykéow w tym
beta-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, glikopeptydy.
Byt oporny na fosfomycyne, pefloksacyne i tetracykline.

Kolejny blisko spokrewniony z C. freneyi, C. hanseni,
C. xerosiss, C. amycolatum i odzwierzecym C. sphenisci
gatunek zostal opisany w roku 2008 przez Yassin
i Siering [94]. Zostal nazwany C. sputi, poniewaz
byt wyizolowany po raz pierwszy z plwociny chorego
z zapaleniem pluc. Szczep rézni si¢ biochemicznie od
innych gatunkéw i tworzy osobna linie w klastrze obej-
mujgcym wymienione gatunki pokrewne.

W 2002 roku Yassin i wsp. [95] opisali nowy
gatunek C. aurimucosum (syn. C. nigricans) charakte-
ryzujac dwa takie same genetycznie szczepy, z ktérych
jeden pochodzil z krwi pacjenta z zapaleniem oskrzeli.
Okreslono, ze filogenetycznie gatunek ten najblizej jest
spokrewniony z C. minutissimum. Historia wyodrebnie-
nia tego gatunku wskazuje, jak bardzo skomplikowany
bywa proces ustalania taksonomii maczugowcow i jak
duze znaczenie majg badania poréwnawcze za posred-
nictwem baz sekwencji DNA. W tym samym bowiem
czasie, w 2001 i 2003 roku, Shukla i wsp. [73, 74]
na podstawie cech 6 nielipofilnych szczepéw Coryne-
bacterium spp. wytwarzajacych czarny barwnik, opi-
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sali nowy gatunek — C. nigricans. Szczepy pochodzily
z ukfadu moczowo-plciowego kobiet, u ktorych wysta-
pily powazne komplikacje w cigzy. Analiza 16S rRNA
i poréwnanie z bazg danych GenBank wykazaly podo-
biefistwo opisanego przez nich gatunku ze szczepami
opisanymi juz w 1999 roku przez innych badaczy [76].
Jeden z tych szczepow réwniez wytwarzat czarny barw-
nik i zostal wprowadzony do kolekcji CDC i zaliczony
do grupy CDC 4. Réwnolegle, w 2002 roku Bernard
i wsp. [6] w pracy charakteryzujacej 73 szczepy Coryne-
bacterium spp. izolowane z materiatu klinicznego poza
Europa, opisali dwa szczepy nazwane przez nich Cory-
nebacterium-like, podobne do opisanych w 2001 roku
przez Shukle iwsp. [74]. Wyodrebniono je z narza-
déw plciowych - z owrzodzenia sromu oraz materiatu
z pochwy [6]. Szczepy te réznily sie pod wzgledem
cech biochemicznych. W latach 1969-2004 laborato-
rium referencyjne CDC zgromadzito 63 szczepy, ktdore
wytwarzaly nierozpuszczalny w wodzie, czarny barw-
nik. Izolowane byly one gtéwnie z materiatu pochodza-
cego z zenskich drég moczowo-plciowych (82%), ale
réwniez z sutka, gardia, plwociny, oskrzeli oraz krwi
i ptynu mézgowo-rdzeniowego noworodkow. Wszyst-
kie te szczepy zostaly zaliczone do grupy CDC 4 - fer-
mentujacych paleczek Maczugowatych (grupa CDC
FCG4) [23]. Dopiero badania oparte na hybrydyzacji
DNA-DNA pozwolily na zaliczenie czeéci szczepdw
do wariantu wytwarzajacego czarny barwnik — Rothia
dentocariosa, a pozostate, na podstawie sekwencjono-
wania 16S rRNA, do wariantu wytwarzajacego czarny
barwnik - C. aurimucosum. Okazalo sie wiec, ze C.
aurimucosum i C. nigricans to jeden gatunek, dla kto-
rego pozostawiono wczeéniej nadana nazwe C. auri-
mucosum. Badania oparte na sekwencjonowaniu genu
rpoB potwierdzily, ze C. aurimucosum i C. nigricans s
tym samym gatunkiem a ich nazwy synonimami [50,
51]. Opisano réwniez szczepy C. aurimucosum niewy-
twarzajace czarnego barwnika. Gatunek jest zatem nie-
jednorodny pod tym wzgledem. Nie wytwarzajace barw-
nika szczepy izolowane byly z ostrych i przewleklych
zakazen kodci i stawow [71], ze stopy cukrzycowej [44].
Stwierdzono réwniez obecno$¢ tych drobnoustrojow
w $rodowisku [25]. W 2010 roku Trost i wsp. [81]
zsekwencjonowali genom szczepu C. aurimucosum izo-
lowanego z wymazu z pochwy kobiety, u ktérej nastapito
poronienie. Badania te pozwolily na scharakteryzowanie
tego gatunku jako patogenu oportunistycznego o szcze-
gélnym powinowactwie do drég rodnych. Wykazano, ze
za zdolno$¢ kolonizacji i zakazania srodowiska pochwy
odpowiedzialne sg fimbrie adhezyjne podobne struk-
turalnie do fimbrii SpaH u C. diphtheriae. Wykryto
réwniez gen aap kodujacy bialko, ktére moze miec¢
znaczenie dla zdolnosci tworzenia biofilméw przez te
bakterie (Bap), a takze unikania odpowiedzi immuno-
logicznej gospodarza. Okazalo sie takze, ze istotng role
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w kolonizacji srodowiska pochwy odgrywa wydzielany
przez te bakterie charakterystyczny, nierozpuszczalny
w wodzie czarny barwnik. Jego synteza kodowana jest
na plazmidzie pET44827. Zwigzek ten ultatwia koloni-
zacj¢ i chroni komoérki przed niekorzystnym dziataniem
nadtlenku wodoru wytwarzanego przez bakterie kwasu
mlekowego bytujace w pochwie jako mikroflora fizjo-
logiczna [81]. Zrédlem zakazenia jest prawdopodobnie
przewdd pokarmowy lub skdra [40, 58].

Wigkszo$¢ nowych gatunkéw maczugowcow to ga-
tunki nielipofilne. Jednak wedlug ogdlnie przyjetej
opinii, szczegdlna zdolno$¢ kumulowania gendéw opor-
nosci na antybiotyki dotyczy przede wszystkim maczu-
gowcow lipofilnych. Szczegdlnie czesto izolowane sg
C. jeikeium i C. urealyticum, ktore stanowig zagroze-
nie jako potencjalne patogeny alarmowe w szpitalach.
W 2005 roku O tsuka iwsp. [63] opisali nowy gatunek
lipofilny C. resistens. Pig¢ izolatow, ktore byly podstawg
opisu gatunku wyizolowano z materiatu klinicznego
od ludzi: z krwi, aspiratu oskrzelowego oraz ropni od
chorych z nowotworami. Okazaly si¢ one oporne na
wiegkszo$¢ grup antybiotykéw w tym beta-laktamy,
aminoglikozydy, makrolidy, chinolony i tetracykliny,
a wrazliwe jedynie na glikopeptydy. Badania poréwnaw-
cze oparte na sekwencjonowaniu 16S rRNA i hybrydy-
zacji DNA-DNA wskazaly, ze nowy gatunek jest najblizej
spokrewniony z C. auriscanis i C. falsenii. Jednak te sa
gatunkami nie wymagajacymi do wzrostu substancji
tluszczowych i na ogot nie charakteryzowaly sie opor-
noscig na leki przeciwbakteryjne. W dalszej kolejno$ci
nowy gatunek wykazywat wysokie pokrewienistwo z lipo-
filnymi C. jeikeium i C. urealyticum.

W przypadku niektérych nowo opisanych gatun-
kéw maczugowcoéw badanie ograniczona tylko do se-
kwencji 16S rRNA okazato si¢ dobrym, wystarczajacym
narzedziem identyfikacyjnym. Wsréd nich znalazt sie
nielipofilny gatunek C. simulans, scharakteryzowany
w 2000 roku [86]. Jego opis, oparto na cechach trzech
szczepdw, ktore izolowano z ropnia stopy, z bioptatu
wezla chfonnego pachowego i czyraka. Ich kolonie przy-
pominaly C. minutissimum i C. striatum. Drobnoustroje
te byly oporne na antybiotyki. Badania chemotaksono-
miczne wykazaly sklad $ciany komdrkowej typowy dla
innych gatunkéw Corynebacterium spp., przy czym ilo§é
galaktozy byla mniejsza niz u innych weczeéniej opisa-
nych gatunkéw. Analiza 16S rRNA odrdznila izolowane
szczepy od podobnych fenotypowo, co dalo podstawe do
opisu nowego gatunku. W 2002 roku Bernard iwsp.
[6] opisali kolejne dwa szczepy C. simulans, pochodzace
z 26kci iz krwi. Okazalo sie, iz drugi ze szczepdw opisa-
nych przez Bernarda iwsp. nie wytwarzal katalazy.
Nie spowodowalo to jednak jego reklasyfikacji. Obec-
nosci tego gatunku zostala stwierdzona wéréd mikro-
flory towarzyszacej zmianom zapalnym przyzebia [39].
Kolejny gatunek wyrdézniony na podstawie sekwencji

16Sr RNA - C. appendicis [96] to lipofilny, wytwarza-
jacy ureaze maczugowiec pochodzacy z jamy otrzewnej
pacjenta z ropnym zapaleniem wyrostka robaczkowego.
W 2003 roku Hall i wsp. [47] opisali C. atypicum.
Opis oparli na cechach 5 nielipofilnych szczepow izo-
lowanych z rany, nasienia, ropy i owrzodzenia zylaka.
Przeprowadzane przy identyfikacji maczugowcow ba-
dania chemotaksonomiczne nie wykazaly obecnosci
w ich komoérkach typowych dla rodzaju Corynebacte-
rium kwasow korynemikolowych. Analiza 16S rRNA
wykazata jednak, ze bakterie te naleza do rodzaju Cory-
nebacterium. Mimo znacznych réznic fenotypowych,
opisany gatunek spokrewniony jest z C. kroppenstedtii,
réwniez nie zawierajacym kwasow korynemikolowych.

Z}ozona historia opisu nowego gatunku C. tuberculo-
stearicum rozpoczela sie 20 lat przed jego ogloszeniem.
W 2004 roku Feurer iwsp. [31] opublikowali infor-
macje o nowym gatunku opisanym na podstawie cech
9 szczepow, ktore pochodzily z réznega materiatu
klinicznego i zywnosci. Byly one podobne do szcze-
pow referencyjnych nie posiadajacych statusu gatunku
»C. tuberculostearicum” 1,,C. pseudogenitalium”. Pierwszy
zostal scharakteryzowany w 1984 roku przez Browna
i wsp. [12] jako wymagajacy lipidéw maczugowiec
pochodzacy ze zmian leprotycznych (LDC - Leprosy-
-Derived Corynebacteria). Zawierat on kwas tuberkulo-
stearynowy (10-metylooktadekanowy). Nie traktowano
go jako prawdziwego gatunku, wigc nazwe opatrzono
cudzystowem. Nie byt on réwniez uwzgledniany w Ber-
gey’s Mannual of Systematic Bacteriology do 2004 roku.
Analiza poréwnawcza sekwencji 16S rRNA wykazala, ze
wszystkie izolaty, takze ,,C. pseudogenitalium’, s ze sobg
blisko spokrewnione i autorzy zaproponowali, aby nadaé
im range nowego gatunku C. tuberculostearicum. Gatu-
nek ten jest lipofilny, najblizej spokrewniony z innymi
lipofilnymi gatunkami C. accolens i C. macginleyi. Ana-
liza oparta na sekwencji genu rpoB [51] wskazuje na naj-
blizsze podobienstwo nowo opisanego gatunku C. tuber-
culostearicum do Corynebacterium grupa CDC G.

Kolejny nowy gatunek lipofilny — C. ureicelerivorans
zostal opisany w 2007 roku [91]. Szczep tego gatunku
zostal wyizolowany z krwi pacjenta z objawami sepsy.
Analiza genu 16S rRNA pozwolita okresli¢ najblizsze
pokrewienstwo z C. mucifaciens, a w dalszej kolejnosci
z obu podgatunkami C. afermentans.

Nowy nielipofilny gatunek - C. tuscaniense zostat
scharakteryzowany w 2006 roku przez Riegela iwsp.
[28, 69]. Jego szczep wzorcowy, poczatkowo opisany
jako C. tuscaniae zostal wyosobniony z krwi chorego
na zapalenie wsierdzia. Pod wzgledem wlasciwosci bio-
chemicznych gatunek wykazywal podobienstwo do
C. amycolatum, jednak analiza chemotaksonomiczna
wykazata obecno$¢ kwaséw tluszczowych, ktorych
C. amycolatum w $cianie komdrkowej nie zawiera. Ana-
liza genu kodujacego podjednostke 16S rRNA pozwolita
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na stworzenie nowej gatezi w drzewie rodzaju Coryne-
bacterium. Nowo opisany gatunek wykazuje najwigksze
podobienstwo do C. appendicis, a takze C. mucifaciens,
C. riegelii i C. coyleae.

W 2009 roku wyodrebniono i zaakceptowano, opi-
sem w Int. J. Syst. Evol. Microbiol. cztery nowe gatunki,
ktére pochodzity z materiatu od ludzi. Byly to C. canis,
C. freiburgense, C. massliense i C. timonense. C. canis
oraz C. freiburgense zostaly opisane przez Funkego
i wsp. [33, 36]. Oba izolaty, ktore staly si¢ szczepami
wzorcowymi dla tych gatunkéw pochodzily z ran po
pogryzieniu przez psa. Analiza sekwencji genu 16S
rRNA oraz fragmentu genu rpoB wskazala na duze
pokrewienstwo filogenetyczne tych dwoch gatunkow.
Oba gatunki sg nielipofilne i fenotypowo réznig sie od
innych gatunkéw Corynebacterium spp. C. canis ma
nitkowate komérki o dlugosci wigkszej 15 pm, mogace
sie rozgalezia¢ na koncach. Na podtozu statym tworzy
wypukle kolonie silnie zwigzane z podlozem. Kolonie
C. freiburgense réwniez bardzo silnie przylegaja do
podloza, a obraz mikroskopowy ze starszych hodowli
przypomina kota ze szprychami.

Merhej i wsp. [59] podczas badania dwdch,
réznigcych sie od dotychczas poznanych szczepdw
maczugowcow, opisali kolejne gatunki: C. massliense
i C.timonense. Zostaly one scharakteryzowane na
bazie taksonomii polifazowej uwzgledniajacej morfo-
logie mikro- i makroskopowa, cechy biochemiczne,
budowe $ciany komorkowej, analize sekwencji genu
16S rRNA oraz genu rpoB. Szczep wyizolowany z krwi
pacjenta z zapaleniem wsierdzia stal si¢ wzorcem
gatunku C. timonense. Gatunek ten okazal si¢ najblizej
spokrewniony z C. auris, C. capitovis, C. lipophiloflavum
i C. mycetoides. Drugi szczep, izolowany z ptynu stawu
biodrowego pobranego od chorego z infekcja protezy
ortopedycznej opisano jako C. massiliense. Genetycznie
gatunek ten okazal si¢ najblizej spokrewniony z C. mac-
ginleyi, C. accolens, C. tuberculostearicum, a w dalszej
kolejnosci z C. confusum, C. mastitidis i C. renale.

Rok 2010 przynidst opisy trzech nowych gatun-
kéw wyizolowanych od ludzi: C. pilbarense, C. stationis
i C. pyruviciproducens. C. pilbarense zostal opisany przez
Aravena-Roman iwsp.[2] napodstawie cech jed-
nego szczepu pochodzacego z aspiratu z kostki. Drob-
noustrdj ten zostat wyhodowany na podlozu dla bakterii
beztlenowych, ale analiza chemotaksonomiczna wyka-
zala obecnos¢ krétkolancuchowych kwasow ttuszczo-
wych typowych dla rodzaju Corynebacterium. Homo-
logia sekwencji genu 16S rRNA (99%) wskazywata na
bardzo bliskie pokrewienstwo z opisanym C. ureicele-
rivorans, ale drobnoustroje te znacznie réznity si¢ pod
wzgledem wiasciwosci metabolicznych. Hybrydyzacja
DNA-DNA pozwolila na wykazanie istotnych réznic
genetycznych (tylko 39,5% pokrewienstwo), co przesa-
dzito o wydzieleniu nowego gatunku. Z kolei gatunek
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C. stationis zostal zaproponowany przez Bernarda
iwsp. [7]. Opis zostal stworzony na bazie dwoch szcze-
poéw izolowanych z katu niemowlecia oraz reklasyfikacji
dwdch szczepdw nalezacych do Brevibacterium stationis
i C. ammoniagenes. Jest to pierwszy gatunek w obrebie
rodzaju Corynebacterium, ktéry ma zdolno$¢ rozktadu
cytrynianu i alkalizowania podtoza.

C. pyruviciproducens opisali Tong i wsp. [80].
Szczep, ktdry stal sie wzorcowym dla tego gatunku zostat
wyizolowany z ropnia pachwiny. Analiza sekwencji 16S
rRNA oraz czgéci sekwencji genu rpoB wskazala na naj-
blizsze pokrewienstwo z C. glucuronolyticum. Metoda
hybrydyzacji DNA-DNA wykazano jednak niskie pokre-
wienstwo genetyczne z tym gatunkiem. Nowy gatunek
roznil sie takze szeregiem cech fenotypowych, w tym
zdolnos$cia tworzenia kwasu pirogronowego, ktdra to
cecha dala podstawe nadania mu nazwy.

6. Podsumowanie

Wydzielanie nowych taksonéw maczugowcéw oparte
jest, w najwiekszym stopniu na wykazywaniu rdéznic
w sekwencjach genomu. Podejécie filogenetyczne ma
niezaprzeczalne uzasadnienie. Porzadkuje dotychcza-
sowe wyniki i wyklucza niepotrzebne powtérzenia,
gdyz niektore gatunki, jak si¢ okazalo, byly opisane pod
réznymi nazwami, nalezagcymi czasem do odleglych
taksondéw. Klasyfikacja genetyczna okazuje sie jednak
nie w petni doskonata. Ciaggle prowadzone s3 dyskusje
na temat definicji gatunku. W kontekscie taksonomii
maczugowcow sg one szczegolnie wazne. Sugeruje sie
bowiem, ze podstawowe kryterium zaproponowane
przez Wayne iwsp. [87] czyli tozsamo$¢ 70% sekwen-
¢ji mierzonej hybrydyzacja DNA-DNA, jest zbyt mala,
aby szczepy zaliczone do tego samego gatunku przed-
stawialy mozliwe do przewidzenia podobienstwo cech
fenotypowych. Postugujac sie przykladem Escherichia
coli autorzy pokazuja, ze oznaczaé to moze rdznice
w budowie az 1000 genéw funkcjonalnych, co pociaga
powazne konsekwencje w ekologii szczepow, a odreb-
nos¢ ekologiczna jest jednym z elementéw definicji
gatunku [16, 52]. Znaczne genetyczne podobienstwo
moze dotyczy¢ drobnoustrojéw wyraznie odmiennych
fenotypowo, szczegélnie pod wzgledem chorobotwor-
czosci, np. E. coli i Shigella spp. [48] . Dlatego z nadziejg
nalezy spojrze¢ na nowe techniki oceny fenotypowej, jak
te zaproponowane przez Bochnera i wsp. [8]. Juz
w 1996 roku Vandamme i wsp. [82] glosili teorie
taksonomii polifazowej, ktdra szczegélnie w przypadku
maczugowcow okazala sie przydatna. Sekwencje przy-
jete w tworzeniu drzewa filogenetycznego tych bakterii
okazaly sie zbyt podobne i trzeba byto siegna¢ po inne
sekwencje genéw konserwatywnych, a takze po metody
chemotaksonomiczne i biochemiczne. System fenetyczny
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wykorzystywany jest w identyfikacyjnych systemach
numerycznych, gdzie wspélczynniki podobienstwa wy-
liczane s3 na podstawie wielu cech. Mimo znacznego
postepu identyfikacja maczugowcéw nadal stanowi
ogromne wyzwanie, z ktérym wobec narastajacego zna-
czenia klinicznego tych bakterii musimy sie zmierzy¢.
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