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Gram-positive anaerobic cocci (GPAC) - diagnostic and clinical significance

Abstract: Among the Gram-positive anaerobic bacteria associated with clinical infections, the Gram-positive anaerobic cocci (GPAC)
are the most predominant and account for approximately 25-30% of all isolated anaerobic bacteria from clinical specimens. They can be
cultured from a wide variety of sites, particularly abscesses and infections of the mouth, skin and soft tissues, bone and joints and upper
respiratory and female genital tracts. Most infections involving GPAC are polymicrobial. Still, routine culture and identification of these
slowly growing anaerobes to the species level has been limited in the diagnostic laboratory, mainly due to the requirement of prolonged
incubation times and time-consuming phenotypic identification. The development of molecular methods such as PCR, multiplex PCR,
sequencing of the 16S rRNA gene have led to improved identification of GPAC. In recent years, MALDI-TOF MS has been implemented
in routine laboratories and utilized as a completely new approach for the identification of bacteria. Data from molecular methods have
led to extensive taxonomic changes during the last decades and also to the occurrence of new genera and species. This review describes
clinical significance of GPAC and virulence factors one of the most pathogenic species — Finegoldia magna.
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1. Wstep

Bakterie beztlenowe po raz pierwszy zaobserwowal
Louis Pasteur w 1861 roku opisujac martwe drobno-
ustroje na obrzezu preparatu przyzyciowego, podczas
gdy bakterie w centralnej czgsci preparatu pozostawaty
aktywne. Pasteur okreslit bakterie zyjace bez dostgpu
tlenu jako ,anaerobies” Rosngce beztlenowo ziaren-
kowce zostaly po raz pierwszy opisane w 1893 r. przez
Veillon [34]. Wykryty szczep wyizolowano z czy-
stej hodowli w przebiegu ropnego zapalenia gruczotu
Bartholina. W latach 1888-1916 w literaturze opisano
ponad 300 metod generowania warunkéw beztlenowych
(odtleniania) umozliwiajacych hodowanie drobnoustro-
jow w warunkach in vitro [34].

Beztlenowe ziarenkowce Gram-dodatnie (Gram-po-
sitive anaerobic cocci - GPAC) stanowia okoto 25-30%
bakterii beztlenowych izolowanych z prébek materialéw
klinicznych [21]. Drobnoustroje te czgsto sa pomijane
w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej. Niewatpli-
wie ma to zwiazek z wydluzonym czasem generacji
(czasochtonna hodowla i identyfikacja). Ponadto GPAC
wchodza w skiad fizjologicznej mikroflory skéry i bton
$luzowych i najczesciej sa izolowane z zakazen mie-
szanych [25].

W poprzednich latach identyfikacje¢ bakterii beztle-
nowych prowadzono na podstawie morfologii kolonii
na podtozu agarowym, obserwacji mikroskopowej ko-
morek i ich ukladéw w preparatach barwionych metoda
Grama oraz przy uzyciu szeregéw biochemicznych.
Identyfikacja na podstawie biochemicznej i metabolicz-
nej charakterystyki szczepu jest procesem dlugotrwatym
i nie zawsze daje zadawalajace wyniki. Obecnie istnieje
mozliwos$¢ identyfikowania drobnoustrojéw na podsta-
wie analizy bialek rybosomalnych za pomoca spektro-
metru masowego MALDI-TOF MS. Skrdcenie czasu
identyfikacji bakterii beztlenowych uzyskano takze po
wprowadzeniu nowoczesnych metod biologii moleku-
larnej takich jak PCR, multiplex PCR, sekwencjono-
wanie genu 16S rRNA oraz mikromacierzy. Metody
genetyczne sg szybkie, wysoce swoiste i czute [28, 29,
39]. Udoskonalenie metod badawczych, oprécz umoz-
liwienia szybszej i precyzyjniejszej identyfikacji, dopro-
wadzito do koniecznosci dokonania istotnych zmian
w nomenklaturze GPAC. Istniejgce gatunki przemiano-
wano, a nowe zostaty dodane, w wyniku czego pojawily
si¢ zmiany w nomenklaturze. Obecnie w pi$miennictwie
coraz czgsciej prezentowane sg wyniki badan wskazu-
jace na udzial GPAC w etiologii zakazen, jednoczesnie
wzrasta czesto$¢ izolacji tych bakterii z materiatow
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klinicznych. Istnieje wigc potrzeba precyzyjnej identy-
tikacji izolowanych szczepéw oraz poznania ich czyn-
nikéw wirulencji i profilu wrazliwodci na antybiotyki.

Do najwazniejszych beztlenowych ziarenkowcéw
Gram-dodatnich (GPAC), izolowanych z prébek mate-
riatéw klinicznych od ludzi, naleza rodzaje Peptostrep-
tococcus, Finegoldia, Parvimonas, Anaerococcus i Pep-
toniphilus.

2. Systematyka beztlenowych ziarenkowcow
Gram-dodatnich

Na przestrzeni lat dokonano istotnych zmian takso-
nomicznych w obrgbie GPAC. Poczatkowo bakterie na
podstawie morfologii nazwane byly beztlenowo rosna-
cymi paciorkowcami - rodzaj Peptostreptococcus oraz
beztlenowo rosnacymi gronkowcami - rodzaj Peptococ-
cus nalezacych do rodziny Peptococcaceae. W 1983 roku
przekwalifikowano gatunki nalezace do GPAC. Analizy
dokonano na podstawie sktadu zasad DNA, hybrydy-
zacji DNA-DNA, produkgji kwasow ttuszczowych oraz
innych reakgcji biochemicznych. W rodzaju Peptococ-
cus pozostal tylko gatunek Peptococcus niger, a gatunki
P asaccharolyticus, P.indolicus, P.prevotii i P.magnus
zostaly przyporzadkowane do rodzaju Peptostreptococ-
cus [7, 9]. Przez kolejne lata dokonywano wielu badan
przedstawicieli poszczegdlnych gatunkéw i ostatecz-
nie na podstawie analizy genu 16S rRNA uporzadko-
wano systematyke ziarenkowcow beztlenowo rosna-
cych. W 1998 roku rodzaj Peptostreptococcus zostal
podzielony, wyodrebniono nowe rodzaje - Finegoldia
i Micromonas [24], po czym rodzaj Micromonas rekla-
syfikowano na Parvimonas [31]. W 2001 Ezaki iwsp.
[8] wyodrebnili w obrgbie GPAC trzy nowe rodzaje
— Peptoniphilus, Anaerococcus, Gallicola. Z kolei rodzaj
Ruminococcus zostal zamieniony na rodzaj Blautia [20].
W latach 2009-2010 zostaly utworzone dwa kolejne
rodzaje Anaerosphaera [32] i Murdochiella [33]. Poni-
zej przedstawiono aktualnie obowiazujaca systematyke
GPAC, w ktérej zostaly wymienione réwniez gatunki
odkryte i nazwane w latach 2012-2013.

Ziarenkowce Gram-dodatnie
Rodzina: Peptococcaceae
Rodzaj: Peptococcus
Gatunek: P. niger
Rodzina: Peptostreptococcaceae
Rodzaj: Peptostreptococcus
Gatunki: P. anaerobius, P. russellii, P. stomatis
Rodzaj: Anaerosphaera
Gatunek: A. aminiphila
Clostridiales Rodzina XI. Incertae Sedis:
Rodzaj: Anaerococcus
Gatunki: A. hydrogenalis, A. lactolyticus,
A. murdochii, A. octavius, A. prevotii,
A. tetradius, A. vaginalis

Rodzaj: Blautia
Gatunek: B. producta
Rodzaj: Gallicola
Gatunek: G. barnesae
Rodzaj: Murdochiella
Gatunek: M. asaccharolytica
Rodzaj: Parvimonas
Gatunek: P. micra
Rodzaj: Peptoniphilus
Gatunki: P. asaccharolyticus, P. coxii, P. duerdenii,
P. gorbachii, P. harei, P. indolicus, P. ivorii,
P. koenoeneniae, P. lacrimalis, P. methio-
ninivorax, P. olsenii, P. tyrrelliae
Rodzaj: Finegoldia
Gatunek: F. magna
Rodzina: Coriobacteriaceae
Rodzaj: Atopobium
Gatunek: A. parvulum

3. Znaczenie kliniczne GPAC

Beztlenowe ziarenkowce Gram-dodatnie stanowig
okoto 1/3 wszystkich bakterii beztlenowych izolowanych
z probek materialéw klinicznych [21, 25]. GPAC to czgé¢
prawidtowej mikroflory u ludzi. Ta zréznicowana grupa
drobnoustrojéw kolonizuje rézne partie ciala, przede
wszystkim skore i powierzchnig bton §luzowych jamy
ustnej oraz przewod pokarmowy i dolne odcinki uktadu
moczowo-plciowego u kobiet [22, 25]. Przy kazdym
zaburzeniu panujacej réwnowagi komensale te moga
uczestniczy¢ w procesie infekcyjnym w miejscu swojego
naturalnego bytowania. Zakazenia wystepuja réwniez
wskutek translokacji drobnoustrojéw z miejsc natu-
ralnego bytowania do miejsc, ktore z natury sg jalowe.
Jest to zwykle skutek stosowania inwazyjnych zabiegdw
medycznych, ale moze mie¢ miejsce réwniez na skutek
wielu innych przyczyn. Zakazenia moga dotyczy¢ kazdej
tkanki i narzadu. GPAC czesto sa obecne w zakazeniach
glebokich tkanek migkkich, kosci i stawow, w infekcjach
zenskich drég plciowych, zakazeniach stomatologicz-
nych oraz gérnych i dolnych drég oddechowych (3, 17].
Z materiatu pobranego w przebiegu ropniaka optucnej
izolowano Paravimonas micra, ale réwniez Finegoldia
magna, Peptostrepcoccus anaerobius i Anaerococcus vagi-
nalis, przy czym GPAC stanowily 26,3% wsréd beztle-
nowych bakterii izolowanych z tego typu materiatow
[2]. Wykazano réwniez obecno$¢ GPAC w prébkach
materiatéw pobranych w ostrych i przewlektych zaka-
zeniach ran (np. przewlekle owrzodzenia). Bakterie te
iich metabolity moga znacznie uposledzac procesy pra-
widlowego gojenia ran [30, 37]. Szczepy te najczgsciej
izolowane s3 z materialéw klinicznych wraz z mikro-
florg tlenowa lub innymi bakteriami beztlenowymi.
Wykazano, ze w takich wielogatunkowych zakazeniach
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bakterie oddzialuja na siebie w sposéb synergistyczny,
wiktajac przebieg infekcji. Powoduje to obnizenie poten-
cjalu oksydoredukcyjnego w tkankach, ochrong przed
fagocytoza i potgguje zdolno$¢ do tworzenia ropni.
Wiele zakazen o przebiegu przewleklym, np. owrzo-
dzenia, odlezyny, stopa cukrzycowa, zwigzanych jest
z kolonizacja rany przez bakterie wytwarzajace biofilm.
Ta wielokomoérkowa struktura chroni drobnoustroje
przed reakcjami obronnymi uktadu odpornosciowego
gospodarza i stanowi istotna barier¢ uniemozliwiajaca
penetracje antybiotyku [13, 37]. W2011r. Han iwsp.
[13] wykazali, ze w zakazeniach ran, oprécz bakterii tle-
nowych, takich jak Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, uczestniczg takze beztlenowe
ziarenkowce Gram-dodatnie, gtéwnie Peptoniphilus
sp., Finegoldia sp. i Anaerococcus sp. Biorac pod uwage
odmienne czynniki wirulencji u réznych rodzajéw
GPAC (Finegoldia, Parvimonas) prawidlowa identyfi-
kacja drobnoustrojow do poziomu gatunku izolowanych
z materiatéw klinicznych staje si¢ bardzo wazna. W wielu
przypadkach GPAC wystepuja w zakazeniach jedno-
gatunkowych, nalezy tu wymieni¢ gléwnie Finegoldia
magna, ale takze: P. micra, P. harei, P. anaerobius [38].

Kliniczne znaczenie beztlenowych ziarenkowcow
Gram-dodatnich bylo niezauwazane, z uwagi na to, ze
wyniki badania uzyskuje si¢ dopiero, gdy leczenie empi-
ryczne zostalo rozpoczete, czesto z pozytywnym skut-
kiem terapeutycznym. Ponadto identyfikacja poszcze-
golnych gatunkéw GPAC jest pomijana w laboratoriach
diagnostycznych z powodu trudnosci laboratoryjnych
(przedtuzona hodowla, specjalne wymagania atmosfe-
ryczne i odzywcze, wielogatunkowe zakazenia).

Finegoldia magna

F. magna jest najbardziej patogennym i najczesciej
wystepujacym gatunkiem GPAC izolowanym z r6znych
materialéw klinicznych [3, 22, 38]. Wchodzi w skiad
mikroflory przewodu pokarmowego, uktadu moczowo-
-plciowego oraz jamy ustnej i skory. W wigkszosci przy-
padkéw drobnoustrdj jest uwazany za zanieczyszczenie
prébek materiatu klinicznego, a nie czynnik etiologiczny
zakazenia [26]. Dane z pismiennictwa wskazuja jednak
na istnienie wielu réznych zakazenn wywolanych przez
F. magna, dotyczacych przede wszystkim infekeji tka-
nek migkkich, ran, kosci i stawéw oraz zakazen zwig-
zanych z obecno$cig endoprotez. Opisano réwniez rza-
dziej wystepujace zakazenia, takie jak: ropniak optucnej
i zapalenie wsierdzia [2, 10, 26].

U F. magna opisano wiele czynnikéw wirulencji, do
najwazniejszych naleza oméwione ponizej: biatka L, PAB
(peptostreptococcal albumin binding protein), SufA
(subtilisin-like proteinase) i FAF (F.magna adhesion
factor) oraz kolagenaza i zdolno$¢ wytwarzania biofilmu.

W 1988 roku Bjorck [1] pierwszy opisal biatko
powierzchniowe $ciany komdérkowej (biatko L), zdolne

do wiazania si¢ ze wszystkimi klasami ludzkich immu-
noglobulin. Bialko L ma powinowactwo do IgG, IgM,
IgA. Jest takze zdolne do wiazania si¢ z domena « lek-
kiego fancucha IgE, co stymuluje uwalnianie histaminy
z komorek tucznych i z zasadochtonnych granulocy-
tow, wywolujac reakcje zapalne. Zauwazono obecno$¢
biatka L u F.magna w probkach materiatéw pocho-
dzacych z zenskich narzadéw plciowych z podejrze-
niem bakteryjnej waginozy [22]. Struktura biatka L jest
podobna do biatka A gronkowcow i biatka G pacior-
kowcéw. Biatko L jest znacznie mniejsze od biatka G,
co ulatwia penetracj¢ tkanek. Wszystkie te bialka
posiadaja wiele kopii wysoce konserwatywnych domen
wigzacych Ig [12]. De Chateau i Bjorck [4]
wykazali, ze niektore szczepy F.magna wytwarzaja
powierzchniowe biatka PAB (peptostreptococcal albu-
min binding protein), zdolne do wigzania biatek suro-
wicy ludzkiej (HSA - human serum albumin). PAB
zawiera niepowtarzajace si¢ domeny, w przeciwienstwie
do wigkszo$ci innych bialek powierzchniowych bakterii
Gram-dodatnich, w tym biatek Li G. Szczepy F. magna
zawierajace bialka PAB cechuje wzmozona patogen-
nos$¢, wigkszos¢ tych szczepow zostata wyizolowana
z materialéw od pacjentéw z réznie umiejscowionym
zakazeniem ropnym. Sposréd 30 badanych szczepdw,
u 16 stwierdzono zdolnos$¢ do wigzania znacznej ilo$ci
HSA. Natomiast szczepy wyizolowane z pochwy oraz
okreslone, jako komensale nie wykazaly powinowactwa
do HSA. Wskazuje to na zwiazek pomigdzy zdolnoscia
wigzania albumin, a infekcjami o ropnym przebiegu.
W zwigzku z tym bialka PAB odgrywaja istotna rolg
w zwigkszaniu zjadliwosci bakterii w procesie infekcyj-
nym. Ponadto szczepy zdolne do generowania bialek
PAB, nie s3 zdolne do wytwarzania bialek L, wigzacych
lekkie fancuchy Ig, co sugeruje, ze lokalizacja i przebieg
zakazenia zalezny jest od okreslonych wlasciwosci wiru-
lentnych bakterii [5]. SufA (subtilisin-like proteinase)
to proteinaza, ktéra degraduje fibrynogen w ludzkim
osoczu. Wykazano, ze SufA opd6znia tworzenie si¢ sieci
wioknika wokét F. magna, ktora przylega do ludzkich
keratynocytéw i utatwia zapoczatkowanie infekgji [14,
15]. Podczas rozpadu fibrynogenu uwalniane sg fibryno-
peptydy (FPA, FPB), ktdre dziataja chemotaktycznie na
neutrofile, makrofagi, fibroblasty. Ekspresja SufA moze
uposledzac gojenie si¢ ran [30]. Bialko FAF (F. magna
adhesion factor) jest wytwarzane przez ponad 90%
szczepéw. Struktura i funkcje podobne sg do biatka M
Streptococcus pyogenes. FAF wystepuje w znacznej
ilosci na powierzchni komorki bakteryjnej, ale jest tez
uwalniane na zewnatrz. Bialko to ma cechy typowe dla
innych biatek powierzchniowych bakterii Gram-dodat-
nich. FAF uczestnicza w interakcjach pomigdzy bakte-
riami w organizmie cztowieka, umozliwiajac kolonizacje
i przetrwanie F. magna w organizmie ludzkim. Wyka-
zano, ze biatko FAF indukuje agregacje bakterii. Badania
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nad biologicznymi funkcjami tego czynnika patogen-
nodci sa jeszcze na wstepnym etapie [11]. Niektore
szczepy F. magna (w zaleznosci od miejsca zakazenia)
wydzielaja kolagenaze. Stwierdzono, ze szczepy F. magna
wyizolowane z nieropnego zapalenia gruczotu sutkowego
i stopy cukrzycowej, wytwarzaja kolagenoz¢ w wyzszych
stezeniach w poréwnaniu ze szczepami wyizolowanymi
z zakazen w obrebie jamy brzusznej [18]. Kolagen obfi-
cie wystepuje w skorze, $ciggnach, tkance chrzestnej;
jest sktadnikiem organicznym kosci, zgbow i rogowki.
Uszkodzenie kolagenu powoduje utrat¢ integralnosci
tkanek i postep choroby. Jego produkcja jest wazna dla
wzrostu bakterii asacharolitycznych. Podczas rozpadu
kolagenu uwalniane s3 aminokwasy niezb¢dne do wzro-
stu i przezycia drobnoustroju [18].

W 2012r. Donelli [6] opisal zdolno$¢ F. magna
do tworzenia biofilmu. Gatunek ten wykazuje silng
adhezj¢ i moze uczestniczy¢ w tworzeniu biofilmu
z udziatem innych bakterii beztlenowych, np. Bactero-
ides fragilis i Clostridium difficile. Biofilm zabezpiecza
mikroorganizmy przed komdrkami uktadu immuno-
logicznego oraz stanowi bariere dla antybiotykéw [37].

4. Diagnostyka laboratoryjna

Identyfikacja bakterii beztlenowych stanowi dla
bakteriologéw klinicznych jedno z najtrudniejszych
wyzwan. Znanych jest wiele metod umozliwiajacych ich
detekcje w materiatach od pacjentéw z podejrzeniem
choroby infekcyjnej. Niektére z nich zostaly wyparte
przez intensywnie rozwijajace si¢ techniki molekularne.
W niniejszej pracy zostaly szerzej opisane metody ruty-
nowo stosowane w laboratoriach mikrobiologicznych.

4.1. Hodowla

Whasciwe pobranie i transport probek materiatéw
klinicznych sa konieczne do przeprowadzenia popraw-
nej diagnostyki laboratoryjnej [22, 23]. Material powi-
nien by¢ pobrany w sposéb minimalizujacy mozliwo$¢
zanieczyszczenia probek drobnoustrojami fizjologicznie
zasiedlajacymi skére i blony §luzowe oraz transporto-
wany w podlozach zapewniajacych warunki beztlenowe.
Material diagnostyczny posiewany jest na podloze
Scheadler agar z 5% krwig barania, hemina i witamina K
(bioMerieux SA, Francja). GPAC do wzrostu potrzebuja
atmosfery beztlenowej, dlatego inkubacje¢ nalezy prowa-
dzi¢ w anaerostatach (N, 85%, H, 10%, CO, 5%) w tem-
peraturze 37°C od 48 godzin do 7 dni. Metoda hodowli
pozwala na ocen¢ morfologii wyhodowanych kolonii,
a nastepnie badanie mikroskopowe (barwienie metoda
Gramay). Bakterie te sa Gram-dodatnimi ziarenkowcami,
ktore uktadaja si¢ w fanicuszki, dwoinki, tetrady lub nie-
regularne skupiska. Nie wytwarzaja katalazy.

4.2. Identyfikacja fenotypowa

Réznicowanie i identyfikacja beztlenowych ziaren-
kowcodw Gram-dodatnich jest utrudniona z powodu ich
stabej aktywnosci metabolicznej. W ostatnim dziesie-
cioleciu fenotypowa identyfikacja bakterii beztlenowych
wykonywana byla przy uzyciu komercyjnie dostgpnych
testow: RapID-ANA II (Innovative Diagnostic Systems,
Atlanta, GA), Rapid ID 32A (bioMerieux SA, Francja)
oraz zestawu API 20 A w automatycznym systemie ATB
Expression (bioMerieux SA, Francja) [16, 28].

API 20 A. Do wykonania tego badania konieczne
w API 20A Medium do osiagniecia zmetnienia réw-
nego lub wigkszego 3 w skali McFarland’a. Aby uzyska¢
takie zmetnienie dla wolnorosnacych, drobnych kolonii
bakterii nalezy uzy¢ wigcej niz jednej plytki z hodowla.
Zawiesina z ampulki nanoszona jest na pasek API 20A
i inkubowana w ciggu 24-48 godzin w warunkach bez-
tlenowych. Test ten pozwala na ocen¢ metabolicznej
aktywnosci badanego szczepu bakterii w reakcjach
z umieszczonymi w mikroprobéwkach liofilizowanymi
substratami. Ocenie podlega zdolno$¢ do fermentacji
16 weglowodanéw (D-glukoza (GLU), D-mannitol
(MAN), D-laktoza (LAC), D-sacharoza (SAC), D-mal-
toza (MAL), salicyna (SAL), D-ksyloza (XYL), L-ara-
binoza (ARA), glicerol (GLY), D-celobioza (CEL),
D-mannoza (MNE), D-melecytoza (MLZ), D-rafinoza
(RAF), D-sorbitol (SOR), L-ramnoza (RHA), D-treha-
loza (TRE); zdolnos¢ do hydrolizy Zelatyny i eskuliny,
wytwarzania indolu i ureazy oraz aktywnos¢ katalazy.
W odczycie testu uwzgledniane sg réwniez cechy mor-
fologiczne: zdolnos¢ do wytwarzania spor, morfologia
komérki oraz sposéb barwienia metoda Grama. Iden-
tyfikacje uzyskuje si¢ z 8 cyfrowego profilu numerycz-
nego, uzywajac bazy danych z oprogramowania kom-
puterowego Apiweb™. System API 20A stuzy jedynie
do biochemicznej identyfikacji tych bakterii, ktore sa
wlaczone do bazy danych. Istnieje mozliwo$¢ rozpo-
znawania 52 drobnoustrojéw beztlenowo rosnacych,
identyfikacja jest wigc malo precyzyjna. Dotyczy to
gtéwnie ziarenkowcow, ktore sa identyfikowane w wigk-
szosci przypadkoéw, jako grupa Peptostreptococcus lub
jako Peptoniphilus asaccharolyticus — jedyny gatunek
GPAC istniejacy w bazie danych. Opisywane bakterie
na ogol nie fermentujg weglowodanéw. P. asaccharoly-
ticus ma zdolnos¢ do generowania w warunkach in vitro
indolu (zawarty w podlozu tryptofan za posrednictwem
tryptofanazy przeksztalcany jest w indol), co jest cecha
wyrozniajaca go w systemie API 20A. Jakos¢ identyfi-
kacji zalezna jest od wartosci procentowej identyfika-
cji: 299,9% - wspaniata identyfikacja, >99,0% - bar-
dzo dobra identyfikacja, >90,0% - dobra identyfikacja,
>80,0% - identyfikacja do akceptacji.
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Vitek 2. Obecnie cz¢sto stosowang w laborato-
riach metoda detekgji jest automatyczny system Vitek 2
(bioMerieux SA, Francja), w ktérym wykorzystuje si¢
karty ANC, identyfikujace oprécz beztlenowcow takze
maczugowce. Badanie moze by¢ wykonane w ciagu
okoto 6 godzin, system nie wymaga generowania atmos-
fery beztlenowej. Podobnie jak w metodzie API 20 A,
bardzo wazna jest duza gesto$¢ zawiesiny bakteryjnej
uzyta do inokulacji karty ANC, okolo 2,7-3,3 McFar-
landa. Karta zawiera 64 mikroprobéwki z 36 kolo-
rymetrycznymi testami enzymatycznymi, z ktérych
13 opartych jest na zdolnosci do fermentacji, 17 pre-
zentuje aktywnos¢ glikozydazy i arylamidazy, 2 testy
to reakcje alkaliczne oraz 4 inne reakcje biochemiczne.
Badania przeprowadzone przez L ee iwsp. [19] wyka-
zaly, ze Vitek 2 nieprecyzyjnie identyfikuje do poziomu
gatunku. W badaniu 49 gatunkéw GPAC, za pomoca
Vitek 2 blgdnie zidentyfikowano do poziomu gatunku
77,6% badanych szczepow, a 36,7% poprawnie rozpo-
znano jedynie do poziomu rodzaju [19]. Nieprecyzyjna
identyfikacja dotyczyta P.harei (100%). Gatunek ten
z powodu podobienstwa fenotypowego réwniez w pracy
Veloo iwsp. [36] mylnie rozpoznawano, jako Peptoni-
philus asaccharoliticus, co prowadzi do przeszacowania
czestodci izolacji z probek materialéw klinicznych [36].
Identyfikacja szczepdw klinicznych moze by¢ wykonana
tylko wowczas, jedli gatunki zostaly zawarte w bazie
danych, ktéra obecnie nie zawiera pelnego spektrum
waznych klinicznie drobnoustrojéw [19].

MALDI-TOF MS. Obecnie istnieje mozli-
wos¢ identyfikowania drobnoustrojéw za pomoca spek-
trometru masowego MALDI-TOF MS (matrix-assi-
sted laser desorption/ionisation-time of flight mass
spectrometry), z systemem MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics, Niemcy). W odrdéznieniu od wyzej wspom-
nianych metod do badania uzywa si¢ jednej kolonii
(10°CFU) wyhodowanego szczepu, ktéra nanoszona
jest na 96-dotkowa metalowa plytke (Bruker Daltonics,
Niemcy). Nalezy przygotowa¢ 1ul roztworu matrix
[HCCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA,
Bruker Daltonics, Niemcy) i 250 pl stock solution. 1 ml
stock solution zawiera: 475 pl wody dejonizowanej, 25 pl
100% kwasu trifluorooctowego [TFA] i 500 ul acetoni-
trilu [ACN]. Roztwdr matrix nanoszony jest na kolo-
ni¢. Po wysuszeniu probke wprowadza si¢ do komory
pomiarowej aparatu i usuwa powietrze. Po uzyskaniu
prozni wykonuje si¢ wlasciwy pomiar. MALDI-TOF
MS wykorzystuje laser gazowy N, pracujacy impul-
sowo w zakresie nadfioletu (A\=337 nm). Analiza oparta
jest na jonizacji laserowej bialek rybosomalnych. Pod
wplywem promieni lasera bialka bakteryjne ulegaja
desorpciji i jonizacji. Zjonizowane peptydy przyspie-
szane s3 w silnym polu elektrycznym, naste¢pnie ulegaja
rozdzialowi wedtug masy czasteczkowej, tadunku oraz

odmiennego czasu przelotu. Generowane jest widmo
pikéw, ktore odpowiadaja jonom o réznym stosunku
masy do tadunku. Na Rys.1 przedstawiono widma
wybranych GPAC. Zasada dzialania tej metody polega
na automatycznym poréwnaniu otrzymanego widma
z widmami referencyjnymi drobnoustrojéw zapisa-
nymi w bazie danych. Zgodnie z zaleceniami producenta
warto$¢ wskaznika w zakresie 2,300-3,000 wskazuje na
wiarygodna identyfikacje¢ do poziomu gatunku. Zakres
2,000-2,299 wiarygodnie identyfikuje drobnoustrdj
do poziomu rodzaju oraz wykazuje prawdopodobny
wynik identyfikacji do poziomu gatunku; 1,700-1,999
wskazuje na prawdopodobny wynik identyfikacji do
poziomu rodzaju, natomiast warto$¢ ponizej 1,699 oce-
niana jest jako wynik niewiarygodny. Metoda ta umozli-
wia przeprowadzenie wiarygodnej identyfikacji w ciagu
kilku minut dla pojedynczej probki badanej lub w ciggu
okoto 1,5 godziny dla ptytki z 96 prébkami [16, 35].
W Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej WUM
przeprowadzono poréwnanie metod identyfikacji GPAC
metoda Api20A i MALDI-TOF MS (tabelal) [16].
Zidentyfikowano 15 gatunkéw ziarenkowcéw Gram-
-dodatnich i przy tak matej puli szczepéw badanych,
dzigki spektrometrii masowej, wykryto trzy gatunki
Finegoldia magna. Jak wiadomo z piSmiennictwa,
drobnoustrdj ten jest szczegolnie istotny w chorobach
infekcyjnych [3, 22, 26].

Chromatografia gazowo-cieczowa (GLC).
Analiza metoda chromatografii gazowej (GLC) zostata
po raz pierwszy zastosowana w latach 70-tych do celow
taksonomicznych. Nastgpnie adoptowano ja i przez
wiele lat stosowano jako metod¢ identyfikacji bakterii
beztlenowych w laboratoriach na catym $wiecie. Analiza
umozliwiala detekcje kwasow ttuszczowych np.: kwasu
octowego, propionowego, mastowego, izomastowego,
walerianowego, izowalerianowego, izokapronowego
oraz alkoholi wytwarzanych przez bakterie beztlenowe
w hodowli na podtozach sztucznych oraz w hodowli
krwi. Metoda ta umozliwiala klasyfikacje Gram-
-dodatnich beztlenowcéw do grup: octanowej, masto-
wej, kapronowej. W grupie octowej znalazly si¢ gatunki
wytwarzajace kwas octowy oraz nie wytwarzajace lot-
nych kwaséw ttuszczowych (VFA), do grupy mastowej
natomiast zaliczono gatunki oraz nierozpoznane grupy
GPAC wytwarzajace kwas mastowy, natomiast do grupy
kapronowej — gatunki, ktére produkuja duze ilodci
dtugotanicuchowych lotnych kwaséw ttuszczowych [22,
27]. W badaniu Murdoch i wsp. [23] analizowano
256 klinicznych szczepéw GPAC i sklasyfikowano je
do 5 grup na podstawie produkcji kwaséw ttuszczo-
wych. Wykazano, ze blisko 44% szczep6w zaliczono go
grupy VFA-ujemnych, tj. nie wytwarzajacych kwasow
ttuszczowych w ilosci umozliwiajacych detekeje [23].
Metoda ta do$¢ kosztowna i czasochtonna okazata sig



40 MARTA KIERZKOWSKA, ANNA MAJEWSKA, ANNA SAWICKA-GRZELAK, GRAZYNA MEYNARCZYK

Intens [a.u.] ]
yaler ]

huwﬂm.

|
UN.}JJL‘) "»J[‘\m LJL i [’ “) ‘L«i e “‘Jw""’l\—:w.,. .

Peptostreptococcus anaerobius

sl b b A

Finegoldia magna

=
o
=}

e e e e e T

=

=

()

o
1

11

L.L

Fosrd
0.00 T

o ‘v‘r \/ L"",JL" J‘ILJ“‘“\JL»JA\N '{' A

AN TN

Peptoniphilus harei

2000 4000 6000 8000

10000

12000 14000 16000 18000 m/z

Rys. 1. Widma uzyskane przez bezpoérednig analiz¢ poszczegdlnych GPAC metoda MALDI-TOF MS
w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej, WUM

nieprecyzyjna w rozpoznawaniu cz¢éci bakterii beztle-
nowych, zwlaszcza GPAC.

4.3. Identyfikacja genotypowa

Technik¢ wykrywania sekwencji kwaséw nukleino-
wych wprowadzono w latach 80-tych. Umozliwita ona
dokladniejsza klasyfikacje drobnoustrojéw. Oprocz
przydatnosci taksonomicznej zyskata takze znaczenie
w laboratoriach klinicznych. Powszechnie stosowana
jest taricuchowa reakcja polimerazy PCR i jej modyfi-
kacje (muliplex PCR, hybrydyzacja, hybrydyzacja in situ
FISH), ktdre skracaja czas oczekiwania na wiarygodny
wynik i redukuja koszty analizy [29]. Niewatpliwie ,,zto-
tym standardem” w identyfikowaniu gatunkéw GPAC

jest obecnie metoda oparta na podobienstwie w sekwen-
cji genu kodujacego 16S rRNA. Gen wystepuje u wszyst-
kich bakterii i jest wysoce konserwatywny. W genie tym
wystepuja gatunkowo zmienne regiony, co warunkuje
réznice pomiedzy rodzajami i gatunkami drobnoustro-
jow. Metoda 16S rRNA pozwala na badanie réznorod-
nosci drobnoustrojéw. Umozliwia dokonanie wtasciwej
identyfikacji ale takze szybkie rozpoznanie i klasyfikacje¢
wezesniej nieopisanych drobnoustrojéw. Bazy danych
zawierajgce sekwencje genu 16S rRNA s3 ogoélnodo-
stepne: Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
Ribosomal Database Project (RDP) lub European
Molecular Biology Laboratory (EMBL), co umozliwia
poréwnanie uzyskanych sekwencji ze szczepami referen-
cyjnymi za pomocg oprogramowania ARB [28, 35, 38].
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Tabela I

Poréwnanie metod identyfikacji Gram-dodatnich ziarenkowcéw beztlenowych: MALDI-TOF MS i Api 20A [16]

Identyfikacja
Rodzaj probki MALDI-TOF MS Api20A
gatunek wskaznik gatunek/grupa profil numeryczny %
Wymaz ze skéry pracia FE magna 2,163 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z owrzodzenia FE magna 2,226 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z rany FE magna 1,863 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Blona maziowa P harei 1,953 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Fragment tkanki kostnej P harei 1,903 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Zeskrobiny z j.szpikowej P harei 2,106 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z przetoki P harei 2,104 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z kanalu szyjki macicy | P harei 1,985 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z rany P harei 1,937 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z rany P harei 2,044 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
fragment tkanki kostnej P harei 2,106 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z rany P anaerobius 2,148 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z rany P anaerobius 1,899 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z owrzodzenia P anaerobius 1,834 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6
Wymaz z owrzodzenia P anaerobius 2,227 grupa Peptostreptococcus 00000006 89,6

5. Podsumowanie

Gram-dodatnie ziarenkowce kolonizuja skére i blony
$luzowe. W piSmiennictwie coraz czgsciej prezento-
wane s3 doniesienia podkreslajace udziat GPAC w zaka-
zeniach. Jednoczesnie wzrasta czesto$¢ izolacji tych
bakterii z materiatéw klinicznych. Do najwazniejszych
GPAC, izolowanych z prébek materialéw klinicznych,
naleza rodzaje: Peptostreptococcus, Finegoldia, Parvimo-
nas, Anaerococcus i Peptoniphilus.

F. magna wydaje si¢ by¢ najbardziej zjadliwym gatun-
kiem. Posiada czynniki chorobotwdrczosci podobne do
tych wytwarzanych przez chorobotworcze, tlenowo
rosnace gronkowce i paciorkowce. Istnieje wigc potrzeba
precyzyjnej identyfikacji izolowanych szczepéw oraz
poznanie ich czynnikéw wirulencji. Na szczeg6lna
uwage zastuguje mozliwos¢ identyfikacji drobnoustro-
jow do poziomu gatunku za pomoca spektrometru
masowego MALDI-TOF MS w laboratoriach mikro-
biologicznych. Metody genotypowe, w tym sekwencjo-
nowanie gendéw sg szczegdlnie przydatne do charaktery-
styki nowych gatunkow. Wydzielenie nowych taksonéw
GPAC oparte jest na wykazaniu réznic w sekwencjach
genomu. Stosujac metodg 16S rRNA uporzadkowano
dotychczasowa systematyke, wykluczajac niepotrzebne
powtorzenia, gdyz niektére gatunki opisane byly pod
réznymi nazwami i nalezaly do odr¢bnych taksonéw.

Obecnie coraz szerzej dostepne staja si¢ metody
sekwencjonowania ,,nowej generacji’, ktére umozliwiaja
w krotkim czasie sekwencjonowanie calego genomu
bakterii, w przysztosci by¢ moze z powodzeniem zastg-

pia inne metody molekularne. Niestety nawet najdosko-
nalsze techniki molekularne nie s3 w stanie uchronic¢
nas przed bledami, ktére moga pojawic si¢ na kazdym
etapie badania, poczawszy od pobrania materiatu. Uni-
kanie bledéw w trakcie wykonywania badania, $ciste
przestrzeganie procedur oraz wlasciwa interpretacja
wyniku wydaja si¢ stanowi¢ klucz do sukcesu w dia-
gnostyce zakazen, nie tylko beztlenowcami.
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