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Corynebacterium durum a moznosti jeho identifikace
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SOUHRN

Corynebacterium (C.) durum je soucasti rezidentni fléry dutiny tstni. Jeho podil na etiologii infek¢nich onemocnéni je nejednoznac-
ny. S vyssim poctem imunoalterovanych pacientl je nutné s nim pocitat jako s potencidlnim oportunnim patogenem. Nejcastéji
je izolovano ze sputa, bronchoalveolarni lavazni tekutiny, ale také z krve, zejména u imunosuprimovanych pacientd s pneumonii.
V tom piipadé je nutné bakterii pfesné identifikovat a nalez spravné interpretovat. Dfive velmi vyuZzivany komer¢ni test pro uréeni
korynebakterii (APl Coryne, BioMerieux) nelze pouzit pro viechna korynebakteria véetné C. durum.Tento druh neni obsazZen v da-
tabazi biotypovych ¢isel. Lze provést porovnani biotypového ¢isla s udaji v literatufe. K presnému odliseni od jinych korynebakterii
je nutna chemotaxonomicka a proteomicka analyzy (MALDI-TOF MS), nebo sekvenace genu 16S rRNA. Klicovy je polyfazovy pfi-
stup vyuzivajici poznatky z jednotlivych laboratornich vysetieni.

KLICOVA SLOVA
Corynebacterium durum - identifikace - MALDI-TOF MS - API Coryne

ABSTRACT
Vitkova P., Bechynkova O., Scharfen J., Buchta V.: Corynebacterium durum and possibilities of its
identification

Corynebaterium (C.) durum is a part of the resident human oral microbiota. Its role in the aetiology of infectious diseases is ambi-
guous. With the increasing number of immunocompromised patients, it must be considered a potential opportunistic pathogen.
It is isolated from the sputum, bronchoalveolar-lavage fluid, as well as blood, especially from immunocompromised patients with
pneumonia. In that case, the critical steps involve a correct identification of Corynebacterium to the species level and right interpre-
tation of the findings. The previously widely used commercial test for the identification of Corynebacteria (APl Coryne, BioMerieux)
is not suitable for all species, including C. durum, as its biotype number is not included in the database. But the obtained result
can be compared with the available literature data. Chemotaxonomic and proteomic analysis (matrix-assisted laser desorption/
ionization - time of flight, MALDI-TOF MS) or 16S rRNA sequencing allow for accurate differentiation from the other Corynebacteria
species. Nevertheless, these methods are not routinely used in clinical laboratories. A polyphasic approach to the taxonomy based
on the data from combined laboratory tests is crucial.
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Corynebacterium durum je oportunni aktinomyce-
ta, kterd patfi do medicinsky vyznamného podfadu
Corynebacterianeae. Ten zahrnuje celedi Corynebac-
teriaceae, Mycobacteriaceae a Nocardiaceae. Jedna se
o bakterie velmi odolné k environmentalnim faktordm
fazené do uméle vytvorené skupiny ,aerobnich aktino-
mycet v uzsim slova smyslu’, které ¢asto kolonizuji dy-
chaci cesty i povrch lidského téla a mohou vyvolat en-
dogenni infekce [10, 21]. Do ¢eledi Corynebacteriaceae
a rodu Corynebacterium patfi také mikroaerofilni druhy
jako C. durum nebo C. matruchotii, které obyvaji pro-
stredi sliznic dutiny Ustni a dychacich cest [8, 11, 21].
Tyto druhy se prekryvaji se skupinou ,mikroaerofilnich
aktinomycet” (MAFA), s jinou tcelové vytvorenou sku-
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pinou bakterii s podobnou morfologii, fenotypovymi
vlastnostmi a diagnostickou strategii jako u vyse zmi-
nénych ,aerobnich aktinomycet”.

Diagndza infekci zplsobenych korynebakteriemi je
velmi zavisla na moznostech a schopnostech labora-
tofe tyto mikroorganismy identifikovat [6, 10]. Urce-
ni korynebakterii neni vzdy jednoduchou zalezitosti,
coz plati jak pro rutinni diagnostiku, tak pro sbirkové
kmeny (ATCC), protoze morfologické i biochemické
vlastnosti C. durum jsou velmi podobné ostatnim ko-
rynebakteriim [1, 10]. Rutinni laboratofe mohou vyuzit
k diferenciaci izolat( jejich fenotypové vlastnosti, mor-
fologii kolonii, mikroskopii a zakladni biochemické tes-
ty (tab. 1).
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Tabulka 1. Fenotypové vlastnosti odlisujici Corynebacterium durum od vybranych aktinomycet [10, 17, 20]
Table 1. Phenotypic characteristics distinguishing Corynebacterium durum from selected actinomycetes [10, 17, 20]

dlouhé pleomorfni  nepravidelné
Morfologie bunék tycinky, nékdy tycinky, kratké
pfitomna vlakna vétveni

. . negativni/ —
Acidorezistence g., . negativni
parcialni

Vztah ke kysliku aerobni aerobni
Obsah G+C mol % 55 47-53

Mykolové kyseliny . _
(pocet uhliki) (el
Fermentace glukozy RSAEIGE] kyselina
- hlavni produkt propionova octova
Produkce kyseliny

X 4 \%
z galaktozy
Produkce kyseliny + )
z manitolu

Pfitomnost
B-galaktosidazy

Pfitomnost _ +
a-glukosidazy

Vysvétlivky: + (pozitivni), - (negativni), V (variabilni)
Notes: + (positive), - (negative), V (variable)

Jako prvni poukdzal na patogenni potencial C. durum
v souvislosti s jeho pfitomnosti v klinickém izolatu Rie-
gel et al. (1997) [17], zpétna analyza vsak odhalila, ze uz
vroce 1971 byl v Ceské republice tento bakterialni druh
izolovan ze sputa a podrobné popsan Scharfenem
(1971). Studovany kmen byl pod kédovym cislem
(RL - 348) soucasti sbirky NRL pro patogenni aktinomy-
cety a teprve jeho sekvenace roku 2008 odhalila, Ze se
jednalo o C. durum [21].

Prvni izolované kmeny C. durum pochéazely z respirac-
nich vzorkd (sputum, bronchoalveolarni lavazni teku-
tina) imunokompromitovanych pacientt s pneumonii,
véetné, jak ukdzaly novéjsi studie, u pacientl s cystic-
kou fibrézou [9, 18]. Pozdéji byly kmeny C. durum vykul-
tivovany také z extrapulmonadlnich materidl — abscesq,
zanétu dasni a hemokultur [1]. Studium mikrobioty po-
moci novych sekvenacnich metod, v souladu se starSimi
nélezy, ukézalo, Ze C. durum hraje ptredevsim vyznam-
nou roli ve zdravi dutiny Ustni jako prospésny komen-
zalni druh, pravdépodobné nepfimo prostrednictvim
interakci s oralnimi streptokoky, takze jeho patogenni
potencidl je v soucasnosti diskutabilni [11, 14, 15, 16,
23].

Corynebacterium durum je kultivaéné pomérné na-
rocné, stejné jako ostatni bakterie ve skupiné mikro-
aerofilnich aktinomycet. Roste pomalu na Columbia
krevnim agaru. Za 48 h pfi 37 °C tvofi v prostiedi obo-

Charakteristika Rothia spp. Actinomyces spp. | Propionibacterium spp. | Nocardia spp.

tycinky, koky, nékdy nepravidelné tycinky, vIak.rja, ?Zv .

. A . . tercialni vétveni,
rozvétvena vlidkna  koky, rozvétveni N

nékdy koky

negativni negativni pozitivni
anaero?m/ anaerobni/aerobni aerobni
aerobni
55-69 57-68 -
- - + (44-60)
kyselina jantarova  kyselina propionova -
\Y v v
Vv Vv Vv
\Y + +
\Y \ \Y

haceném 5 % CO, drobné (0,5-1 mm) kompaktni zvras-
néné kolonie, které silné adheruji k podkladu (obr. 1).
Na chudych agarovych pldach (Mueller HintonGv
agar) je pfi epimikroskopii mozné pozorovat dobre vy-
vinuté mycelium, uzaviené kolonie s kompaktnim stre-
dem a vétvenim na periferii [22] (obr. 2).

Obr. 1. Corynebacterium durum kolonie na krevnim agaru Co-
lumbia, makrofotografie, skute¢na velikost kolonie T mm
Foto: MUDr. J. Scharfen, ml.
Figure 1. Corynebacterium durum colonies on Columbia blood
agar, macrophoto. Actual colony size T mm.
Photo: J. Scharfen, M.D., Jr.
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Obr. 2. Epimikroskopie in situ mikrokolonie C. durum na MH
agaru v prochazejicim svétle

Zvétseni 400x pfi snizeném kondenzoru.

Foto: MUDr. J. Scharfen, ml.

Figure 2. In situ epimicroscopy of C. durum microcolony on
MH agar in transmitted light.

Magnification x400 with reduced condenser aperture.

Photo: J. Scharfen, M.D,, Jr.

V preparatu barveném dle Grama je mozné pozoro-
vat G+ pleomorfni jemné i silngjsi tycinky, kratké, né-
které rohlickovité zahnuté, konce kyjovité rozsifené.
Usporadani je typické pro korynebakteria do V-forem
a palisad. Casto se v preparatu vyskytuji i kratka vlakna,
ktera se bohaté vétvi [1, 22] (obr. 3). Pfi obarveni dle
Kinyouna je mozné u C. durum na rozdil od jinych ko-
rynebakterii sledovat parcialni acidorezistenci (kratké
fialovocervené Useky a granulka) [22] (obr. 4).

Béznymi biochemickymi testy nelze jednoduse odli-
sit C. durum od ostatnich aktinomycet. Problém u bio-
chemického testu API Coryne (BioMerieux) je pfiprava
homogenniho inokula (McFarland 6) z velmi kompakt-
nich drobnych kolonii zdkal o hustoté odpovidajici
stupni 6 McFarlandovy stupnice. Test APl Coryne by mél
byt podle manudlu odecten po 24hodinové inkubaci.
Vzhledem k pomalému ristu a biochemické aktivité
bakterie je vhodnéjsi po 24 h odedist jen enzymatické
testy a testy fermentace cukr(i az za 48 h [1, 17]. Von
Graevenitz [11] prodlouzil inkubaci dokonce na 4 dny
a teprve po této dobé odecital vysledek. Potom vsak
nastava komplikace pii hodnoceni testu, protoze C. du-
rum je biochemicky velmi variabilni a odecet vysledku
fermentacnich reakci je Casto subjektivni zalezZitosti. Vy-
sledkem je mnozstvi biotypovych skore, kterd jsou pro
C. durum zaznamendéna v jednotlivych studiich [1, 3, 11,
17], ale v databazi APl Coryne C. durum chybi, takze je
mozné provést pouze porovnani vysledku s udaji v lite-
ratufe (tab. 2).

Pro kultivaci a soucasné predbéznou identifikaci
C. durum je mozné pouzit i selektivni kultiva¢ni médi-
um oznacené OCM (oral Corynebacterium species me-
dium), na kterém oralni korynebakteria dobfe rostou
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Obr. 3. C. durum natér z kultury obarveny dle Grama, typicky
kyjovité rozsitena tycinka (Sipka vlevo dole)
Zvétseni 1000x, foto: J. Scharfen, ml.
Figure 3. C. durum smear from Gram-stained culture, typically
a club-shaped rod (arrow bottom left)
Magnification x1000. Photo: J. Scharfen, Jr.
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Obr. 4. C. durum nétér z kultury obarveny za studena dle Ky-
niouna, parcialni acidorezistence
Zvétseni 1000x, foto: J. Scharfen, ml.
Figure 4. C. durum smear from Kinyoun cold stained culture,
partial acid resistance
Magnification x1000. Photo: J. Scharfen, Jr.

Tabulka 2. Publikovana biotypova ¢isla 38 testovanych kme-
na C. durum ziskana pomoci API Coryne testu

Table 2. Published biotype numbers of 38 tested C. durum
strains obtained by the API Coryne test

Biotypové cislo Publikace

3440335 Barrett et al., 2001
3040335 Barrett et al., 2001

Riegel et al., 1997
A von Graevenitz et al., 1998
3400125 Riegel et al., 1997
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a diky utilizaci galaktézy je mozné C. durum odlisit od
C. matruchotii [24].

Dalsi technologii pro identifikaci je Matrix Assisted La-
ser Desorption/lonization — Time Of Flight (MALDI-TOF)
hmotnostni spektrometrie. Metoda je velice presna
a reprodukovatelna [2, 13]. Vyhodou pouziti MALDI-TOF
MS je zkraceni doby identifikace z 24-48 hodin na né-
kolik minut, a tim i moznosti ¢asného nasazeni cilené
Ié¢by, kterd by méla vychazet z mistni epidemiologické
situace s ohledem na bakteridlni rezistenci [12].

Spolehlivost identifikace pomoci hmotnostniho spek-
trometru je vysokd; preddi klasické biochemické testy
a vyrovna se genetickym metodam. Vyhodou jsou vedle
jeji rychlosti, nepocitame-li pofizovaci cenu hmotnost-
niho spektrometru, také nizké naklady jednotlivych vy-
Setfeni [12]. Timto se parametry identifikace s vyuzitim
MALDI-TOF MS technologie ptiblizuji optimalnimu urce-
ni druhu/rodu patogena, cozZ je podstatné pro rychlou
a spolehlivou diagnostiku s vyznamnym benefitem pro
pacienta i lékare. Z pohledu interpretace mikrobiologic-
kého nalezu v rdmci klinického obrazu pacienta je tfeba
konfirmovat identifikaci provedenou hmotnostni spek-
trometrii klasickymi bakteriologickymi postupy jako je
kontrola validity vzorku, Gramovo barveni nebo odecet
kultivace mikrobiologem [19].

Vysoké procento (99,1 % z 680 kmenu) Uspésné
identifikace koryneformnich organismG dosahl na
hmotnostnim spektrometru firmy Bruker Daltonics ve
své praci Cherkaoui [12], Risch [18] udava ve své studii
nizsi procento Uspésnych identifikaci, a to 86,8 % pro
204 kmen(. Oba autofi pouzili pro ovéreni vysledku
konven¢ni metody i genetickou analyzu. Vétsina chyb-
nych nebo neproveditelnych identifikaci je zpGsobena
neuplnymi databdzemi hmotnostniho spektrometru
nebo velkou podobnosti kmen(i na Grovni druhu [18].
V databazi hmotnostniho spektrometru firmy Bruker
Daltonics je C. durum zastoupeno nékolika kmeny, coz
vétsinou vede k Uspésné identifikaci, jejiz pfesnost Ize
zlepsit pouzitim extrakéniho kroku pomoci kyseliny
mravendi. Bizzini et al. uvadi, Ze extrakce sice o par mi-
nut prodlouzi identifikaci vzorku, ale zvysi pfesnost az
025 % [4].

Jako zlaty standard identifikace je brana sekvenace
genu 16S rRNA a porovnani ziskanych sekvenci s da-
tabdzemi jiz stanovenych bakterii (GenBank, RIDOM).
Jako metoda volby pfipadd zejména v pfipadé Spatné
kultivovatelnych bakterii, kam nélezi i C. durum. Cas
identifikace je zkracen na dobu nékolika hodin [7, 17,
20]. Sekvenace se v béznych klinickych laboratofich ru-
tinné nevyuziva predevsim kvuli cené, ale pro referen¢-
ni laboratore je jednou z dlilezitych metod identifikace
vzacnych a novych mikroorganismu ¢i verifikace zvole-
ného metodického postupu [5].

At jiz laboratore pouzivaji k identifikaci biochemické
testy nebo vyse uvedené technologie, je nutny pre-
devsim zkuseny mikrobiolog, ktery vysledky vysetieni
spravné vyhodnoti. Je dllezité pristupovat k identifika-

ci jako k polyfazové taxonomii, kdy se vysledky z jed-
notlivych metod navzajem potvrzuji a skladaji v rozsah-
Ié databaze, kde je mozné stanovit neznamé bakterie
porovndnim s vlastnostmi jiz popsanych mikroorga-
nism0. Laboratore si timto postupem neustale zplsob
identifikace zpresnuji. To zlep3uje jejich sluzby a umoz-
nuje rychlejsi a efektivné;jsi diagnostiku a lé¢bu infekci.
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