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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva charakterizaci bakterialniho rodu Nocardia a popisu
hlavnich zéastupct tohoto rodu. Déle jsou v praci uvedeny laboratorni metody, kterymi se
bakterie rodu Nocardia daji stanovovat. V neposledni fad¢ je nastinénd mozna terapie
a prevence onemocnéni zpusobenych bakterialnim rodem Nocardia a zpracovana statistika

vyskytu nokardiézy v Ceské republice a ve svétg.
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This thesis deals with the characterization of the bacterial genus Nocardia and the
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possible therapy and prevention of diseases caused by the bacterial genus Nocardia along with
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UvVOD

Mikroorganismy rodu Nocardia jsou grampozitivni aerobni nesporulujici tyCinky,
které vykazuji podobnost s jinymi rody bakterii. Slozenim bunééné stény se podobaji
mykobakteriim a morfologii zase aktinomycetdm. Na rozdil od aktinomycet jsou nokardie
striktné aerobni. Bakterie tohoto rodu se bézné nachazeji ve vodé a v ptidé, odkud se inhalaci
nebo pres otevienou ranu dostavaji do lidského organismu. Na zZivnych pidach, ptfedev§im na
krevnim a Sabouradové agaru rostou kolonie v bilych az oranzovych barvach, jsou suché
a nepravidelné velké. Tyto organismy pod mikroskopem vykazuji vlaknité vétvici se struktury,
které se nekdy spojuji a vyvijeji se do svazkd, tzv. mycelia. Pro mikroskopické vySetfeni se

nejcastéji vyuziva sputum a hnis. Biochemické testy na kataldzu a uredzu se jevi pozitivné.

Nokardie jsou ptvodci vzacného onemocnéni zvan¢ho nokardidza, které postihuje
pievazné pacienty s oslabenou imunitou. Vyskytuje se u lidi i u zvitat. Toto onemocnéni délime
podle cesty pfenosu na plicni, hematogenni a kozni formu. Plicni forma je nejcastéjsi formou
nokardiozy, kterd svym prubéhem ptipomina tuberkulézu. Druhy rodu Nocardia, které jsou
odpovédné za velké procento onemocnéni, jsou Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis

a Nocardia otitidiscaviarum. V sou€asné dobé rod Nocardia obsahuje 80-100 druhii, z nichz

vice nez padesat je povazovano za lidské nebo zviteci patogeny.

Kultivace rodu Nocardia mize v laboratofi trvat az mésic. Proto je dulezité, aby
mikrobiologicka laboratof byla informovéana o podezfeni na diagnézu Nocardia, aby byla
umoznéna prodlouzenad inkubace. Identifikace se ¢asto provadi pomoci molekularnich technik
(jako je polymerazova fetézova reakce) nebo pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou

ionizaci za ptitomnosti matrice (MALDI-TOF).
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1 CHARAKTERISTIKA RODU

Prvni popis bakterii rodu Nocardia vytvoiil v roce 1888 francouzsky veterinaf
a mikrobiolog Edmond Nocard [obr. 1], ktery bakterie objevil v hovézim mase. Na jeho pocest

byl tento rod bakterii pojmenovan Nocardia (Lafont, 2020).

Bakterie rodu Nocardia patii do fadu Actinomycetales a ¢eledi Nocardiaceae. Svymi
vlastnostmi je fadime do tzv. aerobnich aktinomycet, protoze ke svému ristu vyzaduji kyslik
(Scharfen, 2007). Termin ,,aktinomycete” pochdzi z fectiny a znamena ,,paprskova houba*
(Brown-Elliott, 2015). Nokardie se podobaji ve sloZzeni bunétné stény korynebakteriim
a mykobakteriim (obsahuji mykolové kyseliny), morfologicky se podobaji aktinomycetam, ale
na rozdil od nich jsou nokardie striktn¢ aerobni (Hurych, 2020). Nokardie fadime mezi ptidni
organismy, které se v pid€ vyskytuji pfirozené a trvale, proto je miZeme oznacit jako
autochtonni (ptivodni). Jsou schopné rozklddat humus a charakterizuji se pomalou, ale

konstantni aktivitou (Ttma, 2015).

Obrazek 1: Edmond Nocard (Edmond Nocard, le disciple d’Alfort)

1.1 Morfologie

Jedna se o grampozitivni, acidorezistentni ty¢inky, které rostou za piisn¢ aerobnich
podminek (Henderson, 2017). Jsou nepohyblivé a nesporulujici. Pod mikroskopem jevi vldknité
a rozvétvené struktury, zabarveni bakterii je modrofialové (Gramovo barveni). Pfi barveni dle
Ziehl-Neelse pozorujeme Cervené piibarveni jako dikaz slabé acidorezistence [obr. 2] (Hurych,
2020). K rtstu kolonii na obohaceném médiu dochazi mezi 20 — 45 °C a inkubacni doba se
odviji od daného druhu nokardii a podminek inkubace. Nejcastéji se pohybuje v rozmezi

n€kolika tydni (Mangieri, 2020). Na kultivacni padé¢ tvoti kolonie sametovy nebo praskovy
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vzhled, ktery zapficiniuje tvorba vzdusnych hyf (Brown-Elliott, 2015). Kolonie mohou byt
jakkoliv zbarvené, ale vétSina druhlt Nocardia vytvari karotenové pigmenty, které davaji
koloniim zfetelné oranzové, riizové nebo ¢ervené zbarveni [obr. 3]. Jejich povrch je zvrasnény,

vyvyseny, hladky nebo zrnity, ¢i dokonce bradavicnaty (Pujic, 2015).

N 2 T

Obrazek 2: Nocardia sp. (Opperman, 2020) Obrazek 3: kolonie Nocardia nova
(Scharfen, 2007)

1.2 Onemocnéni a patogeneze

vy

Nokardie povazujeme za dulezité environmentalni bakterie, které ziji v piid€ a vodé.
Odtud se do lidského organismu dostavaji inhalaci nebo ptes otevienou kozni ranu a zptisobuji
infekci (Lafont, 2020). Nemoci zplisobené touto bakterii se nachazeji zejména
u imunosuprimovanych pacientl a jedinci se sniZzenou imunitou. Jedna se naptiklad o ptijemce
transplantovanych organi nebo pacienty s pokrocilou infekci HIV (Henderson, 2017).
Onemocnéni, které zptisobuji zastupci rodu Nocardia nazyvame nokardidza. Je velmi vzacné
a jeho prubéh je odlisny podle formy nemoci. Jelikoz primarni cestou pro vSechny druhy
nokardii je vdechovani, nejcastéjsi formou nokardidzy je plicni forma. Dale mame také
hematogenni a kozni formu. ProtoZze se nokardidza neprojevuje specifickymi vlastnostmi, je
jeji diagnostika naro¢na a je potfeba komplexni mikrobiologické zpracovani. Jako nejcastéjsim
vzorkem pro diagnostiku je vyuzivano sputum, bronchialni lavaz, kousky tkan¢ a koznich 1ézi,

¢i aspirat (Hurych, 2020).
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1.3 Metabolismus

Nokardie jsou chemoorganotrofni bakterie, které vyuzivaji sacharidy v oxida¢nim
metabolismu. D¢j, pii kterém bakterie oxiduji glukozu molekuldrnim kyslikem na oxid uhli¢ity
a vodu, nazyvame dychani. Nokardie jsou také bakterie aerobni, jelikoz pro svou existenci
vyzaduji vzdusny kyslik a nemohou bez ngj zit (Rihova Ambrozova, 2007). Viechny druhy
nokardii mohou metabolizovat Sirokou Skalu organickych molekul, dokonce i molekuly
s obsahem dusiku, a vyuzivat je jako zdroj energie. Nejcastéji ke svému ristu vyuzivaji
glukoézu, ale v zavislosti na druhu rostou na Siroké skale jinych cukrt, jako je naptiklad fruktdza,
laktoza, D-galaktdza, D-xyloza, sachardza nebo maltéza. Dobrym zdrojem uhliku pro vétSinu
nokardii jsou nékteré polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), octan sodny, glutamat nebo
propionat. Kromée toho jsou nokardie schopné syntetizovat vSechny potiebné vitaminy a riistové
faktory a ziskdvaji dusik z latek jako je amoniak, dusi€nan nebo dusitan, a to bud’ samostatné
nebo jsou soucdsti aminokyselin, napt. kyseliny glutamové, leucinu nebo isoleucinu (Pujic,

2015).

1.4 Biochemické vlastnosti

Nocardia spp. jsou potencidlnimi producenty enzymu L-asparaginazy, ovSem
k produkci tohoto enzymu rodem Nocardia nemame k dispozici mnoho informaci. L-
asparaginaza je ucinny protinddorovy enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu L-asparaginu na
kyselinu L-asparagovou a amonny iont. Od doby kdy byl tento enzym ziskan z E. coli, byl
vyuzivan pii 1é¢bé zejména akutni lymfoblastické leukémie a jeho antineoplasticka

(=protinadorova) aktivita byla prokdzana v séru morcat (Kavitha, 2012).

Témeft ve vSech klinickych izolatech Nocardia mize byt ptitomny enzym [-laktamaza,
ve studii Wallace et al. (1978) byla B-laktaméza detekovana po pouziti intaktnich bunék z 55
izolatl Nocardia u 89 % ptipadi, a u zbytku hodnocenych izolatl byl tento enzym nalezen po
bunécéné frakcionaci. Enzymy B-laktamézy inaktivuji beta-laktamova antibiotika hydrolyzaci
peptidové vazby charakteristického ctyf¢lenného beta-laktamového kruhu, coz zapficinuje
neucinnost antibiotik [obr. 4]. Tyto beta-laktamové enzymy jsou rozdéleny do 4 tiid (A, B, C,

D) zaloZenych na sekven¢ni podobnosti a katalytickém mechanismu (Majiduddin, 2002).
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Obrazek 4: Mechanismus rezistence na f-laktamova ATB (Whipple, 2017)

Nocardia otitidiscaviarum produkuje karboxylatreduktazy (CARs). Jedna se o skupinu
jednotlivych enzymil pro jednostupnovou produkei aldehydt pfimo z karboxylovych kyselin.
CARs jsou ptirodni katalyzatory, které jsou schopné ziskat v jediném kroku aldehydy
z karboxylovych kyselin a vyhnout se tak nadmérné redukei na alkoholovy produkt. Aktivuji
karboxylovy substrat pomoci ATP a katalyzuji redukéni krok za pouziti NADPH jako donor
hydridu [obr. 5] (Winkler, 2018; Weber, 2021).

ATP AMP, PP
NADPH NADP*
) QNS
R OH CAR R H
Current Opinion in Chemical Biology

Obrazek 5: Redukce karboxylové kyseliny na aldehyd pomoci CAR (Winkler, 2018)

1.5 Ekologie

V prostiedi ve kterém Zijeme se stale objevuji nové kontaminujici latky zpiisobené
farmaceutickymi vyrobky, syntetickymi barvivy, vyrobky pro osobni péci, pesticidy apod. Tyto
vznikajici kontaminujici latky miiZzeme odstranit bioremedia¢nimi metodami. Kli¢ovymi prvky
jsou mikroorganismy, zejména bakterie, které jsou vSudypiitomné a jsou idedlni pro produkci
extracelularnich hydrolytickych enzymii a ni¢eni kontaminantii (Kumar, 2011). Ve studii Azadi
et al. (2020) se zaméfili na screening a charakterizaci druhli Nocardia s potencidlem
biologického rozkladu z riznych iranskych ekosystémi. Mezi izolaty nokardii, které¢ vykazuji
bioremediacni schopnosti, patii druhy N. farcinica, N. cyriacigeorgica, N. asteroides
a N. otitidiscaviarum. U N. farcinica vime, Ze jsou schopné degradovat parafinovy vosk, ropu

afenol. N. cyriacigeorgica degraduje PAH (polyaromatické uhlovodiky) a thymol.
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N. asteroides jsou znamy svou degradaci ropy, gumy, polyethylenu a benzoanu sodného.
Degradace PAH a ropy je taktéz schopné N. oftitidiscaviarum. Pro stanoveni degradacni
kapacity PAHs vybranych izolatt, druhti N. farcinica, N. kroppenstedtii a N. fluminea, byl jejich
rust a rychlost r@stu hodnocen v kultivacnim médiu MSM (Mineral Salts Medium) za
pritomnosti PAH (inkubace pii 30°C) métenim optické hustoty pti 540 nm ve 24h intervalech.
Schopnost izolace fenolu zminiovanych druhlt Nocardia byla zkoumana pomoci zndmek ristu
v . MSM obohaceném fenolem (inkubace opét pii 30°C) a meéfenim absorbance vzorki
odebranych ve 24h intervalech pii 540 nm. Stejnym zpisobem se postupovalo 1 pfi zkoumani
biodegradace siranu sodného. Zjistilo se, Ze tuto schopnost maji druhy N. cashijiensis
a N. sungurluensis. Méfeni mnoZstvi spotfeby siranu sodného u vybranych izolatd bylo
provedeno turbidimetricky. V této studii dospéli k zavéru, ze rtizné druhy Nocardia maji pro
bioremediacni Gcely velky potencial. Nokardie jsou schopné rozkladat polycyklické aromatické
uhlovodiky, polychlorované bifenyly, chlorofenoly, sulfonova azobarviva a alkany. Ackoliv
rostou pomaleji nez ostatni bioremedidlni druhy aktinomycet, piesto v kontaminovaném
prostfedi vyborné prezivaji nepfiznivé podminky. DileZitou roli hraji mikroorganismy také pti
bioremediaci tézkych kovli ve vod¢ a znecisténych ptdach. Mezi tyto geneticky modifikované

organismy, které mohou redukovat rizné typy t€zkych kovi patii také nokardie (Verma, 2019).
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2 HLAVNI ZASTUPCI

Vyznamnymi druhy rodu Nocardia, které nejcastéji zptusobuji lidskou infekci, jsou
N. asteroides, N. otitidiscaviarum a N. brasiliensis (Wilson, 2012). Tyto druhy se vyznacuji
témer stejnou morfologii bunék a kolonii. Jedna se o grampozitivni ty¢inkovité, striktné€ aerobni
bakterie, které pfi Gramové barveni tvoii rozsahle rozvétvené substratové mycelium. Barveni
bakterii dle Kinyouna naznacuje, Ze jejich buné¢na sténa je tenkd a kyselinovzdorna. Po aerobni
inkubaci na krevnim agaru s 5 % ov¢i krve, pii 35 °C a po dobu 3 dntl pozorujeme bilé kolonie

s vrasCitym povrchem (Nakamura, 2017).

2.1 Nocardia asteroides

Kolem roku 1890 pan Eppinger ohlasil prvni lidskou infekci druhem Nocardia sp.
u pacienta s mozkovym abscesem a pneumonii. Nasledné v roce 1896 tento mikroorganismus
pan Blanchard formdlné klasifikoval jako Nocardia asteroides (McNeil, 1994). Sviij nazev

ziskaly podle hvézdicovitého tvaru kolonii [obr. 6] (Schindler, 2014).

Obrazek 6: Nocardia asteroides na kultivacnim médiu, inkubovéna pti 37 °C (Kaplan, 1969)

2.1.1 Vyskyt a prenos

N. asteroides jsou normalné pfitomné v pad¢ a postihuji predevsim plice, ale také
mekké tkané a mozek u imunosuprimovanych osob po transplantaci, protinddorové
chemoterapii nebo AIDS (Schindler, 2014). Dale je také miiZeme nalézt ve stojaté vodeé,
plazovém pisku, travinach, hnijicich organickych substratech nebo ve vzduchu na prachovych
Casticich. Infekci N. asteroides ziskavame vdechovanim, punk¢nimi zranénimi, nebo

prostiednictvim zvitat pii poSkrabani (Sorichetti, 2015).
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2.1.2 Patogenita a faktory virulence

Dulezitym faktorem virulence u patogenni bakterie N. asteroides je superoxid
dismutaza (SOD) — vSudypfitomny antioxidacni obranny metaloenzym, ktery katalyzuje
pfeménu kysliku na oxid uhli¢ity a peroxid vodiku k ochrané buné&k pied poskozenim ionty
superoxidovych radikali (Broxton, 2016). Povrchové asociovana SOD modifikovana
u N. asteroides GUH-2 hraje vyznamnou roli v odoldvani mechanismim oxida¢niho zabijeni
fagocytl. Vylucovana, povrchové asociovand SOD pfitomnd na bunéném povrchu muze
prokézat na téle odolnost vii¢i mikrobicidnimu ptisobeni oxida¢nich metabolitii (Hou, 2021).
Je zndmo, ze Nocardia zptsobuje Sirokou Skalu klinickych onemocnéni u lidi 1 zvitat, ale neni
prokéazan ptenos infekce z ¢lovéka na ¢lovéka nebo ze zvifete na zvife. U déti se infekce
N. asteroides vyskytuje vzacn€, prvni pediatricky pfipad sinusitidy popsal v kazuistice
Sorichetti et al. (2015) po 20letém sledovani pacienta. N. asteroides GUH-2 inhibuje fazi
fagozom-lysozom, blokuje okyseleni fagozomii, je toxicky pro bunky a snadno roste
v mononuklearnich fagocytech. Navrhovanym faktorem virulence je glykolipid trehal6za 6,6 -

dimykolat (TDM) zvany taky jako cord faktor (Ioneda, 1993).

2.2 Nocardia otitidiscaviarum (Nocardia caviae)

Nocardia otitidiscaviarum poprvé izoloval pan Snijdersem v roce 1924 ze sumaterské
jeskyné. Tento druh Nocardia je v souCasné dobé znam pod ndzvem N. ofitidiscaviarum,

ackoliv byl ptivodné navrzen nazev Nocardia caviae (Jiang, 2016).

Obrazek 7: Nocardia otitidiscaviarum na Sikmém Sabouradové agaru, inkubovana 3 tydny
(Georg, 1968)

2.2.1 Vyskyt a prenos

Bakterie N. oftitidiscaviarum mohou byt izolovany z pudy (Chi, 2013). Také se

vyskytuji stejné jako ostatni druhy nokardii ve stojaté vod¢, pisku, prachu a hnijicim
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organickém substratu (Carabelli, 2019). V letech 1979 az 1991 byla v Némecku v narodni
referencni laboratoii izolovana Nocardia spp. u 131 pacientd, pfiCemz z toho jen 8 pacientl
meélo infekci zplsobenou N. ofitidiscaviarum. Nizky vyskyt infekci tohoto druhu nokardii

pficitame jejich snizené patogenité nebo nizsi prevalenci v ptdé (Jiang, 2016).
2.2.2 Patogenita a faktory virulence

N. otitidiscaviarum byla ve studii Taj-Aldeen et al. (2013) nalezena ve dvou ptipadech,
a to u abscesu rohovky u imunokompetentniho pacienta a tézké pneumonie u pacienta

s cystickou fibr6zou. Ma schopnost hydrolyzovat xanthin i hypoxanthin (Ramamoorthi, 2011).

2.3 Nocardia brasiliensis

Nocardia brasiliensis byla poprvé izolovana v roce 1909 panem Lindenbergem

a popsana v roce 1959 panem Gordonem (Mangieri, 2020).

Obréazek 8: a) kolonie Nocardia brasiliensis na KA, b) Kinyounovo barveni,
¢) Gramovo barveni (Mangieri, 2020)

2.3.1 Vyskyt a prenos

Vyskytuje se v pudach, vodé a v zahnivajicich organickych substratech (Mangieri,
2020). Castgji je izolovana v oblastech s tropickym a subtropickym podnebim a také zptisobuje
Castéji infekci v jihozapadnich nebo jihovychodnich Spojenych statech. Kvili vyprahlému,
suchému podnebi s Castymi vétrnymi podminkami se buiikky Nocardia brasiliensis snadné&ji
aerosolizuji a rozptyluji, ty jsou pak inhalovany a mohou u ¢lovéka zpusobit kozni infekci
amycetom (Brown-Elliott, 2006). Infekce N. brasiliensis se casto vyviji jako lokalné

progresivni nebo invazivni infekce, ktera se mtze $itit (Lerner, 1996).

21



2.3.2 Patogenita a faktory virulence

N. brasiliensis neni ptitomna v lidském nebo zvifecim mikrobiomu, ale dokéze u nich
zpusobit rizné patologie (Mangieri, 2020). Zplisobuje onemocnéni zvané aktinomycetom u lidi
1 zvifat. Ke zkoumani a objasnéni virulence N. brasiliensis pouZili Salinas-Carmona et al.

(2011) reportérovy plazmid obsahujici zeleny fluorescenéni protein (GFP).

2.4 Nocardia madurae

Tento druh nokardii zpiisobuje chronickou podkozni infekci tzv. ,,Madurskd noha®,
kterou jako prvni jasné popsali v roce 1842 vysSetiovatelé Gill a Colebrook (El-Zaatari, 1993).

Termin ,,Madurské noha* je odvozen od okresu Madura v jizni Indii (Foltz, 2004).

Obrazek 9: Nocardia madurae — rozvétvena mycelia o priméru asi 1 pm, zvétSeni 400x
(Saksun, 1978)

2.4.1 Vyskyt a pienos

Nejcastéji se mohou s infekci N. madurae dostat do styku lidé Zijici v tropickém nebo
subtropickém podnebi, konkrétn¢ v oblastech jako je Afrika, Sudan, Indie, ale také ve Stiedni
a Jizni Americe, Sttedomofi a jizni Evropé (Saksun, 1978). Onemocnéni tzv. ,,Madurska noha*
je ziskavano po styku s kontaminovanou piidou prostfednictvim poranéné kiize, nejcastéji
v oblasti nohou, dolnich koncetin a rukou. Infekce postupuje dale do sousednich tkéni nebo
kosti. Mycetom se vyskytuje primarné¢ u muzi ve véku od 20 do 40 let, pracovniki

v zemé&d¢lstvi, délnikt a u lidi opakované chodicich bosi (Foltz, 2004).

2.4.2 Patogenita a faktory virulence

Nocardia madurae jsou schopné rozkladat kasein, hypoxanthin, tyrosin

a hydrolyzovat eskulin (Gordon, 1966).
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3 DIAGNOSTIKA

3.1 Mikroskopicky prikaz

Priikkaz obarvenych preparati klinickych vzorki pomoci mikroskopu je béznou
metodou pro pocatecni detekci nokardii [obr. 10] (Pujic, 2015). VySetfeni natéru obarveného
dle Grama muze ukazat typickou morfologii bun¢k organismu. U nokardii pozorujeme vlaknité,
rozvétvené, grampozitivni tyCinky, Casto také ve spojeni s polymorfonukledrnimi leukocyty
(= neutrofilni granulocyty), nebo intracelularné v makrofazich a mononuklearnich bunkach
(Brown-Elliott, 2015). VSechny druhy nokardii maji bunécnou sténu obsahujici polymery
arabinogalaktanu spojenymi s peptidoglykanem slozenym z kyseliny mesodiaminopimelové
a mykolovych kyselin. Jednd se o mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem. Prestoze maji
nokardie grampozitivni charakter, diky pfitomnosti mykolovych kyselin v bunécné sténé
vykazuji ¢aste€nou acidorezistenci. Proto se vyuziva barveni dle Ziehl-Neelsena, které pouZziva
koncentrovany karbolfuchsin aplikovany za horka. Pod mikroskopem se acidorezistentni

bakterie jevi Cervenym zbarvenim (Ozar, 2013).

Obrazek 10: Nocardia nova, zvétseno 2 000x, barveno na ¢aste¢nou acidorezistenci podle
Kinyouna, ¢ervené¢ zbarvena vlakna se rozpadaji do kulovitych utvart (Scharfen, 2007)

3.2 Kultivace

Kultivace je laboratorni postup, kterym lze rozmnozovat bunky nebo tkané. Zakladni
kultiva¢ni technikou v mikrobiologii je mnoZeni mikroorganismil na kultiva¢ni ptidé neboli
médiu [obr. 11]. Média rozlisSujeme podle skupenstvi na tekuté (bujony) a pevné pudy (zivné
agary) (Hurych, 2020). Mikroorganismy rodu Nocardia lze kultivovat na mnoha rtznych
rutinnich médiich jako je krevni, ¢okoladovy a Sabouraudtv agar, nebo na pufrovaném extraktu

z aktivniho uhli a kvasinek (BCYE). Kultury nokardii by mély byt inkubovany za aerobnich
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podminek obohacenych 5% oxidem uhli¢itym ve vlhké atmosféfe, aby nevysychaly. Inkubacni

doba za téchto podminek se doporucuje nejlépe po dobu 14 — 21 dni pti 37 °C (Lafont, 2020).

Obrazek 11: Zleva N. asteroides, N. otitidiscaviarum, N. brasiliensis, kolonie plisiového
vzhledu ve Zlutavé bézové barvé (Berd, 2014)

3.3 Biochemické metody

Testovani biochemické aktivity bakterii vyuzivame k identifikaci jednotlivych druhti
po jejich Gspésné kultivaci. Druhy bakterii se od sebe lisi vice ¢i méné¢ ve své biochemické
aktivité, kterou zjiStujeme pomoci sérii testli. Vysledkem téchto testli je vetSinou pozitivita
nebo negativita chemické reakce. U bakterii popisujeme enzymy, které produkuji, pfi¢emz témi

nejvyznamnéjSimi pro diagnostiku jsou kataldza, oxiddza, uredza a koagulaza (Hurych, 2020).

Pro rozliseni tfech hlavnich patogennich druht Nocardia, N. asteroides, N. brasiliensis
a N. otitidiscaviarum se pouzivaji dilezité biochemické testy, které¢ zahrnuji rozklad kaseinu,
xanthinu, tyrosinu a hypoxanthinu. Tato metoda identifikace ale nerozliSuje tzv. komplex
Nocardia asteroides od nepatogennich druhlt Nocardia, nebo od druhli ptfibuznych roda
Mycobacterium a Rhodococcus. V minulosti samotné pouziti téchto n€kolika biochemickych
testi vedlo k tomu, ze rod Nocardia byl charakterizovan extrémni heterogenitou neboli

ruznorodosti (McNeil, 1994).

Identifikovani druht pomoci biochemickych metod se postupné stdva minulosti, jejich
vyznam klesa a jsou nahrazovany moderné¢jSimi postupy. Podle Brown-Elliott (2015) by se
nem¢li v laboratofich témito metodami pokouset identifikovat izolaty nokardii na urovni druhd.
Kvili velkému nartstu poctu uznanych druhlt Nocardia za posledni dobu a nedostatku

komercné dostupnych biochemikalii jsou tyto metody v podstaté zbytecné.
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3.4 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za pritomnosti

matrice (MALDI-TOF MS)

Tuto fyzikélné-chemickou metodu lze povaZovat v rutinni laboratofi za revoluci
v identifikaci bakterii. Umoziuje identifikaci na urovni druhu vétSiny grampozitivnich
1 gramnegativnich bakteridlnich izolatd, zaroven je k identifikaci mikroorganismu potieba
pouze 10°-10° bun&k. Jedna analyza vzorku trva pouze kolem 30 sekund a na jednu desti¢ku je
mozné umistit 48 az 96 vzorkl [obr. 12] (Schindler, 2014). Technologie MALDI-TOF ma
zjevné vyhody v rychlé identifikaci patogenu, vysoké uc¢innosti produktu a také nizkych

nakladl na spotiebni materidly (Forero Morales, 2018).

Principem metody je analyza vysoce hojnych, hlavné ribozomalnich proteint
v hmotnostnim rozmezi 2 000 az 20 000 Dalton. Hmotnostni spektrum lze ziskat z neznamého
mikroorganismu a pro zjisténi pravdépodobného rodu a druhu se porovnava jeho proteomicky
otisk prstl s otisky v referencni spektralni databazi (Wattal, 2017). Pro poskytnuti otiska prst
se vyuziva napiiklad systém BioTyper ™, ktery umoziiuje tento proces provést b&éhem nékolika

minut (Maier, 2006).
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Obrazek 12: Proces hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Clark, 2013)

Na obrazku [obr. 13] vidime popsanou extrakéni metodu pro ziskani materialu pro MS
material MALDI-TOF z izolat Nocardia. Jedné se o kolonie Nocardia resuspendovany ve
vod¢ a povareny, aby se podpofila bunécné lyza. Lyzat je poté centrifugovan, aby se odstranily
bunécné zbytky, nasleduje pridani ethanolu k vysraZeni proteinli obsaZenych v supernatantu.
Precipitované proteiny jsou centrifugovany, suSeny, resuspendovany v 70% kyseliné mravenci
a acetonitrilu, finalné centrifugovany, piekryty roztokem matrice (kyselina alfa-kyano-4-
hydroxycinamova; HCCA) a poté analyzovany pomoci MALDI-TOF MS (Verroken, 2010;
Clark, 2013).
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Obrazek 13: Extrakéni metoda pro ziskani materidlu z izolath Nocardia (Clark, 2013)

Ve studii Segawa et al. (2015) uvadéji, Ze pii identifikaci kyselinovzdornych bakterii,
jako je rod Nocardia nelze ziskat adekvatni spektra pro identifikaci pouze za pouziti postupti
pro obecné bakterie, a to kviili pfitomnosti kyseliny mykolové v bunécné sténé bakterii. Nékdy
pro hodnoceni izolati Nocardia nelze ziskat hmotnostni spektra dostatecné intenzity vibec.
Aby témto problémlim piedesli a zlepsili presnost identifikace Nocardia, vyvinuli v uvedené
studii novou metodu bakteridlni extrakce, zaloZenou na metod€ extrakce ethanol-kyselinou
mravenc¢i (EFAE) s pfidanim kulicek oxidu kiemicitého. Po zavedeni nové metody bylo na
urovni druht identifikovano 90,6 % izolat, kdezto pfed zavedenim této metody se jednalo

pouze o 15,6 %.

Zda se, ze MALDI-TOF MS nema dostate¢nou diskrimina¢ni schopnost rozlisit
vSechny druhy nokardii patficich do rtiznych fylogenetickych subtypii. Chybna identifikace
nékterych druh mize vést ke Spatnému zachézeni s pacientem, protoze tyto druhy nemusi vzdy
vykazovat stejné profily antibiotik. Plati to zejména pro komplex N. abscessus, do kterého patfi
druhy N. beijingensis, N. asiatica, N. abscessus a N. arthritidis, protoze N. beijingensis
a N. asiatica jsou obvykle citlivé na antibiotikum Imipenem na rozdil od N. abscessus

a N. arthritidis které jsou na Imipenem obecné odolné (Durand, 2020).

3.5 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody byly vyvinuty v 90. letech (Rodriguez-Nava, 2006).
Identifikace mikroorganismti zaloZzené na molekuldrnich metodach se vyuzivaji ptevazné ve
specializovanych laboratotich (Mangieri, 2020). Genové sekvenovani se stalo nejpiesnéjsi

metodou pro definitivni identifikaci Nocardia na trovni druhit (Conville, 2018).

3.5.1 Polymerazova retézova reakce

Jednou z prvnich molekularné biologickych technik, které se pouzily k identifikaci
a pro charakterizaci druhit Nocardia byla samotna PCR (polymerazova fetézova reakce) nebo

v kombinaci s jinymi metodami molekularni analyzy, jako je PRA (PCR-restriction enzyme
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pattern analysis) a RFLP-PCR. Tyto techniky zahrnuji PCR amplifikaci 65-kDa heat shock
proteins (protein tepelného Soku) genu 16S rRNA nebo genu hsp65 a nasledné Stépeni
specifickymi restrikénimi endonukledzami pro kazdy gen (Eshraghi, 2012). PCR-RFLP analyza
65-kDa heat shock proteins genu muize byt uziteCnd pro stanoveni patogenu N. asteroides
v riznych popula¢nich skupinach a v jejich souvislosti rezistence na léky pfi volbé nejvhodné;si
1é¢by (Armas, 2015). Metoda PCR zalozena na detekci genu 16S rRNA je schopna rozlisit rod

Nocardia mezi aerobnimi aktinomycetami (Rodriguez-Nava, 2006).

Princip metody PCR se opira o znalost alesponi ¢astecnych sekvenci cilové DNA.
Jedna se o enzymy fizeny proces pro amplifikaci kratkych tsektit DNA in vitro. Cilova DNA je
kopirovédna termostabilnim enzymem DNA polymerazou v piitomnosti nukleotidd a primert
[obr. 14]. PCR metoda ma teoreticky potencial generovat miliardy kopii DNA z jedné kopie za

méné nez 1 hodinu (Yang, 2004).
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Obrazek 14: Detekce DNA patogenu pomoci PCR (Burns, 2020)

Pro identifikaci izolatd Nocardia pouzili Armas et al. (2015) metodu PCR-RFLP a
postupovali takto: po uspésné izolaci DNA Nocardia byl amplifikovan segment 439-bp genu
hsp65 v 50 ul PCR reakcni smési, k tomu ptidano 0,5 pl od kazdého primeru (TB11, 5'-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3") a (TB12, 5'-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3") a5 pl
extrahované DNA. Reakce prob¢hla ve 40 cyklech (denaturace pii 94 °C, amplifikace pii 60 °C
a extenze pii 72 °C) pfi€¢emz finalni extenze probéhla pti 72 °C po dobu 10 minut. PCR produkty
byly separovany agarézovou elektroforézou s ethidium bromidem a vizualizovany pod UV

svétlem.

Ve studii Azadi et al. (2020) byly izolaty Nocardia ovéteny na Grovni druhti pomoci
PCR zalozené na 596-bp oblasti 16S rRNA. Pro identifikaci druhti byla provedena amplifikace
a pfima analyza sekvence 16S rRNA genu. Sekvenovani bylo provedeno ve spole¢nosti Bioneer
Company a ziskané sekvence byly ru¢né srovnany se vSemi existujicimi sekvencemi blizce

ptibuzného mikroorganismu ziskaného z databdze GenBank. Pfi vybéru primeru postupovali
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podle studie Laurent (1999), kdy vysledky sekvenci umoZnily navrh dvou primert specifickych
pro rod Nocardia: ptedni primer NG1 (5'-ACCGACCACAAGGGG-3'") a reverzni primer NG2
(5'-GGTTGTAACCTCTTCGA-3"). Podminky pro samotnou PCR byly nasledujici: po
pocatecni denaturaci pii 94 “C po dobu 11 minut byla reakéni smés podrobena 30 cyklim reakce
(denaturace pii 94 °C po dobu 1 minuty, amplifikace pti 55 °C po dobu 20 sekund a extenze pfi
72 °C také po dobu 1 minuty). Po téchto cyklech nasledovala findlni inkubace po dobu 10 minut
pii 72 °C. Vzorky byly analyzovany (2%) agardzovou elektroforézou v horizontalnim
uspofadani na 2 hodiny pii 100 V v Tris-Acetat-EDTA pufru. Pro lepsi detekci separovanych

molekul bylo pfidano interkala¢ni barvivo — ethidium bromid.

Pro zkoumani genové exprese je velmi uzite€na kvantitativni polymerazova fetézova
reakce (qPCR), zvana taky jako PCR v realném case (RT-PCR), protoze umoziuje urcit
mnozstvi produktu PCR v redlném c¢ase. Nespoléhd se na zddnou néslednou analyzu, jako je

elektroforéza nebo denzitometrie, a je velice univerzalni (Maddocks, 2017).

Princip metody RT-PCR spo¢ivd v monitorovani akumulace amplikonii PCR
v redlném Case métenim zmény v emisi fluorescence z fluorescencnich barviv vazajicich DNA,
ze specifickych fluorescen¢né znacenych primerd, nebo sond pfidanych k PCR (Lofstrom,

2015).

Jako fluorescencni barvy se pouZivaji barviva SYBR Green a pro méfeni zesilen¢ho
barevného produktu v realném case se pouzivaji DNA sondy obsahujici fluorofor, napf.
TagMan (Rahman, 2014). Prvnim fluorescenc¢nim barvivem vazajicim DNA pouzitym pro real-
time PCR byl ethidiumbromid, ale od té doby byla pouzita cela fada méné toxickych barviv se
zlepSenymi fluorescencnimi vlastnostmi. Mezi nimi je stale nejrozsirenéj$i SYBR Green I. Toto
barvivo se vaze pouze na molekuly dvouvldknové DNA a uvoliiuje fluorescenci tmérné

k mnozstvi akumulovaného PCR amplikonu (L&fstrom, 2015).

Pro amplifikaci a detekci 16S rDNA genu Nocardia spp. pomoci real-time PCR
muzeme také pouzit komercni soupravu BactoReal® Kit. Tato sada spole¢nosti Ingenetix
GmbH se sklada ze zkuSebni smési pro detekci patogenu, pozitivni kontroly a vnitini pozitivni
kontroly. UmoZiluje rychlou a citlivou detekci genu 16S rDNA z Nocardia spp. z DNA vzorkl
purifikovanych z biopsie, krve, mléka apod. (Korschineck, 2016).
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3.5.2 Sekvenovani genu 16S rRNA

V dnesni dobé je tato metoda nejvice pouzivana pro rychlou identifikaci vétSiny druhti
rodu Nocardia. K identifikaci vétSiny patogennich druhti Nocardia stacilo prvnich 500
nukleotidil na 5' konci, jak odhalila analyza celého genu 16S rRNA (Pujic, 2015). Potencidlnim
vyuzitim 16S rRNA genové sekvence je poskytnout rodovou a druhovou identifikaci izolati,
které nevyhovuji Zadnému uzndvanému biochemickému profilu, pro kmeny vytvartejici pouze
,»hizkou pravdépodobnost®™ nebo ,,ptijatelnou* identifikaci podle komercnich systémi, které

jsou ziidka spojeny s infekénimi chorobami lidi (Janda, 2007).

16S ribozomalni RNA je slozka malé podjednotky 30S prokaryotického ribozomu.
Bakterialni gen 16S rRNA obsahuje 9 hypervariabilnich oblasti v rozmezi od 30 do 100 para
bazi. Sekvenovani tohoto genu je Siroce vyuzivano, vzhledem k tomu, Ze je ulozen v bakteriich
a obsahuje hypervariabilni oblasti, které mohou poskytovat druhové specifické sekvence. Navic
se sekvenovani genu 16S rRNA vyznacuje vysokou rychlosti, pfesnosti a ndkladovou

efektivnosti (Case, 2007; Yang, 2016).

Sekvenovani genu 16S rRNA je vhodnou metodou pro stanoveni fylogenetickych
vztahl a procentudlni podobnosti druhtt Nocardia (Rasouli Nasab, 2018). Sekvencni analyza
ribozomalniho RNA genu 168 se k identifikaci izolati Nocardia na urovni druhu pouziva stale
Castéji, protoze piimé vySetfeni, vySetfeni kultury a klasické laboratorni metody jsou

nedostate¢né (Taj-Aldeen, 2013).

3.5.3 Sekvenovani genu sod A

Gen sod A je gen koédujici enzym superoxid dismutazu a vyuziva se pro identifikaci
a diferenciaci klinickych a environmentalnich izolath na urovni druhti rodu Nocardia, a také
pro vyhodnoceni jejich tuCinnosti. Ve studii Sanchez-Herrera (2017) prozkoumavali
polymorfismus genu sod A u rodu Nocardia, vyuzili k tomu 41 kmenl tohoto rodu
z mezindrodnich sbirek. Po extrakci a izolaci mikrobialni DNA provedli amplifikaci 440 bp
fragmentu genu sod A a sekvenovani pomoci primeri SodV1 (5'-CACCAYWSCAAGCAC
CA-3") a SodV2 (5'-CCTTAGCGTTCTGGTACT G-3"),kde Y =Cnebo T, W=AneboTaS
= C nebo G (0,6 uM). Amplifikaci provedly v PCR zkumavkach za pouziti obou primert
a zahrnovala poc¢ate¢ni denaturaéni krok pti 94 °C po dobu 5 minut. Poté nasledovalo 35 cykld
reakce (extenze pii 72 °C a amplifikace pii 55 °C po dobu 60 sekund pro obé teploty)
a zaveérecna extenze probéhla pii 72 °C v délce 10 minut. Ziskané sekvence byly ovéfeny v obou

smérech sekvenovanim DNA. Tato studie uvadi, Zze polymorfismus pozorovany v sekvenci
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genu sod A obsahuje variabilni oblasti, které umoziuji diskriminaci blizce ptibuznych druhi
Nocardia. Zavérem bylo mozné fict, Ze jasna specifita genu sod A se jevi jako velka vyhoda
pro pouziti v taxonomickych studiich a tento gen by mohl byt uzite¢ny pro klinické diagnézy

rodu Nocardia.

3.6 DNA-DNA hybridizace (DDH)

Tato technika je zalozena na hrubém srovnani celych genoml mezi rGznymi
organismy za ucelem zjisténi jejich celkovych genomickych podobnosti. Pouziva se jako zlaty

standard pro Ciselny popis druhti v klasifikaci prokaryot (Rossello-Mora, 2011).

Zohlednéni genetickych a genomickych vlastnosti umoznuje hlubsi rozliSeni
diferenciace, pfiCemz hybridizace DNA-DNA je v klicové pozici jako hlavni néstroj pfi
vymezeni mikrobialnich druhti (Auch, 2010). Geneticka definice druhu je kvantifikovatelna na
zaklad¢ kinetiky reasociace DNA-DNA. Testy hybridizace DNA nejsou bez nedostatki, jsou
casove naro¢né, nakladné a pracné (Janda, 2007). Dnes je provadi stdle méné laboratoii po
celém svéte, prestoze se rozsahle vyuzivaly data a pristupy DNA-DNA hybridizace, byly casto
kritizovany kvili jejich vysoké experimentdlni chybé a neschopnosti generovat souhrnné
databéze. Vé&dci se snazili nahradit metodiku DDH jinymi pfesnéjS$imi a reprodukovatelnéjSimi
technikami, jako je naptiklad multilokusova sekvenéni analyza (MLSA), ktera je zaloZena na
sekvencnich analyzach housekeeping genti a méfeni primérné nukleotidové identity na zaklade
porovnani genomu s genomem ortolognich genli. AvSak data DNA-DNA hybridizace stale

zlstavaji jako jeden z hlavnich parametrii pii popisu druhil bakterii (Rossello-Mora, 2011).
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4 TERAPIE A PREVENCE

Vyskyt nokardiozy se po celém svéteé v poslednich desetiletich zvySuje, a to diky
pokroku v kultivaci a zdokonaleni diagnostiky pomoci molekularné biologickych metod. Kvuli
tomu jsou v soucasné¢ dob¢ infekce zplisobené nokardiemi problém, ktery nelze ignorovat.
Umrtnost na nokardiézu klesla ve chvili, kdy se do 1é¢by zavedly sulfonamidy. Sou¢asna mira
vyléceni se pohybuje u mozkového abscesu do 50 %, do 90 % u plicni formy infekce a témér
ve 100 % uinfekce kiZe a mckkych tkani (Wei, 2017). Antimikrobialni terapie pro
N. asteroides je dlouhodobd a muze zahrnovat lécbu trimethoprim-sulfamethoxazolem,
minocyklinem, amoxicilin-kyselinou klavulanovou, cefuroximem, cefalosporiny tieti generace,
amikacinem nebo imipenem (Sorichetti, 2015). Lécba diseminované nokardiozy vyZzaduje
kombinovanou systémovou antimikrobidlni terapii vedenou po delsi asovy usek. V soucasné
dobé nejsou k dispozici zadné prospektivni studie, které by vedly k G¢inné terapii. U zavaznych
sekundéarnich infekei N. ofitidiscaviarum je zpocatku doporuCovana kombinovana lécba
linezolidem, amikacinem a trimethoprim-sulfamethoxazolem, dokud z laboratofe nedorazi
vysledky citlivosti na antibiotika (Zheng, 2019). Diky své pomalé replikaci a intracelularni
kryptické pfitomnosti méa Nocardia tendenci krelapsu. Proto je nutna prodlouZzend
antimikrobidlni Ié¢ba po dobu nekolika tydnli az nékolika mésicti (Duggal, 2020). Délka 1écby
zavisi na zavaznosti pfipadu, klinické formé nokardidzy a imunosupresivnim stavu.
U visceralnich a diseminovanych forem je z velké Casti predepsana 1écba trvajici od 6 do 12
mésict. Infekei nokardie jsou nejvice postiZeni pacienti po transplantaci, s chronickym plicnim
onemocnénim, pacienti s malignitou a pacienti dlouhodob¢ 1éceni steroidy (Haussaire, 2017).
Stava se, ze ptijemctim transplantatu, kterym je podavan trimethoprim-sulfamethoxazol (SXT),
musi byt 1é€ba pozastavena nebo zménéna davka léku kviili tlumu kostni diené nebo rendlni
dysfunkci (Goodlet, 2021). Nokardidéza je cCasto chybné¢ IéCena antituberkulotickymi
antibiotiky, protoze ma stejné ptiznaky jako tuberkuloza (Zhao, 2017).

4.1 Citlivost a rezistence k antimikrobialnim latkam

Stanoveni optimalni 1é¢by nokardidzy je obtizné z dlivodu nedostatku prospektivnich
a srovnavacich klinickych udaji, proto se vétsina v soucasnosti navrhovanych rezimt antibiotik
spoléhd na mikrobiologické udaje, vcetné identifikaci druhii a testovani antimikrobialni
citlivosti (AST) (Lebeaux, 2019). Pro empirickou 1écbu infekce vhodnym antibiotikem je
zasadni identifikace Nocardia na Grovni druhu, vzhledem k rtiznorodosti antimikrobialnich

citlivosti spojenych s timto rodem (Mehta, 2020). Studie Zhao et al. (2017) uvadi, Ze tradi¢ni
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metody pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) jako jsou E-test, diskova
diftzni metoda nebo test na bazi bujonové mikrodiluéni metody (BMD) nejsou dostacujici
a misto nich pro zjisténi MIC 32 antimikrobialnich latek proti Nocardia spp. pouzili microplate
Alamar Blue test, ktery je pfesnéjsi, rychlejsi a stabilngjsi nez zminované metody BMD a E-
test. Klinicka terapie by méla byt zaloZena na testovani citlivosti 1ékl na izolaty Nocardia
[tab. 1]. Jenomze jeji vyvoj omezily nedostate¢né informace o identifikaci klinické
Nocardia spp. a antimikrobialni citlivosti po celém svété, a zejména v Cing (Wei, 2017).

Tabulka 1: Profily citlivosti Nocardia spp. na antimikrobialni a antituberkuloticka ¢inidla
detekovana microplate Alamar Blue test (Zhao, 2017)

ATB N. asteroides | N. brasiliensis | N. otitidiscaviarum

Ampicillin R R R
Amikacin S S S
Amoxicillin-clavulanic acid R S R
Azithromycin R - R
Ceftriaxone S - R
Cefepime R R R
Cefotaxime S - R
Cefmetazole - - R
Ciprofloxacin R R R
Clarithromycin R R R
Clofazimine - S -
Doxycycline - R S
Ethambutol R R R
Gentamicin S S -
Imipenem S R R
Isoniazid R R R
Kanamycin - R S
Levofloxacin - R -
Linezolid S S S
Meropenem S - -
Minocycline S - -
Moxifloxacin S S S
Ofloxacin - R R
Rifampicin R R R
Streptomycin - R R
Sulfamethoxazole - - R
Tobramycin - S -
Trimethoprim- S S S
sulfamethoxazole (SXT)

Vancomycin R R R

Legenda: S — citlivy, R — rezistentni
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Uplné prvni komplexni studii o hodnoceni klinickych rysi, identifikace druht a profili
citlivosti na antibiotika Nocardia v Ciné provedli Huang et. al (2019) v letech 2009 az 2017.
Nasbirali 53 klinickych izolati druhti Nocardia z osmi nemocnic v sedmi ¢inskych méstech
a byla nahlasena citlivost na deset béZn¢ pouzivanych ATB pro nokardie. Testovani citlivosti
na antibiotika bylo provedeno pomoci E-testu timto postupem: kolonie identifikovanych izolatt
(pomoci sekvenovani celé délky genu 16S rRNA, Asp 65, genu secAl, rpoB a GyrB genu)
rostoucich na krevnim agaru byly pfeneseny do 0,9% vody s NaCl a poté podrobeny
opakovanému vifeni. Supernatant byl upraven na zakal 1,0 podle McFarlandovy stupnice. Poté
byly vzorky rozprostfeny na Petriho misky s Muller-Hintonovym krevnim agarem a po 48-72
hodinach inkubace pii 35 °C byly stanoveny hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace, kdy
MIC byla definovana jako hodnota, pfi které inhibi¢ni zona zachytila métitko na prouzku E-
testu. Udaje MIC kazdého antibiotika byly zaznamenény a analyzovany softwarem Whonet 5.6
a byly také vypocitany hodnoty MICso a MICoo. VSech 53 izolath bylo citlivych na linezolid,
z toho asi 90,6 % druhil bylo citlivych také na imipenem a 92,5 % druhii na amikacin.
Rezistentni viici trimethoprim-sulfamethoxazolu bylo 25 % izolath nokardii, ale nejvétsi mira
rezistence byla zaznamendna u N. farcinica, a to na gentamicin, cefepim, ceftriaxon

a trimethoprim-sulfamethoxazol.

4.2 Chirurgicka lécba

Lécba nokardidzy Casto vyzaduje l€karsky a chirurgicky zakrok (Haussaire, 2017).
Operace by méla byt provedena u pacientll s mozkovymi abscesy, pokud jsou dobie pfistupné
arelativné velké. Terapeutickd aspirace je obecné nedostatecnd u pacientll se silnymi
mnoholoziskovymi abscesy, které obsahuji volné tekouci hnis, véetné pacientli s mycetomy
(Corti, 2003). Pacienti 1é€eni kombinaci antibiotik a neurochirurgickych zakrokd maji vétsi

Sanci na preziti (Margalit, 2021).

4.3 Primarni a sekundarni profylaxe

Pacientim s transplantaci organd se jako prevence pied infekci nokardii podava
trimethoprim-sulfamethoxazol (SXT), ktery mad ochranny ucinek a miize snizit zdvaznost
infekce (Hemmersbach-Miller, 2018). U imunokompetentnich pacienti neni sekundarni
profylaxe podporovana, vzhledem k nizkému riziku reinfekce po vhodné 1é¢bé nokardiozy.
U jedinct s trvalou imunosupresi lze uvazovat o sekundarni profylaxi, ale nizkodavkovany

SXT v prevenci nokardidzy neni G€inny (Margalit, 2021).
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5 STATISTIKA

Nokardidza je onemocnéni celosvétového vyznamu. Ro¢né je hlaseno 500 az 1000
pripadt v USA a 90 az 130 ptipadt v Italii. Vyskytuje se i v jinych ¢astech svéta, vcetné
tropickych oblasti, jako je Indie, Pakistan, iran, ale také v Kanad&, Spanélsku a Australii.
Vyskyt nokardidézy kazdym rokem stoupd pfedevsim z ditvodu lepsi informovanosti, nartistu
populace a pacientl se snizenou imunitou (Duggal, 2020). Ptesto ale neexistuji Zadné oficialni
statistiky, jako tomu je u jinych infekci. Ani v Ceské republice nejsou vedeny statistiky
o nokardidze Statnim zdravotnim ustavem. Pfedstavu o mife vyskytu infekce nokardiemi ve

svété a v CR si miizeme vytvofit pomoci kazuistik, dostupnych ve vefejnych databazich.

5.1 Ceska republika

V letech 2008-2009 byly zaznamenany dvé kazuistiky nokardiovych mozkovych
abscesu (Plisek, 2011). V roce 2009 byly vydany dalsi dvé kazuistiky, jednalo se o prvni izolaci
N. transvalensis v CR z abscesu mozku u pacienta po transplantaci ledvin a o izolaci N. farnicia
u imunosuprimovaného pacienta, taktéz z abscesu mozku (Scharfen ml., 2009; Scharfen ml.,
2009). V roce 2017 byl publikovan ¢lanek o plicni nokardidze u geriatrické pacientky
(Kadlecova, 2017). Pti prochazeni systétmem Medvik (Medicinskd virtudlni knihovna) bylo
zjisténo, ze v Ceské republice jsou znamy jen desitky piipadii béhem 50 let (1968-2018), jedna

se pfiblizn€ o 30 ¢lankd, které uvadéji zaznamy o nokardioze.

5.2 Evropa

Do retrospektivni studie Ott et al. (2019) bylo zatazeno 43 pacientli z 11 nemocnic ve
4 zemich: Némecko, Rakousko, Svycarsko, Nizozemsko, kterym byla diagnostikovana plicni
nokardiéza v letech 1995-2011. VétSina pacientli byla identifikovana v Némecku (n= 22),
nasledovalo Rakousko (n= 13), poté Svycarsko (n= 6) a Nizozemsko (n= 2). Déle vime, Ze od
roku 2005 do roku 2011 bylo v Némecku celkové hospitalizovano 266 pacientd s plicni
nokardiozou jako primarni nebo sekundarni diagnézou. V italské nemocnici terciarni péce bylo
podle retrospektivni studie Mazzaferri et al. (2018) v obdobi od roku 2011 do roku 2015
izolovana Nocardia ve 26 ptipadech. Do studie bylo zahrnuto pouze 14 pacientii, protoze
zbylych 12 bylo povazovéano za kolonizované, tedy vyloucené ze studie. Béhem obdobi 2004-
2014 bylo analyzovéano 41 pacientli infikovanych Nocardia spp. ve fakultnich nemocnicich

v Marseille, ale jen pro 34 z nich byly k dispozici 1ékaiské zaznamy (Haussaire, 2017).
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Ve fakultni nemocnici v severnim Spanélsku byla provedena studie v letech 1992-2014, kdy

bylo celkem ziskano 253 izolath Nocardia spp. od 179 pacienti (Ercibengoa, 2016).

5.3 USA

Pomoci ¢asopisu ,,Reported morbidity and mortality in the United States* z Centra pro
kontrolu nemoci (1986) bylo zjisténo, Ze v letech 1962-1984 se v USA zaznamenalo 368
ptipadi nocardiosis [graf 1]. Vyskytovaly se v rlizném zastoupeni v 18 statech Spojenych statt
americkych (Rare Disease Database, 2021). Clanek Rawat et al. (2021) uvadi, ze ve Spojenych
statech je kazdym rokem diagnostikovano pftiblizné¢ 500 az 1000 novych ptipadi infekce

nokardiozy.

Vyskyt nocardiosis v USA v letech 1962-1984

pocet nakaZenych

"IN
1962 1964 1968 1969 1971 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984
roky

Graf 1: Nokardioza v USA v letech 1962-1984, data pievzata z: Reported morbidity and
mortality in the United States (1986)

5.4 Ostatni zemé

V Cing probéhla retrospektivni studie, do které bylo zahrnuto 11 pacientd
s nokardiézou béhem pétiletého obdobi od roku 2013 do roku 2018. Byly pfezkoumany
demografické udaje, klinické projevy, radiologické vySetfeni, 1éCba a vysledky pacientt.
Jednalo se 0 sedm muzi a ¢tyfi zeny s primérnym vékem 42 let (Li, 2021). Dalsi retrospektivni
analyzu uvadi studie Weheba et al. (2021) v Saudské Arabii v letech 2004 az 2018. Nokardidza

byla diagnostikovana 35 pacientim a v 90 % ptipadi se jednalo o plicni nokardiézu.
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Studie provedena v centru terciarni péce v Indii (Uttarakhand) popisuje pét kazuistik
s plicni nokardidozou u imunosuprimovanych pacientli. Nejb€znéjSimi stavy zpiisobujicimi
imunosupresi byly Diabetes mellitus II. typu, chronickd obstrukéni plicni nemoc a plicni
tuberkuléza (Mohanty, 2020). V Australii (Melbourne) bylo izolovdno 68 neduplicitnich
izolatlh Nocardia od 67 pacientl v letech 2010-2016. NejcastejSim izolovanym druhem byla

Nocardia nova (Paige, 2019).
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ZAVER

Mikroorganismy rodu Nocardia jsou grampozitivni, striktn¢ aerobni, tyCinkovité
bakterie, které nevykazuji pohyb a jsou castecné acidorezistentni. Nalézdme je po celém svéte
jako saprofytickou slozku normalni ptidni mikrofléry, vody, prachu a vzduchu. Jsou patogenni
pro lidi i zvifata a do téla se mohou dostat vdechovanim kontaminovanych prachovych ¢astic
nebo ranami kontaminovanymi prachem nebo plidou. Zplsobuji lokalizované nebo
diseminované infekce plic, CNS a kozni infekce u imunokompetentnich a imunosupresivnich
pacientd. Onemocnéni, za které jsou nokardie zodpovédné, nazyvame nokardioza. Nejcastéji
uvadénymi druhy jsou Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis a Nocardia otitidiscaviarum.
Plicni formu nokardidzy zpusobuje ptevazné druh N. asteroides, naopak N. brasiliensis je Casto
ptvodcem koznich nemoci (aktinomycetomt). Zajimavym druhem je Nocardia madurae, ktery
zpusobuje onemocnéni tzv. ,,Madurskd noha* vyskytujici se pfevazné u lidi chodicich bosi,

v tropickém nebo subtropickém podnebi.

Zakladnim vysetfenim pro odhaleni bakterii rodu Nocardia je mikroskopicky prikaz
z klinického materialu, kultivace a urfeni druhii molekuldrné biologickymi metodami.
Laboratorni diagnostika je dualezitd hlavné pfi identifikaci bakterii na Grovni druhu a hraje
velkou roli pfi 1é¢bé nokardidozy. K rychlé detekci nokardii ndm pomulZou molekularné
biologické metody, jako je sekvenovani genu 16S rRNA a genu sod A nebo DNA-DNA
hybridizace. Prosazuji se také metody PCR-RFLP a MALDI-TOF MS.

Identifikace na urovni druhu je zdsadni také pro 1é¢bu infekce vhodnym antibiotikem,
vzhledem k riiznorodosti antimikrobialnich citlivosti spojenych s rodem Nocardia. NejCastéjsi
skupinou antibiotik pro 1écbu nokardidzy jsou sulfonamidy. Délka 1écby zavisi na zavaznosti
pfipadu, klinické formé nokardiézy a imunosupresivnim stavu. U diseminovanych forem je
z velké casti predepsana 1écba trvajici od 6 do 12 mésicti. Lécba nokardidzy ¢asto vyzaduje
chirurgicky zékrok. M¢l by byt provadén hlavné€ u pacientl s mozkovymi abscesy. Pro prevenci
pred infekci je pacientim s transplantaci orgdni podavan trimethoprim-sulfamethoxazol

(SXT), ktery ma ochranny ucinek a mize snizit zavaznost infekce.

Vyskyt nokardidozy kazdym rokem stoupd, predevsim diky lepsi informovanosti,
vyspélejsi diagnostiky a vétSimu nardstu pacientli se snizenou imunitou. V USA je ro¢né
hlageno 500-1000 piipadt nokardiozy, v Ceské republice je to jen par desitek béhem poslednich
50 let (1968-2018). V ramci Evropy se nokardiéza vyskytuje nejéast&ji v Italii, Spané&lsku,

Neémecku a Rakousku.
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