Nokardie —
smrtici krasky
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Bakteriologie je obor naro¢ny pro svou pracnost, variabilitu zkoumanych mi-
krobt a komplexnost interpretace nalezu zejména v souvislosti s klinickymi pri-
pady onemocnéni. Barevnost a tvarova rozmanitost objekti v mikroskopickych
preparatech, kolonii vyrostlych na kultiva¢nich ptidich a zmény barev bioche-
mickych testli pouzivanych k identifikaci bakterii pfitahuji podobné jako jiné
puvodné morfologicky orientované obory (histologie) zejména lidi s vizualni
predstavivosti. Milovnici aktinomycet (nizev aktinomycety sice navozuje pred-
stavu mykotickych organismu, nejde vsak o houby, ale o vétvici se bakterie) si
z estetického hlediska prijdou na své. Tvary a barvy vlaknitych bakterii a obzvlas-
té nokardii jsou velmi pestré. Morfologické studium vsak k identifikaci nokardii
prili§ nepfispiva pro znacnou variabilitu znakt silné ovlivnénou okolnimi pod-

minkami (zejména slozenim kultivacnich médii).

Fylogeneticka klasifikace radi vlaknité
bakterie do fidu Actinomycetales, ktery
obsahuje 10 podradd — medicinsky zaji-
mavé jsou predevsim podrady Actinomyci-
neae a Corynebacterineae, kam patfi i Ce-
led’ Nocardiaceae s rodem Nocardia.

Nokardie se svymi vlastnostmi fadi mezi
tzv. aerobni aktinomycety (vyzadujici kys-
lik). Kromé aerobnich, které se vétsinou vy-
skytuji v prirodé (streptomycety, nokardie,
rhodokoky), existuji jesté mikroaerofilni
(rostouci pfi snizeném obsahu kysliku v kul-
tivaCni atmosfére) nebo anaerobni aktino-
mycety rodu Actinomyces, které se bézné
vyskytuji v astni dutiné ¢lovéka a mohou
vyvolat onemocnéni — aktinomyko6zu. Na
rozdil od téchto patogennich aktinomycet
jsou nokardie prisn€ aerobni a vyskytuji se
vSude v pfirod€, zejména v puadé ¢i v od-
padnich vodach. Mohou vs$ak byt i patoge-
ny zvirat, napf. ryb ¢i mlza. Nékteré druhy
nokardii vyvolavaji ¢asto smrtelné onemoc-
néni u pacientd s oslabenou imunitou (jde
o infekci pochazejici z vnéjsiho prostredi),
a to zejména u osob po organovych trans-

Sbirkovy kmen Nocardia otitidiscaviarum —
miskovité kolonie po péti dnech kultivace na Ziv-
, , . v,
ném agaru. Typovy kmen pochdzi z morceciho
ucha, drub miiZe vyvolat onemocnéni u clovéka

plantacich, kde byla imunita uméle potlace-
na, aby se zabranilo odhojeni transplanta-
tu. Pravé v téchto pripadech je velmi dtile-
zita rychla diagnostika nokardiézy spojena
se spravnym urc¢enim druhu, protoze ruzné
druhy nokardii maji typicky vzorec rezisten-
ce (odolnosti) na antibiotika. Zjisténi dru-
hu nokardie tak umoziuje rychlé nasazeni
ucinné antibiotické terapie.

Fenotypova diagnostika a identifikace
vychazejici z morfologickych, fyziologic-
kych a biochemickych vlastnosti je u no-
kardii velmi obtizna, protoZe tyto bakterie
v kulture na bakteriologickych ptidach ros-
tou Spatné¢ a pomalu a testy béiné po-
uzivané v klinické mikrobiologii obvykle
selhavaji kvuli omezenym metabolickym
projevim nokardii v béZnych biochemic-
kych reakcich. Pravé z téchto divodu jsou
desitky nové izolovanych druhti nokardii
klasifikovany zejména pomoci molekularné
genetickych metod, které se stile vice pro-
sazuji i pfi jejich rychlém urcovani z klinic-
kého materialu.

Historie a souc¢asna taxonomie
nokardii

Nokardie poprvé popsal francouzsky ve-
terinaf a spolupracovnik Louise Pasteura

Edmond Nocard pod jménem Streptothrix
Jarcinica. Tyto bakterie vyvolavaly onemoc-
néni krav. Postupné se ukazalo, Ze se podob-
né onemocnéni muze vyskytovat i u lidi.
Z nemocnych byly izolovany podobné vét-
vici se mikroorganismy, které byly nazvany
na pocest E. Nocarda Nocardia asteroides.
Jesté v 70. letech 20. stol. bylo znamo
pouze nékolik pro clovéka patogennich
dale N. brasiliensis vyvolavajici tropické
onemocnéni bosych nohou — traumaticky
vznikly zanét vazivové tkané, tzv. mycetom
(jinym jeho vyvolavatelem mohou byt plis-
né), a N. caviae (dnes N. otitidiscaviarum).
Rozdilna citlivost na antibiotika u riznych
kment nokardii uvnitf jednoho druhu vSak
naznacovala, Ze ve skutecnosti jde o skupiny
blizce pfibuznych druhti, coz mikrobiolo-
gové vyjadrili terminem druhovy komplex.
Bakterialni taxony byly ptivodné popsany
na zakladé morfologickych a fyziologic-
kych vlastnosti, hlavnim méfitkem byl napf.
vztah k ur¢itému onemocnéni. Teprve s Sir-
$im uplatnénim metod molekularni geneti-
ky dostali specialisté do rukou nastroj fylo-
genetické klasifikace, vhodny k rozliSeni
jednotlivych druht uvnitt komplexu.

Kolonie sbirkového kmene piivodné vedené pod
ndzvem Nocardia asteroides, 5 mm velké kolonie
po 14dennt kultivaci
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Nepatogenni Nocardia cerradoensis izolovand
z brazilské piidy zvané cerrado. Bild kolonie
(piivodni velikost cca 4 mm) je pokryta chmyii-
tym aeridinim (vzdusnym) myceliem. BéZovi
leskld kolonie bez aeridlniho mycelia je riisto-
vou variantou stejné bakterie

S podrobnéjs$im studiem nokardii tak do-
chazi v jejich klasifikaci k neustalym zmé-
nam. Hlavni pficinou byl nedostatek vhod-
nych stabilnich fenotypovych charakteristik
pfi ustaveni ptivodnich druhti. Dnes se pro
fenotypovou taxonomii a identifikaci pou-
Zivaji hlavné testy vyuziti nékterych latek
(cukri, aminokyselin) jako jediného zdroje
uhliku pro stavbu bakterii a kvaseni cukru,
chemotaxonomie bunécné stény (peptido-
glykan nokardii obsahuje meso-diaminopi-
melovou kyselinu, arabinézu a galaktozu),
testy na pritomnost mykolovych ¢i mast-
nych kyselin a dalsi postupy, které se neda-
jl pouzit v rutinnim provozu laboratofi.
Takové vysetreni fenotypu je pracné, ¢aso-
v€ naro¢né a ¢asto neumoznuje spolehlivé
rozlisit jednotlivé druhy.

U pomalu rostoucich, obtizné kultivova-
telnych a identifikovatelnych a zejména

Nocardia nova — na nékterych koloniich je
patrny oranzovy pigment, na jinych bilé aeridl-
ni (vzdusné) mycelium. Kmen pochdzi z plic
pacienta bez priznakii onemocnént
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u nekultivovatelnych bakterialnich druht
je dnes jedinym konecnym taxonomickym
feSenim pouziti molekularné genetickych
metod. VyuZivaji je zejména mikrobiologo-
vé, ktefi se zabyvaji mikrobialnim osidlenim
zivotniho prostredi (a to nejen vody a pudy;,
ale i ledu a hornin v Antarktidé nebo hor-
kych vyvéra na dné oceantt). Zde vSude ziji
bakterie a pouze zlomek z nich dokazeme
kultivovat in vitro.

Jiz od poloviny 20. stol. se zacala pouzi-
vat k odliSeni bakteridlnich druht analyza
DNA. Se zavedenim sekvenace genu na
automatickych pfistrojich se metodou pro
Kklasifikaci i urceni zejména u obtizné iden-
tifikovatelnych bakterii stalo sekvenovani
gentl kodujicich rRNA ribozomalni podjed-
notky 16S a 23S. Duvodem je konzervativ-
nost téchto gent v evoluci. Syntéza bilkovin
ribozomy je nezbytna pro preziti a vétsina
mutaci v tomto genu je tak pro bakterii
neslucitelna se zivotem. Proto se tyto geny
v evoluci prili§ neméni, sekvence bazi je
druhové specificka a muaze se stat podkladem
pro bakterialni systematiku. Samoziejmé
i vyuziti sekvenace genu 16S a 23S rRNA ma
sva uskali, proto se sekvenuji i jiné geny.
Vysledkem jsou knihovny prectenych se-
kvenci korespondujici s klasickym popisem
morfologickych a fyziologickych vlastnosti
bakterii. Molekularné geneticky popis dru-
hu, rodu, ¢eledi se stal fylogenetickou patefi
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Nocardia otitidiscaviarum — 10 mm velkd kolo-
nie po trech tjdnech na agarové piidé s kvasni-
covym extraktem md typicky plisiiovy vzhled
s aeridlnim myceliem na povrchu kolonie. Do-
Jjem plisné umociiuje sklepni zdpach pri otevient

Petribo misky

bible bakteriologickych taxonomt — opa-
kované vydavané Bergeyho pfirucky syste-
matické bakteriologie (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology).

Védecka taxonomie se sklada z klasifikace
bakterii (rozdéleni podle taxonomickych
kritérii zahrnujicich morfologické, fyziolo-
gické a molekularné genetické charakteris-
tiky) a nomenklatury (pojmenovani celedyi,
rodti a druht). Soucasti taxonomie je rovnez
identifikace izolata z prostredi a klinického
materialu porovnanim s jiz popsanymi ty-
povymi kmeny. Moderné se spojeni téchto
pristupt oznacuje jako polyfazova taxono-
mie, ktera zahrnuje vSechna uvedena i dalsi
kritéria a metody, jejichz vysledky se navza-
jem mezi sebou potvrzuji a spojuji v roz-
sahlych databazich umoziujicich zjistit ne-
znamé bakterie porovnanim s vlastnostmi
jiz popsanych mikroorganismt (napf. data-
baze sekvenci bazi GenBank, EMBL, RIDOM
nebo komerc¢ni databaze k biochemickym

Zvlnény okraj kolonie nokardie se sklidd
z ohromného poltu mikroskopickych vliken
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Nahote mikrokolonie nokardie po 48 hodindch
kultivace tvorend vldkny o tloustee 1 um. Vidk-
na Casného vzdusného mycelia tréf do prostoru,
Jje patrné tzv. sekunddrni vétveni, kdy vétvicky
odstupuji z osového vidkna v pravém dihlu ¢
Dole Nocardia cyriacigeorgici, jeden z Castych
vyvolavatelii nokardiézy v Evropé a v Severni
Americe. Dobre vyvinutd kolonie po tiech tyjd-
nech kultivace na Zivném agaru

identifika¢nim testtim a databaze mastnych
kyselin zjistovanych chromatograficky). Cast
téchto databdzi je volné dostupnd na inter-
netu a umoziuje odbornikiim porovnat
vlastni udaje s daty uloZenymi v databazich.
Statistickou analyzou téchto dat se zabyva
velmi vzdalena. Klasicky obraz bakteriologa
podle prikladu Roberta Kocha, tedy osa-
mé€lého védce namacejiciho svou bradku
v plesnivéjicich Petriho miskach, zkumav-
kach a kfivulich, ktery dochazel ke svému
poznani celozivotni empirii na zakladé svych
smysli (zraku, hmatu, ¢ichu), byl tedy jiz
davno nahrazen tymy specialisti bohuzel
jiz ¢asto odtrzenych od laboratorniho stolu,
spolupracujicich v celosvétové pocitacové
siti, zkoumajicich a porovnavajicich rozsah-
1é soubory bakterialnich kment ve sbirkach
s nové izolovanymi, nékdy dosud nepopsa-
nymi kmeny. Na zikladé vysledkt takové
tymové prace jsou popisovany nové taxo-
ny ve svétové uznavaném taxonomickém
periodiku International Journal of Systema-
tic and Evolutionary Microbiology. Soucasti
polyfazové charakteristiky druhu jsou i jed-
nodussi laboratorni metody, s nimiz lze
orientacné identifikovat rutinné vysetrova-
né bakterialni izolaty.

Pred nastupem molekularné genetickych
metod bylo v Bergeyho prirucce systema-
tické bakteriologie popsano nékolik druhti
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nokardii, dnes je jich pres 50. Vice nez dvé
tfetiny z nich byly pfitom popsany v po-
slednich trech letech.

Nokardie 1ze obecné rozdélit na dvé sku-
piny. Do prvni fadime druhy z pfirody,
které bézné nevyvolavaji infekce u lidi.
Mezi né patii napt. Nocardia cerradoensis,
izolovana z pudy cerrado v Brazilii, N. flu-
minea, N. crassostrede vypéstované z ust-
fic, N. salmonicida z lososu a Cetné dalsi
druhy. Ve druhé skupiné jsou jednak tropic-
ké nokardie vyvolavajici jiz dfive zminény
mycetom (N. brasiliensis), jednak druhy,
které vyvolavaji systémovou nokardiézu
u nemocnych s oslabenou imunitou po
celém svété. V Evropé se nejcastéji vysky-
tuji N. farcinica (44 %), N. nova (22 %)
a N. cyriacigeorgici (15 %), ktera se nejvice
podoba typovému kmeni N. asteroides. Né-
které z téchto druht lze s vysokou mirou
pravdépodobnosti zaradit pomoci fenoty-
povych identifika¢nich metod do druhovych
komplext, napt. N. nova komplex, N. aste-
roides komplex, N. transvalensis komplex
apod. Nokardie uvnitf téchto komplexu
maji obvykle i podobny fenotyp rezistence
na antibiotika. Jejich dal$i urceni je vSak
nemozné bez pouZiti sekvenace genu pro
16S rRNA.

Nokardioza a mikrobiologie
prostiedi

Nokardie predstavuji v pripadech lid-
skych onemocnéni Cinitele vzacného, ale
o to zavaznéjsiho. Nokardioza je systémové
onemocnéni, které obvykle zacina v plicich
jako abscedujici pneumonie (rozpadovy
zanét plic). Zda systémové nokardioze pred-
chazi kolonizace hornich dychacich cest
nokardiemi neni jasné, ale je to pravdépo-
dobné a napovidaji tomu i nase zkuSenosti.
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Nabhote kolonie se vsemi typy mycelia (bilé
vzdusné mycelium, vlastni kolonie, substrdtové
mycelium na povrchu média), tzv. submerzni
neboli vnorené mycelium je pod kolonit a vristd
do média tak, Ze kolonie lze odloutit pouze
vytrenim s kusem zivné piidy % Dole Nocardia
nova z abscesu mozku pacienta s nokardidzou
po transplantaci ledvin. Zvétseno 2 000x, bar-
veno na ldstelnou acidorezistenci podle Kinyou-
na. Cervené zbarvend vlikna se rozpadaji do
kulovitych ditvarii. Snimky J. Scharfena jr.

Stava se totiz, Ze nokardie vyrustaji na kulti-
vac¢nich pidach u nemocnych vySetrova-
nych na pritomnost mykobakterii (pacienti
po prodélané tuberkul6ze, ale i taci, u nichz
mykobakterie nikdy prokazany nebyly). Vy-
Setfovani jsou obvykle bez priznakli one-
mocnéni, da se vSak u nich predpokladat
stejny typ sniZené imunity jako u lidi vni-
mavych na tuberkul6zu.

Lécba nokardiozy je obvykle kombinaci
chirurgického zakroku s ucinnou antibiotic-
kou lécbou. Pied nastupem sulfonamidt
byla imrtnost u plicni nokardiézy 100 %,
s jejich pouzitim klesla na 50 % a dnes s uzi-
tim kombinaci antibiotik dale klesa. Vzhle-
dem k tomu, Ze jednotlivé druhy nokardii
se 1isi rezistenci na rizné skupiny antibio-
tik, je zadouci rychla druhova identifikace
puvodce spolu se stanovenim typického
vzorce citlivosti. A protoze se pouzivané
postupy vymykaji rutinni praxi pracovist
klinické mikrobiologie, ziistava jejich hlav-
nim ukolem prikaz pravdépodobného pu-
vodce onemocnéni a orientacni urceni po-
dle fenotypu rezistence do komplexi.
Potom je kmen zaslan na presné urceni do
referencni laboratore. O unikatni sbirce
patogennich aktinomycet v Narodni refe-
rencni laboratofi v Trutnové se docCtete na
str. XXVII kulérové prilohy.
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