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Prvni izolace Nocardia transvalensis v Ceské republice z abscesu mozku

u pacienta po transplantaci ledvin

First isolation of Nocardia transvalensis in the Czech Republic from a brain abscess

of a kidney transplant recipient

Josef Scharfen ml., Tamara Bergerova, Martin Buncek, Pavla Urbaskova, Tomas Reischig, Hana Starkova

— Souhrn « Summary

Sedesitisestilety muZ s diabetem II. typu a chronickou insuficienci ledvin podstoupil po selhani prvniho §tépu
ledviny druhou transplantaci ledviny. 14 mésict po transplantaci byly na CT prokazany v pravém frontdlnim
laloku mnohocetné abscesy mozku. Z aerobni kultivace byly zachyceny vldknité grampozitivni bakterie pred-
béZné zatazené podle své rezistence na amikacin do Nocardia transvalensis komplexu. Identifikace N.transvalensis
byla potvrzena sekvencovanim ¢asti gentll pro 16S rRNA a rpoB. Pacient byl 1é¢en kombinaci i.v. meropenemu
a p.o. kotrimoxazolu ve spojeni s antiedemat6ézni terapii. Po 11 tydnech byl pacient v dobrém klinickém stavu
a s uplnou regresi neurologické symptomatologie propustén do doméci péce. N.transvalensis je zachycovana
z klinického materidlu velmi vzacng. Toto je prvni p¥ipad zachytu N. transvalensis v Ceské republice.

A 66-year-old man with type 2 diabetes and chronic renal insufficiency underwent a second kidney transplanta-
tion after kidney graft failure due to chronic glomerulonephritis. Fourteen months after transplantation, a CT
scan revealed multiple cerebral abscesses in the right frontal cerebral lobe. Aerobic culture yielded filamentous
gram-positive bacteria presumptively identified as the Nocardia transvalensis complex, based on their resist-
ance to amikacin. The bacterium was confirmed by partial sequencing of the 16S rRNA and rpoB genes as N.
transvalensis. The patient was treated with the combination of intravenous meropenem and oral co-trimoxazole
and anti-edema therapy. After 11 weeks, the patient was discharged to home care in good clinical condition
with complete regression of neurological symptoms. N. transvalensis is rarely detected in clinical specimens.
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This is the first report of N. transvalensis isolate in the Czech Republic.
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UvVOD

Nocardia transvalensis je velmi vzacnym ptvodcem no-
kardidzy. Jeji prvni zachyt v dané geografické oblasti je
obvykle divodem k publikaci. N.transvalensis je druh
vysoce rezistentni na pouzivana antibiotika v¢etné ami-
kacinu, ktery je jednim z 1ékii volby u systémovych pfi-
padi nokardiézy [10].

STRUCNA KAZUISTIKA

Sedesatigestilety muZ s diabetem II typu a renalni insufi-
cienci po chronické glomerulonefritidé byl intermitentné
dialyzovan pod dobu 2 let. Po prvni transplantaci kada-
verdzni ledviny, $tép selhal mésic po transplantaci kvili
trombdze a. renalis. O rok pozdéji byla provedena druha
transplantace. Pocatecni imunosuprese zahrnovala Tacro-
lim, mykofenolat - mofetil and kortikosteroidy spolu
s induk¢ni terapii kralicim antithymocytarnim globuli-

nem (ATG). Byla zavedena profylaxe CMV infekce p.o.
Gancyklovirem, profylaxe gastrointestindlni kandid6zy
p.o. natamycinem a profylaxe uroinfekce a infekce Prneu-
mocystis jirovecii kotrimoxazolem. Funkce transplantatu
se obnovila ihned po transplantaci. Pooperaéni pribéh
byl komplikovan akutni pyelonefritidou s urosepsi. Po
1é¢bé amoxycilin-klavulanatem a ciprofloxacinem se kli-
nicky stav a funkce ledvin upravily. 14 mésict po trans-
plantaci byl pacient pfijat na neurochirurgické oddéleni
Fakultni Nemocnice v Plzni s projevy hemiparézy vlevo,
zavrati a ospalosti, bez celkovych klinickych a laborator-
nich pfiznaki infekce. Pacient byl intermitentné subfeb-
rilni, hodnoty C-reaktivniho proteinu byly pouze 3 mg/L.
Pti CT vysetfeni byly prokdzany mnohocetné abscesy
mozku v pravém Celnim mozkovém laloku s projevy
tézkého edému. Byla provedena terapeutickd a diagnos-
ticka punk¢ni kraniotomie s aspiraci zelenavého hnisu.
Hnis byl naockovan na Columbia krevni agar (CKA)
a Brain Heart Infusion agar (BHIA). Po predbézném za-
fazeni nokardie do N.transvalensis komplexu byla pone-
chéana pocatecni antibioticka terapie v kombinaci i.v. me-
ropenemu s p.o. kotrimoxazolem spolu s antiedemat6zni
terapii. Z udrzZovaci imunosupresivni terapie byl vylou-
¢en mykofenolat-mofetil, pokracovano nizkymi davkami
Tacrolimu (5-8 ng/ml) a prednisonu (5 mg). Abscesové
dutiny byly drénovany a proplachovany roztokem s kotri-
moxazolem. Po deviti tydnech byla terapie zménéna na
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i.v. cefixim a p.o. kotrimoxazol. Za dalsi dva tydny byl
pacient propustén do doméci péce v dobrém klinickém
stavu a s uplnou regresi neurologické symptomatologie.
Stép byl plné funkéni. Lécba p.o. kotrimoxazolem dlou-
hodobé pokracovala v ambulantnim reZimu po dobu
1,5 roku. Kontrolni vySetfeni pomoci MRI prokézalo
uplnou regresi abscesovych dutin. V dobé publikace je
pacient 5 let po transplantaci ledviny a 4 roky po pocatku
nokardiové infekce v dobrém klinickém stavu a bez re-
lapsu nokardiézy.

Zakladni mikrobiologické vySetieni bylo provedeno
na Oddéleni klinické mikrobiologie, Lékarské fakulty
University Karlovy v Plzni. V hnisu odebraném z CNS
byla v barveni podle Grama pozorovana jemna vétvici se
grampozitivni vlakna. Céste¢na acidorezistence ttvar
v barveni podle Kinyouna nebyla prokéazana [1, 8, 9].
Klinicky material byl o¢kovan na Brain Heart Infusion
Agar s krvi a Columbia krevni agar. Po 4 dnech pfi ae-
robni inkubaci vyrostly na obou plotnach velice drobné
siln€ vrustajici kolonie pokryté kiidove bilym vzduSnym
myceliem (AM) (obrédzek 1). PfedbéZna diagndza nokar-
diézy vyplyvala z ristovych a morfologickych charakte-
ristik izoldtu a z informace o pfedchozi imunosupresivni
1é¢bé pacienta (obrazky 2, 3, 4). Byla nasazena empiric-
ka 1é¢ba kotrimoxazolem. Kmen byl vySetfen v NRL pro
antibiotika v SZU v Praze, douréeni bylo provedeno
v NRL pro patogenni aktinomycety v Trutnové. Hlavni
charakteristikou ve fenotypu rezistence byla rezistence
na amikacin. Ta je mezi nokardiemi velice vzacna a je
typickd pravé pro N.transvalensis komplex. [1, 13]. Re-
zistence na amikacin typicka pro N.transvalensis kom-
plex byla potvrzena diskovym difiznim testem pfi dour-
¢ovani kmene v NRL pro patogenni aktinomycety
(obrazek 5). Pro nokardie je typicka rezistence na lyso-
zym vySetifend diskovym testem podle Boirona. V litera-
tufe je popsano 6 druhovych komplext nokardii patficich
difive do Nocardia asteroides komplexu sensu lato.
N.transvalensis patii do komplexu IV (tabulka 1).

Vysetieni fenotypu rezistence se provadi diskovym
diftiznim testem na MH agaru Bio Mérieux podle dopo-
ruené standardni metody [1, 8]. Standardni vySetfeni
citlivosti na antibiotika pro klinické pouZiti se provadi
diluéni metodou v mikrotitraénich destickach podle stan-
dardd NCCLS/CLSI pro mykobaktérie a aerobni aktino-
mycety [1, 3, 7, 11]. Vysledky byly hodnoceny po 24, 48
a 72 hodinach. Kvili pomalému ristu izolatu byla inku-
bacéni doba prodlouzZena az do doby optiméalniho rastu
kmene v kontrolnich jamkach. K interpretaci vysledku
byly pouzity oficidlni breakpointy podle NCCLS/CLSI
(Tabulka 2).

Druhy krok identifikace nokardii. Ve druhém kroku
bylo provedeno sekvencovéani genli pro 16S rRNA rpoB.
DNA kmene byla izolovana modifikovanou CTAB meto-
dou podle Harmsena. Geny 16S rRNA a rpoB byly am-
plifikovany s pouZitim standardnich eubakteridlnich pri-
meru. Produkty PCR reakce byly pfimo pouzZity v sek-
venéni reakci s pouZzitim stejnych primeri jako pro PCR
a se sekven¢nim kitem Dye Terminator v3. (ABI, USA)
byl analyzovany na ABI PRISM® 3100-Avant genetic
analyzer (Applied Biosystems, USA). Contigy byly se-
staveny v programu VectorNTI (Invitrogen, USA) and
vysledné sekvence byly vyhodnoceny s pouZitim progra-
mu BLAST v databazich GenBank (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) a RIDOM (http://www.ridom.com)
[2, 6]. Identifikace N.transvalensis byla povaZzovana za
validni, protoZe shoda bazi dosahovala 99-100 % a dru-
hy nabizené softwarem byly homogenni. Identifikace
byla ve shodég s fenotypem rezistence.

DISKUSE

Nokardiéza je exogenni infekci z prostredi. Primérni lo-
zisko je obvykle v plicich, n€kdy se jej vSak nepodafi
prokézat, jako tomu bylo i v popsaném pfipadé¢. Profyla-
xe kotrimoxazolem proti pneumocystéze ma zabrénit
rozvoji nokardiézy [10 ]. Nokardiéza se v tomto piipadé
rozvinula v pribéhu profylaxe kotrimoxazolem. V prvni
fazi 1écby byly abscesové dutiny vyplachovany roztokem
amikacinu, na ktery je N.transvalensis primarné rezis-

Obrazek 1: Nocardia transvalensis, TR-947, celkovy pohled,
drobné kolonie pokryté bilym vzdusnym myceliem na plotné
Columbia krevniho agaru po 72 hodinéch kultivace.

Tabulka 1: Nocardia transvalensis complex, fenotyp rezistence, udaje o citlivosti a rezistenci podle literatury [Pijper, Pullinger, 1927]

Nocardia transvalensis
komplex

Nocardia transvalensis
sensu stricto

Fenotyp
rezistence IV

Citlivy na: ciprofloxacin, ceftriaxon,
linkomycin, imipenem

Rezistentni na: amikacin,
tobramycin, gentamicin,
kanamycin, erytromycin

a clarithromycin

Poznamka:
Rezistentni k AMI!
Jedina mezi nokardiemi
rezistentni na vSechny
amino-glykosidy

Velmi pomaly rist.

291



ZPRAVY EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2009; 18(9)

Tabulka 2: Minimalni inhibi€ni koncentrace (MIC) antibiotik, vySetfené standardni bujénovou diluéni mikrometodou
podle NCCLS M24-A. u kmene Nocardia transvalensis TR-947

Antibiotikum MIC Kategorie Interpretacni kritéria pro nokardie NCCLS M24-A
A MIC mg/I
mg/| citlivosti
citlivy rezistentni
ampicilin 8 C <=8 > 16
cefotaxim 1 C <=8 >16
meropenem 0,25 C <=4 >8
ciprofloxacin 0,25 C <=1 >2
ko-trimoxazol 128 R <=32 > 32
gentamicin > 32 R <=4 >8
tobramycin > 32 R <=4 >8
amikacin > 32 R <=8 >8

Kategorie C — citlivy, R - resistentni

Obrazek 2: Nocardia transvalensis, TR-947, Obrazek 4: Nocardia transvalensis, TR-947, zralé pétimilimetrové

castecna acidorezistence v barveni na acidorezistenci kolonie na Columbia krevnim agaru po 3 tydnech aerobni kultivace.
za studena podle Kinyouna. Kolonie jsou pokryty kiidové bilym vzdusnym myceliem, prasklinami

v povrchu kolonii prosvita bézovy pigment.

Obrazek 5: Nocardia transvalensis, TR-947, inhibi€ni zony kolem
disku s antibiotiky, pida MH agar, inkubace 72 hod. pfi 36°C

v normalni atmosfére.

Legenda: Disky a obsah antibiotika: zleva amikacin 30 pg, amoxicillin/klavulanat
20/10 pg, klaritromycin 15 pg. Rezistence na amikacin je hlavnim diagnostickym
znakem v orientacni diagnostice N. transvalensis komplexu podle fenotypl

. - . . . . ' . . , rezistence. Rust nokardii kolem disku s amikacinem je oznacen Sipkou.
Obrazek 3: Nocardia transvalensis, TR-947, bohaté rozvétvené : P

mycelium pfi epimikroskopickém vySetfeni po 24 hodinové kultivaci
na vodovodnim agaru. Pivodni zvétSeni 400x.
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tentni. Diky rychlému vySetfeni citlivosti a pfedbéZné
identifikaci byl 1é¢ebny postup modifikovan. Je nutno
upozornit na to, Ze testovani citlivosti diskovym difus-
nim testem ma mnoh4 uskali. U pomalu rostouci N.trans-
valensis je to zejména faleSn€ pozitivni citlivost na ami-
kacin pfi odecitani vysledkti béhem prvnich 72 hodin.
Podle literatury je N.transvalensis prakticky vzdy rezis-
tentni na amikacin na rozdil od vSech ostatnich nokardii
[13]. Z té€chto divodu je nutno provadét vysSetieni citli-
vosti standardni metodou NCCLS/CLSI pomoci diluéni-
ho testu [1, 3, 7, 11], i kdyZ v nékterych pfipadech je tre-
ba inkubacni dobu prodlouZit dle potieby az do detekce
pozitivniho ristu v kontrolni jamce. Interpretace vysled-
ku sekvencovani musi byt v souladu s fenotypovymi
daty, jinak by mél byt vysledek konfirmovén jinou mole-
kularné mikrobiologickou metodou [6, 8, 9]. Specificita
identifikace je siln& ovlivnéna velikosti sekvencované
¢asti ptisluSného genu [2, 6]. Polyfazova identifikace
rodu Nocardia je spiSe tikolem pro referen¢ni laboratof.

V literatute popsana prevalence bakterii rodu Nocar-
dia v Ceské republice je Nocardia nova 27 % +Nocardia
farcinica 27 %, Nocardia otitidiscaviarum 26 %, Nocar-
dia cyriacigeorgici 15 % z celkového poctu 62 kment [9].

N. transvalensis je z klinického materidlu zachycova-
na velmi vzacné i ve svétovém méritku. [4, 5, 14] V na-
Sem pripad¢€ se jedna o prvni izolat N. transvalensis na
tizemi Ceské republiky. Rychld druhova identifikace a vy-
Setfeni citlivosti standardni metodou jsou zakladnimi
podminkami tspésné 1écby nokardidzy.

POUZITE ZKRATKY

AM - aeridlni (vzdu$né) mycelium

ATG - antithymocytarni globulin

BHIAK - Brain Heart Infusion Agar s krvi

CKA - Columbia krevni agar

CMYV - cytomegalovirus

Contig — vysledny sestfih nékolika sekvenci v celkové délce
vice nez 1 kB vznikly na zdkladé sekvenace PCR produktt
namnoZenych podle nékolika eubakteridlnich primerda.

CNS - centrdlni nervovy systém

CT - pocita¢ova tomografie

CTAB - cetrimoniumbromid tj. hexadecyltrimethylamonium-
bromid, soucast pufrovaciho roztoku pro extrakci DNA

MH - Mueller—Hinton agar

MRI — magneticka rezonance

NCCLS/CLSI - nérodni centrum (dstav) pro klinické a labora-
torni standardy (USA)

PCR - Polymerazova fetézova reakce
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