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OZET

Nocardia tirleri arasinda antibiyotik direng paternlerinin farklilik gostermesi tedavi seceneklerini kisit-
lamaktadir. Yavas tremeleri ve inokiilum hazirlamadaki glgliikler nedeniyle bu suslarda antibiyotik du-
yarllik testlerinin uygulanmasi sorun yaratmaktadir. Bu ¢alismada Nocardia izolatlarinin duyarliliklarinin
belirlenmesinde E-test ve disk diflizyon yontemlerinin karsilastiriimasi hedeflenmistir. Caismamizda E-test
yontemi, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan altin standart olarak kabul edi-
len sivi mikrodillisyon yontemi ile uyum oraninin %90 olarak verilmesi nedeniyle tercih edilmis ve disk
diflizyon yonteminin rutinde kullanilabilirliginin irdelenmesi amaclanmistir. Calismaya, beyin (n=7), ak-
ciger (n=12) ve deri/yumusak doku (n= 2) érneklerinden izole edilen toplam 21 Nocardia susu dahil edil-
mistir. Konvansiyonel yontemlerle izolatlarin altisi N.asteroides, altisi N.farcinica, besi N.cyriacigeorgica ve
dordi Nocardia spp. olarak tanimlanmistir. Suslarin ampisilin, ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-klavulanik
asit, seftazidim, sefepim, imipenem, gentamisin, eritromisin, moksifloksasin ve linezolide duyarlliklari E-
test ve/veya disk diflizyon yontemleriyle arastirimistir. Sonuclarin degerlendirilmesinde CLSI’nin 6nerdi-
gi Staphylococcus spp. i¢in yorumlama kriterleri kullanilmistir. TGm suslar E-test ile seftazidim, piperasilin-
tazobaktam ve ampisiline direncli; levofloksasin, moksifloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, tigesiklin
ve linezolide duyarli bulunmustur. Antibiyotiklere karsi duyarliigin belirlenmesinde yontemler arasindaki
uyum orani; ampisilin, seftazidim, imipenem, gentamisin ve linezolid icin %100, eritromisin icin %85.7,
sefepim icin %76.2, moksifloksasin icin %73.7, piperasilin-tazobaktam icin %71.4, ampisilin-sulbaktam
icin %70 ve amoksisilin-klavulanik asit icin %46.2 olarak belirlenmistir. Sonug olarak, rutin laboratuvar-
larda referans yontemin uygulanmasinin zor oldugu durumlarda, uygulama ve degerlendirme kolayhigi
nedeniyle E-testin, disk difiizyon yontemine alternatif olarak kullanilabilecedi kanisina varilmistir.
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ABSTRACT

Variations in antimicrobial susceptibility among different Nocardia species limit the options for therapy.
It is very difficult to perform antimicrobial susceptibility testing of these bacteria due to their slow growth
rate and problems in inoculum preparation. The aim of this study was to compare E-test and disk diffusi-
on methods for the determination of antimicrobial susceptibilities of Nocardia isolates. Since E-test is con-
sidered as 90% consistent with the gold standard microdilution method recommended by Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), it was chosen for comparison with disk diffusion and in order to de-
termine the use of disk diffusion in routine practice. A total of 21 Nocardia strains isolated from clinical spe-
cimens (12 lung, 7 brain and 2 skin/soft tissue samples) were included in the study. Six of the isolates we-
re identified as N.asteroides, six were N.farcinica, five were N.cyriacigeorgica and four were Nocardia spp. by
conventional methods. Susceptibilities of strains to ampicillin, ampicillin-sulbactam, amoxicillin-clavulanic
acid, ceftazidime, sefepime, imipenem, gentamicin, erythromycin, levofloxacin, moxifloxacin, trimetho-
prim-sulfamethoxazole, piperacillin-tazobactam, tigecycline, and linezolid were investigated by using E-test
and/or disk diffusion methods. The results were interpreted according to the CLSI breakpoints for Staphy-
lococcus spp. All of the strains were found to be resistant to ceftazidime, piperacillin-tazobactam and am-
picillin, however susceptible to levofloxacin, moxifloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole tigecycline, and
linezolid. The concordance between the methods in terms of susceptibility testing were 100% for ampicil-
lin, ceftazidime, imipenem, gentamicin and linezolid; 85.7% for erythromycin, 76.2% for sefepime, 73.7%
for moxifloxacin, 71.4% for piperacillin-tazobactam, 70% for ampicillin-sulbactam and 46.2% for amoxi-
cillin-clavulanic acid. In conclusion, the therapy must be planned according to the results of antimicrobial
susceptibility testing. Disk diffusion is not a reliable method due to the high rates of very major errors. E-
test would be an alternative method being practical and easily evaluated, especially in routine laboratories
in which the reference method could not be performed.

Key words: Nocardia spp.; antimicrobial susceptibility; E-test; disk diffusion method.

GiRis

Nocardia turleri, 6zellikle immin yetmezIligi olan hastalardan giderek artan siklikta
izole edilen patojenlerdir. Bu cins icinde en sik rastlanan tir N.asteroides olmakla bir-
likte, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve 16S rRNA sekanslama gibi molekuler yon-

temler sayesinde tanimlanmis pek cok yeni tlriin benzer enfeksiyonlar olusturdugu
bildirilmektedir'.

Nocardia turleri en ¢ok pulmoner enfeksiyon seklinde karsimiza ¢ikmakla birlikte,
hematojen yolla yayilim sonucu deri, yumusak doku ve santral sinir sistemi enfeksiyon-
larina da yol acabilir. Ozellikle Nocardia tiirleri ile gelisen santral sinir sistemi enfeksi-
yonlarinin tedavisi glictur. Turler arasinda farkli antibiyotik diren¢ paternlerinin goral-
mesi de tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. Bu tirlerle gelisen ciddi ve yaygin enfek-
siyonlarda, tedaviye yanit vermeyen olgularda ve siilfonamidlere allerjisi olan hastalar-
da duyarlilik testleri, tedaviye yon vermede énemlidir'-3. Yavas iremeleri ve inokilum
hazirlamadaki guclikler nedeniyle, bu suslarda antibiyotik duyarllik testlerinin uygu-
lanmasi sorun teskil etmektedir. Ayrica, in vitro sonuglar ile klinik sonuglarin uyumunu
gosteren calismalarin az olmasi da, elde edilen sonuclarin dikkatle yorumlanmasini ge-
rektirmektedir' 4>,

Nocardia tirlerinin antimikrobiyal duyarlliklarin belirlenmesinde disk diflizyon, E-test,
agar dilisyon, BACTEC radyometrik tGreme indeksi metodu gibi pek ¢ok yontem kulla-
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nilmaktadir*®, Bununla birlikte “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”, kat-
yon ayarlanmig Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilarak yapilan sivi mikrodiliisyon yon-
temini 6nermektedir’. Ancak bu yéntemin uygulama zorluklari, laboratuvarlari disk di-
flizyon ve E-test gibi daha kolay uygulanabilir test yontemlerine yoneltmektedir. Bu ¢a-
lismada, altin standart yontem olmamakla birlikte, uyum oranlarinin %90 olarak bildiril-
mesi nedeniyle E-test yontemi tercih edilmis ve disk difiizyon yonteminin rutinde kulla-
nilabilirliginin arastirlmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, klinik 6rneklerden izole edilen ve yurt disinda bir merkezde (Faculte de
Pharmacie, Universite Claude-Bernard, Fransa) konvansiyonel mikrobiyolojik yontem-
ler ile tanimlanan 21 Nocardia izolati dahil edildi'®"". Suslarin ampisilin, ampisilin-
sulbaktam, amoksisilin-klavulanik asit, seftazidim, sefepim, imipenem, gentamisin,
eritromisin, moksifloksasin ve linezolide duyarhlklari %5 koyun kanli Mueller-Hinton
besiyeri kullanilarak E-test ve disk diflizyon yontemleriyle; tigesiklin ve levofloksasine
duyarliliklari E-test yontemiyle; trimetoprim-sulfametoksazol duyarhliklari ise disk di-
flizyon yontemiyle arastirildi. Tim test besiyerleri 35°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra, sonuclar CLSI Staphylococcus spp. yorumlama kriterlerine gore degerlendiril-
di'2. Kalite kontrol suslari olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve ATCC 25923
kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda tanimlanan Nocardia tirleri ve izole edildikleri ornekler Tablo 1'de gos-
terilmistir. E-test yontemiyle test edilen antibiyotikler icin duyarliik durumlari, MiKso'
MiK90 degerleri ve MiK araliklari ise Tablo I1’de verilmistir. Tim suglar seftazidim, pipera-
silin-tazobaktam ve ampisiline direncli, linezolide duyarl bulunmustur.

Yontemlerin kategorik uyumu incelendiginde, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-
tazobaktam ve sefepim duyarlilik sonuglarinda disk diflizyon testi ile biiylik hata oranla-
rinin yiksek oldugu gorilmustur (Tablo Il1).

Tablo I. Nocardia Suslarinin izole Edildikleri Orneklere Gére Dagilimi

Tir Beyin Akciger Deri/yumusak doku
N.asteroides 2 4 -
N.farcinica 3 2 1
N.cyriacigeorgica 1 4 -
N.transvalensis - - 1
N.otitiscaviarum - 1 -
Nocardia spp. 1 1 -
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Tablo II. Nocardia spp. [zolatlarinin E-test Sonuglarina Gére Duyarlilik Durumlari, MIK s M/K90 Degerleri

ve MIK Araliklari

ug/mL Sayi (%)
Antibiyotik MiK,,  MiK, MK arahg S | R
Ampisilin (n=13) 8 32 1-32 0 0 13 (100)
Ampisilin-sulbaktam (n= 21) 4 16 0.5-256 17 (81) 3(14.3) 1(4.7)
Amoksisilin- 4 4 0.25-8 12 (92.3) 0 1(7.7)
klavulanik asit (n=13)
Piperasilin- > 256 > 256 > 256 0 0 21 (100)
tazobaktam (n= 21)
Seftazidim (n= 21) > 256 > 256 > 256 0 0 21 (100)
Sefepim (n=21) 1 8 0.25-> 256 19 (90.5) 0 2(9.5)
imipenem (n= 21) 0.25 1 0.06-8 20 (95.2) 1(4.8) 0
Gentamisin (n= 21) 1 32 0.25-64 13(61.9) 3(14.3) 5(23.8)
Levofloksasin (n= 21) 2 16 0.06-16 9 (42.9) 2(9.5) 10 (47.6)
Moksifloksasin (n=19) 0.5 1 0.01-1 15(78.9) 4 (21.1) 0
Eritromisin (n= 14) 4 32 0.06-64 1(7.1) 7 (50) 6 (42.9)
Tigesiklin (n= 21)* 0.12 0.5 0.03-1 19 (90.5) 0 2 (9.5)
Linezolid (n= 21)* 0.25 0.5 0.12-1 21 (100) 0 0

* Tigesiklin ve linezolid icin EUCAST sinir de@erleri kullaniimistir.
S: Duyarli, I: Orta duyarli (Intermediate), R: Direncli, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.

Tablo Ill. Nocardia Suslari Icin E-test ve Disk Diftizyon Yéntemleri Arasindaki Kategorik Uyum ve Hata

Oranlan
E-test/disk difiizyon
% Uyum

(Uyumlu sonug/ Cok buyuk Biiyiik hata® Kiiciik hata“
Antibiyotik Toplam) hata? (%) (%) (%)
Ampisilin 100 (13/13) 0 0 0
Ampisilin-sulbaktam 70 (14/21) 0 1(4.8) 6 (28.6)
Amoksisilin-klavulanik asit 46.2 (6/13) 1(7.7) 6 (46.2) 0
Piperasilin-tazobaktam 71.4 (15/21) 6 (28.6) 0 0
Seftazidim 100 (21/21) 0 0 0
Sefepim 76.2 (16/21) 1(4.8) 3(14.3) 1(4.8)
imipenem 100 (21/21) 0 0 0
Gentamisin 100 (21/21) 0 0 0
Levofloksasin Calisiimadi Calisiimadi Calisiimadi Calisgiimadi
Moksifloksasin 73.7 (14/19) 0 1(5.3) 4 (21)
Eritromisin 85.7 (12/14) 0 0 2 (14.3)
Tigesiklin Cahsilmadi Cahsilmadi Cahsilmadi Cahsilmadi
Linezolid 100 (21/21) 0 0 0

a: Yalanci duyarl sonug, b: Yalanci direncli sonug, c: Yalanci “intermediate” sonug.
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TARTISMA

Nocardia tirlerine bagh olarak gelisen agir ve yaygin enfeksiyonlarda, tedaviye yanit
vermeyen ya da slilfonamid allerjisi olan hastalarda tedaviye yon vermek amaciyla anti-
mikrobiyal duyarlilik testi yapilmasi énerilir'®. Trimetoprim-siilfametoksazol, Nocardia
enfeksiyonlarinin standart tedavisinde onerilen bir ila¢c olmakla birlikte, HIV ile enfekte
hastalarda tedaviye yanitin zayif olabilecedi ve/veya trimetoprim-silfametoksazol di-
rencli suslarin bulunabilecedi unutulmamalidir’>4,

Nocardia tirlerinin de icinde bulundugu aerop aktinomicesler icin, CLSI tarafindan,
katyonu ayarlanmig Mueller-Hinton sivi besiyerinde sivi mikrodiliisyon yontemi oneril-
mektedir’. Bu yéntemin performansi ve sonuglarin yorumlanmasi, yéntem hakkindaki
bilgi ve deneyim ile dogrudan iliskilidir. Bunun yani sira N.nova kompleksi izolatlarinin
zayif iremesi, onerilen 72 saatlik inkibasyon suresi sonunda sonuclarin okunmasini glic-
lestirmektedir. Disk diflizyon yonteminde ise, aminoglikozidler ve siprofloksasin ile kes-
kin sinirli zon caplari elde edilmekle birlikte, tetrasiklin, beta-laktamlar ve stlfonamid
diskleri etrafindaki inhibisyon zonlari net olmadigindan yorumlamada sorun olusturabil-
digi iddia edilmektedir'. Calismamizda test edilen beta-laktam antibiyotiklerden ampisi-
lin, seftazidim ve imipenemle iki yontem arasinda %100 uyum saptanmistir. Ayni sekil-
de gentamisin ve linezolid icin de testler arasindaki uyum %7100 olarak bulunmustur. Bu-
nunla birlikte sefepim ve beta-laktamaz inhibitorli kombinasyonlarda uyumun dstk ol-
dugu gozlenmistir. Bu yontemler diginda, agar diltsyon, E-test ve BACTEC radyometrik
ireme indeksi metodu gibi pek cok yéntem kullanilmaktadir®. Ambaye ve arkadaslari’,
N.asteroides kompleks izolatlarinin duyarliliklarinin belirlenmesinde BACTEC radyometrik
Ureme indeksi metodunun en iyi yontem oldugunu ve altin standart testle %97.9 uyum
gosterdigini rapor etmislerdir. Bu yontemler arasinda uygulama kolayhigi yoninden E-
test ve disk difiizyon siklikla tercih edilmektedir. Biehle ve arkadaslar®, Nocardia izolatla-
ri icin E-test ile sivi mikrodilisyon arasindaki uyumu %96.2, E-test ile disk difiizyon ara-
sindaki uyumu ise %93.3 olarak bulmuslardir. Ayni calismada inokiilumun 107 cfu/ml’ye
diisiirilmesiyle optimal performans saglandigi iddia edilmistir®. Antimikrobiyal duyarlilik
yontemlerinin karsilastinldigi calismalarda, Nocardia izolatlari icin uyum oranlarinin
%90'in lizerinde olmasi, inhibisyon sinirlarinin kolay okunabilir olmasi ve kolay uygulan-
masi nedeniyle E-test yéntemi 6nerilmektedir®813,

Tedavide kullanilan trimetoprim-sulfametoksazol, minosiklin, tictinct kusak sefalospo-
rinler ve kinolonlar gibi antibiyotiklere karsi tiirlere gore degisen ve giderek artan direng
oranlari, arastirmacilar tigesiklin ve linezolid gibi yeni antibiyotikler lizerinde ¢alismaya
yoneltmistir. Bu calismalarda, Nocardia izolatlarinin bu antibiyotiklere duyarli oldugu ve
Nocardia enfeksiyonlarinin tedavisinde tigesiklin ve linezolidin etkili olabilecegi gosteril-
mistir' '8, Calismamizda elde edilen MK, ve MiK, degerleri ile MiK araliklari da bunu
desteklemektedir.

Sonug olarak, Nocardia suslarinin antimikrobiyal duyarhlik durumlar tiirlere gore de-
gisiklik gostermekte ve siilffonamidlerle yapilan geleneksel ampirik tedavi yerini yeni pro-
tokollere birakmaktadir. Dolayisiyla enfeksiyonlarin tedavisi planlanirken antibiyotik du-
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yarlilik sonuclarina gore karar verilmelidir. Ancak, disk difiizyon yéntemiyle alinan duyar-
lihk sonuclarinda hata oranlarinin ylksek olmasi ve zon caplarinin her zaman net olarak
degerlendirilememesi, bu yontemin kullanilabilirligini azaltmaktadir. E-test ise, uygulama
ve degerlendirmenin kolay olmasi nedeniyle alternatif bir yontem olarak kullanilabilir.
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