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Nocardia tiirleri dogada bulunan diisiik viriilansl bakterilerdir. Ozellikle altta yatan immiinsupresyon,
kronik akciger hastaligi ve malignite gibi risk faktorleri olan hastalarda enfeksiyon etkeni olabilmektedir.
Sik goriilmedigi ve patognomonik semptomlari olmadigi icin kolaylikla gézden kagirilabilmektedir. Bu ca-
lismada, rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Nocardia enfeksiyonlarinin tanisinda Gram boyali yayma-
larin mikroskobik incelemesinin 6nemine dikkat ¢ekilmesi amaglanmistir. Calismaya Hacettepe Universite-
si Tip Fakiiltesi Hastanesinde Kasim 2014-Aralik 2015 tarihleri arasinda klinik 6rneklerinde Nocardia spp.
izolasyonu saptanan olgular dahil edilmistir. Laboratuvara gelen 6rneklerin Gram boyanmis yaymalarinin
direkt mikroskobik incelenmesinde Nocardia spp. ile uyumlu goriintiisi olan 6rneklerin kilturlerinin inki-
basyon siireleri uzatilmistir. Ureme saptanan plaklardaki koloniler, konvansiyonel mikrobiyolojik yéntem-
lerle ve ayrica matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS, bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile tanimlanmistir. Nocardia izolatlarinin tir diizeyinde tanim-
lanmasi, 16S rRNA gen dizi analizi ile yapilmistir. Nocardia izolatlari arasindaki genetik iliskiyi gostermek
icin izolatlara ‘pulsed-field’ jel elektroforezi (PFGE) yapilmustir. izolatlarin amoksisilin-klavulonat (AMC),
linezolid, moksifloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SXT), amikasin, imipenem, klaritromisin, se-
fepim, sefotaksim, seftriakson ve siprofloksasine karsi in vitro duyarhliklari gradiyent serit yontemi (E-test,
bioMerieux, Fransa) kullanilarak saptanmistir. Calisma stiresi icinde sekiz hastadan toplam 19 Nocardia
spp. izolati elde edilmistir. Dokuz aylik siire zarfinda dort olguda, Nocardia spp.’nin tekrarlayan (re-
mesi saptanmistir. En sik izole edilen tiir, dort olguda tanimlanan N.cyriacigeorgica olarak belirlenmistir.
Hastalardan izole edilen diger tirler N.asteroides, N.transvalensis, N.farcinicia ve N.asiatica/arthritidis'tir.
DNA dizi analizi ve MALDI-TOF MS ile elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 19 izolattan 16 (%84.2)’si
MALDI-TOF MS ile cins diizeyinde ve 9 (%47.4)'u tiir diizeyinde dogru olarak tanimlanirken, l¢ (%15.8)
izolat tanimlanamamis, yedisi (%36.8) ise yanlis tanimlanmistir. PFGE sonuglarina gore ayni hastadan
izole edilen suslarin genetik olarak ayni oldugu belirlenmistir. izolatlarin tamami amikasin, sefepim, sefo-
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taksim, seftriakson, imipenem, linezolid ve bir izolat disinda TMP-SXT’ye duyarl bulunmustur. Calisma
izolatlari arasinda en sik direnc siprofloksasine (%62.5) karsi saptanmis, bunu klaritromisin (%37.5) takip
etmistir. N.cyriacigeorgica, calisma popilasyonunda en sik saptanan ve antibiyotiklere karsi en direncli
tur olarak belirlenmistir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izolasyonu zor olan Nocardia tiiri bakterile-
rin tanimlanmasinda en degerli yontemlerden biri klinik érneklerin direkt mikroskobik incelemesidir. Bu
calisma ile cok cesitli klinik tablolarla ortaya cikabilen ve kolaylikla gozden kacabilen Nocardia tiirlerinin
tanimlanmasinda Gram boyali klinik érneklerin incelemesinin 6nemi vurgulanmistir. Ayrica izole edilen
bakterilerin antibiyotik duyarllik profilleri belirlenerek, tiirlere 6zgii duyarllik profillerine katkida bulunul-
mustur. Nocardia tirlerinin dogru tanimlanmasi klinik ve epidemiyolojik arastirmalara katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Nocardia; Gram boyama; modifiye asit-fast boyama; MALDI-TOF MS.

ABSTRACT

Nocardia species are low virulence bacteria found in nature. They can be an infectious agent, es-
pecially in patients with risk factors such as underlying immunosuppression, chronic lung disease, and
malignancy. They can be easily overlooked because they are not seen frequently and has no pathog-
nomonic symptoms. With this study, it was aimed to draw attention to the importance of microscopic
examination of Gram-stained smears in the diagnosis of Nocardia infections in routine microbiology
laboratories. Cases in which Nocardia spp. were detected in their clinical samples between November
2014-December 2015 in Hacettepe University Medical Faculty Hospital were included in the study. In
the direct microscopic examination of Gram-stained smears of the samples arriving to the laboratory,
the incubation periods of the cultures of the samples compatible with Nocardia spp. were extended.
Then relevant colonies were identified by conventional microbiological methods and also by matrix-as-
sisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS, bioMerieux, France)
automated system. Species-level identification of Nocardia isolates was performed by 16S rRNA gene
sequence analysis. To demonstrate the genetic relationship between Nocardia isolates, pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) was performed. In vitro susceptibility of the isolates against amoxicillin-clavula-
nate (AMC), linezolid, moxifloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SXT), amikacin, imipenem,
clarithromycin, cefepime, cefotaxime, ceftriaxone, and ciprofloxacin was determined using the gradient
strip method (E-test). A total of 19 Nocardia spp. strains were isolated from eight patients. Four cases
exhibited repeated growth of Nocardia spp. up to a period of nine months. The most frequently isolated
species was N.cyriacigeorgica, which was identified in four cases. Other species isolated from patients
were N.asteroides, N.transvalensis, N.farcinicia, and N.asiatica/arthritidis. When the results obtained with
DNA sequence analysis and MALDI-TOF MS were compared, 16 (84.2%) of 19 isolates were correctly
identified to the genus level and 9 (47.4%) to the species level with MALDI-TOF MS, while three (15.8%)
isolates could not be identified, and seven (36.8%) isolates were misidentified. According to the PFGE
results, it was determined that the strains isolated from the same patient were genetically identical. All
isolates were susceptible to amikacin, cefepime, cefotaxime, ceftriaxone, imipenem, linezolid, and except
one isolate to TMP-SXT. Among the study isolates, the most common resistance was against ciprofloxacin
(62.5%), followed by clarithromycin (37.5%). N.cyriacigeorgica was determined as the most frequently
detected and the most resistant species to antibiotics in the study population. Direct microscopic exam-
ination of clinical specimens is one of the most valuable methods for the identification of Nocardia-type
bacteria, which is difficult to isolate in microbiology laboratories. With this study, the importance of ex-
amining Gram-stained clinical samples was emphasized in the identification of Nocardia species, which
can emerge with a wide variety of clinical forms and can be easily overlooked. In addition, antibiotic sus-
ceptibility profiles of the isolated bacteria were determinedto contribute to species-specific susceptibility
profiles. Accurate identification of Nocardia species will contribute to clinical and epidemiological studies.

Keywords: Nocardia; Gram staining; modified acid-fast staining; MALDI-TOF MS.
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GiRis

Nocardia tirleri Actinomycetales ailesine ait, dallanan gram-pozitif basillerdir. Virtilansi
disuk olan bu bakteriler dogada yaygin olarak bulunurlar. Siklikla bagisikhk sistemi baski-
lanmis kisilerde enfeksiyon etkeni olarak saptansalar da bagisiklik sistemi saglam kisilerde
de enfeksiyonlara yol acabilmektedirler'2. Deri enfeksiyonu gibi lokal enfeksiyonlardan
bakteriyemi gibi sistemik enfeksiyonlara kadar cok cesitli klinik tablolara neden olabil-
dikleri icin erken tani ve tedavi cok onemlidir. Nocardia turlerinin neden oldugu enfeksi-
yonlar sik goriilmedigi ve bu enfeksiyonlara ait karakteristik bir klinik bulgu ve semptom
olmadigi icin, bu bakterilere ait enfeksiyonlar kolaylikla gézden kagirilabilmektedir®. Bu-
nun yani sira klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Nocardia tirlerinin izolasyonunda ve
tanimlanmasinda yasanan zorluklar nedeniyle nokardiyozun tanisinda gecikmeler yasa-
nabilmektedir®.

Nokardiyoz olgu sunumlar degerlendirildiginde, bu bakterinin klinik mikrobiyolo-
ji laboratuvarlarinda gozden kacirilabildigi veya yanlis tanimlanabildigi gérilmiistir®.
Nocardia tirlerinin en kisa stirede dogru olarak tanimlanmasi ve buna bagh uygun teda-
vinin baslanmasi hastalarin prognozu acisindan biylk 6nem tagimaktadir. Gram boya-
ma yontemi rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda degerli bir tani aracidir. Laboratuvara
gelen klinik orneklerin degerlendirilmesinde cok onemli bir yere sahip olup, kilttrlerin
sonu¢lanmasindan saatler 6nce klinik 6rnekle ilgili klinisyene bilgi verilmesini saglar. Bu
calismanin amaci, Nocardia enfeksiyonlarinin tanisinda Gram boyamanin yeri ve 6nemini
vurgulamaktir.

GEREC ve YONTEM
Fenotipik Testler

Calismaya Kasim 2014-Aralik 2015 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fa-
kiltesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen cesitli klinik 6rneklerden [balgam,
bronkoalveolar lavaj (BAL), beyin omurilik sivisi (BOS) ve pliyden] izole edilen Nocardia
turleri dahil edildi. Bu klinik 6érnekler %5 koyun kanli agar, Mac Conkey agar ve cikolata
agar besiyerlerine (bioMerieux, Fransa) ekildi. Tim orneklere Gram boyasi uygulanarak
direkt mikroskobik degerlendirme yapildi. Gram boyamasinda dallanan gram-pozitif ba-
sil gortilen klinik 6rneklerin ekildigi kiltir plaklari glnlik olarak degerlendirilerek, kultir
plaklarinin inkiibasyon siiresi 14 giine kadar uzatildi. Ayrica bu klinik 6rneklerden ‘buf-
fered charcoal yeast extract’ (BCYE) agara da (bioMerieux, Fransa) ekim yapildi ve mo-
difiye asit-fast boyama gergeklestirildi. Tim kaltdr plaklart %5 CO,’li ortamda, 37°C’de
inklibe edildi. Mikroskobik ve makroskobik &zelliklere gore (koyun kanli agar, cikolata
agar ve BCYE agardaki koloni morfolojisi, Gram boyamadaki gorinim ve modifiye asit-
fast ile pozitif boyanma 6zelligi) 6n tanimlama yapildi.

16S rRNA Gen Dizi Analizi

ileri tiir tamimlamasi 16S rRNA geni 800 bp uzun fragman dizi analizi yoluyla yapildi
(ABI Prism 310 Genetik Analiz Cihazi, Applied Bio, Japonya). Nikleik asit purifikasyonu
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ise otomatize QIAsymphony (Qiagen, Almanya) cihaziyla yapildi. Polimeraz zincir reak-
siyon [polymerase chain reaction (PCR)] amplifikasyonu ile DNA dizi analizi icin p8FPL
5'-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3" ve p806R 5'-GACTACCAGGGTATCTAAT-3’ primerleri
kullanildi. 16S rRNA gen amplifikasyonu PCR kullanilarak GeneAmp PCR sistem 9700
(Applied Biosystems/Amerika) ile su sartlarda yapildi: 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,
60°C’de 30 saniye yeniden baglanma ve 72°C’de bir dakika uzama (35 dong). “Basic
Local Alignment Search Tool” (BLAST) kullanilarak GenBank veritabaninda 16S rRNA gen
dizi analizi yapildi ve iliskili Nocardia suslari veri tabanindan bulundu.

MALDI-TOF MS Tanimlama

izolatlar MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry) tabanli bir sistem olan VITEK MS sistemi (bioMerieux, Fransa)
(v3.0 veritabani) ile Gretici firmanin onerileri dogrultusunda tanimlandi.

Pulsed Field Jel Elektroforezi

izolatlar arasindaki genetik iliski, pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) kullanilarak arasti-
rildi. PFGE analizi icin genomik DNA, Louie ve arkadaslarinin tanimladigi ydntem modifiye
edilerek hazirland’. izolatlarin genotipik siniflandirimasinda PFGE paternleri temel alindi.
Bant profilleri GelCompar Il yazim sistemi (versiyon 6.6; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belcika) kullanilarak analiz edildi. Bant analizleri icin benzerlik hesaplarinin yapil-
masinda Dice korelasyon katsayisi ve kiimelesme analizi icin de UPGMA (““Unweighted
Pairvise Grouping Mathematical Averaging” matematiksel ortalamayla agirliksiz ciftlerin
gruplandiriimasr) yontemi kullanildi. Birbirleriyle %90in izerinde benzerlik gosteren izo-
latlar ayni klonda kabul edildi.

Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

Calismada amoksisilin-klavulonat (AMC), linezolid, moksifloksasin, trimetoprim-siilfa-
metoksazol (TMP-SXT), amikasin, imipenem, klaritromisin, sefepim, sefotaksim, seftri-
akson ve siprofloksasin duyarliliklari gradiyent serit yontemi (E-test, bioMerieux, Fransa)
kullanilarak, Uretici firma onerileri dogrultusunda uygulandi. Antibiyotik duyarllk test
sonugclari, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M24-A2 kilavuzuna gore
yorumland:®.

BULGULAR

Calisma siiresi boyunca sekiz hastada toplam 19 Nocardia spp. izole edilmistir. Kli-
nik érneklerin Gram boyama ile degerlendirilmesi sonucunda Nocardia stipheli goriinim
saptanan 19 6rnegin tamaminda en ge¢ 14 gunliik inkiibasyon siiresinin sonunda koyun
kanli agar, cikolata agar ve BCYE agarda beyaz tebesir tozu goriinimuinde ya da sari
renkli R (rough) koloniler seklinde lireme saptanmistir. Ply 6rneklerinde treyen sari renkli
bakteri disinda tim 6rneklerde beyaz tebesir tozu goriinimiinde treme olmustur. Bal-
gam ornekleri disinda tim orneklerde saf Greme saptanmistir. Stipheli kolonilerden Gram
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ve modifiye asit-fast boyamalari gerceklestirilmis; Gram boyama ile boncuklu (beaded)
gorunimli, dallanan gram-pozitif filamentoz basiller, modifiye asit-fast ile parlak kirmizi
boyanma 6zelligi gosteren basiller saptanmasi durumunda Nocardia 6n tanisiyla ileri in-
celemeye alinmistir.

Koloni morfolojisine ve Gram/modifiye asit-fast boyanma 6zelliklerine gére Nocardia
olarak 6n tanimlama yapilan tim izolatlarin, 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda Nocar-
dia spp. oldugu dogrulanmistir. Tim izolatlarin DNA dizi analizi GenBank veri tabanina
gore, Nocardia turleriyle %99.8 ila %100 oraninda benzerlik gostermistir.

DNA dizi analizi ile VITEK MS sonuclari karsilastirildiginda kiltirde Greyen 19 izolattan
16 (%84.2)'s1 VITEK MS ile cins dizeyinde ve 9 (%47.4)u tur diizeyinde dogru tanim-
lanmustir. Uc izolat (%15.8) tanimlanamamis, yedi izolat (%36.8) ise VITEK MS ile yanlis
tanimlanmustir. Dort olguda dokuz aylik siire icinde tekrarlayan epizotlar saptanmustir.
Calismaya dahil edilen hasta grubunda bes farkli Nocardia tiirii izole edilmis olup, en sik
izole edilen tiir N.cyriacigeorgica (n= 4 hasta) olarak tespit edilmistir. Hastalardan izole
edilen diger tirler ise N.asteroides, N.transvalensis, N.farcinicia ve N.asiatica/arthritidis ola-
rak belirlenmistir. Nocardia Gremelerinin saptandigi 6rnek tirlerinin dagilimi, hastalarin
tanilar ve VITEK MS tanimlama sonuclari Tablo I'de verilmistir.

Calisma suresi boyunca dort hastada, farkli zamanlarda alinan klinik 6rneklerde tekrar-
layan Nocardia Giremelerinin saptanmasi nedeniyle Nocardia izolatlari arasindaki genetik
iliskiyi gostermek amaciyla 19 izolata PFGE analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar
Tablo 11’de verilmistir. PFGE sonuglarina gore ayni hastadan izole edilen izolatlarin genetik
olarak ayni oldugu belirlenmistir.

Tablo I. Nocardia izolatlarinin Klinik Kékeni ve Hastalarin Klinik Bilgileri
VITEK MS Nocardia Tiirii Nocardia
Yas/ Primer Klinik Tanimlama (16S rRNA I1zolasyon
Olgu Cinsiyet Hastalik Ornek Tiirii Sonucu Sonucu) Epizotlari
1 20/K Kistik fibrozis Balgam Tanimlanamadi N.transvalensis 1
2 27/E Kistik fibrozis Balgam N.cyriacigeorgia N.asteroides 6
3 26/K Primer siliyer Balgam N.cyriacigeorgia N.cyriacigeorgia 4
diskinezi
4 56/K SLE? Balgam N.cyriacigeorgia N.cyriacigeorgia 1
5 38/K SLE? Pliy (beyin ~ Tanimlanamadi N.farcinica 2
apsesinden)
6 59/E MMP BAL® N.cyriacigeorgia N.cyriacigeorgia 1
74/E KOAH¢ Balgam N.cyriacigeorgia N.cyriacigeorgia 3
8 61/E Diffliz blyiik BOS® N.cyriacigeorgia  N.asiatica/arthritidis 1
B-hiicreli
lenfoma
2 Sistemik lupus eritematozus, °: Multipl miyelom, : Bronkoalveolar lavaj, % Kronik obstriiktif akciger hastalig,
€ Beyin omurilik sivisi.
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Tablo II. Nocardia izolatlarinin PFGE Sonuglari

izolat Numarasi Olgu Tiir PFGE Genotipleri Ornek Gelis Tarihleri
1 o1 N.transvalensis A 13.04.2015
2 02 N.asteroides B 15.01.2015
3 02 N.asteroides B 17.02.2015
4 02 N.asteroides B 10.03.2015
5 02 N.asteroides B 07.07.2015
6 02 N.asteroides B 21.07.2015
7 02 N.asteroides B 26.08.2015
8 03 N.cyriacigeorgica C 17.02.2015
9 03 N.cyriacigeorgica C 12.03.2015
10 03 N.cyriacigeorgica C 08.07.2015
11 03 N.cyriacigeorgica C 24.11.2015
12 04 N.cyriacigeorgica D 31.03.2015
13 05 N.farcinica E 20.11.2014
14 05 N.farcinica E 25.11.2014
15 06 N.cyriacigeorgica F 26.08.2015
16 o7 N.cyriacigeorgica G 13.12.2015
17 o7 N.cyriacigeorgica G 16.12.2015
18 o7 N.cyriacigeorgica G 23.12.2015
19 08 N.asiatica/arthritidis | 04.09.2015

izolatlarin timi amikasin, sefepim, sefotaksim, seftriakson, imipenem, linezolid ve orta
duyarli bulunan bir izolat diginda TMP-SXT’ye duyarl bulunmustur. Tim N.cyriacigeorgica
izolatlari siprofloksasine direncli olarak tespit edilmistir. Bir N.cyriacigeorgica izolati ve
bir N.asiatica/arthritidis izolati diginda, tim izolatlar AMC’ye duyarl olarak saptanmustir.
N.asiatical/ artritidis izolatt AMC'nin yani sira moksifloksasin ve siprofloksasine karsi da di-
rencli tespit edilmistir. iki N.cyriacigeorgica ve bir N.farcinica izolati klaritromisine direncli
bulunmustur. Calisma izolatlar arasinda en yiiksek direng siprofloksasine (%62.5) karsi
saptanmig, bunu klaritromisin (%37.5) takip etmistir.

Hastalara ait tekrarlayan izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik sonuclar ilk izolatla ayni
olarak saptanmistir. Bu nedenle her hastaya ait sadece ilk Uretilen izolata ait antimikrobiyal
duyarlilik sonucu Tablo Ill'te verilmistir. Ayrica en sik izole edilen tur olan N.cyriacigeorgica
icin antibiyotik duyarlilik profilleri daha detayh olarak Tablo IV'te degerlendirilmistir.
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Tablo IV. N.cyriacigeorgica izolatlarinin Antibiyotik Duyarlilik Profillerinin Degerlendirilmesi
Nocardia cyriacigeorgica (n= 9)
MiK, /MiK,) (ug/mL) MiK Arahgi (ug/mL) Kategori
S (%) 1 (%) R (%)
AMC 4/6 3-16 89 11 -
Linezolid 1/1.5 0.19-1.5 100 - -
Moksifloksasin 1/3 1-3 100 - -
TMP-SXT 0.064/0.5 0.032-1 100
Amikasin 0.5/0.5 0.25-0.5 100 - -
imipenem 0.25/0.25 0.125-1 100 - -
Klaritromisin 0.38/8 0.125-> 256 56 - 44
Sefepim 11 0.5-2 100 - -
Sefotaksim 0.25/1.5 0.25-1.5 100 - -
Seftriakson 1/1.5 0.25-1.5 100 - -
Siprofloksasin >32/> 32 8-> 32 - - 100
AMC: Amoksisilin-klavulonik asit, TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, S: Susceptible (Duyarli), I: Intermediate
(Orta duyarhy), R: Resistant (Direncli).

TARTISMA

Nocardia 6zellikle immunsuprese konaklarda, uzun siire steroid tedavisi alanlarda, kro-
nik akciger hastaliklari ve farkli maligniteleri olan hastalarda firsat¢i enfeksiyonlara yol ag-
maktadir®. Benzer sekilde bu calismada Nocardia (iremesi saptanan tiim hastalarda altta
yatan en az bir hastalik oldugu gorilmdustir. Primer siliyer diskinezili hastada dokuz aylik
siire icinde U¢ kez daha N.cyriacigeorgia Uremesi olmustur. Bunun disinda, li¢ hastada
daha tekrarlayan Nocardia GUremesi saptanmistir. Bu hastalardan sistemik lupus eritema-
tozus tanisi ile izlenen hastanin bes giin arayla gelen iki farkli klinik 6rneginde Nocardia
Uremesi tespit edilmistir. Tekrarlayan tremelerin belirlendigi bir diger olgu ise kronik
obstriktif akciger hastaligi olan bir hasta olup Nocardia liremeleri on giin icinde alinan
iki balgam 6rneginde saptanmistir. Kisa siire icinde tekrarlayan bu tremelerin, enfeksi-
yonun heniiz tedavi edilmemis olmasindan kaynaklandigi distinilmustir. Tekrarlayan
Uremeleri olan Ggtnci olgu bir kistik fibrozis hastasidir. Bu hastanin sekiz aylik siire icinde
alinan ardisik balgam orneklerinde alti kez N.asteroides’in tredigdi ve bu izolatlarin ayni
PFGE genotipine sahip oldugu saptanmistir. Bu nedenle bu hastada saptanan tiremelerin
kolonizasyon olabilecegini distindirmstdr.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda klinik 6rnekleri degerlendirirken Gram boyama ile 6n
degerlendirmenin yapilmasi blyltk 6nem tasimaktadir. Nocardia 6zelinde tartigmak
gerekirse, gec Ureme 0Ozelligine sahip bu patojenin uretilebilmesi icin kiltiir plaklarinin
inkiibasyon siiresinin uzatilmasi gerekmektedir. Ornegin normal kosullarda balgam ya
da ply orneklerinin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda inkiibasyon siiresi 48 saattir
ve bu siire Nocardia izolatlarinin tGremesi icin yeterli olmayabilir. Calismaya dahil edilen
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olgularin klinik 6rneklerinin Gram boyamasinda tipik boncuk tanesi seklinde dallanan
gram-pozitif mikroorganizmalarin gorilmesi nedeniyle kultir plaklarinin inkiibasyon su-
resi 14 guine kadar uzatilmis ve secici bir besiyeri olan BCYE agara ek ekimleri gercekles-
tirilmistir. Hastalara ait tim klinik 6rneklerde Nocardia turlerinin 48 saatten daha uzun
stirede Ureyebildigi gorulmistir. Dolayisiyla Gram boyama yapilmadigr ya da dogru de-
gerlendirilmedidi durumlarda Nocardia mikrobiyolojik tanisinin kolaylikla atlanabilecegi
unutulmamalidir.

Nocardia cinsinin taksonomisi olduk¢a karmasik oldugundan, izolatlarin tiir diizeyin-
de dogru tanimlanmasi icin molekiler yontemler tercih edilir. Ancak bu yéntemlerin
rutin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi zordur. Nocardia turlerini tanimlamaya yonelik
fenotipik ydntemler zahmetlidir ve pratik degildir®'°. MALDI-TOF MS, son yillarda mik-
roorganizmalarin tanimlanmasinda hizli ve giivenilir bir yontem olarak ortaya ¢ikmugtir.
Nocardia izolatlarinin bu sistem ile tir diizeyinde tanimlanmasinda halen zorluklar bu-
lunmakla birlikte yapilan calismalarda gosterildigi Gzere MALDI-TOF MS sistemlerinin
veri tabanlarinin yenilenmesine paralel olarak daha fazla tiriin tanimlanmasi mimkin-
dir' 12,

Nocardia spp. secici olmayan besiyerlerinde ureyebilir. Ancak Nocardia stiphesi olan
durumlarda 6zellikle normal mikrobiyota ile karisik 6rneklerde (balgam, ply vb.) bakteri
Uremesi gozden kacabileceginden ve plaklarin inkiibasyon siresinin uzatilmasi gerekti-
ginden klinik 6rnekler laboratuvara goénderilmeden 6nce mikrobiyoloji laboratuvari bil-
gilendirilmelidir. Bu faktorler g6z 6niine alindiginda, hizli tani icin klinik érneklerin Gram
boyama ile incelenmesi 6zellikle dnemlidir. Bu caismada Gram boyali yaymalarda gram-
pozitif, dallanan basillerin saptanmasi Uzerine 6rneklerin inkiibasyon siresi uzatiimis,
hem klinik 6rnegin kendisinden hem de kdltiirde ireyen Nocardia stipheli kolonilerden
modifiye asit-fast boyama ile degerlendirme gerceklestirilmistir.

TMP-SXT, nokardiyoz tedavisinde tercih edilen ilk ilac olmaya devam etmektedir'3 4,

Bu calismada, orta duyarl olarak bulunan bir N.transvalensis izolati disinda butin izolat-
lar TMP-SXT'ye (%87.5) duyarli bulunmustur. Diger tedavi alternatifleri arasinda bulu-
nan linezolid, amikasin, seftriakson ve imipeneme ise calisma izolatlarinin tamami duyarli
bulunmustur (%100). N.cyriacigeorgica, calisma populasyonunda antibiyotiklere karsi en
direncli bulunan tiir olmustur. Yapilan calismalarda ayri Nocardia tirlerine ait antimikro-
biyal duyarhlik sonuclari oldukga farklilik gostermektedir. Bunun yani sira ayni Nocardia
tiiriine ait diren¢ oranlar merkezden merkeze degisiklik gésterebilmektedir'>'¢. Dola-
yisiyla Nocardia turleriyle meydana gelen enfeksiyonlarin ampirik tedavi protokollerinin
belirlenebilmesi icin hem Nocardia tirinin dogru belirlenmesi hem de antimikrobiyal
duyarlilik testinin gerceklestiriimesi gerekmektedir. Altin standart yontem olan sivi mik-
rodiliisyon yonteminin ne yazik ki rutin laboratuvarlarda uygulanmasi mimkiin degildir.
Disk difflizyon yontemi icin ise sadece TMP-SXT icin tanimlanmis duyarhlik sinir degerleri
mevcuttur. Bu calismada ilaglarin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinin
gradiyent test yontemiyle belirlenmis olmasi ve elde edilen sonuclarin sivi mikrodiltisyon
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yontemiyle karsilastirlmamig olmasi calismanin bir eksikligidir. Rutin laboratuvarlarda sivi
mikrodilisyon yonteminin uygulanmasinin zor olmasi nedeniyle Nocardia izolatlarinin
belirlenmis olan merkezlerde toplanip duyarlilik calismalarinin yapilmasi blytk énem
tasimaktadir.

Nokardiyozun patognomonik belirtileri veya semptomlari yoktur. Bu nedenle, klinis-
yen agisindan yuksek diizeyde stiphe ve mikrobiyoloji laboratuvar agisindan deneyim,
nokardiyozun saptanmasi icin esastir. Nocardia enfeksiyonundan stiphelenildiginde, gon-
derilen numuneler lzerinde 6zgiil besiyeri ve boyama prosediirlerinin yapilabilmesi ve
kdlturlerin inkiibasyon stiresinin uzatilmasi icin laboratuvar bilgilendirilmelidir. Nokardi-
yoz, kaynaklari kisith laboratuvarlarda bile siklikla mevcut olan Gram boyama ile klinik
orneklerin incelenmesiyle ¢ok kisa stirede teshis edilebilir. Bu nedenle, klinik uygulamada
nokardiyozun erken ve dogru tanisi icin Gram boyali direkt mikroskobik degerlendirme
ve buna bagli olarak kultir plaklarinin inkiibasyon siiresinin uzatilmasi biyik onem ta-
simaktadir.

TESEKKUR

Calismanin molekiler kismina katkida bulunan ve aramizdan ayrilmis olan Nafia Ca-
nan Girsoy’a tesekkir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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