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OZET

Nocardia tiirleri toprakta, suda, havada ve ¢iiriimiis bitki artiklarinda saprofit olarak
bulunmakta, insanlarda ve hayvanlarda lokal ve yaygin enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Nokardiya enfeksiyonlar1 insanlarda nadir goriilmekte, siklikla subakut
veya kronik siipiiratif veya graniilomatéz hastaliklara yol agmaktadir. Nocardia
tiirlerine gore degisen farkli klinik tablolar ve farkli antibiyotik duyarlilik profilleri
izlenmektedir.

Bu calismada 2002- 2011 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Erigskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen klinik &rneklerden
izole edilen 45 Nocardia susu biyokimyasal ve molekiiler testler ile tanimlanmis ve
bu izolatlarin antimikrobiyal ajanlara diren¢ durumu incelenmistir. Nocardia tiirleri
izole edilen klinik 6rneklerin ¢ogunlugunu solunum yolu oOrneklerinin (% 37.7)
olusturdugu, bunu sirasiyla beyin apsesi (% 17.7) ve piy ( % 15.55) orneklerinin
izledigi gézlenmistir.

Nocardia tiirlerinin tanimlanmasinda uygulanan biyokimyasal testler sonucunda
sadece N. farcinica (n:12) ve N. otitidiscaviarum (n:4) tir diizeyinde
tanimlanabilmistir. DNA dizi analizi ile 45 Nocardia izolatinin; N. cyriacigeorgica
(n: 26), N. farcinica (n:12), N. otitidiscaviarum (n:4), N. asteroides (n:2) ve N.
abscessus (n:1) tiirlerinden olustugu gosterilmistir. Otomatize cihaz kullanilarak
yapilan ribotiplendirme sonucu tiim Nocardia suslarinda 3.2 kb bant biyiikligi
goriilmustiir. Tirler aras1 farkli bant profilleri izlenmistir.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) onerilerine gére bu izolatlarin
antibiyotik duyarliliklari1 sivi mikrodiliisyon yontemi ile saptanmistir. Bu yontemde
bes antimikrobiyal ajan (amikasin, siprofloksasin, trimetoprim-sulfametoksazol,
seftriakson, linezolid) kullanilmigtir. Amikasin ve linezolid antibiyotiklerine kars1
herhangi bir diren¢ gozlenmemis olup, trimetoprim-sulfametoksazol, seftriakson ve
siprofloksasine direng sirasiyla % 15.5, % 37.7 ve % 82.2 oraninda goriilmistiir.
Coklu ilag direnci goriilen N. farcinica tiirii i¢in trimetoprim-sulfametoksazol
antibiyotigine kars1 direncin % 16.6 gibi diisiik bir oranda saptanmasi, bu
antibiyotigin tedavideki yerini korudugunu isaret etmektedir. Sivi mikrodiliisyon ve
disk diflizyon yontemleri karsilastirildiginda TMP-SMX antibiyotigine karsi
duyarlilik sonuglar1 agisindan iki yontem arasinda uyum bulunamamastir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi i¢in DNA dizi analizi
gibi molekiiler testlerin 6nemli oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda ribotiplendirme
yontemi kullanilarak Nocardia tiirlerine yonelik bir kiitiiphane olusturulmasininda
onemli oldugu belirtilmistir. Nocardia tiirlerinin antibiyotik duyarhiliklarinin
saptanmasinda s1vi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasinin gerektigi anlagilmistir.


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=cls%C4%B1%202003&source=web&cd=3&ved=0CEMQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.clsi.org%2FContent%2FNavigationMenu%2FResources%2FQualityManualThirdEdition.pdf&ei=bHpLT_CpOsj74QSK_oTtAw&usg=AFQjCNGz1pTjPYeDvREu5ENhOeqHkPrG1A&cad=rja

ABSTRACT

Nocardia species are found in soil, water, air and in decomposing plant materials as
saprophytes. They also cause local and systemic infections in humans and animals.
Human infections are rare and commonly presented as subacute or chronic
suppurative or granulomatous diseases. Variable clinical manifestations and
antibiotic susceptibility profiles can be seen according to the Nocardia species.

In this study, previously identified 45 Nocardia strains isolated from clinical samples
in Clinical Microbiology Laboratory of Hacettepe University Hospitals between
2002 and 2011 were identified by using biochemical and moleculer tests and the
antimicrobial resistance were determined. Most of the strains were isolated from
respiratory samples (37.7 %) which was followed by brain abscess (17.7 %) and pus
(15.5 %).

By using biochemical tests, only N. farcinica (n:12) and N. otitidiscaviarum (n:4)
could be identified to the species level. DNA sequencing test identified; N.
cyriacigeorgica (n: 26), N. farcinica (n:12), N. otitidiscaviarum (n:4), N. asteroides
(n:2) and N. abscessus (n:1) were to the species level. The ribotyping of the strains
performed by automated device revealed that all of the Nocardia isolates had
common 3.2 kb band patterns. Besides, distinctive band profiles were evaluated
among the different Nocardia species.

According to the recommendations of CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), antibiotic susceptibility tests of these isolates were performed by broth
microdilution method. In this method five antimicrobial agents (amikacin,
ciprofloxacin, trimethoprim/ sulfamethoxazole, ceftriaxone, linezolide) were used.
There was no resistance against amikacin and linezolide. The resistance rates against
trimethoprim-sulfamethoxazole, ceftriaxone and ciprofloxacin were 15.5 %, 37.7 %
and 82.2 %, respectively. In this study the resistance of N. farcinica to the
trimethoprim-sulfamethoxazole was 16.6 % and because of this low resistance, this
drug still keeps its place in treatment. Comparative evaluation of broth microdilution
and disk diffusion methods indicated no consistency for TMP-SMX susceptibility
profiles.

In this study, for identification of Nocardia species, the importance of molecular
methods such as DNA sequencing was shown. The importance of establishment a
library of Nocardia species by ribotyping was also emphasized. It was clearly
understood that for the antibiotic susceptibility testing of Nocardia species, broth
microdilution method should be the method of choice.
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1. GIRIS

Aerob Actinomycetales takiminda yer alan Nocardia tiirlerinin giiniimiizde
genotipik yontemlerle tanimlanmis 80’den fazla tiirii bulunmaktadir (1, 2). Nocardia
tirleri dogada, toprakta, suda, havada ve ¢iiriimiis bitki artiklarinda bulunmakta olup
insanlarda ve hayvanlarda lokal ve yaygin enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
Insanlarda enfeksiyon nadir goriilmekle birlikte siklikla subakut veya kronik
enfeksiyon seklinde seyretmektedir (3, 4). Enfeksiyon baslica akciger nokardiyozu,
kutan6éz, subkutandz ve lenfokutandz nokardiyoz, santral sinir sistemi (SSS)
nokardiyozu ve yaygin (sistemik) nokardiyoz seklinde goriilmekte olup, diger organ
tutulumunu gésteren olgu raporlar: da bulunmaktadir (5). insandan insana dogrudan
bulasin kanitlanamadigi nokardiya enfeksiyonlari, siklikla bagisiklik —sistemi
baskilanmis kisilerde goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar erkeklerde kadinlara gore
daha sik izlenmektedir (6,7). Klinik tablolarin ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin
degiskenlik gosterdigi Nocardia tiirlerinin, tiir diizeyinde tanimlanmasinin 6nem ve

gerekliligi vurgulanmaktadir (5).

Bu c¢alismada 2002 - 2011 yillari arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen klinik
orneklerden izole edilen Nocardia suslarinin biyokimyasal yontemler kullanarak tiir
diizeyinde tamimlanmasimi yapmak, Nocardia suslarimi DNA dizi analizi ve
ribotiplendirme ile tanimlamak, ribotiplendirme veritabanina katki saglamak,
tanimlanan tiir diizeyindeki her bir Nocardia susunun antibiyotik duyarliliklarin
tespit etmek, sivi mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemlerini karsilastirmak ve dizi

analizi ile biyokimyasal tanimlamay1 karsilastirmak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Aerob Actinomycetes grubunda yer alan Nocardia tiirleri dogada, toprakta,
suda, havada ve c¢iirimiis bitki artiklarinda saprofit olarak bulunmaktadirlar.
Insanlarda ve hayvanlarda lokal ve yaygin enfeksiyonlara yol agabilen bu
bakterilerin insanlarda olusturduklari1 enfeksiyona nokardiyoz adi verilmektedir (3).
Bu enfeksiyon nadir goriilmekte, siklikla subakut veya kronik enfeksiyon seklinde
seyretmektedir. Ayrica siipliratif veya graniilomat6z hastalik gibi agir klinik tablolara
da neden oldugu belirtilmektedir (4). Nocardia tiirleri arasinda klinik tablo ve
antibiyotik duyarlilik profillerinin farkli olmasi, bu bakterilerde tiir diizeyinde

ayirimin énemini gostermektedir (5).

2.1. Tarihge

Nocardia tiirleri ilk olarak 1888’de Edmund Nocard (8) tarafindan sigir
¢ibant olgusundan tanimlanmistir. Bundan bir yi1l sonra Trevisan (9) organizmayi
Nocardia farcinica olarak adlandirmustir. Insanda ilk hastalik etkeni olarak
gosterilmesi 1890 yilinda Eppinger tarafindan yapilmistir (10). Nocardia tiirleri
icinde N. farcinica 1954 yilinda standart tiir olarak belirlenmistir. Trevisan’in
tanimladigr orijinal N. farcinica kiltir koleksiyonundan yapilan fenotipik
calismalarda, bir 6rnek Mycobacterium, diger 6rnek ise Nocardia farcinica (ATCC
3318) olarak tanimlanmistir (10, 11). Gordon ve Mihm adli arastirmacilar, 1962
yilinda Nocardia farcinica ATCC 3318 ile “N. asteroides” arasinda herhangi bir
fenotipik fark bulamamuglardir (12, 13). N. farcinica standart susunun belirsiz
taksonomik konumu ve N. asteroides’in en sik adlandirilan tiir olmasi nedeniyle,
Gordon ve Mihm tarafindan Ulusal Komisyona bu iki tiiriin birlikte gruplandirilmasi
ve N. asteroides’in N. farcinica yerine Nocardia cinsi igerisinde standart sus olarak
kabul edilmesine yonelik oneri sunulmustur. Ayn1 donemde N. asteroides ATCC
19247 adl yeni bir sus bulunmustur (13, 14).

Iki kiiltiir koleksiyonundan hangi “N. farcinica” tiiriiniin Nocardia orijinal
mikroorganizmasini temsil ettigi bilinmese de, Nocardia farcinica ATCC 3318’in
tim Nocardia suslariin 6zelliklerini igerdigi bildirilmistir (15, 16). Tsukumura ile

1969’larda baslayan ve daha sonra devam eden ¢alismalarda, N. asteroides olarak



adlandirilmig gruplarin bazilarinda biyokimyasal ve immiinolojik 6zellikler Nocardia
farcinica ATCC 3318 ile aymi, fakat N. asteroides ATCC 19247’den farkl
altgruplar icerdikleri tesbit edilmistir (17). Bu bulgular sonucunda Ulusal Komisyon
tarafindan, N. farcinica ile N. asteroides arasindaki uyumsuzluk devam etse de, N.
farcinica ismi kullanilmaya devam etmistir. Son yillarda yapilan duyarlilik testleri ve
calismalar sonucunda N. farcinica tiiriiniin, N. asteroides tiiriinden tamamen farkli
oldugu gosterilmistir. Literatiirde gegmiste N. asteroides olarak adlandirilan suslarin

aslinda glinimiizdeki gelismis yontemlerle yanlis tanimlandigi belirtilmektedir (5).

Wallace ve arkadaslari (18) 1988 yilinda Nocardia asteroides’e benzer
mikroorganizmalari alt1 ilag duyarlilik patern (IDP) tipinde tanmimlamislardir. Bunlar;
N.abscessus (Tip I IDP), N. brevicatena kompleks (Tip II IDP), N. nova kompleks
(Tip 1II iDP), N. transvalensis kompleks (Tip IV IDP), Nocardia farcinica (Tip V
IDP) ve N. asteroides ( Tip V1) olarak belirlenmistir. Bu bakterilerin yaridan az bir
kisminin insanlarda hastalik etkeni oldugu belirtilmektedir (18). Giiney Amerika’da
yapilan bir ¢alismada eski tanimlamayla N. asteroides tanis1 almis suslarin, Wallace
ve arkadaslarinin ¢alismalarinda tanimladiklart Tip VI (IDP) grubuna ait oldugu
belirtilmektedir (5).

2.2. Taksonomi

Nocardia cinsi bakteriler Actinomycetales takiminda, Corynebacterineae alt
takimmda ve Nocardiaceae familyasinda yer almaktadir (1). Bugiin i¢in genotipik
yontemlerle belirlenmis 86 tiirii bulunmaktadir (2). Insanlarda bilinen en 6nemli
patojen Nocardia tiirleri: N. farcinica, N. asteroides, N. brasiliensis, N. nova, N.
otitidiscaviarum, N. cyriacigeorgica, N. pseudobrasiliensis, N. paucivorans, N.

veterana ve N. transvelensis’tir (19).
2.3. Mikrobiyolojik Ozellikler

2.3.1. Hiicre Yapisi

Nocardia tiirlerinin hiicre duvar yapisi, diger aerob Actinomycetes grubunda
yer alan Mycobacteria, Corynebacteria Rhodococus, Gordona gibi bakterilerin hiicre

duvar yapisina benzemektedir. Bu yapida mezodiaminopimelik asid, arabinoz,



galaktoz ve mikolik asit bulunmaktadir. Nocardia tiirleri hiicre duvarinda yer alan
mikolik asit nedeniyle degisen derecede ‘“‘asidorezistan” boyanma &zelligi

gostermektedir (20).

2.3.2. Morfolojik ve Ureme Ozellikleri

Nocardia tiirleri Gram yontemi sonucunda yapilan mikroskobik incelemede
gram pozitif dallanan basiller seklinde goriilmektedir. Modifiye Kinyoun boyamada
ise kismi asidorezistan boyanma 6zelligindedir. Klinik 6rnekten dogrudan modifiye
Kinyoun boyamanin giivenilir olmadig1 belirtilmektedir. Bu nedenle bu boyamanin,
sadece Gram boyama sonrasi bakterinin asidorezistan olup olmadigini1 dogrulamak

amaciyla yapilmasi 6nerilmektedir (6).

Nocardia tiirleri kanli agar, ¢ikolata agar, Sabouraud dekstroz agar ve
Lowenstein Jensen besiyerlerinde iireyebilmektedir. Nocardia tiirlerinin iiremesi igin
gerekli minimum inkiibasyon siiresi 48-72 saattir. Bu siire 48 saat-14 giin arasinda
degisebildiginden, inkiibasyonun 2 haftaya kadar siirdiiriilmesi Onerilmektedir.
Nocardia tiirleri 37-45 °C sicakliklarda iireyebilmekte ve treme % 5-10 CO:
varhiginda hizlandirilabilmektedir (21). Mikrobiyolojik besiyerlerinde kolaylikla
tireyen Nocardia tiirlerinin koloni morfolojileri degiskenlik gostermektedir. Bu
bakteriler diizgiin (S) koloniler yada diizensiz (R ) koloniler seklinde, sagakli kenarli
havasal hiflere bagl kadife gériiniimiinde koloniler olusturabilmektedir. Nocardia
tirleri tebesir beyazindan turuncuya kadar degisen pigment olusturabilmektedir (21,
22). Ureme sonras1 besiyerlerindeki toprak ya da kiiflii bodrum kokusu &nemli

Ozellikleri arasinda sayilmaktadir (23).

Nocardia tiirlerinin besiyerinde olusturduklar1 havasal hifler koloni
ylizeyinden yukariya dogru uzanmakta ve bu koloniler 2 hafta icerisinde goriiniir
hale gelmektedir. Stereoskop kullanimi ile “pamuk sekeri” goriiniimde havasal hifler
goriilebilmektedir. Lam kiltiirii ile 25°C inkiibasyonda, 2-3 haftalik periyodik
incelemeler sonunda substrat hif ve havasal hif varligi yoniinden degerlendirme
yapilabilmektedir. Havasal hif varligt ile Rhodococcus, Tsukamurella,
Corynebacterium ve Mycobacterium tiirlerinden ayrilabilmektedir. Havasal hif
olusturan Streptomyces tiirlerinden ise kismi asidorezistan boyama 6zelligi ile ayrim
yapilabilmektedir (24).



2.4. Epidemiyoloji

Nocardia tiirleri insanlarda ve hayvanlarda lokal veya yaygin bir¢cok
enfeksiyona neden olmaktadir. Bu bakteriler toprak mikroflorasinda, suda, ¢lirlimiis
bitki artiklarinda ve havada yaygin olarak bulunmaktadir. Bazi tiirler iliman iklim
gibi baz1 cografik bolgelerde daha fazla goriilmektedir. Bunun nedeni olarak
kurulugun, tozlu ve riizgarli havanin aerosol olusumunu kolaylastirmasi

gosterilmektedir (25, 26, 27).

Insanlara bulasin en sik aerosol yoluyla oldugu gosterilmistir. Bunun
sonucunda ortaya ¢ikan akciger enfeksiyonunu takiben, diger dokulara yayilimla,
ozellikle de merkezi sinir sistemine yayilimla beyin apsesi gelismektedir. insanlarda
bulas aerosol yol disinda, cilt ya da yumusak dokuya direk inokiilasyon yoluyla da
gerceklesebilmektedir. Bunun sonucunda nodiiler deri ve deri alti enfeksiyonlari
goriilmektedir. Bunun yanisira bakterinin lenfatik kanalla yayilimi sonucu eklem ve
kemiklerde enfeksiyon saptanmaktadir. Literatiirde nadirde olsa Nocardia tiirlerine
bagli goz enfeksiyonu olgular1 da bildirilmektedir (28).

Insandan insana dogrudan bulas ve nokardiyoz teshisi konulmus
hayvanlardan insanlara bulasa ait bir kanit olmadigi belirtilmektedir. Ayni oday1
paylasan hastalarda benzer suslarla enfeksiyonun gectigini gosteren nadir olgu
raporlart bildirilmektedir. (6, 29). Nokardiya enfeksiyonlart en sik 20-50 yas
arasindaki olgular1 etkilemektedir (30). Erkeklerin kadinlara gore 3:1 oraninda daha

sik etkilendigi goriilmektedir (7).

Nocardia tiirlerine bagli enfeksiyonlarda saptanan en 6nemli risk faktori
insan bagisiklik sisteminin baskilanmasidir. Bu enfeksiyon en sik solid organ
transplantasyonu yapilan hastalarda goériilmektedir. Bunu insan bagisiklik yetmezlik
virtisii (HIV) ile enfekte hastalar ve kortikosteroid kullanan hastalar izlemektedir (24,
6, 31). Bronsektazi ve yapisal akciger anomalileri Nocardia tiirleri igin solunum
sistemine kolonizasyon agisindan risk faktorii olusturmaktadir. Sistemik lupus
eritematoz, sarkoidoz, lenfoma, diabetes mellitus, kronik graniilomatoz hastalik,

travma ve cerrahi nokardiyoz i¢in diger predispozan faktorler arasindadir (24, 32).



2.5. Patogenez

Viriilan N. asteroides suslar1 fakiiltatif hiicre i¢i patojenler olup, dogal ve
kazanilmis immiin yanitin bakterisidal savunmasindan basariyla kacabilmektedir.
Retikiiloendotelyal sistemde Nocardia tiirlerinin {iremesini durduran erken nétrofil
gocli s6z konusudur. Enfeksiyonun yayilimimi geciktiren bu durum, makrofaj
aktivasyonu ve lenfosit aracili toksisiteden sorumlu T hiicrelerinin indiiksiyonuna
kadar devam etmektedir. Invitro ortamda yapilan ¢alismalar, bu iki hiicre grubunun

Nocardia tiirlerini 5ldiirebildigini gostermistir (25, 33,34).

Fagositik hiicrelerle Nocardia tiirlerinin etkilesimi, mikroorganizmanin
virillansina ve {reme fazina gore degismektedir. Fareler iizerinde yapilan
caligmalarda, log fazindaki bakterilerin fagositoza direngli olduklari ve duragan
fazdaki kokoid bakteri formuna gore makrofajlara 1000 kat daha toksik olduklar
gosterilmistir (25).

Virlilan Nocardia tiirleri fagozom-lizozom fiizyonunu engellemekte,
makrofaj iginde lizozomal enzim aktivitesini azaltmaktadir. Boylece fagozomal
asidifikasyon notralize edilerek oksidatif 6ldiirme mekanizmalarina direng
gelismektedir. Virlilan suslardaki bu direng¢ mekanizmasindan ylizey iliskili
stiperoksit dismutaz salinimi ve katalaz enzim seviyelerindeki artisin sorumlu oldugu
gosterilmistir (24, 25, 33). Hiicre duvarindaki kompleks glikolipid yapisinin da
virilansa katki saglayan bir faktér oldugu vurgulanmaktadir (25). L-formuna

dontisiimiin geg rolapslarin nedenini agiklayabilecegi diisiiniilmektedir (35, 36).

Kronik graniilomatdz hastalikta nétrofil ve makrofajlar, fagositozda oksidatif
patlamay1 gergeklestiremedikleri i¢in, Nocardia tiirleri gibi katalaz pozitif hiicre igi
mikroorganizmalar1 6ldiirememektedir. Bunun yaninda Nocardia tiirlerinin normal

oksidatif patlamaya bile rolatif direngli olabilecegi belirtilmektedir. (25, 37)

Deneysel hayvan ¢alismalarinda baskilanmis interferon gama artisinin
iyilesmeyle iliskili oldugu gosterilmistir. interferon gamanin kronik graniilomatdz

hastalig1 olan kisilerde terap6tik roliiniin olabilecegi belirtilmektedir (37).



2.6. Klinik

Nocardia tiirleri akciger nokardiyozu, kutanoz, subkutanéz ve lenfokutanoz
nokardiyoz, SSS nokardiyozu ve yaygin (sistemik) nokardiyoz gibi farkli klinik
tablolara yol agmaktadir. Bunlarin disinda kemik, kalp kapaklari, bobrek ve
eklemlerde de enfeksiyona neden olmaktadir. G6z, karaciger, dalak, adrenal bezler,
pankreas ve prostat tutulumunu bildiren olgular da mevcuttur (5).

2.6.1. Akciger nokardiyozu

Akciger nokardiyozu, Nocardia tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar i¢inde
en sik goriilen klinik formdur. Bu enfeksiyon bakterinin solunum yolu ile alinmasi ile
ortaya ¢ikmaktadir (31, 38, 39). Immiinsiipresif ilag almmi, HIV enfeksiyonu,
kortikosteroid kullanimi, kronik graniilomat6z hastalik, diyabet ve kronik alkolizmi
olan kisilerde Nocardia tiirlerine bagli akciger enfeksiyonun gelisme riskinin daha
yiikksek oldugu belirtilmektedir. Akciger nokardiyozu olan bazi hastalarda kronik
obstriiktif akciger hastaligi, astim, kronik sarkoidoz veya brongektazi gibi altta yatan
kronik bir akciger hastaligi oldugu belirtilmektedir (6). Nadir olarak kontamine
yiyeceklerin alinmasi ile gelisen dental veya periodontal enfeksiyon sonrasi
pulmoner enfeksiyon gelisebildigi gosterilmistir (40). Enfeksiyon her yasta
goriilebilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmektedir (7, 29). Akut,
subakut ve kronik formda seyredebilmekte, en sik Oksiiriik, yiiksek ates, gece
terlemeleri, dispne, hemoptizi, istahsizlik ve kilo kaybi1 gibi semptomlara neden
olmaktadir (5).

Hastalarda pnomoni, bronkopnémoni, apse olusumu yaninda, %25 olguda
plevral tutulum ya da ampiyem goriilebilmektedir. Bronsit, trakeit, mediastinit ve

siniizit daha nadir olarak goriilmektedir (40, 41).

Radyografide kavitasyon, konsolidasyon, apse olusumu ve miliyer lezyonlar
goriilebilmektedir. Nadir olarak varolan akciger kaviteleri invazyon sonrasi fungus
topu goriiniimiine yol acabilmektedir. Radyolojik olarak filamentdz mantarlardan ve

mikobakterilerden ayirim miimkiin degildir (33).



2.6.2. Kutanéz, subkutanoz ve lenfokutanéz nokardiyoz

Kutan6z nokardiyoz, pulmoner nokardiyozdan farkli olarak immiin sistemi
normal kisilerde gelismektedir. Tiim nokardiyoz olgularinin %25’ini kapsayan bu
enfeksiyon, travma veya hayvan 1sirigr sonrast gelismektedir (5, 41). Kendini
siirlayan bir enfeksiyon olmasi ve rutin olarak yiizeyel cilt enfeksiyonlarinda Gram
boyama ve kiiltiir yapilmamas1 nedeniyle gézden kagabilmektedir. Primer kutanoz
nokardiyoz enfeksiyonlarindan %80 oraninda N. brasiliensis izole edilmektedir,
bunun yaninda diger tiirlerin de kutanéz nokardiya enfeksiyonuna neden oldugu

gosterilmistir (5).

Enfeksiyon genellikle yiizeyel apse, lokalize seliilit, piistiil ve iilserasyonlarla
kendini gostermektedir. Bunun disinda enfeksiyon bolgesel lenf nodlarina yayilarak
sporotrikozu andiran zincir seklinde nodiiler lezyonlara neden olabilmektedir. Bu
lenfokutandz nokardiyoz tablosuna sporotrikoid nokardiyoz adi verilmektedir (25,
41).

Nocardia tiirleri ciltten direk inokiilasyon sonucu, cilt alt1 bir enfeksiyon olan
micetom olusumuna yol agmaktadir. Migetom (Madura ayagi) siklikla ayakta
goriilen Kronik, yavas ilerleyen, lokalize, agrisiz deriyi, derialti dokusunu, fasya, kas
ve kemikleri tutan ileri evre bir enfeksiyondur. Cogunlukla ¢iplak ayakla uzun siire
toprak temasi enfeksiyonla iliskilendirilmektedir (41, 42). Timefaksiyon,

fistiilizasyon ve farkli boyut ve renklerde graniiller enfeksiyona has 6zelliklerdir. (24,
43)

Migetom gelisiminde Nocardia tiirlerinin yaninda Streptomyces ve

Aktinomadura tiirlerinin de etken oldugu belirtilmektedir (20).

2.6.3. Yaygin (sistemik) nokardiyoz

Pulmoner ya da kutanoz enfeksiyonun hematojen yayilimiyla iki veya daha
fazla organda lezyonlarin gorildigii enfeksiyonlara, sistemik enfeksiyon adi
verilmektedir. Yayilim en sik olarak SSS, cilt ve cilt alt1 dokusu, bobrek, kemik, kalp
ve goze olmaktadir (24, 33, 44).

Enfeksiyonun erken donemlerinde konak cevabinda nétrofiller hakim olup,

ilerleyen donemde makrofaj ve lenfosit hakimiyeti s6z konusudur (25). Kutan6z



enfeksiyonlarin aksine, akciger ve yaygin nokardiyoz tedavi edilmedigi takdirde,

ilerleme gostermektedir (45, 46).

Bunlarin disinda Nocardia tiirleri daha nadir olarak peritonit, perikardit,
septik artrit, osteomyelite neden olmaktadir. Peritonit ozellikle siirekli periton

diyalizi uygulanan hastalarda gelismektedir (47).

Travma sonrast nadir olarak g6z tutulumu bildirilen olgular mevcuttur.
Okiiler nokardiyoz durumunda Keratit, tiveit ve retinal apse gelisimi
goriilebilmektedir (24, 48,49).

2.6.4. Santral sinir sistemi nokardiyozu:

Santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 yaygin nokardiyoz olgularinin yaklasik

yarisini olusturmaktadir. Siklikla akciger nokardiyozuna eslik eder (24).

Bu klinik form sessiz bir seyir gosterdiginden tanisi zordur. Santral sinir
sistemi nokardiyozu beyin apsesi, spinal kord apsesi ve menenjit seklinde
seyredebilmektedir. Tani1 genellikle norolojik bir hasar varligi sonrasi ve SSS’deki
lezyonlardan alinan 6rneklerin incelenmesi ile konulmaktadir (29). Bu klinik formun
beyin tiimoriinii taklit ettigi ve bu nedenle timor rezeksiyonu amaciyla cerrahiye

alinan nokardiyoz olgu raporlarinin oldugu belirtilmektedir (40).

Santral sinir sistemi nokardiyozlu hastalarda genellikle bir ya da daha fazla
beyin apsesi bulunmaktadir (50). Bu durumda basagrisi, kafa i¢i basing artisi, bulanti,
kusma ve konfiizyon goriilebilmektedir (51). SSS nokardiyozunda menenjit tablosu
ise beyin apsesine gore daha nadir goriilmektedir (42). SSS tutulumunda depresyon,
sizofreni, disleksi ve amnezi gibi psikolojik degisiklikler de gozlenmektedir (52).
Hafif nérolojik bulgular varliginda antibiyotik tedavisi yeterli olmasina ragmen, apse
olusumunda cerrahi eksizyon gerekebilmektedir. Bu olgularin cogunda etken olan tiir
N. asteroides’ dir (40).
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2.7. Laboratuvar Tanisi ve In Vitro Antibiyotik Duyarlihk Testleri

2.7.1. Mikroskobik inceleme

Nocardia tiirleri siklikla bronkoalveoler lavaj, balgam, apse, doku ve beyin
omurilik sivisindan izole edilmektedir (5). Klinik orneklerin Gram boyasi ile
mikroskobik incelemesinde, siklikla yogun polimorfoniikleer 16kositlerin oldugu bir
zeminde, gram pozitif dallanan basiller seklinde goriiliirler. Mikroskobik incelemede
Gram boyama disinda modifiye Kinyoun boyama yontemi de kullanilmaktadir. Bu
boyama yontemi ile Nocardia tiirleri kismi aside direngli boyanmaktadir. Modifiye
aside direngli boyamada mikobakteriler i¢in kullanilan %3 HCL yerine, %1 H2SO4
tercih edilmektedir (19, 24). Modifiye Kinyoun boyama ydnteminin, Klinik
orneklerin incelenmesinde tek basina giivenilir olmadigi, Gram boyama sonrasinda
kismi asidorezistan Ozelliginin dogrulanmasi amaciyla kullanilmas1 gerektigi
belirtilmektedir (5, 40). Bu boyama yontemi digsinda giimiisleme boyasmnin da

modifiye Kinyoun boyama yontemi ile esdeger nitelikte oldugu gosterilmistir (53).

2.7.2. Kiiltiir

Nocardia tiirleri rutin laboratuvarlarda kullanilan pek ¢ok selektif olmayan
besiyerlerinde {tireyebilmektedir. Florasi olan boélgelerden alinan Ornekler igin,
Thayer-Martin agar, parafin agar veya polimiksin B, anisomisin ve vankomisin
iceren selektif “buffered charcoal yeast extract” (BCYE) agar gibi seci¢i besiyerleri
kullanilmaktadir (52, 54, 55). Klinik 6rneklerden Nocardia tiirlerinin izolasyonu igin
homojenizasyon, dekontaminasyon islemi canli bakteri sayisini ve izolasyon sansini

azaltmasi nedeniyle 6nerilmemektedir (56, 57).

2.7.3. Biyokimyasal Tanimlama

Nocardia tiirlerinin diger aerob Actinomycetes tiirlerinden ayirimmda lizozim
direng testi kullanilmaktadir. Lizozim direncinin pozitif ve negatif olma durumuna

gore ek biyokimyasal testler yapilmaktadir (5) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Aerob Actinomycetes ve iliskili cinslerin biyokimyasal testlere gore

tanimlanmast

A Lizozim Direng Testi Pozitif
|
! b
Kazein pozitif Kazein negatif
|
{ 1
Adenin pozitif Adenin negatif  geantin pozitif Ksantin negatif

|
l l o ] i 1
N. brasiliensis yayacal hif yok

o Havasal hif var Hipoksanti tif
N. pseudobrasiliensis {poksantin negat

Hipoksantin pozitif

| } N. otititidiscaviarum i 1 l

Asetamid pozitif Asetamid negatif Havasal hif varHavasal hif yok N. transvalensis

I l ‘ kompleks

{
Arilsiilfataz pozitif Arilstlfataz negatif

|
l f i
N. nova .
L-ramnoz'da Greme var L-ramnoz'da Greme yok

|

N. farcinica N. brevicatena
N. asteroides Tip I ve Tip VI
N. paucivorans

T. tyrosinosolvens T, wratislaviensis

B Lizozim direng testi negatif
f }
meso-DAP I-DAP
|
; | |
Havasal hif var Havasal hif yok Streptomyces spp.
l
1
Nocardiopsis spp. Mikolik asit var Mikolik asit yok
Rhodococcus spp. Actinomadura spp.

Gordonia spp.

Nocardia tiirleri biyokimyasal olarak adenin, kazein, tirozin, ksantin ve
hipoksantin, 45°C’de fiireme, ramnozdan asit olusturma gibi testlerle  ayirt
edilmektedir (5, 58) Tip Il IDP icinde yer alan N. brevicatena ve N. paucivorans
ksantin, tirozin, kazein ve hipoksantin negatif olmalariyla diger Nocardia tiirlerinden
ayrilabilmektedir. N. brevicatena N. paucivorans’tan izoamil alkol ve 1, 2
propanediol pozitif olusuyla ayrilmaktadir (59). Tip VI IDP grubu ile biyokimyasal
ozellikler, antibiyotik duyarlilik sonuglart ve molekiiler testler agisindan biiyiik
benzerlik gosteren N. cyriacigeorgica sitrat, ramnoz ve asetamid kullaniminda
degiskenlik gostermektedir. N.farcinica diger tiirlerden 45°C’de iireme, asetamid

hidrolizi, L-ramnoz’dan asit iiretimi ile ayrilabilmekte, fakat N. asteroides Tip VI
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IDP’ye ait bazi tiirler de bu testlerde pozitif sonug verebilmektedir. N. farcinica’nin
Middlebrook agar1 opaklastirma yetenegi, N. asteroides suslarindan ayirimda
kolaylik saglayabilmektedir (60). N.nova kompleksinde genel olarak aril siilfataz
testinin (2 haftalik) pozitif ve L-ramnoz testinin negatif olmasi, bu tiirii N.farcinica
ve N.asteroides Tip VI IDP’den aymrabilmektedir (61). N.brasiliensis ve
N.pseudobrasiliensis’in jelatini eritme veya hidroliz etme 6zellikleri, diger Nocardia

tirlerinden ayirim saglayan en énemli 6zellikleridir (19). (Tablo 2.2)
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* “Sensu stricto”“ “kesin anlamda“ demektir. “N. asteroides sensu stricto* suslari, molekiiler
yontemler kullanilarak N. asteroides standart susuyla (ATCC 19247) benzer oldugu bulunan suglardir.
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Son yillarda giderek artan yeni tiirlerin eklenmesi ve ¢ogu tiirlerin non-reaktif

olmalar1 nedeniyle biyokimyasal testlerin tek basina giivenilir olmadig1 anlagilmistir

).

2.7.4. Molekiiler Yontemler

Giiniimiizde Nocardia tiirlerinin dogru ve kesin tanisinda molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Tanimlamada kullanilan molekiiler testler: polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), restriksiyon enzim analizi (REA), DNA dizi analizi ve

ribotiplendirme yontemleridir (18).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: PZR tek basma veya diger molekiiler
yontemlerle kombine gelistirilmis, kullanimda olan ilk yontemlerden birisidir.
Laurent ve arkadaglar1 Nocardia tiirlerine 6zgiil primerler kullanmak suretiyle

Actinomycetes grubundan ayrim i¢in bir PZR yontemi tanimlamislardir (62).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Enzim Analizi: REA
yonteminde PZR ile amplifiye edilen hsp65 ve 16S rRNA gen bdlgeleri restriksiyon
enzimleriyle kesilerek agaroz jelde yiiriitilmektedir. Bu yontemle Nocardia

tiirlerinin tir ayrimina gidilebilmektedir (5).

DNA dizi analizi: Nocardia tiirlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda
kullanilan en ileri yontemlerden birisidir. 16S rRNA geni tiir tanimlamasinda en sik
kullanilan gen bolgesidir. Bu gen bolgesinin 500 baz ¢ifti igeren kisminin
sekanslamasi pek ¢cok Nocardia tiiriiniin tanimlanmasinda yeterli olmaktadir. Yeterli
tanimlamanin yapilamadigt durumlarda 500 baz ¢ifti yerine 900 baz ¢ifti
kullanilmasi onerilmektedir. En sik kullanilan 16S rRNA gen bolgesi disinda ayrica
Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi i¢in 65-kD 1s1 sok proteini (Hsp 65) ve sekretuvar
protein kodlayan secAl genlerinin de kullanilabilecegi bildirilmektedir (5).

Ribotiplendirme: Ribotiplendirme yontemi kullanilarak Nocardia tiirlerinin
tanimlanmasima yonelik smirli sayida calisma mevcuttur. Bu yontem DNA
saflagtirma, restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle bu DNA’nin kesimi, elektroforez
ve Southern Blot asamalarindan olusmaktadir (63). McNeil ve arkadaslarinin (64)

yaptiklart caligmada fenotipik yoOntemlerle tanimlanmis N. farcinica susunun,
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ribotiplendirme sonucunun bilinen bir N. farcinica susu ile benzer, N. nova ve N.

asteroides oldugu bilinen suglardan farkli oldugu gosterilmistir (64).

2.7.5. Antibiyotik Duyarhhg

Actinomycetes ve Nocardia tiirlerinin antimikrobiyal duyarlilik testleri igin
2003 yilinda yayinlanan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kilavuzunda altin standart yontem olarak, katyon eklenmis Mueller-Hinton sivi
besiyeri i¢inde 2 kat seri dillisyon yapilmis antimikrobiyallerin kullanildigr sivi
mikrodiliisyon yontemi kabul edilmistir. Bu kilavuza gore duyarlilik testi i¢in
kullanilabilecek antimikrobiyal ajanlar: amikasin, amoksisilin-klavulanik asit,
seftriakson, siprofloksasin, klaritromisin, imipenem, linezolid, minosiklin,
trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX) ve tobramisin olarak belirlenmistir. In
vitro duyarlilik testlerinde ikincil olarak onerilen antimikrobiyal ajanlar ise sefepim,
sefotaksim, doksisiklin, gentamisin, gatifloksasin ve moksiflokasin olarak

gosterilmistir (65).

Nocardia tiirlerinin in vitro duyarliliginda sivi mikrodiliisyon yonteminde
baz1 zorluklarin oldugu vurgulanmaktadir. Ornegin N.nova kompleksi igindeki bazi
suglar zayif tireme gostermekte, bazi suslar 5 giin inkiibasyon sonrasinda bile
ireyememektedir. Bu durumda daha yogun bir inokulum hazirlanarak, tekrar
inokiilasyon yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (5). Sivi mikrodiliisyon yontemi
disinda, E-test ve disk diflizyon yontemleri de kullanilmaktadir. Biehle ve
arkadaglar1 (66) yaptiklar1 ¢alismada, inokuliim standardizasyonu ve 72 saat
inkiibasyon sonrasi dikkatli bir degerlendirme ile E-test’in de iyi bir alternatif

olabilecegini gostermislerdir (66).

2.7.6. Serolojik Tam

Nokardiya enfeksiyonlarinda serolojik testlerin tan1 degeri yoktur. Bu konuda
daha ¢ok N. asteroides veya N. brasiliensis antijenlerine yonelik testler denenmis,
ancak 6zgiil olmayan sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglarin 6zellikle immiin sistemi

baskilanmis kisilerde kullaniminin tanida yetersiz olabilecegi sonucuna varilmistir

(67, 68).


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=cls%C4%B1%202003&source=web&cd=3&ved=0CEMQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.clsi.org%2FContent%2FNavigationMenu%2FResources%2FQualityManualThirdEdition.pdf&ei=bHpLT_CpOsj74QSK_oTtAw&usg=AFQjCNGz1pTjPYeDvREu5ENhOeqHkPrG1A&cad=rja
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Immiin sistemi baskilanmis hasta serumlarinda kompleman fiksasyon
testleriyle antikor saptanabilmis ancak bunun yaninda nonspesifik sonuglar da
almmistir. Immunoblot ve Enzim Temelli Kati Faz Yontemi (Enzyme-Linked
Immunoabsorbant assay-ELISA) ile yapilan ¢alismalarda, yiiksek molekiil agirlikli
proteinlere 6zgiil antikorlarin Nocardia ve Actinomadura tiirlerinde ortak oldugu
gosterilmistir (69, 70, 71). Fare modellerinin kullanildig: serolojik testlerin duyarlilik
ve Ozgilliginiin optimizasyonu i¢in ¢oklu antijenlerin kullanilmasi gerektigi

vurgulanmustir (72).

2.8. Tedavi

1940 yilinda siilfonamidlerin tedavide kullanima baslamasiyla nokardiya
enfeksiyonlar1 basari ile tedavi edilmis, ancak serebral ya da yaygin nokardiyoz ve
immiinsipresyon gibi agir klinik durumlarda tedavi yetersiz kalmistir (73). Bu gibi
durumlarda amikasin-imipenem kombinasyonlari o6nerilmektedir. Sulfonamid,
amikasin ve karbapenem veya 3 .kusak sefolosporin igeren iiglii ilag kombinasyonlari

yiiksek riskli hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir (20).

Sulfonamidlerin tedavideki kullanimi, izole edilen Nocardia tiirlerine gore
degismektedir. Yapilan ¢alismalar, sulfanamidlerin N. brasiliensis ve N.transvalensis
tirlerine etkili olurken in vitro ortamda N. otitidiscaviarum’a daha az etkili oldugu

gosterilmistir. N. farcinica’nin ise sulfonamidlere yanit1 yetersizdir (20).

Sulfonamidler disinda in vitro ve hayvan modellerinde en ¢ok amikasin ve
imipenem ile ilgili ¢aliymalar yapilmistir. In vitro deneylerde amikasin,
N.transvalensis disinda diger tim Nocardia tiirlerine etkili bulunurken, imipenemin
N.transvalensis ve bir ¢alismada saptanan N.farcinica ’da saptanan imipenem direnci

(% 10) disinda, diger tiirlere etkili oldugu gosterilmistir (74).

Meropenemin imipeneme benzer farmakokinetik profil gostermesi, serebral
nokardiyoz varliginda imipeneme gore beyin omurilik sivisina gegisinin daha iyi
olmast ve daha az yan etkiye neden olmasi,iyi bir segenek olusturmasini
saglamaktadir. Meropenemin in vitro calismalarda hemen hemen tiim Nocardia

tiirlerine etkili oldugu gosterilmistir (75).
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Giliniimiizde Nocardia tedavisinde kullanilabilen en yeni
antimikrobiyallerden birisi oksazolidinon grubunda yer alan linezolidin BOS’a
gecisinin  iyi oldugu ve TMP-SMX’in iyi tolere edilemedigi hastalarda
kullanilabilecegi gosterilmistir (76, 77). Bunun yaninda linezolid ile uzun siireli
tedavilerde hematolojik toksisite, laktik asidoz, periferal noropati gelisebilmesi
nedeniyle tedavinin sonlandirilmasi gerekebilecegi belirtilmektedir (76).

Zayif tedavi edici etkisine ragmen minosiklin ve amoksisilin-klavulonat, oral
tedavide sulfonamidlere alternatif olarak diger ajanlarla kombine olarak
kullanilmaktadir (78, 79). Florokinolonlarin ve makrolidlerin in vitro aktivitesine

yonelik sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (20).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Suslar

Calismaya 1 Ocak 2002- 31 Aralik 2011 yillar1 arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gelen klinik 6rneklerden izole edilen Nocardia suslari alindi. Klinik 6rnekler kanl
besiyerine (oxoid, UK) ekildi, 37°C ‘lik inkiibatérde 3-5 giin inkiibasyon sonucu
degerlendirilmeye alindi. izole edilen bakterilere Gram boyama ve modifiye
Kinyoun boyama yapildi. Gram boyamada gram pozitif dallanan basillerin ve
modifiye Kinyoun boyamada aside direngli bakterilerin goriilmesi durumunda
Nocardia cinsi olabilecegi diisiiniilerek izolatlar ¢alisma i¢in -80°C’de stoklandi.
Calismaya 45 Nocardia susu alindi. Bir hastaya ait birden fazla izolat oldugunda tek

bir izolat olarak kabul edildi.

3.2. Biyokimyasal Testler

Calismaya alman  Nocardia suslariin  biyokimyasal — ozellikleri
degerlendirilmeden once tiim suglar -80°C’lik soguk dondurucudan gikarildi, oda
1s1sinda erimeleri saglandiktan sonra konvansiyonel olarak hazirlanmis kanli agara
ekildi. Bes giin 37 °C’lik etiivde inkiibasyon sonucu saf olup olmadiklari kontrol

edildi. Testlere alinacak Nocardia suslarinin en az iki kere pasajlart yapildi.

Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi i¢in “Clinical Microbiology Procedures
Handbook” ’ta belirtilen tanimlama semalar1 temel alindi ve Nocardia tiirlerini diger
aerob Actinomycetes tiirlerinden ayirmak igin lizozim direncine bakildi (Tablo 3.1)
(80). Bu amagla ticari lizozim sivi besiyeri (Remel, Lenexa, Kansas) kullanilds;

lizozim Kontrol s1v1 besiyeri ise konvansiyonel olarak hazirlandi.

3.2.1. Lizozim Direnc Testi

Lizozim/lizozim kontrol sivi besiyerlerine, dnceden kanli agarda iiretilmis
Nocardia kolonilerinden birkag koloni alinarak ekim yapildiktan sonra 25-30 °C’de 7
gine kadar veya lizozim kontrol besiyerinde iyi tireme goriiliinceye kadar
inkiibasyona birakildi. Kontrol sivi besiyerinde iyi lireme gozlenirken, lizozim sivi

besiyerinde zayif ireme goriilmesi veya hi¢ tiremenin olmamasi durumunda lizozime
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duyarli veya negatif sonu¢ olarak kabul edildi. Her iki besiyerinde iyi iireme

varliginda lizozime direngli veya pozitif sonug olarak kabul edildi.

3.2.2. Kazein, Ksantin, Hipoksantin, Tirozin ve Nisasta Hidrolizi:

Lizozim testi sonrasi kazein, ksantin, tirozin ve nisasta hidroliz 6zelligini
degerlendirmek i¢in kazein, ksantin, tirozin ve nisasta besiyerlerini igeren Nocardia
Quad (Remel, Lenexa, Kansas) ticari ve hipoksantin konvansiyonel besiyeri
kullanildi. Pozitif kontrol olarak Nocardia DSM 44484 kullanildi.

Test edilecek Nocardia tiirleri, taze besiyerinden yogun bir inokuliim alinarak
en az 10 mm’lik bir alana ekim yapildi. Ekim sonrasi kurumanin engellenmesi
amaciyla besiyerlerinin kenarlar1 parafilm ile sarildi. Besiyerleri 37°C’de 2-3 hafta
inkiibe edildi. Her 3-4 giinde bir kazein, ksantin, tirozin ve hipoksantin
besiyerlerinde {ireyen koloni etrafinda veya koloni altinda hidroliz varligi arastirildi.
Hidroliz yapan koloniler pozitif olarak kabul edildi. Nisasta hidrolizi testi igin, ireme
sonrast besiyeri ylizeyini hafif derece kaplayacak sekilde lugol soliisyonu eklendi.
Ureyen koloniler etrafinda renk olmamasi pozitif, mor renk varlig1 ise negatif olarak

degerlendirildi (Tablo-2).

3.2.3. Arilsiilfataz Varhg

Hizli tireyen mikobakterilerin, Nocardia asteroides kompleks ve N. nova
tirlerinin ayirimi igin ticari arilsiilfataz sivi besiyeri (Remel, Lenexa, Kansas)
kullanildi.

Nocardia suslar1 Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde 37°C’de 7 giine kadar
inkiibe edildi, bu siispansiyondan 1’er damla alinarak arilsiilfataz sivi besiyeri igeren
tiplere konuldu. 37°C’de en az 72 saat inkiibasyon sonrasi, 6 damla sodyum
karbonat soliisyonu tiiplere dagitildi. Bu asama sonrasi; 30 dakika sonunda
besiyerinde pembe renk olusumu pozitif sonug, renk olusumunun gergeklesmemesi
ise negatif sonug olarak kaydedildi. Pozitif kontrol olarak Mycobacterium fortuitum

oldugu dogrulanmis klinik izolat kullanildi.
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3.2.4. Karbonhidrat Kullanim (L-ramnoz)

Kanli agarda iiretilen Nocardia suslarindan konvansiyonel olarak hazirlanmis
olan L-ramnoz igeren besiyerine ekim yapildi (80). 21 giine kadar 37°C’de
inkiibasyona birakild1 her 3-4 giinde bir tireme ve renk degisimi kontrolii yapildi. Bu
stire iginde besiyerinin mor renkten sar1 renge doniisimii pozitif, herhangi bir renk

degisimi olmamasi ise negatif olarak kaydedildi.

3.2.5. 45°C’de Ureme

Bakteri kanli agara ekildikten sonra 45°C’de 10 giin inkiibasyona birakildi.
Bu siire sonunda kanli agarda iireme olmasi pozitif sonug, iiremenin olmamasi

negatif sonug olarak degerlendirildi.
3.3. Molekiiler testler

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, spin-kolon yontemi ile manuel olarak yapildi. Bu amagla
ticari QIAamp DNA Mini Kit’leri (250) (QIAGEN, Almanya) kullanildi. Bu sekilde
niikleik asitler santrifiij ile bir membran filtreye tutturularak saflagtirilmis oldu.

Mikobakteriyel DNA’larin izolasyonu i¢in kite ilave olarak asagidaki soliisyonlar ve

maddeler kullanildi.
AL  tamponu 200 pl
ATL tamponu 180 ul
AW1 tamponu 500 pl
AW2 tamponu 500 pl
AE  tamponu 200 pl

Proteinaz K 40 pul
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Izolasyon Basamaklar:

1.

10.

DNA izolasyonu yapilacak bakteri kiiltiiriinden PBS icerisinde 108-10° /ml
bakteri olacak sekilde bakteri siispansiyonu 1.5 ml’lik niikleaz igermeyen

mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi.
Bakteri stispansiyonu, 10 dk 5,000 g’de (7500 rpm) santrifiij edildi.

Pelet kismi tizerine 180 pl lizozim soliisyonu (20 mg/ml lizozim;20 mM Tris-
HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA; %]1.2 triton) eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Lizozim tam hiicre lizisine neden olarak DNA’nin serbest kalmasina

neden oldu.

180 ul “AL Buffer” ve 20 ul proteinaz K eklenerek vortekslendi. Boylelikle
izolasyon havuzu olusturulmus oldu. Once 56°C’de 30 dk inkiibasyona

birakildi.
200 pl etanol (%96) ornek tizerine eklenerek 15 sn karistirildi.

Karigimin tamamu filtre tlipine (QIAamp Mini spin kolon) aktarildi ve 1 dk
boyunca 6,000 g (8000 rpm)’de santrifiij edildi. Bu asamada DNA, membran
filtreye baglanmais oldu.

Inhibitér maddeleri uzaklastirmak i¢in “AW17den 500 ul eklendi. 1 dk
boyunca 6,000 g (8000 rpm)’de santrifiij edildi.

Baglanmamis diger hiicresel yapilari uzaklagtirmak i¢in “AW2”den 500 pl
eklendi. 3 dk boyunca 20,000 g (14000 rpm)’de santrifiij edildi. Bu yikama
basamagi iki kez tekrar edildi.

Filtrede kalan alkolii uzaklastirmak icin, filtre tzerine hicbir madde

eklenmeden bos filtre 10 sn. son hizda santrifiij edildi.

Saflagmis DNA’lar1 bagl bulunduklar filtreden sdkebilmek igin filtre iizerine
200 pl “AE” eklendi. Oda 1sisinda 1 dk tutulduktan sonra 1 dk 6,000 g (8000
rpm)’de santrifiij edildi ve DNA saf olarak elde edildi. Bu sekilde izole edilen
200 pl bakteri DNA’lar1 hemen kullanilmayacaksa -20°C’ye kaldirildi.
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3.3.2. PZR ve DNA Dizi Analizi

Ekstraksiyonu gergeklestirilen 45 izolatin DNA’lar1 molekiiler tiplendirmede
altin standart olan DNA dizi analizi ile degerlendirildi. DNA dizi analizi i¢in “zincir
sonlandirma yontemi” ile calisilan “Bigdye Terminator Cycle Sequencing 3.1 kiti
(Applied Biosystems, ABD) kullanildi. Kullanilan suslarin 16S rDNA operonu PZR
yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra, kalip olarak kullanildi; PZR’da kullanilan primerler

ile sekans PZR islemi firmanin 6nerilerine gore gergeklestirildi.

3.3.2.1. PZR

16S rRINA dizi analizi icin PZR karisinm (1X):

DW 12,2 uL
x10 PZR Tamponu 2,5uL
MgCI2 (25 Mm) 25uL
dNTP (10 mM EACH) 0,5 uL
Primer F (10 pmol) 1puL
Primer R (10 pmol) 1ulL
Taqg Polimeraz 0,3 uL
DNA (25 ng/uL) SuL
Toplam 25 uL

Elde edilen bu PZR karigimindan 0,2 ml’lik tiiplere 20 pl, bakteri
DNA’sindan da 5 pl dagitilarak termal déngii cihazina (Thermo Scientific, ingiltere)
yerlestirildi. Termal dongii cihazinda sicakliklar su sekilde ayarlandi:

On denatiirasyon: 94°C’de 4 dk

Amplifikasyon: (35 dongii) 94°C’de 30 sn denatiirasyon
58°C°de 30 sn baglanma
72°C’de 60 sn polimerizasyon

Son Uzama: 72°C’de 6 dk

Izolatlarin 16S rDNA dizi analizi dncesi kalip olusturmast igin 16S TRNA’ya
ozgii tniversal primerler (357F; CTC CTA CGG GAG GCA GCA G ve 1492R;
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GGT TAC CTT GTT ACG ACT T) kullanilarak 16S rDNA’nin 1135 bp’lik bolgesi
PZR yontemi ile gogaltildi.

Agaroz Jel Elektroforez: Amplifiye edilen 16S rDNA dizileri %1.5’lik
agaroz jelde elektroforez yontemiyle yiiriitiildiikten sonra UV altinda goriintiilendi.
Elektroforezde goriintiilenen yaklasik 1100 bp’lik temiz bantlar sekans analizi oncesi

saflastirmak icin belirlendi.

PZR iiriinlerinin on saflastirilmasi: Sekanslamadan once elde edilen PZR
irlinline, baglanmamis dNTP’lerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in  “exosap”
enzimiyle saflastirma yapildi. Bunun i¢in 5 ul PZR firiiniine 2 pl “exosap” enzimi
ilave edilerek termal dongii cihazinda 37°C’de 30 dk (enzim aktivasyonu i1sisi),

80°C’de 15 dk (enzim inaktivasyonu 1s1s1) tutuldu.

3.3.2.2. 16S rRNA Dizi Analizi

[k saflastirmadan sonra kalip elde etmek igin yukarida anlatilan PZR’da
kullanilan primer dizilerinden hem “forward” (ileri) hem de “reverse” (geri)
primerler i¢in ayr1 ayr1 karisimlar hazirlanarak her bir 6rnek icin her bir primer ile iki
PZR yapildi. Bunun i¢in asagida belirtilen karigim hazirlanarak ayni termal dongii

cthazina yerlestirildi.

BigDye Mix (Applied Biosystems, ABD) : 2 pul

5X tamponu s 2l

PZR iiriinii s 2ul

dH20 D2l

Primer (F veya R) (3.2 pmol) s 2l

On denatiirasyon : 96°C’de 1 dk
Amplifikasyon (25 dongii) : 96°C’de 10 sn denatiirasyon

50°C’de 5 sn baglanma
60°C’de 4 dk polimerizasyon
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Sekans PZR’in sonunda ortamdaki baglanmayan ddNTP’leri ortamdan
uzaklagtirllmak amaci ile tekrar saflagtirma yapildi. Bunun igin:
1. 1 gr sefadeks (toz halde) 13 ml niikleaz igermeyen distile su igerisinde

siispanse edildi. Tyice ¢alkanan ve ¢dzdiiriilen sefadeks jeloz kivam ald.

2. Sispanse sefadeks’ten 750 ul kolonlarin igerisine konuldu. Kolonlar 4600
g’de 2 dakika santrifiij edildi. Jelin icerisindeki sivi koleksiyon tiipiine birikti.
Icerisinde katilasmis jel kalan kolon koleksiyon tiipiiniin igerisine

yerlestirildi.

3. Elde edilen sekans PZR {irliniiniin tamami1 (10 pl) kolonun igerisindeki kati

jelin ortasina, pipet ucu degdirilmeden dikkatlice birakildi.
4. 4800 g’de 2 dk santrifiij yapildi.

5. Koleksiyon tiipiinde biriken sivi (10 pl) sekanslamada kullanilacak olan
ornek olarak elde edildi. Bu sivinin tamami1 ABI 3130 (Applied Biosystems,
ABD) sekans cihazinda dizi analizi ile degerlendirildi. Sonuclar sekans analiz
yazilimima (Sequence Analysis 5.3) gore degerlendirildi. Bdylelikle
sekanslanan her bir 6rnek ile, 16S rDNA dizileri saptand1 ve elde edilen
diziler “GenBank” veritabaninda bulunan referans diziler ile BLAST

programi kullanilarak karsilastirildi.

3.3.3. Ribotiplendirme

Nocardia suslarmin ribotiplendirilmesinde ~ RiboPrinter®  Microbial
Characterization System(Dupont, USA) kullanildi. Bu sistem otomatik olarak
baslamakta, ilk olarak secilen EcoRI restriksiyon enzimiyle total genomik DNA
daha kiiciik fragmanlara pargalanmaktadir. Bu parcalar jel elektroforeziyle
birbirinden ayrilmaktadir. Fragmanlar jelden membrana transfer edilmekte ve
ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin korunmus boélgelerine 6zgiil
isaretlenmis evrensel bir probla hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Hibridizasyondan
sonra fragmanlar1 gostermek icin problarin hibridize oldugu yerde kimyasal bir
1s1ldama olmakta, bu 1s1ldamayi dijital kamera yakalamakta ve bilgisayar ortamina

aktarmaktadir. Goriintiide olusan bantlara RiboPrint® pattern adi verilmektedir. Bu



25

patternler Riboprinter® kiitiiphanesindeki patternlerle karsilastirilarak

degerlendirilmektedir.

Ribotiplendirmede 6rnek hazirlama :

1. Nocardia tiirlerinin iiremesi i¢in uygun besiyeri segildi.

2. Seliiloz nitrat (CN) membrandan (0,45 um) plak biiyiikliigiinii gegmeyecek
sekilde parga alind1 ve segilen kanli agar {izerine konuldu.

3. Membran tizerine ekim yapildi; 35°C’de 24 saat (koloni membran iizerinde
tireyene kadar) mikroaerofilik ortamda inkubasyona birakildu.

4. Inkiibasyon sonrasi saf olan koloniler membran iizerinden toplanarak bir

ependorf tiipiine alindi.

Kiiltiir tizerine 200ul 6rnek tamponu eklendi.

Ornek vorteks ile iyice karigtirildi.

Bu karisimdan 30ul 6rnek tasiyicisina aktarildi.

© N o O

Ornek tastyicisi 1s1 muamelesi i¢in 1s1 blogu cihazina alindu.

Ornekler 1s1 blogu cihazindan alindiktan sonra otomatize sistemin
baglatilmas: icin cihaz {izerindeki kuyucuklara sirasiyla, ornek tasiyicisi,
EcoRI enzimini tagiyan kartus, jel kaseti, membran ve “membrane processing
base” (prob, substrat, konjugat, bloklama tamponu, deney tamponu,
denatiiran, post-hibridizasyon yikama soliisyonu, post - konjugat yikama

soliisyonu ve piirifiye su) yerlestirildi.

3.4. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Nocardia tiirlerinin antibiyotik duyarlilik testi igin CLSI M24 A2 (2011)
protokoliinde belirtilen sivi mikrodilisyon yontemi uygulandi (81). Bu amagcla
oncelikle antibiyotik stok soliisyonlar1 uygun seyreltici ve ¢oziicliler kullanilarak son

konsantrasyondan 4 kat fazla olacak sekilde hazirlandi ve -80°C’de stoklandi.
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Calisma giinii calisilacak antibiyotik stok soliisyonu c¢oziiriilerek, steril
tiiplerde Mueller Hinton siv1 besiyeri iginde 2 kat seri diliisyonlar1 yapildi ve her bir

tiipten 50 ul alinarak U tabanli mikroplak ¢ukurlarina konuldu.

Antibiyotik duyarliligi c¢alisilacak suslarin, kanli agarda taze kiiltiirii
hazirlandi.  Nocardia kolonileri steril su iginde bulunan cam boncuklar ile
pargalandi. Daha sonra 0.5 Mc Farland (0.5 x102 cfu/ml) yogunlugunda siispansiyon
hazirlandi. Son konsantrasyon 0.5x10°cfu/ml yogunluga ayarlandi. Bu son
konsantrasyonu iceren tiipten 50 pl alinip antibiyotik i¢eren ¢ukurlara ilave edildi.
Son iki ¢ukur iireme kontrol ve besiyeri kontrol olarak hazirlandi. Bu islem sonrasi,
kapakli olan mikroplaklar parafilm ile de kaplanarak 72 saat 37°C’lik inkiibatorde
bekletildi. Bu siire sonunda minimum inhibitor konsantrasyon degerleri (MIK)

okunarak kaydedildi.

Mikrodiliisyon yontemine ek olarak, disk difiizyon yontemi ile Nocardia
tirlerinin direng sinir degerlerine bakildi. Bu yontemde 5 giin 37°C ‘de inkiibe
edilmis olan Nocardia kolonilerinden 0.5 Mc Farland standardina uygun
siispansiyonlar hazirlandiktan sonra 150 mm’lik Mueller Hinton kat1 besiyerlerine
ekimler yapildi. Besiyerleri kuruduktan sonra amikasin (30u0), siprofloksasin (5 pg),
trimetoprim sulfametoksazol (23.75 pg), seftriakson (30ug) ve linezolid (30uQ)
antibiyotik diskleri konularak 3-5 giin 37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Bu siire

sonunda zon ¢aplari 6lgiilerek CLSI direng sinir degerlerine gore degerlendirildi (82).

3.5. Istatistiksel Degerlendirme:

Mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri arasindaki uyumun 6l¢iilmesinde
Kappa istatistik yontemi kullanildi. Bu yontemde sonuglar asagida belirtildigi

sinirlar ¢ergevesinde yorumlandi.

<0 ise uyum yok

0-0.20 ise uyum yok veya ¢ok kotii uyum
0-21-0.40 ise kot uyum

0.41-0.60 ise orta dereceli uyum

0.61-0.80 ise iyi dereceli uyum

0.81-1.00 ise ¢ok iyi veya milkkemmel uyum
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4. BULGULAR

4.1. Hastalar ve suslar

Calismaya 2002 — 2011 yillar arasinda H.U.T.F Eriskin Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen oOrneklerden izole edilen 45 hastaya ait 45
Nocardia susu alinmistir. Hastalarin 29’u erkek, 16°s1 kadin olup her iki cinsiyette
yas dagilimi 20-60 yas arasinda degismektedir. Nocardia tiirleri lireyen hasta
orneklerinin dagilimi incelendiginde solunum yolu Ornekleri (% 37.7) en sik

izolasyonun yapildig1 klinik 6rnek olarak saptanmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. izole Edilen Nocardia suslarinin érnek tiirlerine gore dagilimi

Ornek Tiirii Sus sayisi, n(%)
Solunum yolu 6rnekleri 17 (37.77)
e Balgam 11 (24.44)
e BAL 6 (13.33)
Beyin apsesi 8 (17.77)
Py 7 (15.55)
Deri 3 (6.66)
Konjonktiva 3 (6.66)
Toransentez 2 (4.44)
Kan 2 (4.44)
Doku 2 (4.44)
BOS 1(2.22)
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4.2. Biyokimyasal Test Sonuclari

Calismaya alinan 45 Nocardia susunun biyokimyasal test sonuglari Nocardia
tiirlerinin biyokimyasal testlere gore tanimlanmasinda kullanilan sema gz Oniine
alinarak degerlendirildiginde; 45 susun hepsinde lizozim direng testi pozitif olarak
bulunmustur. Bunu izleyen kazein, ksantin, hipoksantin ve arilsiifataz testleri negatif
bulunan suslardan, L-ramnoz kullanim sonucu pozitif olan 12 sus N. farcinica
olarak, negatif olanlar ise N. brevicatena, N. paucivorans, N.asteroides Tip | veya
Tip 6 olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1-4.4). Kazein testi negatif, ksantin ve
hipoksantin testi pozitif olan 4 sus havasal hif igermesi (kadifemsi koloniler)
nedeniyle N. otitidisicaviarum olarak tanimlanmistir (Tablo 4.4) (Sekil 4.5-4.7).

Tablo 4.4. Nocardia suslarinin biyokimyasal test sonuglarina gore tiir dagilimi

Nocardia tiirleri Sayi

N. brevicatena
N. asteroides Tip | ve Tip VI 29 (64.4)
N. paucivorans

N. farcinica 12 (26.6)

N. otitidiscaviarum 4 (8.88)

Toplam 45




Sekil 4.1. a) Arilsiilfataz pozitif M. fortuitum
b) Arilsiilfataz negatif Nocardia spp.

Sekil 4.2. Kazein, ksantin, tirozin hidrolizi
pozitif Nocardiopsis spp.
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Sekil 4.3. Kazein, ksantin, tirozin ve nisasta hidrolizi

negatif N. farcinica.

Sekil 4.4. a) Ramnoz testi negatif b) Ramnoz testi pozitif
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Sekil 4.6. Hipoksantin hidrolizi pozitif kontrol sus

31



Sekil 4.7. Hipoksantin hidrolizi pozitif N. otitidiscaviarum
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4.3. Molekiiler Tani

4.3.1. DNA dizi analizi
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Calismaya alman Nocardia tiirlerinin DNA dizi analizi sonucu en sik N.

cyriacigeorgica (n:26, % 57.7) izole edilmis, bunu N. farcinica (n:12, % 26.6) ve N.

otitidiscaviarum (n:4, % 8.8) izlemistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Nocardia suslarinin DNA dizi analizine ne gore tiir dagilimi

Nocardia tiirleri Say1 (%)
N. cyriacigeorgica 26 (57.7)
N. farcinica 12 (26.6)
N. otitidiscaviarum 4 (8.8)
N. asteroides 2(4.4)
N. abscessus 1(2.2)
Toplam 45

4.3.2. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme yontemi sonucu tiim Nocardia suslarinda 3.2 kb bant

biyiikligi gorilmistir. N. cyriacigeorgica suslari ise ¢ok fazla polimorfizm

gostermesine ragmen bu suslarda ortak olarak 2 kb ‘lik bant bulunmustur. Bunun

yaninda N. farcinica suslarmin yiiksek derecede farkli bant profillerine sahip oldugu

gorilmistir. N. otitidiscaviarum’da sadece 2, 3.6 ve 8.3 kb’lik, N. abscessus

suslarinda ise ayirici olarak 3.3, 4.3, 7.7 ve 10 kb’lik bantlar goriilmiistir (Sekil 4.8).
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RiboPrimt™ Pattern
H 1 Label T
umber abe Ve 1 Ko 5 10 15 =0
I T T T I T T T T I TTrT II I

1 EO04-52-5-2 | N fareinica Sample I

2 B04-43-5-F N cwriacigesrgicd Sample

3 G04-45-5-5 N farcinica Sample

4 EO4-51-5-7 | N farcinica Sample I

4 B04-32-5-3 N swriacigesrgica Sample
| [ G04-52-5-6 N svrigcigesrgicgSample

7 B04-52-5-7 N, farcinica Sample
| & E04-52-5-8 N cwriacigeorgicasample

DEAM 44454

=1 604-51-5-1 N otitidircaviarumSample

— -

Sekil 4.8. Baz1 Nocardia izolatlarina ait ribotip paternleri

4.4. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

4.4.1. Mikrodiliisyon Sonuglari

Calismaya alman Nocardia suslarmim MIK araliklari, antimikrobiyal ajanlara
diren¢ durumu, MIK50 ve MIK90 degerleri, direng yiizdesi Tablo 4.6’da sirasiyla
verilmistir. Amikasin ve linezolid antibiyotiklerine kars1 herhangi bir direng
gozlenmemistir. Trimetoprim-sulfametoksazol, seftriakson ve siprofloksasine direng
sirastyla %15.5, %37.7 ve %82.2 oraninda saptanmistir. En fazla direng
siprofloksasine kars1 gorilmistiir. N. cyriacigeorgica (n:25,%96.1), tanimlanan
tiirler i¢inde siprofloksasine en fazla direng gdzlenen tiir olmustur. ikinci en sik ilag
direnci seftriaksonda goriilmiis olup, bu direng en fazla N.farcinica (n:11, % 91.6)
tiriinde gozlemlenmistir. N. cyriacigeorgica ve N. farcinica tiirlerinde trimetoprim-
sulfametoksazol antibiyotigine kars1 diren¢ oranlarinin sirasiyla % 7.6 ve % 16.6

oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.6. Nocardia tiirlerinin MiK sonuglar

MIK arahg MIK50 MIK 90 Direncli
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) e
Amikasin 0.25-128 0.5 0.25 0 (0)
Siprofloksasin 0.125-64 4 16 37 (82.2)
Sultametokeazol | _sanzis | Y19 | 0sks | 7asy
Seftriakson 0.5-256 4 >256 17 (37.7)
Linezolid 0.25-128 2 0(0)

4.4.2. Disk difiizyon sonuclari

Nocardia suslariin disk diflizyon yontemi ile antibiyotik direng sonuglar
Tablo 4.7°de verilmistir. Bu yontem sonuglarina gére amikasin ve linezolid
antibiyotiklerine kars1 direng gozlenmemistir. En fazla direng siprofloksasine karsi
goriilmiistiir. N. cyriacigeorgica (n:25,%96.1), tamimlanan tlirler iginde
siprofloksasine en fazla diren¢ gozlenen tiir olmustur. Ikinci siklikta ilag direnci
trimetoprim-sulfametoksazol antibiyotigi i¢in belirlenmis, burada en fazla direng
N.farcinica (n:12, % 100) tiirinde go6zlemlenmistir. N. farcinica suslarinda
seftriakson direnci % 91.6 (n:11) olup, s1vi mikrodiliisyon yontemi ile de ayni sonuca

ulasilmustir.

Tablo 4.7. Nocardia tiirlerinin disk difiizyon testi sonuglari

Sus Amikasin

sayist | Esik degerleri(mm)
S(>15) 1(13-14)R(<12)

Siprofloksasin TMP-SMX Seftriakson Linezolid Esik

Esik deerleri(mm) Esik deerleri(mm) Degerlerimm)
S(>21) 1(16-20)R(<12) | S(16) I(L1-15)R(<10) | S(22) IOR(2Y) | S(>21) 1()R(<20)

N. cyriacigeorgica | 26 26 0 Jo 1 0 |25 16 3 71 25 0 1 126] 0 0
N.farcinica 12 12 0 0 8 0 4 0 |12 1 0 1 121 0 0
N.otitidiscaviarum 4 0 0 2 0 2 2 0 2 1 0 3 41 0 0
N. asteroides 2 2 0 0 1 0 1 2 0 0 2 0 0 210 0
N. abscessus 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 110 0
TOPLAM 45 45 0 0 12 0 33 20 3 2] 3 0 15 |45] 0 0
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Disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile alinan antibiyotik
duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.8°de birlikte verilmistir. Bu sonuglar kullanilarak her iki

yontem arasindaki uyum karsilagtirilmistir.

Amikasin ve linezolid antibiyotikleri i¢in yontemler arasindaki uyumu
gosteren kappa degeri, k=1 olarak bulunmustur. Bu sonuca gore, linezolid igin
yontemler arasindaki uyumun miikemmel oldugu goriilmektedir. Seftriakson igin
yontemler arasindaki uyumu gosteren kappa degeri, k=0.903 olarak bulunmus olup,
seftriakson i¢in yontemler arasindaki uyumun ¢ok iyi diizeyde oldugu goriilmektedir.
Siprofloksasin i¢cin yontemler arasindaki uyumu gosteren k=0.672 olarak
bulunmustur. Bu sonuca gore, siprofloksasin i¢in yontemler arasindaki uyumun iyi
diizeyde oldugu goriilmektedir. TMP-SMX i¢in yontemler arasindaki uyumu
gosteren kappa istatistigi, k=0.092 oldugu buna goére, TMP-SMX i¢in yontemler
arasinda uyum olmadig1 goriillmektedir (Tablo-8).

Tablo 4. 8. S1vi mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemlerinin karsilastiriimasi

Antibiyotikler S ml.lfrOd”.ﬁ syon Disk difiizyon yontemi KaP pa
yontemi degeri
Duyarh Direngli Duyarh Direngli
n (%) n (%) n (%) n (%)
Amikasin 45 (100) 0 (0) 45 (100) 0 (0) 1
Siprofloksasin 7 (15.5) 38 (84.4) 12 (26.6) 33(73.3) 0.672
TMP-SMX 38 (84.4) 7 (15.5) 20 (44.4) 25 (55.5) 0.092
Seftriakson 28 (62.2) 17 (37.7) 30 (66.6) 15 (33.3) 0.903
Linezolid 45 (100) 0 (0) 45 (100) 0 (0) 1
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5. TARTISMA

Dogada yaygin olan Nocardia tiirleri insanlarda ve hayvanlarda lokal ve
yaygin enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlar Klinik olarak basta
akciger enfeksiyonu olmak lizere kutanéz, sistemik ve organa 6zgiil enfeksiyonlar
seklinde goriilmektedir. Nocardia enfeksiyonlart akut, subakut veya remisyon ve
alevlenmelerle seyreden kronik bir seyir gosterebilir. Klinik olarak siiphelenilen
hastalardan alinan 6rneklerin ¢ogunlugunu solunum yolu 6rnekleri (BAL, balgam,
brons yikama sivisi) olusturmaktadir. Bunu cilt biyopsisi, abse, doku ve BOS
ornekleri izlemektedir (5, 6). Calismamizda Nocardia izole ettigimiz klinik
orneklerin ¢ogunlugunu BAL ve balgam gibi solunum yolu o6rnekleri (%37.77)
temsil etmektedir. Bunu sirasiyla beyin apsesi (%17.77) ve pliy 6rnekleri (% 15.55)

izlemistir.

Laboratuvara gelen siipheli Klinik orneklerin makroskobik ve mikroskobik
incelenmesi dogru tanimlama i¢in ilk basamaklardan birini olusturmaktadir. Klinik
orneklerden hazirlanan yaymalarda her zaman ¢ift yayma hazirlanmasi, yaymalardan
birinin Gram boyama, digerinin ise modifiye Kinyoun boyama yontemi ile
boyanmasi Onerilmektedir (83). Klinik 6rneklerde Gram boyama sonrasi, siklikla
zeminde bol polimorfoniikleer 16kositler ile birlikte Nocardia tiirleri ince, dallanan,
diizensiz boyanan (boncuklu goriiniim) filamentéz mikroorganizmalar seklinde
goriilmektedir. Klinik Orneklerin  Nocardia tiirlerine yonelik mikroskobik
incelenmesinde Gram boyama yonteminin en duyarli boyama ydntemi oldugu
belirtilmektedir (6). Modifiye Kinyoun boyama yontemiyle kismi aside direngli
boyanabilmektedir. Fakat bu kismi boyanma, kiiltirden hazirlanan yaymalarda
degiskenlik gostermektedir. Ayrica kullanilan besiyeri ve kolonilerin yas1 hem
modifiye Kinyoun boyama sonucunu etkilemekte, hem de filament6z gériinimdeki
bu mikroorganizmalarin basil veya kokoid formda fragmanlar seklinde goriilmesine
yol agmaktadir (24). Klinik 6rneklerden hazirlanan yaymalarda tek basina modifiye
Kinyoun boyamasi Onerilmemekte, sadece Gram boyama sonrasi, kismi aside
direngli olup olmadigini dogrulamak amacl kullanilmas1 gerektigi belirtilmektedir.
Calismamizda laboratuvarimiza gelen klinik 6rneklerden hazirlanan yaymalar da, her

iki boyama yontemiyle boyanip incelenmis, kiiltiirleri yapilmis ve calisma amagl
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olarak stoklanmigtir. Calisma i¢in stoklart acilan bu suslar kanli agara ekilmis ve
inkiibasyon sonrasi liremelerden hazirlanan yaymalar, Gram boyama ve modifiye
Kinyoun boyama yontemleri ile boyanip mikroskop altinda incelenmistir. Gram
boyama sonucunda bazi suslarin gram pozitif dallanan basiller, bazilarinin ise gram
pozitif kokoid formda oldugu goriilmiistiir. Modifiye Kinyoun boyama ydntemi
sonucunda ise Nocardia tiirlerine 6zgii kismi aside direngli boyanma profili
izlenmemistir. Bu durumun kullanilan besiyerinden (kanli agar) veya yaymalarin

klinik 6rnek yerine kiiltiirden hazirlanmis olmasindan kaynaklandigi diistiniilm{stiir.

Nocardia tiirlerinin tanimlanmasinda 90’11 yillarin ortalarinda ve 2000’lerin
basinda konvansiyonel olarak hazirlanmis testler ve bazi ticari kitler ile biyokimyasal
ozelliklerine bakilarak tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir. Biehle ve arkadaslari
(84) Nocardia tiirlerinin tanimlanmasina yonelik yaptiklari ¢alismada, konvansiyonel
testlerin (lizozim, kazein, ksantin, hipoksantin, tirozin vb.) yaninda inkiibasyon
stiresinin daha az olmasi ve hizli sonu¢ elde edilmesi nedeniyle 15’in {izerinde
kromojenik substrat iceren “Microscan Rapid Anaerobe” ve Haemophilus-Neisseria
tanimlama sistemleri (Microscan,West Sacramento, California) gibi iki ayr ticari
sistem ile ¢alismiglardir. Bu ¢alismaya gore konvansiyonel ve enzimatik tanimlama
sistemleri arasinda iyi bir uyum oldugu ve N. asteroides, N. farcinica, N. nova, N.
brasiliensis ve N. otitidiscaviarum tiirlerinin tanimlandig1 belirtilmistir (84). Bu
calismadan bir yil sonra Muir ve arkadaslar1 (85) konvansiyonel testler yaninda
bioMerieux ID32 C maya tanimlama sistemi (bioMerieux, Hazelwood, Missouri)
kullanarak 92 Nocardia izolat1 tizerinde ¢alismislardir. N.farcinica, N. transvalensis
ve N. asteroides izolatlar1 arasinda asimilasyon sonuglarinin belirgin oldugu,
izolatlarin yarisindan fazlasinda 6zgiin paternlerin elde edildigi bildirilmistir (85).
Kiska ve arkadaglari (58) 2002 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, konvansiyonel ve API
20C AUX maya tanimlama sistemi (BioMerieux, Hazelwood, Missouri) ile
gentamisin, tobramisin, amikasin ve eritromisin antibiyotik duyarlilik paternlerini
yorumlayarak tanisal algoritma olusturmuslardir. Calisma sonucunda 10 ayri
Nocardia tiiriinden olusan 75 Nocardia izolat1 igerisinde 3-4 giin igerisinde ¢ogu
izolat tanimlanmug, fakat N. asteroides tip | (N. abscessus) ve N.asteroides tip VI (
N. cyriacigeorgica) ayrimi yapilamamistir (58). 2005 yilinda Wauters ve

arkadaglarinin (86) yaptiklar1 ¢alismada, konvansiyonel testler ve bazi suslar igin
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yardimci olmasit amaciyla APl 32C (bioMerieux, Marcy, France) ticari maya
tanimlama sistemi kullanilmigtir. Biyokimyasal testler ile olusturduklari tanisal
algoritmaya gore 6 farkli Nocardia tiirii tanimlanmistir. Fakat sinirli sayida tiirle
calistiklar1 i¢in bu algoritmanin taksonomik olarak kullanilamayacagini ve tiir
diizeyinde tanimlama icin molekiiller yontemlerin  de gerekli oldugunu
vurgulamiglardir (86). Calismamizda 45 Nocardia izolatina yonelik biyokimyasal
testler sonucunda sadece N. farcinica (12) ve N. otitidiscaviarum (4) tiirleri
tanimlanabilmistir. Bunun disinda izolatlarin ¢gogunlugunun (n:29) N. brevicatena, N.
paucivorans N. asteroides Tip | ve Tip VI olabilecegi diisiiniilmiis, fakat kendi
aralarinda aymm yapilamamistir. Bu sonuglara gore Nocardia tiirlerinin
biyokimyasal yontemlerle tek basina ayriminin miimkiin olmadigr goriilmiistiir.
Literatiirde Nocardia suslarinin tiir diizeyinde tanimlamasina yonelik ticari
sistemlerin giinimiizde artik kullanilmadigi, molekiiler yontemlerle saptanan tiir
sayisinin da artmasi nedeniyle, biyokimyasal yoOntemlerle tanimlamanin yeterli

olmadig belirtilmektedir (5).

Nocardia tiirlerinin dogru ve kesin tanisinda ¢esitli molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar icerisinde DNA dizi analizi yontemi tiir diizeyinde
tanimlamada en uygun yontem olarak belirtilmektedir (20). 16S rRNA geni tiir
tanimlamasinda en sik kullanilan gen bolgesidir. Bu gen bolgesinin 500 bp igeren
kisminin sekanslamast pek c¢ok Nocardia tiriiniin tanimlanmasinda yeterli
olmaktadir (5). Cloud ve arkadaglarinin (87) yaptiklar1 bir ¢alismada,16S rRNA gen
bolgesinin 500 bp ve 999 bp bolgeleri kullanilarak kiyaslama yapilmigtir. Toplamda
10 tiirden olusan 94 klinik izolatin 500 bp bolgesinin sekans sonuglari, fenotipik
yontem sonuglartyla %72 ve 999 bp sekans sonucuyla % 90 uyumlu oldugu
gosterilmistir. Patel ve arkadaglar1 (88) 28 referans sus ve 71 klinik izolatin 16S
rRNA sekanslamasi sonucu N. nova, N.otitidiscaviarum ve N. translavalensis olarak
tanimladiklar1 suslar icerisinde Onemli heterojenite tespit etmislerdir. Onceleri
bilinen tiir sayist az olan Nocardia tiirlerinin tanisinda 500 bp bdlgenin sekanslamasi
yeterli olsa da, tanimlanan tiir sayisinin giderek artmasi nedeniyle gelecekte bunun
yeterli olamayacagi belirtilmektedir (89). Wauters ve arkadaslar1 (86) ¢ok sayida
klinik 6rnekten izole ettikleri Nocardia suslarin1 16S rRNA dizi analizi yontemiyle

tanimlamiglardir. Buna gbre 86 susun 83’iiniin sadece 6 farkli tiirden olustugunu
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tespit etmisglerdir. Bu tanimlanan 6 farkli tiiriin N.farcinica (%44), N.nova (%22),
N.cyriacigeorgica (%15), N. brasiliensis (%6.9), N. abscessus (%5.8) ve N.
paucivorans (% 2.3) tiirlerinden olustugunu belirtmislerdir (86). Calismamizda 16S
rRNA dizi analizi yontemi ile 45 Nocardia susu tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bu
tanimlanan tiirler, N. cyriacigeorgica (n: 26, % 57.7), N. farcinica (n:12, %26.6), N.
otitidiscaviarum (n:4, %8.88), N.asteroides (n:2, % 4.44), N. abscessus (n:1, %

2.22) tiirlerinden olusmaktadir.

Nocardia tiirlerinin ribotiplendirme yontemi kullanilarak tanimlamasina
yonelik ¢ok az sayida g¢alisma mevcuttur. Laurent ve arkadaslar1 (63) EcoRI, Hind
11, Hinfl ve Pstl gibi restriksiyon enzimleri kullanarak 27 referans susu
ribotiplendirme ile tanimlamislardir. Tiim suslarda 2.9 kb’lik bant goriilmiistiir. N.
farcinica ATCC 3318 ve diger N. farcinica suslarinda ortak olarak 2.9, 2.7 ve 2.6
kb’lik bantlar bulunmustur. N. asteroides ATCC19217 sensu stricto referans susu
icin 6.4, 3.8, 3.5 ve 2.9 kb bantlar goriilmiis olup, bunu izleyen diger 3 N. asteroides
susunda da bu bantlar gériilmistiir. N. nova, N. brasiliensis ve N. otitidiscaviarum
tirlerinden ayirim saglayan farkli biiyiikliikte bantlar saptanmistir (63). Brown ve
arkadaglart (90) 19 klinik izolat, 2 referans sus ve bir ATCC 3318 N. farcinica
susunun ribotiplendirmesini yapmislardir. Hastalardan izole edilmis N. farcinica
klinik izolatlarinin ribotip paternleri referans suslardan farkli bulunmus, fakat ATCC
3318 ile 4.3 ve 5.0 kb arasinda degisen mikroheterojenite disinda, ribotip paternleri
benzer bulunmustur. Bu heterojenitenin de ATCC 3318’den ayrimi sagladigi
belirtilmistir (90). Calismamizda ribotiplendirme yontemi sonucu tim Nocardia
suslarinda 3.2 kb bant biiyiikliigii goriilmiistiir. N. cyriacigeorgica suslarinda ¢ok
fazla polimorfizm goriilmesine ragmen bu suslarda ortak olarak 2 kb ‘lik bant
bulunmustur. N. farcinica suslarmin yiiksek derecede farkli bant profillerine sahip
oldugu saptanmustir. N. ofitidiscaviarum’da 2, 3.6, 8.3 kb’lik, N. abscessus
suslarinda ise ayirict olarak 3.3, 4.3, 7.7 ve 10 kb’lik bantlar gézlenmistir. N.
asteroides, suslarinda bant profili goriilmesine ragmen, sus sayisinin yetersiz

olmasindan dolayr degerlendirme yapilamamustir.

Nocardia tiirleri ve diger aecrob Actinomycetes tiirlerinin duyarlilik testlerine
yonelik 2003 yilinda CLSI tarafindan bir rehber hazirlanmistir. Bu rehberde

Nocardia tiirlerinin antibiyotik duyarlilik diizeylerinin arastirtlmasinda  sivi
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mikrodiliisyon yontemi Onerilmektedir (65). Cercenado ve arkadaslar1 (91), 2007
yilinda ¢ogunlugunu N. cyriacigerogica (n:17) ve N. farcinica (n:11) tiirlerinin
igerdigi 51 Nocardia izolatinda s1vi mikrodiliisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik
calismislardir. Calismada tiim Nocardia izolatlarinin amikasin, TMP-SMX ve
linezolid antibiyotiklerine duyarli oldugu saptanmistir (91). Uhde ve arkadaslari (92)
1995-2004 yillar1 arasinda izole ettikleri 19 ayr1 Nocardia tiiriinii igeren 765 susun
hepsinde amikasin, TMP-SMX, seftriakson ve siproflokasin duyarliligina sivi
mikrodiliisyon yontemi ile bakmiglar, 2002 yilindan sonra ise bu suslarin 269’unda
linezolid duyarliligin1 da arastirmislardir. Tim N. cyriacigeorgica (n:101) ve N.
farcinica (n:105) suslari linezolide duyarli olup, bir N. cyriacigeorgica susu harig¢ her
iki tiirde amikasine diren¢ gozlenmemistir. N. farcinica suslari i¢in siprofloksasin,
TMP-SMX ve seftriakson antibiyotiklerine kars1 direng sirasiyla % 72, %80 ve % 93
olarak bulunmus olup, tanimlanan bu 16 ayr1 Nocardia tiirii igerisinde en fazla direng
bu tiirde gozlenmistir (92). Conville ve arkadaslari (93), 2011 yilinda klinikte en sik
izole edilen ve farkli duyarlilik paternleri gésteren 5 farkli Nocardia tiiriine ait
izolatlarin antibiyotik duyarliliklarin1 s1vi mikrodiliisyon testi ile arastirmislardir. Bu
calismada N. cyriacigeorgica tiirii igin amikasin, TMP-SMX ve linezolid’e karsi
herhangi bir direng saptanmamis olup, seftriakson ve siprofloksasine karsi sirasiyla
% 65 ve %100 direng oldugu tespit edilmistir. N. farcinica agisindan
degerlendirildiginde, amikasin ve linezolide diren¢ goézlenmezken, TMP-SMX,
siprofloksasin ve seftriaksona sirasiyla % 7.1, % 94.4 ve % 96.7 oranlarinda direng
oldugu belirtilmistir (93). Calismamizda Nocardia tiirlerinin  amikasin,
siprofloksasin, TMP-SMX, seftriakson ve linezolid duyarliliklart sivi mikrodiliisyon
yontemi ile arastirilmigtir. Buna gore amikasin ve linezolid antibiyotiklerine kars1 bir
diren¢ gbzlenmemistir. Tanimladigimiz Nocardia tiirleri igerisinde en fazla direng
siprofloksasine kars1 goriilmiistiir. N. cyriacigeorgica (n:25,%96.1) tanimlanan tiirler
icinde siprofloksasine en fazla direng gdzlenen tiir olmustur. ikinci sik ilag direnci
seftriaksonda goriilmiis olup en fazla direng N.farcinica (n:11, % 91.6) tiiriinde
gozlemlenmistir. N. farcinica tiirlerinde TMP-SMX direnci % 16.6 oraninda oldugu

saptanmistir.

Nocardia tiirleri i¢in sivi mikrodilisyon ve diger duyarlilik yontemlerini

karsilastiran fazla calisma bulunmamaktadir. Lowman ve arkadaslar1 (94) 2010
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yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Nocardia tiirleri ve diger aerob Actinomycetes
tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarini sivi mikrodiliisyon yontemi ve E-test yontemi
ile calismislar ve sonuglar karsilastirmislardir. Calismada 39 Nocardia susunun
hepsi amikasin, linezolid ve TMP-SMX’e duyarli bulunmustur. Sivi mikrodiliisyon
yonteminde direngli olan sus, E-test yonteminde duyarli bulundugunda ¢ok biiyiik
hata, duyarli olan sus E-test yonteminde direngli bulundugunda biiyiik hata olarak
kabul edilmistir. Buna gore her iki yontem arasinda amikasin, TMP-SMX ve
linezolid duyarlilik sonuglar1 yoniinden ¢ok biiyiik hata tespit edilmedigi i¢in % 100
uyum oldugu belirtilmistir. Seftriakson i¢in biiyiik hata % 11.8, kiiclik hata % 5.9
oraninda saptanmis; siprofloksasin i¢in ise biiyilk hatanin %3.3 oldugu, kiiciik

hatanin ise olmadig1 belirtilmistir (94).

Yurdumuzda Aydoslu ve arkadaslarinin (95) yaptiklari c¢alismada 234
hastadan izole ettikleri iki N. farcinica, bir N. asteroides ve bir. N. otitidiscaviarum
susunun duyarhiliklart sivi mikrodilisyon, E-test ve disk diflizyon yontemi ile
calisilmistir. Calisma sonucunda bir N. farcinica susunun siprofloksasine karsi, sivi
mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemi ile duyarli olmasina ragmen E-test
yonteminde direngli oldugu gorilmistir (95). Per¢in ve arkadaslarinin  (96)
yaptiklar1 ¢alismada, klinik oOrneklerden izole edilmis 21 Nocardia susunun
antibiyotik duyarliliklarina E-test ve disk difiizyon yontemleri ile bakilmistir. Her iki
yontem ile linezolid duyarlilig1 % 100 olup, bu antibiyotik i¢in yontemler arast uyum
orant %100 olarak belirtilmistir. Bu c¢alismada sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilmadigi i¢in ¢alismamizla karsilastirma yapilmamistir (96). Calismamizda sivi
mikrodiliisyon ydntemi ve disk difiizyon yontemleri karsilagtirilmustir. Istatistiksel
olarak amikasin ve linezolid antibiyotikleri arasinda miikemmel bir uyum oldugu
goriilmiistiir. Seftriakson ve siprofloksasin antibiyotikleri i¢in biiyiik hata oranlar
sirasiyla % 4.4 ve % 8.8 olarak saptanmistir. Trimetoprim-sulfametoksazol igin
biiyiilk hata oran1 % 44.4 olarak bulunmus olup, istatistiksel olarak yontemler

arasinda uyum olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak, Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi i¢in konvansiyonel
biyokimyasal testlerin yeterli olmadigi, molekiiler testlerle ayirim yapilmasi gerektigi
anlasilmistir. Bu bakterilerin kesin tanisinda DNA dizi analizinin yapilmasi gerektigi

ve ribotiplendirme yonteminin, Nocardia tiirlerinin kiitiphanesi olusturuldugunda
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epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilabilecegi anlagilmistir. Nocardia
tirlerinin antibiyotik duyarliliginda sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasi

gerektigi tespit edilmistir.
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6. SONUC

Nocardia tirleri insanlarda nadir fakat agir enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Nocardia tiirlerine bagli enfeksiyonlarda goriilen en onemli risk
faktori insan bagisiklik sisteminin baskilanmasidir. Nocardia siipheli orneklerin
¢ogunlugunu solunum yolu 6rnekleri olusturmaktadir (6). Calismamizda 6rneklerin

cogunlugu %37.7 oranla solunum yolu 6rneklerinden olusmaktadir.

Hastalardan izole ettigimiz 45 Nocardia susunun biyokimyasal testler
kullanilarak  tanimlanmasina yonelik calismamizda, molekiiler yontemlerle
tanimlayabildigimiz 5 ayrn tiir iginden sadece 2 tiir tanimlanabilmistir. Buna gore
Nocardia tiirlerinin biyokimyasal yontemlerle tek basina ayrimmin miimkiin
olmadig1 ve giderek artan tiir sayisi ile beraber tanimlamada molekiiler yontemlerin

kullanilmas1 gerektigi sdylenebilir.

Calismamizda Nocardia tiirlerinin molekiiler tanimlamasina yonelik DNA
dizi analizi yontemi ve ribotiplendirme yontemi kullanilmigtir. Ribotiplendirme
sonucu tiim izolatlarimizda ortak bant biiyiikliigii yaninda, tiirler arasi ayirimi
saglayan farkli bant biiyliklikleri de gozlemlenmistir. Bu ¢alisma ile, Nocardia

tiirlerinin tanimlanmasina yonelik ilk defa otomatize sistem kullanilmistir.

Calismamizda 45 Nocardia susunun bes farkli antibiyotige karsi duyarlilik
durumlart  mikrodilisyon ve disk difiizyon yontemleriyle arastirilmistir.
Mikrodiliisyon yontemi ile en fazla direng siprofloksasine karsi goriilmiis olup N.
cyriacigeorgica en fazla direng gozlenen tiir olmustur. Nocardia tiirleri iginde N.
farcinica’min ¢oklu ilag direncinin en sik gorildiigii tiir oldugu bilinmekte ve
tedavide ozellikle sulfonamidler tercih edilmektedir (5). Calismamizda TMP-SMX
antibiyotigine karst direng % 16.6 oraninda saptanmig olup bu antibiyotigin
giinlimiizde hala tedavideki yerini korudugu gortilmistiir. Stvi mikrodiliisyon ve disk
difiizyon yontemleri karsilastirildiginda TMP-SMX duyarlilik sonuglar1 acgisindan iki

yontem arasinda uyum bulunamamastir.

Sonug¢ olarak, Nocardia tiirlerinin tanimlanmasi igin konvansiyonel
biyokimyasal testlerin yeterli olmadigi, molekiiler testlerle ayirim yapilmasi gerektigi
anlasilmistir. Bu bakterilerin kesin tanisinda DNA dizi analizinin yapilmasi gerektigi

ve ribotiplendirme yonteminin, Nocardia tiirlerinin kiitiiphanesi olusturuldugunda
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epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilabilecegi anlagilmistir. Nocardia
tirlerinin antibiyotik duyarliliginda sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasi

gerektigi tespit edilmistir.
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