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Overzicht

Inleiding

Taxonomie

Kliniek

Kweek en identificatietechnieken: rol van MALDI-TOF MS? 

Gevoeligheidsbepaling: Etest versus BMD? 

Gevoeligheidsbepaling: meest geschikte methode voor UZ Leuven?
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Historiek

• eerste beschrijving door Franse dierenarts

• Edmond Nocard in 1888

• runderen met chronische lymfadenitis
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Carroll et al. Manual of clinical microbiology (12th edition)
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Algemeen

• geen deel van humane flora

• saprofyten in bodem, rottende organische materie & water

• incidentie: 0,45/100.000 inwoners/jaar in Spanje

• inhalatie = voornaamste route van besmetting

• 2-3♂/ 1♀

Yildiz et al. Actinomycoses and Nocardia pulmonary infections  (2006)
Minero et al. Nocardiosis at the Turn of the Century (2009)
Restrepo et al. Nocardia infections in solid organ transplantation: Guidelines  from the Infectious Diseases Community of Practice of the American Society of Transplantation (2019)
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Taxonomie

Wallace et al. Antimicrobial Susceptibility Patterns of Nocardia asteroides (1988)
Brown-Elliot et al. Clinical and Laboratory Features of the Nocardia spp. Based on Current Molecular Taxonomy (2006)
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Nocardia species
voor 1988

N. asteroides > 90%

1988
Wallace

N. asteroides complex



Taxonomie

*: gevoeligheidspatroon volgens Wallace et al 1988
Conville et al. The Complexities of Nocardia Taxonomy and Identification (2018)
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Nocardia species
heden

…

gevoeligheidspatroon*

type I

type III

type IV

type II

/
type  VI
type V



Taxonomie

Brown-Elliot et al. Current Status of Nocardia Taxonomy and  Recommended Identification Methods (2015)

8



Kliniek

Ambrosini et al. Nocardiosis updated clinical review and experience at a Tertiary center (2010) 
Wilson et al. Nocardiosis: Updates and Clinical Overview (2012)
De La Cruz et al. Experience with linezolid for the treatment of nocardiosis in organ transplant recipients (2015)
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• opportunistische pathogeen doch 1/3 normale afweer

deficiënte cellulaire immuniteit

SCT SOT…

risicofactoren bij orgaantransplantaties 
• hoge dosis corticosteroïden gebruik (≥ 20 mg of prednisone voor ≥ 1 maand)

• CMV-infectie in voorafgaande zes maanden 
• hoge [calcineurineremmers] in voorafgaande maand (> 15 μg/ml voor tacrolimus of > 300 ng/ml voor cyclosporine)



Kliniek

Saubolle et al. Nocardiosis: review of clinical and laboratory experience (2003)
Brown-Elliot et al. Clinical and Laboratory Features of the Nocardia spp. Based on Current Molecular Taxonomy (2006)
Ambrosini et al. ocardiosis updated clinical review and experience at a Tertiary center (2010) 
Wilson et al. Nocardiosis: Updates and Clinical Overview (2012)
Cattaneo et al. Nocardia spp infections among hematological patients: results of a retrospective multicenter study (2013)
Restrepo et al. Nocardia infections in solid organ transplantation: Guidelines  from the Infectious Diseases Community of Practice of the American Society of Transplantation (2019)
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- frequentste extrapulmonale manifestatie
- verscheidenheid aan symptomen
- beeldvorming meestal ≥ 1 hersenabces 

- minder frequent
- associatie met aanwezigheid DVC en/of 

verminderde afweer

- ook bij normaal immuunsysteem
- primaire of secundaire infectie
- ulcera, abcessen, noduli, cellulitis
- voornaamste verwekker: N. brasiliensis
- typisch in (sub-)tropisch klimaat

- frequentste manifestatie
- subacuut tot chronisch verloop
- aspecifieke symptomatologie
- beeldvorming : divers
- differentiaal diagnose

- P. aeroginosa, S. aureus, anaëroben
- IPA, actinomycose, tuberculose
- maligniteit
- …



Microscopisch onderzoek
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• D

• gramkleuring               zuurvaste kleuring

• sensitiviteit gram > sensitiviteit zuurvast 

• = variant Kinyounmethode (1% H2S04)

• belang van + en - controles!

• snelle differentiatie Nocardia en actinomyces

Actinomyces Mycobacterium Nocardia Streptomyces

Ziehl-Neelsen kleuring - + - -

variant Kinyoun kleuring - + + -

Saubolle et al. Nocardiosis: review of clinical and laboratory experience (2003)
Brown-Elliot et al. Clinical and Laboratory Features of the Nocardia spp. Based on Current Molecular Taxonomy (2006)
Brown-Elliot et al. Current Status of Nocardia Taxonomy and  Recommended Identification Methods (2015)
Carroll et al. Manual of clinical microbiology (12th edition)



Isolatieprocedure

Brown-Elliot et al. Clinical and Laboratory Features of the Nocardia spp. Based on Current Molecular Taxonomy (2006)
Ambrosini et al. ocardiosis updated clinical review and experience at a Tertiary center (2010) 
Carroll et al. Manual of clinical microbiology (12th edition)
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• Groei op klassieke niet-selectieve voedingsbodems 

• Typische kolonievorming na 2-5 dagen incubatie

• Afsluiting platen d.m.v. parafilm & incuberen gedurende 3 weken bij 35°C

• Aflezing eerste week dagelijks, nadien wekelijks

steriel staal niet-steriel staal

bloedagar + THIO + TSB cfr. steriel + BCYE



Identificatie

• belang van snelle en accurate identificatie tot op species niveau! (cfr. later)

• biochemische identificaties: tijdrovend en grotendeels onbetrouwbaar

• MALDI-TOF MS

CLSI MM-18. Interpretive Criteria for Identification of Bacteria and Fungi by DNA Target Sequencing: Approved Guideline (2018)
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• belang van snelle en accurate identificatie tot op species niveau! (cfr. later)

• biochemische identificaties: tijdrovend en grotendeels onbetrouwbaar

• MALDI-TOF MS

• moleculaire techniek = gouden standaard
• sequentieanalyse 16S-rRNA gen, secA1 gen, hsp65 gen en/of gyrB gen



Vraag 1: Kan MALDI-TOF MS gebruikt worden voor 
de identificatie van Nocardia species?

• Opzet: literatuurstudie: MALDI-TOF MS (8 artikels)

• Referentiemethode: gen sequentieanalyse

• CLSI criterium: ≥ 90% overeenkomst tussen referentie- en nieuwe methode

• UZ Leuven: MALDI-TOF MS BDAL-8468
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studie en jaar publicatie

databank (Nocardia spectra)

± in huis databank (Nocardia spectra)

aantal stammen % correcte identificatie 

species (cutoff)                               groep (cutoff)

incubatietijd extractieprocedure

Verroken et al. 2010 

BDAL 3486 (v.3.0) (X)

+ in-huis databank (110)

43

23 (≥ 2.0)

79 (≥ 2.0)

44 (≥ 1.7)

88 (≥ 1.7)

48-72u EtOH/FA

Hsueh et al. 2014

BDAL 5627 (72)

74

14,9 (≥ 2.0) 70,1 (≥ 1.7)

48u EtOH/FA

Buckwalter et al. 2015

BDAL 5627 v.3.3.1.0 (72)

+ in-huis databank (232)

148

41,9 (≥ 2.0)

89,9 (≥ 2.0)

57,4 (≥ 1.7)

94,6 (≥ 1.7)

onbekend EtOH/FA

Khot et al. 2015 

BDAL 5627 v.3.1 (72)

+ in-huis databank (13)

87

53 (≥ 1.9)

83,1 (≥ 1.9)

62 (≥ 1.7)

94,8 (≥ 1.7)

18-48u EtOH/FA

Blosser et al. 2016 

BDAL 5627 v.4.0.0.1 (72)

+ in-huis databank (90)

150

47,3 (≥ 2.0)

84,2 (≥ 2.0)

72 (≥ 1.8)

90,2 (≥ 1.8)

72-96u EtOH/FA

Yarbrough et al. 2017 

BDAL 5989 v.5 (73)

BDAL 6903 v.6 (105)

60

43 (≥ 2.0)

58 (≥ 2.0)

77  (≥ 1.7)

83 (≥ 1.7)

48-144u EtOH/FA 

Marín et al. 2018

BDAL 6903 (v.6) (105)

73

57,5 (≥ 2.0)

94,5 (≥ 1.7)

95,9 (≥ 1.7)

98,6 (≥ 1.5)

36-48u directe applicatie mierenzuur

McTaggart et al. 2018

BDAL 6903 (v.6) (105)

+ in-huis databank (X)

251

80,9 (≥ 2.0)

87,3 (≥ 2.0)

86,9 (≥ 1.7)

93,3 (≥ 1.7)

18-72u EtOH/FA
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Effect van verlaging scoredrempel

• Acceptatiecriteria Bruker
• score voor ID genus ≥ 1,7

• score voor ID species ≥ 2,0

• Quid effect verlaging score voor species niveau naar ≥ 1,8?

Blosser et al. Multicenter Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization–Time of Flight Mass Spectrometry Study for Identification of Clinically Relevant Nocardia spp. (2016)
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Invloed van leeftijd cultuur (1a)

Khot et al. Identification of Nocardia Species by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization–Time of Flight Mass Spectrometer (2015)
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Invloed van leeftijd cultuur (1b)
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Khot et al. Identification of Nocardia Species by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization–Time of Flight Mass Spectrometer 2015



Invloed van leeftijd cultuur (2a)

McTaggart et al. Incubation time and culture media impact success of identification ofNocardiaspp. by MALDI-ToF mass spectrometry (2018)
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Invloed van leeftijd cultuur (2b)

McTaggart et al. Incubation time and culture media impact success of identification ofNocardiaspp. by MALDI-ToF mass spectrometry (2018)
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Extractiemethode

Yarbrough et al. Identification of Nocardia, Streptomyces, and Tsukamurella using MALDI-TOF MS with the Bruker Biotyper (2017)
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Besluit vraag 1

• MALDI-TOF MS is heden een volwaardig alternatief!

• MALDI-TOF MS op vroegtijdige koloniegroei:         % correcte identificatie 

• geen meerwaarde van lange extractiemethode 

• indien te lage score gen-sequentieanalyse
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Vraag 2: Welke methode moet gebruikt worden 
voor gevoeligheidsbepaling van Nocardia?

• Isolatie Nocardia uit klinisch respiratoir staal = meestal reële infectie en geen kolonisatie

• Uitvoeren antibiogram zeer sterk aangeraden gezien variabel inter-species resistentiepatroon

• Opzet: literatuurstudie: Etest vs BMD (4 artikels)

• Referentiemethode volgens CLSI: broth microdilution (BMD)

• CLSI criteria
• categorische en essentiële overeenkomst moeten ≥ 90% zijn

• het aantal VME moet ≤ 3% van het totaal aantal resistente stammen

• het aantal ME moet ≤ 3% van het totaal aantal geteste stammen
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CLSI: BMD

• inoculum = 0,5 McFarland

• 50 µL in 10 mL CAMHB -> 100 µL per well

• incubatie in omgevingslucht op 35 °C

• groei controle na 48-72u 

• + TMP-SMX schijfje ter controle 
• ≥ 35 mm inhibitie = gevoelig

• ≤ 15 mm inhibitie = resistent

CLSI M24 3rd edition (M24-A3)
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Biomerieux®: Etest
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Etest® Application Guide (2012)



Overzicht artikels
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studie

jaar publicatie

n

(aantal stammen)

techniek inoculum incubatie geteste antibiotica breekpunten

tijd temperatuur atmosfeer

Biehle et al.

1994

52  + 3 ATCC BMD: NCCLS 1992 M7-A2 

Etest: volgens fabrikant (MHA)

BMD: 0,5 McF

Etest: 0,5 McF

BMD: 24, 48 & 72u

Etest: 72u

35°C omgevingslucht amikacine, amoxicilline-

clavulaanzuur, cefotaxime,  

ceftriaxone, ciprofloxacine,  

minocycline, imipenem en 

TMP-SMX

NCCLS criteria voor aerobe 

bacteriën: M100-S4

Ambaye et al.

1997

23 + 3 ATCC BMD: NCCLS 1993 M7-A3 

Etest: volgens fabrikant (MHA)

BMD: 0,5-1 McF

Etest: 0,5-1 McF

BMD: 72u

Etest: 72u

35°C omgevingslucht amikacine, ampicilline,

amoxiclline-clavulaanzuur, 

ceftriaxone, ciprofloxacine

erythromycin, imipenem,

minocycline en TMP‐SMX

NCCLS criteria voor aerobe 

bacteriën: M100-S5

Lowman et al.

2010

39 + 4 ATCC BMD: CLSI 2006 M7-A7

Etest: volgens fabrikant (MHA)

BMD: 0,5 McF

Etest: 0,5 McF

BMD: 24, 48 & 72u

Etest: 24, 48 & 72u

35°C omgevingslucht amikacine, amoxicilline-

clavulaanzuur, ceftriaxone, 

ciprofloxacine,  

claritromycine, imipenem, 

TMP‐SMX en linezolid

NCCLS criteria voor aerobe 

actinomycetes: M24-A1

(attachment 1)

Brown-Elliot et al.

2016

87 + 4 ATCC BMD: CLSI 2011 M24-A2

Etest: volgens fabrikant (MHA)

BMD: 0,5 McF

Etest: 0,5 McF

onbekend 35°C omgevingslucht ertapenem, imipenem, 

meropenem

CLSI criteria voor aerobe 

actinomycetes: M62-A1

(attachment 2)
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Biehle et al. Comparative Evaluation of the E Test for Susceptibility Testing of Nocardia Species (1994) 
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Biehle et al. Comparative Evaluation of the E Test for Susceptibility Testing of Nocardia Species (1994) 
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Biehle et al. Comparative Evaluation of the E Test for Susceptibility Testing of Nocardia Species (1994) 



Lowman et al. Antimicrobial Susceptibility Testing and Profiling of Nocardia Species and Other Aerobic  Actinomycetes from South Africa: Comparative Evaluation of Broth Microdilution versus the Etest (2010)
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Brown-Elliot et al. In Vitro Comparison of Ertapenem, Meropenem, and Imipenem against Isolates of Rapidly Growing Mycobacteria and Nocardia by Use of Broth Microdilution and Etest (2016)
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Besluit vraag 2

• BMD = gouden standaard 

• BMD versus Etest: moeilijke vergelijking
• beperkte literatuur

• ≠ inoculum & bodem t.o.v. huidige richtlijnen

• nood aan eigen vergelijkende studie

• quid karakterisering van stammen bij retrospectieve studies o.b.v. Etest?
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Vraag 3. Welke methode is het meest geschikt om 
gevoeligheidsbepaling in UZ Leuven uit te voeren?
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Gevoeligheidspatroon o.b.v. species 
identificatie

CLSIM62 
UptoDate
Brown-Elliot et al. Current Status of Nocardia Taxonomy and  Recommended Identification Methods (2015)
Restrepo et al. Nocardia infections in solid organ transplantation: Guidelines  from the Infectious Diseases Community of Practice of the American Society of Transplantation (2019)
Schlaberg et al. Susceptibility Profiles of Nocardia Isolates Based on Current Taxonomy (2013)
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N. abscessus N. brasiliensis N. cyriacigeorgica N. farcinica N. nova complex N. otitidiscaviarum N. transvalensis complex

Amikacine  (CLSI) S S S S S S R

Amoxicilline S R R R S R V 

Amoxcilline-clavulaanzuur  (CLSI) S S R S R R V (meestal R)

Ceftriaxone (CLSI) S V (meestal R) S R S R S

Ciprofloxacine (CLSI) R R R S R S S

Claritromycine (CLSI) R R R R S V R

Imipenem  (CLSI) V R S V (meestal S) S R V (meestal R)

Linezolid (CLSI) S S S S S S S

Minocycline  (CLSI) V (meestal S) S V (meestal R) V (meestal R) V (meestal R) V (meestal R) V (meestal R)

Moxifloxacine V (meestal R) S R S R V (meestal R) S

Tigecycline S S V R V X X

Tobramycine (CLSI) V (meestal S) S S R R V R

TMP-SMX (CLSI) S S S S S S S



Vergelijking commerciële platen
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Nocardia plaat RAPMYCOI plaat



Imipenem vs. meropenem
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Brown-Elliot et al. In Vitro Comparison of Ertapenem, Meropenem, and Imipenem against Isolates of Rapidly Growing Mycobacteria and Nocardia by Use of Broth Microdilution and Etest (2016)
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Reproduceerbaarheid BMD 

Conville et al. Multisite Reproducibility of the Broth Microdilution Method for Susceptibility Testing of Nocardia Species (2012)



Financiële balans

RIZIV 38

Kostprijs in € (incl. btw)

Etest® (o.b.v.Nocardia plaat) 55

Etest® (o.b.v. RAPMYCOI plaat) 64

commerciële plaat 136



Besluit vraag 3
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• belang terugkoppeling empirische R/ o.b.v. species identificatie

• laag # stalen          nood aan centraal uitvoerend laboratorium (opbouw expertise!)

• geen specifieke terugbetaling voor Nocardia
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