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OZET

Klinik drneklerden izole edilen difteri dis1 korineform bakterilerin
identifikasyonu, antibiyotik diren¢ paterninin ve biyofilm olusumunun
arastiritlmasi

Dr. Hatice ER

Corynebacterium cinsine ait bakteriler; Corynebacterium diphtheriae ve non-difterik
korineform bakteriler (NDC) olmak (izere ikiye ayrilmaktadir. Onceki yillarda
laboratuvar  kontaminantlar1 olarak degerlendirilen non-difterik  korineform
bakterilerin (NDC) yapilan son calismalarda 6nemli hastane enfeksiyon etkeni
olabilecekleri ve bu bakterilerin birgok antimikrobiyal ajana direngli olduklari
gosterilmistir. Ciddi enfeksiyonlarda artan oranda NDC’lerin gorilmesi bunlarin

potansiyel patojenler olarak taninmasini gerekli kilmaktadir.

Bu calismada Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
T1bbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma Aralik 2020-Ocak 2023 tarihleri arasinda, klinik
birimlerden gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen NDC’lerin tur diizeyinde
identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi, antibiyotik direng
paternlerinin incelenmesi, suslarin  molekiler epidemiyolojisinin ve biyofilm

olusumlarmin arastirilmasi amaclanmistir.

Tlm izolatlar MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time
Of Flight Mass Spectrometry) ile tiir diizeyinde tanimlanmustir. Izolatlarm %94,3ii C.
striatum ve %35,7’si C. afermentans olarak tanimlanmustir. Izolatlarm %15’ kan, %51
kateter ici kan, %34,3’1 yara, %32,9’u trakeal aspirat (TA), %7,9’u balgam, %2,9’u
abse materyali ve %2,1’1 plevral sivi 6rneklerinden izole edilmistir. En sik izole edilen
klinik 6rnek yara (%34,3), ikinci en sik klinik 6rnek trakeal aspirat (%32,9) iken; en
az izole edilen klinik 6rnek ise %2,1 ile plevral sivi 6rnegi olmustur. EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) rehberi dogrultusunda
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik testi
sonuglarmna gore izolatlarm tamami linezolid ve vankomisine duyarli iken tamami
siprofloksasine direncli bulunmustur. Izolatlarm %98,6’s1 penisiline, %96,4’ii

klindamisine, %99,3’i rifampisin ve tetrasikline, %88,6’s1 gentamisine ve %75,7’si

Xl



eritromisine direngli bulunmustur. Izolatlarda direng genlerinin varhigi PCR
(Polymerase Chain Reaction) ile arastirilmistir. Izolatlarin %94,3’iinde bla geni,

%95’inde ampC geni, %95,7’sinde ermX geni, %90’ ninda aac(3)-XI geni, %92,1’inde
aphAl geni, %97,9’unda gyrA geni ve %32,9’unda tetA geni tespit edilmistir. ermB ve
tetB genleri izolatlarin hicbirinde tespit edilmemistir. aac(3)-XI ve aphAl geni pozitif
olan izolatlarda anlamli bir sekilde gentamisin diren¢ orani yuksek bulunmustur
(p<0,05). ermX geni pozitif olan izolatlarda anlamli bir sekilde eritromisin ve
klindamisin direng oram yiiksek bulunmustur (p<0,05). izolatlarda tetA geni pozitifligi
ile tetrasiklin direng oran1 arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). bla/ampC
geni pozitifligi ile penisilin direng orani arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). izolatlarin biyofilm olusturmalar1 mikrotitrasyon plak yontemi ile
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Izolatlarm %26,4’iinde biyofilm olusumu
tespit edilmistir. Corynebacterium tiirleri ile biyofilm olusumu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Calismadaki 140 susun klonal iliskisi
PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) yontemi ile arastirilmistir. 140 sus 46 farkli
PFGE paterni gostermistir. Bu paternlerden 13 tanesi yalnizca birer sus icermektedir.
Kalan 33 patern ise kiime olusturan suslar1 icermekte olup kiime genisligi 2-12
arasinda degismektedir. Kiimelesme oran1 %90,7 olarak saptanmustir. En biyuk kiime;

12 izolatin yer aldig1 A ile kodlanan kiimedir.

Calismamizdaki izolatlarm coklu ila¢ direncine sahip olmalar1 ve antimikrobiyal
diren¢ oranlarinin yiksek olmasi nedeniyle bu mikroorganizmalara bagl gelisen
hastane enfeksiyonlarinin tedavi stratejisinin zor olacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
bu mikroorganizmalarin hastane enfeksiyon etkeni olabilecegi g6z Onlnde

bulundurularak aktif stirveyans galismalarinin yapilmasi nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Difteri dis1 korineform bakteriler, antimikrobiyal direnc,

biyofilm, klonal iligki
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SUMMARY

Identification, research of antibiotic resistance pattern and biofilm formation of
non-diphtheria coryneform bacteria 1solated from clinical specimens

Dr. Hatice ER

Bacteria belonging to the genus Corynebacterium are divided into two as
Corynebacterium diphtheriae and non-diphtheric coryneform bacteria (NDC). Non-
diphtheric coryneform bacteria (NDC), which were considered laboratory
contaminants in previous years, have been shown in recent studies to be important
causative agents of nosocomial infections and that these bacteria are resistant to many
antimicrobial agents. The increasing incidence of NDCs in serious infections makes it

necessary to recognize them as potential pathogens.

In this study, it was aimed to determine the species level identification and antibiotic
susceptibility tests, antibiotic resistance patterns, molecular epidemiology and biofilm
formation of NDCs isolated from various clinical samples sent from clinical units to
Pamukkale University Medical Faculty Research and Application Hospital Medical
Microbiology Laboratory between December 2020 and January 2023.

All isolates were identified to species level by MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry). 94,3% of the isolates
were identified as C. striatum and 5,7% as C. afermentans. 15% of the isolates were
isolated from blood, 5% from intra-catheter blood, 34,3% from wound, 32,9% from
tracheal aspirate (TA), 7,9% from sputum, 2,9% from abscess material and 2,1% from
pleural fluid samples. The most frequently isolated clinical sample was wound
(34,3%), the second most frequently isolated clinical sample was tracheal aspirate
(32,9%), while the least frequently isolated clinical sample was pleural fluid sample
with 2,1%. Antimicrobial susceptibilities were determined by the Kirby-Bauer disk
diffusion method and evaluated according to the criteria of EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) guidelines. All of the isolates
were susceptible to vancomycin and linezolid, while all of them were resistant to
ciprofloxacin. The isolates were resistant to penicillin (98,6%), clindamycin (96,4%),
rifampicin and tetracycline (99,3%), gentamicin (88,6%) and erythromycin (75,7%),

respectively. Drug-resistant genes were investigated by PCR (Polymerase Chain
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Reaction). The presence of bla gene was detected in 94,3% of the isolates, ampC gene
in 95%, ermX gene in 95,7%, aac(3)-XI gene in 90%, aphAl gene in 92,1%, gyrA gene
in 97,9% and tetA gene in 32,9%. The ermB and tetB genes were not detected in any
of the isolates. Gentamicin resistance rate was significantly higher in isolates with
positive aac(3)-XI and aphAl genes (p<0.05). Erythromycin and clindamycin
resistance rates were significantly higher in ermX gene positive isolates (p<0.05). No
significant difference was found between tetA gene positivity and tetracycline
resistance rate in isolates (p>0.05). No significant difference was found between
bla/ampC gene positivity and penicillin resistance rate (p>0.05). Biofilm formation of
the isolates were detected semi-quantitatively by microtiter plate method. Biofilm
formation was detected in 26,4% of the isolates. No statistically significant difference
was found between Corynebacterium species and biofilm formation (p>0.05). The
clonal relationship of 140 strains in the study were investigated by PFGE (Pulsed Field
Gel Electrophoresis) method. Xbal digestion of the 140 Corynebacterium isolates
revealed 46 distinct PFGE patterns. 13 of these patterns include only one strain. The
remaining 33 patterns include cluster-forming strains, with cluster width ranging from
2-12. The clustering rate was found to be 90,7. The largest cluster is the cluster coded

A, which includes 12 isolates.

It is thought that the treatment strategy of nosocomial infections due to these
microorganisms will be difficult because the isolates in our study have multidrug
resistance and have high antimicrobial resistance rates. Therefore, it is important to
carry out active surveillance studies considering that these microorganisms may be

nosocomial infection agents.

Keywords: Non-diphtheria corineform bacteria, antimicrobial resistance, biofilm,

clonal relationship
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GIRIS VE AMAC

Corynebacterium kelimesi; Yunanca lobut anlaminda “coryne” ve kiiglik gomak
anlaminda “bacterion” kelimelerinin birlesiminden olusmustur ve kugcik, lobut

seklinde comak anlamimdadir (1, 2).

Corynebacterium cinsinin bakterileri, genel olarak ‘“aerobik aktinomisetler”
olarak da bilinen, CMN grubu ad1 verilen Corynebacteriaceae, Mycobacteriaceae ve

Nocardiaceae familyalarmin Uyelerini iceren, Actinobacteria sinifina aittir (3).

Corynebacterium cinsi, ilk olarak 1896 yilinda Lehmann ve Neumann tarafindan
tamimlanmustir (4, 5). Corynebacterium cinsi, Corynebacterium diphtheriae ve non-
difterik korineform bakteriler (NDC) olmak (izere ikiye ayrilir (6, 7). Insan cilt ve
mukoz membranlarinin kKommensal florasinda ve ¢evrede (toprak ve su) yaygin olarak
bulunmaktadirlar (8, 9). Corynebacterium cinsi; patojenik, firsat¢i, patojenik olmayan
cevresel ve saprofitik turleri icerir (5, 10). Corynebacterium cinsi i¢inde su ana kadar
239 tiir ve 16 alt tiir tanimlanmstir. Bu tiirlerin yarisina yakini insanlarda enfeksiyon

etkeni olarak goériilmektedir (11).

Onceki yillarda non-difterik korineform bakteriler (NDC) insan klinik
orneklerinden siklikla izole edilmisler ve ¢ogu zaman laboratuvar kontaminantlari
olarak degerlendirilip g6z ardi edilmislerdir (12). Ancak son yillarda,
Corynebacterium cinsinin Klasik patojeni olan C. diphtheriae disindaki birgok tiiriin
yizeyel ve invaziv enfeksiyonlarda rol oynadigi ¢ok sayida ¢alisma ile gdsterilmistir
(13). NDC’lerin patojenitesi hala tartigma konusu olmasma ragmen, bakteriyemi,
sepsis, endokardit, yara yeri enfeksiyonu, protez cihazlarla iliskili enfeksiyonlar,
osteomiyelit, septik artrit, sinovit, Kkeratit, konjunktivit, peritonit, beyin absesi,
menenyjit, solunum yolu ve iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi ciddi enfeksiyonlarda rol

aldigini gosteren ¢ok sayida ¢aligma rapor edilmistir (14, 15).



Enfeksiyonlara neden olan Corynebacterium tirlerinin 6nemli bir 6zelligi,
yapay Yizeyler izerinde biyofilm olusturma yetenekleridir. Intravendz biyomateryalin
yiizey kolonizasyonu ile kan dolasimi enfeksiyonuna, idrar yolu enfeksiyonlarina,
implant yiizeyiyle iligkili enfeksiyonlara veya entlibasyon sonucu solunum yolu
enfeksiyonlarma neden olabilir (16). Corynebacterium striatum basta olmak {izere
Corynebacterium  jeikeum, Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium
urealyticum,  Corynebacterium  afermentans, = Corynebacterium  ulcerans,
Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium propinquum ve Corynebacterium
pseudodiphtheriticum tdrleri artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
cikmaktadir (17, 18).

Son yillarda tani ve tedavi imkanlarinin artmasi, hastanede yatis siirelerinin
uzamast, imminsupresif hasta sayisinin artmasi, uygulanan invaziv islemlerin ve genis
spektrumlu antibiyotik kullanimmin artmasi nedeniyle Corynebacterium tlrlerinin
firsatg1 enfeksiyon etkeni olabilecegi ve patojenik potansiyellerinin g6z ardi

edilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir (18, 19).

Hem iilkemizde hem de diinya ¢apinda yapilan ¢calismalarda NDC’lerin 6nemli
hastane enfeksiyon etkeni olabilecekleri ve bu bakterilerin bircok antimikrobiyal ajana
direncli olduklar1 gosterilmistir (20-24). Ciddi enfeksiyonlarda artan oranda
NDC’lerin gortlmesi bunlarin potansiyel patojenler olarak tanmmasmi gerekli
kilmaktadir (14). Corynebacterium tiirlerinde gelismekte olan antibiyotik direnci, bu
bakterilerin tlr dizeyinde tanimlanmasini ve antimikrobiyal direng paternlerinin

gosterilmesini gerekli kilmaktadir.

Bu ¢alismada Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarmna klinik birimlerden gdnderilen ¢esitli
klinik orneklerden izole edilen NDC’lerin tir diizeyinde identifikasyonlar1 ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin  yapilmasi, antibiyotik diren¢ paternlerinin
incelenmesi ve suslarin molekiler epidemiyolojisinin ve biyofilm olusumlarmin

arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

Tarihge

Klebs-Loffler basili olarak bilinen C. diphtheriae ilk kesfedilen
Corynebacterium tirl olup, kesfi 1880’lere dayanmaktadir. 1883-84 yillarinda Alman
bakteriyologlar Edwin Klebs ve Friedrich Loeffler tarafindan kesfedilmis ve saf kiltur
ile izole edilmistir (25). 1896 yilinda ise Lehmann ve Neumann tarafindan
Corynebacterium cinsi tanimlanmistir. Difteri basiline morfolojik olarak benzeyen

non-difterik korineform (NDC) bakterileri bu cins igine dahil etmislerdir (4).

Insan klinik Grneklerinden izole edilen NDC’ler, ¢ogu zaman laboratuvar
kontaminantlar1 olarak degerlendirilip goz ardi edilmistir (12, 14). Dannie G. Hollis
ve Robert E. Weaver klinik 6rneklerden izole edilen tiim korineform bakterileri
sistematik olarak inceleyen ilk kisilerdir. Gram pozitif ¢omaklarin tanimlanmasina
yonelik olusturduklar1 rehber, klinik izolatlar1 tanimlamak i¢in 6nemli bir kaynak
olmustur ve korineform bakteriler lzerinde yapilan taksonomik caligmalarin da

temelini olusturmustur (26).

Taksonomi

Genel olarak “aerobik aktinomisetler”” olarak bilinen Gram pozitif basiller grubu,
Actinobacteria smifinda Actinobacteria alt smifindaki Actinobacteria filumuna ait
heterojen bir gruptur ve taksonomik olarak farkli cinslerden olusur (3).
Corynebacterium cinsine ait bakteriler, CMN grubu adi1 verilen Corynebacteriaceae,
Mycobacteriaceae ve Nocardiaceae familyalarinin {iyelerini iceren Actinobacteria
smifina aittir (27, 28). Lehmann ve Neumann (1896) tarafindan tanimlanan
Corynebacterium cinsi, Actinobacteria smifi, Actinomecetales takimi1 ve

Corynebacteriaceae familyasina aittir (15).

Difterioidler olarak adlandirilan Corynebacterium cinsi; C. diphtheriae ve non-
difterik korineform bakteriler (NDC) olmak tizere ikiye ayrilir (6). Bu cins ig¢inde en
onemlisi insanlarda difteri hastaligina neden olan C. diphtheriae’dir. Etkili agilama

programlar1 sayesinde son 50 yilda C. diphtheriae ile iliskili enfeksiyon vakalar1 yok



denecek kadar azalmustir (26, 29). Insan klinik drmeklerinden izole edilen NDC’ler,
cogu zaman laboratuvar kontaminantlar1 olarak degerlendirilmistir ve patojenik

potansiyelleri uzun yillar g6z ardi edilmistir (12, 26).

1970-80'li yillarda, Corynebacterium cinsini belirlemek ve smirlarini yeniden
¢izmek igin kemotaksonomik belirtecler (hucre duvari, lipid ve DNA baz
kompozisyonu) kullanilmistir. Baz1 Corynebacterium tiirleri diger cinslere ve daha
once baska cinslerde bulunan diger tiirler ise Corynebacterium cinsinin i¢ine dahil
edilmistir (30, 31). Son yillarda, ¢ok sayida yeni Corynebacterium tiirii izole edilmis
ve siniflandiridmustir. Artik Klasik kemotaksonomik belirteglere (peptidoglikan analizi,
hicresel yag asit analiz c¢alismalari, menakinon karakterizasyonu) ek olarak
filogenetik caligmalar da (esas olarak 16S rRNA rpoB gen sekans analizleri)

siniflandirma igin rutin olarak kullanilmaktadir (31).

Corynebacterium cinsi i¢inde su ana kadar 239 tlr ve 16 alt tlr tanimlanmustir.

Bu tirlerin yarisina yakini insanlarda enfeksiyon etkeni olarak gorilmektedir (11).

Mikrobiyolojik 6zellikleri

Corynebacterium cinsine ait bakteriler; aerobik veya fakuiltatif anaerobik,
katalaz pozitif, sporsuz, kapsilsiiz, hareketsiz, diizensiz boyanma ve metakromatik
graniil olusturma o6zelligine sahip, 2-6 um uzunlugunda ve 0,5 pm capinda, gram
pozitif pleomorfik, lobut sekilli gomaklardir. Hiicre duvarlarinda arabinoz, galaktoz,
Aly tipinde meso-diaminopimelik asit, 22-36 karbonlu kisa zincirli mikolik asitler
(korinomikolik asit), doymus ve doymamis yag asitleri (palmitik, oleik, stearik asitler)
ve bazi tiirlerde degisen miktarlarda tiiberkiilostearik asit bulunur. Corynebacterium
cinsi aside direngli degildir. Corynebacterium tdrlerinin kinon sistemlerinde, sekiz
[MK-8(H2)] velveya dokuz [MK-9(H2)] izopren birimine sahip dihidrojene
menakinonlar mevcuttur. ki tir disinda, Corynebacterium tirlerinin genomik
DNA’smin G+C (guanin+sitozin) igerigi %51-68 arasinda degisir. G+C igerigi
Corynebacterium kutscheri’de %46 ve Corynebacterium auris’te ise %74 oldugu

bildirilmistir (5, 32). 4 tir disinda (Corynebacterium bovis, Corynebacterium



aurimucosum, Corynebacterium doosanense ve Corynebacterium maris) diger tiirler
oksidaz negatiftir (33, 34).

Corynebacterium tirlerinin mikroskobik gorintusu; tek tek ya da ciftler halinde
dizilim gosteren, paralel hiicre siralar1 halinde veya tamamen ayrilmamis V seklinde,
bazen uglar1 biraz daha genis, “bahge ¢iti” veya “Cin harfi” seklinde tokmak benzeri

comaklar seklinde goriilmektedir (30, 35, 36).

Kilturel Ozellikleri

Corynebacterium cinsine ait tirler; 35-37°C’de CO2’li veya CO2’siz ortamda,
%S35 koyun kanli agar ve ¢ikolatamsi agarda, genellikle 18-24 saatlik inkiibasyonun
ardindan Dbelirgin S tipi dizgln, bazen purizli, beyaz-krem rengi koloniler
olustururlar. Bazi tirlerin Greme siresi 48-72 saate kadar uzayabilmektedir. Tir
ayriminda koloni biiyiikliigii, pigmentasyon ve hemoliz varligi 6nemlidir (34). Klinik
orneklerden izole edilen tiirlerin kiiltiirii icin rutin olarak %5 at veya koyun kanl agar
ve ¢ikolata agar kullanilmakla birlikte C. urealyticum ve C. jeikeium gibi zor treyen
turlerin Gremesini kolaylastirmak icin Columbia “colistin-nalidixic acid agar” (CNA),
beyin-kalp inflizyon agar, triptik soy agar, sistin-tellurit, fosfomisin veya tween 80
(%0,1-1) igeren kanli agar da kullanilir (37).

Tanimlama

Corynebacterium tlrlerinin tanimlamasmda kullanilan en temel testler arasinda;
Gram boyama ve hicre morfolojisi, koloni morfolojisi, boyutu ve kokusu,
pigmentasyon varligi, lireme siiresi ve miktari, hemoliz varligi, CAMP (Christie,
Atkins, Munch-Petersen) reaksiyonu, lipofili ve motilite varligi yer alir (38). Bu
testlere ek olarak; katalaz ve {ireaz iiretimi, pirazinamidaz ve alkalen fosfataz varligi,
nitrat rediksiyonu, eskilin ve jelatin hidrolizi, fermentatif veya oksidatif metabolizma,
karbohidratlardan (glukoz, sukroz, maltoz, laktoz, mannitol ve ksiloz) asit tretimi gibi

biyokimyasal testler de tanimlamada kullanilir (33, 38).

Dannie G. Hollis ve Robert E. Weaver klinik orneklerden izole edilen

korineform bakterileri sistematik olarak ilk kez 1981 yilinda, CDC (Centers for



Disease Control and Prevention) Ozel Bakteriyoloji Laboratuvarlarinda incelemis ve
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanabilecek pratik ve giivenilir bir sistem
olan “Gram Pozitif Basilleri Tanimlama Algoritmas1” gelistirmistir. Bu algoritma,
Klinik izolatlar1 tanimlamak i¢in gok degerli bir kaynak olarak kullanilmis, ayni
zamanda korineform bakteriler icin sonraki taksonomik arastirmalarm temelini
olusturmustur. Gelistirilen bu algoritmaya gore katalaz; ureaz; glikoz, maltoz, sukroz,
mannitol fermentasyonu; eskulin hidrolizi; jelatin hidrolizi; nitrat reduksiyonu;
hareket; pigment olusumu; CAMP reaksiyonu gibi 0zellikler tanimlamada
kullanilmstir (33) (Tablo 1).

Bu biyokimyasal testler modifiye edilerek Corynebacterium tarlerinin
tamimlamasi i¢in manuel biyokimyasal tanimlama sistemleri gelistirilmistir. API
Coryne (BioMeérieux, Fransa), BBL Crystal Gram Positive ID System (Becton
Dickinson, ABD), RapIlD CB Plus (Remel/ThermoFisher Scientific, ABD),
MICRONAUT-RPO (Merlin Diagnostics, Almanya) gibi biyokimyasal testlere dayali
cesitli manuel tanimlama sistemleri Corynebacterium tiirlerinin laboratuvar tanisini
kolaylastirmistir. Bu sistemler gesitli enzimatik ve karbonhidrat fermentasyon

testlerinden olusmaktadir (38).

Corynebacterium tdrlerinin tanimlamasinda otomatize sistemler de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Piyasada bulunan sistemler biyokimyasal reaksiyonlar, yag
asidi analizi, DNA sekanslama gibi farkli yaklagimlara dayanmaktadir. BD Phoenix
System (Becton Dickinson, Hindistan), VITEK 2 (BioMérieux, ABD), Matris destekli
lazer desorpsiyon iyonizasyonu-kitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS), MicroSeq
Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (Applied Biosystems, ABD) ve Biolog Mikrobiyal
Tanmimlama Sistemleri (Biolog Inc., ABD) piyasadaki otomatize tanimlama

sistemleridir (38).



Tablo 1. Corynebacterium tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik testler (33)
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C. afermentans subsp.
lipophilum

F: Fermentasyon, O: Oksidasyon, PYZ: Pirazinamidaz, PAL: Alkalen fosfotaz, GLU: Glukoz, MAL: Maltoz, SUC: Siikroz, MAN: Mannitol,
XYL: Ksiloz, CAMP: Christie, Atkins, Munch-Petersen, D: Degisken



Manuel tanimlama sistemleri (Konvansiyonel yontemler)

API Coryne tanimlama sistemi; 11 enzimatik test (pirazinamidaz, pirolidonil
arilamidaz, - galaktosidaz, alkalin fosfataz, a-glukozidaz, N-asetilglukozaminidaz,
B-glukuronidaz, nitrat rediksiyonu, ure, jelatin ve eskilin hidrolizi), 8 karbonhidrat
fermentasyon testi (glikoz, riboz, D-ksiloz, mannitol, maltoz, laktoz, siikroz ve
glikojen) ve bir fermentasyon kontrol testinden olusan 20 mikrotiip icermektedir. 24
saatlik inkiibasyondan sonra sonug¢ verir. 26 tane Corynebacterium turinin

tanimlanmasini saglar (38-43).

BBL Crystal Gram Positive ID System ve BBL Crystal Rapid Gram Positive 1D
System, 20 enzimatik ve 9 karbonhidrat fermantasyon testi icerir. BBL Crystal Gram
Positive ID System 18-24 saatlik ve BBL Crystal Rapid Gram Positive ID System ise
4 saatlik inkiibasyondan sonra sonug verir. BBL Crystal Gram Positive ID System veri
taban1 13 tane ve BBL Crystal Rapid Gram Positive ID System veri taban1 7 tane

Corynebacterium tiiriiniin tanimlanmasimna olanak saglar (38).

RapID CB Plus sistemi 15 enzimatik ve 4 karbonhidrat fermantasyon testinden
olusur. Sistem 4 saatlik inkiibasyondan sonra sonug verir. 23 tane Corynebacterium
trund tamimlar. Bazen RapID CB Plus sisteminde enzimatik reaksiyonlarin okunmasi
API Coryne sistemine kiyasla soluk gdlgelerin olusmasindan dolay1 daha zor olabilir.
Karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlarinin okunmasi her iki sistemde de bazen
zordur. Her iki sistemin dezavantaji yogun inokulum (RapID CD Plus sistemi i¢in
McFarland no. 4 ve API Coryne sistemi icin McFarland no. 6) gerektirmeleridir. Bu
nedenle, korineform bakterileri dogrudan primer biiyiime plaklarindan tanimlamak

genellikle imkansizdir (38, 44, 45).

API Coryne, RapID CB Plus ve BBL Crystal sistemleri karsilastirildiginda, en
duyarl testin API Coryne sistemi oldugunu ortaya koyulmustur. Ancak yine de tiim
Corynebacterium izolatlar1 sistem tarafindan tanimlanamamistir ve bazi izolatlar
yanlis tanimlanmustir. Tanimlamadaki basarisizlik, sistemin veri tabaninm smnirli
sayida olmasi ile iligkilidir. Nadir goriilen veya yakin zamanda tanimlanan tiirler, her

zaman sistemin tanimlama matriksine dahil edilemez. Boyle bir izolat, veri tabani



icindeki en yakin fenotipik modelle eslestiginde hatali tanimlama meydana gelebilir.
Bazi durumlarda ise fenotip, belirli bir tiirlin suglar1 arasinda degisiklik gosterebilir.
Bir izolat yavas biiylidiigiinde ve biyokimyasal olarak inert oldugunda ek zorluklar
ortaya ¢ikmis olabilir. Izolattan yeterli inokulum elde etmek zor olabilir ve ayurt

edilmesi zor olan zayif biyokimyasal reaksiyonlara neden olabilir (38, 42).

MICRONAUT-RPO;  Corynebacterium,  Staphylococci, Enterococci,
Streptococci, Listeria, Bacillus ve diger Gram-pozitif bakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan yar1 manuel bir sistemdir. Sistem, 30 enzimatik test ve 14 karbonhidrat
fermentasyon testi olmak (zere 44 biyokimyasal testten olusur. 22-24 saatlik
inkiibasyondan sonra, MICRONAUT Skan araciligiyla bir fotometrik okuma ve
MICRONAUT Yazilimi ile degerlendirme gergeklestirilir. Sistem, Corynebacterium

cinsine ait 29 tiirti tanimlar (38).

Otomatize sistemler

BD Phoenix, gram pozitif ve negatif bakterilerin hizli tanimlanmasi ve
antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in kolorimetrik ve florometrik reaksiyonlara dayali
tam otomatize bir sistemdir. Gram-pozitif izolatlar i¢in, 46 biyokimyasal test ve MIK
(minimum inhibitér konsantrasyon) degeri veren 22 antibiyotik icerir. Her teste ait
reaksiyon inklibasyon sirasinda tekrar tekrar okunur. Tanimlama 3 saat icinde
gerceklesir. MIK sonuglar1 6-10 saat i¢inde elde edilir. BD Phoenix Sisteminin ID veri

tabaninda 15 tane Corynebacterium tlr( bulunur (38, 46).

VITEK 2, otomatik olarak inkiibe edilen ve yorumlanan kolorimetrik reaktif
kartlar1 iceren, biiylimeye dayali teknoloji kullanan otomatize tanimlama sistemidir.
Anaerob ve Corynebacterium tiirlerini tanimlamak i¢in Anaerob/Corynebacterium
Card (ANC card) vardir. ANC kartinda, kromojenik substratlar igeren 64 kuyucuk
bulunur. Mikroorganizma 3 McFarland yogunlugunda inokiile edilir ve 6 saatlik
inkiibasyondan sonra otomatik okuma gerceklestirilir. Inkiibasyon sirasinda, substrat
metabolizmasinin bulanikligini veya renkli Griinleri 6lgmek icin her teste ait reaksiyon
her 15 dakikada bir okunur. Sistemin veri tabaninda 8 tane Corynebacterium tari
bulunmaktadir (38, 47, 48).



Sherlock Mikrobiyal ID Sistemi, hiicresel yag asidi analizine dayali otomatize
mikrobiyal tanimlama sistemidir. Tiir diizeyinde tanimlama yapmak i¢in kullanilan
yag asidi profilleri DNA ile homoloji gostermektedir. Sherlock Sisteminde, analizden
once izolatlarin fizyolojik veya biyokimyasal gruplandirma igin taranmasina gerek
yoktur. Sistemin veri tabani 19 tane Corynebacterium tiru icerir. Yiksek performansl
stvi  kromatografisi (HPLC) ile mikolik asit analizine dayanan Sherlock
Mikobakteriyel ID Sistem veri tabaninda ayrica 11 tane Corynebacterium turd bulunur
(38, 49).

MicroSeq Mikrobiyal Tanimlama Sistemi, 16S bdlgesinin karsilagtirmali rDNA
sekanslamasma dayanan genotipik tanimlama sistemidir. Bakterileri 24 saatten daha
kisa slrede tamimlar. Sistem, rDNA'nm ilk 527 bp'lik kisminit kullanarak rutin
bakteriyel tanimlama veya tam 1500 bp’lik bolgeye dayali daha yiiksek ¢oziiniirlikli

tanimlama saglar. MicroSeq veri tabani1 50 Corynebacterium tr( icerir (38, 49).

Corynebacterium tirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasi gercek enfeksiyon
kaynagin1 belirlemek ve enfeksiyon igin uygun tedaviyi planlamak cok dnemlidir. API
Coryne ve BD Phoenix Otomatize Sistemi gibi mevcut bakteri tanimlama yontemleri
genellikle geleneksel fenotipik ve biyokimyasal yontemlere dayanmaktadir. Bu
testlerin ¢gogu zahmetli, zaman alic1 siireclerdir ve tir diizeyinde her zaman guvenilir
tamimlama saglamazlar. Bu nedenle Corynebacterium tlrlerinin dogru ve hizli
tamimlanmasi, Klinisyenlerin izolatlarin etken veya kontaminant bakteri ayrimia karar

vermesinde son derece yardimct1 olur (50).

Matriks Aracili Lazer Dezorbsiyon Iyonizasyon Ugus Zamam Kiitle
Spektrometresi (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF MS), mikrobiyal hiicrelerin protein bilesimine dayali tiir
tanimlamasi i¢in yeni bir teknolojidir (50, 51). Son zamanlarda MALDI-TOF MS,
Corynebacterium turleri dahil ¢ogu mikroorganizmanin tanimlanmast i¢in hizl,

glvenilir bir tan1 arac1 olarak umut verici bir teknik olarak ortaya ¢ikmustir (52).
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MALDI-TOF MS, (¢ temel birimden olusur. ilki, iyonlasmay1 saglayan ve
ornegin molekiil iyonlarini gaz fazma aktaran iyon kaynagidir. Ikincisi, kiitle-yik
oranina gore iyon ayrilmasina izin veren kiitle analizoriidiir. Son birim ise, ayrilmisg

iyonlar1 izlemek icin bir algilama aygitidir (53).

MALDI-TOF MS ile tanimlamada bakterileri hazirlamak igin ya dogrudan
koloni transferi ya da ekstraksiyon yontemleri kullanilir (54). Mikroorganizmalara ait
biyomekullerin (protein, peptid, seker) ve buylk organik molekillerin (polimer,
dendrimer, makromolekul) iyonize edildikten sonra elektrik veya manyetik alandan
gegirilerek protein profilleri ¢ikarilir. Islem sirasinda iyonize edilen proteinler arasinda
yapisal proteinler, DNA veya RNA baglayic1 proteinler, ribozom modilasyon
faktorleri, karbon depolama diizenleyicileri ve soguk sok proteinleri bulunur. Her
mikroorganizma igin 6zgul olan proteinlerden spektral parmak izleri Gretilir ve bu
profil spektralarina ait grafiksel goriintiiler sistem veri tabaninda bulunan referans
mikroorganizmalara ait spektrumlarla eslestirilir. Buna gore elde edilen skor degerler
tamimlanan esik deger arahiginda ise, mikroorganizmalarm cins, tur ve alt tir
diizeyinde dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasina izin veren sayisal bir deger elde

edilir. Spektrometre ile analiz edilir edilmez tanimlama gergeklesmis olur (53).

MALDI-TOF MS giinlimiizde, kolay uygulanabilen, hizli, giivenilir, dogru tam
koymasi ve maliyet etkin bir tanimlama ydntemi olmas1 nedeni ile klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda oldukc¢a yaygmn kullanilan bir sistem haline gelmistir (52, 55).
Ozellikle de konvansiyonel yontemlerin cok da yeterli olmadigi gram pozitif
basillerin, anaerob ve non-fermentatif bakterilerin tanimlanmasinda MALDI-TOF
MS’in iistiin oldugunu gosteren yaymlar mevcuttur. Mikrobiyal tanimlama i¢in farkl
MALDI-TOF MS sistemleri gelistirilmistir: MALDI Biotyper, Vitek MS ve
Andromas sistemi. MALDI-TOF MS, Corynebacterium tiirlerinin tanimlamasi igin

laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaya baglanmistir (38).

Biolog Mikrobiyal Tanimlama Sistemleri su an icin piyasada manuel, yari

otomatize veya tam otomatize sistemler olarak bulunmaktadir. Sistem biyokimyasal

11



tanimlamaya dayali bir sistemdir. Sistem veri tabaninda 56 tane Corynebacterium turu
bulunmaktadir (38).

Molekuler Yontemler

Corynebacterium tiirlerinin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA sekans analizi, rpoB
gen sekans analizi, restriksiyon fragmante uzunluk polimorfizmi (restriction fragment-
lenght polymorphism, RFLP), DNA-DNA hibridizasyonu ve ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dahil olmak tizere cesitli molekiiler yontemler
uygulanmistir. Bu yontemler Corynebacterium tiirlerinin daha giivenilir bir sekilde
tanimlanmasinin yolunu agmistir (56). 16S rRNA ve rpoB gen sekans analizi ile
tanimlama konvansiyonel yontemlere gore daha givenilir sonuclar verir, ancak uzun

zaman alir ve yiiksek maliyetlidir (57).

16S rRNA gen sekansi ile yapilan molekiiler tiplendirme, Corynebacterium
turlerini tanimlamak veya filogenetik iliskilerini ortaya koymak icin etkili bir
yontemdir (17). Corynebacterium cinsine ait bakterilerin 16S rRNA geni, cins ici
diisiik polimorfizm gosterdiginden tiir diizeyinde dogru molekiiler tanimlama igin
neredeyse tam 16S rRNA sekansi gereklidir. rpoB gen sekansi da, Corynebacterium
turlerinin dogru tanimlanmasi i¢in kullanilir. 16S rRNA gen sckansi ile ayirt
edilemeyen Corynebacterium tiirleri, diger hedef genlerin 6rnegin rpoB gen sekansi
ile ayrica tanimlanabilir. iki Corynebacterium izolatmin >%95 rpoB sekans benzerligi

olmas1 durumunda bu iki izolatn ayni tiire ait oldugunu gosterir (57).

[zolatlarn genomik benzerligini ortaya koymak igin yapilan 16S rRNA gen
sekans analizinde benzerlik araliginm %98,7-99'un iizerinde olmasi gerekmektedir
(58). 16S rRNA gen sekans analizi ile Corynebacterium tiirleri arasindaki filogenetik
iliski cesitli caligmalarda gosterilmistir. Ornegin Corynebacterium aurimucosum ile C.
minutissimum arasinda %98,9; Corynebacterium coyleae ile Corynebacterium
afermentans subsp. afermentans arasinda %98.2; C. diphtheriae ile C. ulcerans %98.5;
C. diphtheriae ile Corynebacterium pseudotuberculosis arasinda %98.5; C.
propinquum ile C. pseudodiphtheriticum arasinda %99; C. ulcerans ile C.

pseudotuberculosis %99.8; Corynebacterium mucifaciens ve C. afermentans'in her iki
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alt tird %98,5; Corynebacterium singulare ile C. minutissimum %99.1-99.6 benzerlik

goriilmiistiir (59-63).

Molekiiler epidemiyolojik yontemler, enfeksiyon hastaliklarinin tanisma ve
enfeksiyona yol acan faktorlerin incelenmesine; etkenin biyokimyasal ve molekuler
dizeyde tanimlanmasi ve tiplendirilmesine; virllanstan sorumlu olan genlerin
belirlenmesine ve bu genleri tasiyan suslarin toplum igindeki yaygmliklarinin ortaya
konulmasina; viriilans ve bulasicihik yoninden farkli olan spesifik suslarin
arastirilmasina; salgmlarin kaynaklari, yayilma yollar1 ve bdlgesel veya kiresel
diizeyde yayilimlar1 hakkinda bilgiler elde edilmesine; salgindaki endemik ve sporadik
olgularin ayirt edilmesine; etken-kontaminant ayrimmnin yapilmasina; hastane ve
toplum kaynakli enfeksiyonlarin ayirt edilmesine; salgin izolatlarinin epidemiyolojik
olarak birbirleriyle iliskilerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Salgin izolatlar1
genel olarak klonal olarak iligkili olup ortak bir kaynaktan koken alirlar. Klonal
yonden iligkili olan mikroorganizmalar ayni tlriin GOyesi olup; ortak viriilans,

biyokimyasal ve genetik 6zellikleri paylasirlar (64).

Hastane enfeksiyonlarma yol agan etkenlerin tiplendirilmesinde kromozomal
DNA polimorfizmine dayali yontemler en iyi yontemlerdir. Yaygin olarak kullanilan
kromozomal DNA temelli tiplendirme yontemleri; PFGE (Pulsed field gel
electrophoresis), ribotipleme, RFLP (Restriction fragment length polymorphism,
Restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi), rep-PCR (Repetitive extragenic
palindromic-PCR), RAPD (Random amplified polimorphic DNA, Rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA ), AFLP (Amplified fragment length polymorphism,
Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi), MLST (Multilocus sequence typing) ve AP-
PCR (Arbitrarily primed PCR)’dir (64). Bu yontemler; ya PCR amplifikasyonu ya
genomik DNA’nin restriksiyon enzimiyle kesilmesi ya da kombine amplifikasyon ve

restriksiyon islemleri esasina gore galigirlar (65).

Molekdler tiplendirme yontemlerindeki ¢alisma basamaklari Tablo 2’de ve

yontemlerin karsilastirilmasi Tablo 3’te gosterilmistir.
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Tablo 2. Molekiler tiplendirme yontemlerindeki ¢calisma basamaklar1 (64, 66)

PFGE RFLP PCR- RFLP REP-PCR AP-PCR AFLP

Organizmalar1  Restriksiyon Amplifikasyon Amplifikasyon ~Amplifikasyon Restriksiyon

agaroz kalip enzimi ile enzimi ile

icine gémme kesme kesme

Proteazlarla Jel Restriksiyon Jel Jel Adapterle

kesme elektroforezi enzimi ile elektroforezi elektroforezi ligasyon
kesme

Restriksiyon Blotlama Jel Degerlendirme Degerlendirme = Amplifikasyon

enzimi ile elektroforezi

kesme

Jel Hibridizasyon  Degerlendirme Elektoforez

elektroforezi

Degerlendirme Degerlendirme Degerlendirme

PFGE (Pulsed field gel electrophoresis), RFLP (Restriction fragment length polymorphism),
rep-PCR (Repetitive extragenic palindromic-PCR), AP-PCR (Arbitrarily primed PCR),
AFLP (Amplified fragment length polymorphism
PFGE yiiksek ayirt etme giicline sahip olmasi nedeni ile altin standart yontem

olarak kabul edilmektedir. PFGE yonteminde, yiksek c¢ozlndrlik, yiksek
tekrarlanabilirlik ve iyi karsilastirilabilirlik vardir (67-69).

Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE)

PFGE yontemi ilk kez 1984 yilinda David Schwartz ve Charles Cantor
tarafindan tanimlannmustir (65). Ugiincii jenerasyon molekiiler tiplendirme yontemi
olarak kabul edilmektedir (69). Periyodik olarak elektrik akiminm ydninin
degistirildigi 20 kb’dan 5 Mb’a kadar biiyiikliikteki DNA molekiillerinin fragmanlara
ayrigtirildigi, izolatlarn birbirleri ile olan iliskisini ortaya koyan elektroforez

yontemidir (64).

PFGE yontemi; diisiik erime 1sil1 (low melting) agaroz i¢cinde gomiilii halde
bulunan bakteri hiicresinden, yapisal biitlinliigii bozulmadan izole edilen genomik
DNA’nin uygun restriksiyon endoniikleaz enzimi (RE) ile kesimi sonucu olusan bant

profillerinin belirlenmesi ve yorumlanmasi esasina dayanir (67). Genomik DNA’nin
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fragmanlara ayrilma islemi spesifik restriksiyon endonikleaz (RE) enzimleri ile
yapilir. Xbal, Corynebacterium turlerinin PFGE analizi igin yaygin olarak tercih edilen
restriksiyon enzimidir (19, 70-74). Agaroz i¢cindeki kromozomal DNA’nin kesimi igin
uygun RE’nin secilmesi gerekir. Az sayida fakat biiylik molekiil agirligina sahip
fragmanlar olusturabilen enzimler se¢ilmelidir. Bakteriyel DNA’nin G+C igerigi ve

enzimin tanima bdlgesinin uzunlugu RE segiminde 6nemli kriterlerdir (67).

PFGE’nin yedi tane tipi vardir. Bunlar; alan inversiyon jel elektroforezi (Field
inversion gel electrophoresis, FIGE), contour-clamped homojen elektrik alanlar1
(Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields, CHEF), transvers dalgali alan jel
elektroforezi (Transverse-Alternating Field Gel Electrophoresis, TAFE), pulsed-
homojen ortogonal alan jel elektroforezi (Pulsed-Homogeneous Orthogonal Field Gel
Electrophoresis, PHOGE), ortogonal alan alternasyon jel elektroforezi (Orthogonal-
Field Alternation Gel Electrophoresis, OFAGE), programlanabilir bagimsiz kontrollii
elektrotlar (Programmable Autonomously-Controlled Electrodes, PACE) ve
eszamanli tegetsel/dikdortgen inversiyon capraz elektroforez (Simultaneous
Tangential/Rectangulare Inversion Decussate Electrophoresis (ST/RIDE)’dir. En
yaygm kullanilan tipi ise “contour-clamped homogenous electric field” (CHEF)’ dir.
Bu sistemde altigen bigiminde 120° agilarda yerlestirilmis olan elektrotlardan, belirli

araliklarla yonii degisen sabit hizla elektrik akimi gelmektedir (75).

PFGE yonteminde; sivi ya da kat1 besiyerinde iireyen bakteriler, diisiik erime
1s1l1 agarozla karistirilip “plug mold” adi verilen kiigiik kaliplar icine dokiilmektedir.
Agaroz i¢indeki bakteri hiicre duvari, deterjan ve enzim yardimiyla parcalanarak
hicresel proteinler sindirilir (in situ-lysis). Lizis islemini takiben agaroz kaliplar: iyice
yikanarak protein ve karbonhidrat gibi maddelerin uzaklastirilmasi saglanir. Boylece
saf hale getirilen kromozomal DNA agaroz jel icinde tutulu halde kalir. Agaroz
icindeki bakteriyel DNA, oldukca az sayida ve blyuk parcalar olusturan bir
restriksiyon enzimi (RE) ile kesime ugratilir (in situ digestion). Daha sonra i¢inde
enzim ile kesime ugratilmis DNA pargalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak
jel icindeki uygun cukurlara yerlestirilir ve belirli araliklarla yoni degistirilen elektrik

akimma tabi tutulur. Elektroforez sonucunda agaroz jel etidyum bromiirle boyanarak
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her bir izolata ait bant profili gorunir hale getirilir. Bu bant profilleri bilgisayar

programlart yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbiriyle olan iliskileri ortaya
konulur (64).

Bakteriler arasinda epidemiyolojik iliskinin degerlendirilebilmesi igin DNA
kabul gorilen sayida (10'dan az 25-30'dan fazla olmamali) ve blyuklikte kesilmelidir
(76).

Tenover ve ark.,, PFGE sonuglarinin yorumlanmasi igin belirli bir sistem
onermislerdir. Bu sistemde bant profillerine bakilarak izolatlarin birbirleriyle
iligkilerinin derecelendirilmesi yapilabilmektedir. Buna gore, dncelikle salgin susu
belirlenir. Bu sus ile ayn1 say1 ve biiyiikliige sahip bantlar veren izolatlar i¢in “ayni
izolat” tabiri kullanilir. Bu izolatlar, genetik acidan farksiz olarak kabul edilirler.
Bunlar salginin bir pargasi olup epidemiyolojik olarak yakin iliskili izolatlardir. Tek
bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon olusmasi nedeniyle salgin susu ile
aralarinda 2-3 bant farki olan izolatlar ise “yakin iligkili” izolat olarak isimlendirilir.
Izolat salgin susuyla yakindan iliskili olarak degerlendirilir ve epidemiyolojik agidan
salgmin bir pargasi olma olasilig1 yiiksektir. Salgin susu ile aralarinda 4-6 bant farki
olan izolatlar igin ise “muhtemel iliskili izolat” tabiri kullanilir. Bu farklilik iKi
bagimsiz genetik olay (insersiyon veya delesyon ile restriksiyon bélgelerinin kazanimi
veya kaybi1) sonucu daha uzun siirede ortaya ¢ikmis olup, suslar ayni soydan olsalar
bile genetik olarak iliskili degildirler, epidemiyolojik olarak iligskili olma ihtimalleri
azdir. Salgin susu ile aralarinda yedi ve daha fazla bant farki olan izolatlar ise “iliskisiz
izolatlar” olarak kabul edilir. izolatlarin DNA’sinda ii¢ ya da daha fazla genetik olay
meydana gelmistir. Epidemiyolojik olarak salgin susuyla iliskisiz olduklar1 kabul edilir
(76).
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Tablo 3. Molekdiler tiplendirme yontemlerinin karsilastirilmasi (64, 66)

PFGE RFLP rep-PCR RAPD AFLP MLST AP-PCR Ribotipleme
Tiplendirilebilirlik Mikemmel  Mikemmel  Degisken Mikemmel ~ Mikemmel  Mikemmel Mikemmel  Muikemmel
Tekrarlanabilirlik Iyi Iyi Orta K6t Iyi Iyi Iyi Iyi
Ayrim guci Yuksek Orta Yuksek Yuksek Yuksek Yuksek Yuksek Yuksek
Stabilite Iyi Mikemmel — Muikemmel  Iyi Mikemmel  Tyi Iyi
Uygulama kolayhigi  Orta Kolay Kolay Kolay Orta Orta Kolay Orta
Yorumlama Kolay Kolay Kolay Kolay Kolay Kolay Kolay Zor
kolayhg:
Sonug alma suresi 1-2 1-2 1 1 2 >3 1 1-3
(gtn)
Maliyet Orta Diistik Diisiik Diisiik Orta Orta Diisiik Yiiksek

PFGE (Pulsed field gel electrophoresis), RFLP (Restriction fragment length polymorphism), rep-PCR (Repetitive extragenic palindromic PCR),
AP-PCR (Arbitrarily primed PCR), AFLP (Amplified fragment length polymorphism, RAPD (Random amplified polimorphic DNA,
MLST (Multilocus sequence typing)
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Antibiyotik duyarhhik testleri

Corynebacterium trlerinin antibiyotik duyarliliklar1 disk difuzyon, broth
mikrodilisyon, agar dilisyon ve gradient test (E-test) gibi farkli yontemler ile
caligilmustir (14, 77, 78).

Onceki yillarda Corynebacterium tiirlerinin duyarlilik testi i¢in 6zel bir rehber
bulunmadigi i¢in Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) ve/veya Ingiliz Antimikrobiyal Kemoterapi Dernegi
(British Society for Antimicrobial Chemotherapy, BSAC)’nin Staphylococcus,
Streptococcus ve Enterococcus tiirleri i¢in belirlemis oldugu kriterler kullanilmigtir
(77). CLSI 2006 yilinda nadir izole edilen veya zor treyen bakterilerde antimikrobiyal
dilisyon ve disk duyarlilik testleri igin rehber yayimlamistwr. Bu rehber
Corynebacterium tirlerinin  stvi  mikrodilisyon duyarlilik testi icin bilgi ve
yorumlayict Kriterler saglamistir. Ancak disk difuzyon testi icin herhangi bir
yorumlayici kriter yoktur (56, 79). Bu organizma grubu icin disk diflizyon ydntemi
icin belirlenmis CLSI yonergesi bulunmamasi nedeniyle, CLSI ve BSAC rehberlerinin
bir kombinasyonu kullanilmis olup siprofloksasin, penisilin ve vankomisin duyarlilik
testi yapilirken BSAC yo6nergeleri ve diger antibiyotikler i¢in Staphylococcus aureus

icin gecerli olan CLSI yonergeleri kullanilmistir (77, 80).

2014 yilinda ise Avrupa Antimikrobiyal Duyarhilik Testi Komitesi (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST), ilk defa
Corynebacterium tirleri icin minimal inhibitdr konsantrasyon (MiK) degerlerinin ve
zon c¢aplarmin oldugu klinik sinir degerler tablosu igeren bir rehber yaymlamistir.
Boylece EUCAST CLSI'dan farkli olarak, disk difiizyon yontemi i¢in de yorumlama

Kriterleri iceren bir rehber olarak kullanima girmistir (81).
Baz Corynebacterium tirlerinin Kklinik dzellikleri

Corynebacterium tirleri temel olarak lipofilik, nonlipofilik-fermentatif ve

nonlipofilik-nonfermentatif korinebakteriler olarak t¢ grupta toplanirlar (Tablo 4).
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Tablo 4. Corynebacterium tirleri (17, 33, 82)

Lipofilik Nonlipofilik- Nonlipofilik-
Fermentatif Nonfermentatif
C. jeikeium C. diphtheriae group C. afermentans subsp.
C. afermentans subsp. C. striatum afermentans
lipophilum C. xerosis C. auris
C. urealyticum C. amycolatum C. mucifaciens
C. macginleyi C. matruchotii C. propinquum
C. lipophilum C. argentoratense C. pseudodiphtheriticum
C. accolens C. minutissimum
C. resistens C. pseudotuberculosis
C. tuberculostearicum C. ulcerans
C. coyleae,

Corynebacterium striatum

Koyun kanl agarda 37°C'de 24 saat inkiilbasyondan sonra non-hemolitik,
purdzsiz, 1-2 mm ¢apinda, gri-beyaz, bazilar1 kremsi, soluk sar1 koloniler seklinde
goralir (33). C. striatum cevrede yaygin olarak bulunur ve cilt ve mukozal
membranlarin normal mikrobiyotasimin bir tiyesidir (83). C. striatum non-lipofiliktir.
Ureyi ve eskilini hidrolize etmez. Glukoz ve siikrozu fermente eder; maltoz, mannitol
ve ksilozu fermente etmez. CAMP pozitifligi degiskendir. Pirazinamidaz ve alkalin
fosfataz uretir (30). DNA G + C igerigi %57’dir (33).

Corynebacterium striatum, ilk defa 1980 yilinda Bowstead ve ark. tarafindan
hastalik etkeni olarak kabul edilmis ve kronik lenfositik 16semili 79 yasindaki bir erkek
hastada, ploropulmoner enfeksiyon etkeni olarak rapor edilmistir. C. striatum hastaya

ait balgam, iki set kan kiltiirt ve plevral sivi kiiltiriinden izole edilmistir (30, 84, 85).

2007'de Renom ve ark. kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH) olan
hastalarda bu bakterinin ilk nozokomiyal salginmni tanimlamistir. Bu salginda

tanimlanan tiim suslarda ¢oklu antibiyotik direnci goriilmiistiir (86).
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Corynebacterium striatum ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda ¢oklu
ilaca direncli, firsat¢1 patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve ¢ok cesitli klinik
tablolara yol agarak nozokomiyal salginlara neden olmaktadir (15, 19, 22, 85, 87-99).
Kan dolasimi (6, 88, 100, 101) ve katater iliskili enfeksiyonlara (7, 102), protez eklem
enfeksiyonu (103-105), pnémoni (100, 106, 107), menenjit (108, 109), endokardit
(110), tromboflebit (91), cilt ve yumusak doku enfeksiyonu (92), dogal kapak
endokarditi (111), enfektif endokardit (112), septik artrit (113), tenosinovit (114), alt
solunum yolu enfeksiyonu (115), selliilit (116, 117), periton diyalizi iliskili peritonit
(118), septik artrit (119, 120), osteomiyelit (7, 121, 122), tubo-ovaryan abse (123),
yara yeri enfeksiyonu (124), sepsis (125), sistit (126), meme absesi (127), intrauterin
enfeksiyon (128), konjunktivit, keratit (129, 130) gibi ¢ok ¢esitli klinik tablolara yol

a¢gmaktadir.

Corynebacterium afermentans

Corynebacterium afermentans, 1981 yilinda CDC grup ANF-1 (absolute
nonfermenting group 1) olarak adlandirilmistir. Kantitatif DNA-DNA hibridizasyonu
ile C. afermentans’in C. afermentans subsp. afermentans ve C. afermentans subsp.
lipophilum olmak Uzere iki alt tipe sahip oldugu ortaya ¢ikmustir. Her iki alt tur, koloni
blyukluklerine gore kolayca ayirt edilebilir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra %5 koyun
kanli agarda; non-hemolitik, grimsi-seffaf koloniler seklinde goérulirler. C.
afermentans subsp. afermentans 1-2 mm c¢apmda Kkoloniler olustururken C.
afermentans subsp. lipophilum 0,5 mm c¢apmndan daha kiigiik koloniler olusturur.
Koyun kanli agar besiyerine %]1’lik Tween 80 eklendiginde C. afermentans subsp.
lipophilum kolonileri 2-3 mm ¢apna ulasir. Fenotipik 6zellikleri aynidir. Tek fark; C.
afermentans subsp. lipophilum lipofiliktir, C.afermentans subsp. afermentans non-
lipofiliktir (26). DNA G + C igerigi C. afermentans subsp. afermentans 'ta % 66 iken,
C.afermentans subsp. lipophilum’da % 68’dir (33).
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Corynebacterium afermentans ilk kez 1993 yilinda Riegel ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada kulak ve kan Orneklerinden izole edilmistir (131). Daha sonraki
yillarda farkli klinik tablolara yol actigin1 gosteren birkag ¢aligma rapor edilmistir.
Karaciger ve beyin absesi (132), norosirurjik cerrahi sonrasi gelisen sepsis (133), HIV
(insan immunyetmezlik viriisi) enfeksiyonu olan hastada akciger absesi ve ampiyem
(134), prostetik kapak endokarditi (135), ventriktlo-peritoneal sant enfeksiyonu (136)
gibi farkli klinik tablolara yol actig1 gosterilmistir.

Patojenik 6nemleri nedeniyle C. jeikeium, C. amycolatum, Corynebacterium
macginleyi, C. urealyticum, C. minutissimum, C. pseudodiphtheriticum, C.
pseudotuberculosis, C. ulcerans ve Corynebacterium xerosis de siklikla rapor edilen
diger Corynebacterium tirleridir. Kateter iligskili kan dolasimi enfeksiyonu,
bakteriyemi, sepsis, endokardit, protez kapak enfeksiyonu, menenjit, sant enfeksiyonu,
beyin absesi, peritonit, osteomiyelit, septik artrit, cilt ve yara enfeksiyonu, yumusak
doku enfeksiyonu, pyelonefrit, ampiyem, pndmoni, keratit, konjunktivit, endoftalmit,
otit, kazedz lenfadenit (14, 45, 77, 130, 137-139) gibi klinik tablolara yol

acmaktadirlar.

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalan
Beta-laktam direnci

Son yillarda Corynebacterium tirlerinde 6zellikle de C. striatum’da B-laktam
antibiyotik direncinde bir artis olmustur (79). Ambler molekiiler siniflamasma gore
serin hidrolazlar olarak bilinen sinif A beta laktamazlar bla geni tarafindan kodlanirlar
ve Corynebacterium tdrlerinde penisilin direncinden sorumludurlar (23, 140).
Sefalosporinazlar olarak bilinen sinif C beta laktamazlar ise ampC geni tarafindan
kodlanirlar, sefalosporinler basta olmak iizere, sefamisin ve penisilin direncinden
sorumludurlar. ampC direnci kromozomal veya plazmid kaynakl olabilir (140, 141).
Beta-laktam direnci bircok Corynebacterium tlrtnde yiiksek oranda saptanmistir (23,
36, 71, 77, 87, 94, 142, 143).
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Makrolid, Linkozamid, Streptogramin B (MLSB) direnci

Corynebacterium tdrlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda p-laktamlara ve
tetrasiklinlere alternatif olarak siklikla kullanilan makrolid-linkozamid-streptogramin
B (MLSB) grubu antibiyotikler, farkli kimyasal yapiya sahip olmalarmna ragmen
bakteriyel protein sentezi lizerine benzer etkiler gostermektedirler. Bu sebeple MLSB
grubu antibiyotiklerden herhangi birine kars1 olusan dirence neden olan genler ayni
gruba ait diger antibiyotiklere de ¢apraz diren¢ gelisimine neden olabilmektedir (70,

144).

MLSB grubu antibiyotiklere kars1 direng 23S rRNA’nin metilasyonuyla hedef
bolge degisikligi, aktif efluks pompa sistemiyle ilacin hiicre i¢ine girisinde azalma

veya disar1 atilmasinda artma ve enzimatik inaktivasyon ile olabilmektedir (70).

Corynebacterium tlrlerinde direng genellikle hedef bolge degisikligi ile
olmaktadir. Bakterinin metilaz enzimi iiretmesi sonucu, bakteriyel ribozomlarin 50S
alt biriminde bulunan 23S rRNA’nin adenin rezidiilerinin metilasyonu ile bu direng
gelisir. Corynebacterium tirlerinde MLSB grubu antibiyotiklere karsi dirence yol acan
metilaz enzimleri ermX ve ermB genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu genler yapisal-
konstittif (¢cMLSB) veya indiklenebilir (iMLSB) olabilir. Yapisal gen tasiyan
bakteriler daima metilaz enzimi dretirken, induklenebilir gen tasiyan bakteriler
ortamda induikleyici bir ajan oldugu zaman metilaz enzimini dretir (140, 144). Yapisal
MLSB (cMLSB) direncine sahip suslarin tum makrolidlere, linkozamidlere ve

streptogramin B'ye direngli oldugu kabul edilir.

Indiiklenebilir MLSB’ye (iMLSB) sahip suslar ise 14 ve 15 iiyeli makrolidlere
direng gosterir ancak 16 Uyeli makrolidlere, linkozamidlere ve tip B streptograminlere
duyarli gorinur (145). ermX geni Corynebacterium kromozomunda transpozon
Tn5432 lzerinde bulunur (140).
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MLSB direnci bazen de aktif efluks pompa sistemiyle gerceklesmektedir. msrA
(makrolid streptogramin direnci) geni tarafindan kodlanan enerji bagimli ATP tasiyici
ailesine ait efluks pompa sistemi ile, hicre igine giren makrolid ve tipB
streptograminleri disar1 atarak bu antibiyotiklere karsi dirence yol acarken
linkozamidlere kars1 direngte rol oynamaz. msrA geni ilk olarak Staphylococcus
epidermidis’te tamimlanmigtir. Daha sonra msrA genine Corynebacterium,
Enterococcus, Streptococcus ve Pseudomonas tiirlerinde de rastlanmustir (146, 147).
Ayni sekilde mef geni tarafindan kodlanan enerji bagimli ATP tasiyici ailesine ait

efluks pompa sistemi ile, makrolidleri digar1 atarak dirence neden olmaktadir (147).

MLSB direnci C. diphtheriae, C. xerosis, C. jeikeium, C. pseudodiphtheriticum,
C. amycolatum, C. urealyticum ve C. striatum gibi klinik neme sahip tiirlerde yaygin
olarak goriilmektedir ve yapilan bir¢ok ¢alismada Corynebacterium tiirleri arasinda

MLSB grubu antibiyotiklere kars1 yliksek diizeyde direng bildirmistir (70, 140, 143,
148-150).

Kinolon direnci

Kinolonlarin temel hedefleri, DNA’nin negatif sipersarmal olusturmasini
katalizleyen ve ATP bagimli DNA giraz enzimi (topoizomeraz 1l) ve DNA
replikasyonu sonrasinda hiicre bdlinmesinden sorumlu Topoizomeraz 1V
enzimleridir. Kinolonlar bu enzimlerin enzimatik aktivitelerini inhibe ederek DNA-

enzim komplekslerinde DNA’nin yikimini saglarlar (151).

DNA giraz enzimi gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki adet A ve iki
adet B alt dnitesinden olusan heterotetramer yapida bir enzimdir. Topoizomeraz IV
enzimi ise parC geni tarafindan kodlanan iki parC alt birimi ile, parE geni tarafindan

kodlanan iki parE alt biriminden olusur (151, 152).
Kinolon direnci siklikla DNA giraz enziminin gyrA boélgesindeki kinolon

direncini belirleyen bolgedeki (quinolone resistance-determining region-QRDR)

nokta mutasyonlar sonucu gelisir (147).
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Corynebacterium tdrlerinde en sik gyrA geninde olusan mutasyon
gorulmektedir. Ortaya ¢ikan direng seviyesi blyik Olglide, 6nceden var olan
aminoasitin yerine mutasyon sonucu gelen amino asidin tipine baghdir (147).
Corynebacterium tiirlerinde Topoizomeraz IV enzimi bulunmadigindan dolay1 bu

mikroorganizmalarda parC gen mutasyonu seklinde dirence rastlanmamustir (153).

Corynebacterium striatum, C. jeikeium ve C. urealyticum suslar1 (zerinde
yapilan caligmada gyrA geninin QRDR bolgesindeki 87. ve 91. kodonlarda tekli ya da
cifte mutasyonlar saptanmistir. 87. kodonda bulunan serin aminoasiti yerine izolosin,
valin veya tirozin aminoasiti (Ser-87-1le, Ser-87-Val, Ser-87-Tyr); 91. kodonda
bulunan aspartat aminoasiti yerine tirozin veya alanin (Asp-91-Tyr, Asp-91-Ala)
aminoasitinin gecmesiyle nokta mutasyonlar meydana gelmistir. TUm bu mutasyonlar
siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin igin yiksek diizey dirence neden

olmustur (154).

Kinolona direncli C. striatum suslarinda gyrA genindeki mutasyon ¢esitliliginin
arastirildigir bir baska calismada QRDR bdlgesinde 87. ve 91. kodonlarda cifte
mutasyonlar saptanmistir. 87. kodondaki serin aminoasiti yerine fenilalanin, izoldsin,
valin veya tirozin aminoasiti (Ser-87-Phe, Ser-87-lle, Ser-87-Val, Ser-87-Tyr); 91.
kodondaki aspartat aminoasiti yerine alanin veya glisin (Asp-91-Ala, Asp-91-Gly)
aminoasitinin gegmesiyle nokta mutasyon meydana gelmistir. Olusan bu mutasyonlar

siprofloksasin icin yilksek MiK degerleri goriilmesine neden olmustur (155).

Corynebacterium amycolatum, C. macginleyi ve C. striatum suslar1 ile yapilan
calismalarda gyrA geninin QRDR bolgesinde meydana gelen tekli ya da cifte
mutasyonlarin sayisina ve degisen amino asitlerin tiiriine bagli olarak kinolonlara kars1
farkli diizeylerde direng gelistigi gosterilmistir. Goriilen mutasyonlar Ser-87-1le, Ser-
87-Phe, Asp-91-Gly, Ser-83-Arg, Pro-84-Ala, Ser-83-Phe, Asp-87-Ala, Ser-87-Arg,
Ile-89-Val, Ala-88-Pro, Asp-91-Ala’dir (13, 87, 153, 156, 157).
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Aminoglikozid direnci

Aminoglikozidler ribozomlarin 30S alt birimine baglanarak translasyonu
bozarak protein sentezini inhibe etmektedirler. Aminoglikozidlere karsi direng
ribozomal hedef degisikligi, enzimatik inaktivasyon ve ilacin sitoplazmaya gegiginin

engellenmesi seklinde ¢ mekanizma ile olusmaktadir (158).

Corynebacterium tiirlerinde en sik karsilasilan diren¢ mekanizmasi enzimatik
inaktivasyondur (140). Asetiltransferazlar (AAC), fosfotransferazlar (APH) ve
adeniltransferazlar (ANT) olmak tzere i aminoglikozid modifiye edici enzim grubu
aminoglikozidin hidroksil veya amino gruplarma 0zgll olarak baglanarak,
aminoglikozid yapisin1 asetilasyon, adenilasyon veya fosforilasyon mekanizmalari ile

inaktive ederler (159).

AAC, aminoglikozid molekiilindeki amino gruplarmi asetile etmektedirler.
APH, aminoglikozid molekiliundeki hidroksil grubunu fosforile etmektedirler. ANT,
aminoglikozidlerin hidroksil gruplarini adenile etmektedirler. Enzimin aminoglikozid
molekiiliindeki etki bolgesi parantez iginde rakam olarak yazilir. Benzer etki gosteren
enzimleri ayirt etmek i¢in buna Romen rakamlari eklenir. Protein tanimlamasi i¢in de
sonuna a, b, ¢ gibi harfler eklenir. Dort adet aminoglikozid asetiltransferaz enzimi
[AAC(2’), AAC(6), AAC(1), AAC(3)]; yedi adet aminoglikozid fosfotransferaz
enzimi [APH(3*), APH(2”), APH(3”), APH(6), APH(9), APH(4), APH(7)] ve dort
adet aminoglikozid adeniltransferaz enzimi [ANT(6), ANT(3”), ANT(4’), ANT(2”)]
bulunmaktadir (160).

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada gentamisin ve tobramisin direnci bulunan C.
striatum suslarinda aminoglikozid asetiltransferaz enzimini kodlayan aac(3)-XI olarak

adlandirilan yeni bir gen bulunmustur (161).

Corynebacterium striatum suslar1 ile yapilan baska bir ¢alismada ise kanamisin
direnci olan suslarda aph(3’)-Ic, streptomisin direnci olan suslarda aph(3”)-1b ve
aph(6)-1d, gentamisin ve tobramisin direnci olan suslarda aac(3)-XI genlerine

rastlanmistir (72)
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Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinler 30S ribozomal alt iiniteye baglanarak bakteriyel protein sentezini
inhibe ederler. Ribozomal alt {initeye baglanma ile mRNA; ribozomal ‘acceptor’
bolgeye aminoacil tRNA’nin baglanmasini engeller ve bilyliyen peptid zincirine yeni

bir aminoasit eklenemedigi icin bakteriyel protein sentezi gergeklesemez (162).

Tetrasiklin direnci dort mekanizma ile olusur. Aktif akis pompa (efluks)
sistemi, hucre ici tetrasiklin konsantrasyonunun azaltilmasina dolayistyla ilacin etkisiz
hale gelmesine yol agmaktadir. Bu sistem ile olusan direng en yaygin goriilen tiptir.
Ribozomal koruma proteinleri tarafindan tetrasiklinin ribozomun 30S alt birimi ile
etkilesiminin bozulmasi da ikinci en yaygin direng mekanizmasidir. Ribozomal
koruma proteinleri ribozoma baglanarak tetrasiklinin ribozoma baglanmasini
engellerler. Bir diger diren¢ mekanizmasinda ise hidroksilasyonda rol oynayan tetX ve
tet37 gibi tetrasiklin direnci belirleyicileri, flavin adenin dinukleotit (FAD)
monooksijenazlar1 Ureterek tetrasiklinlere karsi direng gelismesine yol acarlar.
Hidroksilasyon ribozomal baglanma bdlgelerine baglanma afinitesini azaltir.
Tetrasiklinler i¢in 30S alt birimdeki baglanma yerinde olusan mutasyon da bir baska

diren¢ mekanizmasidir (163).

Yaklasik 50 farkl tetrasiklin direng geni (tet) tespit edilmistir. Bu tetrasiklin
direng genlerinin 28 tanesi aktif pompa (efluks) mekanizmasma ait tasiyici
proteinlerle, 12 tanesi hedef modifikasyon mekanizmasina ait ribozomal koruma
proteinleriyle, 2 tanesi enzim aktivitesini bozarak, 5 tanesinin de ribozomal

mutasyonlarla etki gosterdigi bildirilmistir (163).
Tam niikleotit sekansi yapilan C. glutamicum suslarinda tetZ adi verilen R-
plazmidi pAG1 Gzerinde kodlanmig efluks sistemi araciligiyla dirence neden olan yeni

bir gen tespit edilmistir (164).

Corynebacterium striatum R-plazmidi pTP10 (zerinde tetAB genlerinin

bulundugu tetrasiklin direng bdlgesi, bir ABC tasiyicisi ile kodlanir. Tauch ve ark.
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calismasida tetrasiklin, oksitetrasiklin ve oksasilin direnci olan Corynebacterium

glutamicum suslarinda tetAB genleri tespit edilmistir (165).

Corynebacterium urealyticum suslarmin antibiyotik duyarliligi ve direng
mekanizmalarinm arastirildigi bir calismada yilksek MIK degerlerinin saptandigi

fenotipik olarak tetrasiklin direncli suslarda tetAB genleri saptanmustir (71).

Ribozomal koruma proteinini kodlayan tetW geni ilk kez 16semi hastalarmin kan
orneklerinden izole edilen ¢oklu ilaca direncli Corynebacterium resistens suslarinin
tam genom analizinde tespit edilmistir (166). Graniilamat6z mastitli hastalardan izole
edilen Corynebacterium kroppenstedtii suslarinda da ribozomal koruma proteinini
kodlayan tetW geni tespit edilmistir (167, 168). Protez eklem enfeksiyonu olan 75
yasindaki erkek hastanin sinovyal sivi 6rneginden yapilan kiiltiirden izole edilen C.

striatum’a ait genom sekansinda tetW geni saptanmustir (103).

Biyofilm olusumu

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi drettikleri organik
ekzopolisakkarit matriks i¢ine gomiilmiis halde ve hareketsiz bir sekilde birbirine, kati
bir yilizeye veya bir ara yiizeye geri doniislimsiiz olarak tutunmus halde yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu bir topluluktur. Bu matriks, ekstraseliiler polimerik
maddeler (extracellular polymeric substances-EPS) olarak adlandirilan polisakkaritler,
proteinler ve nukleik asitlerden olusmaktadir. Biyofilm 06zellikle immin sistemi
baskilanmis hastalarda ve kalici tibbi kateteri olan hastalarda ciddi infeksiyonlara yol
acabilmektedir ~ (169). Biyofilm  tabakasmin  olusmasinda  protein  ve
ekzopolisakkaritten olusan hiicre dis1 matriks ve tutunma yiizeyi 6nemli yer tutar. Bu
bilesenlerden herhangi biri olmadiginda biyofilm olusamaz. Biyofilm yapisinda %97
su, %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarit, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlar
bulunmaktadir (170). Biyofilm olusumu; mikroorganizmanin bir yiizeye tutunmasi,
geri doniistimsiiz baglanmasi, kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu ve kopma

evreleri olmak Uzere dort asamada gergeklesmektedir (171).
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C. diphtheriae’nin ¢ tane major virilans faktord bulunmaktadir. Bunlar;
adherensde rol oynayan pili, difteri toksini ve post-translasyonel modifikasyonda rol
oynayan monoderm disiilfit bag olusumunda goérevli MdbA (monoderm disulfide

bond-forming) proteinidir (172).

NDC’ler gibi cilt flora elemanlarinin goreceli olarak diisiik virulansa sahip
olduklar1 kabul edilmektedir. Ancak 2015 yilinda yapilan bir ¢calismada arastiricilar
coklu ilaca direngli C. striatum izolatlarinin biyofilm drettigini gostermisler ve
biyofilm Giretiminin bu mikroorganizma igin yeni bir virulans faktori olabilecegini 6ne
stirmiislerdir (89, 137). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada arastiricilar kan dolagimi
ve Kkateter ile iligkili enfeksiyona neden olan ¢oklu ilaca direncli C. striatum

izolatlarinda biyofilm tiretiminin oldugunu tespit etmislerdir (102).

Biyofilm {iretimini tespit etmek i¢in kullanilan yontemler arasinda; mikroplak
yontemi, tlp yontemi, kongo red agar metodu, piezoelektrik sensorler, biyoliiminesans
metod, floresan mikroskop ve taramali elektron mikroskop incelemesi yer almaktadir
(173). Bunlar arasinda en sik kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen yontem

spektrofotometrik olarak belirlenen mikroplak yontemidir (174).
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GEREC VE YONTEM

Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, Aralik 2020—Ocak 2023 tarihleri arasinda, farkli klinik
birimlerden gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden (kan, kateter i¢i kan, yara, trakeal
aspirat, balgam, abse, plevral siv1) izole edilen Corynebacterium cinsine ait 140 izolat
calismaya dahil edildi. Ayni1 hastaya ait birden fazla 6rnek gonderilmis ise sadece tek

bir 6rnek ¢aligmaya alind1.

Calismaya alman izolatlar %20 gliserollii brain-heart inflizyon broth icerisinde

caligma zamanina kadar -80 °C’de sakland1.

Orneklerin izolasyonu ve tammlanmasi

Calisma swrasinda suslar, %5 koyun kanli agara pasajlanarak 35-37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kanli agar plaklarinda {ireme saptanan beyaz
opak ya da krem rengi kolonilerden Gram boyama yapilarak mikroskobik incelemeye
alindi. Mikroskobik inceleme sonucunda sporsuz Gram pozitif difteroid basil
morfolojisindeki tim basillere katalaz testi yapildi. Temiz bir lam (izerine birka¢ damla
%3’lik hidrojen peroksit (H20:) damlatildi. Steril plastik 6ze ile taze bakteri
kilturinden alinan koloniler hidrojen peroksitle karistirildi. Hava kabarciklarinin

varliginin goérilmesi Uzerine katalaz testi pozitif olarak yorumlandi.

Gram boyamada difteroid basil morfolojisinde ve katalaz pozitifligi olan
Corynebacterium cinsine ait oldugu diisiiniilen izolatlar MALDI-TOF MS Biotyper

(Bruker, Almanya) ile tir diizeyinde tanimlandi.

Antimikrobiyal duyarhliginin saptanmasi
[zolatlarin antibiyotik duyarhliklart EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) Onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk

diflizyon yontemi ile belirlendi.
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Bu yontem icin penisilin G (1 Unite), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg),
tetrasiklin (30 pg), rifampisin (5 pg), siprofloksasin (5 pg), vankomisin (5 ug),
linezolid (10 pg) ve gentamisin (10 pg) (Bioanalyse, Ankara, Tirkiye) antibiyotik
diskleri kullanildi. Diskler, kullanilincaya kadar +4°C'de sakland:.

18-24 saatlik taze kdltirlerden 0,5 McFarland yogunlugunda bakteri
stispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 %5 defibrine at kani ve
20 mg/L B-NAD (nikotinamid adenin dinukleotid) iceren Mueller-Hinton Fastidious
agar (MH-F) (Liofilchem, Italya) yiizeyine steril ekiivyon ile yayildi. Agar yiizeyine
oda sicakligina getirilmis antibiyotik diskleri yerlestirildi. Etiivde 35-37°C'de 18-24
saat inklbe edildi. Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik diskleri cevresinde olusan
inhibisyon zon caplar1 Olctldi. Elde edilen zon c¢aplari EUCAST Onerileri
dogrultusunda degerlendirildi ve duyarli veya direngli olarak kaydedildi (81).
EUCAST rehberinde Corynebacterium tirleri igin eritromisin ve gentamisine ait
belirlenmis kriterler olmamasindan dolay1 eritromisin ve gentamisin duyarlilik test

sonuglar1 EUCAST Staphylococcus spp. kriterlerine gore degerlendirildi (143).

Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

Biyofilm olusumu mikrotitrasyon plak yontemiyle semikantitatif olarak
degerlendirildi (101). Calisma izolatlarindan %5 koyun kanli agara taze pasajlar
yapildi. Brain-heart infuzyon (BHI) broth igerisinde 0,5 McFarland bulaniklikta
bakteri slspansiyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu diiz tabanli steril polistiren
mikrotitrasyon plak icine her bir kuyucuga 200 pL olmak {izere hazirlanan bakteri
stispansiyonu dagitildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Her izolat igin iicer
kuyucuk kullanildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklar bosaltildi. Biyofilm
yapisina katilmayan maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla her kuyucuk 3 kere 200 puL
fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Her yikama sonrasinda kuyucuklardaki PBS
bosaltild1 ve ters gevrilip kurumaya birakildi. Kuruyan kuyucuklara 200 pL %99’luk
metanol eklendi ve 5 dakika fikse edildi. Ardindan icerik bosaltildi. Her bir kuyucuga
200 pL %0,5 kristal viyole eklenerek 5 dakika boyandi. Boyama isleminden sonra
kuyucuklar bosaltild1 ve ters ¢evrilip kurumaya birakildi. Son olarak 160 uL %95’lik
etanol her kuyucuga dagitildi ve boyanin ¢oziinmesi igin 20 dakika bekletildi. Plaktaki
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icerik yeni bir plaga aktarilarak okuma asamasmna gecildi. Optik dansite (OD)
Olcimleri 590 nm dalga boyunda spektrofotometrik mikroplak okuyucu (ELISA
Reader, Pasteur Diagnostic, Fransa) ile yapildi. Her bir kuyucuk i¢in optik dansite
(OD) degeri belirlendi. Pozitif kontrol olarak biyofilm olusturdugu bilinen S.
epidermidis ATCC 35984 ve negatif kontrol olarak S. epidermidis ATCC 12228
kullanild.

Sonuglar literatiirde tanimlandig1 sekilde degerlendirildi (175). OD590°de {i¢
kez 6l¢iim yapildiktan sonra tiim suslar ve negatif kontrol i¢in ortalama OD degeri
hesaplandi. Daha sonra cut-off degeri (ODc) olusturuldu. Negatif kontroliin ortalama
degerlerinin (OD) {i¢ standart sapma (SS) iistii cut-off deger (ODc) olarak belirlendi.
Cut-off deger OD’si (ODc) asagidaki formile gore hesaplandi.

ODc = OD (negatif kontrol) + 3 x SS (negatif kontrol).

Her izolat i¢in hazirlanan 3 kuyucuktan elde edilen OD degerlerinin ortalamasi
cut-off degerin OD’si lizerinde olan suslar pozitif, altinda olan suslar negatif olarak
kabul edildi. OD deger; cut-off degerin altinda ise negatif (-), cut-off deger ve cut-off
degerin 2 kat1 arasinda olanlar zayif (+), cut-off degerin 2 kat1 ile 4 kat1 arasinda olanlar
orta (++), cut-off degerin 4 kati ve Uzerinde olanlar glcli (+++) pozitif olarak

degerlendirildi. Optik yogunluklarina gore suslarda biyofilm olusumu:

OD < ODc = biyofilm negatif

ODc < OD < 2XODc = zayif diizeyde biyofilm pozitif (+)
2X0ODc < OD <4XODc = orta diizeyde biyofilm pozitif (++)

4XODc < OD = guglu dizeyde biyofilm pozitif (+++)

Kaynatma yontemi ile bakteriyel DNA ekstraksiyonu

Tur dizeyinde tanimlanip -80°C’de saklanmis olan izolatlar ¢gikartildi. %5 koyun
kanli agara pasajland1 ve 35-37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Besiyerinde saf kiiltiir
halinde tireyen koloniler steril 6ze ile alinarak, beyin kalp inflizyon broth i¢ine ekim
yapildi. 35-37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra homojenizasyonun saglanmasi

icin bakteri stispansiyonuna vorteks islemi yapildi. Homojen bir stispansiyon elde
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edildikten sonra, 1 ml alinip ependorf tiiplere aktarildi. 13000 rpm’de 10 dakika
santriftj edildikten sonra ustteki sipernatant atildi. Dipteki pellet tizerine 200 pl distile
su ilave edilip 100°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 10 dakika kaynatildi. Siire sonunda
tiipler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra {istte kalan
sUpernatant kalip DNA olarak kullanilmak iizere steril, DNAse ve RNAse i¢cermeyen
mikrosantrifuj tlplerine aktarildi. Elde edilen DNA’lar calismada kullanilincaya kadar
-20°C’de sakland1 (139).

In-house PCR ile antimikrobiyal direnc geni arastiriimasi
Suslardaki bla, ampC, aac(3)-XI, aphAl, ermX, ermB, tetA, tetB ve gyrA direnc
genlerinin varhigi in-house PCR ile arastirildi (71, 87, 94, 150, 153, 161, 176, 177).

Liyofilize halde bulunan primerler Gretici firmanmn (Oligomer) talimatlari
dogrultusunda sulandirildi. 100 pmol/ul konsantrasyonda stok primerler elde edildi.

DNA amplifikasyonu i¢in 2 ml’lik steril ependorf tiipte toplam hacim 50 pl
olacak sekilde PCR karigimi hazirlandi. 2.5 mM, MgCI2 5 ul, 10X PCR Bufter 5 pl,
dNTP karigimi (her biri 10 mM) 1 pl, 0,5 pL forward ve reverse primerler (100
pmol/ul) ve TagDNA Polimeraz (5 U/uL) 0.5 ul olacak sekilde PCR karisimi elde
edildi (Tablo 5).

Amplifikasyon kosullari; 95°C'de 5 dakika On denatiirasyon, ardindan 35
dongii seklinde 94°C'de 30 saniye denatlirasyon, her bir gen i¢in belirlenen sicaklikta
1 dakika baglanma, 72°C'de 1 dakika uzama ve 72°C'de 10 dakika son uzatma olarak
belirlendi (Tablo 6).

Amplifikasyon islemi termal dongl cihazi (Mycycler, BIO-RAD, ABD)
kullanilarak yapildi.

Direnc genlerine ait primer dizileri, beklenen bant biiyiikliikleri ve baglanma

1s1lar1 Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 5. PCR karisim1

Icerik Miktar (ul)
10X PCR buffer 5

MgClI2 (25 mM) 5

dNTP mix 1

Forward primer (100 pmol/ul) 0,5
Reverse primer (100 pmol/ul) 0,5

Taq polimeraz 0,5

Kalip DNA 5)
Deiyonize su 32,5
Toplam hacim 50

Tablo 6. Amplifikasyon kosullar1

i__slem Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denattirasyon 95 5dk 1
Denaturasyon 94 30 sn

Baglanma * 1dk 35

Uzama 72 1dk

Son uzama 72 10 dk 1

*Her primer icin literatirde belirtilmis olan baglanma sicaklig
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Tablo 7. Direng genlerine ait primer dizileri, beklenen bant blyuklukleri ve baglanma 1silari

Hedef  iligkili direnc  Primer DNA dizilimi (5°-3?) Sicakhk  Size Referans
gen (<) (bp)
erm(X)  Eritromisin, erm(X)-F AACCATGATTGTGTTTCTGAACG 57 560 150
Klindamisin erm(X)-R ACCAGGAAGCGGTGCCCT
erm(B)  Eritromisin, erm(B)-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA 52 639 176
Klindamisin erm(B)-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
bla Penisilin, bla-F CAGTCTAGCCACTTCGCCAAT 55 808 87
Sefotaksim bla-R TGACTGCACGGATGGAGATGG
ampC Penisilin, ampC-F CAATCGGATTCCTGGTCGCT 55 965 87
Sefotaksim ampC-R TGGTTCGCGTGATGTTTTCG
gyrA Siprofloksasin  gyrA-F GCGGCTACGTAAAGTCC 60 337 153
gyrA-R CCGCCGGAGCCGTTCAT
tetA Tetrasiklin tetA-F TTAGCGTTCGGCGACCTGG 60 552 177
tetA-R GGTGGTCTTGTCTGCCCTCA
tetB Tetrasiklin tetB-F ACGGTGTTCAACGCCCTGTT 59 506 71
tetB-R AACTGGGTGCCTTCAGGGTC
aphAl  Gentamisin aphAl-F GGCAAGATCCTGGTATCGGTCT 57 480 94
aphAl-R AGACTAAACTGGCTGACGGCAT
aac(3)- Gentamisin aac(3)-XI-F  ATGACTACAACCAACGAGATC 52 452 161
Xl aac(3)-XI-R  CTAAAGCTCCCGGATGTAGAG
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Agaroz jel elektroforezi ve PCR urinlerinin goruntilenmesi

Amplifikasyon islemi sonucu elde edilen PCR firtinleri agaroz jel elektroforez
yontemi ile yuratuldu. Bunun igin %1,5’luk agaroz jel hazirlandi. 100 ml 1XTBE igine
1,5 gr agaroz (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) eklendi ve ¢ozelti 3-5 dakika
mikrodalga firnda eritilerek agarozun tam olarak ¢oziilmesi saglandi. Olusan ¢Ozelti
55-60°C’ye sogutulduktan sonra icerisine 5 pL etidyum bromir eklendi. Jel
elektroforez tablasi icine taraklar yerlestirildikten sonra sivi haldeki jel tabla igerisine
yavas yavas kabarcik olusturmayacak sekilde dokiildii. Jelin katilagsmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Katilasan jel, jel elektroforez tankinin icerisine
yerlestirildi ve taraklar ¢ikarildi. Elektroforez tankina jel ylizeyini Ortecek sekilde
IXTBE tamponu dolduruldu. 5 ul amplifikasyon drtnd ile 2 pl yikleme boyasi
karigtirild: ve karisim 5 pl olarak yiikleme kuyucuklarina yiiklendi. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra 110-120V/cm? voltaj uygulanarak 45-50 dakika yurutdlda.
Sonra jel transilliminatér cihazina (BIO-RAD UV Transilliminatér 2000, Milan,
Italya) yerlestirilerek ultraviyole 1sik altinda degerlendirildi. DNA bant biiyiikliigiiniin
Olcima icin marker olarak 100 bp Plus Blue GeneON ve 100 bp Vivantis VC Plus
kullanildi.

PFGE yontemi ile klonal analiz
Calismaya dahil edilen suglar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla

PFGE yontemi kullanildi. Navas ve ark. protokoli uygulandi (72).

Izolatlarin hazirlanmasi

Tiir diizeyinde tanimlanmis olan izolatlarin %5 koyun kanli agara tek koloni
ekimleri yapildi. 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Saf kiltir olarak (reyen tek
koloniler bir 6ze yardimiyla toplanarak 5 ml beyin kalp infiizyon broth igerisinde
stispanse edildi. Elde edilen siispansiyon 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi Ustteki siipernatant atildi1 ve kalan pellet {izerine 2 mg/ml lizozim
iceren 300 pl 1XTE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) eklendi. Bakteri
yogunlugu, spektrofotometrik okuyucu ile (ELISA Reader, Pasteur Diagnostic,

France) 600 nm’de 2 absorbans olacak sekilde ayarlandi (72).
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Izolatlarin agaroza gémiilmesi

%?2’lik agar hazirlamak i¢in 0,2 gr disiik erime 1sili agaroz (Low melting
agarose, LMA) (Bio Basic) hassas terazide tartilip uygun bir erlen igerisine aktarildi,
daha sonra iizerine 10 ml 1XxTE tamponu eklendi ve mikrodalga firinda eritildi ve
50°C’ye 1sitilmig kuru 1s1 blogu iizerine koyuldu. Agaroz igine %?20’lik sodyum
dodezil sulfat (SDS) (Bio Basic, Kanada) ve 0,2 mg/ml proteinaz K (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Almanya) ilave edildi. Daha sonra her bir izolat i¢in steril ependorf tlpler
hazirlandi. Agaroz-SDS karisimidan 200 pl ve bakteri siispansiyonundan 200 pl
almarak bu ependorflara aktarildi, homojen bir karisim elde etmek i¢in birka¢ defa
pipetaj yapildi. Bakteri siispansiyonu-agaroz karisiminin 100 pl’si hava kabarcigi
olusturmayacak sekilde “plug mold” ad1 verilen kaliplara aktarildi, katilagincaya kadar
2-8°C’de 15-20 dk bekletildi. Bu sekilde agaroz kaliplar1 elde edildi (72).

Agaroza gomulu hicrelerin par¢alanmasi

Hiicrelerin par¢alanmasini ve DNA’nin agiga ¢ikmasini saglamak icin hiicre
lizis tamponu hazirlandi. Bunun i¢in 4 ml 1xTE tamponu i¢ine %1°lik sarkozil (Bio
Basic, Kanada) ve 0,15 mg/ml proteinaz K (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)
eklendi. 10 ml’lik steril cam tuplere bu tampondan 4’er ml dagitildi, bir aparat
yardimiyla plug moldda bulunan kaliplar tuplere aktarildi. Kaliplar 55°C’de su
banyosunda 1 gece bekletildi (72).

Agaroz kahplarin yikanmasi

Icinde agaroz kalip bulunan TE tampon dokiildii, her bir tiip iizerine 50°C’ye
isitilan steril ultra saf sudan 4’er ml eklenerek 3’er defa yikama yapildi. Yikama iglemi
sonrasi su tamamen aspire edildi. Daha sonra agaroz kaliplar1 50°C’ye 1sitilan 4 ml
IXTE tamponu ile 3’er defa yikandi. Boylece iginde saflastirilmis DNA bulunan

agaroz kalip, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu (72).

Xbal restriksiyon enzimi ile DNA’mn kesilmesi
Yikama islemi bittikten sonra agaroz kaliplari, steril bir lam ilizerinde agaroz
kalibin 1/4’% 2mm genisliginde olacak sekilde bir bistiiri yardimiyla kesildi. Kesilen

kalip steril bir ependorf tlipe alinarak, tizerine 100 pl enzim tamponu konuldu ve su
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banyosunda 37°C’de 10-15 dakika bekletildi. Sonra tampon aspire edildi. 100 pl
olarak hazirlanmig Xbal enzimi ve enzim tamponu ilave edildi. Su banyosunda 37°C’

de 4 saat bekletildi. Enzimle kesme islemi gergeklesmis oldu (72).

Jelin hazirlamasi ve kahplarin jele yiklenmesi

%1°lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 100 ml 0,5xTBE (44,5 mM Trisma base,
44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0) tamponu igine 1 gr pulsed-field certified
agarose (Bio-Rad Laboratories) eklendi ve mikrodalga firnda eritildi, 50°C’ye
sogutuldu. 15°lik disli taragm u¢ kisimlara DNA kaliplari (5. ve 10. dise kontrol susa
ait, diger diglere calismaya ait DNA kaliplar1) yerlestirildi. 5 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra tarak agaroz dokilecek tabla igine yerlestirildi. 50°C’ye
sogutulmus olan agaroz jel dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturmadan tabla igine
dokiildii. Oda sisinda 20-30 dakika katilagmaya birakildi. Agaroz jel katilastiktan
sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Tablanin kenarlar1 dikkatlice ¢ikarildi. Tabla
iizerindeki agaroz jel, igerisinde 1900 ml 0,5xTBE tamponu bulunan PFGE tank1
icindeki siyah cerceveye diizguince yerlestirildi (72).

Elektroforez islemi

CHEF DR Il “Drive Module” Sistemi (BioRad, California, ABD) ile
elektroforez islemi gergeklestirildi ve PFGE kosullar1 Tablo 8’de belirtildigi sekilde
uygulandi (178) .

Tablo 8. PFGE kosullar1

1. blok 2. blok
Baslangig¢ vurus suresi 5sn Baslangig¢ vurus suresi 2 sn
Bitis vurus siiresi 30 sn Bitis vurus siiresi 5sn
Vurus agis1 120° Vurus agis1 120°
Sicaklik 14 °C Sicaklik 14 °C
Akim 6V Akim 6V
Sire 7 saat Sire 7 saat
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PFGE sonuc¢larmin goérintilenmesi ve analizi

Elektroforez isleminden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra
saf su iginde 20 dakika bekletilerek boyandi. UV 1sik altinda goriintiilendi. CCD
kamera ile ‘Gel Logic 2200 Kodak Imaging System’ (Kodak, ABD) goriintiileme
sistemi kullanilarak DNA bantlarmin fotografi ¢ekildi ve fotograflar TIFF formatinda
bilgisayara kaydedildi. Syngene Gene Directory Application Version 2.01.02
(Ingiltere) yazilim sistemi kullanilarak bant profillerinin analizi gerceklestirildi.
Oncelikle her resimde bulunan iki adet kontrol susun (5. ve 10. kuyucuklarda
yuriitiilen) yardimi ile resimler arasi normalizasyon yapildi. Aritmetik ortalamali
agirliksiz ¢ift grup (UPGMA- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means)
metodu ve “Dice” benzerlik (Dice similarity coefficient) katsayis1 kullanilarak PFGE
profillerinin dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Benzerlik
katsayisimin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %2 olarak alindi. Marker olarak
C. striatum ATCC6940 susu kullanildi (C. striatum ATCC6940 susu Dr. Elisabet
GUIRAL-VILALTA dan temin edildi).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Ver. 25.0
(Armonk, NY: IBM Corp. ABD) istatistiksel yazilim programi kullanilarak
yapilmistir. Kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Kategorik veriler
arasindaki iliskiyi saptamak icin ki-kare testi kullanilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Hastalarin demografik ve klinik dzellikleri

Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, Aralik 2020-Ocak 2023 tarihleri arasinda, klinik
birimlerden gonderilen ¢esitli klinik drneklerden (kan, kateter i¢i kan, yara, trakeal
aspirat, balgam, abse ve plevral sivi) izole edilen Corynebacterium cinsine ait 140
izolat ¢alismaya dahil edilmistir. Her hastadan bir izolat calismaya dahil edilmistir.

Corynebacterium izole edilmis hasta grubunun 48’1 (%34,3) kadmn, 92’si

(%65,7) erkek hastadir.

Hastalarin yas gruplamasinda 18 hasta (%12,9) 20-44 yas, 21 hasta (%15) 45-
59 yas, 60 hasta (%42,9) 60-74 yas ve 41 hasta (%29,3) 75-95 yas araligindadir.

Hastalarin yas ortalamasi 65,5’tir.

Hastalarin %22,9’unda malignite, %27,9’unda kronik hastalik, %11,4’inde
travma ve %37,9’unda enfeksiyon 6ykiisii bulunmaktadir. Enfeksiyon oykiisii olan
hastalarin  %41,5’inde diyabetik ayak enfeksiyonu, %24,5’inde cerrahi yara
enfeksiyonu ve %33,9°’unda ise diger enfeksiyonlar (pndmoni, lirosepsis, menenyjit,

hidradenitis stpdrativa, fournier gangreni, dekibit tilser) bulunmaktadir.

Calismaya dahil edilen 140 adet Corynebacterium izolatinin tlr diizeyinde
tanimlamas1 MALDI-TOF MS ile yapilmistir. Tiir dagiliminda 132’sinin (%94,3) C.

striatum ve 8’inin (%5,7) C. afermentans oldugu tespit edilmistir (Sekil 1).
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u C. striatum

m C.afermentans
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Sekil 1. Corynebacterium izolatlarmin tir dagilimi

Calismaya dahil edilen 140 klinik 6rnekten 21°1 (%15) kan, 7’°si (%5) kateter
ici kan, 48’1 (%34,3) yara, 46’s1 (%32,9) trakeal aspirat (TA), 11°i (%7,9) balgam, 4’
(%2,9) abse materyali ve 3’1 (%2,1) plevral siv1 drneklerinden izole edilmistir. En sik
izole edilen klinik ornek yara (%34,3), ikinci en sik klinik 6rnek trakeal aspirat
(%32,9) iken; en az izole edilen klinik drnek ise %2,1 ile plevral sivi 6rnegi olmustur
(Tablo 9).

Tablo 9. Corynebacterium’larin izole edildigi klinik 6rneklerin dagilimi (N: 140)

Ornek n %
Kan 21 15,0
Kateter ici kan 7 5,0
Yara 48 34,3
Trakeal aspirat 46 32,9
Balgam 11 7,9
Abse materyali 4 2,9
Plevral siv1 3 2,1
Toplam 140 100,0
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Calismamizda 25 6rnek (%17,9) dahili birimlerden, 46 6rnek (%32,9) cerrahi
birimlerden ve 69 6rnek (%49,3) yogun bakim nitelerinden (YBU) gonderilmistir. En
¢ok ornegin (%49,3) yogun bakim tnitelerinden gelmis oldugu tespit edilmistir (Tablo
10).

Tablo 10. Klinik birimlerden gonderilen 6rneklerin say1 ve oranlari (N: 140)

Klinik n %
Dahili birimler* 25 17,9
Cerrahi birimler** 46 32,9
Yogun bakim Uniteleri*** 69 49,3
Toplam 140 100,0

*0Onkoloji, hematoloji, enfeksiyon hastaliklari, nefroloji, kardiyoloji, gdgiis hastaliklari, dermatoloji,
kronik yara bakim unitesi, fizik tedavi ve rehabilitasyon

**QOrtopedi, plastik cerrahi, gdgiis cerrahisi, beyin cerrahi, genel cerrahi, iiroloji, kardiyovaskiiler
cerrahi (KVC)

***Anestezi YB, dahiliye YB, beyin cerrahi YB, KVVC YB, kardiyoloji YB

Orneklerin klinik birimlere gore dagiliminda; dahili birimlerden gonderilen
orneklerin besi (%20) kan, biri (%4) kateter i¢i kan, onu (%40) yara, sekizi (%32)
balgam o6rnegi ve biri (%4) abse materyalidir. Cerrahi birimlerden gonderilen
orneklerin dordi (%8,7) kan, biri (%2,2) kateter ici kan, 34’ti (%73,9) yara, ¢t (%6,5)
trakeal aspirat, Ucu (%6,5) abse materyali ve biri (%2,2) plevral s1v1 6rnegidir. Yogun
bakim tinitelerinden gonderilen 6rneklerin 12°si (%17.,4) kan, besi (%7,2) kateter ici
kan, dordi (%5,8) yara, 43’1 (%62,3) trakeal aspirat, ticli (%4,3) balgam ve ikisi
(%2,9) plevral sivi 6rnegidir. Yara ornegi dahili ve cerrahi birimlerden en ¢ok
gonderilen 6rnek iken YBU’lerinden en ¢ok gonderilen 6rnek ise trakeal aspirat
ornegidir (Tablo 11).
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Tablo 11. Orneklerin klinik birimlere gore dagilimi

Ornek Dabhili Cerrahi YBU

n % n % n %
Kan 5 20,0 4 8,7 12 17,4
Kateter ici kan 1 4,0 1 2,2 5 7,2
Yara 10 40,0 34 73,9 4 58
Trakeal aspirat - - 3 6,5 43 62,3
Balgam 8 32,0 - - 3 4,3
Abse 1 4,0 3 6,5 - -
Plevral s1vi - - 1 2,2 2 2,9
Toplam 25 100,0 46 100,0 69 100,0

Kan kalturt 6rneklerinden izole edilen Corynebacterium izolatlarinin %71,4°i
C. striatum iken %28,6’s1 C. afermentans, katater i¢i kan kultirii 6rneklerinden izole
edilen Corynebacterium izolatlarinin  %85,7’si  C. striatum, %14,3’t C.
afermentans’tir. Trakeal aspirat orneklerinden izole edilen Corynebacterium
izolatlarinin %97,8’1 C. striatum iken %2,2’si C. afermentans’tir. Yara, balgam, abse
ve plevral sivi 6rneklerinin tamamindan (%100,0) C. striatum izole edilmistir (Tablo

12).

Tablo 12. Klinik drneklerin tirlere gére dagilimi (N: 140)

Ornek C. striatum (N: 132) C. afermentans (N:8)
n % n %
Kan 15 71,4 6 28,6
Kateter ici kan 6 85,7 1 14,3
Yara 48 100,0 0 0,0
Trakeal aspirat 45 97,8 1 2,2
Balgam 11 100,0 0 0,0
Abse 4 100,0 0 0,0
Plevral s1vi 3 100,0 0 0,0
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Antimikrobiyal duyarhlik test sonu¢larinin yorumlanmasi
Antibiyotik duyarliligin1 saptamak amaciyla yapilan Kirby-Bauer disk difuizyon
yontemi sonuglari, EUCAST rehberinde Corynebacterium cinsi igin verilen direng

sinir degerlere gore yorumlanmustir.

Antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmig 140 adet Corynebacterium izolatinin
tamami1 (%100) linezolid ve vankomisine duyarli iken tamami (%100) siprofloksasin
direncli bulunmustur. izolatlarin 138’1 (%98,6) penisiline, 135’1 (%96,4) klindamisine,
139’u (%99,3) rifampisin ve tetrasikline, 124t (%88,6) gentamisine ve 106’s1
(%75,7) eritromisine direngli bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 13. Tiim izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari

Antimikrobiyal ajan Duyarh (S) Direngli (R)
n % n %
Penisilin 2 1,4 138 98,6
Eritromisin 34 24,3 106 75,7
Klindamisin 5 3,6 135 96,4
Siprofloksasin - - 140 100,0
Gentamisin 16 11,4 124 88,6
Tetrasiklin 1 0,7 139 99,3
Rifampisin 1 0,7 139 99,3
Vankomisin 140 100,0 - -
Linezolid 140 100,0 - -

43



Corynebacterium striatum izolatlarinin tamami (%2100) siprofloksasin ve

tetrasikline direncli bulunmustur. izolatlarin %98,5i penisiline, %99,2’si rifampisine,

%97’si klindamisine, 9%90,2’si gentamisine ve %74,2’si eritromisine direngli

saptanmugtir. C. striatum izolatlarinin tamami (%2100) linezolid ve vankomisine

duyarli bulunmustur (Tablo 14).

Tablo 14. C. striatum izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari

Antimikrobiyal ajan Duyarh (S) Direngli (R)
n % n %
Penisilin 2 1,5 130 98,5
Eritromisin 34 25,8 98 74,2
Klindamisin 4 3,0 128 97,0
Siprofloksasin - - 132 100,0
Gentamisin 13 9,8 119 90,2
Tetrasiklin - - 132 100,0
Rifampisin 1 0,8 131 99,2
Vankomisin 132 100,0 - -
Linezolid 132 100,0 - -
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Corynebacterium afermentans izolatlarmm tamami (%100,0) penisilin,
eritromisin, siprofloksasin ve rifampisine direngli bulunmustur. Izolatlarin %87,5’i
Klindamisin ve tetrasikline, %62,5’1 ise gentamisine direncli saptanmistir. C.
afermentans izolatlarinin tamami (%2100) linezolid ve vankomisine duyarli

bulunmustur (Tablo15).

Tablo 15. C. afermentans izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari

Antimikrobiyal ajan Duyarh (S) Direngli (R)

n % n %
Penisilin - - 8 100,0
Eritromisin - - 8 100,0
Klindamisin 1 12,5 7 87,5
Siprofloksasin - - 8 100,0
Gentamisin 3 37,5 5 62,5
Tetrasiklin 1 12,5 7 87,5
Rifampisin - - 8 100,0
Vankomisin 8 100,0 - -
Linezolid 8 100,0 - -

Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarina bakildiginda; hem C. striatum hem de
C. afermentans izolatlarmin ¢oklu ila¢ direncine sahip olduklar1 ve antimikrobiyal

direng oranlarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Direng genlerinin molekiler sonuglarinin yorumlanmasi

Tum izolatlarm %94,3’tinde bla geni, %95’inde ampC geni, %95,7’sinde ermX
geni, %90’ninda aac(3)-XI geni, %92,1’inde aphAl geni, %97,9’unda gyrA geni ve
%32,9’unda tetA geni pozitif saptanmistir. ermB ve tetB genleri izolatlarin hi¢gbirinde
pozitif bulunmamustir (Tablo 16).
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Tablo 16. Tim izolatlarinin direng geni oranlari

Direng geni Pozitif Negatif

n % n %
bla 132 94,3 8 57
ampC 133 95,0 7 5,0
ermx 134 95,7 6 4,3
ermB - - 140 100,0
aac(3)-XI 126 90,0 14 10,0
aphAl 129 92,1 11 7,9
tetA 46 32,9 94 67,1
tetB - - 140 100,0
gyrA 137 97,9 3 2,1

Corynebacterium striatum izolatlarinin %99,2’sinde bla ve ampC geni,
%96,2’sinde ermX geni, %93,2’sinde aac(3)-XI geni, %91,7’sinde aphAl geni ve

%34,8’inde tetA geni pozitif saptanmistir. gyrA geni C. striatum izolatlarinin

tamaminda pozitif saptanmistir. ermB ve tetB genleri ise C. striatum izolatlarinin

hicbirinde pozitif bulunmamistir (Tablo 17).

Tablo 17. C. striatum izolatlarinin direng geni oranlar1

Direnc geni Pozitil Negatif

n % n %
bla 131 99,2 1 0,8
ampC 131 99,2 1 0,8
ermX 127 96,2 5 3,8
ermB - 132 100,0
aac(3)-XI 123 93,2 9 6,8
aphAl 121 91,7 11 8,3
tetA 46 34,8 86 65,2
tetB - 132 100,0
gyrA 132 100,0 - -
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C. afermentans izolatlarinin %12,5’sinde bla geni, %25’inde ampC geni,
%87,5’inde ermX geni, %37,5’inde aac(3)-XI geni ve %62,5’inde gyrA geni pozitif
saptanmustir. C. afermentans izolatlarmm tamaminda (%100,0) aphAl geni pozitif
saptanmustir. ermB, tetA ve tetB genleri ise C. afermentans izolatlarinin higbirinde

pozitif bulunmamistir (Tablo18).

Tablo 18. C. afermentans izolatlarinin direng geni oranlari

Direng geni Pozitif Negatif
n % n %

bla 1 12,5 7 87,5
ampC 2 25,0 6 75,0
ermxX 7 87,5 1 12,5
ermB - - 8 100,0
aac(3)-XI 3 37,5 5 62,5
aphAl 8 100,0 - -

tetA - - 8 100,0
tetB - - 8 100,0
gyrA 5 62,5 3 37,5

Penisiline direncli 138 izolatin %94,2’sinde bla geni pozitif saptanmustir.
Penisiline duyarli 2 izolatn her ikisinde de bla geni pozitif saptanmistir. bla geni
pozitif olan 132 izolatin 130’unda (%98,5) penisilin direnci gorulirken, iki izolatin
(%1,5) penisiline duyarli oldugu goriilmiistiir. izolatlarda bla geni pozitifligi ile
fenotipik olarak yiksek penisilin diren¢ orani arasinda anlaml bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Tlr bazinda bakildiginda ise penisiline direncli 130 C. striatum izolatinin
%99,2’sinde bla geni pozitif bulunmustur. Penisiline duyarli olan iki adet C. striatum
izolatinin ikisinde de bla geni pozitifligi saptanmigtir. C. striatum izolatlarinda
penisilin direnci ile bla gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05). Tamami penisiline direncli olan C. afermentans izolatinin
%12,5’inde bla geni pozitif bulunmustur. bla geni (808 bp) jel goriintiisii Sekil 2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2. bla geni (808 bp) jel goruntusi
M: DNA marker; 1, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlar1; 2 negatif hasta izolat1

Penisiline direncli Corynebacterium 138 izolatin %94,9’unda ampC geni pozitif
saptanmustir. Penisiline duyarli iki izolatin her ikisinde de ampC geni pozitif
saptanmistir. ampC geni pozitif olan 133 izolatin 131’inde (%98,5) penisilin direnci
gorlirken, iki izolatin (%1,5) penisiline duyarh oldugu gériilmiistiir. izolatlarda
ampC geni pozitifligi ile fenotipik olarak yiiksek penisilin diren¢ orani arasinda
anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). Penisiline direncli 130 C. striatum izolatmin
%99,2’sinde ampC geni pozitifligi goriilmiistir. C. striatum izolatlarinda penisilin
direnci ile ampC gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir
(p>0,05). Tamami penisiline direngli olan C. afermentans izolatinin %25’inde ampC
geni pozitifligi gorilmistir. ampC geni (965 bp) jel gorintusi Sekil 3°te

gosterilmistir.
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Sekil 3. ampC geni (965 bp) jel gorintusi
M: DNA marker; 1, 3, 4,5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlar1; 2 negatif hasta izolati

Gentamisine direngli 124 izolatin %96’sinda aac(3)-XI geni pozitif saptanmistir.
Gentamisine duyarli 16 izolatin ise %43,8’inde aac(3)-XI geni pozitif saptanmustir.
aac(3)-XI geni pozitif olan 126 izolatin 119°unda (%94,4) gentamisin direnci
goriiliirken, yedi izolatin (%5,6) gentamisine duyarh oldugu goriilmistiir. aac(3)-XI
geni pozitif olan izolatlarda anlamli bir sekilde gentamisin diren¢ orami yuksek
bulunmustur (p<0,05). TUr bazinda bakildiginda; gentamisine direncli 119 C. striatum
izolatinin %97,5’inde aac(3)-XI gen pozitifligi saptanmigtir. C. striatum izolatlarinda
gentamisin direnci ile aac(3)-XI gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0,05). Gentamisine direngli 5 C. afermentans izolatinin %60’ inda
aac(3)-XI gen pozitifligi goriilmiistiir. C. afermentans izolatlarinda gentamisin direnci
ile aac(3)-XI gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p>0,05). aac(3)-XI geni (452 bp) jel goriintiisii Sekil 4’de gdsterilmistir.
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Sekil 4. aac(3)-XI geni (452 bp) jel gorintlsu
M: DNA marker; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlar1

Gentamisine direncli 124 izolatin %94,4’linde aphAlgeni pozitifligi
goriilmistiir. Gentamisine duyarli 16 izolatin %75’inde aphAlgeni pozitif
saptanmustir. aphAl geni pozitif olan 129 izolatin 117’sinde (%90,7) gentamisin
direnci goralirken, 12 izolatm (%9,3) gentamisine duyarli oldugu goériilmiistiir. aphAl
geni pozitif olan izolatlarda anlamli bir sekilde gentamisin diren¢ orami yuksek
bulunmustur (p<0,05). Gentamisine direngli 119 C. striatum izolatinin %94,1’inde
aphAlgeni pozitifligi goriilmistiir. C. striatum izolatlarinda gentamisin direnci ile
aphAlgen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Gentamisine direncli 5 C. afermentans izolatinin tamaminda (%100) aphAlgeni

pozitif saptanmustir. aphAl geni (480 bp) jel goruntiisu Sekil 5°te gosterilmistir.
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Sekil 5. aphAl geni (480 bp) jel goruntisu
M: DNA marker; 1, 2, 3, 4, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlar1; 5 negatif hasta izolati

Eritromisine direngli 106 izolatin %98,1’inde ermX geni pozitifligi
goriilmiistiir. ermX geni pozitif olan 134 izolatin 104’tinde (%77,6) eritromisin direnci
goriiliirken, 30 izolatin (%22,4) eritromisine duyarl oldugu goriilmiistiir. ermX geni
pozitif olan izolatlarda anlamli bir sekilde eritromisin diren¢ oran1 yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Tiir bazinda bakildiginda; 98 C. striatum izolatmin %99’unda ermX geni
pozitifligi gorilmistiir. C. striatum izolatlarinda eritromisin direnci ile ermX gen
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Tamami
eritromisine direncli olan 8 C. afermentans izolatinin %87,5’inde ermX geni

pozitifligine rastlanmistir.

Klindamisine direncli 135 izolatin %98,5’inde ermX geni pozitifligi
goriilmiistiir. ermX geni pozitif olan 134 izolatin 133’tinde (%99,3) klindamisin
direnci gorulirken, bir izolatin (%0,7) klindamisine duyarli oldugu goriilmiistiir. ermX
geni pozitif olan izolatlarda anlamli bir sekilde klindamisin direng orani yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Tir bazinda bakildiginda; 128 C. striatum izolatinin
%98,4’tinde ermX gen pozitifligi gorilmiistir. C. striatum izolatlarinda klindamisin

direnci ile ermX gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmustur
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(p<0,05). Klindamisine direncli yedi C. afermentans izolatinin hepsinde (%100) ermX
geni pozitifligi goriilmiistiir. Klindamisine duyarli bir C. afermentans izolatinda ermX
geni negatif saptanmistir. C. afermentans izolatlarinda klindamisin direnci ile ermX

gen pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Eritromisine duyarli 34 izolatin tamamin1 C. striatum izolatlar1 olusturmakta
olup bunlarm %388,2’sinde ermX geni pozitifligi goriilmiistiir. Klindamisine duyarh
bes Corynebacterium izolatinin %20’sinde ermX geni pozitifligi saptanmustir.
Klindamisine duyarli dort C. striatum izolatin %25’inde ermX geni pozitifligi
goriilmiistiir. Klindamisine duyarl bir C. afermentans izolatinda ise ermX geni negatif
olarak saptanmustir. ermX geni (560 bp) jel goruntiisti Sekil 6’da gosterilmistir.

Eritromisin ve klindamisine duyarli ve direngli izolatlarin hi¢gbirinde ermB geni

pozitifligi saptanmamustir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 6. ermX geni (560 bp) jel goruntisu
M: DNA marker; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlart

52



Fenotipik olarak siprofloksasine tamami direncli olan izolatlarm %97,9’unda
gyrA geni pozitifligi goriilmistiir. Tamami siprofloksasine direngli olan 132 C.
striatum izolatlarinin hepsinde gyrA geni pozitifligi bulunmustur. Tamami
siprofloksasine direncli olan C. afermentans izolatinin %62,5’inde gyrA gen pozitifligi

goriilmiistiir. gyrA geni (337 bp) jel gortintiisti Sekil 7°de gosterilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 7. gyrA geni (337 bp) jel gorintisu
M: DNA marker; 1, 2, 3,5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlari; 4 negatif hasta izolat:

tetA geni pozitif olan 46 izolatin tamaminda fenotipik olarak tetrasikline direng
saptanmustir. Izolatlarda tetA geni pozitifligi ile fenotipik olarak yiiksek tetrasiklin
direng orani arasinda anlamh bir fark bulunmamistir (p>0,05). Tamamu tetrasikline
direncli olan 132 C. striatum izolatlarinin %34,8’inde tetA geni pozitifligi gorillrken,
bu izolatlarin hi¢birinde tetB geni pozitifligine rastlanmamigstir. Tetrasikline direngli
olan yedi C. afermentans izolatinin higbirinde ne tetA geni ne de tetB geni pozitifligine

rastlanmigtir. tetA geni (502 bp) jel goriintiisti Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. tetA geni (502bp) jel goruntusi
M: DNA marker; 1, 2, 3, 4,5, 6, 7 ve 8. bant: pozitif hasta izolatlar1

Izolatlarda biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

Izolatlarda biyofilm olusumu mikrotitrasyon plak ydntemi ile semikantitatif
olarak degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen 140 izolatin 37 tanesinde (%26,4)
biyofilm olusumu goézlenmistir. Biyofilm olusturan izolatlarin {i¢ tanesinin (%2,1)
gucli, dokuz tanesinin (%6,4) orta derecede ve 25 tanesinin (%17,9) zayif derecede
biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Izolatlarin 103 tanesinde (%73,6) ise biyofilm

olusumu gorilmemistir.

Tablo 19. Izolatlarin biyofilm olusturma oranlari

Tur Biyofilm pozitif Biyofilm negatif

n % n %
C. striatum (N: 132) 37 28,0 95 72,0
C. afermentans (N:8) 0 0,0 8 100,0

54



Sekil 9. Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plagindaki gorintasu
PK: Pozitif kontrol; NK: Negatif kontrol

C. striatum izolatlarinin %28’inde biyofilm olusumu goriiliirken, %72’sinde
biyofilm olusumu goriilmemistir. C. afermentans izolatlarmm higbirinde biyofilm
olusumu gozlenmemistir. Corynebacterium tirleri ile biyofilm olusumu arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 20. izolatlarm biyofilm olusturma durumlar

Tar Negatif Zayf Orta Gugla

n % n % n % n %
C. striatum (N:132) 95 720 25 189 9 6,8 3 2,3
C. afermentans (N:8) 8 100,0
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Kan orneklerinin %23,8’inde, kateter i¢i kan drneklerinin %28,6’sinda, yara
orneklerinin  %31,3’linde, trakeal aspirat Orneklerinin  %17,4’tinde, balgam
orneklerinin %27,3’tinde, abse materyali Orneklerinin %50’sinde ve plevral sivi

orneklerinin %66,7’sinde biyofilm olusumu gézlenmistir.

Tekrarlayan kulturi olan hastalardan elde edilen izolatlarin %29,5’inde,
tekrarlayan kiltiri olmayan hastalardan elde edilen izolatlarm ise %?22,6’sinda
biyofilm iiretimi goriilmiistiir. Tekrarlayan kiiltiirii olan ve olmayan hastalar arasinda

biyofilm olusturma durumu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Biyofilm olusturan 6rneklerin %21,6’s1 dahili birimlerden, %40,5’1 cerrahi

birimlerden ve %37,8°nin YBU’lerinden gonderilmistir.

Biyofilm olusumu ile antimikrobiyal ajanlarin diren¢ oranlar1 arasinda anlaml

bir fark bulunmamustir (Tablo 21).

Tablo 21. Biyofilm Ureten suslarda antimikrobiyal diren¢ oranlar1

Antimikrobiyal ajan Duyarh Direncli p degeri
n % n %

Penisilin 2 5,4 35 94,6 >0,05
Eritromisin 11 29,7 26 70,3 >0,05
Klindamisin 2 5,4 35 94,6 >0,05
Gentamisin 6 16,2 31 83,8 >0,05
Tetrasiklin 0 0 37 100 >0,05
Rifampisin 0 0 37 100 >0,05
Siprofloksasin 0 0 37 100 -
Vankomisin 37 100 0 0 -
Linezolid 37 100 0 0 -
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PFGE sonuclarinin degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 140 susun klonal iliskisi PFGE yontemi ile aragtirilmistir.
PFGE ile elde edilen bant paternlerinin kiimelesme analizi, Syngene Gene Directory
Application Version 2.01.02 (Ingiltere) yazilim progranu ile Dice benzerlik katsayisi
ve aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup (UPGMA- Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic means) yontemi kullanilarak, %2 optimizasyon ve toleransla
gerceklestirilmistir. 140 sus 46 farkli PFGE paterni gostermistir. Bu paternlerden 13
tanesi yalnizca birer sus icermektedir. Kalan 33 patern ise kiime olusturan suslar1
icermekte olup kiime genisligi 2-12 arasinda degismektedir. Kiimelesme oran1 %90,7
olarak saptanmistir. En biiyiik kiime; 12 izolatin yer aldigi A ile kodlanan kiimedir.
Bunu sirasiyla; Al (10 izolat), V1 (8 izolat), L1 (7 izolat), F ve Y (6 izolat), B1, D, E,
G, G1,H,J L, P1, UlveV (4izolat), M1 ve T1 (3 izolat), B, C, C1, D1, F1, H1, I,
K1, N1, O, S1, T, U ve Y1(2 izolat) kimeleri takip etmektedir. A kiimesindeki 12
susun alt1 tanesi YBU’sinden, dort tanesi cerrahi birimlerden ve iki tanesi dahili
birimlerden gelmistir. A kiimesine ait suslarm dort tanesi kan, bes tanesi yara ve ii¢
tanesi de TA O6rneginden izole edilmistir. A kiimesine en yakin benzerlik gdsteren
kiime on sus iceren Al kiimesidir. Al kiimesine ait suslarin bes tanesi TA, dort tanesi
yara ve bir tanesi balgam Orneginden izole edilmistir (Sekil 11). A kiimesine ait
izolatlarin Kasim 2022-Ocak 2023 tarihleri arasinda ortopedi, plastik cerrahi,
hematoloji, gastroloji servisleri ve yogun bakim iinitelerinden gelen 6rneklerden elde
edildigi tespit edilmistir. Xbal ile kesilen izolatlarin genomik DNA bant goriintiileri

Sekil 10°da gosterilmistir.

Caligmamizdaki tim C.striatum izolatlarmin kiime i¢inde kaldigi, ancak C.
afermentans izolatlarinin kiime disinda kaldig1 gériilmiistiir. Tiim paternler iginde iki
tane PFGE kiimesinin baskin klonlar igerdigi ve tamamimin C.striatum izolatlari
oldugu tespit edilmistir. Baskin klona ait suslarin yakin tarihlerde izole edilmesi ve
benzer antimikrobiyal diren¢ paterni gostermesi, farkli kliniklerden izole edilmis
olmalarma ragmen klinikler arasi hasta transferlerinden, ortak kullanilan cihaz ve
saglik personelinden hastadan hastaya bulas olabilecegini diisiindiirmektedir. Suslarin
farklh kliniklerden ve Orneklerden izole edilmis olmasi hastane ortaminda g¢apraz

kontaminasyonla yayilmis olabilecegini gostermektedir. Baskin klondaki (A) suslarin

57



biyofilm olusturma orani1 %33,3 olarak saptanmustir. Baskin klondaki izolatlarin hepsi
coklu ilaca direngli olduklar1 goriilmiistiir. Kiimelesme oranmin %90,7 gibi oldukca
yiksek bir oranda ¢iktig1 goriilmektedir. Bu da hastanemizde 26 aylik siiregte ayni
kiimeye ait suslarin ¢esitli kliniklerde hem hastalarda enfeksiyona hem de c¢evrede

kolonizasyona neden oldugunu géstermektedir.

1 2 3 4 ™M 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13

Sekil 10. Xbal ile kesilen izolatlarmm genomik DNA bant gorintdleri
M: Marker, C. striatum ATCC6940 susu
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Izolat Patern Ornek Tarin
120 A o7.01.23
130 A 11.01.22
131 A 13.01.22
132 A 14.01.22
133 A 17.01.22
134 A 18.01.22
135 A 23.01.23
136 A 30.01.23
o2 PN 18.11.22
o3 ~ 18.11.22
oa ~ 20.11.22
o5 PN 20.11.22
100 A1 23.11.22
101 A1 24.11.22
103 A1 os.12.22
61 A 19.04.22
62 A 22.0a.22
6a A 23.0a.22
o6 A 21.11.22
o7 A 21.11.22
o8 A 21.11.22
o9 A 22.11.22
139 B 01.02.23
o1 e 13.11.22
69 e1 07.05.22
70 ea 07.05.22
72 e1 11.05.22
a3 e1 04.03.22
68 < 05.05.22
73 < 21.05.22
az ca 03.03.22
1a ca 13.12.21
124 o 19.12.22
125 o 14.12.22
126 O 20.12.22
127 o 21.12.22
a8 o1 14.02.22
3o o1 19.02.22
128 & 05.01.23
a7 e 04.02.22
a0 e 20.02.22
a1 e 25.02.22
119 E1 10.12.22
20 " 06.01.22
22 = 10.01.22
116 F

121 F

122 F

125 F

17 F1

a Fa

a5 =)

a6 =)

a7 s

2 s

117

118 a1

s G1

° G1

15 -

B -

10 -

11 "

aa Ha

16 1

s '

s '

1s 5y

19 3

21 3

23 3

1 3

120 o1

se <

%0 K1

78 K1

s6 v

87 v

88 v

D) v

77 L1

70 L1

80 L1

81 L1

82 L1

75 L1

76 L1

7a ~M

a5 M1

83 M1

84 M1

31 ~

26 N1

27 N1

140  ©

a8 =)

7 o1

102 P

104 P2

105 P2 Balgam Daniti

106 P2 vara Danili

107 P2 TA B8O

63 R an Cerrani

13 R1 Kan Danili

71 s Abse Danili

sa s1 vara Cerrani

ss s1 Kan B8O

a3 T Ta vBUO

B T TA vBUO

as 1 TA vBU

137 T1 vara Cerrani

138 T1 an B8O

a0 U A vBUO

s0 U TA vBUO

s1 V5 vara Cerrani

s2 VY an Danini

s3 VY A B8O

25 [y TA B8O

65 v Balgam Danin

66 v Balgam Danin

67 v TA B8O

24 ~ an Cerrani

108 va vara Cerrani

100 va Balgam B8O

110 va vara Cerrani

111 va TA B8O

112 va vara Cerrani

113 va ~vara Cerrahi

114 va Ta vBO

115 va vara cerrani

0 ~ vara cerrahi

28 ~ vara Cerrahi

se ~ Ta vBUO

57 ~ vara cerrahi

s8 ~ Plovralsivi YBUO

so ~ A vBU

29 Vi TA vBU

20 Vi ~vara Cerrani

az z Balgam Danili

12 z1 Katater vBO

Sekil 11. Tum izolatlarm PFGE bant profilleri ve patern dagilimi
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TARTISMA

Non-difterik korineform bakteriler (NDC) insan cilt ve mukoz membranlarinin
kommensal florasinda ve ¢evrede (toprak ve su) yaygin olarak bulunmaktadirlar (8,
9). Corynebacterium cinsi icinde patojenik olmayan saprofitik tdrlerin yanisira
patojenik firsatg1 tiirler de bulunmaktadir (5).

Onceleri insan Klinik 6rneklerinden izole edilen NDC’ler ¢ogu zaman
laboratuvar kontaminantlari olarak degerlendirilip g6z ardi edilmistir. Uygun ticari
tanimlama Kitleri bulunmamasindan ve klinik mikrobiyologlarin tanimlama igin klasik
testlerle sinirli deneyime sahip olmasindan dolay1 bu mikroorganizmalar1 tanimlamak
kolay olmamistir. Bu gibi faktorler nedeniyle NDC’ler dahil bir¢ok gram pozitif
basilin klinik 6énemi bir¢cok laboratuvarda gézden kacabilmistir (12). Uzun yillar
boyunca Corynebacterium tlrlerinin patojenik potansiyeli, tanimlamada ve
kolonizasyon, kontaminasyon ve enfeksiyon ayriminda zorluk nedeniyle ihmal
edilmistir (15).

Son yillarda, Corynebacterium cinsinin klasik patojeni olan C. diphtheriae
disinda birgok tiirlin ylizeyel ve invaziv enfeksiyonlarda rol oynadigi ¢ok sayida
caligma ile gosterilmistir (13). C. striatum basta olmak tzere C. jeikeum, C.
urealyticum, C. afermentans, C. amycolatum, C. ulcerans, C. minitissimum, C.
propinquum ve C. pseudodiphtheriticum tirleri artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak
bildirilmektedir (17).

Giiniimiizde NDC’lerin hastane enfeksiyonlarmin 6zellikle de immiin sistemi
baskilanmis olan hastalarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin dnemli nedenleri arasinda
oldugu bilinmektedir. NDC’lerin ne zaman gercek bir patojen ne zaman kontaminant
oldugunu bilmek onemlidir. Bu nedenle gergek patojenlerin hizli tanisi ve uygun
tedavisi, bu bakterilerle enfeksiyonun kontroliinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir
(179). Numune dogru bir sekilde alinmigsa, Gram boyamada l6kositle beraber
goriilmiis ise, saf kiiltiir seklinde {iremis ise, birden ¢ok Ornekte iiremis ise, steril

orneklerde baskin mikroorganizma ise ve enfeksiyon icin klinik endikasyon varsa
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korineform bakteriler dnemli kabul edilmeli ve kesin tanimlamasi1 yapilmalidir (12, 26,
180, 181). Siipheli Corynebacterium bakteriyemisi vakalarinda, steril olmasa bile
hastalara ait diger 6rneklerde (balgam, idrar vs.) korineform bakterilerin aktif olarak
tanimlanmasi gerekmektedir (182). izole edildikleri zaman konaga ait faktorler de goz
onunde bulundurularak tir dizeyinde identifikasyonlar1 yapilmali ve antibiyotik
duyarliliklarina bakilmalidir (183).

Gergek enfeksiyon kaynagini belirlemek ve enfeksiyon i¢in uygun tedaviyi
planlamak i¢in Corynebacterium tiirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasi ¢ok dnemlidir.
Geleneksel fenotipik ve biyokimyasal yontemlere dayali bakteri tanimlama
yontemlerinin ¢gogu zahmetli, zaman alicidir ve benzer 6zelliklere sahip birgok tiir
oldugu icin de her zaman tir duzeyinde givenilir tanimlama saglamamaktadir.
Corynebacterium tiirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasi, klinisyenlerin bu izolatlarin
patojenik mi, kontaminant m1 olduguna karar vermesine yardimci olmaktadir. Bu
nedenle son zamanlarda Corynebacterium tirleri dahil ¢ogu mikroorganizmanin
tanimlanmasi i¢in hizli, gtivenilir bir tan1 araci olan MALDI-TOF MS kullanilmaktadir
(50, 54, 112, 184). Hem patojen tespitinde hem de yeni ortaya ¢ikan patojenlerin,
ozellikle korinebakteriler gibi genellikle gozden kagan mikroorganizma gruplar1 i¢in

tanimlamada 6nemli bir rol oynamaktadir (185).

MALDI-TOF MS ile Corynebacterium izolatlarinda tir diizeyinde kesin
tanimlama yapilabildigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Bao ve ark. 2017 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada Corynebacterium tlrlerinin identifikasyonlarinda
MALDI-TOF MS’in oldukga glgli bir tani aract oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismaya dahil edilen 75 adet Corynebacterium cinsine ait bakterinin
tanimlanmasinda rpoB gen sekans analizi ile dogrulanan tiim suslar sirasiyla API
Coryne, Phoenix ve MALDI-TOF MS ile tanimlanmustir. TUr dlizeyinde tanimlamada
bu ti¢ sistem karsilastirildiginda; MALDI-TOF MS %92 gibi yuksek bir oranda tir
diizeyinde tanimlama yapabilirken, Phoenix ve API tanimlama ylzdeleri sirasi ile
%78,7 ve %65,3 gibi daha diisiik oranlarda kalmistir. Calismada bu ii¢ sistemin
tanimlama siireleri de kiyaslanmistir. MALDI-TOF MS 3-5 dakika gibi ¢ok kisa

strede tanimlama yapabilirken, Phoenix ve APl 15-24 saat gibi olduk¢a uzun zaman
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araliginda tanimlama yaptigi gozlenmistir. Zaman tasarrufu, maliyet etkinligi ve
kullanim kolaylig1 ac¢isindan klinik laboratuvarlarda en ¢ok tercih edilecek
identifikasyon sisteminin MALDI-TOF MS oldugunu bildirmislerdir (52).

Suwantarat ve ark. benzer bir ¢alisma ile 231 adet Corynebacterium izolatinin
tanimlanmasinda MALDI-TOF MS ve API Coryne sistemini karsilastirmiglardir.
Izolatlarm MALDI-TOF MS ile %99,6 oraninda cins diizeyinde ve %88,7 oraninda tur
diizeyinde tanimlamasi yapilmistir. API Coryne ile tiir diizeyinde tanimlama %89,2
oraninda yapilmstir (186). Alibi ve ark. ¢alismasinda 97 adet Corynebacterium izolati
MALDI-TOF MS ile % 94,8 oraninda tanimlanirken, Api Coryne ile % 88,6 gibi daha

diisiik bir oranda tanimlama yapilmistir (187).

Barberis ve ark. 22 cins ve 60 tiir iceren 333 tane farkli Gram pozitif klinik
izolat1 tamimlarken MALDI-TOF MS ve konvansiyonel fenotipik metod
karsilastirmas1 yapmuslardir. 216 adet Corynebacterium izolatinin tir diizeyinde
identifikasyonu MALDI-TOF MS ile %93,5 oraninda saptanirken, konvansiyonel
metod ile %92,1 oraninda saptanmistir. Ayni ¢alismada tum izolatlar icin MALDI-
TOF MS ile %92,4 gibi yiksek oranda tanimlama yapilmis iken konvansiyonel metod
ile %85,8 oraninda tanimlama yapilmistir (188). Zsada ve ark. caligmalarinda da
Corynebacterium cinsine ait bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda MALDI-
TOF MS ve diger otomatize sistemler karsilastirilmistr. MALDI-TOF MS ile tlr
dizeyinde tanimlama orani oldukca yiksek (%92-93) bulunmustur (38). Theel ve ark.
2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 90 tane mayay1 ve 78 tane Corynebacterium cinsine
ait bakteriyi MALDI-TOF MS ile tanimlamistir. MALDI-TOF MS analizi ile,
Corynebacterium izolatlarinin cins diizeyinde %96,2 ve tiir diizeyinde ise %92,3

oraninda dogru tanimlandigini ortaya koymuslardir (189).

Insan ve veteriner Kklinik orijinli 116 Corynebacterium izolatinin
tanimlanmasinda MALDI-TOF MS yonteminin tir dizeyinde ayrim gucl
arastirtlmistir. Calismada rpoB gen sekans analizi ile MALDI-TOF MS ydntemi
karsilastirildiginda, 116 izolatin 115’1 (%99,1) MALDI-TOF MS tarafindan tir

diizeyinde dogru bir sekilde tanimlanmustir ve sadece bir izolat cins diizeyinde
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tanimlamayla sinirli kalmistir (50). Fransa’da pediatrik kistik fibrozis hastalarindan
izole edilen 18 tane Corynebacterium izolatinda MALDI-TOF MS kullanilarak
yapilan tanimlama ile rpoB sekans analizi ile yapilan tanimlamanin %100 uyumlu

oldugu goriilmiistiir (185).

Calismamizda ¢esitli Klinik 6rneklerden izole ettigimiz Corynebacterium
tiirlerinin identifikasyonlar1 literatiir g6z 6niine alindiginda Corynebacterium turleri
icin en dogru tanimlama yapan MALDI-TOF MS (Bruker, Daltonics, Germany) ile
yapilmigtir. MALDI-TOF MS ile tanimlamasini yaptigimiz 140 izolat arasinda C.
striatum ve C. afermentans olmak Gzere iki adet Corynebacterium tiri tanimlanmistir.
Izolatlarm %94,3’ii C. striatum ve %35,7’si C. afermentans olarak tanimlannugtir
(Sekil 1).

Calismamizda izolatlarin biiyiik yiizdesini (%94,3) C. striatum olusturmustur.
Yapilan ¢aligmalara bakildiginda C. striatum daha sik rapor edildigi goriilmiistiir.
Benzer sekilde Yamamuro ve ark. Corynebacterium bakteriyemisini arastirdiklari
caligmalarinda ¢alismaya dahil edilen 115 Corynebacterium izolatlarinin %58,2’si C.
striatum ve %5,2’si C. afermentans olarak tanimlanmistir (182). Barberis ve ark. 143
Corynebacterium klinik izolatinin antimikrobiyal duyarliligini disk diflizyon ve agar
dilisyon yontemleriyle karsilastirmali olarak belirledikleri ¢alismalarinda da 143
Corynebacterium izolatinda en biylk yizdeyi C. striatum olusturmus olup izolatlarin
%38,4’11 C. striatum olarak tanimlanmustir. Ayni ¢alismada C. afermentans orani ise
%1,3 olarak bulunmustur (79). Abe ve ark. hematolojik hastalig1 olan bakteriyemik
hastalardan izole edilen 147 adet Corynebacterium turlndn klinik 6zellikleri ve ilac
duyarlilik paternlerini inceledikleri calismada en sik izole edilen tiir %84,4 ile C.
striatum olmustur (190). Sun ve ark. difteri dis1 Corynebacterium izolatlarmnin
antimikrobiyal duyarliliklari, ila¢ direng mekanizmalar1 ve biyofilm olusturma
yeteneklerini arastirdiklari galismada 45 Corynebacterium izolat1 arasinda %33,3 ile
en yaygm tur C. striatum olarak bulunmustur (176). Celik ve ark. 107
Corynebacterium tirtinde antimikrobiyal duyarlilik testi yaptiklari ¢alismada suslarin
%49,5°1 C. striatum ve %8,4’ii C. afermentans bulunmustur (24). Tanriverdi ve ark.

2014-2017 yillar1 arasinda Ureyen 199 adet Corynebacterium izolatini
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degerlendirdikleri calismada %61,8 ile en sik izole edilen tur C. striatum olmustur
(18).

Onceki yillarda C. striatum, C. amycolatum, C. minitissimum, C. xerosis ve C.
freneyi gibi NDC’ler insan cilt ve mukoz membranlarmin da normal flora elemani
olduklar1 igin Klinik 6rneklerden izole edildiklerinde kontaminant oldugu
diistiniilmistiir (7). Ancak son yillarda C. striatum basta olmak lzere C. jeikeum, C.
amycolatum, C. urealyticum, C. afermentans, C. ulcerans, C. minitissimum, C.
propinquum ve C. pseudodiphtheriticum tiirleri 6zellikle de bagisikligi baskilanmis
hastalarda artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak bildirilmektedir (18).

Diisiik virtilansli mikroorganizmalar olan Corynebacterium’larin potansiyel
patojenler olarak rolii, agirlikli olarak belirli risk faktorleriyle iliskilendirilmistir.
Konak bagisiklik sisteminin azalmis olmasi, onde gelen predispozan risk faktori
olarak kabul edilmektedir. Kemik iligi baskilanmig hastalar, maligniteler, transplant
alicilari, kortikosteroid ve yogun antibiyotik tedavisi alan bir¢cok hasta grubunda
immiinsiipresyon goriilmektedir. Yash debil hastalar, diyabet, yaygin travma, yara,
yanik ve HIV enfeksiyonu olan hastalar firsatg1 enfeksiyona a¢ik hastalardir. Vaskiler
greftlerin, protez kalp kapakeiklarinin ve eklem protezlerinin implantasyonu da
enfeksiyon gelisme riskini artirmaktadir. Steril viicut bolgelerine yapilan invaziv tibbi
islemler de ek bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (138).

Hem bagisiklig1 baskilanmis hem de bagisiklig1 yeterli olan hastalarda, cesitli
enfeksiy6z siireclerin etyolojisinde Corynebacterium cinsine ait mikroorganizmalarin
rol aldigma dair ¢ok sayida rapor yaymlanmistir. Ozellikle cerrahi/invaziv islemler,
uzun sdreli hastanede yatis, ileri yas, neoplastik hastaliklar, organ nakli, diyabet, uzun
stireli antibiyotik tedavisi, kateterizasyon, protez ve implant kullanim1 gibi durumlarda

firsat¢1 patojen olarak enfeksiyonlara yol agmaktadirlar (15).
Calismamizda 140 ornegin izole edildigi hasta grubunun %72,1°i yash

hastalardan olusmaktadir. Hastalara ait klinik 6zellikler arasinda malignite (%22,9),

kronik hastalik (%27,9), travma (%11,4) ve enfeksiyon (%37,9) (diyabetik ayak

64



enfeksiyonu, cerrahi yara enfeksiyonu, pnémoni, Urosepsis, menenjit, hidradenitis
sUpdrativa, fournier gangreni, deklbit Glser) Oykisl bulunmaktadir. Hastalarin
anamnezleri incelendiginde 6zellikle travma ve malignitesi olan hastalarda uzun sureli
hastanede yatis, uzun sureli antibiyotik tedavisi ve kateterizasyon gibi enfeksiyona yol
acabilecek durumlarin oldugu goriilmiistiir. Abe ve ark. hematolojik hastalig1 olan
bakteriyemik hastalarda Corynebacterium tirlerinin klinik 6zellikleri ve ilag duyarlilik
paternlerini inceledikleri ¢alismada AML (Akut miyeloid l6semi), ALL (Akut
lenfoblastik I6semi), myelodisplastik sendrom ve malign lenfomas1 olan hastalarin
%76,2’sinde allojenik kok hicre transplantasyonu, %10,2’sinde diyabet ve
%?25,6’sinda kronik bobrek yetmezligi gibi komorbid hastaliklar mevcuttur. Hastalarin
%8,8’inde mekanik ventilasyon, %83’tinde santral vendz kateter ve %]17’sinde
periferal kateter bulunmaktadir. Hastalarin %87,8’inde ndtropeni ve %55,1’inde
sistemik kortikosteroid kullanimi gibi imminsipresyona neden olan durumlar
gozlenmistir (190). Yamamuro ve ark. Corynebacterium bakteriyemisini arastirdiklari
caligmalarinda hastalarin altta yatan hastaliklarin1 incelediklerinde, hastalarin
%23 linde diyabet, %14’tinde kronik bobrek yetmezligi, %4’ iinde karaciger hastaligi,
%24’linde solid tiimor, %17’sinde 16semi, %12’sinde malign lenfoma ve %33’iinde

hematolojik malignite oldugunu gézlemlemislerdir (182).

Calismamizdaki 140 susun izole edildigi klinik érneklerin 21’1 (%15) kan, yedisi
(%5) kateter ici kan, 48’1 (%34,3) yara, 46’s1(%32,9) trakeal aspirat (TA), 11’1 (%7,9)
balgam, dordi (%2,9) abse materyali ve ¢l (%2,1) plevral sivi 6rnegi oldugu
goriilmiistiir. En sik izole edilen klinik drnek yara (%34,3), ikinci en sik klinik 6rnek
trakeal aspirat (%32,9) iken; en az izole edilen klinik 6rnek ise %2,1 ile plevral sivi
ornegi olmustur (Tablo 9). Celik ve ark. 107 adet Corynebacterium izolat1 tizerinde
antimikrobiyal duyarlilik testi yaptiklari ¢alismalarinda Orneklerin %48,6’s1 yara,
%22,4’1 balgam, %11,2’si kan, %7,5’1 kateter, %1,9’u steril siv1 (plevra, periton)
ornegidir (24). Mumcuoglu ve ark. 2010-2013 yillar1 arasinda C. striatum izolatlarini
degerlendirmeye aldiklari ¢alismalarinda suslari %49,5’1 yara, %20’si trakeal aspirat,
%18,8’1 kan, %35,1°1 steril viicut sivisi, %4,2’si idrar, %2,5°i abse orneklerinden izole
edilmistir. En sik izolasyon YBU’lerinden (%37,9) yapilmustir (191). Tanriverdi ve

ark. 2014-2017 yillar1 arasinda Ureyen Corynebacterium izolatlarinin antimikrobiyal
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duyarhiliklarini degerlendirdikleri ¢alismada Orneklerin %55,2°i alt solunum yolu,
%20’si yara, %11,5°1 kan, %5°1 katater ucu, %2,5’1 abse ve %8’1 diger (steril viicut
stvilary, ameliyat materyali) 6rneklerdir. Corynebacterium cinsi bakteriler en ¢ok alt
solunum yollarma ait 6rneklerden (%55,2) izole edilirken, ikinci siray1 yara kiiltiirti
almistir (18). Calismalarda Corynebacterium tiirlerinin en sik izole edildigi klinik
orneklerin yara, alt solunum yolu 6érnekleri ve trakeal aspirat drnekleri; en az izole
edilen klinik 6rneklerin ise abse ve steril sivi 6rneklerinin oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda diger calismalara benzer sekilde en sik izole edilen 6rnek yara iken, en

az izole edilen 6rnek steril stvilar olmustur.

Corynebacterium jeikeium, C. striatum, C. urealyticum, C. amycolatum, C.
pseudodiphtheriticum ve C. afermentans dahil olmak (zere Corynebacterium
trlerinde ¢oklu ilag direnci (CID) profilleri ve virtilans mekanizmalarma bagli olarak
bu mikroorganizmalarla enfekte hastalarda klinik etkiler giderek daha fazla goérilmeye
baslamustir (140).

C. striatum ve C. jeikeium'un Corynebacterium tirlerinin iki ana patojeni oldugu
bildirilmektedir (190). Corynebacterium tiirleri ile ilgili ilk yayinlanan raporlarda bu
mikroorganizmalarin B-laktamlar, tetrasiklin ve florokinolonlar dahil olmak (zere
bircok antimikrobiyal ilaca siklikla duyarli oldugu bildirilmistir (180). Ancak son
yillarda yapilan yeni ¢alismalarda ¢oklu ilaca direncli (CID) C. striatum izolatlarinin
neden oldugu nozokomiyal salginlar artik diinya ¢apinda bircok tlkede daha sik rapor
edilmektedir (192). Ozellikle C. striatum’a bagli nozokomiyal salginlar hem gelismis
hem de gelismekte olan iilkelerde artmaktadir. C. striatum pulmoner enfeksiyonlar,
sepsis, kan dolasim1 ve katater iligkili enfeksiyon, endokardit, menenjit, osteomiyelit,

artrit, sinlizit, yara yeri enfeksiyonu gibi pek ¢ok enfeksiyon ile iliskilidir (89).

Caligmamizin sonuglarinda Ulkemizdeki ve diger Ulkelerdeki caligmalarda
oldugu gibi bizim hastanemizde de Corynebacterium tiirleri arasinda C. striatum’ un
daha sik klinik etken oldugu ve C. striatum’a kars1 ¢coklu diren¢ sorununun oldugu

gorilmiistiir.
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Barberis ve ark. 143 Corynebacterium’a ait klinik izolatta antimikrobiyal
duyarliligi  belirlemek igin disk difuzyon ve agar dilisyon yontemlerini
karsilastirdiklari ¢aligmada da tlim suslarin vankomisin ve linezolide duyarli oldugunu
bulmuslardir (79). Sun ve ark. hastanede yatmakta olan hastalarm steril orta akim idrar
kultir( orneklerinden izole edilen 45 tane non-difterik Corynebacterium izolati
antimikrobiyal duyarlilik, ila¢ diren¢ mekanizmalar1 ve biyofilm olusumuna baktiklari

calismada izolatlarin tamami vankomisin ve linezolide duyarli bulunmustur (176).

Tirkiye’de yapilan calismalarda da tiim suslar vankomisin ve linezolide duyarl
bulunmustur (24, 36, 142, 191). Bahsedilen tim bu c¢aligmalara benzer sekilde
calismamizda tiim suglar vankomisin ve linezolide duyarli bulunmustur. Literatiirden
farkli olarak Tiirkiye’de bir Universite hastanesinde 2014-2017 yillar1 arasinda yapilan
bir calismada 2015 yilina ait bir izolatta linezolide kars1 direng goriilmiistiir (18).
Corynebacterium tiirlerinde artan ilag direnci tedavi segeneklerini kisitlamaktadir (23).
NDC’ler bir¢ok antibiyotige karsi direng durumu sergilediginden NDC’lerin ampirik
tedavi secenekleri vankomisin ve linezolid ile sinirhidir (21, 29). Su anda vankomisin,
teikoplanin ve linezolid Corynebacterium tiirlerine karsi en etkili in vitro ilaglardir
(15). Bircok c¢alisma, invaziv C. striatum enfeksiyonundan siiphelenildiginde ilk
tedavi segenegi olarak vankomisini Onermektedir, ¢linkii Corynebacterium suslarinin

hicbirinin vankomisine in vitro direng gostermedigi rapor edilmistir (142).

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, C. striatum basta olmak iizere birgok
Corynebacterium turi birgcok antibiyotige duyarli bulunmaktaydi. Ancak yeni yapilan
son ¢aligmalarda ¢oklu ilaca direngli olduklar1 bildirilmistir (23). C. striatum ve diger
Corynebacterium tirleri B-laktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlar dahil olmak
Uzere ¢oklu ilag smiflarina karst direng gelistirmistir (96). Sorumlu genlerin

ekspresyonundan kaynaklanan farkli direng mekanizmalar1 vardir (193).

Aminoglikozidler, Corynebacterium enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan
ikinci basamak veya tamamlayict antibiyotiklerdir (72). Ancak Corynebacterium
tiirlerinde aminoglikozid direnci sik goriilmeye baslamistir. Aminoglikozidlere karsi

direng ribozomal hedef degisikligi, enzimatik inaktivasyon ve ilacin sitoplazmaya
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gecisinin  engellenmesi  seklinde U¢ mekanizma ile olusmaktadir (158).
Corynebacterium turlerinde ise en sik karsilasilan direng mekanizmasi enzimatik
inaktivasyondur (140). Enzimatik inaktivasyon aminoglikozid modifiye edici enzimler
tarafindan asetilasyon, adenilasyon veya fosforilasyon mekanizmalari ile gergeklesir

(159).

Galimand ve ark. 2015 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada diyabeti olan 80
yagindaki kadin hastanin topuk biyopsi materyalinden elde ettikleri C. striatum
izolatinin fenotipik olarak gentamisin ve tobramisine direncgli iken kanamisin ve
amikasine duyarli oldugunu bulmuslardir. Bu fenotipin, Gram-pozitif bakterilerde
aminoglikozidlere kars1 bilinen diren¢ mekanizmalar1 ile agiklanamayacagini
diisiinmiislerdir. Bu dirence neden olan durumu agiklamak i¢in bu izolata tam genom
analizi yapilmistir. Tam genom analizinde bu izolatin tip XI olarak adlandirilan yeni
bir aminoglikozid 3-N-asetiltransferaz trettigi ve 3-N asetil transferazi kodlayan
aac(3)-XI geni varligi ortaya ¢ikarilmistir (161).

Ispanya’da C. urealyticum suslarmm antimikrobiyal duyarhlik ve direng
mekanizmalarinin arastirildigl bir ¢alismada galismaya alinan kirk C. urealyticum
izolatinda gentamisin direnci %82,5 olarak bulunmustur. Gentamisin direnci olan

suslarm hicbirinde aac(3)-XI geni saptanmamustir (71).

Navas ve ark. C. striatum izolatlarinda aminoglikozid diren¢ genlerini
arastirdiklar1 ¢alismada caligmaya dahil edilen 64 C. striatum izolatinda alt1 tane
aminoglikozid (gentamisin, amikasin, kanamisin, netilmisin, tobramisin ve
streptomisin) icin antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmistir. Altmis dort izolatin
44’{inde birden fazla aminoglikozide direng, 52’sinde alt1 aminoglikozidin en az
birinde direng goriiliirken, 12 izolat ise aminoglikozidlere duyarl saptanmigtir. Yeni
bir aminoglikozid direng geni olan aac(3)-XI geni izolatlarin 44’{inde gériilmiistiir.
aac(3)-XI geni tasiyan izolatlarm hepsinin hem gentamisin hem de tobramisine

direncli oldugu saptanmustir (72).
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Tunus’ta Alibi ve ark. yaptig1 ¢alismada 63 C. striatum izolat1 test edilen bes
aminoglikozidin direng oranlar1 %6,3 ile gentamisine, %4,8 ile amikasine, %17,5 ile
kanamisine, %11,1 ile tobramisine ve %15,9 ile streptomisine direng goriilmiistiir.
Aminoglikozid direng genlerinden aac(3)-XI geni 7 izolatta pozitif saptanmistir. Bu
izolatlardan ikisi hem gentamisine hem de tobramisine duyarli (MIK <0,06 mg/L), geri
kalan besi gentamisin (MiK-8 mg/L) ve tobramisine (MIK-16 mg/L) direncli
saptanmustir. aac(3)-XI geni gentamisine direngli ii¢ izolatta saptanmamistir. Bunun
nedeni olarak dirence baska bir mekanizmanin aracilik ettigi disiinilmiistiir.
Kanamisine (MiK>64 mg/L) direncli olan on izolatta ve duyarli olan 14 izolatta
aph(3')-1c geni pozitif saptanmustir. Sekiz izolatta da aph(3")-1b ve aph(6)-1d genleri
pozitif saptanmistir. Bu izolatlardan besinde streptomisin (MIK>64 mg/L) direnci
gorilurken, Gcinde MIK degeri 1-4 mg/L olarak saptanmistir. Bu durumun
muhtemelen aph(3")-1b ve aph(6)-1d genlerinde veya promotorlerindeki mutasyon
sonucu olabilecegi kanaatine varilmistir. Bu izolatlarda streptomisin direncine efluks
pompasi aktivasyonu ve bakteri hicresine alimin azalmasi gibi diger direng

mekanizmalarinin katkida bulundugu diistiniilmiistiir (87).

Sun ve ark. calismalarinda ¢alismaya alman kirk bes tane difteri-disi
Corynebacterium izolatinin %77,8’i gentamisine duyarli saptanmistir. Kirk bes
izolatin 29’unda (%64,4) aac(3)-XI geni pozitif saptanmustir. aac(3)-XI geni pozitif
olan izolatlarin 10 tanesi gentamisine direngli iken, 19°u duyarli saptanmistir. Buna
gore aac(3)-XI geninin, gentamisin direncinin yalnizca bir kismindan sorumlu oldugu

sonucuna varilmistir (176).

Caligmamizda tim suslarn %88,6’s1 gentamisine fenotipik olarak direncli
bulunmustur (Tablo 13). Calismamizda gentamisine diren¢ orani literatiirde yer alan
bazi ¢alismalarla benzer bulunmustur. Gentamisine direngli 124 Corynebacterium
izolatinin %96’sinda aac(3)-XI geni pozitif saptanmistir, %4’tiinde ise aac(3)-XI gen
pozitifligi goriilmemistir. Gentamisine duyarli 16 izolatin ise %43,8’inde aac(3)-XI
geni pozitif saptanmistir. aac(3)-XI geni pozitif olan 126 izolatin 119’unda (%94,4)

gentamisin direnci gorulurken, yedi izolatin (%5,6) gentamisine duyarl oldugu
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gorilmiistiir. Yapilan diger ¢aligmalarda da bahsedildigi gibi bu durumun bagka bir

diren¢ mekanizmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir (87).

Ferndndez-Natal ve ark. 38 ve 45 yaslarinda graniilomat6z mastitli iki kadin
hastanin ince igne aspirasyon biyopsilerinden elde edilen nadir goriilen ve genellikle
antibiyotiklere duyarl bir Corynebacterium tirl olan C. kroppenstedtii’nin fenotipik
ve genotipik Ozelliklerinin incelendigi ¢alismada izolatlardan biri ¢oklu ilaca direngli
iken digeri antimikrobiyal ajanlara duyarli bulunmustur. Her iki izolat da fenotipik
olarak gentamisine duyarli bulunmustur. Coklu ilaca direncli izolatta aphAl dahil

diger direng genleri de pozitif saptanmustir (168).

Campanile ve ark. otuz alt1 tane ¢oklu ilaca direngli ¢alismasinda C. striatum
izolatin molekiiler karakterizasyonun incelendigi ¢alismalarinda suslarin tamami
gentamisine (MIK- 32 mg/L) fenotipik direncli bulunmus olup bu suslarda genotipik
olarak aminoglikozid direncinden sorumlu genlerden biri olan aphAl geni pozitif

saptanmustir (94).

Cahsmamizda da gentamisine direncli 124 Corynebacterium izolatinin
%94,4’tinde aphAlgeni pozitifligi goriilmistiir, izolatlarm %5,6’sinda aphAlgeni
pozitif saptanmamustir. Calismamizda Campanile ve ark. calismasina benzer sekilde
fenotipik olarak gentamisine direncli olan izolatlarin blyUk bir yizdesinde aphAlgeni
varligi tespit edilmistir. Calismamizda aphAlgeni pozitif olan 129 izolatin 117’sinde
(%90,7) gentamisin direnci gorilirken, 12’sinde (%9,3) gentamisin duyarli

bulunmustur.

Bir¢cok enfeksiyonun tedavisinde B-laktam antibiyotikler en yaygin kullanilan
antimikrobiyal smiftir. Baz1 ¢aligmalarda penisilin veya amoksisilin ile C. striatum
enfeksiyonlarmm basarili tedavileri bildirilmistir. Bununla birlikte p-laktamlar
arasinda penisilin ve sefotaksim duyarlilimnin diisiik oldugu bildirilse de; direncin

genetik mekanizmasi simdiye kadar net bir sekilde karakterize edilememistir (87).
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B-laktam antibiyotiklerin B-laktamazlar tarafindan hidrolizi, klinik olarak 6nemli
bakterilerde bu antimikrobiyal ajan sinifina karsi en yaygin diren¢ mekanizmasidir. -
laktamazlar; A, B, C ve D olmak iizere dort molekiiler sinifta smiflandirilir (87).
Corynebacterium tirlerinde, son yillarda penisilin gibi iyi bilinen B-laktam
antibiyotiklere karsi direng¢ oranlar1 oldukg¢a yiiksektir. C. striatum'da beta-laktam
direnci, beta-laktam antibiyotikleri parcalayan bla ve ampC genleri tarafindan
kodlanan B-laktamazlardan kaynaklanir. C. jeikeium, C. urealyticum ve C. resistens
gibi diger korinebakterilerin de bla genini barindirdiklari, ancak beta-laktamlara
direngle iliskilendirilmedikleri kaydedilmistir. Ambler molekiiler siniflamasmna gore
serin hidrolazlar olarak da bilinen smif A beta laktamazlar bla geni tarafindan
kodlanirlar ve Corynebacterium tirlerinde penisilin direncinden sorumludurlar (23,
140). Sefalosporinazlar olarak bilinen smif C beta laktamazlar ise ampC geni
tarafindan kodlanirlar, sefalosporinler basta olmak (zere, sefamisin ve penisilin

direncinden sorumludurlar (140).

Tunus’ta Alibi ark. c¢alismasinda 63 tane C. striatum susuna yapilan
antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda izolatlarin 52 tanesinde (%82,5) penisilin ve
38 tanesinde (%60,3) sefotaksime diren¢ goriilmiistiir. Penisiline direng gdsteren 52
izolatin tamaminda, A smifi bir p-laktamazi kodlayan bla geni icin pozitif
saptanmustir. bla geni, A sinifi B-laktamaz ailesi proteinine ait bir serin hidrolazi
kodlar. Altmus (¢ izolatin 46 tanesinde C sinifi beta-laktamaz kodlayan ampC geni igin
pozitif saptanmustir. 46 ampC pozitif izolattan 42'si penisiline direncli, dort izolat ise
duyarli saptanmistir. ampC geni sefotaksime direngli 28 C. striatum izolatinda

22'sinde tespit edilmistir (87).

Asgin ve ark. 2015-2016 yillar1 arasinda Uglincli basamak bir Universite
hastanesinde yatan hastalarm klinik 6rneklerinden elde edilen 81 adet C. striatum
izolatinin antimikrobiyal diren¢ ve molekiler epidemiyolojisini arastirmislardir.
Suslarin tamamu B-laktam antibiyotiklerden penisilin ve sefotaksime direngli

bulunmustur (23).
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Sun ve ark. 2018-2020 yillar1 arasinda hastanede yatan hastalarin idrar
kalturlerinden elde edilen 45 adet difteri-disi Corynebacterium izolatina sivi
mikrodiliisyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik testinde suslarin %66,7’si
penisiline ve %53,3’li sefotaksime direngli bulunmustur. Calismada bla geni tim
izolatlarin %44,4'linde ve ampC geni ise %31,1'inde tespit edilmistir. 45 izolatin yirmi
tanesinde bla geni pozitif saptanmistir. ampC geni sadece C. striatum izolatlarinda
saptanirken, on bes C. striatum izolatindan 14'linde ampC geni pozitif saptanmistr.
On doért ampC pozitif izolattan 12'si penisilin ve sefotaksime direngli bulunmustur.
Penisiline ve sefotaksime direncli tum izolatlarda bla ve ampC geninin pozitif
bulunmamis olmasi P-laktamazlar disinda bagska mekanizmalarin da penisilin ve

sefotaksim direncine katkida bulunabilecegi diistiniilmistiir (176).

Calismamizda diger ¢alismalara benzer sekilde penisilin direnci oldukga yiiksek
bulunmustur. Yiiz kirk izolatin 138°1 (%98,6) penisiline direncli bulunmustur (Tablo
13). Tiim izolatlarin %94,3’linde bla geni, %95’inde ampC geni pozitif saptanmustir.
Penisiline direngli izolatlarin %94,2’sinde bla geni ve %94,9 unda ampC geni pozitif
saptanmustir. Calismada penisiline direncli 130 C. striatum izolatinin biri haric¢
digerlerinde (%99,2) hem bla hem de ampC geni pozitif saptanmistir. Tamami
penisiline direncli C. afermentas suslar1 arasinda sadece bir tanesinde (%12,5) bla ve
ampC geni pozitif bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda da bahsedildigi ilizere bizim
calismamizda da C. striatum suslarinda bla ve ampC genine daha sik rastlandigi

gorilmiistiir.

1980’lerin  baslarinda  Corynebacterium  tirlerinin  neden olabilecegi
enfeksiyonlarda siklikla kullanilan makrolidler, B-laktamlara ve tetrasikline alternatif
olarak kullanilan ila¢ grubudur (70, 79, 150). Ancak son yillarda makrolid grubu
ilaclara direncte progresif bir artig goriilmektedir (79). MLSB direnci 6zellikle ¢oklu
ilaca direncli izolatlarda belirgindir (145). Corynebacterium tirlerinde MLSB
direncine genellikle iki mekanizma aracilik eder. Bunlardan ilki erm genleri tarafindan
kodlanan ribozomal RNA metilazlarin aracilik ettigi hedef bdlge modifikasyonu
ikincisi ise aktif ila¢ akisina mefA-E genleri tarafindan kodlanan bir membran efluks

pompasinin aracilik ettigi aktif ila¢ efluks mekanizmasidir (140, 176). Bu direng

72



mekanizmalar1 disinda 23S rRNA’nin “domain V” bolgesindeki mutasyonlar, protein
L4 ve L22'deki modifikasyonlar, efluks pompa sistemleri ve hidrolitik enzimlerle de
direng gorilebilmektedir (150).

ermX geni MLSs direncine katkida bulunan en énemli gendir (176). ermX geni
C. diphtheriae, C. jeikeium, C. xerosis, C. striatum ve C. pseudodiphtheriticum gibi
Corynebacterium cinsine ait farkli tiirlerde saptanmistir (193). ermB geni grup A
Corynebacterium tirlerinde bulunmaktadir (70, 150).

Ortiz-Pe’rez ve ark. 120 tane C. urealyticum, 66 tane C. amycolatum, 20 tane C.
striatum, 17 tane C. jeikeium, 12 tane C. coyleae, 11 tane C. aurimucosum ve sekiz
tane C. afermentans olmak (izere Corynebacterium tiirlerine ait 254 klinik izolatin
makrolid direncinin incelendigi ¢alismasinda izolatlarin %76,3’{inde eritromisine ve
%74’inde klindamisine diren¢ goriilmistiir. Tim suslarin %86,6’sinda ermX geni
pozitif bulunmustur. 186 izolatta makrolidlere ve klindamisine yiiksek diizeyde direng
gOriilmiistiir ve bu suslarin 171 tanesinde ermX geni pozitif saptanmistir. ermB geni
sadece iki tane C. urealyticum izolatinda saptanmistir. Diger tiirlerin hi¢birinde ermB
geni varliga rastlanmamistir. On dort sus fenotipik olarak makrolid ve klindamisin

direnci gostermesine ragmen bu suslarda erm geni pozitifligine rastlanmamustir (150).

Polonya’da Szemraj ve ark. saglikli geng erkeklerin cilt florasindan elde edilen
18 sus ve kan, idrar, yara gibi klinik 6rneklerden elde edilen 19 sus olmak iizere
toplamda 37 Corynebacterium izolatinda MLSs direncini arastirdiklar1 ¢alismada
ermA, ermB, ermC, ermX, InuA, msrA, msrB ve mphC genlerinin varhgi test edilmistir.
Klinik 6rneklerden izole edilen 17 susta (%89) yapisal MLSB direnci gosterilmistir,
diger iki klinik izolat ise iki antibiyotikten birine kars1 direng géstermistir. Bu dirence
ermA, ermC ve ermX genlerinin ya tek tek veya gruplar halinde eslik ettigi
goriilmiistiir. Hem eritromisin hem de klindamisine direncli izolatlarin alt1 tanesinde
sadece ermX geni, bir izolatta sadece ermC geni pozitif iken, izolatlarin sekiz tanesinde
ermX ve ermC geni birlikte, iki izolatta ise ermA, ermC ve ermX genlerinin her tcu de
pozitif bulunmustur. Klinik izolatlar arasinda eritromisine direngli olup klindamisine

duyarl olan bir izolatta sadece ermC geni, eritromisine duyarli olup klindamisine
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direncli olan bir izolatta ise hem hem ermX hem de ermC geni pozitif saptanmistir.
Saglikli insan cilt florasindan izole edilen 13 susta (%72) da yapisal MLSB direnci
gosterilmistir. Bu suslarin tamaminda sadece ermX gen pozitifligi gOriilmistiir.
Calismada Corynebacterium tlrlerinde ermX gibi yaygin olarak tanimlanan genlerin
yani sira ermC gibi esas olarak koagiilaz negatif stafilokoklarda MLSB direncinden
sorumlu olan bu genin de olabilecegi vurgulanmistir ki iki izolatta sadece ermC geni
pozitif saptanmistir. Corynebacterium tirlerinde ermX geninin farkli yerlesiminden
(Tn5432 iizerinde) dolay1 bu bakterilerde yatay gen transferi olasiligi vurgulanmistir

(145).

Sun ve ark. ¢alismasinda ¢alismaya dahil edilen 45 difteri-dis1t Corynebacterium
izolat1 arasinda %93,3 oraninda eritromisine ve %91,1 oraninda klindamisine fenotipik
olarak direng gorilmiistiir. Calismada makrolid direnci i¢in ermX geni, ermB geni ve
mefA-E genlerinin varligma bakilmis olup izolatlarin %91,1’inde ermX geni pozitif
saptanmustir. Ancak izolatlarin higbirinde ne ermB geni ne de mefA-E genleri pozitif

bulunmamustir (176).

2007-2012 yillar1 arasinda tiglincii basamak bir hastanede yapilan bir ¢calismada
yatan hastalarm ¢esitli klinik 6rneklerinden izole edilen 85 tane C. striatum susunda
makrolid ve linkozamid direncinin fenotipik ve molekiler karakterizasyonu
incelenmistir. Suslarin %80°ni eritromisin ve klindamisine direngli bulunmustur. On
izolatta eritromisin veya klindamisinden herhangi birine diren¢ gordlirken, 53 izolatta
her ikisine de direng goriilmiistiir. Seksen bes C. striatum izolatinin 62'sinde ermX
geni, 21 tanesinde ermB geni, 12 tanesinde de hem ermX hem de ermB genini tespit
etmiglerdir. Eritromisin ve klindamisine direng ile ermX geninin varligi arasinda
sirastyla %85,5 ve %89,6 oraninda yiiksek bir korelasyon izlenmistir. ermB geni
eritromisine direncli suslarin  %26,6’sinda ve klindamisine direngli suslarin
%20,6’sinda pozitif saptanmustir. U¢ susta da fenotipik olarak makrolid ve
klindamisine diren¢ goriilmesine ragmen, amplifikasyon iiriinii tespit edilememistir.
Bu durumun nedeni olarak 23S rRNA’nin “domain V” bolgesindeki mutasyonlar,

protein L4 ve L22'deki modifikasyonlarin ve L22'deki degisiklikler gibi diger direng
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mekanizmalarinin  varligindan kaynaklanabilecek bir MLSB direng fenotipi

olusturdugunu vurgulamiglardir (70).

Alina Olender’in yaptig1 caligmada 70 tane burunda kolonize olan ve 70 tane de
Klinik 6rneklerden izole edilen Corynebacterium susunda sirasiyla %88,5 ve %%87,1
oranminda yapisal MLSB direnci goriilmiistiir. Yapisal MLSB direnci gorilen suslarin

hepsinde ermX geni pozitif saptanmistir (193).

Calismamizda literatiire benzer sekilde yiiksek diizeyde eritromisin (%75,7) ve
klindamisin (%96,4) direnci goriilmistiir (Tablo 13). Eritromisine direngli 106 izolatin
104’tinde (%98,1) ve klindamisine direngli 135 izolatin 133 tanesinde (%98,5) ermX
geni pozitif saptanmistir. Eritromisine ve klindamisine direncli iki izolatta ise ermX
geni pozitif saptanmamustir. Bunun nedeni diger ¢alismalarda da bahsedildigi gibi (70,
150) sik gorilen ermX geni tarafindan kodlanan 23S ribozomal RNA metiltransferazin
aracilik ettigi metilasyon nedeniyle ila¢ hedefinin degisimi olan direng mekanizmasi
disinda baska bir direng mekanizmasma baglh olabilir. Calismamizdaki izolatlarin
hichbirinde ermB geni pozitif bulunmamistir. Bunun nedeni de calismamizdaki
izolatlarin ¢ok biiyiik bir yiizdesinin C. striatum olmasi1 ve C. striatum’un ermB
geninin en ¢ok bulundugu Grup A Corynebacterium icinde bulunmamasindan

kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Kinolonlar, Corynebacterium tdrlerinin  neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde alternatif olarak kullanilan bir bagka ila¢ grubudur (79). Florokinolon
diren¢ mekanizmalari; membran gecirgenliginin degistirilmesi, efluks pompasi,
asetilasyon yoluyla inaktivasyon ve en yaygin mekanizma da topoizomeraz
enzimlerinde antibiyotigin etki bdlgesindeki mutasyonlar icerir (140). Kinolon direnci
siklikla. DNA giraz enziminin gyrA bdlgesindeki kinolon direncini belirleyen
bdlgedeki (quinolone resistance-determining region-QRDR) nokta mutasyonlar
sonucu gelisir. Corynebacterium tdrlerinde direng en sik gyrA geninde olusan
mutasyon sonucu goriilmektedir. Ortaya ¢ikan direng seviyesi buyik 6lcide, dnceden

var olan aminoasitin yerine mutasyon sonucu gelen amino asidin tipine baghdir (140).
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C. striatum, C. amycolatum ve C. macginleyi izolatlarinda gyrA geninin QRDR
sekans analizinde, florokinolonlara direncin bu gende spontan mutasyonlarla iliskili
oldugunu ve direncin mutasyon sayisina ve aminoasit tlirii ikamesine bagli oldugu

gosterilmistir (154).

Sierra ve ark. Ispanya’da bir iiniversite hastanesinde klinik 6rneklerden izole
edilen 17 tane C. striatum ve dokuz tane C. amycolatum izolatinda kinolon direnci ve
gyrA gen mutasyonunu arastirmislardir (153). Yapilan antimikrobiyal duyarlilik
testinde dokuz C. amycolatum izolatinm iki tanesinde kinolonlarin MiK degerleri
diisiik bulmuslardir. Bu iki sus i¢in siprofloksasinin MIK degerleri 0,064 ve 0,047
ug/ml; levofloksasinin MiK degeri 0,094 pg/ml ve son olarak moksifloksasinin MiK
degeri 0,016 pg/ml bulmuslardir. Bir susta 87. kodondaki Serin aminoasiti yerine
Arjinin (Ser-87-Arg) aminoasitinin gegmesiyle nokta mutasyon saptamislardir. Bu
mutasyonun siprofloksasinin MiK degerini cok yiikselttigini gdzlemlemislerdir
(MIK>32 ug/ml). Levofloksasin ve moksifloksasinin MIK degerleri de sirasiyla 8 ve
2 pg/ml'ye yiikseldigini saptamuslardir. Alt1 C. amycolatum klinik izolatinda gyrA
geninde iki tane cift mutasyon gozlemlemislerdir. Bir susta gozlemlenen cifte
mutasyonun, Ser-87-Arg mutasyonuna alisilmadik bir pozisyonda yeni bir mutasyon
eklenerek 89. kodondaki izoldsin aminoasiti yerine Valin (lle-89-Val) aminoasitinin
gecmesiyle olustugunu saptamislardir. Bu mutasyon sonucunda siprofloksasinin MIK
degeri 32 pg/ml ve levofloksasin ve moksifloksasinin MiK'leri sirasiyla 24 ve 6 pg/ml
yiikseldigini gozlemlemislerdir. Bes tane C. amycolatum izolatinda ise her g
florokinolonun MIK degeri >32 pg/ml olarak saptamuslardir. Bu suslarin da cifte
mutasyon tasimakta oldugunu, 87. kodondaki Serin aminoasiti yerine Arjinin
aminoasiti (Ser-87-Arg) ve 88. kodondaki Alanin aminoasiti yerine Prolin aminoasiti
(Ala-88-Pro) gecmesiyle ¢ifte mutasyon meydana geldigini gozlemlemislerdir. On
yedi C. striatum susundan iki tanesinde kinolonlarm MIK degerlerini diisiik
saptamislardir. Siprofloksasinin MIK degeri 0,094-0,125 ug/ml arasinda iken,
levofloksasin ve moksifloksasinin MiK'leri sirasiyla 0,125 ve 0,047 ug/ml olarak
saptamislardir. Bu iki susta gyrA geninde mutasyon saptamamiglardir. Dort susta 87.
kodondaki Serin aminoasiti yerine Fenilalanin aminoasiti (Ser-87-Phe) ge¢cmesiyle

mutasyon meydana geldigini belirtmislerdir. Bu suslarda MiK degerleri
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siprofloksasinde 1 pg/ml 'den 3 pg/ml'ye ve levofloksasinde 1 pg/ml 'den 2 pg/ml 'ye
orta diizeyde artislar gosterdigini bulmuslardir. Moksifloksasin MiK degeri ise 0.19-
0.38 ug/ml olarak saptamuslardir. iki susta MIK degerleri yiiksek saptanmis olup;
siprofloksasin igin 3 ve 6 ug/ml, levofloksasin i¢in 1,5 ug/ml ve moksifloksasin igin
de 0,5 ve 0,38 pg/ml olarak saptamiglardir. Bu suslarda 91. kodondaki Aspartat
aminoasiti yerine sirastyla Tirozin ve Glisin aminoasitlerinin (Asp-91-Tyr ve Asp-91-
Gly) ge¢mesiyle mutasyon meydana geldigini bulmuslardir. Ug susta 87. kodondaki
Serin aminoasiti yerine Valin aminoasiti (Ser-87-Val) gegmesiyle mutasyon olustugu
gozlemlenmistir. Bu suslarda siprofloksasinin MIK degeri 32 pg/ml, levofloksasinin
MIK degeri 8 pg/ml ve moksifloksasinin MiK degeri ise 0,75 ug/ml saptanuslardir.
Alt1 susta ise siprofloksasin ve levofloksasin MIK degerleri oldukca yiiksek (>32
ug/ml) ve moksifloksasin MIK degeri ise 6-8 pg/ml arasinda degistigini bulmuslardir.
Bu suglarda da c¢ifte mutasyon goriilmiis olup 87. kodondaki Serin aminoasiti yerine
Fenilalanin aminoasiti (Ser-87-Phe) ve 91. kodondaki Aspartat aminoasiti yerine
Alanin aminoasiti (Asp-91-Ala) gecmesiyle olustugunu gézlemlemislerdir. Calismada
genel olarak kinolon direncinin seviyesi, amino asit ikamesinin tipine ve ikame edilen

amino asit tlrine bagh oldugu sonucuna varilmstir (153).

Ramos ve ark. calismasmnda 2009-2013 yillar1 arasinda hastanede yatan
hastalarm kan ve katater kulttrlerinden elde edilen yedi tanesi C. striatum, dort tanesi
C. jeikeium ve (¢ tanesi C. urealyticum olmak Uzere toplamda 14 tane ¢oklu ilaca
direncli Corynebacterium suslarinin hepsinde gyrA geni pozitif saptamiglardir ve
QRDR bdlgesinde Ser-87 ve Asp-91 i¢in kodonlarinda mutasyon gozlemlemislerdir.
Tum C. striatum izolatlarinda sadece 87. kodonda mutasyon, iki izolatta ise 87 ve 91.
kodonlarda ¢ifte mutasyon goézlemlemislerdir. Iki tane C. jeikeium izolatinda 87 ve 91.
kodonlarda Ser-87-lle ve Asp-91-Tyr seklinde cifte mutasyona bagl olarak bu
izolatlarda test edilen tiim kinolonlarin MIK degeri >32 ug/ml olarak bulmuslardir. C.
urealyticum izolatlarinda da 87 ve 91. kodonlarda gifte mutasyonlar gérmiislerdir. Iki
izolatta Ser-87-Tyr ve Ser-87-Val seklinde, iki izolatta Asp-91-Ala ve bir izolatta Asp-
91-Tyr seklinde mutasyonlar gormiislerdir. Tiim C. urealyticum izolatlarinda tim
kinolonlarm MIK degeri >32 pg/ml olarak bulmuslardir. 87 ve 91. kodonlarda

mutasyon bulunan tim Corynebacterium izolatlarinda, moksifloksasin i¢in en yiksek
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MIK degerlerini gdrmiislerdir. Calismada siprofloksasin, levofloksasin ve
moksifloksasine karsi yiiksek diizeyde direng olusturan QRDR gyrA genindeki 87 ve

91 amino asit pozisyonlarinda yeni mutasyonlarin ortaya ¢iktigini gérmiislerdir (154).

Wang ve ark. Cin'deki ii¢ liclincli basamak hastanede yatan hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen 410 kinolon direncli C. striatum klinik susunda kinolon
direncinin altinda yatan mekanizmay1 ve epidemiyolojik 6zelliklerini arastirmislardir.
Tiim izolatlar siprofloksasine direncli ve ¢ogunda yiiksek MIK degerleri (>32 pg/ml)
gormiislerdir. Tim izolatlarda 87. kodonda mutasyonlar gdrmiislerdir. Izolatlarin
%97,3'0 (399/410) 87 ve 91 numarali kodonlarda ¢ifte mutasyona sahipken, izolatlarin
yalnmizca %2,7'si (11/410) 87 numarali kodonda tek bir mutasyona sahip oldugunu
gozlemlemislerdir. C. striatum izolatlarinin %72,2’sinde Ser-87-Tyr ve Asp-91-Ala
seklinde ¢ifte mutasyon gézlemlemislerdir. Bu c¢alismada gyrA geninde dort yeni
mutasyon bulmuslardir: 101 izolatta Ser-87-Tyr ve Asp-91-Ala seklinde cifte
mutasyon, bir izolatta Ser-87-Val ve Asp-91-Gly seklinde ¢ifte mutasyon, bir izolatta
Ser-87-Val ve Asp-91-Ala seklinde ¢ifte mutasyon ve bir izolatta ise Ser-87-lle
seklinde tekli mutasyon gérmiislerdir. gyrA geninde ¢ifte mutasyon gorilen izolatlarin
%96,5’inde ve tek mutasyonlu C. striatum suslarinin %72,7'sinde siprofloksasin igin
>32 pg/mL seklinde yiiksek MIK degeri gormiislerdir. Calismada kinolon direncinin
seviyesi, amino ikamesinin tipine bagl oldugu goriilmiis olup 87 ve 91. kodonlarda
¢ift mutasyona sahip izolatlar, 87. kodonda tek bir mutasyona sahip olanlardan daha

yuksek diizeyde kinolon direnci gosterdigini tespit etmislerdir (155).

Alibi ve ark. ¢alismasinda izolatlarin tgte biri, siprofloksasin ve moksifloksasine
orta veya yiksek dizeyde direng gosterdigini belirtmislerdir. 63 C.striatum izolatinin
%36,5’inde siprofloksasin ve %34,9’unda moksifloksasin direnci gérmiislerdir.
Cahismada 87. pozisyonundaki tekli mutasyonlar sadece siprofloksasin direnci
olusturmus iken 87 ve 91. pozisyonlarda olusan ¢ifte mutasyonlar, siprofloksasin ve
moksifloksasine kars1 yiiksek diizeyde direngli bulmuslardir. Kinolona direngli yirmi
bir C. striatum’un 14 tanesinde siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degeri 16
mg/L'ye kadar artmis olmasi 87 ve 91. pozisyonlardaki cifte mutasyonla iliskili

oldugunu bulmuslardir. 87 veya 91. pozisyonlarinda tekli mutasyona sahip suslardan
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bes tanesi daha diisiik MIK'lere (2-8 mg/L) sahip olmasina ragmen siprofloksasine hala
direngli oldugunu ancak moksifloksasinin MiK degeri 1 mg/L seklinde orta derecede
yiiksek kaldigi gormiislerdir. Kinolona direngli iki izolatin QRDR'lerinde mutasyon
goriilmedigini belirtmislerdir. Calismada yiiksek diizey moksifloksasin direncinin,
gyrA genindeki mutasyonlara ek bir diren¢ mekanizmasinin varligini diisiindiirdiigiinii
vurgulamislardir. iki susta QRDR bdlgesinde mutasyon goriilmemis olmasinin da

dirence farkli bir mekanizmanin aracilik etigini belirtmislerdir (87).

Sun ve ark. ¢alismasinda ¢alismaya alinan 45 adet difteri-dis1 Corynebacterium
izolatlarinin  %93,3’tinde fenotipik olarak siprofloksasin direnci goérmiislerdir.
Siprofloksasine direngli 42 izolatin 18'inde MIK degerleri 32pug/mL olarak bulunmus
olup bu yiiksek MIK degerinin 87 ve 91. pozisyonlarindaki ¢ifte mutasyonla iliskili
oldugu goézlemlemislerdir. 87. pozisyonda tekli mutasyona sahip 21 sus
siprofloksasine kars1 hala direngli bulunmus ancak daha diisiik MiK degerlerine (4-
16pg/mL) sahip oldugunu gérmiislerdir. QRDR'lerinde higbir degisiklik olmayan {i¢
tane siprofloksasine direncli sus tespit etmislerdir, bu durumun nedeni olarak dirence

baska mekanizmalarin aracilik edebilecegini vurgulamislardir (176).

Calismamizda diger ¢alismalarda goriildiigii gibi kinolon direnci oldukca yiiksek
bulunmustur. Calismamiza dahil ettigimiz izolatlarm tamaminda siprofloksasine
direnc goriilmistiir. 140 izolatin 137 tanesinde (%97,9) gyrA geni pozitif saptanmustir.
gyrA geni pozitif olarak saptanan izolatlarn tamaminda fenotipik olarak

siprofloksasine direng gériilmiistiir.

Tetrasiklinler, esas olarak protein sentezine mudahale ederek bakterilerin
biiyiimesini engelleyen genis spektrumlu bir antibiyotik sinifidir (176). Tetrasiklin
direnci efluks pompa sistemi, ribozomal koruma proteinlerinin olugmasi, 30S alt
birimdeki rRNA mutasyonlar ve modifikasyon yoluyla ilacin degradasyonu olmak
iizere dort mekanizma ile olugmaktadir. En yaygin direng mekanizmasi efluks pompa
sistemi olup Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde 28 farkli efluks pompa smifi
tanimlanmigtir. Hiicre membraninda enerji bagimli efluks pompa sisteminin olugsmasi

sonucunda tetrasiklinlerin bakteri hticresi i¢ine girmesi engellenir ve bakteri hticresi
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icine girmis olan tetrasiklinler disar1 pompalanir. BOylece hiicre ici tetrasiklin
konsantrasyonunun azaltilmasina dolayisiyla ilacin etkisiz hale gelmesine vyol
acmaktadir. Bu mekanizma tetrasiklin direncindeki en yaygin direng mekanizmasidir.
Efluks pompa sistemlerinin ¢ogu tetrasikline direng saglar, ancak ikinci nesil
doksisiklin ve minosikline karsi daha az etkilidir ve tigesiklin gibi {i¢iincii nesil
glisilsiklinlere kars1 ¢ok az direng gdsterir veya hi¢ direng gdstermezler. ikinci en
yaygm diren¢ mekanizmasi ise ribozomal koruma proteinleri ile olusan direngtir.
Ribozoma baglanan ve ilaci baglanma bolgesinden uzaklastiran ribozom koruma
proteinleri olarak adlandirilan 12 farkli sinif rapor edilmistir. Monooksijenazlari
kodlayan iki farkli genin tetrasiklinleri modifiye edip degradasyonuna yol agarak
olusan direng ve 16S rRNA'da ilacin ribozoma baglanma afinitesini azaltan

mutasyonlar yoluyla olusan direng daha az gorilen diren¢ mekanizmalaridir (163).

Zhang ve ark. calismasinda yeni bir patojen olarak tanimlanan ve eritromisin,
klindamisin, trimetoprim-stlfametoksazol, siprofloksasin, penisilin, seftriakson,
fosfomisin gibi antibiyotiklere kars1i c¢oklu ilag direnci fenotipi gosteren C.
kroppenstedtii antibiyotik direng mekanizmasini incelemislerdir. 2018-2019 yillar1
arasinda mastadeniti olan hastalarm doku ve abse érneklerinden elde edilen 90 adet C.
kroppenstedtii izolatlarmin  %62,2’sinde tetrasikline kars1i fenotipik direng
goriilmiistiir. Izolatlarm %62,2’sinde ribozomal koruma proteinini kodlayan tetW geni

pozitif saptanmustir (167).

Chapartegui-Gonzalez ve ark. calismasinda Ispanya’da 2005-2017 yillari
arasinda hastanede yatan hastalarin Klinik 6rneklerinde izole edilen 40 adet C.
urealyticum susunun %350’sinde tetrasiklin direnci goriilmistiir. Tetrasikline direngli
suslar, farkli direng mekanizmalarmin varligmi diisiindiiren bimodal MiK dagilimi
gostermistir. Caliymada tetAB genlerinin tetrasikline direncli hicbir susta tespit
edilmedigi, bunun da alternatif diren¢ mekanizmasinin varligini disiindiirdiigii
belirtilmistir. Calismada ayrica genis spektrumlu bir efluks pompasi inhibitdrii olan
PABN varliginda yedi C. urealyticum susunda tetrasiklin MIK degerlerinde dikkate
deger disiisiin olmasi, bu suslarda tetrasiklin direncine bir efluks pompa

mekanizmasmin aracilik ettigini gostermistir (71).
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Sun ve ark. calisgmasinda c¢alismaya dahil edilen 45 adet difteri-disi
Corynebacterium izolatlarinin tetrasiklin direng oran1 %37,8 olarak bulunmustur. C.
glucuronolyticum izolatlar1 en yuksek direng oranim (%77,8) sergilerken, C.
tuberculostearicum izolatlar1 tetrasikline duyarli bulunmustur. Tetrasiklin direng
genlerinden hem tetA geni hem de tetB geni, C. tuberculostearicum ve C. jeikeium
digindaki tum Corynebacterium tirlerinde tespit edilmistir. Ancak tetB geninin
(%64,4) tetA geninden (%24,4) daha yaygin oldugu tespit edilmistir (176).

Campanile ve ark. ¢calismasinda 36 c¢oklu ilaca direngli C. striatum izolatinda
tetrasiklin MiK degeri >256 mg/L olarak bulunmustur. Bu izolatlarda tetrasiklin direng

genlerinden tetA/B’nin varligi degerlendirilmis olup hepsinde pozitif saptanmustir (94).

Tiirkiye’de yapilan c¢alismalarda tetrasiklin diren¢ oranlar1 Celik ve ark.
caligmasinda (24) tiim izolatlarda %86,9 oraninda, C. striatum izolatlarinda %88,7
oraninda, C. afermentans izolatlarmmda %66,7 oraninda; Balc1 ve ark. ¢alismasinda
(36) C. striatum’da %83,4 iken C. afermentans izolatlarinda %50; Mumcuoglu ve ark.
calismasinda (191) C. striatum’da %69,9 oraninda; Asgin ve ark. ¢aligmasinda (21,
23) C. striatum’da %93 ve %100 oraninda; Tanriverdi ve ark. ¢aligmasinda (18)
Corynebacterium izolatlarmda %69,5 ve Ozdemir ve ark. ¢alismasinda (142)
Corynebacterium izolatlarinda %45,2 oraninda bulunmustur. Calismamizda da
literatire benzer sekilde tetrasiklin direnci ylksek bulunmus olup %99,3tiir.
Calismamizda tetrasiklin diren¢c genlerinden tetA ve tetB genlerinin varligi
incelenmistir. TUm izolatlarin %32,9’unda tetA geni pozitif saptanmistir. Ancak
literatirden farkli olarak bizim c¢alismamizda tetB geni varligi gosterilememistir.
Caligmamizda hem tetA geninin diisiikk oranda pozitif bulunmasi hem de tetB geni
pozitifligine rastlanmamasimin tetrasiklin direncine tetA/B genlerinin neden oldugu

diren¢ disinda bagska bir mekanizma ile direng olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biyofilmler ya tibbi cihaz ve biyomateryaller gibi cansiz ylizeyler iizerinde ya
da konakg1 hiicreleri ve mukozal yiizeyleri gibi canli ortamlar iizerinde olusabilen
mikroekosistemlerdir (171). Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenekleri

olumsuz kosullar altinda hayatta kalabilmek icin olusturduklar1 iyi bir stratejidir.
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Biyofilm icinde biiyiiyen mikroorganizmalar insan immiin sistemi bilesenlerine ve
birgok antimikrobiyal ajana karsi oldukga direncli hale gelmektedir (89).
Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma o6zelligi ile hastane ortaminda uzun siire
canli kalmasini saglamasinin yanisira, bakteriyi bazi antimikrobiyal ajanlara kars1 da
korumaktadir. Biyofilm igindeki mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlara kars1 ayni

genetik yapiya sahip planktonik formlarma oranla 100-1000 kat daha direnclidir (173).

Biyofilm olusturma yetenegi medikal cihazlarla iliskili olsun ya da olmasm,
nozokomiyal enfeksiyonlarin patogenezinde ¢ok onemli bir rol oynar (89). Kronik
bakteriyel enfeksiyonlarn %80’inden, nozokomiyal enfeksiyonlarin da %65’inden
biyofilm yapismin sorumlu oldugunu ortaya koyan caligsmalar bulunmaktadir (171).
Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler biyofilm olusturma yetenegine
sahiptir (173). Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar, artan yaslhi nufus ve implante
edilebilir tibbi cihazlarin kullanim1 nedeniyle giderek daha fazla rapor edilmektedir.
Biyofilm firsat¢1 patojenlerin kateterlere, implantlara, protezlere yapismasini ve ¢oklu
ilag direnci olusturmasmi kolaylastirmaktadir (89). Yapay kalp kapakgigi, stent,
katater, implant ve protez gibi ¢esitli tibbi cihazlar1 olan hastalarda stafilokoklar,
streptokoklar, enterokoklar, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
spp. gibi bir¢ok mikroorganizma biyofilm ile iliskili enfeksiyonlara neden olmaktadir
(194). Bu mikroorganizmalarin disinda Corynebacterium tdrlerinin de biyofilm
rettigi bilinmektedir (195).

Bir dizi ¢alisma invaziv enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen C. striatum'un
biyofilm iiretme yetenegini gostermistir, bu da biyofilm olusumunun bu organizma
icin bir virtulans faktori oldugunu disiindiirmektedir. Bununla birlikte, klinik
enfeksiyonun C. striatum'un biyofilm olusturma yetenegi ile iligkili olup olmadigi
belirsizligini korumaktadir (101). Corynebacterium tirlerinde gézlemlenen biyofilm
olusturma kapasitesiyle iliskili ¢oklu ila¢ direnci endise verici bir durum haline
gelmektedir (102). Biyofilmle iliskili enfeksiyonlar, hastanelerde 6nemli bir morbidite

ve mortalite nedeni olarak kabul edilmektedir (89).
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Biyofilm pek cok antibiyotik agisindan tedavide sorun yaratan bir yapidir.
Biyofilm matriksi pek c¢ok antibiyotik ve antiseptigin penetrasyonunu azaltarak
biyofilm icerisindeki bakteri hiicresine ulagsmasini engellemektedir (171). Bununla
birlikte siprofloksasin, amoksisilin/klavulanik asit, fosfomisin ve rifampisin gibi baz1
antibiyotiklerin biyofilm matriksinden gegiste sorun yasamadigi ve biyofilm
tabakasina 1yi penetre oldugu bilinmektedir (196, 197).

Biyofilm iligkili enfeksiyonlarm goériilme sikliginin artmasiyla birlikte biyofilm
olusumunu tespit etme yontemleri 6nem kazanmaya baslamustir (171). Kongo red agar
yontemi, modifiye tip yontemi (Modifiye Christensen yontemi), mikroplak yontemi,
floresan mikroskobisi, konfokal lazer tarama mikroskobisi ve elektron mikroskobisi
biyofilm olusumunu saptamak i¢in sik kullanilan yontemler olarak 6ne ¢ikmaktadir
(171, 173). Spektrofotometrik dlgtimlerle degerlendirilen mikroplak yontemi 6zellikle
tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemin diger yontemlerden daha hassas, spesifik ve
kantitatif sonuglar elde edilebildigi belirtilmektedir. Biyofilm saptama amaciyla yeni
teknolojiler de gelistirilmistir. Bunlar arasinda, elektrik akimma karsi direncteki
degisimin saptandigi “gercek zamanli hlicre analizi” yontemi, kiziltesi isinlarin
penetrasyonundaki degisimin Olgiildiigli “fiber-optik sensor” yontemi ve biyofilm
matriks komponentlerini saptamaya dayali “luminisan konjue oligotiyofen” yontemi
bulunmaktadir. Bu yontemler ile daha duyarli, hizli ve kantitatif olarak biyofilm yapis1
belirlenebilmektedir (171).

Qin ve ark. 2017 yilinda yaymladiklar1 hastanede yatan hastalarin kan
kalturlerinden izole ettikleri c¢oklu ilaca direncli Corynebacterium spp.’lerin
karakterizasyonunu inceledikleri ¢alismada izole edilen 22 adet c¢oklu ilaca direncli
Corynebacterium susunda mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumuna
baktiklarinda 14 sus (%82,4) biyofilm olusturabilmis olup bunlardan dokuz tanesi
(%64,3) C. striatum olarak tanimlanmustir. Qin ve ark. bu ¢calismasi kan 6rneklerinden
izole edilen farkli C. striatum suslar1 tarafindan degisken oranlarda biyofilm

olusumunu gosteren ilk rapor olarak literatiire girmistir (195).
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Brezilya’da nozokomiyal salgindan izole edilen iki tanesi ¢coklu ilaca direncli ve
iki tanesi ¢oklu ilaca duyarl olmak tizere dort farkli PFGE paternini temsil eden C.
striatum suslarmin  abiyotik yizeylerinde biyofilm olusturma kapasiteleri
arastirilmistir. Bu ¢alismada C. striatum izolatlar1 agirlikli olarak yogun bakim
iinitelerinde ve cerrahi servislerde endotrakeal entiibasyon yapilan hastalarm trakeal
aspiratlarmin saf kiiltiirlerinden elde edilmistir. Izole edilen ¢oklu ilaca direngli C.
striatum’un PFGE tip I ve II paternlerinin baskin oldugu goriilmektedir. Bu PFGE
paternlerine ait klinik izolatlarin, pozitif yikli poliliretan kateter yuzeyleri dahil olmak
Uzere cam gibi pozitif yukli hidrofilik ve polistiren gibi negatif yukliu hidrofobik
abiyotik yuzeylerde daha fazla biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu
goriilmiistiir. Sonuglar, C. striatum'un hem hidrofilik ve hem de hidrofobik abiyotik

yuzeylere yapisabildigini gostermistir (89).

Ramos ve ark. kan dolasimi enfeksiyonu ve kataterle iliskili enfeksiyon belirti
ve semptomlar1 olan hastanede yatan 21 hastanin kan ve kateter 6rneklerinden elde
edilen 23 C. striatum izolatinin ¢oklu ilaca direngli klonlarin1 ve abiyotik yiizeyler
Uzerinde biyofilm olusturma yeteneklerini 3 farkli yontemle incelemislerdir.
Polidretan ve silikon kateter yiizeyleri tizerinde biyofilm formasyonunu gdstermek igin
semi-kantitatif testler, dort farkli abiyotik yiizey (cam, metal, poliiiretan ve silikon)
Uzerinde kantitatif testler yapilmustir. Poliliretan ve silikon kateter ylizeyinde biyofilm
iiretme yetenegi taramali elektron mikroskobu ile de gosterilmistir. Tip I paterni
gosteren C. striatum izolati, hidrofilik ve pozitif yiiklii abiyotik bir yiizey olan cam
ylizeye ve polilretan ylzeye daha yiksek yapisma yetenegi gostermistir. Tip 1l PFGE
paterni gosteren C. striatum izolat1 ise negatif yiiklii ve hidrofobik polistiren yiizeye
daha yiiksek yapisma yetenegi gdstermistir. Her iki izolat metal ylizeye ise benzer
diizeyde yapigma yetenegi gostermislerdir. Semi-kantitatif test ile her iki C. striatum
izolatinin politretan ve silikon kateter ylizeyler izerinde yapisik canli sesil formlarmin
oldugu goriilmiistiir. Taramali elektron mikroskobu ile de hem Tip I paterni gosteren
hem de Tip Il PFGE paterni gosteren C. striatum izolatlarinin poliiiretan ve silikon
kateter ylzeyleri UGzerinde biyofilm olusumunun gucli gostergelerinden biri olan

mikrokoloni formasyonu olusturdugu goriilmiistiir. C. striatum izolatlarinda
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g6zlemlenen biyofilm olusumu ile yiiksek diizey ¢oklu ila¢ direncinin iliskili oldugunu

ve bunun da endise verici bir durum oldugu sonucuna ulagilmistir (102).

Cin’de ekstraseliiler matriksi bozan ajanlarin ¢oklu ilaca direngli C. striatum
izolatlarinin olusturduklar1 biyofilm {izerindeki anti-biyofilm etkilerinin arastirildigi
bir ¢alismada yirmi yedi adet C. striatum izolatinin biyofilm tiretimini tespit etmek
icin kristal viyole ile boyanan mikroplak yontemi ve taramali elektron mikroskobu
teknikleri kullanilmistir. Mikroplak yontemi ile izolatlarin tamaminin degisen
duizeylerde biyofilm iirettigi tespit edilmistir. Izolatlarm %29,6’s1 giiglil, %44,4°{i orta
diizeyde ve %25,9’nun zayif diizeyde biyofilm iirettigi gdzlenmistir. Izolatlarm ¢ogu
(%51,8) alt solunum yolu 6rneklerinden izole edilmistir ve giiclii biyofilm iireten tiim
izolatlarin baskin genotipe ait oldugu goriilmiistiir. Taramali elektron mikroskobu ile
zayif biyofilm iireten suslara gore gii¢lii biyofilm iireten suslarin daha matiir ve daha
yiiksek yogunlukta biyofilm olusturduklar1 goriilmiistiir. Calismada daha giiglii bir
biyofilm olusturma yetenegi sergileyen baskin klonlarin nozokomiyal bir salgina yol

actig1 gozlemlenmistir (198).

Kang ve ark. 2016 yilinda Mayis-Agustos aylar1 arasinda 51 hastanin kan
kilturlerinden izole edilen 64 adet C. striatum izolatinin klinik 6nemini etkileyen
faktorleri arastirdiklari ¢alismalarinda izolatlarin biyofilm olusumunu saptamak icin
mikroplak yontemini kullanmislardir. Birden fazla pozitif kan kiiltiiri olan hastalara
ait C. striatum izolatlarmin tek pozitif kan kiiltiirii olan hastalara ait C. striatum

izolatlarma gore daha fazla biyofilm tirettigi gériilmistiir (101).

Ozdemir ve ark. bes yillik siirecte hastanede yatan bakteriyemili hastalarm kan
kiltirlerinden izole edilen difteri-dis1 Corynebacterium suslarinin biyofilm olusumu
ve antimikrobiyal diren¢ prevalansini degerlendirdikleri ¢alismalarinda 126
Corynebacterium susu izole edilmistir. Biyofilm olusumu Kongo red agar yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma Tirkiye’de difteri-disi Corynebacterium suslarmnin
biyofilm olusumunu degerlendiren ilk rapor olmustur. Biyofilm iiretimi C. striatum
suslarinda %62, C. matruchotii suslarinda %53,8, C. afermentans suslarinda %50, C.

amycolatum suslarinda %50 ve C. jeikeium suslarinda %46 olarak tespit edilmistir.

85



Calismada izole edilen 16 Corynebacterium susu arasinda en sik izole edilen ilk bes

susta biyofilm oran1 %54 olarak bulunmustur (142).

Calismamizda izolatlarda biyofilm olusumu mikrotitrasyon plak yontemi ile
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Optik dansite Olcimleri 590 nm dalga
boyunda spektrofotometrik mikroplak okuyucu (ELISA Reader, Pasteur Diagnostic,
Fransa) ile yapilmistir. Calismaya dahil edilen 140 izolatin 37 tanesinde (%26,4)
biyofilm olusumu goézlenmis olup biyofilm olusturan suslarin tamami C. striatum
olarak tanimlanmistir. Biyofilm olusturan izolatlarin Ug tanesinin (%2,1) gug¢lu, dokuz
tanesinin (%6,4) orta derecede ve 25 tanesinin (%17,9) zayif derecede biyofilm
olusturdugu go6zlenmistir. C. striatum izolatlarmin %28’inde biyofilm olusumu
goriiliirken, %72’sinde biyofilm olusumu goériillmemistir. C. afermentans izolatlarmin

higbirinde biyofilm olusumu goriilmemistir (Tablo 19).

Calismamizda biyofilm olusturan &rneklerin %21,6’s1 dahili birimlerden,
%40,5’i cerrahi birimlerden ve %37,8’nin YBU’lerinden gonderilmistir. Cerrahi
birimlerden ve YBU’lerinden gonderilen &rneklerde biyofilm olusumunun daha
yiksek ¢ikmasi bu bdlimlerde yatan hastalarin Kkataterize olmasindan kaynakli

olabilecegi diistiniilebilir.

Bazi c¢alismalar, biyofilm olusturan izolatlardaki antimikrobiyal direng
oranlarmin biyofilm olusturmayan izolatlardan daha yiiksek oldugunu géstermistir
(142). Calismamizda literatirden farkli olarak hem biyofilm olusturan hem de
biyofilm olusturmayan suslarda antimikrobiyal diren¢ oranlar1 yiiksek bulunmustur.
Tum izolatlarimizda c¢oklu ilag direnci goriildigi igin, ilag direnci ile biyofilm

olugturma durumu arasindaki iliski istatistiksel olarak degerlendirilememistir.

Molekiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleri; salgmlarin belirlenmesi,
sirveyans ve filogenetik caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (64). Molekiler
tiplendirme yonteminin sahip olmasi gereken 6nemli 6zellikler vardir. Bunlar; glincel
ve gecerli olmasi, ayrim giiciiniin yiiksek olmasi, tiplendirilebilir ve tekrarlanabilir

olmasi, standardize edilebilir olmasi, kolay uygulanabilir ve yorumlanabilir olmasi,
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hizl1 ve ekonomik olmasidir (199). Bu 6zelliklerin bir¢ogunu tagsiyan PFGE yontemi,
bakteri genomunun>%90’dan fazlasint makrorestriksiyona ugratip bant paternleri
olusturarak DNA parmak izini ortaya ¢ikaran bir yontemdir. PFGE yontemi, izolatlar
arasidaki epidemiyolojik iligskinin gosterilmesinde mitkemmel bir yontemdir. Birgok
bakteri turd igin PFGE yontemi diger molekiler yontemlere gore daha fazla ayirt edici

ozellige sahiptir (64).

PFGE yontemi, bakteriyel tiplendirmede “altin standart” yontem olarak kabul
edilse de tam genom analizi yonteminin kullanima girmesiyle birlikte 6zellikle
filogenetik calismalarda tam genom analizi PFGE ydnteminin yerine gegcmeye
baglamustir. Ancak tam genom analizi maliyet etkin olmadig: igin tim laboratuvarlarda
uygulanabilir bir yontem degildir (69). PFGE yontemi hastanelerde salginin
belirlenmesi ve enfeksiyon kontroliinde hala en ¢ok basvurulan tiplendirme
yontemidir. PFGE yonteminin bazi1 dezavantajlar1 vardir; bunlardan biri emek yogun
bir islem olmas1 bir digeri ise sonug¢ verme siiresinin diger tiplendirme yontemlerine

gore daha uzun olmasidir (64).

PFGE yonteminin bircok mikroorganizma icin belirlenmis olan standart
protokolleri vardir. PFGE yonteminde bakteriyel DNA’y1 makrorestriksiyona ugratan
restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, kisa DNA dizilimlerini 6zgul olarak tanirlar
ve bu dizilimlere yakin bolgelerden ya da bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden
DNA’y1 keserler. PFGE i¢in genellikle 6-8 niikleotidi taniyan ve az sayida tanima
bdlgesine sahip olan RE’leri se¢ilmektedir (200). Bir¢ok bakteri tiirii icin belirlenmis
olan restriksiyon enzimleri vardir. En sik kullanilan restriksiyon enzimleri Xbal, Smal,
Apal, Sfil, Notl, Spel, Swal, Pacl, Xhol, Kpnl, Ascl, Binl, Avrll, Asel, Srfl ve Nhel’dir
(69).

Alibi ve ark. 2019 yilinda yaymladiklar1 2007-2012 yillar1 arasinda hastanede
yatmakta olan hastalarin ¢esitli Kklinik orneklerinden izole edilen makrolid ve
linkozamide direncli 85 adet C. striatum izolatimin fenotipik ve molekiler
karakterizasyonun inceledikleri caligmada Xbal enzimi ile yapilan PFGE yonteminde

85 C. striatum susunun, 18 farkli klona ait oldugunu bulmuslardir (70).
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Campanile ve ark. Italya’da 2005-2007 yillar1 arasinda ii¢ hastaneden izole
edilen 36 tane c¢oklu ilaca direngli C. striatum izolatinin DNA parmak izlerini
karakterize etmek icin yapilan ¢alismada iki farkli yontem kullanmiglardir. EcoRl
enzimi ile otomatik ribotipleme, Xbal ve Swal restriksiyon enzimleri ile PFGE
yontemini kullanmiglardir. CHEF DR 1l ile PFGE yontemini ¢alismiglardir. Calismada
once rastgele on sus tizerinde Xbal, Swal, Sfil ve Pacl restriksiyon enzimleri ile
yaptiklar1t PFGE sonuglarmda Xbal ve Swal enzimlerinin hem diisiik hem de yiiksek
molekiil agirlikli fragmanlarda daha iyi ¢oziiniirliik verdikleri goriiliince ¢alismaya
sadece bu iki enzim (Xbal ve Swal) ile devam edilmistir. Swal restriksiyon enzimi ile
yapilan analizde 36 sus, sadece bir klona ait olup U¢ farkli alt tipe dagildig:
gosterilmistir (al alt-tipte 30 sus, a2 alt-tipte 4 sus ve a3 alt-tipte 2 sus bulunmaktadir).
Xbal restriksiyon enzimi ile yapilan analizde ise A1 alt-tipte 27 sus, A2 alt-tipte yedi
sus ve A3 alt-tipte iki sus bulunmaktadir. Klinik izolatlarin PFGE paternleri C.
striatum ATCC 6940 susu ile karsilastirilmistir. Sonuglar ¢oklu ilaca direngli tek C.

striatum klonunun (¢ hastanede dolastigini gostermistir (94).

Chapartegui-Gonzalez ve ark. Ispanya’da 40 adet C. urealyticum’un
antimikrobiyal duyarlilik ve diren¢ mekanizmalari arastirmislardir. Calismalarinda
molekiiler epidemiyolojik yontem olarak tiplendirilebilirligi ve ayrim giicii yiiksek
olan PFGE yontemini kullanmislardir. Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan
analizde 40 sus 39 farkli PFGE paterni ortaya ¢ikarmistir. PFGE paterninin bir
tanesinde iki sus bulunmaktadir ve bu suslarin ayn1 hastadan sekiz giin arayla alinan

idrar 6rneklerinden izole edilmis ve ayn1 antibiyotik diren¢ profilini gosterdigi tespit

edilmistir (71).

Verroken ve ark. Belgika Universite hastanesinde sekiz aylik bir siire zarfinda
hastanede yatan on farkli hastanin alt solunum yolu 6rneklerinden elde edilen C.
striatum izolatlar1 ile paralel olarak solunum Orneklerinden elde edilen salgin ile
iliskisi olmayan bes C. striatum izolatlarinin epidemiyolojik arastirmasini
yapmiglardir. Epidemiyolojik analizde DiversiLab tiplendirme ve PFGE yontemlerini
kullanmiglardir. Salgnla ilgili on C. striatum izolatinin tiimii ayni1 rep-PCR paternine

sahip olup birbirleri arasinda %97,7 benzerlik gostermistir. Salginla iligkili olmayan
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bes sus arasindaki benzerlik <%97 olup farkli rep-PCR paterni sergilemislerdir.
Epidemiyolojik olarak salginla iliskisi olmayan iki izolat DiversiLab ile farkli bir rep-
PCR paternine karsilik gelirken, PFGE dendrograminda salgm kimesi iginde yer
almistir. PFGE analizi, salgnla iliskili on C. striatum susunu (¢ farkli kiimeye

ayirmistir (19).

Wang ve ark. calismalarinda Cin'de ii¢lincli basamak bir hastanede 14 aylik bir
sire boyunca yatan hastalarin alt solunum yolu érneklerinden elde edilen 82 tane ¢oklu
ilaca direncli C. striatum izolatina Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan PFGE
yonteminde tiim suslarin toplam 14 PFGE paterni sergiledigi tespit edilmistir. Tim
paternler i¢cindeki ic PFGE paterninin baskin klonlar1 igerdigi tespit edilmistir. Bu
klonlarin beyin cerrahi ve yogun bakim Unitelerinde dagildig1 goriilmiistiir (74).

2005-2009 yillar1 arasinda Ispanya'daki Marque’s de Valdecilla Universite
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda Klinik &érneklerinden elde edilen
altmis dort C. striatum izolatlarmin PFGE yontemi klonal yayilimina bakilmistir.
CHEF-DRIII sistemi kullanilarak Xbal restriksiyon enzimi ile PFGE yontemi
uygulanmistir. Altmis dort C. striatum izolat1 46 farkli PFGE paterni sergilemistir.
Tum paternler %63 ila %97 arasinda degisen Dice benzerlik katsayisi ile
degerlendirilmistir. Cogu PFGE paterni tek izolata karsilik gelirken, yedi izolat i¢in
patern gozlemlenmistir. C. striatum'daki yiiksek pulsotip sayisi, bu tiirde yiiksek bir
genetik cesitlilige isaret etmektedir. PFGE analizi, 64 C. striatum susunun ¢ogunlukla

iliskisiz oldugunu ve sporadik enfeksiyonlara neden oldugunu gostermistir (72).

Brezilya’da 2009-2013 yillar1 arasinda 42 aylik periyotta hastanede yatan
bakteriyemi ve kateter iligkili enfeksiyon belirti ve semptomlar1 olan 13 farkli servisten
21 hastanin kan ve kateter Orneklerinden elde edilen 23 C. striatum izolatinin
yayitllmmm PFGE analizine tabi tutuldugu calismada on bir PFGE paterni
bulunmustur. Tip | PFGE paterni, dokuz izolat ile izolatlar arasinda en sik g6zlemlenen

patern olup hematojen enfeksiyonu olan hastalar arasinda baskin olarak bulunmustur

(102).
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Calismamizda 26 aylik siirecte cesitli klinik servislerde tedavi goren hastalarin
orneklerinden elde etmis oldugumuz 140 Corynebacterium izolatinin %90,7
kiimelesme orani ile 46 farkli PFGE paterni gosterdigi tespit edilmistir. En biiyiik
kiime; 12 C. striatum izolatinin yer aldig1 A kiimesidir. A kiimesindeki 12 susun alt1
tanesi YBU’sinden, dort tanesi cerrahi birimlerden ve iki tanesi dahili birimlerden
gelmistir. A kiimesine ait suslarin dort tanesi kan, bes tanesi yara ve {i¢ tanesi de TA
orneginden izole edilmistir. A kiimesine en yakin benzerlik gosteren kiime on sus
iceren Al kiimesidir. Al kiimesine ait suslarin bes tanesi TA, dort tanesi yara ve bir
tanesi balgam 6rneginden izole edilmistir. A kiimesine ait izolatlarin Kasim 2022-
Ocak 2023 tarihleri arasinda ortopedi, plastik cerrahi ve yogun bakim iinitelerinden

gelen 6rneklerden elde edildigi tespit edilmistir.
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SONUCLAR

. Caligmaya dahil edilen 140 Corynebacterium izolatin tanimlanmasi MALDI-
TOF MS ile yapildi. Suslarin 132’si (%94,3) C. striatum ve sekizi (%5,7) C.
afermentans olarak tespit edildi.

Suslarin 21°1 (%15) kan, yedisi (%5) kateter i¢i kan, 48’1 (%34,3) yara, 46’s1
(%32,9) trakeal aspirat (TA), 11’1 (%7,9) balgam, dordii (%2,9) abse materyali

ve li¢gii (%2,1) plevral sivi 6rneklerinden izole edildi.

. En sik 1zole edilen klinik 6rnek yara (%34,3), ikinci en sik klinik 6rnek trakeal

aspirat (%32,9) iken; en az izole edilen klinik 6rnek ise %2,1 ile plevral sivi
ornegidir.

. Caligmamizdaki suslara ait 6rneklerden; 25 érnek (%17,9) dahili birimlerden, 46
ornek (%32,9) cerrahi birimlerden ve 69 06rnek (%49,3) yogun bakim
unitelerinden (YBU) gonderildi. En c¢ok &rnegin (%49,3) yogun bakim
unitelerinden gelmis oldugu tespit edildi.

. Tum suslara EUCAST rehberindeki 6neriler dogrultusunda Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi ¢alisildi. Suslarin tamami (%100)
linezolid ve vankomisine duyarl iken tamami (%100) siprofloksasin direncli
saptand1. Izolatlarm 1381 (%98,6) penisiline, 135’1 (%96,4) klindamisine, 139°u
(%99,3) rifampisin ve tetrasikline, 124’1 (%88,6) gentamisine ve 106’s1 (%75,7)
eritromisine direngli saptandi.

C. striatum izolatlarinin tamami (%100) siprofloksasin ve tetrasikline, %98,5’i
penisiline, %99,2’si rifampisine, %97’si klindamisine, %90,2’si gentamisine ve
%74,2’si eritromisine direngli saptandi. C. striatum izolatlarinin tamami (%100)
linezolid ve vankomisine duyarli bulundu.

C. afermentans izolatlarmm tamami (%100,0) penisilin, eritromisin,
siprofloksasin ve rifampisine direngli bulundu. izolatlarm %87,5°i klindamisin
ve tetrasikline, %62,5’i ise gentamisine direncli saptandi. C. afermentans
izolatlarimin tamami (%100) linezolid ve vankomisine duyarli bulundu.

. Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarma gore; hem C. striatum hem de C.
afermentans izolatlar1 dikkat cekici bir sekilde coklu ila¢ direncine sahip

olduklar1 ve antimikrobiyal direng oranlarinin yiiksek oldugu tespit edildi.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Tum izolatlarda PCR ile direng geni varlig1 arastirildi. izolatlarin %94,3iinde bla
geni, %95’inde ampC geni, %95,7’sinde ermX geni, %90’ninda aac(3)-XI geni,
%92,1’inde aphAl geni, %97,9’unda gyrA geni ve %32,9’unda tetA geni pozitif
saptandi. ermB ve tetB genleri izolatlarin higbirinde pozitif bulunmada.

C. striatum izolatlarmin %99,2’sinde bla ve ampC geni, %96,2’sinde ermX geni,
%93,2’sinde aac(3)-XI geni, %91,7’sinde aphAl geni ve %34,8’inde tetA geni
pozitif saptandi. gyrA geni C. striatum izolatlarinin tamaminda pozitif saptandu.
ermB ve tetB genleri ise C. striatum izolatlarinin higbirinde pozitif bulunmadi.
C. afermentans izolatlarmin %12,5’sinde bla geni, %25’inde ampC geni,
%87,5’inde ermX geni, %37,5’inde aac(3)-XI geni ve %62,5’inde gyrA geni
pozitif saptandi. C. afermentans izolatlarinin tamaminda (%100,0) aphAl geni
pozitif saptandi. ermB, tetA ve tetB genleri ise C. afermentans izolatlarinin
higbirinde pozitif bulunmadi.

Izolatlarda bla geni ve ampC geni pozitifligi ile fenotipik olarak yiiksek penisilin
direng orani arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). aac(3)-XI geni
pozitif olanlarda anlamli bir sekilde gentamisin direng orani yiuksek bulunmustur
(p<0,05). aphA1l geni pozitif olanlarda anlamli bir sekilde gentamisin direng orani
yiiksek bulunmustur (p<0,05). ermX geni pozitif olan izolatlarda anlamli bir
sekilde eritromisin direng orani yiiksek bulunmustur (p<0,05). ermX geni pozitif
olan izolatlarda anlamli bir sekilde klindamisin diren¢ oran1 yiksek bulunmustur
(p<0,05). Izolatlarda tetA geni pozitifligi ile fenotipik olarak yiiksek tetrasiklin
direng orani arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).

Izolatlarda biyofilm olusumu mikrotitrasyon plak yontemi ile semikantitatif
olarak degerlendirildi. Calismadaki 140 izolatin 37 tanesinde (%26,4) biyofilm
olusumu goézlendi. Biyofilm olusturan izolatlarin U¢ tanesinin (%2,1) gugld,
dokuz tanesinin (%6,4) orta derecede ve 25 tanesinin (%17,9) zayif derecede
biyofilm olusturdugu gozlendi. izolatlarm 103 tanesinde (%73,6) ise biyofilm
olusumu goriilmedi.

C. striatum izolatlarmm %28’inde biyofilm olusumu goriiliirken, %72’sinde
biyofilm olusumu goriilmedi. C. afermentans izolatlarinin higbirinde biyofilm

olusumu gozlenmedi.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

Corynebacterium tarleri ile biyofilm olusumu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamuistir (p>0,05).

Calismadaki 140 susun klonal iligskisi PFGE yontemi ile arastirildi. 140 sus 46
farkli PFGE paterni g0sterdi. Paternlerden 13 tanesi yalnizca birer sus
icermekteydi. Kalan 33 patern ise kiime olusturan suslar1 icermekte olup kiime
genisligi 2-12 arasinda degismekteydi. Kiimelesme orani %90,7 olarak saptandi.
Bu da hastanemizde 26 aylik siiregte ayn1 kiimeye ait suslarin ¢esitli kliniklerde
hem hastalarda enfeksiyona hem de cevrede kolonizasyona neden oldugunu
gostermektedir.

Hastanemizdeki Corynebacterium suslarinin antimikrobiyal direng oranlar1 ve
direng geni oranlarmin yiiksek olusu oldukga dikkat ¢ekicidir.

Ozellikle riskli hasta gruplarinda bu mikroorganizmalarin etken olma olasilig1
akilda tutulmalidir ve hastalara uygun tedavi planlari yapilmalidir.

Hastane enfeksiyonlarina neden olan basta C. striatum olmak {izere diger difteri
dis1 Corynebacterium'lara kars1 farkindaligi artirmak ve biyofilm kaynakli
enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in hastanelerde enfeksiyon kontrol komitesi tarafindan
difteri dis1 Corynebacterium tdrleri ile ilgili aktif slrveyans c¢alismalari
yapilmalidir.

Saglik c¢alisanlar1 ve ortak tibbi ekipmanlarla hastadan hastaya bulas
olabileceginden dolay1 saglik c¢alisanlarinin el hijyenine uymasi ve tibbi
ckipmanlarin ve hastane ortamindaki cansiz yuzeylerin dezenfekte edilmesi

onemlidir.

93



10.

11.

12.

13.

14.

KAYNAK

Uzun M. Murray tibbi mikrobiyoloji. In: Dirdal Us, Ahmet Basustaoglu, editor.
Corynebacterium ve diger Gram pozitif basiller. 7 ed. Ankara: Pelikan Kitabevi;
2016. p. 222-7.

Rajamani Sekar SK, Veeraraghavan B, Anandan S, Devanga Ragupathi NK,
Sangal L, Joshi S. Strengthening the laboratory diagnosis of pathogenic
Corynebacterium species in the vaccine era. Lett Appl Microbiol.
2017;65(5):354-65.

Mochon AB, Sussland D, Saubolle MA. Aerobic actinomycetes of clinical
significance. Microbiol Spectr. 2016;4(4).

Busse H-J. The Actinobacteria. In: Aidan Parte WW, Michael Goodfellow,
Peter Kdmpfer, Hans-Jurgen Busse, Martha Trujillo, Wolfgang Ludwig, Ken-
ichiro Suzuki, editor. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. 5. 2 ed. New
York: Springer; 2012. p. 244-89.

Carlos Leonardo Aradjo JA, Alyne Lima, Larissa Dias, Patricia Silva, Joana
Marques, Vasco Azevedo, Artur Silva and Adriana Folador. The genus
Corynebacterium in the eenomic era. In: Enany S, editor. Basic biology and
applications of Actinobacteria. 5 ed2018. p. 59-77.

Chen FL, Hsueh PR, Teng SO, Ou TY, Lee WS. Corynebacterium striatum
bacteremia associated with central venous catheter infection. J Microbiol
Immunol Infect. 2012;45(3):255-8.

Daisuke U, Oishi T, Yamane K, Terada K. Corynebacterium
striatum bacteremia associated with a catheter-related blood stream infection.
Case Rep Infect Dis. 2017;2017:2682149.

Boltin D, Katzir M, Bugoslavsky V, Yalashvili I, Brosh-Nissimov T, Fried M,
et al. Corynebacterium striatum--a classic pathogen eluding diagnosis. Eur J
Intern Med. 2009;20(3):e49-52.

Winn W. Aerobic and facultative Gram positive bacilli. Koneman's color atlas
and text book of diagnostic microbiology, 2006:765-857.

Gomila M, Renom F, Gallegos Mdel C, Garau M, Guerrero D, Soriano JB, et
al. Identification and diversity of multiresistant Corynebacterium striatum
clinical isolates by MALDI-TOF mass spectrometry and by a multigene
sequencing approach. BMC Microbiol. 2012, 4;12:52.

Parte AC, Sarda Carbasse J, Meier-Kolthoff JP, Reimer LC, Goker M. List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) moves to the
DSMZ. Int J Syst Evol Microbiol. 2020;70(11):5607-12.

Casella P, Bosoni M, Tommasi A. Recurrent Corynebacterium aquaticum
peritonitis in a patient undergoing continuous ambulatory peritoneal dialysis.
Clinical Microbiology Newsletter. 1988;10(8):62-3.

Dragomirescu CC, Lixandru BE, Coldea IL, Corneli ON, Pana M, Palade AM,
et al. Antimicrobial susceptibility testing for Corynebacterium species isolated
from clinical samples in Romania. Antibiotics (Basel). 2020;9(1):31.
VenkataSarada C, Rao R. Non diphtheritic corynebacteria (NDC) and their
clinical significance: clinical microbiologist's perspective. Am J Epidemiol.
2014;2:83-7.

94



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Silva-Santana G, Silva CMF, Olivella JGB, Silva IF, Fernandes LMO, Sued-
Karam BR, et al. Worldwide survey of Corynebacterium striatum increasingly
associated with human invasive infections, nosocomial outbreak, and
antimicrobial multidrug-resistance, 1976-2020.  Arch  Microbiol.
2021;203(5):1863-80.

Olender A, Bogut A, Magrys A, Krél-Turminska K. A novel approach to study
the effect of ciprofloxacin on biofilms of Corynebacterium spp. using confocal
laser scanning microscopy. Pol J Microbiol. 2018;67(4):431-40.

Bernard K. The genus corynebacterium and other medically relevant
coryneform-like bacteria. J Clin Microbiol. 2012;50(10):3152-8.

Tanriverdi Y, Korkmaz F, Birinci A. Hastanemizde 2014-2017 yillarinda
ureyen Corynebacterium izolatlarmin degerlendirilmesi. Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi. 2017;3(2):6-8.

Verroken A, Bauraing C, Deplano A, Bogaerts P, Huang D, Wauters G, et al.
Epidemiological investigation of a nosocomial outbreak of multidrug-resistant
Corynebacterium striatum at one Belgian university hospital. Clin Microbiol
Infect. 2014;20(1):44-50.

Wang X, Zhou H, Chen D, Du P, Lan R, Qiu X, et al. Whole-genome
sequencing reveals a prolonged and persistent intrahospital transmission of
Corynebacterium striatum, an emerging multidrug-resistant pathogen. J Clin
Microbiol. 2019;57(9).

Asgin N. Klinik 6rneklerden izole edilen Corynebacterium striatum suslarmin
in-vitro antibiyotik direnc profili. ANKEM Derg. 2019;33(3):102-7.

Silva CMF, Mota HF, Cabra FdO, Farias YV, Dimas SM, de Santana GS, et al.
Multiresistance and endemic status of Corynebacterium striatum associated
with nosocomial infections: a critical situation in intensive care units and varied
wards of a tertiary care hospital, Rio de Janeiro metropolitan area, Brazil.
Brazilian Health Biomed Sci. 2021;20(2):114-28.

Asgin N, Otlu B. Antimicrobial resistance and molecular epidemiology
of Corynebacterium striatum isolated in a tertiary hospital in Turkey.
Pathogens. 2020;9(2):136.

Celik C, Buyiktuna SA, Tutar U, Gézel MG, Uysal EB, Bakici MZ. Cesitli
enfeksiyonlarda patojen rolii yeniden énem kazanan korinebakteri tirlerinde
antimikrobiyal duyarlilik. Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2016;36(3):138-42.
Trost E, Blom J, Soares Sde C, Huang IH, Al-Dilaimi A, Schroder J, et al.
Pangenomic study of Corynebacterium diphtheriae that provides insights into
the genomic diversity of pathogenic isolates from cases of classical diphtheria,
endocarditis, and pneumonia. Journal of bacteriology. 2012;194(12):3199-215.
Funke G, von Graevenitz A, Clarridge JE 3rd, Bernard KA. Clinical
microbiology of coryneform bacteria. Clin Microbiol Rev. 1997;10(1):125-59.
Lawson. PA. The Phylum Actinobacteria. In: Paola Mattarelli BB, Wilhelm H.
Holzapfel, Brian J.B. Wood, editor. The Bifidobacteria and Related Organisms.
1 ed: Elsevier; 2018. p. 1-8.

Booth J. Diseases Caused by Actinomyces Species. In: Enna SJ, Bylund DB,
editors. XPharm: The Comprehensive Pharmacology Reference. 1 ed.
Amsterdam: Elsevier; 2008. p. 1-4.

Neemuchwala A, Soares D, Ravirajan V, Marchand-Austin A, Kus JV, Patel
SN. In vitro antibiotic susceptibility pattern of non-diphtheriae

95



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Corynebacterium isolates in Ontario, Canada, from 2011 to 2016. Antimicrob
Agents Chemother. 2018;62(4).

Hiilya Simsek, Demet Furkan Sevindi, Ozlem Yilmaz, Arzu Aksit I1ki, Rukiye
Berkem, Yesim Besli, M. Kerem Calgin. Aerop ve fakiltatif Gram pozitif
basiller. In: Ahmet Basustaoglu ADU, editor. Koneman’s Color Atlas and
Textbook of Diagnostic Microbiology (Turkge). 7 ed. Ankara: Hipokrat
Kitabevi; 2017. p. 868-97.

Liebl W. Corynebacterium taxonomy. Handbook of Corynebacterium
glutamicum. 2005;11:9-34.

Rosenberg E, DeLong EF, Lory S, Stackebrandt E, Thompson F. The
Prokaryotes: Actinobacteria: Springer Berlin Heidelberg; 2014.

Kathryn A. Bernard GF. Corynebacterium. In: M.E. Trujillo SD, P. DeVos, B.
Hedlund, P. Kdmpfer, F.A. Rainey and W.B. Whitman, editor. Bergey's Manual
of Systematics of Archaea and Bacteria. 1 ed2015. p. 1-70.

GOV.UK. {HYPERLINK https://www.gov.uk/government/publications/smi-
id-2-identification-of-corynebacterium-species”} Erisim tarihi: 2 Haziran 2023.
Funke G, Bernard KA. Coryneform Gram-positive rods. Manual of clinical
microbiology. 2011:413-42.

Balci I, Eksi F, Bayram A. Coryneform bacteria isolated from blood cultures
and their antibiotic susceptibilities. J Int Med Res. 2002;30(4):422-7.

Soriano F, Tauch A. Microbiological and clinical features of Corynebacterium
urealyticum: urinary tract stones and genomics as the Rosetta Stone. Clin
Microbiol Infect. 2008;14(7):632-43.

Zasada AA, Mosiej E. Contemporary microbiology and identification of
Corynebacteria spp. causing infections in human. Lett Appl Microbiol.
2018;66(6):472-83.

Soto A, Zapardiel J, Soriano F. Evaluation of API Coryne system for identifying
coryneform bacteria. J Clin Pathol. 1994;47(8):756-9.

Funke G, Renaud FN, Freney J, Riegel P. Multicenter evaluation of the updated
and extended APl (RAPID) Coryne database 2.0. J Clin Microbiol.
1997;35(12):3122-6.

Freney J, Duperron MT, Courtier C, Hansen W, Allard F, Boeufgras JM, et al.
Evaluation of APl Coryne in comparison with conventional methods for
identifying coryneform bacteria. J Clin Microbiol. 1991;29(1):38-41.
Adderson EE, Boudreaux JW, Cummings JR, Pounds S, Wilson DA, Procop
GW, et al. Identification of clinical coryneform bacterial isolates: comparison
of biochemical methods and sequence analysis of 16S rRNA and rpoB genes. J
Clin Microbiol. 2008;46(3):921-7.

Gavin SE, Leonard RB, Briselden AM, Coyle MB. Evaluation of the rapid
CORYNE identification system for Corynebacterium species and other
coryneforms. J Clin Microbiol. 1992;30(7):1692-5.

Funke G, Peters K, Aravena-Roman M. Evaluation of the RapID CB plus
system for identification of coryneform bacteria and Listeria spp. J Clin
Microbiol. 1998;36(9):2439-42.

Adderson EE, Boudreaux JW, Hayden RT. Infections caused by coryneform
bacteria in pediatric oncology patients. Pediatr Infect Dis J. 2008;27(2):136-41.

96


https://www.gov.uk/
http://www.gov.uk/government/publications/smi-

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

Duggal S, Gaind R, Tandon N, Deb M, Chugh TD. Comparison of an automated
system with conventional identification and antimicrobial susceptibility testing.
ISRN Microbiol. 2012;2012:107203.

Pincus DH. Microbial identification using the bioMérieux Vitek® 2 system.
Encyclopedia of Rapid Microbiological Methods Bethesda, MD: Parenteral
Drug Association. 2006;2006:1-32.

Rennie RP, Brosnikoff C, Turnbull L, Reller LB, Mirrett S, Janda W, et al.
Multicenter evaluation of the Vitek 2 anaerobe and Corynebacterium
identification card. J Clin Microbiol. 2008;46(8):2646-51.

Van den Velde S, Lagrou K, Desmet K, Wauters G, Verhaegen J. Species
identification of corynebacteria by cellular fatty acid analysis. Diagn Microbiol
Infect Dis. 2006;54(2):99-104.

Konrad R, Berger A, Huber I, Boschert V, Hormansdorfer S, Busch U, et al.
Matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry as a tool for rapid diagnosis of potentially toxigenic
Corynebacterium species in the laboratory management of diphtheria-
associated bacteria. Euro Surveill. 2010;15(43):19699.

Mellmann A, Cloud J, Maier T, Keckevoet U, Ramminger I, lwen P, et al.
Evaluation of matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass
spectrometry in comparison to 16S rRNA gene sequencing for species
identification of nonfermenting bacteria. J Clin Microbiol. 2008;46(6):1946-54.
Bao R, Gao X, Hu B, Zhou Z. Matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry: a powerful tool for identification of
Corynebacterium species. J Thorac Dis. 2017;9(9):3239-45.

De Carolis E, Vella A, Vaccaro L, Torelli R, Spanu T, Fiori B, et al. Application
of MALDI-TOF mass spectrometry in clinical diagnostic microbiology. J Infect
Dev Ctries. 2014;8(9):1081-8.

Alatoom AA, Cazanave CJ, Cunningham SA, Ihde SM, Patel R. Identification
of non-diphtheriae Corynebacterium by use of matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry. J Clin Microbiol. 2012;50(1):160-
3.

Croxatto A, Prod'hom G, Greub G. Applications of MALDI-TOF mass
spectrometry in clinical diagnostic microbiology. FEMS Microbiol Rev.
2012;36(2):380-407.

Am Song S, Shin JH. Microbiological characteristics of Corynebacterium
striatum, an emerging pathogen. Hanyang Medical Reviews. 2018;38(2):93-8.
Khamis A, Raoult D, La Scola B. Comparison between rpoB and 16S rRNA
gene sequencing for molecular identification of 168 clinical isolates of
Corynebacterium. J Clin Microbiol. 2005;43(4):1934-6.

Stackebrandt E. Taxonomic parameters revisited: tarnished gold standards.
Microbiol Today 2006;33:152-5.

Yassin AF, Steiner U, Ludwig W. Corynebacterium aurimucosum sp. nov. and
emended description of Corynebacterium minutissimum Collins and Jones
(1983). Int J Syst Evol Microbiol. 2002;52(Pt 3):1001-5.

Funke G, Ramos CP, Collins MD. Corynebacterium coyleae sp. nov., isolated
from human clinical specimens. Int J Syst Bacteriol. 1997;47(1):92-6.

97



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Pascual C, Lawson PA, Farrow JA, Gimenez MN, Collins MD. Phylogenetic
analysis of the genus Corynebacterium based on 16S rRNA gene sequences. Int
J Syst Bacteriol. 1995;45(4):724-8.

Funke G, Lawson PA, Collins MD. Corynebacterium mucifaciens sp. nov., an
unusual species from human clinical material. Int J Syst Bacteriol.
1997;47(4):952-7.

Riegel P, Ruimy R, Renaud FN, Freney J, Prevost G, Jehl F, et al.
Corynebacterium singulare sp. nov., a new species for urease-positive strains
related to Corynebacterium minutissimum. Int J Syst Bacteriol.
1997;47(4):1092-6.

Riza Durmaz Ozgen Eser, Baris Otlu, editor. Molekiiler mikrobiyoloji tan1 ve
epidemiyoloji. Ankara: Akademisyen Kitabevi; 2022.

Yidirmm IH, Yildmm SC, Kogak N. Molecular methods for bacterial
genotyping and analyzed gene regions. J Microbiol Infect Dis. 2011;1(01):42-
6.

Yagc1 A. Infeksiyon hastaliklarmin epidemiyolojik analizinde kullanilan
molekdiler

tiplendirme yontemleri. Flora. 2001;6(2):67-73

Tiire M, Altinok I. Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) metodu ve akuatik
organizmalarda kullanim1. Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri
Fakultesi Dergisi. 2013;9(1):44-54.

Liu X, Huang M, Zhang H, Li W, Pang Z, Lin P, et al. Application of pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE) in Bacillus cereus typing. Int J Clin Exp Pathol
2016;9(9):9497-502.

Neoh HM, Tan XE, Sapri HF, Tan TL. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE):
A review of the "gold standard” for bacteria typing and current alternatives.
Infect Genet Evol. 2019;74:103935.

Alibi S, Ferjani A, Boukadida J, Navas Méndez J. Phenotypic and molecular
characterization of resistance to macrolides and lincosamides in
Corynebacterium striatum clinical strains isolated from Tunisia. Clin Med
Invest. 2019;4:1-4

Chapartegui-Gonzélez 1, Fernandez-Martinez M, Rodriguez-Fernandez A,
Rocha DJP, Aguiar ERGR, Pacheco LGC, et al. Antimicrobial susceptibility
and characterization of resistance mechanisms of Corynebacterium
urealyticum clinical isolates. Antibiotics (Basel). 2020;9(7).

Navas J, Fernandez-Martinez M, Salas C, Cano ME, Martinez-Martinez L.
Susceptibility to aminoglycosides and distribution of aph and aac(3)-XI genes
among  Corynebacterium  striatum clinical isolates. PL0oS One.
2016;11(12):e0167856.

Garcia-Crespo D, Navas J, Gradillas G, Juste RA. Technical note: molecular
typing of Corynebacterium bovis isolates by pulsed-field gel electrophoresis. J
Dairy Sci. 2005;88(5):1705-7.

Wang J, Wang Y, Du X, Cui J, Wang K, Zhang L, Han Y. Rapid transmission
of multidrug-resistant Corynebacterium striatum among susceptible patients in
a tertiary hospital in China. J Infect Dev Ctries. 2016;10(12):1299-305.

Basim E, Basim H. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) technique and its
use in molecular biology. Turkish journal of biology 2001;25(4):405-18.

98



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV, Mickelsen PA, Murray BE, Persing DH,
et al. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced by pulsed-
field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. J Clin Microbiol.
1995;33(9):2233-9.

Reddy BS, Chaudhury A, Kalawat U, Jayaprada R, Reddy G, Ramana BV.
Isolation, speciation, and antibiogram of clinically relevant non-diphtherial
Corynebacteria (Diphtheroids). Indian J Med Microbiol. 2012;30(1):52-7.
Weiss K, Laverdiére M, Rivest R. Comparison of antimicrobial susceptibilities
of Corynebacterium species by broth microdilution and disk diffusion methods.
Antimicrob Agents Chemother. 1996;40(4):930-3.

Barberis CM, Sandoval E, Rodriguez CH, Ramirez MS, Famiglietti A,
Almuzara M, et al. Comparison between disk diffusion and agar dilution
methods to determine in vitro susceptibility of Corynebacterium spp. clinical
isolates and update of their susceptibility. J Glob Antimicrob Resist.
2018;14:246-52.

Andrews JM; BSAC Working Party on Susceptibility Testing. BSAC
standardized disc susceptibility testing method (version 8). J Antimicrob
Chemother. 2009;64(3):454-89.

Clinical breakpoints and dosing of antibiotics 2014 [p.]. Available from:
https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

Salem N, Salem L, Saber S, Ismail G, Bluth MH. Corynebacterium
urealyticum: a comprehensive review of an understated organism. Infect Drug
Resist. 2015;8:129-45.

Gomila M, Renom F, Gallegos Mdel C, Garau M, Guerrero D, Soriano JB, et
al. Identification and diversity of multiresistant Corynebacterium striatum
clinical isolates by MALDI-TOF mass spectrometry and by a multigene
sequencing approach. BMC Microbiol. 2012;12:52.

Bowstead TT, Santiago SM. Pleuropulmonary infection due to
Corynebacterium striatum. Br J Dis Chest. 1980;74(2):198-200.

Otsuka Y, Ohkusu K, Kawamura Y, Baba S, Ezaki T, Kimura S. Emergence of
multidrug-resistant Corynebacterium striatum as a nosocomial pathogen in
long-term hospitalized patients with underlying diseases. Diagn Microbiol
Infect Dis. 2006;54(2):109-14.

Renom F, Garau M, Rubi M, Ramis F, Galmés A, Soriano JB. Nosocomial
outbreak of Corynebacterium striatum infection in patients with chronic
obstructive pulmonary disease. J Clin Microbiol. 2007;45(6):2064-7.

Alibi S, Ferjani A, Boukadida J, Cano ME, Fernandez-Martinez M, Martinez-
Martinez L, et al. Occurrence of Corynebacterium striatum as an emerging
antibiotic-resistant nosocomial pathogen in a Tunisian hospital. Sci Rep.
2017;7(1):9704.

Ramos JN, Rodrigues IDS, Baio PVP, Veras JFC, Ramos RTJ, Pacheco LG, et
al. Genome sequence of a multidrug-resistant Corynebacterium striatum
isolated from bloodstream infection from a nosocomial outbreak in Rio de
Janeiro, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2018;113(9):e180051.

Souza Cd, Faria YV, Sant'Anna Lde O, Viana VG, Seabra SH, Souza MC, et
al. Biofilm production by multiresistant Corynebacterium striatum associated
with nosocomial outbreak. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015;110(2):242-8.

99


https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

90. Wang X, Zhou H, Du P, Lan R, Chen D, Dong A, et al. Genomic epidemiology
of Corynebacterium striatum from three regions of China: an emerging national
nosocomial epidemic. J Hosp Infect. 2021;110:67-75.

91. Tang J, Kornblum D, Godefroy N, Monsel G, Robert J, Caumes E, et
al. Corynebacterium striatum thrombophlebitis: a nosocomial multidrug-
resistant disease? Access Microbiol. 2021;3(12):000307.

92. Agrawal SK, Khullar S, Srivastava A, Kapil A, Dhawan B. Corynebacterium
striatum: An emerging nosocomial skin and soft-tissue pathogen. Natl Med J
India. 2021;34(2):88-9.

93. McMullen AR, Anderson N, Wallace MA, Shupe A, Burnham CA. When good
bugs go bad: Epidemiology and antimicrobial resistance profiles of
Corynebacterium striatum, an emerging multidrug-resistant, opportunistic
pathogen. Antimicrob Agents Chemother. 2017;61(11):e01111-7.

94. Campanile F, Carretto E, Barbarini D, Grigis A, Falcone M, Goglio A, et al.
Clonal multidrug-resistant Corynebacterium striatum strains, Italy. Emerg
Infect Dis. 2009;15(1):75-8.

95. Suh JW, Ju Y, Lee CK, Sohn JW, Kim MJ, Yoon YK. Molecular epidemiology
and clinical significance of Corynebacterium striatum isolated from clinical
specimens. Infect Drug Resist. 2019;12:161-71.

96. Nudel K, Zhao X, Basu S, Dong X, Hoffmann M, Feldgarden M, et al.
Genomics of Corynebacterium striatum, an emerging multidrug-resistant
pathogen of immunocompromised patients. Clin  Microbiol Infect.
2018;24(9):1016.e7-.e13.

97. Alibi S, Ramos-Vivas J, Ben Selma W, Ben Mansour H, Boukadida J, Navas J.
Virulence of clinically relevant multidrug resistant Corynebacterium striatum
strains and their ability to adhere to human epithelial cells and inert surfaces.
Microb Pathog. 2021;155:104887.

98. Wang J, Pei J, Liu M, Huang R, Li J, Liao S, Liang J. ldentification and
evolutionary relationship of Corynebacterium striatum clinical isolates.
Pathogens. 2022;11(9):1012.

99. Baio PV, Mota HF, Freitas AD, Gomes DL, Ramos JN, Sant'Anna LO, et al.
Clonal multidrug-resistant Corynebacterium striatum within a nosocomial
environment, Rio de Janeiro, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2013;108(1):23-
9.

100.Selek MB, Atik TK, Bektére B, Baylan O, Ozyurt M. Immiin sistemi
baskilanmig bir hastada Corynebacterium striatum’un etken oldugu pnémoni ve
bakteriyemi olgusu. Gulhane Tip Derg. 2015;57:193-5.

101. Kang SJ, Choi SM, Choi JA, Choi JU, Oh TH, Kim SE, et al. Factors affecting
the clinical relevance of Corynebacterium striatum isolated from blood
cultures. PLoS One. 2018;13(6):€0199454.

102. Ramos JN, Souza C, Faria YV, da Silva EC, Veras JFC, Baio PVP, et al.
Bloodstream and catheter-related infections due to different clones of
multidrug-resistant and biofilm producer Corynebacterium striatum. BMC
Infect Dis. 2019;19(1):672.

103. SOderquist B,  Henningsson T, Stegger M. Corynebacterium
striatum prosthetic joint infection successfully treated with long-term
dalbavancin. Microorganisms. 2023;11(3):550.

100



104. Fernandez-Esgueva M, Pérez-Jimeno N, Roda-Rojo V, Ferrer-Ceron |I.
Corynebacterium striatum prosthetic joint infection. Enferm Infecc Microbiol
Clin. 2019;37(7):480-1.

105. Streifel AC, Varley CD, Ham Y, Sikka MK, Lewis JS 2nd. The challenge of
antibiotic selection in prosthetic joint infections due to Corynebacterium
striatum: a case report. BMC Infect Dis. 2022;22(1):290.

106. Lee YW, Huh JW, Hong SB, Jung J, Kim MJ, Chong YP, et al. Severe
pneumonia caused by Corynebacterium striatum in adults, Seoul, South Korea,
2014-2019. Emerg Infect Dis. 2022;28(11):2147-54.

107. Yatera K, Mukae H. Corynebacterium species as one of the major causative
pathogens of bacterial pneumonia. Respir Investig. 2020;58(3):131-3.

108. Zhang MJ, Cao XJ, FanJ, Yin ZG, Yu K. Corynebacterium striatum meningitis
combined with suspected brain and lung abscesses: a case report and review.
BMC Infect Dis. 2020;20(1):389.

109. Kammoun MM, Regaieg K, Bahloul M, Ammar R, Bouaziz M.
Corynebacterium striatum meningitis. Med Mal Infect. 2016;46(8):454-6.

110. Melo N, Correia C, Gongalves J, Dias M, Garcia RM, Palma P, et
al. Corynebacterium striatum cardiac device-related endocarditis: A case
report. IDCases. 2021;27:e01371.

111. Cabanilla MG, Jones E, Norville SV, Santana A. A case series
of Corynebacterium striatum native valve infective endocarditis. J Cardiol
Cases. 2022;26(3):194-6.

112. Blackberg A, Falk L, Oldberg K, Olaison L, Rasmussen M. Infective
endocarditis due to Corynebacterium species: Clinical features and antibiotic
resistance. Open Forum Infect Dis. 2021;8(3):0fab055.

113. Hollnagel K, Willen J, Ellis M, Soleimanifard Y, Booth R, Nandi S.
Chronic Corynebacterium striatum septic arthritis in a patient referred for total
knee arthroplasty. Case Rep Orthop. 2020;2020:1392182.

114. Kawaguchi Y, Okamoto H, Endo K, Iwata H, Joyo Y, Nozaki M, et al.
Pyogenic tenosynovitis of the wrist due to Corynebacterium striatum in a
patient with dermatomyositis: A case report. Medicine (Baltimore).
2020;99(3):e18761.

115. Zhang H, Tan X, Zhang Z, Yang X, Wang L, Li M, et al. Targeted antibiotics
for lower respiratory tract infection with Corynebacterium striatum. Infect
Drug Resist. 2023;16:2019-28.

116. Elkayam N, Urazov A, Tuneev K, Chapnick E. Corynebacterium striatum
bacteremia associated with cellulitis in a patient with cirrhosis. IDCases.
2019;17:e00575.

117. Saito S, Kawamura I, Tsukahara M, Uemura K, Ohkusu K, Kurai H. Cellulitis
and bacteremia due to Corynebacterium striatum identified by Matrix-assisted
Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry. Intern Med.
2016;55(9):1203-5.

118. Kitayama S, Saito K, Sato Y. Peritoneal dialysis-related peritonitis due to
Corynebacterium striatum: An emerging multidrug-resistant pathogen. Ther
Apher Dial. 2021;25(2):254-5.

119. Molina Collada J, Rico Nieto A, Diaz de Bustamante Ussia M, Balsa Criado
A. Septic arthritis in a native knee due to Corynebacterium striatum. Reumatol
Clin. 2018;14(5):301-2.

101



120. Feced Olmos CM, Alegre Sancho JJ, Ivorra Cortés J, Roman Ivorra JA. Septic
arthritis of the shoulder due to Corynebacterium striatum. Reumatol Clin.
2013;9(6):383.

121.Bayram S, Bilgili F, Anarat FB, Saka E. Subacute osteomyelitis of the fibula
due to Corynebacterium striatum in an immunocompetent child: A case report.
JBJS Case Connect. 2019;9(2):e0220.

122. Beltran-Arroyave C, Diaz-Diaz A, Loaiza-Diaz N. Chronic osteomyelitis due
to Corynebacterium striatum in a female adolescent. Rev Chilena Infectol.
2016;33(6):696-9.

123. Yamamoto T, Kenzaka T, Mizuki S, Nakashima Y, Kou H, Maruo M, et al. An
extremely rare case of tubo-ovarian abscesses involving Corynebacterium
striatum as causative agent. BMC Infect Dis. 2016;16(1):527.

124. Biswal 1, Mohapatra S, Deb M, Dawar R, Gaind R. Corynebacterium striatum:
an emerging nosocomial pathogen in a case of laryngeal carcinoma. Indian J
Med Microbiol. 2014;32(3):323-4.

125. Chatzopoulou M, Koufakis T, Voulgaridi I, Gabranis I, Tsiakalou M. A case
of fatal sepsis due to multidrug-resistant Corynebacterium striatum.
Hippokratia. 2016;20(1):67-9.

126. Beteta Lopez A, Gil Ruiz MT, Vega Prado L, Fajardo Olivares M. Cystitis and
haematuria due to Corynebacterium striatum. A case report and review. Actas
Urol Esp. 2009;33(8):909-12.

127. Stone N, Gillett P, Burge S. Breast abscess due to Corynebacterium striatum.
Br J Dermatol. 1997;137(4):623-5.

128.Peiris 'V, Fraser S, Knowles C, Norris S, Bennett C. Isolation of
Corynebacterium striatum from three hospital patients. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis. 1994;13(1):36-8.

129. Shanbhag SS, Shih G, Bispo PJM, Chodosh J, Jacobs DS, Saeed HN.
Diphtheroids as corneal pathogens in chronic ocular surface disease in Stevens-
Johnson Syndrome/Toxic Epidermal Necrolysis. Cornea. 2021;40(6):774-9.

130. Das S, Rao AS, Sahu SK, Sharma S. Corynebacterium spp as causative agents
of microbial keratitis. Br J Ophthalmol. 2016;100(7):939-43.

131. Riegel P, de Briel D, Prévost G, Jehl F, Monteil H, Minck R. Taxonomic study
of Corynebacterium Group ANF-1 strains: Proposal of Corynebacterium
afermentans sp. nov. containing the subspecies C. afermentans subsp.
afermentans subsp. nov. and C. afermentans subsp. lipophilum subsp. nov. Int
J Syst Bacteriol. 1993;43(2):287-92.

132. Dykhuizen RS, Douglas G, Weir J, Gould IM. Corynebacterium afermentans
subsp. lipophilum: multiple abscess formation in brain and liver. Scand J Infect
Dis. 1995;27(6):637-9.

133. Kumari P, Tyagi A, Marks P, Kerr KG. Corynebacterium afermentans spp.
afermentans sepsis in a neurosurgical patient. J Infect. 1997;35(2):201-2.

134. Minkin R, Shapiro JM. Corynebacterium afermentans lung abscess and
empyema in a patient with human immunodeficiency virus infection. South
Med J. 2004;97(4):395-7.

135. Sewell DL, Coyle MB, Funke G. Prosthetic valve endocarditis caused by
Corynebacterium afermentans subsp. lipophilum (CDC coryneform group
ANF-1). J Clin Microbiol. 1995;33(3):759-61.

102



136. Yang T, Mauriallo CJIN. A case of delayed-onset ventriculo-peritoneal shunt
infection with Corynebacterium presented as ascites. Interdisciplinary
Neurosurgery. 2016;4:17-9.

137. Yanai M, Ogasawasa M, Hayashi Y, Suzuki K, Takahashi H, Satomura A.
Retrospective evaluation of the clinical characteristics associated with
Corynebacterium species bacteremia. Braz J Infect Dis. 2018;22(1):24-9.

138. Olender A, Bogut A, Banska A. The role of opportunistic Corynebacterium
spp. in human infections. Eur J Clin Exp Med. 2019(2):157-61.

139. Dragomirescu CC, Cristea VC, Murariu C, Corneli ON, Lixandru BE, Popa
GL. The first case report of Corynebacterium jeikeium in blood culture in
Romania. Romanian Archives o0of Microbiology and Immunology.
2020;79(2):144-9.

140. Leyton B, Ramos JN, Baio PVP, Veras JFC, Souza C, Burkovski A, et al. Treat
me well or will resist: Uptake of mobile genetic elements determine the
resistome of Corynebacterium striatum. Int J Mol Sci. 2021;22(14):7499.

141. Philippon A, Arlet G, Labia R, Torga BI. Class C B-Lactamases: Molecular
characteristics. Clin Microbiol Rev. 2022;35(3):e0015021.

142.Ozdemir S, Aydogan O, Koksal Cakirlar F. Biofilm formation and
antimicrobial susceptibility of Non-diphtheria Corynebacterium strains
isolated from blood cultures: First report from Turkey. Medeni Med J.
2021;36(2):123-9.

143. Fernandez-Roblas R, Adames H, Martin-de-Hijas NZ, Almeida DG, Gadea I,
Esteban J. In vitro activity of tigecycline and 10 other antimicrobials against
clinical isolates of the genus Corynebacterium. Int J Antimicrob Agents.
2009;33(5):453-5.

144.Uyamk MH, Yazgi H, Bilici D, Ozden K, Karako¢ E. Hastane kokenli
Staphylococcus aureus tirlerinde makrolid-linkozamid-streptogramin B
direncinin arastirilmasi. ANKEM Derg. 2009;23(2):66-70.

145.Szemraj M, Kwaszewska A, Szewczyk EM. New gene responsible for
resistance of clinical Corynebacteria to macrolide, lincosamide and
streptogramin B. Pol J Microbiol. 2018;67(2):237-40.

146. Ojo KK, Striplin MJ, Ulep CC, Close NS, Zittle J, Luis H, et al. Staphylococcus
efflux msr(A) gene characterized in Streptococcus, Enterococcus,
Corynebacterium, and Pseudomonas isolates. Antimicrob Agents Chemother.
2006;50(3):1089-91.

147.Olender A. Mechanisms of antibiotic resistance in Corynebacterium spp.
causing infections in people. In: Pana M, editor. Antibiotic Resistant Bacteria:
A Continuous Challenge in the New Millennium2012. p. 387-402.

148.Rosato AE, Lee BS, Nash KA. Inducible macrolide resistance in
Corynebacterium jeikeium. Antimicrob Agents Chemother. 2001;45(7):1982-
9.

149.Szemraj M, Kwaszewska A, Pawlak R, Szewczyk EM. Macrolide,
lincosamide, and streptogramin B resistance in lipophilic Corynebacteria
inhabiting healthy human skin. Microb Drug Resist. 2014;20(5):404-9.

150. Ortiz-Pérez A, Martin-de-Hijas NZ, Esteban J, Fernandez-Natal MI, Garcia-
Cia JI, Fernandez-Roblas R. High frequency of macrolide resistance
mechanisms in clinical isolates of Corynebacterium species. Microb Drug
Resist. 2010;16(4):273-7.

103



151. Topcu AW KMM. Kinolonlar. In: Topcu AW SG, Doganay M., editor.
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi 2008 p. 341-55.

152. Fabrega A, Madurga S, Giralt E, Vila J. Mechanism of action of and resistance
to quinolones. Microb Biotechnol. 2009;2(1):40-61.

153. Sierra JM, Martinez-Martinez L, Vazquez F, Giralt E, Vila J. Relationship
between mutations in the gyrA gene and quinolone resistance in clinical isolates
of Corynebacterium striatum and Corynebacterium amycolatum. Antimicrob
Agents Chemother. 2005;49(5):1714-9.

154. Ramos JN, Valaddo TB, Baio PVP, Mattos-Guaraldi AL, Vieira VV. Novel
mutations in the QRDR region gyrA gene in multidrug-resistance
Corynebacterium spp. isolates from intravenous sites. Antonie Van
Leeuwenhoek. 2020;113(4):589-92.

155.Wang Y, Shi X, Zhang J, Wang Y, Lv Y, Du X, et al. Wide spread and diversity
of mutation in the gyrA gene of quinolone-resistant Corynebacterium striatum
strains isolated from three tertiary hospitals in China. Ann Clin Microbiol
Antimicrob. 2021;20(1):71.

156. Yoon S, Kim H, Lee Y, Kim S. Bacteremia caused by Corynebacterium
amycolatum with a novel mutation in gyrA gene that confers high-level
quinolone resistance. Korean J Lab Med. 2011;31(1):47-8.

157. Eguchi H, Kuwahara T, Miyamoto T, Nakayama-lmaohji H, Ichimura M,
Hayashi T, et al. High-level fluoroquinolone resistance in ophthalmic clinical
isolates belonging to the species Corynebacterium macginleyi. J Clin
Microbiol. 2008;46(2):527-32.

158. Magnet S, Blanchard JS. Molecular insights into aminoglycoside action and
resistance. Chem Rev. 2005;105(2):477-98.

159. Zhang Y, Zhang N, Wang M, Luo M, Peng Y, Li Z, et al. The prevalence and
distribution of aminoglycoside resistance genes. Biosaf Health. 2023; 5(1):14-
20.

160. Willke Topcu A. Aminoglikozitler. Icinde: Willke Topgu A, Soyletir G,
Doganay M.(Editorler). Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi Sistemlere
Gore Enfeksiyonlar 2002;3:294-303.

161. Galimand M, Fishovitz J, Lambert T, Barbe V, Zajicek J, Mobashery S, et al.
AAC(3)-XI, a new aminoglycoside  3-N-acetyltransferase =~ from
Corynebacterium striatum. Antimicrob Agents Chemother. 2015;59(9):5647-
53.

162. Grossman TH. Tetracycline Antibiotics and Resistance. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2016;6(4):a025387.

163. Nguyen F, Starosta AL, Arenz S, Sohmen D, Donhofer A, Wilson DN.
Tetracycline antibiotics and resistance mechanisms. Biol Chem.
2014;395(5):559-75.

164. Tauch A, Pihler A, Kalinowski J, Thierbach G. TetZ, a new tetracycline
resistance determinant discovered in gram-positive bacteria, shows high
homology to gram-negative regulated efflux systems. Plasmid. 2000;44(3):285-
91.

165. Tauch A, Krieft S, Plhler A, Kalinowski J. The tetAB genes of the
Corynebacterium striatum R-plasmid pTP10 encode an ABC transporter and
confer  tetracycline, oxytetracycline and oxacillin  resistance in
Corynebacterium glutamicum. FEMS Microbiol Lett. 1999;173(1):203-9.

104



166. Schroder J, Maus I, Meyer K, Woérdemann S, Blom J, Jaenicke S, et al.
Complete genome sequence, lifestyle, and multi-drug resistance of the human
pathogen Corynebacterium resistens DSM 45100 isolated from blood samples
of a leukemia patient. BMC Genomics. 2012;13:141.

167. Zhang Q, Wu S, Song P, Liu Y, Ding L, Shi Q, et al. Antibiotic resistance and
resistance mechanism of Corynebacterium kroppenstedtii isolated from patients
with mastadenitis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2023;42(4):525-8.

168. Fernandez-Natal I, Rodriguez-Lazaro D, Marrodan-Ciordia T, Saez-Nieto JA,
Valdezate S, Rodriguez-Pollan H, et al. Characterization and antimicrobial
susceptibility of one antibiotic-sensitive and one  multidrug-
resistant Corynebacterium kroppenstedtii strain isolated from patients with
granulomatous mastitis. New Microbes New Infect. 2016;14:93-97.

169. Lindsay D, von Holy A. Bacterial biofilms within the clinical setting: what
healthcare professionals should know. J Hosp Infect. 2006;64(4):313-25.

170. Allison DG. The biofilm matrix. Biofouling. 2003;19(2):139-50.

171. Temel A, Era¢ B. Bakteriyel biyofilmler: Saptama yontemleri ve antibiyotik
direncindeki rolt. Turk Mikrobiyol Cem Derg. 2018;48(1):1-13.

172. Tauch A, Burkovski A. Molecular armory or niche factors: virulence
determinants of Corynebacterium species. FEMS Microbiol Lett. 2015
Dec;362(23):fnv185.

173.Hassan A, Usman J, Kaleem F, Omair M, Khalid A, Igbal M. Evaluation of
different detection methods of biofilm formation in the clinical isolates. Braz J
Infect Dis. 2011;15(4):305-11.

174. Stepanovic S, Vukovic D, Dakic I, Savic B, Svabic-Vlahovic M. A modified
microtiter-plate test for quantification of staphylococcal biofilm formation. J
Microbiol Methods. 2000;40(2):175-9.

175. Stepanovi¢ S, Vukovi¢ D, Hola V, Di Bonaventura G, Djuki¢ S, Cirkovic I, et
al. Quantification of biofilm in microtiter plates: overview of testing conditions
and practical recommendations for assessment of biofilm production by
staphylococci. APMIS. 2007;115(8):891-9.

176.Sun W, Ma L, Li Y, Xu Y, Wei J, Sa L, et al. In vitro studies of Non-
diphtheriae Corynebacterium isolates on antimicrobial susceptibilities, drug
resistance mechanisms, and biofilm formation capabilities. Infect Drug Resist.
2022;15:4347-59.

177.Rather MA, Aulakh RS, Gill JP, Mir AQ, Hassan MN. Detection and
sequencing of plasmid encoded tetracycline resistance determinants (tetA and
tetB) from food-borne Bacillus cereus isolates. Asian Pac J Trop Med. 2012
Sep;5(9):709-12.

178.Flores AE, Diedrick MJ, Ferrieri P. Development of a Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) method for molecular typing of clinical isolates of
Arcanobacterium haemolyticum. J Microbiol Methods. 2011;86(3):387-9.

179. Salimiyan Rizi K, Farsiani H, Momen Ghalibaf M. Blood culture positive for
Gram-positive rods: Contamination or a true infection-a literature review. Rev
Clin Med. 2021;8(2).

180.Hahn WO, Werth BJ, Butler-Wu SM, Rakita RM. Multidrug-resistant
Corynebacterium striatum associated with increased use of parenteral
antimicrobial drugs. Emerg Infect Dis. 2016;22(11):1908-14.

105



181. Pezzlo MT. Coryneform Gram-Positive Bacilli. In: Luis M. de la Maza MTP,
Cassiana E. Bittencourt, Ellena M. Peterson, editor. Color atlas of medical
bacteriology. 3rd Edition ed2020. p. 36-47.

182. Yamamuro R, Hosokawa N, Otsuka Y, Osawa R. Clinical characteristics of
Corynebacterium bacteremia caused by different species, Japan, 2014-2020.
Emerg Infect Dis. 2021;27(12):2981-7.

183. Patricia S. Conville FGW. Nocardia, Rhodococcus, Gordonia, Actinomadura,
Streptomyces, and other aerobic Actinomycetes. In: James H. Jorgensen KCC,
Guido Funke, Michael A. Pfaller, Marie Louise Landry, Sandra S. Richter,
David W. Warnock, editor. Manual of Clinical Microbiology 2015. p. 504-35.

184. Bizzini A, Greub G. Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry, a revolution in clinical microbial identification. Clin
Microbiol Infect. 2010;16(11):1614-9.

185. Clark AE, Kaleta EJ, Arora A, Wolk DM. Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry: a fundamental shift in the routine
practice of clinical microbiology. Clin Microbiol Rev. 2013;26(3):547-603.

186. Suwantarat N, Weik C, Romagnoli M, Ellis BC, Kwiatkowski N, Carroll KC.
Practical utility and accuracy of Matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight mass spectrometry for identification of Corynebacterium species
and other medically relevant coryneform-like bacteria. Am J Clin Pathol.
2016;145(1):22-8.

187. Alibi S, Ferjani A, Gaillot O, Marzouk M, Courcol R, Boukadida J.
Identification of clinically relevant Corynebacterium strains by Api Coryne,
MALDI-TOF-mass spectrometry and molecular approaches. Pathol Biol
(Paris). 2015;63(4-5):153-7.

188. Barberis C, Almuzara M, Join-Lambert O, Ramirez MS, Famiglietti A, Vay C.
Comparison of the Bruker MALDI-TOF mass spectrometry system and
conventional phenotypic methods for identification of Gram-positive rods.
PL0S One. 2014;9(9):e106303.

189. Theel ES, Schmitt BH, Hall L, Cunningham SA, Walchak RC, Patel R, et al.
Formic acid-based direct, on-plate testing of yeast and Corynebacterium species
by Bruker Biotyper matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry. J Clin Microbiol. 2012;50(9):3093-5.

190. Abe M, Kimura M, Maruyama H, Watari T, Ogura S, Takagi S, et al. Clinical
characteristics and drug susceptibility patterns of Corynebacterium species in
bacteremic patients with hematological disorders. Eur J Clin Microbiol Infect
Dis. 2021;40(10):2095-104.

191. Mumcuoglu I, Hazirolan G, Kursun S, Aksu NJTBoH, Biology E. Evaluation
of the Corynebacterium striatum isolated with increasing frequency in one of
the training and research hospital. Turk Hij Den Biyol Derg. 2015;72(4):281-8.

192. Jesus HNR, Ramos JN, Rocha DJPG, Alves DA, Silva CS, Cruz JVO, et al.
The pan-genome of the emerging multidrug-resistant pathogen
Corynebacterium striatum. Funct Integr Genomics. 2022;23(1):5.

193. Olender A. Antibiotic resistance and detection of the most common mechanism
of resistance (MLSB) of opportunistic Corynebacterium. Chemotherapy.
2013;59(4):294-306.

194. Lynch AS, Robertson GT. Bacterial and fungal biofilm infections. Annu Rev
Med. 2008;59:415-28.

106



195. Qin L, Sakai Y, Bao R, Xie H, Masunaga K, Miura M, et al. Characteristics of
multidrug-resistant Corynebacterium spp. isolated from blood cultures of
hospitalized patients in Japan. Jpn J Infect Dis. 2017;70(2):152-7.

196. Rodriguez-Martinez JM, Ballesta S, Pascual A. Activity and penetration of
fosfomycin, ciprofloxacin, amoxicillin/clavulanic acid and co-trimoxazole in
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa biofilms. Int J Antimicrob
Agents. 2007;30(4):366-8.

197. Daffinee KE, O'Neill ET, Bleick CR, Williams G, Antoci V, Garcia D, et al.
Staphylococcal biofilm: penetration and bioavailability of vancomycin with or
without rifampin. Diagn Microbiol Infect Dis. 2023;106(3):115947.

198.Wen J, Wang Z, Du X, Liu R, Wang J. Antibioflm effects of extracellular
matrix degradative agents on the biofilm of different strains of multi-drug
resistant Corynebacterium striatum. Ann Clin Microbiol Antimicrob.
2022;21(1):53.

199. van Belkum A, Tassios PT, Dijkshoorn L, Haeggman S, Cookson B, Fry NK,
et al. Guidelines for the validation and application of typing methods for use in
bacterial epidemiology. Clin Microbiol Infect. 2007;13 Suppl 3:1-46.

200. Bulut Y, Doymaz MZ. Uygulamali molekiiler mikrobiyoloji. In: Durmaz R,
editor. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve mikrobiyolojideki 6nemi. 2 ed.
Ankara: Nobel Tip Kitapevleri; 2001. p. 109-22.

107



	PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ TIP FAKÜLTESİ
	KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN DİFTERİ DIŞI KORİNEFORM BAKTERİLERİN İDENTİFİKASYONU, ANTİBİYOTİK DİRENÇ PATERNİNİN VE BİYOFİLM
	UZMANLIK TEZİ DR. HATİCE ER
	DENİZLİ- 2023
	TEŞEKKÜR
	Dr. Hatice ER Denizli, 2023
	İÇİNDEKİLER
	Sayfa No
	KISALTMALAR
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	ÖZET
	SUMMARY
	GİRİŞ VE AMAÇ
	GENEL BİLGİLER
	Tarihçe
	Taksonomi
	Mikrobiyolojik özellikleri
	Kültürel Özellikleri
	Tanımlama
	Manuel tanımlama sistemleri (Konvansiyonel yöntemler)
	Otomatize sistemler
	Moleküler Yöntemler
	Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE)
	Antibiyotik duyarlılık testleri
	Corynebacterium striatum
	Corynebacterium afermentans

	Antimikrobiyal direnç mekanizmaları Beta-laktam direnci
	Makrolid, Linkozamid, Streptogramin B (MLSв) direnci
	Kinolon direnci
	Aminoglikozid direnci
	Tetrasiklin direnci
	Biyofilm oluşumu
	GEREÇ VE YÖNTEM
	Örneklerin izolasyonu ve tanımlanması
	Antimikrobiyal duyarlılığının saptanması
	Biyofilm oluşumunun değerlendirilmesi
	Kaynatma yöntemi ile bakteriyel DNA ekstraksiyonu
	İn-house PCR ile antimikrobiyal direnç geni araştırılması
	Agaroz jel elektroforezi ve PCR ürünlerinin görüntülenmesi
	PFGE yöntemi ile klonal analiz
	İzolatların hazırlanması
	İzolatların agaroza gömülmesi
	Agaroza gömülü hücrelerin parçalanması
	Agaroz kalıpların yıkanması
	XbaI restriksiyon enzimi ile DNA’nın kesilmesi
	Jelin hazırlaması ve kalıpların jele yüklenmesi
	Elektroforez işlemi
	PFGE sonuçlarının görüntülenmesi ve analizi
	İSTATİSTİKSEL ANALİZ
	BULGULAR
	Antimikrobiyal duyarlılık test sonuçlarının yorumlanması
	Direnç genlerinin moleküler sonuçlarının yorumlanması
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (1)
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (2)
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (3)
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (4)
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (5)
	M 1 2 3 4 5 6 7 8 M (6)
	İzolatlarda biyofilm oluşumunun değerlendirilmesi
	PFGE sonuçlarının değerlendirilmesi
	1 2 3 4 M 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13
	TARTIŞMA

	SONUÇLAR
	KAYNAK


