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OZET

Amag: Bu calismada, Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Farabi
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina Ocak 2017- Subat 2020 tarihlerinde
degisik kliniklerden gonderilen cesitli 6rneklerden klinik etken olarak izole edilmis
Corynebacterium cinsine ait 117 susun antibiyotik direngliliginin molekiiler

karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir.

Metod: Bakteri identifikasyonu MALDI-TOF MS ile gergeklestirilmistir.
Antibiyotik direng genlerinin molekiiler karakterizasyonu i¢in tiim suslarda EUCAST
Onerileri dogrultusunda KirbyBauer disk difiizyon yontemiyle eritromisin,
klindamisin, penisilin, siprofloksasin, gentamisin ile tetrasiklin, rifampisin,
vankomisin ve linezolid direngliligi fenotipik olarak gosterilmesini takiben bu
antibiyotiklere direncten sorumlu genlerin (ermB, ermX, ermA, ampC , mefA/E, gyrA,
tetM, acc(3)-XI) varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve kinolon direncinden

sorumlu gyrA geni mutasyonlart DNA dizi analizi ile saptandi.

Sonug: Suslarin 46’s1 (%39,3) solunum yolu 6rneklerinden, 38’i (%32.4)
yogun bakim initelerinden izole edilmis ve 95’1 (%81) C. striatum olarak
tanimlanmustir. Suslarin 114714 (%97,4) penisilin ve siprofloksasin, 112’si (%95,7)
klindamisin, 105’1 (%90,5) tetrasiklin 89’u (%76) gentamisin, ve 68’1 (%58,1)
eritromisin direncli olup vankomisin ve linezolide duyarlilik %100 saptanmuistir.
Suslarin 116’sinda (%99,1) ermX, 10’unda (%8,5) ermB ve 103’{inde (%88,1) acc(3)-
X1 gen varlig1 gosterilmis olup ermA, tetM, ampC ve mefA/E genleri saptanmamustir.
Suslarin 50’sinde (%42,7) gryA genlerindeki mutasyonlar taranmis ve 17’sinde
(9%33,3) 87-fenilalanin ve 91-alanin mutasyonu; 22’sinde (%43,1) ise 87-fenilalanin
ve 91-glisin mutasyonu tespit edilmistir. Bir C. striatum ile bes C. aurimucosum
susunun gyrA genlerinin 99-prolin mutasyonu literatiirde ilk kez bu ¢alismada tespit
edilmis olup, bu mutasyonla beraber 87-izol6sin mutasyonunun, tek basina 99-prolin
mutasyonuna gore siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerini arttirdig1
gdzlenmistir. Bu mutasyon 87-valin mutasyonu ile meydana geldiginde ise tek basina
99-prolin  mutasyonuna gore siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerini

diistirdligii saptanmastir.



ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to perform the molecular characterization
of antibiotic resistance of 117 strains of the genus Corynebacterium isolated as clinical
agents from various samples sent from different clinics to Karadeniz Technical
University, Faculty of Medicine, Medical Microbiology laboratory between January
2017 and February 2020.

Method: Bacteria identification was performed with MALDI-TOF MS. For the
molecular characterization of antibiotic resistance genes, in accordance with EUCAST
recommendations, erythromycin, clindamycin, penicillin, ciprofloxacin, gentamicin
and tetracycline, rifampicin, vancomycin and linezolid resistance were demonstrated
phenotypically by KirbyBauer disk diffusion method and the genes responsible for
resistance to these antibiotics (ermB, ermA, ermX, ampC, mefA/E, gyrA, tetM, acc(3)-
X1), the presence of polymerase chain reaction (PZR) and the gyrA gene mutations

responsible for quinolone resistance were determined by DNA sequence analysis.

Conclusion: Forty-six (39,3%) strains were isolated from respiratory tract
samples, 38 (32,4%) were isolated from intensive care units, and 95 (81%) were
identified as C. striatum. Of the strains, 114 (97,4%) were penicillin and ciprofloxacin,
112 (95,7%) clindamycin, 105 (90,5%) tetracycline 89 (76%) gentamicin, and 68
(58%) strains were resistant to erythromycin, and sensitivity to vancomycin and
linezolid was 100%. The presence of ermX gene in 116 (99,1%) strains, ermB gene in
10 (8,5%) and acc(3)-XI gene in 103 (88,1%) strains were found to be ermA, tetM,
ampC and mefA/E genes were not detected. Mutations in gryA genes were screened in
50 (42,7%) of the strains, and 87-phenylalanine and 91-alanine mutations in 17
(33,3%) strains; In 22 (43,1%) 87-phenylalanine and 91-glycine mutations were
detected. The 99-proline mutation of the gyrA genes of one C. striatum and five C.
aurimucosum strains was detected for the first time in the literature in this study, and
it was observed that the 87-isoleucine mutation together with this mutation increased
the MIC of ciprofloxacin and moxifloxacin compared to the 99-proline mutation alone.
It was determined that ciprofloxacin and moxifloxacin decreased the MIC value when

this mutation occurred with the valine mutation in the 87th region.
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1. GIRIS

Antibiyotiklerin asir1 ve kontrolsiiz kullanim1 antibiyotik diren¢li bakterilerin
yayginlagsmasina neden olmustur. Bunun sonucu insan ve hayvanlarda enfeksiyon
etkeni olan pek c¢ok patojene karsi terapotik secenekler sinirlanmigtir. Cildin ve iist
solunum yollarinin normal flora elemanlarindan biri olan Corynebacterium tirleri son
yillarda giderek artan bir sekilde solunum yolu, endokardit, osteomiyelit, cerrahi alan
ve protez-eklem enfeksiyonlari etkeni olarak rapor edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
bu suslarin glikopeptidler ve linezolid disinda basta beta-laktam antibiyotikler olmak
izere, aminoglikozid, kinolon, makrolid, linkozamid grubu ve tetrasiklinler gibi gesitli

antimikrobiyallere kars1 yiiksek oranda direngli olduklari bildirilmistir.

Bu ¢alismada, Karadeniz Teknik Universitesi, T1p Fakiiltesi Farabi Hastanesi,
Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina Ocak 2017-Subat 2020 tarihlerinde degisik
kliniklerden gonderilen balgam, trakeal aspirat, bronkoalveolar lavaj, kan, idrar, yara,
diger steril viicut sivilar ile kateter 6rneklerinden klinik etken olarak izole edilmis
Corynebacterium cinsine ait 117 susun antibiyotik direngliliginin molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi amaglandi. Antibiyotik diren¢ genlerinin molekuler
karakterizasyonu icin tiim suslarda eritromisin, klindamisin ve streptogramin B
(MLSB), penisilin, siprofloksasin, gentamisin ile tetrasiklin direngliligi fenotipik
olarak gosterilmesini takiben bu antibiyotiklere direncten sorumlu genlerin (ermB,
ermX, ermA, ampC, mef(A/E), gyrA, tetM, acc(3)-XI) varligi polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve DNA sekans analizi ile gergeklestirildi. Kinolon direncinden

sorumlu DNA giraz alt {inite A mutasyonlar1 (gyrA) DNA dizi analizi ile belirlendi.

Bu caligma ile, lilkemizde 6zellik son yillarda yogun bakim hastalarinda alt
solunum yolu enfeksiyonlar1 (ASYE) etkeni olarak siklikla izole edilen
Corynebacterium suslarinin antibiyotik diren¢ genlerinin varligmin fenotipik direng
ile iliskisinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglarin
ulusal antibiyotik direncliliginin belirlenmesine ve tedavide uygun antibiyotik

secimine katki saglanmasi1 beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Corynebacterium tarihcesi

Corynebacterium cinsine ait ilk veriler 1800’14 yillara dayanmaktadir.
Corynebacterium cinsi, Lehmann ve Neumann tarafindan 1896'da difteri
olusumundan sorumlu Gram pozitif basilleri iceren taksonomik bir grup olarak
tamimlanmistir (1, 2). Corynebacterium cinsi, tibbi 6nemi olan Mycobacterium,
Nocardia ve Rhodococcus gibi cinsleri de igeren Actinomycetales sinifina dahil
edilmis, yillarca giderek artan sayida yeni tiirle birlikte ayri bir monofiletik Kol
olusturarak taksonomideki yerini almistir. Birgok biyotik ve abiyotik habitatlarda
saprofit olarak bulunduklarindan, Corynebacterium’lar klinik olarak énemsiz kabul
edilmis ve klinik mikrobiyologlardan ¢ok az ilgi gérmistiir (2). Klinik érneklerden
izole edilen korineform bakteriler sistematik olarak ilk defa Hollis ve Weaver
tarafindan incelenmistir (3). Hollis ve Weaver, gram pozitif basillerin tanimlanmasina
iligkin bir rehber olusturmus ve olusturmus olduklari rehber, klinik izolatlari
belirlemeyi amaglayan klinik mikrobiyologlar i¢in bir kaynak olmus ve daha sonraki
korineform bakteriler {izerine yapilan taksonomik arastirmalarin temelini

olusturmustur (3, 4).
2.2. Corynebacterium’larin siiflandirilmasi

Lehmann ve Neumann tarafindan (5), 1896 yilinda taksonomik bir grup olarak
tanimlandiktan sonraki birkag on yil boyunca Corynebacterium cinsi, esas olarak
hiicre morfolojisi, boyanma 6zellikleri ve solunum metabolizmasi (aerop) temeline
dayali, son derece farkli mikroorganizma toplulugundan olusuyordu. Cogunlukla
1970'ler ve 1980'lerde, kemotaksonomik belirte¢lerin (agirlikli olarak hiicre duvari,
lipid ve DNA baz kompozisyonu) kullanimi, taksonomiyi agikliga kavusturmus ve
aragtirmacilarin Corynebacterium cinsinin sinirlarini yeniden ¢izmelerine yardimci
olmustur. Cesitli Corynebacterium tiirleri diger cinslere transfer edilmis ve daha once
bagka cinslerde bulunan diger tiirler ise Corynebacterium cinsinin igine dahil
edilmistir. Son on yi1lda molekiiler uygulamalarin (16S rRNA gen dizilimi, nikleik asit
hibridizasyonu vb.), kemotaksonomik (peptidoglikan analizi, hiicresel yag asit

caligmalari, menakinon karakterizasyonu vb.) ve genisletilmis fenotipik tanimlama



yontemlerinin (kit tanimlama sistemleri, organik bilesik asimilasyon testleri,
glikosidaz veya aminopeptidaz enzimlerinin belirlenmesi vb.) giderek gelismesi ile,
cok sayida yeni Corynebacterium tirl izole edilmis ve smiflandirilmistir (6). Son
verilere gore Corynebacterium cinsi 100’den fazla heterojen tiir ve alt tiir icermektedir

(7). Bu tiirlerden yaklasik 55 tanesi insanlarda enfeksiyon etkeni olarak goriilmektedir
(8).
2.3.Corynebacterium’larin mikrobiyolojik ve kilttrel dzellikleri

Corynebacterium cinsi heterojen 06zellikte tiirlerden olusan bir bakteri
grubudur. Lehmann ve Neumann 1896 yilinda Corynebacterium cinsini, uglar
cogunlukla siskin olan basil morfolojisinde, agarda biiyiiyebilen, yumusak ve
yapismaz koloniler olarak tasvir etmislerdir. 1918 yilinda Kisskalt ve Berend (9) ise
mikroskopik olarak yigin halinde kiimelesen, diizensiz boyanan, ¢it ya da V-formunda
siralanma egiliminde olan organizmalar olarak tasvir etmislerdir. Bu cinsin klasik
mikroskobik goriintiisii, tek baslarina ya da ciftler halinde dizilim gostererek birbirine
paralel olmayan, bazen uglar1 biraz daha genis, “bahge ¢iti” veya “Cin harfi” seklini
olusturma egiliminde olan tokmak benzeri basiller seklinde tasvir edilmektedir (9, 10).
Corynebacterium cinsi, pleomorfik, hareketsiz, kapstlsiz, katalaz pozitif, spor
yapmayan, aside direncli olmayan, bazi tiirleri metakromatik graniil olusturma
ozelligine sahip, 2-6 um uzunlugunda ve 0,5 um ¢apinda gram pozitif basillerden
olugsmaktadir (11). Corynebacterium bovis, C. aurimucosum, C. doosanense ve C.
maris disindaki diger turler oksidaz negatiftir (12). Corynebacterium tiirlerinin ¢ogu,
hiicre duvarlarinda korinomikolik asit olarak adlandirilan kisa zincirli mikolik asitler
(22-38 karbon atomu) ve arabinogalaktan olarak adlandirilan arabinoz ile galaktoz

bulundururlar (10).

Corynebacterium tarleri, 35-37°C’de CO2’li veya CO2’siz ortamda,
cikolatamsi ve %5 koyun kanli agarda genellikle 18-24 saatte belirgin S tipi koloniler
olustururlar (13). Klasik koloni morfolojisi ve hemoliz varligi, bazi tiirlerde at kani
igeren besiyeri ortamindan ziyade %35 koyun kani igeren besiyeri Oortaminda daha iyi
ureme gosterirler (8). Lipofilik Corynebacterium turleri gibi zor Ureyen
mikroorganizmalar i¢in besiyeri ortamina %5 koyun kani ve %0,1-1 Tween-80 ilave

edildiginde aerobik ortamda daha iyi iireme g6zlenmistir (14).



2.4. Corynebacterium’larin identifikasyonu
2.4.1. Manuel biyokimyasal tammlama sistemleri

Corynebacterium enfeksiyonlarinin laboratuvarda teshisini kolaylastirmak igin
API Coryne (BioMerieux, Lyon, Fransa), RaplD CB Plus (Remel/ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA), BBL Crystal Gram Positive ID System (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), MICRONAUT-RPO (Merlin Diagnostics,
Bomheim, Almanya) gibi biyokimyasal testlere dayali ¢esitli tanimlama sistemleri
gelistirilmistir. Genel olarak sistemler, biyokimyasal reaksiyonlar igin substratlar

iceren mikrotuplere ayrilmis plaklardan olusmustur (15).

API Coryne sistemi 11 enzimatik test ve 8 karbonhidrat fermentasyon testi
olmak Uzere 21 biyokimyasal testten olusur. Toplamda 26 Corynebacterium tlrindn
tanimlanmasini saglar (16). RapID CB Plus sistemi 4 karbonhidrat kullanim testi ve
15 enzimatik testten olusur. Corynebacterium tirlerinin 23’{inii tanimlar (17). Bu iki
sistemin degerlendirilmesi, suslarin sirasiyla %97,6 ve %95'inin dogru sekilde

tanimlandigini1 gostermistir (16, 18).

BBL Crystal Gram Positive ID System ve BBL Crystal Rapid Gram Positive
ID System, 20 enzimatik ve 9 karbonhidrat kullanim testi igerir. Testlerin sonuglari
sirasiyla 18-24 ve 4 saat inkiibasyondan sonra okunur. BBL Crystal Gram Positive ID
System veritaban1 13 ve BBL Crystal Rapid Gram Positive ID System veritabani 7

Corynebacterium tirdnd icerir (15).

API Coryne, RaplD CB Plus ve BBL Crystal karsilastirmasinda, en hassas
testin API Coryne sistemi oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, yine de tim
Corynebacterium izolatlar1 sistem tarafindan tanimlanmamistir ve izolatlarin birgogu
yanlis tanimlanmistir. Tanimlamadaki basarisizlik, ¢cogunlukla sistemin veritabaninda

bulunan sinirli sayida veri girisi ile ilgilidir (19).

DNA'ya bagimli RNA polimeraz beta alt birimini kodlayan rpoB geninin
sekanslanmasi, Corynebacterium tiirlerinin belirlenmesi i¢in altin standart bir

yaklagim olarak kabul edilir. Ancak zaman alic1 ve pahalidir (20).

Corynebacterium turlerinin 16S rRNA geninin diisiik polimorfizm gostermesi

nedeniyle, dogru molekiiler tanimlama igin tim 16S rRNA geninin (1500 bp)



dizilenmesi gereklidir (21). Khamis ve ark.’min (22) yaptig1 c¢alismada
Corynebacterium tarlerinin identifikasyonunda rpoB sekanslama (%91), 16S rRNA
gen sekanslamasina (%81) kiyasla daha yiiksek identifikasyon oranmi gdstermistir.
RpoB geni ve 16S rRNA geninin dizilenmesi, tanimlamada belirsiz durumlar1 ¢6zmek

i¢in yararlidir. Bununla birlikte, genellikle rutin teshis igin kullanilmamaktadir (21).
2.4.2. Otomatik bakteri tammmlama sistemleri

Bakteriyel izolatlarin tanimlanmasi i¢in otomatik sistemler, ¢ogu klinik
laboratuvarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Piyasada bulunan sistemler
biyokimyasal reaksiyonlar, yag asidi analizi, DNA dizi analizi gibi farkli yaklasimlara
dayanaktadir.

VITEK 2 (BioMerieux, Hazelwood, MO, USA), biiyiimeye dayal1 teknolojiyi
kullanan otomatik bir mikrobiyoloji sistemidir. Sistem, otomatik olarak inkibe edilen
ve yorumlanan kolorimetrik reaktif kartlarini icerir. Anaerop ve Corynebacterium
tdrlerini tanimlamaya ayrilmis kart ANC kartidir. ANC karti, kromojenik substratlar
iceren 64 kuyucuga sahiptir. Inkiibasyon sirasinda, her bir test reaksiyonu, bulaniklik
veya substrat metabolizmasinin renkli iiriinlerini 6l¢mek i¢in her 15 dakikada bir
okunur. Sistem veri kittiphanesinde sekiz Corynebacterium tiri bulunmaktadir (23,
24).

BD Phoenix System (Becton Dickinson, Gurgaon, India), gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin hizli tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in tam otomatik
bir sistemdir. Sistem ayrica kolorimetrik ve florometrik reaksiyonlara dayanmaktadir.
Inkiibasyon sirasinda her test reaksiyonu tekrar tekrar okunur. Tanimlamanin sonuglari
3 saat i¢inde ve MIC sonuglarinin ¢ogu 6-10 saat icinde elde edilir. BD Phoenix

Sisteminin ID veri taban1 15 Corynebacterium tirtnd igerir. (25).

MicroSeq Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), 16S bolgesinin karsilastirmali rDNA sekanslamasina dayanan bir
genotipik tanimlama sistemi olup, bakterileri 24 saat icinde tanimlar. Sistem,
rDNA'nin ilk 527 bp'sini kullanarak rutin bakteriyel tanimlama veya tam 1500 bp
bolgeye dayali daha yiiksek c¢oziiniirliiklii tanimlama segenegi sunar. MicroSeq
kitlphanesi 50 Corynebacterium turund icerir (26). Tang ve ark. (27), 42 klinik

Corynebacterium izolatin1 MicroSeq sistemi ile degerlendirdikleri ¢alismada, tim



izolatlarda cins seviyesinde tanimlama i¢in uyumlu sonuglar saglamistir. Ancak
izolatlarin yalnizca %64,3' tiir diizeyinde tanimlanmigtir. Woo ve ark. (28) tibbi
acidan Onemli Corynebacterium tiirlerinin yalnizca %29'unun 500-MicroSeq

veritabani kullanilarak glivenle tanimlandigini géstermistir.

Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu-kitle spektrometrisi (MALDI-
TOF MS), protein profillerine dayali yiiksek verimli bir teknolojidir. Test edilen
organizmanin kiitle spektrumu, en yakin eslesmeyi bulmak i¢in veri tabanlarindaki
referans spektrumlartyla karsilastirilir (29). MALDI Biotyper (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Almanya), Vitek MS (BioMerieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ve
Andromas sistemi (Andromas SAS, Paris, Fransa) dahil olmak Uzere mikrobiyal
tanimlama igin farkli MALDI-TOF MS sistemleri gelistirilmistir (30, 31).

MALDI-TOF MS tanimlama sistemleri temel olarak numune hazirlama
prosediirlerinde, referans veri tabanmin tir kapsami ve yazilimin tanimlama
algoritmasinda farklilik gosterir (32, 33, 34, 35). Direkt koloni transferi, direkt koloni
transferi-formik asit islemi ve etanol-formik asit tiip ekstraksiyonu gibi farkli érnek

hazirlama yontemleri tanimlanmustir (31).

MALDI-TOF MS analizi, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Corynebacterium
tanimlamasi igin rutin olarak kullanilmaktadir. Birkag ¢alisma, Corynebacterium
tirlerinin ¢cogunun cins ve tiir diizeylerine goére dogru sekilde tanimlandigim
gostermistir. Corynebacterium tiirlerinin tiir tanimlama oranlar1 geleneksel fenotipik
yontemlerle karsilastirildiginda MALDI-TOF MS’de daha ¢ok sayida izolatin
tanimlandig belirtilmistir (36, 37, 38, 39).

Biolog Mikrobiyal Tanimlama Sistemleri (Biolog Inc., Hayward, CA, ABD)
piyasada manuel, yar1 otomatik veya tam otomatik sistemler olarak mevcuttur.
Biyolog  Sistemleri, biyokimyasal tanimlamaya dayanmaktadir ve 56
Corynebacterium tiirti, sistemin kitapligina dahil edilmistir. Bununla birlikte,
Corynebacterium tirleri i¢in Biolog Sisteminin yiizde dogrulugunun geleneksel

biyokimyasal mikrobiyal tanimlama yontemlerine kiyasla korelasyonu %70,1'dir (40).
2.5. Corynebacterium’larm antimikrobiyal duyarhhk testleri

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) (2006) nadir olarak izole

edilmis veya giic lireyen bakterilerin antimikrobiyal seyreltme ve disk duyarlilik testi



icin ilgili yontemleri bir kilavuz halinde bildirmistir (41). Bu kilavuz,
Corynebacterium tiirlerinin sivi  mikrodilisyon duyarlilik testi i¢in bilgi ve
yorumlayici kriterler saglamistir. Bununla birlikte, disk difiizyon testi i¢in yorumlayict
bir kriter yoktur. Test kosullari, yeterli gelisim i¢in liz edilmis at kami takviyeli
Mueller-Hinton broth gerektirir. Ayrica besiyeri, daptomisinin testi i¢in 50 pg/mL
kalsiyum igermelidir. Kullanilan antimikrobiyal ajanlar penisilin, sefotaksim (sefepim,
seftriakson), imipenem (meropenem), vankomisin, daptomisin, gentamisin,
eritromisin, siprofloksasin, doksisiklin (tetrasiklin), klindamisin, klindamisin-trolidin
seklinde belirtilmistir. Penisilin ve eritromisin i¢in yorumlayici kriterler,
Corynebacterium tiirlerinin minimum inhibitér konsantrasyonlarindan (MIiK) tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, sefalosporin, linezolid ve digerleri i¢in yorumlama
kriterleri, CLSI dokiiman1 M100'de yayinlanan Streptococcus, Enterococcus ve
Staphylococcus tiirleri i¢in olanlardan uyarlanmistir. Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST), Corynebacterium tiirleri icin MiK'lerin ve zon
caplarmin yorumlanmasi i¢in bir kirilma noktasi tablosu olusturmustur. CLSI'dan
farkli olarak, EUCAST disk diflizyon yontemi i¢in yorumlama kriterlerini igerir.
Besiyerinde % 5 defibrine horse blood ve beta-NAD 20 mg/L bulunmasi gereklidir
(42).

2.6. Baza Corynebacterium turleri, 6zellikleri ve klinik hastahiklarla iliskileri

Temel olarak nonlipofilik-nonfermentatif korinebakteriler, nonlipofilik-
fermentatif korinebakteriler ve lipofilik korinebakteriler olarak {i¢ bashik altinda

incelenebilirler.



Tablo 1. Corynebacterium Trleri ve Ozellikleri

Nonlipofilik- Nonlipofilik-Fermentatif Lipofilik
Nonfermentatif

C. afermentans subsp.  C. argentoratense C. accolens

afermentans C. amycolatum C. afermentans subsp.

C. auris C. diphteria lipophilum

C. propinquum C. glucuronolyticum C. bovis

C. pseudodiphtericum C. matruchotii C. jeikeum
C. minitissimum C. macginleyi
C. mucifaciens C. urealyticum
C. ulcerans CDC korineform grup F-1
C. pseudotuberculosis CDC korineform grup G
C. xerosis C. genitalium
C. striatum C. pseudogenitalium

C. tuberculostearicum

2.6.1. Corynebacterium striatum

Corynebacterium striatum (C. striatum), insanlarda deri ve mukoza zarinin
normal florasinin bir pargasidir. Klinik 6rneklerden izole edildiginde genellikle bir
kontaminant olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte hem bagisiklig1 baskilanmig hem
de bagisiklig yeterli konakgilarda patojeniteye sahip olabilir (43). C. striatum ilk kez
1980'de ploropulmoner enfeksiyona neden olan bir patojen olarak bildirildiginden,
cesitli enfeksiyonlar ve nozokomiyal salginlarla iliskilendirilmistir (44). Bu nedenle,
organizmalar solunum yolu enfeksiyonu (45), enfeksiy6z endokardit (46, 47), artrit
(48), selilit (49), kateterle iliskili kan dolagimi enfeksiyonu (50, 51), menenjit (52),
deri enfeksiyonu (53), osteomiyelit (54), apse (55) ve yara enfeksiyonundan (56)
sorumlu olmustur. C. striatum'un neden oldugu enfeksiydz endokardit, sepsis veya
menenjit dahil olmak iizere bu enfeksiyonlarin birka¢inin 6nemli bir yonii, tibbi
cthazlar gibi nozokomiyal bir risk faktorii ve altta yatan immiinosupresif kosullar ile

iliskidir (57).



Ayrica, birden fazla yerde klinik olarak 6nemli enfeksiyonlara neden olabilir
(58, 59). Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) olan ve yogun bakim
unitelerindeki hastalarda C. striatum nozokomiyal salgmnlarna iliskin raporlar
alimmustir (60, 61). Bu calismalar, enfekte hastalarda en sik goriilen komorbiditenin
KOAH oldugunu gostermistir. Bu, uzun sireli solunum yolu ekipmani kullanimi ile
kronik akciger hastaligmin, C. striatum'un solunum enfeksiyonuna veya
kolonizasyonuna katkida bulunabilecegi anlamina gelmektedir. Ayrica, C. striatum,
antibiyotiklere tekrar tekrar maruz kalma veya invazif prosedirler gibi spesifik
kosullarda patojeniteye sahiptir. Ayrica, birkag¢ ¢aligma, C. striatum'un tibbi personelin
elleri araciligiyla hastadan hastaya bulasabilecegini bildirmistir (61, 62). Bu nedenle,
el hijyeninin uygulanmasi ve kisa siireli terapotik cihazlar veya antibiyotiklerin
uygulanmasi, nozokomiyal enfeksiyonu Onleyici olarak kabul edilen Onemli
faktorlerdir. Bununla birlikte, bu suslar genellikle ayakta tedavi ortamlarinda izole

edilmistir (63).

C. striatum enfeksiyonu her yasta ve ¢esitli bolgelerde ortaya ¢ikabilir, ancak
erkek hastalarda daha yaygindir. Erkeklerin cildindeki fazla sebum ¢ikisi C. striatum
gibi lipofilik difteroidlerin hayatta kalmasini destekleyebilir (64). C. striatum ile
iliskili virtilans faktorleri sinirlidir. Bununla birlikte, cilt bariyeri hasari, tibbi bir cihaz,
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, altta yatan hastalik ve zayif bagisiklik durumu
enfeksiyon olusumunu etkileyebilir. C. striatum’un birgok antimikrobiyal tedaviye
direngli oldugu bilinmektedir. Bu tiir enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in, miimkiinse herhangi
bir yapay cihazin ¢ikarilmasi ve uzun vadeli antimikrobiyal ajanlarin kullanilmamasi

onerilmektedir (65, 66).

C. striatum’un klinik laboratuvarda rutin antimikrobiyal duyarlilik testini
yapmak kolay degildir. C. striatum'un genellikle penisilin, sefazolin, imipenem ve
vankomisin gibi ¢esitli antimikrobiyal ajanlara duyarli oldugunu ortaya konulmustur
(67). Bununla birlikte, birgok ¢alismada ¢oklu ilag direncinde bir artis bulmustur (61,
63, 68). Yoo ve ark. (69)’nin yaptig1 ¢alismada ¢oklu ilaca direngli C. striatum’un

neden oldugu bakteriyemi tanimlanmigtir.

Baska bir ¢alismada, C. striatum'un %87’si vankomisin, linezolid ve tetrasiklin

disindaki ¢ogu antimikrobiyal ajana direngli oldugu belirtilmistir (70). Birkac



calismada, Corynebacterium enfeksiyonlarmin, MIK degeri diisiik olan daptomisin ile
tedavi edilebilecegi bildirilmistir (71, 72).

Van Hal ve ark. (73), daptomisin direncinin, S. aureus’ta vankomisin igin
yiiksek MIK ile yiiksek oranda korelasyonlu oldugunu bildirmislerdir, ¢iinkii hiicre
duvart kalinlagmasi, daptomisinin hiicre membranindan gegisini azaltan dis
membranin yiikiinii degistirebilir. Daptomisine duyarli ve direngli Corynebacterium

suslar1 arasinda yUk degisimi bulanmamustir (74, 75).

C. striatum enfeksiyonunu tedavi etmek i¢in kullanilan diger ajan linezolid'tir.
Clnku Corynebacterium tiirleri i¢in direng bildirilmemistir. Bununla birlikte, bu ilag,
uzun siireli kiirler sirasinda uygulamanin kesilmesine neden olan %34 ila %80

oraninda yan etki tasimaktadir (76).

Seftarolin, C. striatum dahil, yaygin olmayan gram-pozitif patojenler icin
arastirilmistir (77, 78). Etkinligin C. striatum ve diger Corynebacterium tarleri igin
degisken oldugu belirtilmistir. Ote yandan McMullen ve ark. (79), direng derecesinin
degisken olmasina ragmen, C. striatum'un seftaroline direngli oldugunu bildirmistir.
Direncin penisilin baglayict proteinin modifikasyonundan kaynaklanabilecegini

varsaymiglardir.
2.6.2. Corynebacterium afermentans

Corynebacterium afermentans (C. afermentans) nonlipofilik-nonfermentatif
tiirlerden biridir. Hollis ve Weaver tarafindan 1981 yilinda ‘CDC Tibbi Onemi Olan
Gram Pozitif Mikroorganizmalar Rehberi’ igerisinde tanimlanmis pek ¢ok taksondan
biri de grup ANF-1 (coryneform absolute nonfermenting group 1 bacteria)
bakterilerdir (80). Turicella otitidis ve C. auris, C. afermentans’a benzerliklerinden
dolay1 ‘Grup ANF-1 benzeri bakteri olarak adlandirilmislardir (81). Grup ANF-1
bakteriler hi¢bir sekerden asit liretmeyen, lireaz aktivitesi de olmayan pleomorfik gram
pozitif basillerdir. CDC Ozel Bakteri Referans Laboratuvar1 ANF-1 izolatlarinin
cogunun kulak ve kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edildigini bildirmistir (3). Riegel ve
ark. (80) ise C. afermentans izolatlarin1 sadece kan kiiltiirlerinden izole ettiklerini

belirtmislerdir.

Kantitatif DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda C. afermentans’in iki alt tipe

sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. CDC korineform grup ANF-1 bakterileri arasinda
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nonlipofilik, kolay Ureyen C. afermentans subsp. afermentans’in yaninda lipofilik
Ozellikte C. afermentans subsp. lipophilum da yer almistir (81). Her iki alt tir ayni
koda sahip oldugundan API Coryne strip ile iki alt tiiriin ayrim1 miimkiin degildir.
Brevibacterium spp. ve Rhodococcus spp. bakterilerinin bazi tiirleri de API Coryne
strip testinde benzer karsilig1 verebilirler (82). Basitrasin (0,04 1U), kolistin (10 ug),
furazolidin (50 pg), novobiyosin (5 pg), O/129 (2,4-diamino-6,7-diizopropilpteridin)
(150 pg) diskleri etrafinda herhangi bir ¢apta zon olusumu degerlendirildiginde C.
afermentans subsp. afermentans’ in tiim izolatlar1 basitrasin, kolistin ve novobiyosin
etrafinda zon olustururken; furazolidin etrafinda zon olugturmazlar ve O/129 etrafinda
zon olusumu ise degiskendir. Ttiim C. afermentans subsp. lipophilum izolatlarinda ise
basitrasin ve novobiyosin etrafinda zon olusumu goriiliirken, kolistin, O/129 ve

furazolidin etrafinda zon olusumu ise degiskendir (83).

C. afermentans viicutta normal flora elemani bulunur ancak Kumari ve ark.
(84), supraserebellar kitlesi olan bir hastada beyin cerrahi operasyonu sonrasi beyin
absesi etkeni olarak raporlanmistir. Carvalho ve ark. (85) ise C. afermentans ' kateter
enfeksiyona neden oldugunu belirtmislerdir. C. afermentans subsp. lipophilum 'un ise

HIV’li bir hastada nekrozitan pléropulmoner enfeksiyona neden oldugu raporlanmistir
(86).

2.6.3. Corynebacterium amycolatum

Corynebacterium amycolatum (C. amycolatum), palisades seklinde dizilmis
gram pozitif bir basildir. Diger patojenik olmayan korinebakteriler C. amycolatum’a
benzediginden, izolat1 tanimlamak i¢in 6zen gosterilmezse mikrobiyolojik tani siklikla
gozden kagmaktadir. Esteban ve ark. (87), daha once C. Xerosis olarak tanimlanan
izolatlarin %82'sinin yeniden test edildiginde aslinda C. amycolatum oldugunu

bildirmislerdir.

C. amycolatum septisemi, endokardit, menenjit, septik artrit ve idrar yolu
enfeksiyonlart ile iligkilidir (88). C. amycolatum en yaygin olarak yara siiriintiilerinden
(%61,5), idrardan (%214,3), dren sirtntulerinden (%7,1) izole edilir (89). Aalbaek ve
ark. (90) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, C. amycolatum’un otitis eksterna ile iligkili
oldugu bulunmustur. Endokardite neden olan C. amycolatum’un birden fazla

antibiyotige direncli oldugu bulunmustur (91). Genis spektrumlu antibiyotik
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kullaniminin C. jeikeium ve C. amycolatum tiirlerine bagli olarak sepsiste artisa neden
oldugunu belirten raporlar vardir (92). Cerrahi alan enfeksiyonlar lizerine yapilan bir
caligmada enfeksiyonlarin %11,2'sinin C. amycolatum kaynakli oldugu goériilmistiir.
Korinebakterilerin tiimii ¢oklu ilaca direngli olup izolatlarin %351,8'1 sadece
gatifloksasin ve vankomisine karsi duyarli bulunmustur (93). Reddy ve ark. (88)’nin
yaptig1 ¢alismada, bu organizmalarin penisilin, eritromisin ve klindamisine direngli,
ancak vankomisin, linezolid ve tigesikline duyarli oldugu gosterilmistir. Baska bir
caligmada 12 vakada seftriaksona %66,7 ve imipeneme %33,3 oraninda direng
bulunmustur. Bu nedenle, bu organizmalarla enfeksiyon durumunda tedavi
modalitesini belirlemek i¢in her izolat {izerinde bir antimikrobiyal duyarlilik testinin

yapilmasi 6nemlidir (94).
2.6.4. Corynebacterium aurimucosum

Corynebacterium aurimucosum (C. aurimucosum) taksonomik olarak 2002
yilinda Corynebacterium cinsi i¢inde yeni tiirler olarak tanimlandi (95). Bu patojenin
neden oldugu hastaligin spektrumu tam olarak belirlenememistir. Bu sus, birkag klinik
ornekte izole edilmis ve cilt asmmmasina veya eritramaya neden olabilecegi
belirtilmistir (96). Ayrica vajinal yol kolonizasyonuna ikincil olarak spontan
abortuslarla iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (97, 98). C. aurimucosum'un neden oldugu
eklem enfeksiyonlari, dogru karakterizasyona izin veren molekiiler yontemlerin

uygulanmasindan sonra 6nem kazanmaktadir (99, 100).

Urogenital bolgelerden baz1 izolasyon vakalari tamimlanmustir, ancak higbiri
bakteriyemi ile iliskili degildir. Uretra darligma sekonder olarak C. aurimucosum'un
neden oldugu idrar yolu enfeksiyonu vakasi tanimlanmistir (101). Farkli numunelerde
izole edilen gram pozitif basillerin retrospektif bir incelemesi, idrar 6rneklerinde klinik
olarak anlamli 3 C. aurimucosum izolasyonu ortaya koymustur (59). Baska bir
retrospektif calisma, 246 kan Ornegi incelenmis ve bunlardan yalnizca 4'liinden C.
aurimucosum tanimlanmistir. Ayni ¢alismada, izolatin degerlendirilen 6nemi ile
pozitif kan kiiltiirli setlerinin sayist, kiiltiir pozitifligine kadar gecen siire ve enfeksiyon
hastaliklar1 konsiiltasyonu degerlendirildiginde C. aurimucosum kontaminant olarak

da degerlendirilmistir. (102).
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2.6.5. Corynebacterium pseudodiphtheriticum

C. hofmannii olarak bilinen Corynebacterium pseudodiphtheriticum (C.
pseudodiphtheriticum), aerobik gram pozitif bir basildir. C. pseudodiphtheriticum, en
sik olarak pndmoni/trakeobronsit (103, 104, 105), akciger apsesi (106), nekrotizan
trakeit (107), farenjit (108) ve rinosinlzit (109) gibi solunum yolu enfeksiyonuna
neden olan bir enfeksiy6z ajan olarak kabul edilmistir. Ayrica endokardit (110, 111),
deri enfeksiyonu (112), idrar yolu enfeksiyonu (113), kemik ve eklem enfeksiyonlari
(99, 114), diskit (115) ve konjunktivit/keratit (116) gibi diger bolgelerde klinik olarak

ilgili enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir.

C. pseudodiphtheriticum enfeksiyonu en yaygin olarak insan immdan yetmezlik
viriisii (HIV) enfeksiyonu dahil olmak iizere immiin sistemi baskilanmis hastalarda
(99, 117, 114), kronik akciger hastalig1 (104), kalp hastalig1 (118), malignite (103,
119), diyabet (103, 105), ndrolojik progresif hastalik (103), otoimmiin hastalik (103,
115), endotrakeal entlibasyon (105, 107) gibi morbidite faktorlerine sahip bireylerde
tanimlanir. Bununla birlikte, komorbid durumlarla anlamli iliski kanitlanmamistir

(120).

Ayrica, C. pseudodiphtheriticum tarafindan enfeksiyonun yonetiminin zor
olmasinin iki nedeni bulunmaktadir. Birincisi, bu mikroorganizma bir komensal ajan
oldugundan ve bir kontaminant olabileceginden, klinik 6rneklerde bulundugunda bu
patojenin klinik iliskisini degerlendirmek sorunlu olabilir (121). Ikincisi ise C.
pseudodiphtheriticum'un izolatina gore biiyiik Olgliide degisiklik gosterse de
eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, kinolonlar ve trimetoprim/siilfametoksazol'e kars1

direng¢ tanimlanmistir. Bu durum tedaviyi zorlastirabilir (122, 123, 124, 125).
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2.6.7. Corynebacterium jeikeum

Corynebacterium jeikeum (C. jeikeium), insan deri florasinin bir pargasidir ve
hastanede yatan hastalardan izole edilen en yaygin bakteriler arasindadir (126).
Ozellikle kolonizasyonu aksillay1 etkiler ve nemli ortam kétii kokulu substratlarin
olusumunu destekler (127, 128). C. jeikeium viicudun her yerinde bulunabilir ve biyuk
Olgiide zararsizdir. Patojenik rakiplere karsi koymak i¢in kullanilan bakteriyosin
benzeri bilesiklerin iiretimi sayesinde dnemli epidermal koruma saglar (129). Bununla
birlikte C. jeikeium deri yaralar1 ve implante edilmis tibbi cihazlarla iliskili
enfeksiyonlarin yan1 sira Ozellikle hastanede yatan hastalarda nozokomiyal
enfeksiyonlarin etiyolojik ajani haline gelmistir (97). Bozulmus bagisiklik sistemi
nedeniyle, komensal floraya ait olan ve diizenli olarak konak¢i icinde yasayan
“yardime1” mikroorganizmalar, hastalik durumu ile enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina
yol agan firsat¢1 patojenlere doniisebilir (130, 131). Kemoterapi tedavilerinden ya da
riskli bir savunma mekanizmasindan iyilesen kisiler incelendiginde, bu nozokomiyal
enfeksiyonlarin sayisi1 (endokardit, pnémoni, peritonit ve enteriti kapsayan) aslinda

son derece endise vericidir (132, 133).

Antimikrobiyal duyarlilik ¢alismalari, bildirilen C. jeikeium izolatlarinin
biiyiik bir kisminin klinik olarak ilgili antibiyotiklere 6énemli Ol¢ude cok direngli
oldugunu ve yalnizca vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin bu tiire karsi
evrensel olarak aktif kaldigini ortaya koymustur (134). Simdiye kadar, C. jeikeium'un
antimikrobiyal ajanlara karsi ¢oklu direncinin molekiiler temeli acgiklanamamistir.
Bununla birlikte, birka¢ ¢alisma, C. jeikeium'da plazmidlerin varhigini arastirmis ve
coklu direngli fenotipin, kromozom dist DNA ile iligkili olmaktan ziyade bakteri

kromozomu tarafindan kodlandigini raporlamistir (135, 136).
2.6.8. Corynebacterium singulare

Corynebacterium singulare (C. singulare) DSM 44357, insan semeni ve kan
kiiltiiriinden izole edilen iireaz pozitif bir mikroorganizmadir. Ilk olarak C.
minutissimum’a benzeyen kolonilerin yapilan incelemesinde biyokimyasal analiz,
DNA-DNA hibridizasyon analizi ve ribozomal DNA (rDNA) sekans analizi ile C.
singulare CCUG 37330 olarak tanimlanmistir (97). C. singulare grarn pozitif,

hareketsiz spor olusturmayan ve tipik V-gekilli formlarda goriillen bir
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mikroorganizmadir. Katalaz pozitif, oksidaz negatif ve fakiiltatif anaerobiktirler.
(137). Bu susun elde edilen antibiyotik diren¢ modeli, makrolidler, linkozamidler,
aminoglikozidler, kloramfenikol ve tetrasilini icerir. C. singulare DSM 44357'nin
antibiyotik direncleri, muhtemelen makrolid ve linkozamid icin diren¢ geni ermX,
kloramfenikol i¢in disa aktaric1 gen cmx, aminoglikozid i¢in aphAl-1AB ve strA-strB,
tetrasiklin igin ise tetA/B olarak belirlenmistir (138).

2.7.Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar:
2.7.1. Beta-laktam direnci

Beta-laktam antibiyotiklerin beta-laktamazlarla hidrolizi, klinik olarak énemli
bakterilerde bu sinif antibakteriyel ajanlar i¢in en yaygin diren¢ mekanizmasidir.
Ambler’in molekiiler siniflamasinda ise bu enzimler niikleotid ve amino asit dizilerine
gore dort ayr1 sinifa ayrilir (139). Sinif A beta laktamazlar aktif bolgelerinde bir serin
amino asidi bulunur. Temel substratlar1 penisilinlerdir. Cogu plazmidlerle taginirlar.
Sinif B beta laktamazlar aktif bolgelerinde ¢inko bagimli bir “thiol” grubu bulunur.
Metalloenzimler olup ¢ogu karbapenemaz aktivitesi gosterirler. Beta laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmezler. Sinif C beta laktamazlar aktif bdlgelerinde serin
aminoasidi tasirlar. Esas olarak sefalosporinaz niteligindedirler. Kromozomal ampC
geni tarafindan kodlanirlar ve ampC tipi enzimler olarak da adlandirilirlar. Salmonella
spp. hari¢ tiim gram negatif bakterilerde bulunurlar. Bu siiftaki beta laktamazlar yap1
olarak PBP’lere benzerler ve bundan dolayr bunlarin PBP’lerden koéken aldig:
diistiniilmektedir. Sinif D beta laktamazlar serin proteaz olup oksasilini hizla hidrolize

edebilirler.

Genislemis spekturumlu beta-laktamazlar (GSBL’ler) karbapenem hari¢ olmak
Uzere penisilin, oksiiminosefalosporin ve monobaktamlara diren¢ saglamakta, ancak
bu enzimlerin hidrolitik aktiviteleri genellikle klavulanik asitle inhibe olmaktadir.
AmpC beta-laktamazlar sinif C beta-laktamaz tretimine neden olup, karbapenem haric
olmak iizere daha genis spektrumdaki beta-laktam antbiyotiklere direng saglamakta ve
bu enzimlerin hidrolitik aktivitesi klavulanik asitle inhibe olmamaktadir. ampC direnci

kromozomal veya plazmid kaynakli olabilir (140, 141).

C. diphtheriae'nin toksik ve toksik olmayan suslarinda penisiline kars1 ortak

duyarlilik, difteri tedavisinde en sik recete edilen antibiyotiklerden birinin penisilin

15



olmasini saglamistir. Bu goriise ragmen, higbir etkinlik gostermedigi vakalar da
gozlemlenmistir. Fenotipik testler, C. diphtheriae biyotip gravis'in toksik olmayan
susunun penisilin duyarliliginin s1vi mikrodiliisyon yontemi tarafindan belirlendigi
temeli olusturmustur (142). Iki yontemle yapilan arastirma, sonuglarda %98 tutarlilik
gdstermistir. Penisilin icin MIK degerleri 0,064 ile 0,250 mg/1 araliginda belirtilmistir.
MBK (Minimal Bakterisidal Konsantrasyon)-MBK50 ve MBK90 penisilin icin
sirastyla 2,0 ve 8,0 olarak belirtilmistir. Calismanin sonuglari, penisiline karsi
duyarsizlig1 (tolerans) gostermistir. Boyle bir etki, endokardit vakasindan izole edilen

C. diphtheriae susunda amoksisiline tolerans durumunda da gézlemlenmistir (143).

Beta-laktam antibiyotiklere direng gosteren Corynebacterium cinsinin farkli
tiirlerinin fenotipik caligsmalarinda bu tiir antibiyotiklere kars1 olusan direncler genis
capta degisim gostermektedir. C. jeikeium ve C. urealyticum suslarinda penisiline
(MIK90 >4 pg/ml), ampisilin (MiK90 >8 pg/ml), sefazolin, sefotiam, sefmetazol,
sefepim (MIK >64 pg/ml) ve imipeneme (MIK >32 pg/ml) karsi1 direng bulunmustur
(144). C. striatum'un suslarinda penisilin (MIK90 = 16 pg/ml), ampisilin (MIK90 >
16 pg/ml), sefazolin, sefotiam, sefotaksim, imipeneme diren¢ varligi bildirlmistir
(145). Bir baska yapilan ¢aligmada ise beta-laktamlar arasinda yalnizca imipenem, C.
striatum ve C. amycolatum suslarinin ¢oguna ve C. jeikeium ve C. urealyticum
izolatlarinin yaklasik yarisina karst aktif bulunmustur (146). Beta-laktam
antibiyotiklere direnc gosteren Corynebacterium cinsinin farkl tiirlerinin fenotipik ve
genotipik caligmalarinin sonuglarinin analizine dayanarak, bu mikroorganizmalarda,
yani beta-laktamaz iiretimi ve penisilin modifikasyonu gibi her iki direng mekanizmasi
organizmasmin meydana geldigi sonucuna varilabilir. 2017°de yapilan galismada
penisiline direncli 52 enfeksiyon etkeni C. striatum suslarindan 42’sinde ampC genine

rastlanmastir (147).
2.7.2. MLSB direnci (makrolid, linkozamid ve streptogramin B)

Makrolid, linkozamid ve streptogramin ttrevi antibiyotikler makrosiklik lakton
halkasindan ibaret ortak bir yapiya ve benzer antibakteriyel etkilige sahip olmalari
nedeni ile biiyiik bir antibiyotik familyas1 (MLS familyas1) olustururlar. Baslica
makrolid antibiyotikler eritromisin, klaritromisin ve azitromisindir. Linkozamid

antibiyotikler ise linkomisin ve klindamisindir. Makrolidler ile gruplandiriimasinin
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nedeni, antibakteriyel spektrumunun, etki mekanizmasinin ve klinik kullaniglarinin
benzemesidir. Atipik makrolidler olan streptograminlerin iki tlrt olan Kinupristin ve
dalfopristin birlikte direngli pndmokok ve bazi gram pozitif kok enfeksiyonlarinda
kullanilmaktadir (148). Makrolid antibiyotikler duyarli bakterilerin ribozomlarinin
50S alt birimindeki peptidil t-RNA’nin baglanma bolgesine geri doniisiimlii bir sekilde
baglanirlar. Boylece yeni sentez edilen peptidil t-RNA molekullnin ribozomdaki
akseptil bolgeden peptidil (dondr) bolgeye kaymasini inhibe ederek peptidil zincirin

uzamasini 6nleyip protein sentezini engellerler (148, 149).

Makrolidlerin ~ baglandigi  yerin yakinina linkozamidlerde baglanir.
Makrolidlere karsi kazanilmig direng gelistiginde genellikle linkozamidlere ve benzer
bir mekanizma ile antibakteriyel etki yapan streptogramin B’ye kars1 da ¢apraz direng
gelisir. Buna makrolid-linkozamid-streptogramin B (MLSB) tipi direng denir (148).

Corynebacterium tirlerinde makrolid, linkozamid ve streptogramin B'ye
direng Ozellikle klinik ¢oklu ilaca direngli izolatlarda belirgindir (145, 150). MLSB
direncinin ifadesi yapici veya indiiklenmis olabilir. Yapisal direng tiirli durumunda,
metilaz sentezine izin veren aktif mRNA, bir indiikleyici olmadan olusturulurken,

indiklenen MLSB’de ise inaktif mRNA sentezlenir.

Corynebacterium cinsinin lipofilik suslarindaki MLSB direncinin incelendigi
calismada test edilen suslarin %70'inden fazlasi eritromisine ve klindamisine direncli
oldugu belirtilmistir. Bunlarin tiimii yapict bir MLSB direng mekanizmasi
gostermigir. Suslarda, ermA, ermB, ermC, ermX, linA, msrA ve mphC arastirilmis ve
makrolid, linkozamid ve streptogramin B'ye kars1 farkli direng tiirlerinden sorumlu
olabilecek genler olabilecekleri belirtilmistir. MLSB direng fenotipine sahip tim
suslarda ermX geni  saptanmigtir. Test edilen diger genlerin higbiri suslarda
kesfedilmemistir. ermX genini barindiran suslar, ¢ok sayida biyolojik ve biyokimyasal
teste dayanan fenotipik bir yontem kullanilarak tanimlanmistir (151). Tunus’da
yapilan ¢alismada 85 C. striatum susun hepsinin bakteriyel DNA's1, makrolid ve
linkozamid antibiyotiklere direng genleri i¢in amplifiye edilmis, 62 susta ermX geni
saptanmistir. ermB geni 21 C. striatum susunda tespit edilmis ve 12 susta hem ermX

hem de ermB amplikonlar1 tespit edilmistir (147).
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1996 yilinda yapilan arastirmalarda Streptococcus pyogenes ve Streptococcus
pneumoniae'in klinik izolatlari arasinda bir akis sistemine bagli olarak makrolidlere
kars1 yeni bir diren¢ mekanizmasi ortaya ¢ikmustir (152, 153). Makrolidlere karsi
direng ve linkozamidlere ve streptogramin B antibiyotiklerine duyarlilik ile karakterize
edilen M fenotipini saglayan makrolid akis mef genlerinin varligindan
kaynaklanmaktadir (153). ilk olarak S. pneumoniage’de tarif edilen mefA ve ilk olarak
S. pyogenes’de kesfedilen mefE, %90 ayni olup makrolid direncinin belirlenmesinde
aym1 mefA/E smifina atanmistir. Bunlar, antibiyotik veya antibiyotik hedefini
degistirmez, fakat bunun yerine antibiyotigi hiicre veya hiicresel membrandan digari
pompalayarak hiicre i¢i konsantrasyonlar1 diisiik tutar ve ribozomlar1 antibiyotik
icermez (154). MefA genleri, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus ve
Streptococcus gibi farkli gram-pozitif cinslerde bulunmus olup, ekstrakromozomal
plazmid DNA ile iligkili bulunmadig1 ve bazi durumlarda konjugasyon ile aktarildigi
gosterilmis (155). ABD’de yapilan bir ¢alismada 17 Corynebacterium tiriinden 1 C.
jeikeum ve 3 Corynebacterium spp. tirlerinde mefE geni bulunmus olup ermA ve ermC

genleri saptanmamustir (156).
2.7.3. Kinolon direnci

Bakterilerde DNA giraz enzimi gyrA geni tarafindan kodlanan iki A alt birimi
ile gyrB geni tarafindan kodlanan iki B alt biriminden olugsmaktadir. DNA giraz, DNA
replikasyonu ve onariminda, topoizomeraz IV ise replikasyon sirasinda olusan yavru
DNA iplikg¢iklerinin birbirinden ayrilarak yavru hiicrelere gegmelerinde gorev alir.
Topoizomeraz-DNA kompleksine baglanan kinolonlar, DNA sentezini hizla inhibe
ederler. Enzim-DNA kompleksinin kritik bolgelerindeki amino asit degisiklikleri
kinolonlarin bu hedeflere afinitesini diistiriir. Topimeraz II’deki GyrA alt Unitesi ile
topimeraz [V’deki GyrA alt linitesi diren¢ mutasyonunun en sik goriildiigii bolgelerdir

(157).

Corynebacterium cinsinin tiirlerinde, florokinolonlara da direng gézlenmistir.
Kinolonlara (QRDR-kinolon direnci belirleme bolgesi) direnci belirleyen bélge olarak
tanimlanan giraz alt birimi A'nin yapisal gen bolgesi i¢indeki nokta mutasyonlari ile
iligkilidir. Mutasyonlar, kendiliginden dogarak belirli florokinolonlara direng araligina

bagli olan amino asit dizilerinde degisikliklere yol agar. Ortaya ¢ikan direng seviyesi,
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amino asidin tlirine baglidir. Bazilar kiiciik bir afinite kaybina ve hassasiyette hafif
bir azalmaya neden olurken, digerleri florokinolonlarin afinitesini ve aktivitesini
potansiyel olarak azaltir. Konjonktival siiriintii 6rneginden iireyen 16 C.
macginleyi susu iizerinde yapilan c¢alismada siprofloksasin, levofloksasin ve
norfloksasin direnci kosullandiran QRDR’deki 83 ve 87 pozisyonlarinda amino asit

degisikliklerine yol acan bir ¢ift mutasyon da bildirilmistir (158).

gyrA geni dizisi ¢alismalari, C. striatum ve C. amycolatum suslarinda da
gerceklestirilmistir. C. amycolatum'daki kinolonlara kars1 yiiksek direng, 87 ve 97
veya 87 ve 88 pozisyonlarindaki ¢ift mutasyon ve amino asit degisikliklerinden
kaynaklanmigtir. C. striatum’da meydana gelen 87 ve 91 pozisyonundaki amino
asitlerin siprofloksasin ve levofloksasin icin cok yiiksek MIK degerleri ile karakterize
edilen dirence karsilik gelirken, moksifloksasin i¢cin sadece orta derecede artmig MiK
degerleri bildirilmistir (159). C. striatum suslarinda 2017°de yapilan bir ¢alismada
suslardaki gyrA nin QRDR bdogesinde ¢ift mutasyon (Ser87Phe, Asp91Gly) oldugu
saptanmus olup siprofloksasin ve moksifosasine kars1 suslarin MiK degerlerinin farkli
oldugunu gosterilmistir (160). Bu caligsmalar, mutasyonlarin sayisina ve degisen amino
asitlerin tlirtine bagli olarak incelenen Corynebacterium tiirlerinde kinolonlara kars1

cesitli karmasik direng mekanizmalar1 gostermistir (159).
2.7.4. Aminoglikozid direnci

Bakteri ribozomlarina baglanip, mRNA’nin yanlis okunmasina neden olarak
protein sentezini inhibe eden aminoglikozidlere diren¢ baslica iic mekanizma ile
gerceklesir. Bu mekanizmalar ribozomal hedef degisikligi, enzimatik inaktivasyon ve
ilacin  sitoplazmaya gecisinin engellenmesidir. Gram pozitif bakterilerde
aminoglikozid direnci ¢ogunlukla permeabilite azalmasi ya da salgilanan bir enzim ile
ilgilidir (161). Kromozomal mutasyon sonucu bakterilerin 30S ribozamal alt
birimlerinde aminoglikozidlerin baglandig1 noktada degisiklik meydana gelir.
Enzimatik inaktivasyon aminoglikozid direncinde en yaygin olarak goriilen
mekanizmadir. Aminoglikozidleri modifiye eden enzim genleri plazmid ve
transpozonlar ile yayilabilmektedir. Plazmidin bakteri hiicresine girisi ile belirli
aminoglikozid tiirlerini inaktive eden enzimler periplazmik araliga ve sitoplazmaya

salgilanir. Salgilanan enzimler aminoglikozidleri adenillemek, asetillemek veya
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fosforile etmek suretiyle inaktive ederler (148, 162). Ayrica, sitoplazma membraninda
aminoglikozidin hiicre i¢ine taginmasini saglayan 6zel aktif transport mekanizmasinin

bozulmasi ile antibakteriyel etki azalir veya kaybolur (148).

Aminoglikozit asetil transferazlar (AAC), amino gruplarinin AcCoA'ya
bagimli N-asetilasyonunu aminoglikozit molekiilleri Uzerinde katalize eder. AAC(3)
ailesi, deoksistreptamin halkasinin 3-amino grubunu regioselektif olarak modifiye
eder ve sagladiklar1 aminoglikosid direnci modeline dayanarak alt tiplere ayrilmustir.
AAC(3)-1 ve Il izoenzimleri tercihli olarak aminoglikozidlerin gentamisin grubunu
degistirir. Aac(3)-111 enzimleri, gentamisin, tobramisin ve neomisin dahil olmak tzere
cok cesitli aminoglikozitlerin kovalent asetilasyonunu Kkatalize eder (161, 163).
AAC(3)-1V sinifi N-asetiltransferazlar, bugiine kadar tanmimlanmig tim AAC(3)
enzimlerinin en genis substrat spesifikligine sahiptir (164). Fransa’da 2015’te yapilan
bir c¢aligmada C. striatum'da gentamisin ve tobramisine karsi direng olusturan
aminoglikosit 3-N asetil transferazi kodlayan aac(3)-XI geni bulunmustur (165). Bir
baska calismada ise 64 C. striatum izolatindan 44'inde aac (3)-XI gosterilmis olup,

hepsinin gentamisin ve tobramisin’e karsi direngli oldugu saptanmustir (166).
2.7.5. Tetrasiklin direnci

Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki
olusturan tetrasiklinlere diren¢ gelisimi aktif efluks pompa sistemi, enzimatik
inaktivasyon, tasiyici proteinlerin bozulmast ve ribozom koruyan proteinlerin
olugsmasidir. Hiicre membraninda enerji bagimli efluks pompa sisteminin olugmasi
sonucunda tetrasiklinlerin bakteri hiicresi igine girmesi engellenir ve bakteri hiicresi
icine girmis olan tetrasiklinler disari pompalanir. Bu mekanizma tetrasiklin

direncindeki en 6nemli mekanizmadir (148).

C. striatum durumunda, test edilen suslarin %97'sinde tetrasiklin’e kars1 fenotipik
diren¢ bulunmustur (168). Bu gozlemler, protein ribozomu iizerindeki koruyucu
etkiden dolay1 tetrasiklinlerin ribozoma baglanma bdlgesine baglanip tim
tetrasiklinlere direngten sorumlu proteini kodlayan tetM geninin saptanmasiyla
dogrulanmistir (169). Ayrica Corynebacterium suslarinda tetrasikline karst direng
plazmid aracili olarak tetrasiklin tlrevlerini hiicreden disar1 pompalanmasina neden

olan tetAB genlerinin katilimiyla iliskilidir. (170, 171).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Corynebacterium’larin izolasyonu ve identifikasyonu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Ocak 2017-Subat 2020 tarihlerinde c¢esitli klinik
birimlerden steril sekilde gonderilen balgam, trakeoaspirat, bronkoalveoler lavaj, kan
kiltiirii, doku, idrar, yara, apse ve steril viicut s1ivi 6rneklerinden izole edilen 117 adet
Corynebacterium cinsine ait mikroorganizma ¢alismaya dahil edilmistir. Bir hastanin
birden ¢ok orneginde iireme oldu ise sadece ilk {iretilen izolat calismaya dahil

edilmistir.

Ornekler laboratuvarimiza ulastiktan sonra kiiltiirii yapilmak iizere calismaya
alinmistir. %5 koyun kanli agara (Salubris Biyoteknoloji Uriinleri, istanbul, Ttrkiye)
ekimi yapilan hasta ornekleri 35-37°C’lik Memmert BM 600 etlive (Labexchange,
Burladingen, Almanya) 24 saatlik inkiibasyona kaldirilmistir.  Ureyen
mikroorganizmalarmm  tiir diizeyinde tanimlanmast MALDI-TOF MS ile

gerceklestirilmistir.
3.2.Corynebacterium’larin saflastirilmasi ve saklanmasi

MALDI-TOF MS sonucunda Corynebacterium spp. tanimlanmasi yapilan
kolonilerden saf kiiltiir olarak saklamak i¢in tek koloni pasaji alinmig, daha sonra %1
gliserollii (Merck, Almanya) Tryptic Soy Broth iceren saklama besiyeri (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Almanya) 1,5 ml’lik ependorflara aktarilmis, kolonilerin
saklama besiyeri ile homojen karigsmasina 6zen gosterilmis ve -80°C sogutucuya (New

Brunswic Scientific Mod U570 premium, Thermo, ABD) kaldirilmistir.
3.3. izolatlarn antibiyotik duyarhliklarinin saptanmasi
3.3.1. Disk diftizyon yontemi ile duyarhlik belirleme

Yiizde bes koyun kanli agarda iiremis olan izolatlarin her birinden tek koloni
alinarak, %0,9 NaCl izotonik soliisyon igeren ayr1 ayri tiiplere 1-2x10%8 CFU/mL (0,5
McFarland) standardina esdeger bakteri siispansiyonu hazirlandi. EUCAST o6nerileri
dogrultusunda KirbyBauer disk difuizyon yontemiyle (Bioanalyse, Ankara, Turkiye)
%35 defibrine at kan1 ve 20 mg/L B-NAD iceren Mueller-Hinton Fastidious agara
(Becton-Dickinson, Heidelberg, Almanya) Penisilin (1 tnite), siprofloksasin (5 ug),
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gentamisin (10 pg), Klindamisin (2 pg), tetrasiklin (30 pg), rifampisin (5 pg),
vankomisin (5 pg) ve linezolid (10 pg) antimikrobiyal diskler yerlestirildi. Inokiiliim
yapilan tiim plaklar 16-20 saat 35+1°C’deki etiivde inkiibasyona birakilmis olup siire
sonunda inhibisyon bélgeleri milimetrik olarak olculip kaydedildi. Antimikrobiyal
disk zon ¢ap degerleri rehberin belirttigi referans degerler baz alinarak degerlendirildi.
Ayrica, MLSB direncinin bakilmasinda 15 pg eritromisin KirbyBauer disk difiizyon
yontemiyle %5 defibrine at kan1 ve 20 mg/L f-NAD iceren Mueller-Hinton Fastidious
agara (MH-F) yerlestirildi ve zon gapma bakildi. Eritromisin i¢in EUCAST’de
Corynebacterium tiirleri i¢in belirlenmis kriterler olmamasindan dolay1 eritromisin

duyarlilik testi 6nerileri EUCAST Staphylococcus spp. kriterlerine gore ¢aligildi (150).

Indiiklenebilir MLSB direncinin belirlenmesinde (D test) klindamisin duyarls,
eritromisin direngli suslarda eritromisin (15 pg) ve Klindamisin (2 pg) antibiyotik
diskleri %5 defibrine at kan1 ve 20 mg/L B-NAD iceren Mueller-Hinton Fastidious
agarda ile birbirinden 12-20 mm uzaga yerlestirilip ve 0,5 McFarland standardina
esdeger bakteri siispansiyonu hazirlanip plaklara ekim yapildi. Plaklar, 24 saat
boyunca 35°C'de inkiibe edildi. Klindamisin etrafindaki yassilagsma bdlgesinin ortaya
ctkmasi  degerlendiridi.  Indiiklenebiir MLSB  direncinin  saptanmasinda
Corynebacterium spp.’ler ile ilgilli bir kriter olmadigindan EUCAST Staphylococcus
spp. icin MLSB antibiyotik kriterleri kullanildi (150).

3.3.2. Gradient strip test (E test) yontemi ile siprofloksasin ve moksifloksasin
MiK Belirleme

Bu testin amaci bazi suslardaki gyrA geninde bulunan mutasyonlar ile onlarin
siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerleri arasindaki iliskiyi belirlemektir. Bu
sebeple disk difiizyon yontemi ile siprofloksasin direngli bulunan randomize se¢ilmis
11 C. striatum, 5 C. afermentans ve tim C. jeikeum, C. afermentans, C. aurimucosum,
C. pseudodiphtheriticum ve C. amycolatum suslarinin EUCAST dogrultusunda %5
defibrine at kan1 ve 20 mg/L B-NAD iceren Mueller-Hinton Fastidious agarda
siprofloksasin ve moksifloksasin gradient stripleri (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi,

Italya) yerlestirilerek MIK degerleri tespit edilmistir.
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3.3.3. Siv1 diliisyon yontemi ile siprofloksasin ve moksifloksasin MIK

degerlerinin belirlenmesi

Gradient test stripleri ile siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerleri
belirlenmis 30 susun ve disk difiizyon yontemi ile siprofloksasin duyarli ¢ikan 2 C.
striatum susunun MiK degerlerinin dogrulanmasi amactyla CLSI (172) dogrultusunda,

toplam 32 susa sivi1 dillisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi uygulanmistir.

On bin pg/mL’lik siprofloksasin ve moksifloksasin toz (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Almanya) stok sollisyonundan 819,2 pL alinip 180,8 uL siteril saf su ile
karistirilarak antibiyotik konsantrasyonlart 8192 pug/mL yapilip kullanim igin -20°C'de

saklandi.

Koloni siispansiyonunun hazilanmasinda %35 koyun kanli agarda canlandirilan
izolatlarin her birinden 3-5 koloni 6ze ile alinarak, %0,9 NaCl izotonik sollisyon i¢eren
ayr1 ayri tiiplere 0,5 McFarland standardina esdeger bakteri siispansiyonu hazirlandi.
0,5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 100 pL alinip 900 pL steril
su igine konularak 1x107 CFU/mL yogunlugunda bakteri siispansiyonu elde edildi.
Antibiyotik duyarhilik testi 96 kuyucuktan olusan platede c¢alisilmis olup, dnce tiim
kuyucuklara 50 pL katyon ayarli Mueller Hinton sivi besiyeri konuldu. Elde edilen
bakteri slspansiyonundan 50 pL almip 12 serili plate’in 11. kuyucuguna kadar
konuldu. 12. kuyucuk negatif kontrol amagli bos birakildi. 8192 pg/mL
konsantrasyonundaki siprofloksasin veya moksifloksasin iceren stoklardan 50 pL
alinip ayn platelerde 1. kuyucuklara seri pipetleme yapilarak aktarildi. Daha sonra 1.
kuyucuktan 50 pL sivi alinip 2. kuyucuga oradan 3. kuyucuga katarilip, bu sekilde seri
diliisyon 10. kuyucuga kadar devam ettirilmekle beraber 11. ve 12. kuyucuklara
antibiyotik aktarimi yapilmadi. Plate’ler 37°C'lik etivde 24 saatlik inkibasyona
birakildi. Her iki antibiyotik s1v1 diliisyon testinde negatif kontrol olarak E. coli ATCC
25299 susu, pozitif kontrol olarak C. striatum TCST 1 susu kullanildi. Gradient strip
test sonucu negatif kontrol sus icin ve MIK degeri 4 pg/mL’den kiigiik olan suslar igin
stvi  antibiyotik dillisyonlart bir alt satirdan devam ettirilerek daha diisiik
konsantrasyonlara ulasilmas: saglandi. EUCAST dogrultusunda siprofloksasin icin
duyarlilik degeri <1 mg/L, moksifloksasin igin <0,5 mg/L degerleri gbz Oniine

aliarak duyarliliklar belirlendi.
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3.4.Kromozomal DNA izolasyonu

Tiir diizeyinde tanimlanip -80°C’de saklanmis olan bakteriler ¢ikartilip %5
koyun kanli agar besiyerine inokule edilip 35-37°C’lik etiivde 18-24 saatlik
inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon sonras1 safligindan emin olunan kolonilerden tek
koloni almip 3-5 mL Beyin Kalp Infiizyon broth (BD, Heilderberg, Germany) sivi
besiyerinde 37°C'de 220 rpm c¢alkalamali inkiibatorde 12-18 saat inkiibe edildi. iki
adet 2 mL kapasiteli saklama viallerinde 150-200 uL steril gliserol ile 850 pL bakteri
kalturd vortekslenip -80°C'ye kaldirildi. Ayrica ¢alkalamali inkiibasyon sonrasi sivi
besiyeri kiltiriinden 1,5 mL alinip steril eppendorf (1,5 mL) tliplere transfer edilerek
mikrosantrifujde (ThermoFisher Scientific, Paisley, UK) 10000 rpm’de 1 dak santrifiij
islemi yapilip, slipernatant kismi dokiilecek ve geriye kalan pellet DNA izolasyonu
icin kullanilacak veya daha sonra kullanilmak iizere -20°C'deki dolapta (Arcelik,
Istanbul, Tiirkiye) sakland.

DNA izolasyonu Macherey Nagel DNA prufikasyon kiti (Dueren, Almanya)
kullanilip kit protokolii izlenerek yapildi. Donmus bakteri peletlerini 30 saniye 10,000
rpm’de santrifuj edip, Ust tarafta kalan sivi dokiilerek peletler hazir hale getirildi. Her
bir pelet icin Buffer PL2’den 280 pL alip 5 mg/mL’lik lizozimden 20 pL ekledikten
sonra, bu soliisyon peletin bulundugu eppendorf tiiplere aktarildi ve 37°C’de 30 dak
bekletildi. Bu siire sonunda her bir eppendorf tipine 10 mg/mL’ lik RNAaz’dan 3 pL
ve 10 mg/m’lik Proteaz K’dan 3 pL eklenip tupler 65°C’de, 15 dak bekletildi.
Sonrasinda sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonundan 30 pL tiiplere koyup 65°C’de,
15 dak bekletildi. Fenol kloroform izoamil alkol (25:24:1)’den 400 uL tiiplere
konulup, tipler 14,000 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta kalan
tortunun {izerinde kalan s1v1 bilesigini ¢ekerek yeni eppendorflara koyup, iizerine 400
pL kloroform izoamil alkol (24:1) ekleyerek kloroform ekstraksiyonu yapildi. Tiipler
14,000 rpm’de 10 dak santrifiij edilip tstte kalan siv1 bilesigini alinip filtreli kolon
tiipliniin igine aktarildiktan sonra, kolon tiipleri 11,000 rpm’de 2 dak santrifuj edildi.
Santrifiij sonrasi filtrenin altinda kalan sivi bosaltilip kitte bulunan wash buffer’dan
700 pL alinarak filtreli kolon tiipliniin ig¢ine aktarildi. Tiipler 11,000 rpm’de 1 dak
santrifiij edildi. Altta kalan s1v1 atilip santrifiij islemi tekrar edildi. Elusion buffer’dan
700 uL alimip kolon tiipiine eklendikten sonra tiipler 65°C’de, 10 dak bekletildi.
Ardindan kolon tiipleri 12,000 rpm’de 1 dak santriftij edildikten sonra filtre kolon

24



tiipten c¢ikarilip allta kalan DNA ekstraksiyonu eppendorf tiiplere aktarilarak PZR
islemi icin -20°C'de saklanild:.

3.5. PZR ile direng geni taranmasi
3.5.1. Kullanmilan primerler

Suslardaki ermA, ermB, ermX mefA/E, aac(3)-Xl, ampC, tetM direng
genlerinin varliginin arastirilmas: ve gyrA genindeki mutasyonlara bagli direng
mekanizmasinin ~ saptanmasinda  farkli  sekiz  primer seti  kullanilmustir.
Corynebacterium striatum suslarinin 30’unda ampC geni bakilmis, diger direng
genleri tiim suglarda taranmistir. Liyofilize halde bulunan primerlerin sulandirma
islemi tretici firma talimatlar1 dogrultusunda protokole uygun olarak yapilmig ve 100
pmol/ul konsantrasyonda stok primerler elde edilmistir. Calismamizda kulanilacak
primerlerin konsantrasyonu 10 pmol/ul olarak planlanmistir. Bunun i¢in 100 pmol/ul
konsantrasyonda stok primerden 10 pl alinarak 90 pl distile su ile toplam hacim 100
pl olacak sekilde tekrar sulandirilmig, ependorflara ayrilip -20°C’de muhafaza
edilmistir. Calismada kullanilan primerler Alibi ve ark. (160), Sutcliffe ve ark. (173)
ve Aminov ve ark. (174)’nin ¢alismalarina uygun olarak belirlenmistir. MLSB, beta-
laktam, kinolon, tetrasiklin ve aminoglikozidlere direncini kodlayan genlerin

arastirilmasinda kullanilan primerlerin dizilimleri Tablo 2'de verilmistir
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Tablo 2. PZR Deneylerinde Kullanilan Oligoniikleotid Primerler

Primer Ad Niikleotid dizisi (5’ 3°) Boyut Referans
Baz cifti (bp)

ermX-F1 AAC CAT GAT TGT GTT TCT GAA CG

ermX-R1 ACC AGG AAG CGG TGC CCT 560 160

ermA-F1 TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA

ermA-R1 CTTCGATAG TTT ATT AAT ATT AGT 645 173

ermB-F1 GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA

ermB-R1 AGT AAC GGT ACT TAAATT GTT TAC 639 173

mefA/E-F1 AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC

mefA/E-R1 TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG 348 173

gyr A-F1 GCG GCT ACG TAA AGT CC

gyrA-R1 CCGCCGGAGCCGTTCAT 337 160

aac(3)-XI-F1 ATG ACT ACA ACC AAC GAG ATC

aac(3)-XI-R1 CTA AAG CTC CCG GAT GTA GAG 452 160

ampC-F1 CAATCG GATTCCTGG TCG CT

ampC-R1 TGGTTCGCG TGATGT TTT CG 965 160

tetM-F1 ACA GAAAGC TTATTATAT AAC

tetM-R1 TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC 171 174

3.5.2. Gen bolgelerinin amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu karisimi ve dongii kosullart Alibi ve ark (160),
Sutcliffe ve ark. (173) ve Aminov ve ark. (174) ¢alismalarindan modifiye edilerek tek
bir amplifikasyon metodu kullanilmigtir. S. aureus ADU44 tetM ve ermA genleri igin,
S. aureus RN4220 ise ermB geni (suslar Prof. Dr. Biilent BOZDOGAN’dan temin
edilmistir) igin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. ErmX ve aac(3)-XI genleri igin
kontrol suslar, PZR taramasinda pozitif ¢ikan suslardan alinip yapilmis; ampC ve
mefA/E genleri igin pozitif kontrol kullanilmamistir. PZR karisimi i¢in Taq PZR
Master Mix Kit (Solis Biodyne 5X FIREPol, Tartu, Estonya) kullanilmistir. Karigim,
termositabil taq polimeraz, MgCl,, ANTP’ler ve deterjanli PZR tamponu igermektedir.
PZR isleminde toplamda 20 pL'lik bir karisim elde etmek i¢in 4 puL'lik bir PZR Master
Mix sollisyonu, 0,6 uL forward ve reverse primerler ile karistirildi. Daha sonra, test
edilecek izolatin DNA’sin1 igeren stoktan 1 pL ve 13,8 uL distile su karisima eklendi.
PZR programi, 94°C'de 5 dak siireyle bir ilk denatiirasyon adimini, ardindan 94°C'de
45 saniye boyunca 35 déngu denatlirasyon, 55°C'de 45 saniye baglanma, 72°C'de 60

saniye uzama ve 72°C'de 10 dak son bir uzatma olarak belirlendi. Amplifikasyon
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islemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler (ThermoFisher Scientific, Paisley,
Ingiltere) cihaz1 kullanilarak yapildi.

3.5.3. Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon islemi sonucu elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilarak incelendi. Bunun i¢in %1,5’lik agaroz jel kullanildi. Jeli
hazirlamak i¢in TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) ¢6zeltisinden 100 ml alinarak igerisine
1,50 gr agaroz (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) eklendi. Hazirlanan ¢6zelti 2-
3 dak mikrodalga firinda kaynatilarak agarozun tam olarak ¢6ziilmesi saglandi. Daha
sonra icerisine 3 uL etidyum bromur (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) eklendi.
Yatay jel elektroforez tablasinin i¢ine yilikleme kuyucuklarinin olugmasi igin taraklar
yerlestirildikten sonra sivi haldeki jel karisimi tablanin igerisine yavasga, kabarcik
olusturmayacak sekilde dokiildi. Jel katilagmasi i¢in oda sicakliginda 30 dak
bekletildi. Katilasan jel icerisinden taraklar c¢ikarilmis ve jel elektroforez tankinin
icerisine yerlestirildi. Jel yerlestirildikten sonra elektroforez tanki jel yiizeyini ortecek
sekilde TAE tamponu ile dolduruldu. Hazirlanan PZR iiriinleri kuyucuklara 5'er pl
yiiklendi. Molekiiler belirte¢ ve drneklerin jele yiikleme islemi tamamlandiktan sonra
elektroforez tankinin kapag1 kapatilarak giic kaynagma baglandi. Ornekler 75-80 V
elektrik akiminda 45-50 dak yiiriitildii. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel
transilliiminatér cihazina (UVP BioSpectrum Multispectral Imaging System,
Cambridge, UK) yerlestirilerek ultraviyole 151k altinda degerlendirildi. Sonrasinda ise
VersaDoc Imaging System (BIO-RAD, California, USA) ile dijital olarak
goruntulendi. PZR sonucunda elde edilen amplifikasyon Grinlerinin bayukliklerinin
degerlendirilmesinde molekiiler belirte¢ olarak 50 bp DNA ladder (ThermoFisher
Scientific, Paisley, UK) ve 200 bp Hyperladder (Meridian Biosicience, Tennessee,
USA) kullanildi.

3.5.4. Sekanslama yapilacak suslarin PZR iiriinlerinin temizlenmesi

Elli susun gyrA genindeki nokta mutasyonlarin belirlenmesi ve PZR’de aac(3)-
Xl ve ermX pozitif ¢ikan birer susun DNA dizi analizinin dogrulanmas1 amaciyla

PZR’de ortaya ¢ikan iirlinler temizlenip sekans islemi i¢in hazir hale getirildi.

Bu islem i¢in PZR clean up gel extraction (Macherey- Nagel, Almanya) kit
protokolii takip edildi. Sekans yapilacak suslarin izole edilmis DNA’lar1 -20°C'den
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cikarithip gyrA, aac(3)-XI ve ermX genlerinin amplifikasyonu i¢in PZR karisimi
hazirlandi. PZR karisimi i¢in Taq PZR Master Mix Kit (Solis Biodyne 5X FIREPol,
Tartu, Estonya) kullanilmistir. Karisim, termositabil taq polimeraz, MgCI2, dNTP’ler
ve deterjanli PZR tamponu i¢ermektedir. PZR isleminde toplamda 40 pL'lik bir
karisim elde etmek i¢in 8 pl'lik bir PZR Master Mix soliisyonu, 1,2 pL forward ve
reverse primerler ile karistirildi. Daha sonra, test edilecek izolatin DNA’sin1 igeren
stoktan 1 pL ve 28,6 uL distile su karisima eklendi. PZR programi, 94°C'de 5 dak
siireyle bir ilk denatiirasyon adimini, ardindan 94°C'de 45 saniye boyunca 35 dongii
denatilirasyon, 55°C'de 45 saniye baglanma, 72°C'de 60 saniye uzama ve 72°C'de 10
dak son bir uzatma olarak belirlendi.

Amplifikasyon islemi sonucu elde edilen PZR {iriinleri 50 bp DNA molekiil
agirlik standart1 ile %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek elde edilen amplifikasyon
triinleri  transilliminatdér cihazina yerlestirilerek ultraviyole 151k altinda
degerlendirildi. Elde edilen iiriinler bistiiri ile jelden alinarak ependorflara yerlestirildi.

Her bir kesilen jel parcasinin agirligi tartilarak not edildi.

Koleksiyon tiipleri siralanip {istine DNA prufikasyon kolonu yerlestirildi.
Kit’de bulunan binding buffer NTI’dan kesilen jel agirliginin iki kat1 kadar soliisyonu
jel ile dolu ependorflara koyup 50°C'de 10 dak bekletildi. Sivi hale doniismiis jeller
koleksiyon tiiplerine aktarildi. Tiipler 12,000 rpm’de 1 dak santrifiij edilip prufikasyon
kolonu altinda kalan sivi bosaltildi. Yedi yliz uL yikama soliisyonu ile tupler iki defa
yikandiktan sonra altta kalan sivi bosaltilip tiipler 12,000 rpm’de 1 dak santrifuj edildi.
Koleksiyon tupleri 1,5 mL hacimli yeni ependorflara aktarilarak 15 uL. DNA ellsyon
solisyonu kolonunun ortasina aktarildi. Ependorflar 50°C'de 3 dak bekletildikten
sonra 1200 rpm’de 1 dak santrifiij edilip altta kalan temizlenmis PZR iiriinii -20°C'ye
kaldirildi.

3.5.5. Temizlenmis PZR Urunlerinin DNA dizi analizi ile belirlenmesi

Dongusel dizileme reaksiyonu BrilliantDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kiti (Nijmegen, Hollanda) kullanilarak yapildi. Bir reaksiyonluk karisim 40 pL olup
karisim elde etmek i¢in 0,75 pL'lik BrilliantDye solusyonu, 1,625 pL 5X Buffer ve 0,5
pL forward ve reverse primerler ile karistirildi. Daha sonra, Temizlenmis PZR

urinunden 2 pL ve 2,25 uL distile su karisima eklendi. Dongiisel dizileme reaksiyonu
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94°C'de 45 saniye siireyle bir ilk denatiirasyon adimi, sonrasinda 94°C'de 10 saniye

boyunca 28 dongii denatiirasyon, 50°C'de 5 saniye baglanma, 60°C'de 2 dak uzama

seklinde Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazinda gergeklestirildi.

Dongusel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PZR drinleri

Sephadex®G-50 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) ile asagidaki temizleme

protokolii kullanilarak saflastirildi;

1.

1 g Sephadex®G-50 tartilarak 13 mL distile su icerisinde ¢ozuldu ve
calismaya baslamadan 6nce en az 30 dak 4°C’de bekletildi.

Kolon tipler 2 mL’lik toplama tiipleri lizerine alindu.

Kolon tiplere 600 pL Sephadex®G-50 eklendi ve 800 g’de 2 dak
santriftj edildi.

Toplama tiipleri temizlenmek iizere 0,1 N HCI soliisyonuna atildi ve
kolon tupler 1,5 mL’lik mikro hacimli kapakli tiiplerin {izerine alindi.
Dongtisel dizileme reaksiyonu ile ¢ogaltilan PZR iirtinleri kolon tiipteki
Sephadex®G-50 (izerine dikkatlice eklenerek 750 g’de 5 dak santrifiij
edildi.

Saflastirilan PZR iirtinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130
genetik analiz cihazina (ThermoFisher Scientific, Paisley, UK) yiiklendi
ve dizileme islemi gerceklestirildi.

Elde edilen verilerin disk halinde ¢iktis1 alinip Chromas Technelysium
DNA sequencing yazilim programinda (South Brisbane, Avustralya)
analiz edilerek sonuglar kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940
(GenBank accession number AY559038)’ in gyrA gen dizilimi ile
kiyaslandi.
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4. BULGULAR

Arastirmada hasta numunelerinden izole edilen Corynebacterium cinsleri ile

ilgili bilgiler asagidaki tablolarda verilmektedir.

Corynebacterium cinslerinin izole edildigi 6rneklerin alindig hastalarla ilgili
cinsiyet ve yas oranlar1 Tablo 3’te verilmistir. C. striatum izole edilen 95 6rnegin 35’1
kadin ve 60’1 erkek hastalardan alinmistir. C. afermetans izole edilen 7 6rnegin 5°i
kadin ve 2’si erkek hastalardan alinmistir. Hastalarin yas gruplarmma gore
degerlendirme yapildiginda C. pseudodiphtheriticum cinsinin sadece 18 ve alt1 yas
grubundan izole edildigi bulunmustur. C. striatum’un 16 susu ve C.aurimucosun’un
Uc¢ susu 19-40 yas aras1 hastalarda izole edilmistir. Kirk yas ve iistli yas grubundaki
hastalarda 72 C. striatum, 5 C. aurimucosum ve tum C. afermetans, C. amycolatum,
C. jeikeum ve C. singulare suslari izole edilmistir.

Tablo 3. Corynebacterium Cinslerinin Izole Edildigi Orneklerin Alindig1 Hastalarla
flgili Cinsiyet ve Yas Oranlar1

e
2
n e % ‘E
S £ S 2 = 2 >
= o S £ S ] c
© O S 2
o
®)
n % n % n % n % n % n % n %
Kadin 35 368 5 71,4 6 75 2 100 1 50 1 100
Cinsiyet Erkek 60 632 2 286 2 100 2 25 1 50
Toplam 95 100,0 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
18 ve alt1 7 7,4 2 100
19-40 16 16,8 3 375
Yas
41 ve st 72 758 7 100 2 100 5 625 2 100 1 100
Toplam 95 1000 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
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Tablo 4’te C. striatum izole edilen drneklerin servislere gore dagilim oranlari
verilmektedir. C. striatum izole edilen 6rneklerin 23’1 (%24,2) dahiliye, 9’u (%9,5)
ortopedi, 36’s1 (%38) pediyatri ve eriskin yogun bakim servislerinden elde edilmis

olup Yogun bakim iinitelerinde daha fazla tiredigi saptanmaistir.

Tablo 4. C. striatum izole Edilen Orneklerin Servislere Gére Dagilimi

n %
Beyin cerrahisi 1 1,1
Cildiye 2 2,1

Dahiliye 23 24,2
Dahiliye yogun bakim 1 1,1
Enfeksiyon 2 2,1
Genel cerrahi 4 4,2
Kadin dogum 2 2,1
KBB 2 2,1
. Koroner 1 11
Klinik K\V/C 5 53
Ortopedi 9 9,5
Pediyatri 3 3,2
Pediyatri YB 2 2,1
Uroloji 1 1,1
Yogun bakim 1 9 9,5

Yogun bakim 2 13 13,7

Yogun bakim 3 11 11,6

Toplam 95 100,0

KBB: Kulak Burun Bogaz; KVC: Kalp ve Damar Cerrahisi; YB: Yogun Bakim

Tablo 5°te C. striatum izole edilen orneklerin dagilim oranlari verilmektedir.
C. striatum izole edilen 6rneklerin 13’1 (%13,7) balgam, 28’1 (%29,5) trakeal aspirat
(TAK) ve ikisi (%2,1) bronkoalveolar lavajdan iiremis olup izolatlarin ¢ogunlugu

solunum yollarindan izole edilmistir.
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Tablo 5. C. striatum Izole Edilen Orneklerin Dagilim1

N %
Apse 2 2,1
Balgam 13 13,7
Doku 6 6,3
Idrar 9 9,5
Kan 13 13,7
Ornek Plevral mayi 1 1,1
Periton mayi 2 2,1
TAK 28 29,5
Yara 19 20,0
BAL 2 2,1
Total 95 100,0

TAK: Trakeal Aspirat; BAL: Bronkoalveolar Lavaj

Tablo 6°da C. striatum izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari

verilmistir. Suslarin 94’{intin (%98,9) penisillin, 92°sinin (%96,8) klindamisin ve

siprofloksasin, 80’inin (%84,2) gentamisin ve rifampisin ve 90’min (%94,7)

tetrasiklin’e direngli oldugu; izolatlarinin tamaminin ise vankomisin ve linezolid’e

kars1 duyarli oldugu bulunmustur. C. striatum izolatlarinin 50’si (%52,6) eritromisin’e

direncli iken, 45’1 (%47,4) duyarl olarak bulunmustur. Ayrica hi¢bir C. striatum

susunda klindamisin duyarli eritromisin direngli sus saptanmadig: i¢in indiiklenebilir

MLSB direnci (D test) bakilmamastir.

Tablo 6. C. striatum izolatlarmin Antimikrobiyal Duyarlilik Test Sonuglar

R (Direngli) S (Duyarli)

n % n %
Penisilin 94 98,9 1 1,1
Klindamisin 92 96,8 3 3,2
Siprofloksasin 92 96,8 3 3,2
Gentamisin 80 84,2 15 15,8
Rifampisin 80 84,2 15 15,8
Tetrasiklin 90 94,7 5 53
Vankomisin - - 95 100,0
Linezolid - - 95 100,0
Eritromisin 50 52,6 45 47,4
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Tablo 7°de C. striatum izolatlarindaki gen varlig1 oranlart verilmistir. Bakteri

DNA giraz’1 olusturan gyrA alt tUnitesini kodlayan gyrA geni tim suslarda amplifiye

edilmistir. ermX geni suslarin 94’tinde (%98,9), ermB geni suslarin 10’unda (%10,5)

ve aac(3)-XI geni suslarin 84’iinde (%88,4) pozitif olarak bulunmustur. Ayrica

suglarin higbirinde tetM, ermA, mefA/E ve ampC geni saptanmamistir.

Tablo 7. C. striatum Izolatlarinda gyrA ve Bazi Direng Geni Varlig1 Oranlar

Direnc geni Negatif Pozitif

n % n %
gyrA 95 100,0
tetM 95 100,0
ermA 95 100,0
ermB 85 89,5 10 10,5
ermx 1 1,1 94 98,9
mefA/E 95 100,0
aac(3)-XI 11 11,6 84 88,4
ampC* 30 100

* ampC gen varlig1 30 6rnek tizerinden degerendirilmistir.

Sekil 1’de ermA, ermB, ermX, aac(3)-XI, ve tetM genlerinin pozitif kontrol

suslar1 ve negatif kontrol i¢in kullanilan suslarin PZR goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 1. ermA, ermB, ermX, aac(3)-XI, ve tetM genlerinin pozitif kontrol suslari ve

negatif kontrol i¢in kullanilan suslarin agaroz jelde PZR gorlntusi. m;

molekiil agirhik standardi, 1; S. aureus ADU 44 ermA pozitif kontrol, 2; C. striatum TCST
1 ermA negatif kontrol, 3; S. aureus RN4220 ermB pozitif kontrol, 4; C. striatum TCST 1
ermB negatif kontrol, 5; C. striatum TCST 7 ermX pozitif kontrol, 6; C. striatum TCST 2
ermX negatif kontrol, 7; C. striatum TCST7 aac(3)-XI pozitif kontrol, 8; C. striatum TCST
4 aac(3)-XI negatif kontrol, 9; S.aureus ADU44 tetM pozitif kontrol, 10; C. striatum TCST
2 tetM negatif kontrol.

Tablo 8’de C. striatum izolatlarinin gen varligina goére antimikrobiyal
duyarlilik durumlart ile ilgili degerlendirmeler verilmistir. Suslarin 92’si (%96,8)
siprofloksasine ve 90’1 (%94,8) tetrasiklin direnclidir. ermB pozitif olan 10 C. striatum
susunun hepsinin klindamisine ve dordiinin (%40) eritromisine direngli oldugu
bulunmustur. ermX pozitif olan 94 susun 91’inin (%96,9) klindamisine direngli;
50’sinin (%53,1) eritromisine direngli oldugu bulunmustur. aac(3)-XI geni pozitif olan
84 susun ise 76’smin (%92.9) gentamisin direngli, sekizinin (%7,1) gentamisin duyarh
oldugu saptanmistir. ampC geni taranan 30 susun 29’unun (%96,7) ise penisilin
direngli oldugu bulunmustur. Ek olarak C. striatum TCST 2 susunun ermX, ermB,
ermA ve mefA/E genleri negatif olmasina ragmen klindamisin diren¢li bulunmustur.
Sekil 2°de bazi Corynebacterium tirlerinin gyrA genlerinin PZR gOruntisu

gosterilmistir.
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Tablo 8. C. striatum izolatlarmin Gen Varligina Gére Antimikrobiyal Duyarlilik Oranlar

= S c c =
5 8 5 g g s
- < =3 & - T
wn
R S R S R R S R S R
N: 7 n % n % n % % % n % n % n % n % n % n % n %
tetM Neg 90 948 5 5.2
Poz
ermA Neg 92 96,8 3,2 50 52,6 45 474
Poz
ermB Neg 82 86,3 3,2 46 484 39 411
Poz 10 10,5 4 472 6 6,3
ermX Neg 1 11 1 1,1
Poz 91 95,8 3,2 50 52,6 44 46,3
mefA-E  Neg 92 96,8 3,2 50 52,6 45 474
Poz
aac(3)-X1 Neg 4 42 7 74
Poz 76 80 8 84
Neg 29 96,7 1 3,3
ampC Poz
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Sekil 2. Baz1 Corynebacterium turlerinin gyrA genlerinin agaroz jelde PZR goriintusu.
M; molekiil agirlik standardi, 1; C. striatum TCST 1 gyrA geni, 2; C. striatum TCST 90 gyrA
geni, 3; C. aurimucosum TCAU 1 gyrA geni, 4; C. afermentans TCAF 1 gyrA geni, 5; C.
jeikeum TCJK 1 gyrA geni, 6; C. pseudodiphtheriticum TCPD 1 gyrA geni, 7; C. amycolatum
TCAY 1 gyrA geni, 8; C. singulare TCSU 1 gyrA geni.

Tablo 9’da siprofloksasin disk diffiizyon testinde direngli ¢ikan, randomize
secilen 26 C. striatum susunda gyrA nin QRDR bdgesindeki mutasyonu tespit etme
amacli yapilan sekans isleminin sonuglart ve bu suslardan 11’ine uygulanan
siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test ve sivi mikrodiliisyon testleri
sonuglar1 gosterilmistir. Ayrica siprofloksasin disk diffiizyon testi duyarli ¢ikan C.
striatum TCST 13 ve C. striatum TCST 77 suslar1 ise duyarl kontrol suslar olarak
sekans iglemine tabi tutulup her ikisine siprofloksasin ve moksifloksasin sivi

mikrodiliisyon testleri uygulanmistir.

gyrA geni sekanslanan bu suslarin 13’inde QRDR bdlgesindeki 87.
pozisyonda bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise
alanin’e (D91A) doniismistiir. Bu tiir mutasyon barindiran dort susa (C. striatum
TCST 9, C. striatum TCST 14, C. striatum TCST 76 ve C. striatum TCST 90)
siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test uygulanmis olup dort susun
hepsinde MIK degerleri her iki antibiyotik igin 32 pg/ml’den yiiksek bulunmustur. S1vi
mikrodilusyon yonteminde ise bu dort susun ikisinde (C. striatum TCST 9, C. striatum
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TCST 14) siprofloksasin MIK degeri 32 pg/ml, diger ikisinde (C. striatum TCST 76,
C. striatum TCST 90) ise MiK degeri 64 pg/ml olarak bulunmus; moksifloksasin MiK
degeri ise dort susta 32 pg/ml olarak tespit edilmistir. Sekil 3’te kinolon duyarl C.
striatum TCST 6 ve direngli C. striatum TCST 14 in gyrA gen sekansinin

kromatografik karsilastirilmasi yapilmaistir.

Incelenen suslarin 11°inde QRDR bdélgesindeki 87. pozisyonda bulunan serin,
fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G) donlismiistiir.
Sekil 3’te C. striatum TCST 29’un QRDR bélgesindeki mutasyonlu bolgeleri belirten
dizilim gosterilmistir. Bu tlr mutasyon barindiran bes susun (C. striatum TCST 23, C.
striatum TCST 29, C. striatum TCST 56, C. striatum TCST 64 ve C. striatum
TCST69) siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test degerleri 32 pg/ml’den
yiiksek bulunmustur.

atg ggt cag ttc cac ccg cac ggt gac tcc gca att tat gac acg ttg gtg cgt ctg gcg
s AITIN¥ b

cag tcc tgg aac atg cgc tac ccg ctg gEt gac ggc cag ggt aac ttc ggt tcc cgc ggc

atg ggt cag ttc cac ccg cac ggt gac ttc gca att tat ggc acg ttg gtg cgt ctg gcg

F AT Y ¢

cag tcc tgg aac atg cgc tac ccg ctg gEt gac ggc cag ggt aac ttc ggt tcc cge gge

Sekil 3. Kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940 susunun gyrA geni ile C. striatum

TCST 29 susunun gyrA gen dizilimlerinin karsilastirilmasi

S1vi mikrodiliisyon yonteminde ise bu suslarin G¢linde (TCST 29, C. striatum
TCST 56, C. striatum TCST 69) siprofloksasin MIK degeri 64 pg/ml, ikisinde (TCST
23, C. striatum TCST 64) ise MiK degeri 32 pg/ml olarak bulunmus; moksifloksasin
MIK degeri ise hepsinde 32 pg/ml olarak tayin edilmistir. Sekil 4’te ise C. striatum
TCST 29’un siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test sonuglari

gosterilmistir.



”

Sekil 4. C. striatum TCST 29 susunun siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip

testi

gyrA geni sekanslanan iki susun (C. striatum TCST 21, C. striatum TCST 58)
QRDR bolgesindeki mutasyon ise 87. pozisyonda bulunan serin, valin’e (S87V); 91.
pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G) doniismistiir. Bu suslarin hepsinde
siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test degerleri 32 pg/ml’ den yiiksek
bulunmus, s1vi mikrodiliisyon yonteminde moksifloksasin MIK degeri ise hepsinde 32
ng/ml olarak tayin edilmistir. Siprofloksasin MIK degeri ise bir susta (C. striatum
TCST 21) 32 pg/ml, diger susta ise 64 pg/ml olarak bulunmustur. Sekil 5’te bazi
Corynebacterium suslarmin siprofloksasin sivi diliisyon yontemi ile MIK degerleri

gosterilmistir.
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Sekil 5. Baz1 Corynebacterium tirlerinin siprofloksasin sivi mikrodiliisyon testi

sonugclari. C. striatum TCST 1, C. striatum TCST 76, C. aurimucosum TCAU 5, C. aurimucosum
TCAU 4, C. afermentans TCAF 6, C. pseudodiphtheriticum TCPD 1, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif

kontrol.

Duyarli kontrol sus olarak kullanilan C. striatum TCST 13 susunda QRDR
bolgesinde herhangi bir mutasyon saptanmamuigtir. S1vi mikrodiliisyon yonteminde ise
siprofloksasin MiK degeri 0,0312 pg/ml, moksifloksasin MIK degeri 0,0312 pg/ml
bulunmustur. Bir diger duyarli kontrol sus olan C. striatum TCST 77’ de ise 99.
pozisyondaki serin prolin’e (S99P) doniligmiistiir. Stvi mikrodiliisyon yonteminde
moksifloksasin ve siprofloksasin MIK degeri ise 0,125 pg/ml olarak tespit edilmistir.
Sekil 4’te kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940 ve C. striatum TCST 77 susunun
gyrA gen dizilimlerinin karsilastirilmasi gosterilmistir. Sekil 5’te ise kinolon duyarh
C. striatum TCST 13 ve direngli C. striatum TCST 14 in gyrA gen sekansinin

kromatografik karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 6. Kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940 ve C. striatum TCST 77 susunun
gyrA gen dizilimlerinin karsilastirilmasi
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Tablo 9. C. striatum Suslarinda gyrA Aminoasit Degisimi ve Siprofloksasin ve

Moksifloksasin Gradient Strip Test ve Siv1 Diliisyon Testi MiK Sonuglar1 (Ug/mL)

Suslar CIP GyrA Sekans Degigimi Antibiyotik Duyarlilik Testleri
Poz 87 (Serin)  Poz 91 (Aspartik Poz 99 CIP CIP s1v1 MOXI MOXI
asit) (Serin) strip test  dillisyon  strip test SIV1
diltsyon

TCST 13 S Serin (S) Aspartik asit (D) - 0,0312 0,0312

TCST 77 S Serin (S) Aspartik asit (D)  Prolin (P) 0,125 0,125

TCST 9 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - >32 32 >32 32

TCST 14 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - >32 32 >32 32

TCST 15 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 20 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 21 R Valin (V) Glisin (G) - >32 32 >32 32

TCST 22 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 23 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 32 >32 32

TCST 24 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 26 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 29 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 64 >32 32

TCST 30 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 32 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -

TCST 41 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -

TCST 42 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -

TCST 44 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -

TCST 48 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 52 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -

TCST 57 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST58 R Valin (V) Glisin (G) - >32 64 >32 32

TCST 56 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 64 >32 32

TCST 64 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 32 >32 32

TCST 69 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 64 >32 32

TCST 76 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - >32 64 >32 32

TCST 90 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - >32 64 >32 32

TCST 92 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -

TCST 93 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -
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Sekil 7. Kinolon duyarli C. striatum TCST 13 ve direncli C. striatum TCST 14’tin

gyrA gen sekansinin kromatogramlarinin karsilagtirilmasi
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Tablo 10’da C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C.
pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare izole edilen 6rneklerin servislere
gore dagilim oranlar1 verilmektedir. C. afermetans izole edilen 6rneklerin besi (%71,4)
dahiliye, biri (%14,3) ortopedi ve biri (%14,3) genel cerrahi servisinden elde
edilmistir. C. amycolatum izolatlarinin tamami yogun bakim servislerinden elde
edilmistir. C. pseudodiphtheriticum 6rnekleri ise pediyatri servisinden alinmistir.
Tablo 10. izole Edilen C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C.

pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare Turlerinin Servislere
Gore Dagilimi

=
3
2 : . : o
£ 8 2 = < >
Unite = £ = IS = &
& © 3 © o
i o o 3
o
O
n % n % % n % n % n %
Dahiliye 5 714 2 25 1 50 1 50
Enfeksiyon 1 125
G. cerrahi 1 143
Kadin dogum 2 25
Ortopedi 1 143 1 125 1 50
Pediyatri 2 100
Uroloji 1 125
Fizik tedavi 1 125
Yogun bakim 1 1 50
Yogun bakim 2 1 50
Yogun bakim 3
Toplam 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100

Tablo 11°de C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C.
pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare izole edilen orneklerin dagilim
oranlar1 verilmektedir. C. afermetans izole edilen 6rneklerin 4’i (%57,1) kan, 1’1
(%14,3) periton mayi, 1’i (% 14,3) plevral mayi ve 1’i (%14,3) yara olarak

bulunmustur. C. amycolatum izolatlar1 kan ve TAK orneklerinde saptanmustir. C.
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aurimucosum izole edilen érneklerin 6’s1 (%75) idrar, 1’1 (%12,5) yara ve 1’1 (%12,5)
eklem sivist olarak bulunmustur. C. pseudodiphtheriticum izolatlarinin tamami1 TAK

ve C. singulare izolatlarinin tamami1 kan 6rneginde saptanmustir.

Tablo 11. C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum,
C. jeikeum ve C. singulare Izole Edildigi Klinik Orneklere Gére Dagilimi

IS
3
2 £ = £ ®
g 8 g £ s =
£ 8 g S = S
Klinik ornek e g = S 2, =
© © S © U
© S 3 2
o
®)
n % n % n % n % n % n %
Apse
Balgam
Doku
Idrar 6 75
Kan 4 571 1 50 1 50 1 100
Mayi
Periton mayi 1 143
Plevral mayi 1 143
TAK 1 50 2 100
Yara 1 143 1 125 1 50
BAL
Eklem s1visi 1 125
Toplam 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100

Tablo 12°de C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C.
pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
test sonuglar1 verilmistir. C. afermetans izolatlarinin tamamu penisilin, klindamisin ve
eritromisine direncli iken, vankomisin ve linezolide duyarlidir. Yedi C. afermetans
izolatinin besi (TCAF 1, TCAF 2, TCAF 4, TCAF 6, TCAF 7) rifampisin ve
tetrasikline direncli iken, ikisi (TCAF 3, TCAF 5) duyarli bulunmustur. Ayrica C.
afermetans izolatlarinin dérdu (TCAF 2, TCAF 4, TCAF 6, TCAF 7) gentamisine
direncli ve tcl gentamisine duyarhidir. C. amycolatum izolatlarinin tamami penisilin,
klindamisin, siprofloksasin ve tetrasikline direncli bulunurken; gentamisine,
vankomisin ve linezolide duyarli bulunmustur. Sekiz C. aurimucosum izolatinin timd

ise penisilin ve siprofloksasine direngli bulunmustur. Ayrica izolatlarinin altist
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klindamisin ~ ve  yedisi tetrasikline direngli  olarak  saptanmistir. C.
pseudodiphtheriticum izolatlarinin tamami klindamisin ve siprofloksasine direncli
iken; penisilin, gentamisin, rifampisin, tetrasiklin, vankomisin, linezolid ve
eritromisine duyarlidir. C. jeikeum ve C. singulare izolatlarinin tamami penisilin,
klindamisin, siprofloksasin ve eritromisine direngli iken; vankomisin ve linezolide
duyarlidir. Ayrica higbir susta klindamisin duyarli eritromisin direngli sus

saptanmadigi i¢in indiiklenebilir MLSB direng testi (D test) gerceklestirilmemistir.

Tablo 12. C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum,
C. jeikeum ve C. singulare Izolatlarmin Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglar

e
£ 3
2 S > e [
s & & & £ B
. £ 8 = s = S
Antibiyotik k) z = S 3, =
© ® 3 © o
J S G 2 ©
o
S
n % n % n % n % n % n %
R 7 100 2 100 8 100 2 100 1 100
Penisilin s 5 100
) o R 7 100 2 100 6 75 2 100 2 100 1 100
Klindamisin s 5 o5
R 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
Siprofloksasin s
o R 4 571 4 50 1 50 1 100
Gentamisin s 3 429 2 100 4 50 2 100 1 50
) o R 5 714 1 50 5 625 1 50
Rifampisin s 2 286 1 50 3 375 2 100 1 50 1 100
o R 5 714 2 100 7 875 1 50 1 100
Tetrasiklin S > 286 1 125 2 100 1 50
- . R
Vankomisin s 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
o R
Linezolid s 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
o R 7 100 1 50 5 625 2 100 1 100
Eritromisin S 1 50 3 375 2 100
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C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum, C.
jeikeum ve C. singulare izolatlarinin tamaminda gyrA geni amplifiye edilmis ve ermX
geni pozitif bulunurken; tetM, ermA, ermB ve mefA/E genleri negatif bulunmustur.
aac(3)-XI geni C. afermetans izolatlarinin besinde (TCAF 1, TCAF 4, TCAF 5, TCAF
6, TCAF 7) pozitif bulunmustur. C. amycolatum, C. aurimucosum, C.
pseudodiphtheriticum ve C. jeikeum izolatlarinin tamaminda aac(3)-XI geni pozitif
bulunurken, C. singulare izolatinda aac(3)-XI geni negatif bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 13. C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum,
C. jeikeum ve C. singulare izolatlarinin Diren¢ Geni Varligi Durumlar:

Direng geni c
.3
2 E = B
£ 8 2 = = S
> > = S o =
© % ] 3 ) <
P S G 2 ©
o
o
n % n % n % n % n % n %
tetM Neg 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
Poz
ermA Neg 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
Poz
ermB Neg 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
Poz
ermX Neg
Poz 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
mefA-E Neg 7 100 2 100 8 100 2 100 2 100 1 100
Poz
aac(3)-XI Neg 2 28,6 1 100

Poz 5 71,4 2 100 8 100 2 100 2 100

Tablo 14’te C. afermetans izolatlarnin gen varligina gore antimikrobiyal
duyarlilk durumlar ile ilgili degerlendirmeler verilmistir. izolatlarimin hepsi
siprofloksasin ve penisilin direnclidir. tetM geni tiim suslarda negatif olup suslarin besi
tetrasikline direnglidir. Suslarin hepsi ermA, ermB ve mefA/E negatif, ermX ise pozitif
saptanmustir. Ayrica tim C. afermetans suslarinin klindamisin ve eritromisine direncli
oldugu bulunmustur. aac(3)-XI geninin pozitif oldugu bes C. afermetans susunun

ucundin gentamisin direncli ve ikisinin gentamisin duyarl oldugu saptanmustir.
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Tablo 14. C. afermetans izolatlarinin Direng Geni Varligia Gére Antibiyotik Duyarlilik Oranlari

=
= = 2 Z £ g
Direng :% % % é 2 5
oo * < = 3 e 5
S S R S R

n: 7 % n % % % % n % n % n % n % %
tetM Neg 5 714 2 286

Poz
ermA  Neg 100 7 100

Poz
ermB  Neg 100 7 100

Poz
ermX  Neg

Poz 100 7 100
mefA-  Neg 100 7 100
E Poz
aac(3)- Neg 1 143 1 143
Xl Poz 3 2 28,6

42,8
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Tablo 15’te C. amycolatum izolatlarinin gen varligina gore antimikrobiyal
duyarlilk durumlarr ile ilgili degerlendirmeler verilmistir. Izolatlarinin hepsi
siprofloksasin ve penisiline direnc¢li bulunmustur. tetM geni tiim suslarda negatif olup
suslarin hepsi tetrasiklin direnclidir. ermB, ermA ve mefA/E genleri tiim suslarda
negatif, ermX geni tiim suslarda pozitif bulunmus olup suslarinin hepsi klindamisine
direngli, yarisi eritromisine direnglidir. aac(3)-XI geni tiim suslarda pozitif olup, C.

amycolatum suslarinin hepsinde gentamisine duyarliligi saptanmuistir.
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Tablo 15. C. amycolatum Izolatlarinin Direng Geni Varligia Gére Antibiyotik Duyarlilik Oranlar

= = = < =
= 2 _;u? 2 = i)
Direng 32 ‘E = g g g
(92]
S R S R
n: 2 % n % % % % % n % n % n % n % % n %
tetM Neg 2 100
Poz
ermA Neg 100 50 1 50
Poz
ermB Neg 100 50 1 50
Poz
ermx Neg
Poz 100 50 1 50
mefA-E  Neg 100 50 1 50
Poz
aac(3)- Neg
Xl Poz 2 100
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Tablo 16°da C. aurimucosum izolatlarinin gen varligina gore antimikrobiyal
duyarlilk durumlar ile ilgili degerlendirmeler verilmistir. izolatlarimin hepsi
siprofloksasin ve penisilin direnclidir. tetM geninin negatif oldugu suslarin yedisi
tetrasiklin direncli iken biri tetrasiklin duyarlidir. ermA, ermB ve mefA/E tiim suslarda
negatif; ermX ise tiim suslarda pozitif bulunmus ve suslarin altis1 Klindamisin, besi
eritromisine direncli bulunmustur. aac(3)-XI geninin tiim suslarda amplifiye oldugu
C. aurimucosum izolatlarinin dérddniin gentamisine direncli, dérdiinlin duyarli oldugu

saptanmistir.
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Tablo 16. C. aurimucosum izolatlarmin Diren¢ Geni Varligina Gére Antibiyotik Duyarlilik Oranlari

= - = c =
= 2 3 ) = 2
Direng 32 -‘-E % é g S
. S = =
geni & = (.,;:3)_ 3 - LD
S R S R S R S R S R S
n: 8 % n % % n % n % n % n % n % n % n % % %
tetM Neg 7 875 1 125
Poz
ermA Neg 75 2 25 67,5 37,5
Poz
ermB Neg 75 2 25 67,5 37,5
Poz
ermx Neg
Poz 7% 2 25 67,5 37,5
mefA-E  Neg 75 2 25 67,5 37,5
Poz
aac(3)- Neg
Xl Poz 4 50 4 50
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Tablo 17°de C. pseudodiphtheriticum izolatlarinin gen varligina
goreantimikrobiyal duyarlilik durumlart ile ilgili degerlendirmeler verilmistir.
Izolatlarmin hepsi siprofloksasin direngli, penisilin duyarlidir. tetM geni hepsinde
negatif olup suslarin hepsi tetrasiklin duyarlidir. Suslarin hepsinde ermA, ermB ve
mefA/E negatif, ermX pozitif bulunmus ve suslarmin hepsi klindamisine ve
eritromisine direncgli saptanmistir. aac(3)-XI geni tiim suslarda pozitif olup suslarinin

hepsi gentamisine duyarlhdir.
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Tablo 17. C. pseudodiphtheriticum Izolatlarmin Direng Geni Varligina Gére Antibiyotik Duyarlilik Oranlar

= = = c =
£ 2 3 8 < 8
1 [ — +=
geni 3 é g_ & © =
[92]
R S R R R S R R
n:2 % % % % % n % % n % % % % %
tetM Neg 100
Poz
ermA Neg 100 100
Poz
ermB Neg 100 100
Poz
ermX Neg
Poz 100 100
mefA-E  Neg 100 100
Poz
aac(3)- Neg
Xl Poz 2 100
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Tablo 18de C. jeikeum izolatlarinin gen  varligina  gore
antimikrobiyalduyarlilik durumlari ile ilgili degerlendirmeler verilmistir. Izolatlarinin
hepsi siprofloksasin ve penisilin direnclidir. tetM geni hepsinde negatif olup yarisi
tetrasikline direnclidir. Suslarda ermA, ermB ve mefA/E negatif, ermX pozitif bulunup
suslarin hepsi klindamisin ve eritromisine direnclidir. aac(3)-XI geni hepsinde pozitif

bulunan C. jeikeum suslarinda gentamisine direng oran1 %50 saptanmistir.
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Tablo 18. C. jeikeum izolatlarinin Direng Geni Varligia Gére Antibiyotik Duyarlilik Oranlari

= = c - e
k= 2 @ 2 = 2
H c Y fras} e}
e 2 < 3 8 c Z
[92]
S R R R S R
N: 2 % n % % % % n % n % n % % % % %
tetM Neg 50 50
Poz
ermA Neg 100 100
Poz
ermB Neg 100 100
Poz
ermX Neg
Poz 100 100
mefA-E  Neg 100 100
Poz
aac(3)- Neg
Xl Poz 1 50 1 50
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Tablo 19°da Corynebacterium singulare izolatinin gen varligina gore
antimikrobiyal duyarlilik durumlarnn ile ilgili degerlendirmeler verilmistir.
Corynebacterium. singulare izolat1 siprofloksasin ve penisilin direnclidir. Susta tetM
geninin negatif olup tetrasikline direnclidir. ermA, ermB ve mefA/E negatif, ermX
pozitif olan sus klindamisin ve eritromisine direnglidir. C. singulare izolatinda aac(3)-

X1 geni ise pozitif bulunmus ve gentamisine direngli saptanmustir.
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Tablo 19. C. singulare izolatmin Direng Geni Varligina Gére Antibiyotik Duyarlilik Oran

= Z c < =
= 2 & 2 = )
Direng 32 -‘-E % é g g
. S = h=]
geni o i % 8 ﬁ =
S R R R R
N:1 % n % % % % n % % % n % % % %
tetM Neg 1 100
Poz
ermA Neg 100 100
Poz
ermB Neg 100 100
Poz
ermX Neg
Poz 100 100
mefA-E  Neg 100 100
Poz
aac(3)- Neg
Xl Poz 100
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Tablo 20°de siprofloksasin disk diffiizyon testinde direngli ¢ikan, tiim C.
afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve
C. singulare suslarinda gyr4 nin QRDR bogesindeki mutasyonu tespit etme amagli
yapilan sekans isleminin sonuglart ve bu suslara uygulanan siprofloksasin ve
moksifloksasin gradient strip test ve sivi mikrodiliisyon testlerinin MiK sonuglari

gosterilmistir.

Incelenen iki C.jeikeum susunun birinde (TCJK 1) QRDR boélgesindeki 87.
pozisyonda bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise
glisin’e (D91G) doniismiistiir. Diger C. jeikeum susunda ise (TCJK 2) 87. pozisyonda
bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise alanin’e (D91A)
donligmistiir. Tiim suslarda siprofloksasin gradient strip test degerleri 32 pg/ml’den
yiiksek bulunmus olup sivi mikrodiliisyon yonteminde ise bu suslarin siprofloksasin
MIK degeri 32 pg/ml saptanmistir. Moksifloksasin MIK degeri ise tiim C. jeikeum
suslarinda gradient strip ve sivi mikrodiliisyon testlerinde 4 pg/ml olarak tespit

edilmistir.

Sekiz C. aurimucosum suslar1 incelendiginde, bir izolatta (TCAU 1) QRDR
bolgesindeki 87. pozisyonda bulunan serin, fenilalanin’e (S87F) doniismiis olup baska
pozisyonlarda mutasyon saptanmamustir. Siprofloksasin gradient strip ve sivi
mikrodiliisyon MIK degerleri 2 pg/ml, moksifloksasin gradient strip ve sivi
mikrodiltisyon MIK degerleri sirastyla 1,5 pg/ml ve 2 pg/ml olarak bulundu. iki susta
(TCAU 2, TCAU 4) 99. pozisyonda bulunan serin, prolin’e (S99P) doniismiis olup
baska pozisyonlarda mutasyon saptanmamistir. Sekil 8’de bu tiir mutasyon barindiran
C. aurimucosum TCAU 4 susunun kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940 susu ile

gyrA gen dizilimlerinin karsilastirilmasi gosterilmistir.
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atg ggt cag ttc cac ccg cac ggt gac tcc gca att tat gac acg ttg gtg cgt ctg gcg

s AIIIIIY D
cag tcc tgg aac atg cgc tac ccg ctg gtt gac ggc cag ggt aac ttc ggt tcc cgc ggc
S

atg ggt cag ttc cac ccg cac ggt gac tcc gca att tat gac acg ttg gtg cgt ctg gcg
s AIIINY b

cag tcc t aac atg cgc tac ccg ct tt gac c ca _t aac ttc t tcc cgc c
g 99 g cg g g9 g g9 g 99 99 gc gg

g ¢
Sekil 8. Kinolon duyarli C. striatum ATCC 6940, ve C. aurimucosum TCAU 4

suslariin gyrA gen dizilimlerinin karsilastirilmasi

Sekil 9’da ise C. aurimucosum TCAU 4 susundaki prolin mutasyonu
kromotografik olarak kinolon duyarli sus olan C.striatum TCST 13 ile
karsilagtirilarak gosterilmistir. Her iki susta da siprofloksasin gradient strip ve sivi
mikrodiliisyon MIK degerleri sirastyla 12 pg/mL ve 16 pg/mL, moksifloksasin
gradient strip ve s1ivi mikrodiliisyon MIK degerleri ise 1 ug/mL saptand1. Bir susta ise
(TCAU 3) 87. pozisyonda bulunan serin, izoldsin’e (S871); 99. pozisyonda bulunan
serin, prolin’e (S99P) dontismiistiir. Bu sustaki siprofloksasin ve moksifloksasin
gradient strip test MIK degeri >32 pg/mL, siprofloksasin s1vi mikrodiliisyon MiK
degeri 64 pg/mL, moksifloksasin sivi mikrodiliisyon MIK degeri 32 pug/mL saptand.
Iki susta (TCAU 6, TCAU 8) 87. pozisyonda bulunan serin, valin’e (S87V); 99.
pozisyonda bulunan serin, prolin’e (S99P) doniismiistiir. Her iki susta da
siprofloksasin gradient strip ve sivi mikrodiliisyon MIK degerleri 4 pg/mL,
moksifloksasin gradient strip ve stvi mikrodiliisyon MIK degerleri ise 1 pg/mL olarak
bulundu. C. singulare susunun (TCSU 1) gyrA geni mutasyonu incelemesinde S87F-
S91G mutasyonu saptanmis olup gradient stirp test eksikliginden dolayr MiK degeri

calisilamamustir.
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kromatogramlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 10’da bu tur mutasyon bulunan C. aurimucosum TCAU 8 susunun
siprofloksasin ve moksifloksasin Gradient strip test sonuglar1 gosterilmistir. Geriye
kalan iki C. aurimucosum susunda (TCAU 5, TCAU 7) ise 87. pozisyonda bulunan
serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G)
doniismiistiir. Bu suslarda siprofloksasin gradient strip ve sivi mikrodiliisyon MiK
degerleri 8 pg/mL, moksifloksasin gradient strip ve stvi mikrodiliisyon MiK degerleri

ise 4 ug/mL olarak bulundu.
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Sekil 10. C. aurimucosum TCAU 8 susunun siprofloksasin ve moksifloksasin gradient
strip testi

Iki C. amycolatum izolatlarinin hepsinde (TCAY 1, TCAY 2) 87. pozisyonda
bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G)
doniismiis olup bu suslardaki siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test ve
stvi mikrodiliisyon MIK degerleri her iki antibiyotik igin sirastyla >32 pug/mL ve 32
pg/mL olarak bulundu.

Iki C. pseudodiphtheriticum izolatlarmimn hepsinde (TCPD 1, TCPD 2) 87.
pozisyonda bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise
glisin’e (D91G) doniismiistiir. Her iki susta siprofloksasin ve moksifloksasin gradient
strip test MIK degeri >32 pg/mL olarak bulunmus; siprofloksasin sivi mikrodiliisyon
MIK degeri bir susta 64 pg/mL, diger susta ise 32 pg/mL saptanmistir. C. singulare

izolatinda ise 87. pozisyonda bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki
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aspartik asit ise glisin’e (D91G) doniismistiir. Yeterli sayida gradient strip test

elimizde bulunmadigindan MiK degeri C. singulare i¢in ¢alisilamadi.

Uc C. afermentans susunun, (TCAF 2, TCAF 4, TCAF 6) 87. pozisyonda
bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise alanin’e (D91A),
diger U¢ C. afermentans susunda ise (TCAF 3,TCAF 5, TCAF 7) 87. pozisyonda
bulunan serin, fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G)
dontismiistiir. Geri kalan bir susda (TCAF 1) ise 87. pozisyonda bulunan serin, valin’e
(S87V); 91. pozisyondaki aspartik asit ise glisin’e (D91G) doniismiistlr. Suslarin
besine gradient strip ve sivi mikrodiliisyon testleri g¢alisilmis, galisilan suslarin
siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test MIK degerleri >32 pg/mL, sivi
mikrodiliisyon MIK degerleri dort susta 32 pg/mL, bir susta ise 64 pg/mL olarak

bulunmustur.
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Tablo 20. C. afermetans, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum,

C. jeikeum ve C. singulare Suslarinda gyrA Aminoasit Degisimi ve
Siprofloksasin ve Moksifloksasin Gradient Strip Test ve Sivi Diliisyon Testi

MiK Sonuglar1 (ug/mL)
Sug CIP GyrA aminoasit degisimi Antibiyotik Duyarlilik Testi
Poz 87 (Serin) Poz 91 Poz 99
(Aspartik asit) (Serin) CIP CIP siv1 MOXI MOXI s1v1
strip diltsyon strip test  dillisyon
test
TCIK 1 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - >32 32 4 4
TCIK 2 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - >32 32 4 4
TCAU 1 R Fenilalanin (F) - - 2 2 15 2
TCAU 2 R - - Prolin (P) 12 16 1 1
TCAU 3 R Izolssin (I) - Prolin (P) > 32 64 >32 32
TCAU 4 R - - Prolin (P) 12 16 1 1
TCAU 5 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - 8 8 4 4
TCAU 6 R Valin (V) - Prolin (P) 4 4 1 1
TCAU 7 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - 8 8 4 4
TCAU 8 R Valin (V) - Prolin (P) 4 4 1 1
TCAY 1 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCAY 2 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCPD 1 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 64 > 32 64
TCPD 2 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCSU 1 R Fenilalanin (F) Glisin (G)
TCAF 1 R Valin (V) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCAF 2 R Fenilalanin (F) Alanin (A) -
TCAF 3 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCAF 4 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - > 32 64 > 32 64
TCAF5 R Fenilalanin (F) Glisin (G) - > 32 32 > 32 32
TCAF 6 R Fenilalanin (F) Alanin (A) - > 32 32 > 32 32
TCAF 7 R Fenilalanin (F) Glisin (G) -
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ermX ve aac(3)-XI pozitif ¢ikan bir susun DNA dizi analizinin dogrulanmasi
amaciyla C. striatum TCST 7 susu sekans islemine tabi tutulmus, ¢ikan veriler BLAST
programi (URL- 1, 2005) kullanilarak program veri tabanindaki tanimlanmis genlerle
eslestirilmistir. Cikan sonucta C. striatum TCST 7 susu ermX sekansiin 23S rRNA
adenine  (2058)-N(6))-methyltransferase  ermX  (C.  striatum)  Sequence
ID: WP_011116967.1 numarali protein sekansi ile benzerligi %99,37 olup sekil 8’de
gosterilmistir, Aac(3)-XI sekansinin aminoglycoside N-acetyltransferase aac(3)-XI
(Corynebacterium striatum) Sequence ID: HAT1277430.1 numaral1 protein sekansi

ile benzerligi %97,58 bulunmus ve sekil 9’da gosterilmistir.

23S rRNA (adenine(2058)-N(6))-methyltransferase Erm(X) [Corynebacterium striatum]
Sequence ID: WP_011116967.1 Length: 253 Number of Matches: 2
See 2 more title(s) ¥ See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 43 to 201 GenPept Graphics ¥ Next Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
321 bits(823) 5e-109 Compositional matrix adjust. 158/159(99%) 158/159(99%) 0/159(0%) -3

Query 526 SGALTHPMAHLGRAITAVEVDAKLAAKITQETSSAAVEVVHDDFLNFRLPATPCVIVGNI 347
SGALTHPMAHLGRAITAVEVDAKLAAKITQETSSAAVEVVHDDFLNFRLPATPCVIVGNI
Sbjct 43  SGALTHPMAHLGRAITAVEVDAKLAAKITQETSSAAVEVVHDDFLNFRLPATPCVIVGNI 182

Query 346 PFHLTTAILRKLLHAPAWTDAVLLMQWEVARRRAGVGASTMMTAQWSPWFTFHLGSRVPR 167

PFHLTTAILRKLLHAPAWTDAVLLMQWEVARRRAGVGASTMMTAQWSPWFTFHLGSRVPR
Sbjct 163 PFHLTTAILRKLLHAPAWTDAVLLMQWEVARRRAGVGASTMMTAQWSPWFTFHLGSRVPR 162
Query 166 TAFRPQPNVDGGILVIRRVGDPKIPIEQRKAFQAMVHTV 5@

AFRPQPNVDGGILVIRRVGDPKIPIEQRKAFQAMVHTV
Sbjct 163 PAFRPQPNVDGGILVIRRVGDPKIPIEQRKAFQAMVHTY 201

Sekil 11. C. striatum TCST 7 susu ermX DNA dizisinin BLAST analizi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011116967.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=857Y4YWW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/HAT1277430.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=859FHYGC013

aminoglycoside N-acetyltransferase AAC(3)-XI [Corynebacterium striatum]
Sequence ID: HAT1277430.1 Length: 148 Number of Matches: 1
See 4 more title(s) ¥ See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 25 to 148 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
249 bits(635) 1e-82 Compositional matrix adjust. 121/124(98%) 122/124(98%) 0/124(0%) +2

Query 41  FHTEFDTPVPEGLEERFAQITAHDDAFVLLAGDIGFAYVTLRPSPYYDGPVAMLDELYVA 220
F+TEFDTPVPEGLEERFAQITAHDDAFVLLAGDIGFAYVTLRPSPYYDGPVAMLDELYVA
Sbjct 25  FNTEFDTPVPEGLEERFAQIIAHDDAFVLLAGDIGFAYVTLRPSPYYDGPVAMLDELYVA 84

Query 221 PAHRNRGVGTALLQRVFEEIRKHSAGELQINVDEVDTDARRFYERHGLTNIEQGSRMLLY 400

PAHRNRGVGTALLQRVFEE RKHSAGELQINVDEVDTDARRFYERHGLTNIEQGSRMLLY
Sbjct 85  PAHRNRGVGTALLQRVFEENRKHSAGELQINVDEVDTDARRFYERHGLTNIEQGSRMLLY 144
Query 401 IRXL 412

IR L
Sbjct 145 IREL 148

Sekil 12. C. striatum TCST 7 susu aac(3)-XI DNA dizisinin BLAST analizi
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5. TARTISMA
Corynebacterium tiirleri, gevrede ve insan ve hayvanlarin mikrobiyotalarinda
genis capta dagilmistir. Tibbi 6nemi olan Corynebacterium tirleri, baslica difteri
etkeni Corynebacterium diphtheriae'yi ve deri ve mukozal ylzeylerin normal
floralarinin bir parcasi olan difteri olmayan korinebakterileri igerir. Difteri olmayan
korinebakteriler, klinik materyallerden izole edildiklerinde siklikla kontaminant olarak
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, son yillarda bu bakterilerin hastaliklardaki roli

daha acik bir sekilde belirlenmistir.

C. striatum, steril vicut bolgelerinden, kalici tibbi cihazlardan veya gesitli
numunelerde izole edildiginde gergek bir patojen olarak kabul edilmektedir (175). Bir
izolatin enfeksiyonu, kolonizasyonu veya kontaminasyonu temsil edip etmedigi klinik
degerlendirmeye dayanir. Klinik olarak C. striatum mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
daha sik izole edilmis tiir olup hem immiin sistemi baskilanmis hem de immiin sistemi
uyumlu konaklarda potansiyel bir patojen olarak rol oynadigi rapor edilmistir (176).
Bu bakteri ile bakteremi, endokardit, kapak hasari, menenjit, vajinit ve idrar yolu
enfeksiyonlari, solunum yolu, yaralar, deri ve g6z olmak iizere ¢esitli enfeksiyonlar
iliskilendirilmistir (46, 176). Birka¢ vaka raporu, C. striatum'u pnémoni, vertebral
osteomiyelit, septisemi ve endokardit gibi enfeksiyonlarin bir nedeni olarak
tanimlamistir (46). C. striatum'un antibiyotik duyarlilik profili spesifik bir tedavi
olusturmak icin gereklidir. Ilk ¢alismalar, C. striatum klinik izolatlarmnin ¢ok cesitli
antibiyotiklere duyarlt oldugunu gostermesine ragmen, son raporlar c¢oklu ilag
direncinde artis oldugunu gostermistir (69). Altta yatan hastaliklari olan ve birden fazla
antibiyotik tedavisi alan hastalar ve ilaca direncli C. striatum suslar1 nazokomiyal
biiyiik salginlarin kokeninde olabilir. Ayrica klonal ¢oklu ilaca direncli birkag C.
striatum salgin1 bildirilmistir (61, 70).

C. striatum'un genellikle penisilin, sefazolin, imipenem ve vankomisin gibi
cesitli antimikrobiyal ajanlara duyarli oldugunu ortaya konulmustur (67). Bununla
birlikte, bir¢ok ¢alismada c¢oklu ilag direncinde bir artis bulmustur (61, 63, 68). Yoo
ve ark. (69)’nin yaptigi ¢alismada coklu ilaca direngli C. striatum’un neden oldugu
bakteriyemi tanimlanmistir. Bagka bir ¢alismada, C. striatum’un %87'si vankomisin,
linezolid ve tetrasiklin disindaki c¢ogu antimikrobiyal ajana direngli oldugu

belirtilmistir (70). Birkag calismada, Corynebacterium enfeksiyonlarinin, MiK’i
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diisiik olan daptomisin ile tedavi edilebilecegi bildirilmistir (71, 72). Rolston ve ark.
(177, 178), kugluk bir Corynebacterium tir koleksiyonunda levofloksasin,
moksifloksasin veya trovafloksasin gibi birkac yeni florokinolonun aktivitesini
siprofloksasin aktivitesi ile karsilastirmistir. Moksifloksasin’in en iyi aktiviteye sahip
kinolon oldugunu (test edilen izolatlarin %90'min 2 g/mL inhibe edildigi bir MiK
bildirilmistir. Martinez-Martinez ve ark. (179), C. amycolatum’un C. striatum’dan

kinolonlar icinde daha yiiksek direng oranlarina sahip oldugunu gostermistir.

C. striatum’un neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili en ciddi
sorunlardan biri, ¢oklu ilaca direncgli suslarin klinik materyalden izole edilmesi ve
belirli bir enfeksiyon tipi igin uygun antibiyotik tedavisinin secilmesidir. C. striatum
enfeksiyonlari, duyarlilik testlerinin sonuglarima gore tedavi edilmelidir. Coklu ilag
direnci, dis diren¢ belirleyicilerinin veya kendiliginden olusan mutasyonlarin
edinilmesi yoluyla ortaya ¢ikan g¢oklu diren¢ mekanizmalarinin karsilikli
etkilesiminden kaynaklanir (180). Martinez-Martinez ve ark. (168) klinik 6rneklerden
izole edilen 31 C. striatum'un vankomisine duyarli oldugunu gésterdi. Gomila ve ark.
(181), KOAH olan hastalardan izole edilen 52 C. striatum susunun da vankomisine
duyarli oldugunu bildirdi. C. striatum'un neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisi
icin vankomisin uygun bir segenegini temsil etmektedir. Linezolid ayrica MIK degeri
rutin olarak 0,5 mg/L'in altinda olan miikemmel bir aktivite gostermistir (182).
Gbmez-Garcés ve ark. (183), vankomisin ve linezolid’in, 30 klinik C. striatum'a kars1
esit derecede aktif oldugunu gosterdi (her iki bilesigin MIC 901 = 0,5 mg/L).
Linezolid, C. striatum’a kars: vankomisine bir alternatif olarak diisiiniilebilir, ancak
donanim veya cihazla iligkili enfeksiyonlar i¢cin gereken uzun tedavi siiregleri sirasinda
yan etkileri diistiniilmelidir (68, 72).

Bu arastirmada Klinik etken olarak kabul edilen 117 Corynebacterium
turlerinin 95°i (%81,1) C. striatum olarak izole edilmistir. izole edilen 6rneklerin 13’
(%13,7) balgam, 13’i (%13,7) kan, 28’1 (%29,5) TAK ve 19’u (%20) yara olarak
bulunmustur. Bulgulara gore C. striatum izole edilen drneklerin ¢cogunlugu (%38,1)
yogun bakim servisinden ve %45,3’iiniin solunum yolu 6rneklerinden alinmistir. C.
striatum izolatlarinin 94’iniin (%98,9) penisilin, 92’sinin (%96,8) klindamisin ve
siprofloksasin, 80’inin (%84,2) gentamisin ve rifampisin ve 90’min (%94,7)

tetrasiklin’e direncli oldugu bulunmustur. Izolatlarinin tamami vankomisin ve
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linezolid’e karsi duyarli bulunmustur. C. striatum izolatlarinin 50’si (%52,6)
eritromisin’e direngli iken, 45’1t (%47,4) duyarli olarak bulunmustur Calisma
sonucunda tiim diinyada oldugu gibi bizim hastanemizde de C. striatum’ un diger
Corynebacterium tiirlerine nazaran daha sik klinik etken oldugu ve C. striatum’a kars1

coklu direng sorunun giderek arttigi goriilmiistiir.

C. amycolatum son yillarda bir patojen olarak tanimlamis olup septisemi,
endokardit, menenjit, septik artrit ve idrar yolu enfeksiyonlar ile iligkilendirilmistir
(63, 88, 176). Bir ¢alismada C. amycolatum en yaygin olarak yara siiriintiilerinden
(%61,5), idrardan (%14,3), diren sirinttlerinden (% 7,1) izole edilmistirl (89). C.
amycolatum’da ampisilin, aminoglikozidler, ofloksasin ve doksisiklin gibi
antibiyotiklere yiliksek oranda diren¢ gosteren ve sadece glikopeptidlere duyarlilik
gosteren ¢oklu ilag direnci fenotipi gostermistir (184). Esteban ve ark. (87), 18 C.
amycolatum susunun neredeyse tamaminin eritromisin, klindamisin ve siprofloksasine
direncli oldugunu, biitiin suslarin vankomisin ve tetrasikline duyarli oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu g¢alismada C. amycolatum izolatlar1 kan (%50) ve TAK (%50)
orneklerinde saptanmis olup C. amycolatum izolatlarinin tamami penisilin,
klindamisin, siprofloksasin ve tetrasikline direncli bulunurken; gentamisine,
vankomisin ve linezolide duyarli bulunmus olup literatiirdeki gibi ¢oklu ila¢ direncine
sahip oldugu gozlenmistir. Kisith sayida 6rnekte Gremesinin nedeni ise reyen C.
amycolatum izolatlarinin kontaminasyon kabul edilmesi ve buna bagli olarak az sayida

Klinik izolat tGizerinde ¢alismis olmasi olarak diisiiniilebilir.

C. aurimucosum’un idrarda varligi idrar yolu enfeksiyonlar1 ile
iliskilendirilmistir (59). Caligmalarda C. aurimucosum izole edilen 6rneklerin genel
olarak idrar 6rneklerinden elde edildigi belirtilmistir (96, 101, 185). Bu ¢alismada ise
8 C. aurimucosum izole edilmis ve bunlarin 6’s1 idrar 6rneklerinden elde edilmistir. C.
aurimucosum'un antimikrobiyal duyarlilik profilininin degerlendirldigi bir ¢alismada
idrar (%28), kan kiiltiirii (%28) ve kemik / sinoviyal s1v1 (%19) olmak iizere 57 hastada
C. aurimucosum klinik izolat1 toplanmistir. C. aurimucosum, vakalarin %36'sinda
(idrar yolu enfeksiyonu ve bakteremi) saf kiiltiirde izole edilirken, diger enfeksiyonlar
i¢in karisik kiiltiirler gozlendi. Elli iki Klinik izolata yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarina gore izolatlarin linezolid ve vankomisine tamamen duyarli oldugu

goriiliirken; izolatlarin cogu (>%80) amoksisilin (MIK90, 2 pg/mL), gentamisin,
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tetrasiklin ve rifampisine duyarli bulunmustur. Hem sefotaksim hem de
siprofloksasinin smirli bir aktiviteye sahip oldugu gorilmistiir (suslarin yaklagik
%50'si duyarli). Siprofloksasin icin MiK degerleri cogunlukla >2 pug/mL olan oldukga
direncli suslardan olusan bir popiilasyon gosterilmistir. izolatlarn cogu (>%90)
penisilin G ve klindamisine direngli olarak kategorize edilmistir (186). Bu ¢alismada
C. aurimucosum izolatlarinin tamami penisilin ve siprofloksasine direngli bulundu. C.
aurimucosum izolatlarinin %751 klindamisin ve %87,5’1 tetrasikline direngli olarak
saptanmis Ve izolatlarinin tamami vankomisine ve linezolide duyarli bulunmus olup

suglarin literatiirdeki gibi ¢oklu direng profilinde oldugu tespit edildi.

C. pseudodiphtheriticum, iist solunum yolunun normal mikrobiyotasinin bir
uyesi olarak bulunan gram-pozitif bir bakteridir. C. pseudodiphtheriticum'un
potansiyel olarak nazal uygulama icin yeni nesil bir probiyotik olarak da
kullanilabilecegi  belirtilmistir (187). Bu c¢alismada da izole edilen C.
pseudodiphtheriticum izolatlariin tamami TAK o6rneklerinden elde edilmistir. C.
pseudodiphtheriticum, eritromisin, Klindamisin, tetrasiklin ve kinolonlara direncli,
beta-laktamlara, vankomisine ve aminoglikozitlere genellikle duyarhidir (188).
Neemuchwala ve ark. (125)’nin arastirmasinda, C. pseudodiphtheriticum izolatlari
penisiline ve siprofloksasine yiiksek oranda duyarlilig1 gosterdigi belirtilmistir. Ayrica
eritromisin  duyarliigi  %21,1  olarak  belirtilmistir. ~ Arastirmada  C.
pseudodiphtheriticum'un  beta-laktamlara (%95) c¢ogunlukla duyarli oldugu
bildirilmistir.  Dragomirescu ve ark. (188)’nin izole ettikleri bir C.
pseudodiphtheriticum izolatinin penisilin, sefuroksim, seftriakson, eritromisin,
gentamisin, kloramfenikol, siprofloksasin, rifampin, tetrasiklin, vankomisin,
teikoplanin ve klindamisine karsi duyarli oldugu bildirilmistir. Bu caligmada C.
pseudodiphtheriticum izolatlarinin tamami klindamisin ve siprofloksasine direngli
iken; penisilin, gentamisin, rifampisin, tetrasiklin, vankomisin, linezolid ve
eritromisine duyarli olarak bulunmus olup, sonuglar genel olarak literatiir ile uyum

saglamaktadir.

Neemuchwala ve ark. (125)’nin arastirmasinda izole edilen C. afermetans
izolatlarinin %19,2’si kan 6rneklerinden izole edilmistir. Mevcut ¢alismadaki 7 C.
afermetans susunun 4’ kan, biri periton mayi, biri plevral mayi ve biri yaradan izole

edilmistir. C. afermentans HIV ile enfekte olmus bir hastada pléropulmoner
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nekrotizan enfeksiyon vakasi tanimlanmistir. C. afermentans bir endokardit vakasinda
izole edilmis ve ampisilin, sefazolin, seftriakson, gentamisin, eritromisin,
siprofloksasin ve imipeneme duyarli, klindamisin ve trimetoprim-silfametoksazole
direncli bulunmustur (86). Neemuchwala ve ark. (125)’nin arastirmasinda C.
afermetans izolatlarinin penisilin ve eritromisin duyarl tetrasiklin ve siprofloksasine
direncli oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada da C. afermetans izolatlarinin tamami
penisilin, klindamisin, siprofloksasin ve eritromisine ve %28’i tetrasikline direngli
iken, vankomisin ve linezolide duyarli olarak bulunmus olup antibiyotik profili

literatdir ile uyumludur.

Corynebacterium jeikeum’un genel olarak yara orneklerinden izole dildigi
belirtilmistir (189,190,191). Denise ve ark. (192) yaptig1 ¢alismada 135 C. jeikeum
susunun hepsinin penisiline direngli oldugunu saptamis, seftriakson, sefoksitin ve
eritromisine duyarliligi ise %18’in altinda ve tlm suslar vankomisine duyarli
bulunmustur. Neemuchwala ve ark. (125)’nin aragtirmasinda 76 C. jeikeum susunun
hepsi penisilin, eritromisin ve klindamisine direngli bulunmus tetrasikline duyarlilik
orani ise %19,1 olarak saptanmigtir. Bu galismada ise, 2 C. jeikeum susunun biri
yaradan izole edilmis olup, izolatlarinin tamami penisilin, klindamisin, siprofloksasin
ve eritromisine direngli iken tetrasiklin duyarliligi %50 olarak bulunmus olup; tiim
suslar vankomisin ve linezolide duyarli olarak belirlenmistir. Sonuclarmn literatir ile

uyumlu oldugu gorilmektedir.

C. singulare DSM 44357, insan semenden ve kan kilturiinden izole edilen
iireaz pozitif bir mikroorganizmadir. Klinik ¢aligmalarda genelde kontaminant oarak
kabul edildigi gortlmiistiir (6). Bu ¢alismadaki bir C. singulare susu kan kiiltiiriinden
izole edilmistir. Bu susun elde edilen antibiyotik direng profili, makrolidler,
linkozamidler, aminoglikozidler, kloramfenikol ve tetrasilini icermektedir. C.
singulare DSM 44357'nin antibiyotik direncleri, makrolid ve linkozamid igin direng
geni ermX, kloramfenikol i¢in disa aktarict gen cmx, aminoglikozid igin aphAl-1AB
ve strA-strB, tetrasiklin igin ise tetA/B olarak belirlenmistir (138). Bu ¢alismada ise C.
singulare susunun penisilin, eritromisin, klindamisin, siprofloksasin ve gentamisine
direngli oldugu saptanmistir. Literatiire bakildiginda C. singulare ile ilgili antibiyotik
duyarlilik testi sonuglarina dair caligmalar, muhtemel olarak kontaminant kabul

edildiginden dolay1, ¢ok az olup mevcut ¢aligmadaki direng profilini kiyaslayacak
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aragtirmalara yeteri kadar rastlanmamistir. Buna ragmen bu ¢aligmadaki susun direng
profili genel olarak klinik olarak anlamli olan korineform bakterilerin artan ¢oklu

antibiyotik diren¢ trendine uygun bulunmustur.

Tetrasiklinler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek
bakteriyostatik etki olusturan tetrasiklinlere diren¢ gelisiminde dort mekanizma
sorumludur. Bunlar aktif efluks pompa sistemi, enzimatik inaktivasyon, tasiyici
proteinlerin bozulmasi ve ribozom koruyan proteinlerin olusmasidir (148). Robert ve
ark. (169) 1992’de 17 C. striatum susunun sekizinde ribozom koruma proteinleri
uzerinden tetrasiklin direncine neden olan tetM genini raporlamiglardir. Ayrica C.
striatum M8&2B suslarinda, tetrasikline kars1 direng, 50-kb R plasmid pTP10 ile iliskili
bulunmus, niikleotid dizi analizi ile tetA ve tetB islevsel genlerini ortaya ¢ikarmistir.
Bu genler sitoplazmik zara yerlestirilmis spesifik tasima proteini yoluyla hiicreden
ilaglarin disar1 pompalanmasina neden olan giiglii bir aktif tagima mekanizmasini
(eflux) aktive ederek direng¢ gelistirmektedir (171). Bu calismada ise, hichir
Corynebacterium susunda tetM geni saptanmadi. Yukarida belirtildigi gibi, calismada
saptanan tetrasikline kars1 direng gelisiminde tetA/B gibi farkli genlerin rol oynadigi

distiniilmektedir.

Penisilinin C. diphtheriae'nin toksik ve toksik olmayan suslarina karsi sahip
oldugu ortak duyarlilikonu difteri tedavisinde en sik kullanilan antibiyotiklerden biri
haline getirmistir (195). Bu goriise ragmen, Von Hunostein ve ark. (142) yaptigi
calismada C. diphtheriae biyotip gravis'in 24 toksik olmayan susu iizerinde yapilan
calismada penisilin duyarliliginin sivi mikrodiliisyon yontemi ve Etests tarafindan
belirlenmis ve MIK degerleri 0,064 — 0,250 mg/L olmasina ragmen vakalarda iyilesme
izlenmemistir. Beta-laktamlara karsi boyle bir etki, endokardit vakasindan izole edilen
C. diphtheriae susunda amoksisiline tolerans durumunda da gozlenmistir (143). Bu
gorlise ragmen, higbir etkinlik gdstermedigi vakalar gozlemlenmistir. Diger
Corynebacterium suslarinda da diisiik MIK degerleriyle oksasiline duyarsizlik
yaratilmas1 gibi benzer bir durum bulunmustur. Bu etki, beta-laktam antibiyotiklere
karst mevcut direng mekanizmasiyla iliskili olmayip tetrasikline direnci belirleyen
Tn3598-transpozon sinif 11 — 12 kb'de bulunan bir ¢ift gen, tetA ve tetB'nin, ¢ok yiiksek
fenotipik ekspresyonu ve giiclii aktif pompalamadan olusan bu genlerin aktivitesi ile

yapisal olarak farkli bir antibiyotik olan oksasilin de ortadan kaldirilmasiyla beraber
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olmus olabilecegi ileri siiriilmiistiir. (196). Beta-laktam antibiyotiklere direng gdsteren
Corynebacterium cinsinin farkli tiirlerinin fenotipik ve genotipik calismalarinin
sonuglarinin  analizine dayanarak, bu mikroorganizmalarda her iki direng
mekanizmasinin da meydana geldigi, yani beta-laktamaz tretimi ve penisilin baglayici
proteinler modifikasyonu sonucuna varilabilir. C. jeikeium ve C. urealyticum
suslarinda penisiline (MIK90 >4 pg/mL) ve ampisiline (MIK90 >8 pg/mL) kars:
direng ile dogrulanmistir (146). PBP1a, PBP1b, PBP2a, PBP2b gibi yuksek molekiler
agirlikli penisilin baglayici proteinlerdeki (HMW PBP) modifikasyona neden olan dort
genin varligi C. glutamicum genom dizisinin bir analizi ile de dogrulanabilmistir (197).
Alibi ve ark. (160), penisiline direng gosteren 52 C. striatum izolatinda ilk kez A sinifi
B-laktamaz serin hidrolazi kodlayan bla genini pozitif nulmuslardir. Ayrica 63 C.
striatum ‘dan 46’s1, bir sinif C-laktamaz kodlayan ampC geni i¢in pozitif bulunmus
olup 46 ampC pozitif izolatin 42' si penisiline direngli iken 4 izolat duyarl saptanmus,
sefotaksim direncli 28 C. striatum'un 22'sinde ampC geni tespit edilmistir.

Bu calismada 30 C. striatum susunda ampC geni tarandi. Bu sulardan sadece
biri penisilin duyarli bulundu ve hi¢bir susta ampC geni saptanmadi. Literatiire
bakildiginda penisilin gibi beta laktam direncini farkli ¢esit antibiyotikleri etkileyen
eflux pompa sisteminin de etkileyebilecegi (196), bununla birlikte diger siif B-
laktamaz kodlayan genlerin ve penisilin baglayici proteinlerdeki modifikasyonlarin’da
(197) bu direngte etkili olabilecegi bilinmektedir.

Aminoglikozitler, difteroidlerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlar1 tedavi
etmek i¢in tamamlayici antibiyotikler olarak kullanilmaktadir. Aminoglikozit direnci,
aymi hiicrede ayni anda var olabilen birka¢ mekanizma yoluyla olusur. Antibiyotik
molekiiliiniin enzimatik inaktivasyonu klinik ortamda en yaygin olamdir. C.
striatum'da gentamisin ve tobramisine diren¢ kazandiran bir aminoglikozid 3-N asetil
transferazi kodlayan aac(3)-XI geni varligi ilk kez Galimand ve ark. (165) tarafindan
rapor edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada 63 C. striatum Uzerinde aac(3)-XI geni
taranmis ve 7 izolatta bulunmustur. Bunlardan ikisi hem gentamisine hem de
tobramisine duyarli olup (MIK <0,06 mg/L), diger bes izolat ise gentamisin ve
tobramisin’e direngli olup MIK degerleri sirastyla 8 ve 16 mg/L olarak gosterilmistir.
(160). Bir bagka calismada ise 64 C. striatum izolatindan 44'linde aac(3)-XI

gosterilmis olup, hepsinin gentamisin ve tobramisin’e kars1 direncli oldugu
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saptanmigtir (166). Chapartegui-Gonzélez ve ark. (198) yaptig1 c¢alimada 40 C.
urealyticum'un 33’tinde diisiik seviyede gentamisin direncioldugunu gostermislerdir.
Bir aminoglikozid 3-N asetiltransferazi kodlayan aac(3)-XI geninin varhigi, C.
striatum aac(3)-XI genine dayanan primerler kullanilarak PZR ile degerlendirildi ve
tiim suslarda negatif sonuglar elde edildi. Bununla birlikte, 5 C. urealyticum dizili
genomunun analizi, dort susta C. striatum aac(3)-XI geni ile %79 6zdeslik gosteren

447 bp open reading frame varligini ortaya ¢ikarmstir.

Bu arastirmada aac(3)-XI geni 95 C. striatum susunun 84’tinde (%88,4) pozitif
bulundu ve bu suslarin 77’sinin (%91,6) gentamisin direngli ve 7’sinin (%8,4)
gentamisin duyarli oldugu saptandi. aac(3)-XI geni 7 C. afermetans susunun besinde
pozitif oldugu saptanmis ve bu suslarin tgtinin (%60) gentamisin direncli ve ikisinin
(%40) gentamisin duyarli oldugu gorildi. Sekiz C. aurimucosum susunun hepsinde
aac(3)-XI pozitif bulunmus, %>50’sinin gentamisine direngli ve %50’sinin duyarli
oldugu saptandi. Aynmi sekilde aac(3)-XI genin hepsinde pozitif tanimlandigi C.
amycolatum, C. pseudodiphtheriticum suslarinda gentamisin duyarliligi %100 olarak
saptandi. C. jeikeum suslarinin hepsinde aac(3)-XI geni pozitif bulunmus, birinde
gentamisin hassas saptandi. Literatlre aac(3)-XI pozitif olup gentamisin duyarl suslar
bulunmakla birlikte, bunun nedeni olarak aac(3)-XI genindeki Corynebacterium
tirlerine 6zgli farkli dizilimler (198) ve bu farkliliga bagli olarak Uretilen asetil
transferaz enziminin islevinde bir azalma olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica
caligmada gentamisin direngli olup aac(3)-Xl geni amplifiye edilmemis alti
Corynebacterium turunde, daha dénce Corynebacterium suslarinda bulunmus aph(3)-
Ib ve aph(6)-1d gibi aminoglikozitleri modifiye enzimleri Ureten farkli genlerin

olmasindan dolay1 aminoglikozit direnci gelismis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (166).

MLSB olarak bilinen ¢ grup antibiyotik: makrolidler, linkozamidler ve
streptogramin B'ye es zamanli direncin ortaya c¢ikmasi, esasinda stafilokok ve
streptokok’larin karakteristigi sz konusu olup ii¢ farkli mekanizmasinin ortaya
¢ikmasi dirence neden olur: metilasyon veya mutasyonla iligkili ribozom baglanma
bolgesinin modifikasyonu, hiicreden aktif antibiyotigi disari atma mekanizmasi
(membran efux pompasi) ve daha az siklikta goriilen antibiyotigin enzimatik
inaktivasyonudur. (199, 200). Corynebacterium turlerinde MLSB direnci en ¢ok iKki

mekanizma tarafindan aracilik edilir: Bunlardan birincisi erm genleri tarafindan
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kodlanan ribozomal RNA metilazlarinin aracilik ettigi hedef bolge modifikasyonu ve
digeri ise mefA/E geni tarafindan kodlanan bir membran efux pompasinin aracilik
ettigi aktif mekanizmadir. Corynebacterium tirleri (n=254) iizerinde yapilan ermX,
ermB, ermA ve mefA/E taranan bir ¢alismada makrolide direngli suslar arasindan
186's1, makrolidlere ve klindamisine kars1 yiliksek diizeyde direngli bir MLSB fenotipi
gostermistir. Calismada ermX geni 171, ermB geni 2 MLSB direnci gosteren susta
amplifiye edilmis fakat ermX geni saptanan bir C. striatum ve bir C. aurimucosum
susunun caligilan tiim MLSB tipi antibiyotiklere kars1 duyarli oldugu bulunmustur.
Ayrica makrolid ve klindamisine direng gostermelerine ragmen 14 susta
amplifikasyon iiriinii tespit edilmemistir. (150). Baska bir caligmada (160) eritromisine
direncli 24 C. striatum’ dan 20’sinin ermX genini tasidig1, bu suslardan 10'unun ise
ermX ve ermB genini tasidigi saptanmustir. Yirmi dort klindamisine direngli izolattan
22'sinde ermX geni amplifiye edilmis olup bu 22 sustan10'unda ermB pozitifligi
goriilmiistiir. mefA/E geni test edilen higbir susta bulunamamistir. Buna ek olarak
suslarda klindamisinin eritromisine gore sekiz kat daha fazla MIK90 degeri ile direngli
oldugu bildirilmistir. Guirao ve ark. (201) yaptigi1 ¢calismada 36 C. jeikeium ve 57 C.
amycolatum izolatinda eritromisin ve diger makrolidlerin yani sira klindamisin MIK90
degerinin >256 pg/mL oldugunu gdstermis ve bu antibiyotiklere direng siklig1 yiiksek
oldugunu belirtmistir. ermX geni tim eritromisine direngli suslarda mevcut
bulunmustur. Bakteri hiicresinden makrolidlerin aktif akisina neden olan mef geni,
Corynebacterium grup A, C. jeikeium ve Corynebacterium spp. suslarinda da
bulunmustur (156). Alibi ve ark. (147) yaptigi ¢alismada 85 C. striatum izolatinin
62'sinde ermX geni, 21 susta ermB geni, 12 susta hem ermX hem de ermB amplikonlari
tespit etmiglerdir. Eritromisin ve klindamisine direng ile ermX geninin varlig1 arasinda
sirastyla %85,50 ve %89,65 arasinda yiiksek bir korelasyon izlenip, ermB geni
sirastyla eritromisine ve klindamisine direngli suslarin %26,68 ve %?20,68’inde
saptanmistir. Makrolid ve klindamisine direng goOstermelerine ragmen, 3 susta
amplifikasyon urinu tespit edilememistir. Bu durumun nedeni olarak 23S rRNA
geninin degisken (V) bolgesindeki mutasyonlar ve protein L4 ve L22'deki
degisikliklerin bir MLSB direng¢ fenotipi olusturdugu diger diren¢ mekanizmalarinin

varhigindan kaynaklanabilecegini vurgulamiglardir.
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Mevcut arastirmada ermX pozitiflik orani C. striatum TCST 2 susu hari¢ geri
kalan 116 Corynebacterium spp. susunda pozitif bulundu (%99,1). C. striatum TCST
2 susunda taranan ermA, ermB ve mefA/E genleri de amplifiye edilememis ve
klindamisine direngli, eritromisine duyarli saptandi. Bu direncin diger direng
mekanizmalarinin varhigindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu g¢alismaya
dahil edilen hicbir Corynebacterium izolatinda ermA ve mefA/E amplifiye edilmedi.
ermX pozitif olan 94 susun 91’inin (%96,9) klindamisine direngli; 50’sinin (%53,1)
eritromisine direngli oldugu bulunmustur. ermB geni sadece 10 C. striatum susunda
amplifiye edilip diger Corynebacterium izolatlarinda negatif bulundu. ermB pozitif
bulunan suslarin hepsinin klindamisine direngli oldugu, %40’ mnin eritromisine direngli
ve %060’ min eritromisine duyarli oldugu saptandi. C. afermetans, C.
pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare suslarinin hepsinin klindamisin ve
eritromisin direngli oldugu saptandi. C. aurimucosum suslarmin 6’s1 (%75)
klindamisine direngli ve 2’si (%25) klindamisine duyarli, 5’1 (%62,5) eritromisine
direncli ve 3’ (%37,5) eritromisine duyarli oldugu tespit edildi. C. amycolatum'un
hepsi klindamisine ve yarisi eritromisine direngli bulundu. Literatiirde benzer sekilde
bu ¢alismada da ermA hicbir susta amplifiye edilmedi. mefA/E geni daha once
Corynebacterium tiirlerinde saptanmasina ragmen bu ¢alismada negatif bulundu. ermX
ve ermB genleri Corynebacterium’larda MLSB direncine en sik neden olan genlerden
olup, bu ¢alismada da literatlire benzer sonuclar elde edildi. ermX, ve/veya ermB
genlerinin pozitif ¢ikmasina ragmen eritromisin ve/veya klindamisinin duyarli
bulunan suslarda gentamisin direncinde ortaya ¢ikan Corynebacterium tirlerine 6zgu
farkli aac(3)-XI dizilimleri gibi (198) bu suslarda da tiirlere 6zgii ermX genindeki farkli
dizilimlere bagli 23S bolgesine 6zgl adenin spesifik N-metiltransferaz’larin
aktivitesinde azalma veya RNA 23S deki mutasyonlara bagli olarak N-metiltransferaz
enziminin etkisinin azalma olabilecegi diisiiniilmektedir (147). Ayrica, EUCAST’da
Corynebacterium tdrleri igin eritromisin duyarlilik testi bulunmamasi nedeniyle

sonuglarm yaniltici olabilmesi s6z konusudur.

Corynebacterium turlerinde fulorokinolonlara direng geni gyrA’nin
QRDR'sindeki mutasyonlardan kaynaklanir. Literatiirde C. striatumun ve C.
amycolatum'un klinik izolatlarinda siprofoksasin ve moksifoksasine orta veya yiiksek

diizeyde direng gosterdigi belirtilmistir (159). Yirmi bir C. striatum susu iizerinde
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yapilan ¢alismada gyrA geninin 87. pozisyonundaki veya 91. pozisyondaki tek amino
asit degisikligi siprofoksasin ve moksifloksasin direnci olusturmus, bununla beraber
gyrA geninde 87 ve 91 pozisyonlarinda degisikliklere yol acan ¢ift mutasyonlar,
siprofoksasin ve moksifoksasine karsi daha yuksek dlizeyde direng i¢in gerekli oldugu
belirtilmistir (160). Cift mutasyonlarin sekizinde (%38) 87. pozisyondaki serin’in
fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik asit’in glisin’e (D91G); Ucunde
(%14,2) 87. pozisyondaki serin’in fenilalanin’e (S87F); 91. pozisyondaki aspartik
asit’in alanin’e (D91A) doniistiigii raporlanmistir. Bu suslarin siprofoksasin ve
moksifloksasin MIK degerleri >16 mg/L olarak saptanmistir. Suslarm yedisinde
(%33,3) ise tek aminoasit degisikligi saptanmis olup bu suslarda siprofloksasin MIK
degerleri 2-8 mg/L, moksifloksasin MIK degeri ise 1 mg/L saptanmistir (160). Sierra
ve ark. (159) tarafindan tarif edilen 91. pozisyondaki aspartik asit’in degisimine bagl
tekli mutasyonlarda siprofoksasin MIK degerleri 1-6 mg/L'ye yukselirken,
moksifoksasin duyarli kalmistir. Suslarda siprofoksasinin direncinin daha yiiksek
olmasi, gyrA'daki mutasyonlara ek bir diren¢ mekanizmasinin varligim
diistindiirmektedir. Ramos ve ark. (202) yaptigi ¢alismada 22 C. striatum’un
siprofloksasine diregli oldugunu bulmus ve gradient strip test ile siprofloksasin MiK
degerlerini dlgmiistiir. Suslardan 21°inin MIK degeri >32 mg/L olarak tespit edilmis,
bu izolatlarin 15’inde (%68) sadece 87. pozisyondaki serin’in valine (S87V)
dontistigiint; 0¢ (%13) izolatta ise 87. pozisyonda fenilalanin (S87F) ve
91.pozisyonda alanin (D91A) mutasyonu oldugunu belirlemistir. Konjonktival
stiriintii 6rneginden tireyen 16 C. macginleyi susu {izerinde yapilan bir ¢alismada
siprofloksasin, levofloksasin ve norfloksasin direnci kosullandiran 83. pozisyondaki
serinin 10sin ve alanin’e; 87 pozisyondaki fenilalanin’in ise aspartat, histidin,
asparajin, tirozin ve glisine doniistiigli, amino asit degisikliklerine yol acan bir ¢ift
mutasyon da bildirilmistir (158). Fakat bu mutasyonlar1 barindiran suslarin %91’inde
siprofloksasin MIK degerleri >32 mg/L olarak belirlenmis olup mutasyonlar ile MIK
degeri arasinda bir korelasyon saptanmamistir. Yoon ve ark. (203) C. amycolatum
Uzerine yaptig1 caligmada, bakteriyemiye neden olan bir C. amycolatum izolatta 87.
pozisyondaki serin’in izolosin’e (S871); 91. pozisyondaki aspartik asit’in glisin’e
(D91G) déniistiigiinii siprofloksasin MIK degerinin ise >32 mg/L oldugunu

raporlamistir. Ramos ve ark. (202) yaptig1 ¢aligmada tiim C. striatum izolatlar1 (n: 7),
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87. pozisyonda mutasyonlar gostermis, sadece iki izolatin 87 ve 91. amino asitlerinde
cift mutasyon gostermislerdir. Bu ¢ift mutasyonlarda S87F-D91A mutasyonu
goriilmiiis, siprofloksasin ve moksifloksasin icin MIiK degerleri >32 pg/mL olarak
bulunmustur. Dort C. jeikeium izolatinin ikisinde sadece 87. pozisyondaki serin
izoldsin’e  (S871) dénmiis MIK degerleri siprofloksasin igin, >32 pg/mL
moksifloksasin igin 4 pg/mL olarak raporlanmistir. Diger iki C. jeikeium susunda ise
test edilen siprofloksasin ve moksifloksasin i¢in MiK degeri >32 pg/mL gosterilmis,
87. pozisyondaki serin izolosin’e ve 91.pozisyondaki aspartik asit tirozin’e (D91Y)

dontigmistiir (202).

Bu calismada C. striatum izolatlarinin %96,8’1 siprofloksasin direngli ve
%3,2’si siprofloksasin duyarli olarak saptanmistir. Ayrica, C. afermetans, C.
amycolatum, C. aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum, C. jeikeum ve C. singulare
suglarinin hepsi siprofloksasin direngli oldugu saptandi. gyrA mutasyonu galisilan 50
Corynebacterium susunun gradient strip testi ve sivi mikrodiliisyon yontemindeki
MIK degerleri kiyaslandiginda iki deger arasindaki deger fark: iki kata kadar normal
kabul edildigi icin testler birbirlerini dogrular nitelikte sonuglandi (172). Maddi
kisitlamadan dolayr EUCAST’in Corynebacterium tiirleri i¢in dnerdigi %5 defibrine
at kan1 ve 20 mg/L B-NAD igeren Mueller-Hinton Fastidious sivi mikrodiliisyon testi
icin gerekli malzemeler alinamadigindan dolayi sivi mikrodiliisyon testi Mueller
Hinton sivi besiyeri kullanilarak yapilmistir. Mevcut calismada kinolon direncli 26 C.
striatum susunun 13’tinde (%50) S87F-D91A mutasyonu, 11’inde (%42,3) S87F-
D91G mutasyonu bulunmus olup literatiire benzer sekilde bu tip aminoasit
degisimlerin daha fazla oldugu saptandi. Bu ¢alismada gyrA geninin QRDR
bolgesinde 87. ve 91. pozisyonlarda bulunan ¢ farkli mutasyon tipine ragmen (S87F-
D91A, S87F-D91G, S87V-D91G) bu mutasyonlarin siprofloksasin ve moksifloksasin
MIK degerlerine olan etkisi benzer olarak saptanmis (32-64 pg/mL), MIK ile
mutasyon farklar1 arasinda bir korelasyon saptanmamis olup literatiirdeki ¢aligmalara
benzer sonug¢ alindi. Ayrica kinolonlara kargi hassas olan C. striatum TCST 77
susundaki QRDR bolgesindeki 99. pozisyonda bulunan serin’in prolin’e (S99P)
doniismesi; bu susun kinolonlara karst MIK degerini kinolonlara duyarli diger C.
striatum susunun (TCST 13) MIK degerine gore yiikselttigi tespit edilmistir. Mevcut

calismadaki C. amycolatum izolatinin hepsinde S87F-D91G mutasyonu olup bu
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suslardaki siprofloksasin ve moksifloksasin MIiK degerleri her iki antibiyotik i¢in >32
pg/mL olarak bulundu. Caligmadaki sus say1si az oldugundan dolay1 literatiirdeki diger
calismalarda elde edilen farkli mutasyonlarin MIK degerlerine yansimasini net olarak
degerlendirme firsat1 bulunamamustir. incelenen iki C. jeikeum susunun birinde (TCJK
1) S87F-D91G mutasyonu, diger C. jeikeum susunda ise (TCJK 2) S87F-S91A
mutasyonu bulundu. Tiim suslarda siprofloksasin gradient strip test degerleri >32
ng/mL, moksifloksasin MiK degeri ise 4 pg/ml olarak tespit edildi. Bu galismada ise
C. jeikeum suslar1 i¢in sadece ¢ifte mutasyon bulunmus olunmasina ragmen bu
mutasyonlarin siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerlerine etkisi literatiirle

benzer bulundu (203).

Bu ¢alismada incelenen sekiz C. aurimucosum susundan birinde (TCAU 1)
QRDR bolgesinde S87F disinda mutasyon saptanmadi. Siprofloksasin gradient strip
MIK degerleri 2 pg/mL, moksifloksasin igin 1,5 pg/mL bulundu. iki C. aurimucosum
susunda (TCAU 2, TCAU 4) sadece S99P mutasyonu saptandi. Her iki susta da
siprofloksasin gradient strip MIK degerleri sirastyla 12 pug/mL, moksifloksasin MiK
degerleri ise 1 pg/mL tespit edildi. Bir izolatta (TCAU 3) ise S871-S99P mutasyonu
saptanmis olup bu sustaki siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test MiK
degeri >32 pg/mL saptands. iki C. aurimucosum susunda (TCAU 6, TCAU 8) S87V-
S99P mutasyonu olup her iki susta da siprofloksasin gradient strip MiK degeri 4
ug/mL, moksifloksasin igin MiK degeri ise 1 pg/mL olarak bulundu. Geriye kalan iki
(%25) C. aurimucosum susunda (TCAU 5, TCAU 7) ise S87F-D91G mutasyonu
gosterilmis suslarda siprofloksasin gradient strip MIK degerleri 8 pg/mL,
moksifloksasin icin MIK degerleri ise 4 pg/mL olarak bulundu. Mutasyon MIK
iliskisine bakildiginda S99P mutasyonunun S87V-S99P mutasyonuna kiyasla
siprofloksasin MIK degerinde (¢ kat artisa neden oldugu, moksifloksasin MiK
degerinin aynmi kaldigi goriildi. Bu sonuca gore kinolon direnci igin gyrA geni
mutasyonu disinda baska mekanizmalarla gelismis bir direncin olabilecegi akilda
tutulmalidir (159). Ayrica S87F-D91G mutasyonu S99P ile kiyaslandiginda cift
mutasyondaki siprofloksasin MIK degeri tek mutasyona gére 1,5 kat azalmis olup,
buna karsin moksifloksasin MIK degeri dort kat arttig1 saptandi. En fazla kinolon
direnci olusturan mutasyon ise S871-S99P olarak bulundu. Literatirde C.

aurimucosum gyrA genindeki mutasyonlar i¢in bir ¢alisma bulunamamistir. Ayrica
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S99P mutasyonu literatirdeki tim Corynebacterium’lardaki mutasyonlara

bakildiginda bir ilk olma 6zelligini tagimaktadir.

Calismadaki U¢ C. afermentans susunda (TCAF 2, TCAF 4, TCAF 6) (g¢linde
S87F-D91A, diger Ug¢ susta (TCAF 3, TCAF 5, TCAF 7) S87F-S91G, geri kalan bir
sugda (TCAF 1) ise S87V-S91G mutasyonu saptanmistir. Siprofloksasin ve
moksifloksasin gradient strip test MIK degerleri tiim suslarda >32 pg/mL
bulunmustur. Ayn1 sekilde iki C. pseudodiphtheriticum (TCPD 1, TCPD 2) ve bir C.
singulare susunun (TCSU 1) gyrA geni mutasyonu incelemesinde S87F-S91G
mutasyonu saptanmis, siprofloksasin ve moksifloksasin gradient strip test MiK
degerleri iki C. pseudodiphtheriticum susunda >32 pg/mL bulunmustur. Literatiire
bakildiginda C. afermentans, C. pseudodiphtheriticum ve C. singulare gyrA genindeki
mutasyonlar i¢in bir ¢alisma bulunamamistir. Bu ¢aligmada C. striatum’a benzer 3
farkli mutasyon tipi bulunmasma ragmen her (¢ mutasyon tiirinde MIK ile
korelasyonu saptanamamis olup farkli tip mutasyonlarin bulunabilmesi icin sus
sayilarinin daha fazla oldugu genis ¢apli bir ¢alismaya gerek oldugu kanaatine

varilmigtir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismaya dahil edilen 117 Corynebacterium susun tanimlanmasi
MALDI-TOF MS ile yapilmis olup suslarin 95’1 (%81,1) C. striatum, sekizi
(%6,8) C. aurimucosum, yedisi (%5,9) C. afermentans, ikisi (%1,7) C.
amycolatum, ikisi (%1,7) C. pseudodiphtheriticum ikisi (%1,7) C. jeikeum
biri (%1,1) C. singulare olarak tespit edildi.

Suslarin 46’s1 (%39,3) solunum yolu érneklerinden (TAK, balgam, BAL),
22’s1 (%18,8) yara ve 20°si (%17) kan 6rneklerinden izole edilmistir.
Suslarin 38’1 (%32.4) yogun bakim {initelerinden 28’1 (%23,9) dahiliye,
10’u (%38,5) ortopediden izole edildi.

Calismaya dahil edilen 117 susa EUCAST onerileri dogrultusunda
KirbyBauer disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarlilik testi ¢alisildi.
Suslarin 1144 (%97,4) penisilin ve siprofloksasin, 112’si (%95,7)
klindamisin, 105’1 (%90,5) tetrasiklin 89’u (%76) gentamisin, ve 68’i
(%58,1) eritromisin direncli olup vankomisin ve linezolide duyarlilik %100
saptandi.

TUm suslarin 116’sinda (%99,1) ermX (eritromisin, klindamisin), 10’unda
(%8,5) ermB (eritromisin, klindamisin) ve 103’iinde (%88,1) acc(3)-XI
(gentamisin) gen varhigi gosterilmis olup ermA (eritromisin, klindamisin),
tetM (tetrasiklin), ampC (penisilin) ve mefA/E (eritromisin, klindamisin),
genleri saptanmadi.

Suslardaki penisilin, eritromisin, klindamisin, tetrasiklin ve gentamisin gibi
antibiyotiklere kars1 neden olan genis captaki direncin PZR isleminde
amplifikasyonunu goriilen direng genleri disinda farkli direng genleri ve
mekanizmalarindan kaynaklanabilecegi kanaatine varildi.

Corynebacterium turlerinde gryA genindeki aminoasit degisimleri
tilkemizde ilk defa bu c¢aligmada yapildi. Suslarin 50’sinde (%42,7) gryA
genlerindeki mutasyonlar taranmis olup 17’sinde (%33,3) S87F-D91A
mutasyonu; 22’°sinde (%43,1) ise S87F-D91G mutasyonu tespit edildi. Bu

iki Mutasyon tiiriiniin MiK ile korelasyonuna bakildiginda literattire benzer
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sekilde siprofloksasin ve moksifloksasin direncinde MIK degerlerinde
yiiksek miktarda artis oldugu tespit edildi.
Bir C. striatum (TCST 77) ile bes C. aurimucosum susunun (TCAU 2, TCAU
3, TCAU 4, TCAU 6, TCAU 8) gyrA genlerindeki S99P mutasyonu
literatiirde ilk kez bu ¢alismada tespit edilmis olup, bu mutasyonla beraber
olan S871 mutasyonunun, tek basina S99P mutasyonuna goére siprofloksasin
ve moksifloksasin MiK degerini arttirdign gézlenmistir. Bu mutasyon S87V
mutasyonu ile meydana geldiginde ise siprofloksasin ve moksifloksasin MiK
degerini disirdiigii saptanmustir. Bu sonuca gore kinolon direncinde gryA
genindeki mutasyonlar disinda baska diren¢ mekanizmalarinin da rol
oynayabilcegi diigiiniildii.
Corynebacterium tirlerinin ¢oklu antibiyotik direng oranlarin diistirebilmek
icin;
» Potansiyel dirence neden olabilecek diger genler ve 6zellikle yogun
bakim {iinitelerinde genlerin aktarilma bi¢cimi (konjugasyon,
plazmid aracili) arastirilmali

» Uygun antibiyotik politikalar1 gelistirilmeli,

\4

Gerekli enfeksiyon kontrol politikalar1 uygulanmali,

» Hasta ve saglik personeline hastane enfeksiyonlarini onlemeye
yonelik egitimler verilmeli,

» Ampirik tedavide basariyr belirleyen bakteri-ilag iliskisinin

bilinmesi i¢in sik araliklarla direng aragtirmalar1 yapilmalidir.
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