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OZET

Korinebakteriler i¢in son on yilda artan sayida ¢esitli klinik enfeksiyonlar bildirilmistir.
Calismamizda izolatlar kiiltiirdeki tireme sekline gore gruplara ayrilarak saf olarak liremeyen
korinebakterilerin patojenik potansiyeli hakkinda fikir sahibi olunabilecegi diistiniilmiistiir.

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Istanbul Basaksehir Cam ve Sakura Sehir
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Haziran 2021 ile Haziran 2022 tarihleri arasinda
gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 240 adet Corynebacterium spp. izolati
kiiltiirdeki tireme sekillerine gore saf, bagka bir etken ile birlikte ve polimikrobiyal olarak ii¢
grupta siniflandirildi. Antibiyotik duyarhiliklar1 disk difiizyon ve vankomisin igin sivi
mikrodiliisyon yontemleri ile belirlendi. Izolatlarin biyofilm olusumlar1 kantitatif olarak
belirlendi. Giiglii biyofilm yapan 17 izolatin biyoaktif bilesen ekstraksiyonu yapilip agar
diflizyon yontemi ile anti-quorum sensing aktivitesine bakilmis sonrasinda viyolasin pigment
iiretimi kantitatif olarak olciildii.

Calismaya alinan 240 adet Corynebacterium spp. izolatinin; 138’1 (%58) saf, 52’si (%22)
etken ile birlikte ve 50’si (%20) polimikrobiyal grupta yer almistir. izolatlarin 140’1 C. striatum,
34’1 C. amycolatum, 24’1 C. afermentans olarak tanimlanmistir.

Corynebacterium izolatlarimin antibiyotik diren¢ oranlar1 gruplara gore incelendiginde
rifampisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi diren¢ orani polimikrobiyal grupta diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak saptanmustir. Izolatlarda penisilin,
klindamisin, siprofloksasin, moksifloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve linezolide karsi
strastyla; %96,7, %88,3, %86,3, %73,8, %62,5, %59,2 ve %0,8 oraninda direng goriilmiistiir.
Tiim izolatlar vankomisine kars1 duyarl iken iki adet C. afermentans izolatinda linezolid
direnci goriilmiistiir.

Biyofilm olusturma kapasiteleri incelendiginde 87 (%36,3) izolat biyofilm olusturmustur.
Polimikrobiyal gruptaki izolatlarin biyofilm olusturma orani diger iki gruptan daha diigiik
oranda bulunmustur. Biyofilm olusturma kapasitelerine gore gii¢lii biyofilm olusturan 17 adet
izolatin anti-quorum sensing aktivitesine bakilmis, hi¢ bir Corynebacterium ekstraktinin anti-
quorum sensing aktivitesi bulunmamisken bes adet izolat ekstraktinin antimikrobiyal etkisi
goriilmiistiir. Antimikrobiyal etki gbzlenen bakteri ekstraktlarinin dort tanesi C. amycolatum
bir tanesi ise C. afermentans’a ait oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak hem antibiyotik diren¢ oranlarina hem de biyofilm olusturma oranlarina
bakildiginda kiiltiirde etken ile birlikte ilireyen korinebakterilerin saf kiiltlir olarak iireyen

korinebakteriler ile benzer ozellikler gosterdigi, ayrica korinebakterilerin antimikrobiyal



etkilerinin olmasi nedeniyle bu etkinin flora bakterilerini baskilayarak virulansini artirmada mi1
yoksa patojen bakterileri baskilayarak enfeksiyon olusumunu 6nlemede mi roliiniin oldugunun

belirlenmesi i¢in ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, biyofilm, korinebakteri, quorum sensing.



ABSTRACT

An increasing number of various clinical infections for Corynebacterium have been
reported in the last decade. In our study, it was thought that by dividing the isolates into groups
according to the reproduction type in culture, it was thought that an idea about the pathogenic
potential of Corynebacterium that did not grow purely could be obtained.

240 Corynebacterium spp. 1solates isolated from various clinical specimens sent to Diizce
University Faculty of Medicine Hospital and Istanbul Basaksehir Cam and Sakura City Hospital
Medical Microbiology Laboratory between June 2021 and June 2022 were classified into three
groups as pure, combined with another agent and polymicrobial according to their growth
patterns in culture. Antibiotic susceptibility was determined by disc diffusion and liquid
microdilution methods for vancomycin. The biofilm formation of the isolates was determined
quantitatively. Bioactive component extraction of 17 strong biofilm-forming isolates was
performed and anti-quorum sensing activity was checked by agar diffusion method, and then
violacin pigment production was measured quantitatively.

Of the 240 Corynebacterium spp. isolates included in the study; 58% were pure, 22%
were in combination with another agent and 20% were in the polymicrobial group. Of the
isolates, 140 were identified as C. striatum, 34 as C. amycolatum, and 24 as C. afermentans.

When the antibiotic resistance rates of Corynebacterium isolates were examined
according to the groups, the resistance rate against rifampicin and tetracycline antibiotics was
found to be statistically significantly lower in the polymicrobial group compared to the other
groups. In isolates, against penicillin, clindamycin, ciprofloxacin, moxifloxacin, rifampicin,
tetracycline and linezolid, respectively; resistance rates were %96.7, 88.3%, 86.3%, 73.8%,
62.5%,59.2% and 0.8%. While all isolates were susceptible to vancomycin, linezolid resistance
was observed in two C. afermentans isolates.

When their biofilm forming capacities were examined, 87 (36.3%) isolates formed
biofilm. The biofilm formation rate of the isolates in the polymicrobial group was found to be
lower than the other two groups. According to their biofilm forming capacities, the anti-quorum
sensing activity of 17 isolates that formed strong biofilms was examined, while none of the
Corynebacterium extracts had anti-quorum sensing activity, the antimicrobial effect of five
isolate extracts was observed. It was determined that four of the bacterial extracts with
antimicrobial effect belonged to C. amycolatum and one of them belonged to C. afermentans.

As a result, when both antibiotic resistance rates and biofilm formation rates are

considered, Corynebacterium grown together with the agent in culture show similar



characteristics to Corynebacterium grown as pure cultures, 1n addition, due to the antimicrobial
effects of cornebacteria, further studies are required to determine whether this effect has a role
in increasing the virulence by suppressing the flora bacteria or in preventing the formation of

infection by suppressing the pathogenic bacteria.

Key Words: Antibiotic resistance, biofilm, Corynebacterium, quorum sensing.
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1. GIRIS VE AMAC

Korinebakteriler; Corynebacterium diphteriae ve non-difterial Corynebacterium olmak
iizere iki ana gruba ayrilir. Non-difterial Corynebacterium cilt ve mukoz membranlarin normal
florasinda bulunur. Bu bakteriler klinik 6rneklerden izole edildiginde genellikle kontaminasyon
ya da kolonizasyon olarak kabul edilirler. Bunun nedeni, insan deri ve mukoz membran
florasinin dogal iiyesi olmalaridir. Bununla birlikte son on yilda artan sayida gesitli klinik
enfeksiyonlar bildirilmistir. Bunlar hem immunsuprese hem immun saglam kisilerde goriilen
septisemi, artrit, vertebral osteomyelit, menenjit, endokardit, meme absesi, peritonit, yara
enfeksiyonlari, prostetik eklem enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlardir. Ayrica tek bir C. striatum
izolatinin hastadan hastaya gecerek olusturdugu salginlar da bildirilmistir (1-4).

izole edildiginde siklikla kontaminant olarak diisiiniilen korinebakterileri mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda degerlendirmeye alirken her zaman klinisyen ile iletisim kurulamayabilir ve
bunun sonusunda kiiltiir 6zelligi, mikroskobik incelemeler 6n plana g¢ikabilmektedir. Boyle
durumlarda genelde kiiltiirde saf ve baskin olarak iireyen izolatlar daha ¢ok isleme alinmaktadir.
Ancak bagka bir etken oldugu diisiiniilen bakteri ile birlikte lireyen Corynebacterium izolatlar
siklikla kontaminant olarak diisiiniiliip isleme alinmamaktadir.

Calismamizda izolatlar kiiltiirdeki iireme sekline gore saf, etken ile birlikte ve
polimikrobiyal gruplara ayrilarak saf olarak tiremeyen korinebakterilerin patojenik potansiyeli
hakkinda fikir sahibi olunabilecegi diisiiniilmiis olup, izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlari,
biyofilm olusum kapasitelerini degerlendirmek ve anti-quorum sensing aktivitesini aragtirmak

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Korinebakteriler

Corynebacterium 1896'da Lehmann ve Neumann tarafindan bir cins olarak tanimlanmis
ve adin1 yunanca "lobut" anlamina gelen koryne ve "kiiciik ¢ubuk" anlamina gelen bacterion
kelimesinden almistir. Korineform bakteriler olarak da bilinen, korinebakterilerinkine benzer
morfoloji gosteren bakteriler arasinda Corynebacterium, Arcanobacterium, Brevibacterium,
Dermabacter, Microbacterium, Rothia, Turicella, Arthrobacter ve Oerskovia cinsleri bulunur.
Korineform bakteriler pleomorfiktir, yasam dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda farkli bigimler
gosterir, aerobik, spor olusturmayan ve aside dayanikli olmayan diizensiz sekilli gram pozitif
cubuklardir. Baslica toprak ve suda olmak {izere saprofit olarak ¢evrede yaygin bir sekide
bulunurlar. Insanlarin ve hayvanlarin deri ve mukoza zarlarinda kolonize olan kommensallerdir.
Hastanede tibbi ekipman ve ylizeylerden izole edilebilirler. C. diphtheriae disindaki korineform
bakteriler, klinik Orneklerde siklikla izole edilmistir ve genellikle klinik 6nemi olmayan
kontaminantlar olarak kabul edilmistir. Ozellikle hastanede yatan ve bagisiklig1 baskilanmus
hastalarda nozokomiyal enfeksiyonun bir nedeni olarak, korineform bakterilerin patojenitesine
dair artan sayida kanit vardir (4).

2.1.1. Taksonomi

Korineform bakterilerin taksonomisinde aminoasitler, sekerler, yag asitleri ve mikolik
asitler gibi hiicre duvar bilesenleri yaninda izoprenoid kinonlar, sitokromlar ve niikleik
asitlerden de faydalanilmistir (5). Taksonomide kullanilan son yaklasim ise binden fazla
niikleotidin dizilenmesine olanak saglayan 16S rRNA dizi analizidir (6). Corynebacterium
cinsinin hiicre duvari mezo-diaminopimerik asit ve arabinogalaktan yaninda kisa zincirli
mikolik asit, dihidrojene menokinonlar (8-9 izopren {initesi) ve yaklasik %51-%63 G+C
(guanintsitozin) aralifinda DNA baz bilesimi ile karakterizedir (7). Corynebacterium cinsi,
Mycobacterium, Nocardia ve Rhodococcus gibi cinsleri de iceren Actinomycetales sinifina
dahil edilmistir (8). Siniflandirilmast Sekil 1° de gosterilmistir. Son verilere gore

Corynebacterium cinsi 100°den fazla heterojen tiir ve alt tiir icermektedir (9).



Phylum Actinobacteria

Class Actinobacteria
SubClass Actinobactoridee

Order Actinomycetales
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Sekil 1. Thermoactinomycetaceae familyasinin iiyeleri harig, insan patojenleri olarak kabul
edilen aerobik aktinomiset cinslerinin siniflandirilmasi (2).

2.1.2. Mikrobiyolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikler

Corynebacterium cinsi, pleomorfik, hareketsiz, kapsiilsliz, katalaz pozitif, spor
yapmayan, aside direngli olmayan, baz1 tiirleri metakromatik graniil olusturma 6zelligine sahip,
2-6 pm uzunlugunda ve 0,5 pm ¢apinda gram pozitif basillerden olugsmaktadir (10). Bu cinsin
klasik mikroskobik goriintiisii, tek baslarina ya da ciftler halinde dizilim gostererek birbirine
paralel olmayan, bazen uclar1 biraz daha genis, “bahge ¢iti” veya “Cin harfi” seklini olusturma
egiliminde olan tokmak benzeri basiller seklinde tasvir edilmektedir (11).

Corynebacterium tiirleri, 35-37°C’de CO2’li veya CO2’siz ortamda, ¢ikolatams1 ve %5
koyun kanli agarda genellikle 18-24 saatte belirgin S tipi koloniler olustururlar (12). Bir ¢ok tiir
basit besiyerlerinde iyi lirer, ancak bazi tiirler optimal biiylime i¢in lipitlere ihtiya¢ duyar.
Lipofilizm en iyi %0,1 ila %1 Tween-80 iceren besiyerinde Tween-80 icermeyen ayni
besiyerine kiyasla biiyiime gosterilmesi ile ortaya ¢ikar (1,3).

Corynebacterium tiirlerinin, tireme siliresi ve miktari, koloni morfolojisi ve kokusu,
hemoliz varlig1, motilite ve pigmentasyon ile Gram boyama morfolojisi tantmlamada kullanilan
temel Ozelliklerdir (13,14). Fermentatif veya oksidatif metabolizma, lipid gereksinimi, nitrat
rediiksiyonu, katalaz ve iireaz lretimi, eskiilin hidrolizi, pirazinamidaz ve alkalen fosfataz

varligi ile karbohidratlardan (glukoz, sukroz, maltoz, laktoz, mannitol, mannoz ve ksiloz) asit



iretimi Corynebacterium tiirlerinin identifiye edilmesinde kullanilan 6nemli biyokimyasal
ozelliklerdir (Tablo 1). B-hemoliz yapan Staphylococcus aureus susu (ATCC 25923) ile
Christie-Atkins-Munch-Petersen (CAMP) reaksiyonu ise bazi Corynebacterium tiirlerini

ayirmada kullanilan baska bir testtir (2).

Tablo 1. Corynebacterium tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (14)
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2.1.3. Viriilans faktorleri

Virulence Factors Database veritabaninda Corynebacterium cinsinde iki adet virulans
faktorii tanimlanmistir. Bunlardan birisi adezyonda rol oynayan pili, digeri ise difteri toksinidir.
Bu veritabani bir dizi pilus proteini ve onlarin ilgili sortazlarii kodlayan spaDEF operonunun
varligimi gostermistir. Bu gen ilk olarak C. diphteriae’da tanimlanmistir. Konak dokuda
kolonizasyon, immun sistemden kagma ve biyofilm olusumu i¢in gram pozitif bakterilerde
yiizey pilisi olduk¢a 6nemlidir (15,16).

Bir konak¢inin basarili bir sekilde kolonizasyonu igin, patojenik bakteriler, genellikle
viriilans faktorleri olarak adlandirilan ¢ok sayida protein ve diger bilesenlerle
donatilir. Bununla birlikte, bu faktorlerin ¢ogu, bir bakteriyel patojenin farkli bir konakei ile
etkilesimine 0zgii olmaktan ziyade, ekolojik niglere genel adaptasyonla ilgilidir. Tauch ve
Burkovski (17) ¢alismalarinda Corynebacterium tiirlerinin konak¢1 organizmalarla etkilesimi i¢in
onemli oldugu gosterilen bir¢ok bilesigin, patojenik olmayan korinebakterilerde de mevcut
oldugunu ve sonug olarak bu bilesenlerin viriilans faktorlerinden ziyade nis faktorler olarak
tanimlanmasini Onermislerdir. Korinebakteriler i¢in nis ve viriilans faktorleri Sekil 2’de

gosterilmistir.

@ Factor Species

@ @ Acid phosphatase Cj

@ Ceramidase Cj, Cr
‘ Cholesterol esterase Cj

RBP"
SECHETION Cholesterol oxidase Cj, Cr
Mycolic acids
DIP 1621 £RP U
. Cell wall DIP 0733 Ca, Cd, Cg
DIP 1281 . m
— ) Cytoplasmic DIP 1281 Cd, Ce, Cg, Cj
0 _. membrane DIP 1621 cd, Cg, Ch, Cj, Cu, Cva
MdbA_o |
\ DT Cd, Cu, Cp

MdbA cd

_— MDR cj, cr

oplasm
yrop Mycolic acids Ca, Cc, Cd, Ce, Cg, Ch, Cj,
Cp, Cr, Cu, Cva, Cvi

@ 1 Acid phosphatase PLD Cu, Cp
Cholesterol esterase REP tu
RhuM Cu

Cholesterol oxidase Spa-type adhesive pili | Cc, Cd, Ce, Cg, Cp, Cu, Cvi

Ceramidase

Spa-type adhesive pili

Sekil 2. Korinebakterilerin nis ve viriilans faktorleri. Nis faktorler proteinler i¢in agik mavi ve mikolik asitler igin
koyu yesil, turuncu ile gercek virtilans faktdrleri, mor ile aday viriilans faktorleri ve koyu mavi ile belirsiz vakalar
gosterilmistir. Bilesenlerin farkli tiirlerde bulunmast su sekilde belirtilmektedir: Ca, C. ammoniagenes; Cc, C.
casei; Cd, C. diphtheriae; Ce, C. efficiens; Cg, C. glutamicum; Ch, C. halotolerans; Cj ,C. jeikeium; Cp , C.
pseudotuberculosis; Cr, C. resistens; Cu , C. iilcerans ; Cva, C. variabile; Cvi, C. vitaeruminis ; kalin harflerle
gosterilen patojenik tiirlerdir. Kullanilan diger kisaltmalar: CPP, EndoE ailesinden endoglikosidaz; DT, difteri
toksini; MdbA, tiol-distilfit oksidorediiktaz; MDR, ¢oklu ilag¢ direnci; PLD, fosfolipaz D; RBP, ribozom baglayici
protein/Shiga benzeri toksin; RhuM, RhuM benzeri protein.



2.1.4. Antibiyotik duyarhhik testleri

Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) tarafindan yayinlanan
klavuzda Corynebacterium tiirlerinin antibiyotik duyarlilik testi icin bilgi ve yorumlayici
kriterler belirtilmistir. Corynebacterium gibi gii¢ iireyen bakterilerin antibiyotik duyarlilik
testlerinde; disk difiizyon metodunda mekanik yontemlerle defibrine edilmis %5 at kani ve 20
mg/L beta -NAD iceren Mueller-Hinton agar, sivi mikrodiliisyon yonteminde ise %35 hemolizli
at kan1 ve 20 mg/L beta -NAD eklenmis Mueller-Hinton s1v1 besiyeri kullanilmas1 dnerilmistir.
Test yapilmasi Onerilen ilaglar; penisilin, siprofloksasin, moksifloksasin, klindamisin,
vankomisin, linezolid, tetrasiklin ve rifampisin antimikrobiyal ajanlar1 i¢in MIK ve zon
caplarinin yorumlanmasinda duyarli ve direngli kategorilerini tanimlayan sinir degerler
verilmistir. Besiyerlerinin hazirlanmasi ve testlerin okunmasi ile ilgili klavuzlar yaymlanmigtir
(18-20).

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI), korineform bakterilerin
antimikrobiyal duyarlilik testini, ilk kez 2005 yilinda, ikinci baskist da 2010 yilinda yayinlanan
standartta korinebakteriler i¢in antimikrobiyal duyarlilik testini ele almistir. Bu rehber
Corynebacterium tiirlerinin s1vi mikrodiliisyon testi i¢in bilgi ve yorumlama kriteri saglamistir.
Ancak disk difiizyon testi icin yorumlayict bir kriter yoktur. Onayli standart, pargalanmis at
kantyla katyonu ayarlanmis Miieller-Hinton sivi besiyeri kullanan bir sivi mikrodiliisyon
prosediiriidiir. Daptomisin testi i¢in besiyerine kalsiyum (50 pg/mL) eklenmelidir. Dogrudan
bakteri kolonisinden 0,5 McFarland bulaniklik standardina esdeger slispansiyon hazirlanir. Sivi
mikrodillisyon panelleri 35°C'de 24 ila 48 saat siireyle inkiibe edilir. Direng gdsteren
antimikrobiyal ajanlarin sonuglar1 24 saat sonra bildirilebilirken, B-laktamlara duyarli sonuglar
gosteren izolatlar, sonuclari bildirmeden 6nce 24 saat daha inkiibe edilmelidir. Birincil test icin
Onerilen ajanlar arasinda penisilin, eritromisin, gentamisin ve vankomisin, belirli
sefalosporinler, karbapenemler, gentamisin, eritromisin, siprofloksasin, tetrasiklin, doksisiklin,
klindamisin, trimetoprim siilfametoksazol, rifampin, kinupristin-dalfopristin ve linezolid
bulunur. Test edilmesi gerekenler; steril viicut bolgelerinden, derin doku orneklerinden ve

protezlerle iligkili enfeksiyonlardan izole edilen suslar olarak belirtilmistir (3).

2.1.5. Korinebakterilerin siniflandirilmasi ve baz tiirlerin 6zellikleri
Korinebakterilerin biitiin tiirleri firsat¢i patojen olarak rol oynasa da az bir kismi
insanlarda hastalik etkenidir. Difteri etkeni olan Corynebacterium diphteriae bunlarin en 1yi

bilinenidir. Bu tiire bagli enfeksiyonlar asilama programlar1 sayesinde yok denecek kadar



azalmistir. Son yillarda bazi tiirler de artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir. Bu
tiirler basta C. striatum olmak tizere Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium amycolatum,
Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium afermentans, Corynebacterium ulcerans,
Corynebacterium  minitissimum, Corynebacterium propinquum ve Corynebacterium
pseudodiphteriticum’dur  (1,21). Temelde nonlipofilik-fermentatif  korinebakteriler,
nonlipofilik-nonfermentatif korinebakteriler ve lipofilik korinebakteriler olarak {i¢ grupta

incelenmiglerdir (Tablo 2).

Tablo 2. Korinebakterilerin siniflandirilmasi (4)

Nonlipofilik, Nonlipofilik, Lipofilik
Fermentatif Nonfermentatif

C. ulcerans C. afermentans afermentans C. jeikeum

C. pseudotuberculosis C. auris C. urealyticum

C. xerosis C. pseudodiphtericum C.afermentans lipophilum
C. striatum C. propinquum C. accolens

C. minitissimum C. tuberculostearicum

C. amycolatum C. bovis

C. glucuronolyticum C. macginleyi

Digerleri: C. argentoratense, CDC korineform grup F-1 ve
C. matruchotii, C. riegelii, C. G

simulans, C. aurimucosum

Corynebacterium diphteria

Orofarinkste veya deride asemptomatik tasiyicilik goriilebilir. Solunum damlaciklar
yolu ile veya deriye temas sonucu yayilir. Daha sonra basiller miik6z membranlarin iizerinde
veya derideki siyriklarin ig¢inde iirer ve toksijenik suslar toksin iiretmeye baglar. Toksijenik
olmayan suslar klasik difteri tablosu olusturmaz, farenjit, septisemi, endokardit, septik artrit,
osteomiyelit, ve abse olusumu ile iligkilidir (3) . Difteri hastalig1 etkeni olan bakteri koloni
morfolojisi ve biyokimyasal 6zellik bakimindan birbirlerinden farkli 6zellikler gostermeleri
nedeniyle dort biyotipe ayrilmistir; gravis, mitis, belfanti, intermedius (14). Bakteri Tinsdale
agarda (potasyum telliirit iceren besiyeri) sistinaz aktivitesine baglh olarak, kahverengi halosu
olan gri-siyah koloniler olusturur. C. diphtheriae, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis
tiirlerinin hepsi faj kaynakli difteri toksini tagiyabilme, sistinaz pozitifligi ve pirazinamidaz
negatifligi gibi pek cok biyokimyasal 6zellik agisindan benzerlerdir. C. ulcerans ve C.

pseudotuberculosis iireaz pozitif olmalart ve ters CAMP reaksiyonu vermeleriyle C.



diphtheriae’dan ayrilabilirler (14,22). Tedavide antitoksin uygulamasi ve penisilin ya da

eritromisin kullanur (3).

Corynebacterium ulcerans ve Corynebacterium pseudotuberculosis

C. diphteria, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis beraber “Corynebacterium diphteria
grubu” nun tyeleridir (23). C. ulcerans kolonileri kuru, gri-beyaz iken C. pseudotuberculosis
kolonileri opak, konveks ve sarimsi beyaz renktedir (1). Hem C. ulcerans hem de C.
pseudotuberculosis, difteri toksini gelistirebilir. Insanlarda hastalik zoonotik bir enfeksiyon
olarak bildirilmis olmasina ragmen, baslica hayvan patojenleri olarak bilinirler. C. ulcerans,
oncelikle sigir mastitisinin bir nedeni olarak bilinir, ancak difteri toksini olusturma ve
insanlarda difteriden ayirt edilemeyen eksiidatif farenjite neden olma potansiyeline sahiptir. C.
ulcerans'in neden oldugu cilt enfeksiyonu, C. diphtheriae’ ninkini taklit eder. Alt solunum yolu
enfeksiyonu meydana gelebilir, zatiirree ve pulmoner nodiillere neden olabilir. C. ulcerans'in
neden oldugu farenjitin tedavisi (eritromisin ve difteri antitoksini) difteri tedavisine benzer. C.
pseudotuberculosis hayvanlarda, 6zellikle koyunlarda kaze6z lenfadenite neden olan 6nemli bir
patojendir. insan hastalig1 nadirdir, kendini graniilomatdz lenfadenit olarak gdsterir ve esas
olarak enfekte hayvanlara maruz kalan ciftlik iscilerinde ve veteriner hekimlerde goriiliir.
Tedavi; lenf diiglimlerinin ¢ikarilmasini ve beta laktam antibiyotikler, makrolidler veya

tetrasiklinleri igerir (4).

Corynebacterium striatum

C. striatum, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen korineform
bakterilerden biridir. C. striatum her yerde bulunur, insan derisini ve mukoza zarlarini kolonize
eder. Koyun kanli agarda gri-beyaz, nemli, piiriizsiiz, hemolitik olmayan koloniler halinde
biiyiir (3,14). Klinik 6rneklerden izole edilen C. striatum genel olarak kontaminant olarak kabul
edilir. 1k kez 1980°de kronik lenfositik 16semi olan bir hastada pléropulmoner enfeksiyon
etkeni olarak rapor edilmistir. O zamandan beri ¢esitli enfeksiyonlar ve hastane salginlari ile
iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlar sepsis, solunum yolu enfeksiyonu, enfektif endokardit,
artrit, seliilit, kateter iligkili kan dolasim1 enfeksiyonu, menenjit, deri enfeksiyonu, osteomiyelit,
abse ve yara enfeksiyonudur (24,25). C. striatum ile iliskilendirilen olgularin énemli bir yoni
bir nozokomiyal risk faktorii bulunmasidir. Cilt bariyerinin bozulmasi, tibbi cihaz varligi, genis
spektrumlu antimikrobiyal kullanimi, altta yatan hastalik olmasi ve immiin sistemin zayif
olmas1 enfeksiyon olusumunu etkileyebilir. Immunsiipresif hastalarin klinik &rneklerinde C.

striatum ile karsilasan klinisyenler izolat1 siklikla gergek bir patojen olarak gormektedir (25,26).
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C. striatum penisiline direngli olabilir ancak diger B-laktamlara ve vankomisine duyarhdir.
Siprofloksasin, eritromisin, rifampin ve tetrasiklinlere kars1 direng gdsterilmistir;

aminoglikozitlere kars1 degisken duyarlilik vardir (4).

Corynebacterium minutissimum

Insan derisinin, 6zellikle de nemli intertrigindz bélgelerin kolonizatoriidiir (4).
Eritrazma etkeni olarak bildirilmistir (27). Kolonileri konveks, parlak yiizeyli, nemli
gorliniimdedir (28). Kolonileri Wood’s lambasi (365 nm) altinda mercan kirmizisi-turuncu
renkte floresans verir. C. minutissimum'a atfedilen diger nadir enfeksiyonlar arasinda,
bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ve kalici santral vendz kateterleri olan hastalarda septisemi
ve endokardit, siirekli ayaktan periton diyalizi uygulanan hastalarda peritonit ve pyelonefrit yer

alir (4).

Corynebacterium amycolatum

C. amycolatum, ilk olarak saglikli insan derisinden izole edilmistir. Hiicre duvarinda
mikolik asit igermemesiyle dikkat ¢eken tiir, 37°C'de kiiltiirlendiginde 1 mm ila 1,5 mm
arasinda kii¢lik kuru hemolitik olmayan koloniler olusturur. Son tanimlama tekniklerine gore,
klinik 6rneklerden en sik izole edilen nonlipofilik korineform bakterilerdir. (4). C. amycolatum
septisemi, endokardit, menenjit, septik artrit ve idrar yolu enfeksiyonlar ile iligkilidir (29). C.
amycolatum en yaygin olarak yara siirlintiilerinden, idrardan, dren siirlintiilerinden izole edilir
(30). Endokardite neden olan C. amycolatum’un birden fazla antibiyotige direncli oldugu

bulunmustur (31). Basarili tedavi raporlari arasinda vankomisin ve rifampin kullanimi yer alir

.

C. afermentans subsp. afermentans

Insan deri mikrobiyomunun bir pargasidir ve simdiye kadar esas olarak kan
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Koloniler beyazimsi, diizgiin kenarli digbiikey, kremsi ve 24
saatlik inkiibasyondan sonra yaklasik 1 ila 1,5 mm capindadir. Oksidatif metabolizmaya
sahiptir ve bu taksonun tiim suslarinin yaklagik %60't CAMP reaksiyonu pozitiftir. C.
afermentans subsp. afermentans genellikle B-laktam antibiyotiklere duyarlidir, ancak

eritromisin, klaritromisin, azitromisin ve klindamisine direng bildirilmistir (2).

C. afermentans subsp. lipophilum



C. afermentans subsp. lipophilum tiiriine ait suslar cogunlukla kan kiiltiirlerinden ve
yiizeyel yaralardan izole edilmistir. Koloniler, tipik olarak lipofilik korinebakteriler gibi
digbiikey, piiriizsiiz ve 24 saat sonra ¢apt <0,5 mm’dir. C. afermentans subsp. lipophilum
oksidatif bir metabolizmaya sahiptir ve genellikle test edilen karbonhidratlarin higbirinden asit
iretmez. Pozitif bir CAMP reaksiyonu sergileyebilen, fermente olmayan, lipofilik

korinebakterilerin tek tlirtidiir. Suslar genellikle B-laktam antibiyotiklere duyarlidir (2).

Corynebacterium jeikeum

C. jeikeium hastanede yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olur. Enfeksiyon i¢in
predispozan faktorler; malignite, nétropeni ve AIDS gibi bagisiklik sistemi baskilanmig
durumlar, merkezi vendz kateterler, periton diyaliz kateterleri, protez kapaklar ve BOS santlar1
gibi kalici tibbi cihazlarin varligidir. Uzun siireli hastanede kalig, genis spektrumlu
antibiyotiklerle tedavi ve bozulmus cilt biitiinliigli, C. jeikeium enfeksiyonu gelisimi i¢in iyi
tanimlanmis risk faktorleridir. Enfeksiyoz stirecler, enfekte intravaskiiler cihazlardan
kaynaklanan septisemi, dogal ve protez kapak endokarditi, BOS sant enfeksiyonlari, menenjit
ve transvers miyelit ve protez eklem enfeksiyonlarini igerir (4). C. jeikeium, klinik 6rneklerde
sik rastlanan bir Corynebacterium'dur ve nozokomiyal bulagsma tanimlanmistir. Bir C. jeikeium
susunun tam genom dizisi belirlendi ve lipofilik fenotipinin yag asidi sentazinin yoklugundan
kaynaklandig1 gosterilmistir. C. jeikeium genellikle birden cok antibiyotige (penisilin ve
gentamisin dahil) direnglidir. C. jeikeium kolonileri kiigiik, algak, tam ve grimsi beyazdir. C.
Jjeikeium oksidatif olarak glikozdan ve bazen maltozdan asit iiretebilen ancak fruktozdan

iiretemeyen kat1 bir aerobdur (2).

2.2. Biyofilm

2.2.1. Tarihgesi ve tanimi

Leeuwenhoek’un 17. yiizyllda mikroskopu kesfi ve kendi dis plaklarinda ilk defa
mikroskopik canlilar1 gérmesinin ardindan 1943 yilinda Zobelli, daha sonrasinda Characklis ve
Costerton bugiin bildigimiz sekliyle biyofilm yapisindan s6z etmistir (32). Bakteri tarafindan
iiretilen ve bakterinin canli veya cansiz ylizeylere yapismasini saglayan polisakkarid yapisinda
"glikokaliks" olarak da adlandirilan biyofilm; mikroplar tarafindan olusturulan, herhangi bir
yiizeye, ara yiizeye veya birbirlerine yapismalarimi saglayan, biiyiime oranlar1 ve gen

transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gdsterebilen ve olusturan mikroorganizmanin
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icinde gémiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik maddeden olusmus matriks olarak
tanimlanir (33).

Biyofilm yapisi, birbirleriyle haberleserek ve belli bir yapisal biitiinliik icerisinde
yasayarak devamliligini saglayan hiicresel organizasyon olarak tanimlamis ve biyofilm yapisini

olusturan bakterilerin ‘’quorum sensing’’ 6zelligine dikkat ¢ekilmistir (34).

2.2.2. Yapisi

Biyofilmler, 6ncelikli olarak, mikrobiyal hiicrelerden ve ekstraseliiler matriksden (ECM)
olusmaktadir. ECM, mikrobiyal biyofilmlerin toplam karbon igeriginin %50 - 90’1
olusturmaktadir ve temel bilesen polisakkaritlerdir. Farkli mikroorganizmalarin olusturdugu
biyofilmlerin farkli kimyasal icerikleri bulunmasina karsin bazi 6zelliklerin korundugu
bilinmektedir (35,36). Biyofilmlerin yapisinda hiicreler yiizeye ve birbirlerine kuvvetli bir
sekilde tutunmakta ve ekstraseliiler matriks i¢inde mikrokoloniler seklinde bulunmaktadir.
Hiicrelerin olusturdugu mikrokoloniler arasinda besin alimimni ve toksik maddelerin
uzaklastirilmasini saglayan su kanallart bulunur (35).

Biyofilmin yogun ve kompleks yapisi, ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin
ekstraselliiler yapisinda toplanmasiyla olusur. Biyofilmin gelisme orani yakin c¢evredeki
besinlerin hiicre ig¢ine alinimi, atik maddelerin ise hiicreden uzaklastirilmas: ile yakindan
iliskilidir. Ayrica quorum-sensing sinyal molekiillerinin salinimi, ortam pH’1, O2 perfiizyonu,
karbon kaynag1 ve ozmolarite de gelisimde ¢ok etkilidir (37,38).

Son yillarda bakteriler tarafindan salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini saglayarak
bakterinin gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiller aracilii ile biyofilm yapiminin
diizenlenebileceginin gosterilmesi biyofilmin patojenite ve ¢evreye adaptasyonunda dnemini

artirmustir (37).

2.2.3. Olusumu

Biyofilm yapisi, mikroorganizmanin kolonizasyonunu destekleyen, pH degisikligi,
besin yetersizligi gibi olumsuz dis ortam kosullarina, antibiyotiklere, dezenfektanlara karsi
dayanikli olmasmi saglayan o©nemli bir viriilans faktoriidiir. Polisakkaritler, protein,
ekstraseliiler DNA, su ve iyonlar gibi farkli bilesenleri iceren kompleks bir yap1 olan biyofilm

yapisinin olusumu dinamik bir prosestir (39,40).
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Biyofilm olusumu, mikroorganizmanin bir yiizeye tutunmasi, geri doniisiimsiiz
baglanma, kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu, kopma evreleri olmak tlizere dort basamakta

meydana gelmektedir. Sekil 3°de gosterilmistir (41).
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Tutunma Kolonizasyon ve Biyofilm yapisinin Kopma
mikrokoloni olusumu olgunlagmasi

Sekil 3. Biyofilm Olusum Asamalari

1) Tutunma: Bakterinin yiizeye tutunmasi ile baslayan biyofilm olusumu dinamik bir olaydir.
Tutunma sonucu bir dizi genetik islem ile biyofilmin fenotipi ortaya ¢ikmaya baglar (42).
Planktonik yapida mikroorganizma yiizeye geri doniisiimlii olarak baglanir. Bakteri, flagella
hareketi ve tutundugu yiizeyle arasindaki elektrostatik ve fiziksel etkilesimler sonucu kisa
siirede ylizeye tutunur (43).

Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak yoniinde farklilasma isleminin baslamasi,
‘quorum-sensing’ sistemi denilen haberlesme sisteminden gelen yanita baghdir. Bu sistem ile
bakteriler cevresindeki bakteri populasyonunun yogunlugunu belirler ve ortama “ben
buradayim” mesaj1 veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakteri sayisi arttik¢a sinyalin
yogunlugu artmaktadir. Bu sinyal molekiiliiniin yogunlugunda ki artis ile birlikte, biyofilm

olusumuna yonelik bir dizi islem baslatilmis olur (42).

2) Geri doniisiimsiiz baglanma: Tutunma isleminin ardindan planktonik bakterilerdeki
quorum sensing mekanizmasiyla fenotipik degisiklikler ve yiizeye geri doniisiimsiiz tutunma
baglar. Bakteri hiicresi, ekstraseliiler polimerik maddeler sentezlemeye baglar ve bdylece hem

ylizeye hem de birbirlerine geri donilistimsiiz baglanma artar (32,35). Bakterinin tiiriine ve
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cevresel kosullara gore degisik yapida olabilen bu maddeler biyofilm matriksinin ana
bilesenleri olup c¢ogunlukla ekzopolisakkaritler, ekstraseliler DNA ve proteinlerden

olusmaktadir (35).

3) Kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu:
Yiizeye yapisan bakterilerin giderek ¢ogalmasiyla mikrokoloniler olusur (32,44). Ortamdaki
planktonik bakterilerin de mikrokolonilere yapismasiyla kolonizasyon desteklenir ve bakteri

popiilasyonu gittikce biiyiir (45).

4) Kopma: Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu
ayrilma islemi EPS miktarinda azalig gibi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm
olusum siiresinin bir parcasi olarak meydana gelebilir (46). Bu durum biyofilmin yayilimina ve

bazen yerel enfeksiyonlarin sistemik hale ge¢isine neden olabilmektedir (41).

2.2.4. Klinik 6nemi

Biyofilm olusturan bakteriler dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik bakteriyel
prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun disinda santral venoz
katater, iiriner katater, ortopedik protez, kontakt lens ve rahim i¢i ara¢ (RIA) cihazlar gibi
yabanci cisim enfeksiyonlarina sebep olmaktadirlar (47).

Gilintimiizde implantlar, yapay kalp kapakgiklari, protezler gibi kalici tibbi cihazlarin
kullanimindaki artigsa paralel olarak biyofilm enfeksiyonlarinin goriilme sikligi artis
gostermektedir. Insanlarda gelisen yumusak ve sert doku enfeksiyonlarmim %80 inin biyofilm
iligkili enfeksiyonlar oldugu belirtilmektedir. Kalic1 tibbi cihazlarda gelisen biyofilm
enfeksiyonlarinda, etken mikroorganizma normal flora iiyesi veya nozokomiyal bir patojen
olabilmektedir (41). Caligmalarda nazokomiyal enfeksiyonlarin %60’dan fazlas1 biyofilm
olusumu ile iligkilendirilmistir (48) .

Biyofilm, fagositoza ve antibiyotiklere kars1 koruyucu bir yapi olusturup bakterinin
diren¢ kazanmasini saglamaktadir. Bakteride bulunan direng genleri plazmidlerin biyofilmlere
konjugasyonu ile tiirler arasinda aktarilabilmektedir (49). Biyofilm yapisi igerisindeki

bakterilerin ayn1 zamanda dezenfektanlara kars1 da daha direngli olabildikleri saptanmistir (50).

2.2.5. Biyofilm ve quorum sensing
Kat1 bir ylizeye tutunmus mikroorganizmalarin olusturdugu her yapi biyofilm demek

degildir. Biyofilm yapisinda olmayan mikroorganizmalarin olusturdugu bu topluluklar geri
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donlistimsliz  baglanma ve direng gibi Ozellikleri tasimazlar. Bu mikroorganizmalar
ekstraseliiler polimerik bir matriks igerisinde gomiilii olarak bulunmazlar ve biyofilm yapisi
icerisindeki bakterilerin iirettigi genlerin transkripsiyonunu yapamazlar (33)

Biyofilm yapisinin rasgele bir araya gelmis bakteri topluluklarindan ayrilmasini
saglayan temel mekanizma quorum sensing yani sinyal molekiilleri vasitasiyla hiicrelerarasi
iletisim sistemidir. Quorum sensing sisteminde yer alan sinyal molekiilleri ile bakterinin bir
odakta toplanmas1 saglanabilmekte ve boylece biyofilm yapisinin temeli olusmaktadir (41).
Bakteriler, quorum sensing sayesinde c¢evrelerindeki mikrobiyal yogunluk ve hiicre
sayllarindan haberdar olabilmekte ve bir¢ok virulans 6zelligini (biyofilm, anti-mikrobiyal
direng, patogenez vb.) gerceklestirebilmektedir. Quorum sensing sayesinde iireme hizi ve

koloni olusumu kontrol edilir, toksin tiretimi ve invaziv 6zellikler belirlenir (51,52).

2.3. Quorum-Sensing

Bakterilerde hiicreler arasi iletisim sinyal molekdilleri araciligiyla saglanir. Bakteri
sayis1 arttikca hiicre digina salinan bu sinyal molekiillerinin sayis1 da artmakta ve bu artig
sayesinde bakteri populasyonunun biiyiikliigii diger hiicreler tarafindan algilanabilmektedir.
Bakterilerin, belli bir yogunlukta bu sinyalleri algilayarak gesitli davranislar sergilemesine
“quorum-sensing” (QS) adi verilir. Bu tanim; salt ¢ogunluk anlamma gelen “quorum” ve
algilama anlamina gelen “sensing” sozciiklerinden olusur (53).

Quorum sensing mekanizmasi ile ilgili ¢aligmalara, ilk olarak deniz bakterileri Vibrio
fischeri ve Vibrio harveyi’ nin hiicre yogunluguna bagl biyoliiminesans ifadesi arastirilirken
baslanmistir. Her iki mikroorganizmanin da 151k iiretiminden sorumlu enzimlerinin, ¢evredeki
popiilasyon yogunluguna bagl olarak ortamda biriken otoindiikleyici molekiillere yanit olarak
151k iirettigi saptanmistir (54).

Bakteriler genellikle c¢esitli otoindiiktor molekiiller kullanarak tiir i¢i ve tiirler arasi
iletisimi saglamaktadir. Gram-negatif bakteriler tiir i¢i sinyal molekiilii olarak genellikle “Agil
homoserin lakton”’(AHL) molekiiliinii kullanmakta ve Gram-pozitif bakterilerde ise oligopeptid
sinyal molekiilleri (AIP) kullanilmaktadir. (55). Ayrica hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif
bakteriler tiirler arasi iletisimi otoindiiktor-2 (AI-2) ad1 verilen molekiiller ile saglamaktadirlar
(41,56).

QS mekanizmasinda sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi, salgilanmasi ve diger bakteri
hiicreleri tarafindan algilanmasi sonucunda tiire 6zgii davranislar ortaya c¢ikar. Vibrio tlirlerinde
biyoliiminesans olusumu, Pseudomonas aeruginosa’da biyofilm olusumu, bir¢ok bakteride

virulens faktor tiretimi, Bacillus subtilis’te sporulasyon, Agrobacterium tumafaciens’de Ti
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plazmidinin tasinmasi, Chromobacterium violaceum’da viyolasin iiretimi bunlara 6rnek olarak
verilebilir (53).

Kistik fibrozisli hastalarda, hastaligin erken doneminde akcigerlerde goriilen
Staphylococcus aureus kolonizasyonu ilerleyen donemde yerini Pseudomonas aeruginosa’ya
birakmaktadir (41). Yapilan bir ¢alismada bu durumun P. aeruginosa’nin sinyal molekiillerinin,
S. aureus’un efektdr molekiilii olan RNAIII ekspresyonunu inhibe etmesi ve S. aureus’un
virulans faktorlerinin olusumunu engellemesinden kaynaklandigin1 gosterilmistir. Sinyal
molekiilleri araciligiyla gergeklesen bu tiir capraz etkilesimlerin, mikroorganizmalarin biyofilm
olusumu basta olmak tlizere farkli viriilans faktorleri tizerinde etkili oldugu ileri siiriilmektedir
(57).

Mikroorganizmalarda viriilans faktorlerden kaynakli hastalik olusumuna QS
mekanizmasi sebep olmaktadr. Bakteriyi 6ldiirmek yerine QS mekanizmasini inhibe ederek
aralarinda kurduklar1 iletisimi engellemek, kullanilan antimikrobiyal tedavilere yeni bir
yaklagim olusturmaktadir. QS inhibisyonu, antibiyotik direncini kontrol altina alabilmek
acisindan onemlidir. Viriilans faktorlerin ortaya ¢ikmasini engelleyerek, hastaliklarin tedavi

stirelerini azaltip maliyeti diisiirecek calismalar 6nem arz etmektedir (58).
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3. GEREC YONTEM

Bu ¢alisma, 2022.04.01.1353 protokol numarali proje olup Diizce Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklendi. Etik kurul onay1 Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 2022/132 karar no ile
04.07.2022 tarihinde alindu.

Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi ve Istanbul Basaksehir Cam ve Sakura Sehir
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Haziran 2021 ile Haziran 2022 tarihleri arasinda
gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 240 adet Corynebacterium spp. izolati
caligmaya dahil edildi. Korineform bakteri iiremesi tespit edilen 6rneklerin tanimlama islemleri
dis merkezde MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker, Almanya) ile yapilmistir. Corynebacterium
disindaki diger korineform bakteriler ¢alismaya dahil edilmedi. Bir hastanin farkli tiirdeki
ornekleri ayr1 klinik 6rnek olarak degerlendirilirken, tekrarlayan ayni tiirdeki 6rnekler tek bir
klinik 6rnek olarak degerlendirildi. izolatlar ¢alisma yapilana kadar brain-heart buyyon igeren
eppendorf tiipii igerisinde -20°C’de saklandi.

Hastalarin yas, cinsiyet, bulunduklar1 servis/yogun bakim/poliklinik ve 6rnek tiirii
bilgisi kaydedildi. Tiim izolatlar kiiltiirdeki tireme sekillerine gore saf, etken ile birlikte ve
polimikrobiyal olmak {iizere li¢ grupta siniflandirildi. Saf; sadece Corynebacterium liremesi
olan 6rnekler, etken ile birlikte; bulundugu 6rnek i¢in etken sayilan bir bakteri (Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae vb.) ile birlikte lireyenler, polimikrobiyal; bulundugu petride ii¢

ve daha fazla bakteri tiirii olan, genellikle flora elemanlarinin goriildiigii 6rneklerdir.

3.1. Antibiyotik Duyarhhgin Belirlenmesi

Corynebacterium gibi gii¢ lireyen bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri i¢in besiyeri
olarak EUCAST (18) tarafindan Mueller-Hinton Fastidious (MH-F) agar ve Mueller-Hinton
Fastidious (MH-F) siv1 besiyeri onerilmektedir. Rehberde Corynebacterium tiirleri i¢in disk

diflizyon ve s1vi mikrodiliisyon testleri i¢in sinir degerler belirtilmistir.

3.1.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Mueller-Hinton Fastidious (MH-F) Agar

MH-F agar, mekanik yontemlerle defibrine edilmis %35 at kan1 ve 20 mg/L. B-NAD
(nikotinamid 11 adenin diniikleotid) igeren Mueller-Hinton agardan (MHA) olusmaktadir.
Steril deiyonize su igerisinde konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde f -NAD (Biosynth
Carbosynth, Birlesik Kralllik) stok ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti 0.2 pm membran filtreden
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gecirerek steril edildi ve -20°C’de saklandi. MHA (Condalap, Spain) bir litre besiyeri i¢in 38
gram tartilarak hazirland1 ve otoklavlandi. Besiyeri 42-45°C’ye kadar sogudugunda MH-F igin,
aseptik olarak besiyerinin her bir litresine defibrine edilmig 50 mililitre (ml) at kan1 ve 1 ml -

NAD stok ¢ozeltisi eklendi. Besiyeri petri plaklarina dagitildi ve 4°C’de sakland1 (19).

Mueller-Hinton Fastidious (MH-F) Sivi Besiyeri

MH-F siv1 besiyeri, %5 hemolizli at kan1 ve 20 mg/L. B-NAD eklenmis katyonu
ayarlanmis Mueller-Hinton sivi besiyerinden (MHB) olusmaktadir. Steril deiyonize su
icerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde B —NAD stok ¢ozeltisi hazirlandi. At kani
esit miktarda steril deiyonize su ile sulandirildi. Bir gece -20°C’de dondurulmus ve ardindan
¢oziildii. Tiim hiicreler tamamen hemoliz olana kadar bes defa dondurulup ¢ozdiiriildi. %50
hemolizli at kanin1 santrifiijleyerek berrak bir goriiniim almasi saglandi. Stok ¢ozeltisi -20°C’de
saklandi. Katyonu ayarlanmis MHB (Condalap, Spain) bir litre besiyeri i¢im 21 gr tartildi,
hemolizli at kani1 ekleneceginden her bir litre i¢cin 100 mL az deiyonize su kullanilarak
hazirland1 ve otoklavlandi. Besiyerini 42-45°C’ye sogudugunda 100 ml %50 hemolizli at kan1
ve 1 ml i B-NAD stok ¢ozeltisi bir litre besiyerine eklendi. Steril tiiplere dagitilarak 4-8°C’de
saklandi (19).

3.1.2. Vankomisin c¢ozeltisinin hazirlanmasi
Caligmada kullanilan antibiyotik olan vankomisin HCI (Biosynth Carbosynth, Birlesik
Kralllik) ¢6zeltisinin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak steril distile su kullanildi. Hassas terazi ile

tartilarak 320 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

3.1.3. Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarhhgin belirlenmesi
Caligmaya alinan tiim izolatlara disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi
yapildi. Taze kiiltiir pasajlar1 yapilan izolatlardan 0,9 NaCl izotonik soliisyon iceren tiiplerde 1-
2x10® CFU/mL (0,5 McFarland) standardina esdeger bakteri slispansiyonu hazirlandi. Oda
1s1sinda bulunan, % 5 oraninda defibrine at kan1 ve 20 mg/L B-NAD eklenmis Mueller-Hinton
Fastidious agarlarin her tarafina esit bir sekilde bakteri siispansiyonu yayildi. EUCAST
onerileri dogrultusunda penisilin (1 inite), siprofloksasin (5 pg), moksifloksasin (5 pg),
klindamisin (2 pg), tetrasiklin (30 pg), rifampisin (5 pg), vankomisin (5 pg) ve linezolid (10
ng) diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirildi. Ayrica, indiiklenebilir klindamisin direncinin
bakilmas1 amaciyla eritromisin (15 pg) diski de yerlestirildi. Tiim petriler 35£1°C, %4-6 CO?

iceren atmosferde 16-20 saat inkiibasyonun ardindan EUCAST siir degerleri dogrultusunda
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degerlendirildi. Bu siire sonunda zayif lireme gosteren izolatlar i¢in inkiibasyon siiresi 40-48

saate uzatild (18).

3.1.4. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile vankomisin minimum inhibitéor konsanstrasyon
(MIK) degerinin belirlenmesi

Calismada 132 adet saf, 58 adet etken ile birlikte iireyen olmak {izere toplam 190
corynebacterium izolatinda s1vi mikrodiliisyon yontemi ile vankomisin MiK degeri belirlendi.
Taze kiltiir pasajlar1 yapilan izolatlardan 0,9 NaCl izotonik soliisyon igeren tiiplerde 0,5
McFarland standardina esdeger bakteri slispansiyonu hazirlandi. Steril distile su i¢cinde 320
png/ml konsantrasyonda vankomisin stok soliisyonu 1/10 oraninda sulandirilip 32 pg/ml
konsantrasyonu elde edildi. U tabanl plaklar kullanildi. S1vi mikrodiliisyon yontemi agagidaki
sekilde uygulandt:
1. Mikroplagin A’dan H’ye kadar olan dikey kuyucuklarin ilk yedisine 50 pul MH-F s1vi1 besiyeri
(%5 hemolizli at kan1 ve 20 mg/L B -NAD eklenmis Mueller-Hinton s1v1 besiyeri) eklendi.
Sekizinci kuyucuga 100 pl MH-F sivi besiyeri eklendi ve negatif kontrol olarak kullanildi.
2. 32 pg/ml konsantrasyonda vankomisinden 50 pl alinarak ilk kuyucuga konuldu. Birinci
kuyucuktan 50 pl alinip ikinciye, oradan ayni miktar alinip {igiinciiye ve bu sekilde altinci
kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi. Yedinci kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanildi ve bu
kuyucuga antibiyotik eklenmedi. Boylece ilk alti kuyucukta vankomisin konsantrasyonlari
0,25-8 pg/ml olarak elde edildi.
3. 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu MH-F s1v1 besiyeri ile 1/100 oraninda sulandirilip bu
stispansiyondan 50 pl alinip ilk yedi kuyucuga ilave edildi. Sekizinci kuyucuga negatif kontrol
olarak bakteri eklenmedi.
4. Mikroplagm iizeri steril bir plakla kapatildiktan sonra 35+1°C, %4-6 CO? igeren atmosferde
16-20 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda zayif tireme gosteren izolatlar i¢in inkiibasyon stiresi
40-48 saate uzatildi.
5. Her bir susa ait {iremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak degerlendirildi.
Kalite kontrol ic¢in Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanildi. EUCAST Onerileri
dogrultusunda vankomisin MIK degeri <2 mg/L olan izolatlar duyarli olarak degerlendirildi ve

MIK degerleri kaydedildi (18)(20).
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3.2. Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Calismaya alinan tiim izolatlarin biyofilm olusumlar1 kantitatif olarak 96 kuyucuklu U
tabanli mikroplaklarda ¢alisildi. Biyofilm olusumu su sekilde belirlendi (59):

1. Brain-heart siv1 besiyeri igerisinde hazirlanmis 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri iceren
stispansiyondan 200 pL kuyucuklara konuldu ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

2. Kuyucuklar otomatik elisa yikama cihazi (Robonik, India) ile iki kere 200 pL fosfat tamponlu
salin kullanilarak yikandi. Plaka kurutuldu.

3. Daha sonra 200 pL %99 metanol ile bes dakika biyofilmler fikse edildi. Kuyucuk i¢indeki
reaktif bosaltilarak ters ¢evrilen mikroplak kurutuldu.

4.200 puL % 0.3’ lik kristal viyole ile 15 dakika boyandi.

5. Mikroplaklar otomatik elisa yikama cihazi ile iki kez distile su kullanilarak yikanip kurutuldu.
6. Son olarak 200 pL %95 etanol her kuyucuga eklendi ve okumaya gecildi.

Optik dansite (OD) 560nm’de mikroplak okuyucusunda (Robonik, India) {i¢ kez 6l¢iildii.
Negatif kontrole sadece s1v1 besiyeri eklendi. Pozitif kontrol olarak biyofilm tirettigi bilinen S.
aureus ATCC 25923 susu kullanild1. iki tekrarl ¢alisildi.

Ucg kez 6l¢iim yapildiktan sonra test edilen tiim suslar ve negatif kontrol i¢in ortalama
OD degeri hesaplandi. Daha sonra cut-off degeri (ODc) olusturuldu. ODc, negatif kontroliin
ortalama OD’sinin ii¢ standart sapma {iistii olarak tanimlandi. OD degerlerinin ortalamas1 sinir
degerin lizerinde olan suslar biyofilm pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir degerle bunun
2 kat1 arasinda olanlar zayif (+), 2-4 kat1 arasinda olanlar orta (++), 4 kati iizerinde olanlar ise

giiclli biyofilm pozitif (+++) olarak siniflandirildi (60).

3.3. Anti-Quorum Sensing Aktivitesinin Belirlenmesi

Biyofilm olusumu belirlendikten sonra gii¢lii biyofilm yapan 17 izolatin anti-quorum
sensing aktivitesine bakildi. Ayrica kontrol amaciyla iki adet biyofilm negatif izolatin da anti-
quorum sensing aktivitesine bakildi. Anti-quorum sensing ¢calismalarinda bakteriyel ekstraktlar

kullanildi.

3.3.1. Bakteriyel biyoaktif bilesen ekstraksiyonu

1. Bakteri kiiltiirleri 100 ml Brain-heart sivi besiyerinde 48-72 saat siire ile 35-37°C’ de
calkalanarak inkiibe edildi.

2. Daha sonra bakteri hiicrelerini uzaklastirmak i¢in 6.000 g, 4°C’ de 20 dakika santrifiijlendi

ve siipernatantlar toplanda.
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3. Elde dilen siipernatant esit hacimde etil asetat kullanilarak 15-20 dk. calkalama cihazinda
karigtirildi. Ekstraksiyon iki kez tekrarlandi. Sulu ekstrakt fraksiyonlari atildi. Organik ekstrakt
fraksiyonlar (etil asetat ekstraksiyonu ile elde edildi) birlestirildi.

4. FElde edilen karistm doner vakum evaporatoriiyle (Heidolph, Almanya) 45°C° de
buharlastirildi (Sekil 4).

5. Elde edilen ekstrakt %1°’lik DMSO’da c¢oziildiikkten sonra 0.22 um membran filtreler
kullanilarak sterilize edildi (61)(62).

Her bakteri i¢in evaporatdr oncesi ve sonrasi hassas terazide tartimlar yapilip ekstrakt
miktar1 kaydedildi. Her ekstrakt i¢cin 4 adet seri diliisyon yapilmis olup konsantrasyonlar1 Tablo
3’de gosterildi.

Tablo 3. Diliisyonlara gore bakteriyel ekstrakt miktarlar

Ekstarkt Konsantrasyonu (mg/ml)
[RLEE IO 1. Diliisyon 2. Diliisyon 3. Diliisyon 4. Diliisyon
3b 100 50 25 12,5
28b 85 42,5 21,25 10,625
445b 75 37,5 19,75 9,875
460b 60 30 15 7.5
509b 80 40 20 10

Sekil 4. Doner vakum evaporatoriiyle etil asetat buharlastirilmasi
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3.3.2. Anti-quorum sensing aktivitesinin agar difiizyon yontemi ile belirlenmesi

100 ml Luria Bertani (LB) besiyerine (Condalap, Spain) %1 oraninda agar eklenerek
hazirland1 ve otoklavlandi. Yaklasik 45°C’ ye kadar sogudugunda 1 ml 18 sa.’lik
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susu 0.5 McFarland bulanikliginda ayarlandiktan
sonra eklendi ve petrilere dagitildi. Besiyeri katilastiginda kuyucuklar agildi ve 100 puL farkh
konsantrasyonlardaki bakteriyel ekstraktlar eklendi. Petriler 30°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Coziicii olarak kullanilan DMSO kontrol olarak kullanildi. Uremenin oldugu ancak
viyolasin pigment iiretiminin olmadigi opak zonlar anti-quorum sensing etki, iiremenin

olmadigi seffaf zonlar ise antibakteriyel etki olarak degerlendirildi. Zon caplar1 kaydedildi (63).
3.3.3. Viyolasin pigment iiretiminin kantitatif olarak olciilmesi

18 saatlik C. violaceum 12472 siv1 kiiltiirii 0.5 McFarland ayarlandi ve taze LB sivi
besiyerine eklenerek kiiciik test tiiptine aktarildi. Bakteri ekstraktlari ¢ozeltiye ilave edildi. Ayn1
hacimdeki ¢oziici DMSO, negatif kontrol olarak sunuldu. 24-48 saat boyunca 150 rpm'lik
rotasyonla 30 °C'de inkiibe edildi. 10.000 rpm’de 30 dk santrifiijleme islemi yapildi. Daha sonra
iist s1vi uzaklastirilarak 0.5 ml DMSO eklendi. Tiipler kisa siireli olarak vortekslendi ve
viyolasinin iyice ¢Oziinmesi saglandi. Bu asamadan sonra yeniden 10.000 rpm’de 10 dk
santrifiijleme yapildi. Viyolasin igeren iist sividan 200 pl alinarak mikroplaka okuyucu ile

OD585 degerleri okundu (64).
3.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi “IBM SPSS Statistics 23 programi kullanilarak yapildi. Veriler
say1 ve yiizde olarak belirtildi. Sonuglarin analizinde “Ki-Kare Testi”, “Fisher’s Exact” ve
“Fisher-Freeman-Halton” testleri kullanilmis olup p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 240 adet Corynebacterium izolat1 dahil edilmistir. izolatlar {iredikleri kiiltiir
ozelligine gore; 138’1 (%58) saf, 52°s1 (%22) etken ile birlikte ve 50’si (%20) polimikrobiyal

grupta yer almistir. Corynebacterium izolat1 saptanan 6rneklerin 125’1 (%52) kadin, 115’1 (%48)

erkek hastalardan alinmistir. Hastalarin yas ortalamasi 56,86+25,41 olup, yas araligi 0 ile 101

yas arasinda idi.

[zolatlar siklik sirasina gore; 140’1 C. striatum, 34’4 C. amycolatum, 24’0 C.

afermentans, 8’1 C. argentoratense, 5’1 C. aurimucosum, 5’1 C. propinquum, 4’ C. coyleae,

4’1 C. imitans, 3’0 C. pseudodiphtheriticum, 3’1 C. riegelii, 2’si C. accolens, 2’si C. phoceense,

't C. glucuronolyticum, 1’1 C. mucifaciens, 1’1 C.

simulans, 1’1 C. singulare,

Corynebacterium spp., olarak MALDI-TOF MS Biotyper ile tanimlanmistir (Sekil 5).

é (4—.—.—)"(3) (N,,gj‘_“,, Corynebacterium amycolatum
L —G3 =1 » = =
) (O (standard) Microbactorium nnmszzsxs_mrn
¢ &0 (< (s1a§<=;..—u) Corynebacterium afermentans
s < :
3> & (LQ—Q—P) =) (s,,ﬁi,d) Corynebacterium striatum
€T | G «A) (s,,ﬁgm‘., Corynebacterium singulare
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Resim 5. izolatlarm MALDI-TOF MS ile tanimlama sonuglarindan drnekler

Corynebacterium izole edilen Orneklerin 68’1

(%28,2) derin trakeal aspirat, 50’si

(%20,7) idrar 6rnegi olup, bu iki 6rnek tiirii diger 6rnek tiirlerinden istatistiksel olarak anlamli

sekilde yiiksek bulunmustur (p <0,001). Orneklerin 110’unu (%45,6) solunum ornekleri
olusturmustur. Bunlarin 68’1 (%28,2) derin trakeal aspirat (DTA), 32’si (%13,3) balgam, 8’i

(%3,3) bronkoalveolar lavaj (BAL), 2’si (%0,8) burun érnegi idi. Orneklerin dagilimi Tablo 4’

de gosterilmistir.
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Tablo 4. Corynebacterium izole edilen 6rneklerin dagilimi

Ornek Tiirii Sayisi P degeri
n %

Apse 5 2,1

BAL 8 3,3

Balgam 32 13,3

Burun 2 0,8

Doku 6 2.5

DTA 68 28,2 <0,001

I[drar 50 20,7

Kan 37 15,4

Katater 7 2,9

SVS 3 1,2

Yara 22 9,1

BAL: Bronkoalveolar Lavaj, DTA: Derin Trakeal Aspirat, SVS: Steril Viicut Sivist

Calismaya dahil edilen Corynebacterium izolatlarinin 101°1 (%42,3) yogun bakim, 61’1 (%25,3)
servis, 61’1 (%25,3) poliklinik, 17°si (%7,1) acil hastalarindan gonderilen 6rneklerden izole
edilmis olup cogunlugu yogun bakim {initeleri olusturmaktadir. Kliniklerin 69’unu (%28,6)
dahili yogun bakim, 49’unu (%20,3) dahili servisler olusturmakta olup, bu iki klinikte diger
kliniklerden istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla sayida izolat saptanmistir (p<0,001).

Kliniklerin dagilimi Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo S. Corynebacterium izole edilen 6rneklerin kliniklere gore dagilimi

Klinik Sayisi P degeri
n %0

Acil servis 17 7,1

Dabhili yogun bakim 69 28,6

Cerrahi yogun bakim 9 3,7

Anestezi yogun bakim 23 9,5

Dahili servisler 49 20,3

Cerrahi servisler 12 5 <0,001

Dabhili poliklinikler 41 17

Cerrahi poliklinikler 20 8,3

Corynebacterium tiirlerinin izole edildigi 6rnekler incelendiginde en fazla sayida izole edilen
tiir olan C. striatum izolatlarinin 57°si (%40) derin trakeal aspirat, 18’1 (%13) balgam, 19°u
(%13) idrar, 16’s1 (%11) kan, 16’s1 (%11) yara, 6’s1 (%4) doku, 5’1 (%4) bronkoalveolar lavaj,
2’st (%2) apse, 1’1 (%l1) yara, 1’1 (%]l) steril viicut sivist Orneklerinde {iremistir. C.
amycolatum’un steril viicut sivilarinda, apse ve yara orneklerinde tiremesi degerli olup siklik
sirasina gore izolatlarin 10’u (%29) idrar, 5’1 (%14) katater, 4’1 (%12) kan, 4’1 (%]12) yara,
3’1 (%9) balgam, 3’1 (%9) derin trakeal aspirat, 2’s1 (%6) apse, 2’s1 (%6) steril viicut s1visi
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orneklerinde iiremistir. C. afermentans’in 13’1 (%52) kan, 1’1 (%4) katater orneklerinde
iremistir. Kan kiiltiirlerinden sonra C. afermentansin en sik izole edildigi 6rnek tiirii idrardir.
C. argentoratense izolatlarinin ¢ogu solunum yollarindan, C. coyleae, C. phoceense ve C.
riegelii’nin ise tamami idrar Orneklerinden izole edilmistir. C. mucifaciens ve C. singulare
izolatlarindan birer adet olup iki tiirde kan 6rneginde liremistir. Genel toplam incelendiginde
kadin ve erkek cinsiyetlerdeki pozitiflik oranlari arasinda istatistiksel fark olmamakla birlikte

C. amycolatum kadinlarda erkeklerden anlamli olarak yiiksek oranda saptanmistir (p=0,017).
Tiirlerin izole edildigi 6rneklere gore dagilimi, hastalarin yas ortalamasi ve cinsiyet oranlari

Tablo 6’ de gosterilmistir.
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Tablo 6. Corynebacterium tiirlerinin izole edildigi 6rneklere gore dagilimi, hastalarin yas ortalamasi ve cinsiyet oranlari

Bulundugu oérnek tiirii n(%) Cinsiyet
g s » o) Yas g a2
Bakteri Ad1 ;é- % %ﬂ ’E :: *g _g 5 § *g E ort? '§ %
2 =) o= v » e =
C. accolens - - 1(50) - - - 1(50) - - - - 43 1(%0) 1(50)
C. afermentans - - 2(8) - - 3(12) 6(24) 13(52) 1(4) - - 53,2 13(52) 12(48)
C. amycolatum 2(6) 1(3) 3(9) - - 3(9) 10(29) 4(12) 5(14) 2(6) 4(12) 49,6 24(71) 10(29)
C. argentoratense 1(12) 1(12) 4(52) - - 1(12) - 1(12) - - - 61,7 6(75) 2(25)
C. aurimucosum - - - - - - 2(50) - - - 2(50) 63,7 1(25) 3(75)
C. coyleae - - - - - - 4(100) - - - - 13,5 4(100) -
C. glucuronolyticum - - - - - - 1(100) - - - - 32 - 1(100)
C. imitans - - 1(25) - - 1(25) 1(25) 1(25) - - - 58,5 - 4(100)
C. mucifaciens - - - - - - - 1(100) - - - 64 - 1(100)
C. phoceense - - - - - - 1(100) - - - - 55,5 - 2(100)
- 1(20) 3(60) 1(20) - - - - - - - 62,2 1(20) 4(80)
C. propinqum
C. pseudodiphtheriticum - - - 1(33) - 2(67) - - - - - 72,3 2(67) 1(33)
C. riegelii - - - - - - 3(100) - - - - 15 2(67) 1(33)
C. simulans - - - - - 1(100) - - - - - 57 - 1(100)
C. singulare - - - - - - - 1(100) - - - 66 1(100) -
Corynebacterium spp. - - - - - - 1(100) - - - - 30 1(100) -
C. striatum 2(2) 5(4) 18(13) 0(0) 6(%4) 57(40) 19 (13) 16(11) 1(1) 1(1) 16(11) 60,8 69(49) 72(51)

BAL: Bronkoalveolar lavaj, DTA: Derin trakeal aspirat, SVS: Steril Viicut Sivisi
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Corynebacterium tiirleri kiiltlirde tireme sekillerine gore saf, etken ile birlikte ve polimikrobiyal
olarak gruplandirildiginda; C. coyleae, C. glucuronolyticum, C. mucifaciens, C. simulans,
C.singulare sadece saf kiiltiir olarak iiremistir. C. accolens ve C. phoceense’nin ise sadece
polimikrobiyal Orneklerde iiremesi goriilmistiir. C. afermentans izolatlarmin %68’1, C.
amycolatum 1zolatlarinin %531 saf kiiltiirde, C. striatum izolatlarmin ise %55°1 saf kiiltiirde
iremistir. C. argentoratense ve C. propingum izolatlarinin ise cogunlugu polimikrobiyal

ornekte tiremistir. Tiirlerin gruplara gore dagilimi1 Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. Corynebacterium tiirlerinin gruplara (saf/etken ile birlikte/polimikrobiyal) gore
dagilimi

Sayist n(%)
Bakteri Ad1 Saf (n=132) Etken ile birlikte = Polimikrobiyal Toplam
(n=58) (n=50)
C. accolens - - 2(100) 2(100)
C. afermentans 17(68) 4(16) 4(16) 24 (100)
C. amycolatum 18(53) 6(17) 10(30) 34(100)
C. argentoratense 1(12.,5) 2(25) 5(62,5) 8(100)
C. aurimucosum 2(50) 2(50) - 5(100)
C. coyleae 4(100) - 4(100)
C. glucuronolyticum 1(100) - - 1(100)
C. imitans 2(50) - 2(50) 4(100)
C. mucifaciens 1(100) - - 1(100)
C. phoceense - - 2(100) 2(100)
C. propingum 2(40) - 3(60) 5(100)
C. pseudodiphtheriticum 2(67) 1(33) - 3(100)
C. riegelii 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) 3(100)
C. simulans 1(100) - - 1(100)
C. singulare 1(100) - - 1(100)
Corynebacterium spp. 1(100) - - 1(100)
C. striatum 78(55) 42(30) 21(15) 140(100)

Calismaya dahil edilen Corynebacterium izolatlarinin antibiyotik diren¢ oranlar1 gruplara
(saf/etken ile birlikte/polimikrobiyal) gore incelendiginde rifampisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine kars1 direng oran1 polimikrobiyal grupta diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiik olarak saptanmustir (sirasiyla, p=0,003, p<0,001). Diger antibiyotiklere
kars1 diren¢ oranlarina bakildiginda (penisilin, siprofloksasin, moksifloksasin, klindamisin,
linezolid) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (sirasiyla,
p=0,490, p=0,203, p=0,175, p=0,345, p=0,503). Tiim izolatlarda en yliksek diren¢ orani %96,7
ile penisiline karst goriiliirken, klindamisine karst %88,3, siprofloksasine karsi %86,3,
moksifloksasine kars1 %73,8, rifampisine kars1 %62,5, tetrasikline karst %59,2 ve linezolide

kars1 %0,8 oraninda direng goriilmiistiir. Saf gruptaki iki izolatta linezolid direnci goriiliirken,
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tiim izolatlar vankomisine kars1 duyarli bulunmustur. izolatlarin antibiyotik direng oranlarinin

dagilimi Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Corynebacterium izolatlarinin antibiyotik direng¢ oranlarinin gruplara (saf/etken ile

birlikte/polimikrobiyal) gore dagilimi

Saf (n=132) Etken ile Polimikrobiyal Toplam
Antibiyotikler birlikte (n=58) (n=50) P degeri

n % n % n % n %
Penisilin 129 97,7 56 96,6 47 94 0,490 232 96,7
Siprofloksasin 112 84,8 54 93,1 41 82,0 0,203 207 86,3
Moksifloksasin 99 75,0 46 79,3 32 64,0 0,175 177 73,8
Rifampisin 84 63,6 44 75,9 22 44 0,003 150 62,5
Klindamisin 116 87,9 54 93,1 42 84 0,345 212 88,3
Tetrasiklin 84 63,6 41 70,7 17 34 <0,001 142 59,2
Linezolid 2 1,5 - 0 - 0 0,503 2 0,8
Vankomisin - 0 - 0 - 0 - - 0

Izolatlarin vankomisin MIK degerlerine gore dagilimi incelendiginde tiim izolatlar vankomisin
duyarl1 olup (MIK<2 pg/ml) saf ve etken ile birlikte gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark
saptanmamustir (p=0,132). Saf gruptaki izolatlar degerlendirildiginde MIK degeri <0,25 pg/ml
olan izolat say1s1 daha yiiksek MiK degeri olan izolatlardan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0,001). Etken ile birlikte olan izolatlarin MIK degeri 0,5 pg/ml ve <0,25 pg/ml olanlarmin
miktart arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,457). Polimikrobiyal
gruptaki izolatlar i¢in s1vi mikrodiliisyon ydntemi uygulanmamistir. Izolatlarm vankomisin

MIK degerlerine gore dagilimi Tablo 9°de gdsterilmistir.

Tablo 9. Corynebacterium izolatlarnin vankomisin MIK degerlerinin gruplara (saf/etken ile
birlikte) gore dagilimi

Vankomisin Saf(n=132) Etken ile P degeri Toplam(n=190)
MIiK(ug/ml) birlikte(n=58 )

N % n % n %
<0,25 82 62,1 29 50 111 58,4
0,5 47 35,6 25 43,1 72 37,9
1 1 0,8 3 5,2 0,132 4 2.1
2 2 1,5 1 1,7 3 1,6

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

Tiirlere gore antibiyotik direng oranlarina bakildiginda iki adet C. afermentans izolatinda
linezolid direnci goriilmiistiir (Sekil 6), diger tiim izolatlar vankomisin ve linezolide karsi
duyarh bulunmustur. C. striatum 1zolatlarinda antibiyotik direng oranlar1 penisiline kars1 %99,
klindamisine kars1 %95, siprofloksasine karsit %88, moksifloksasine karst %86, rifampisine

kars1 %84, tetrasikline kars1 %82 olarak bulunmustur. C. amycolatum izolatlarinda penisilin
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(%97), siprofloksasin (%94), klindamisin (%73), moksifloksasin (%47), rifampisin (%21), tetrasiklin (%15) antibiyotiklerine karsi direng
goriilmistlir C. afermentans icin ise direng oranlari siklik sirasina gore; penisilin ve klindamisine karsi %100, siprofloksasine karsit %92,
moksifloksasine karst %88, rifampisine karst %72, tetrasikline karsi %44, linezolide karsi %0,8 idi. C. imitans, C. propingum ve C.
pseudodiptheriticum izolatlarinda penisilin direng orani istatistiksel olarak anlamli sekilde diger izolatlardan diisiik oranda saptanmistir (p<0,001)

Tiirlerin antibiyotik diren¢ oranlar1 Tablo 10°de gosterilmistir.

Tablo 10. Corynebacterium tiirlerine gore antibiyotik direng oranlari n(%)

Bakteri Ad1 Penisilin Siprofloksasin Moksifloksasin Rifampisin Klindamisin Tetrasiklin Linezolid Vankomisin
C. accolens 2(100) 2(100) 1(50) 0(0) 1(50) 0(0) 0(0) 0(0)
C. afermentans 25(100) 23(92) 22(88) 18(72) 25(100) 11(44) 2(8) 0(0)
C. amycolatum 33(97) 32(94) 16(47) 7(21) 25(73) 5(15) 0(0) 0(0)
C. argentoratense 8(100) 4(50) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
C. aurimucosum 4(100) 3(75) 2(50) 2(50) 4(100) 4(100) 0(0) 0(0)
C. coyleae 4(100) 3(75) 3(75) 0(0) 4(100) 0(0) 0(0) 0(0)
C. glucuronolyticum 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)
C. imitans 3(75) 3(75) 2(50) 0(0) 4(100) 0(0) 0(0) 0(0)
C. mucifaciens 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)
C. phoceense 2(100) 2(100) 1(50) 1(50) 2(100) 0(0) 0(0) 0(0)

C. propingum 2(40) 3(60) 1(20) 0(0) 3(60) 1(20) 0(0) 0(0)
C. pseudodiphtheriticum 1(33) 1(33) 1(33) 1(33) 3(100) 1(33) 0(0) 0(0)
C. riegelii 3(100) 2(67) 1(33) 0(0) 3(100) 0(0) 0(0) 0(0)
C. simulans 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)
C. singulare 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)
Corynebacterium spp. 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
C. striatum 140(99) 124(88) 121(86) 118(84) 134(95) 116(82) 0(0) 0(0)
P degeri <0,001 0,034 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,164
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Sekil 6. Disk diflizyon yé')ntemindelinezolid direngli C. afermentans goriintiisii

Corynebacteriumlarm biyofilm olusturma kapasiteleri incelendiginde izolatlarin 45’1

(%18,8) zayif, 25’1 (%10,4) orta, 17°1 (%7,1) giiclii biyofilm olusturma 6zelligine sahip olup

toplamda 87 (%36,3) izolat biyofilm olusturmustur (Sekil 7). Biyofilm olusturma

kapasitelerinin gruplara goére dagilimina bakildiginda polimikrobiyal gruptaki izolatlarin
biyofilm olusturma orani istatistiksel anlamli olmamakla birlikte diger iki gruptan daha diistik
oranda bulunmustur (p=0,077). Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin ¢ogu saf grupta yer

almaktadir. Izolatlarin biyofilm olusturma kapasitelerinin gruplara gére dagilimi Tablo 11°de

gosterilmistir.

Tablo 11. Corynebacterium izolatlarinin biyofilm olusturma kapasitelerinin gruplara

(saf/etken ile birlikte/polimikrobiyal) gore dagilimi

Biyofilm Saf(n=132) Etken ile Polimikrobiyal P Toplam(n=240)
birlikte(n=58) (n=50) degeri
n % n % n % n %0
Zayif 18 13,6 19 32,8 8 16 45 18,8
Orta 20 15,2 3 5,2 2 4 25 10,4
Giiglii 11 8,3 4 6,9 2 4 17 7,1
Toplam 49 37,1 26 44,9 12 24 0,077 87 36,3

29



Sekil 7. 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda biyofilm olusumu

Biyofilm olusturma oranlart C. striatum, C. amycolatum ve C. afermentans izolatlari
icin sirastyla; %42,6, %35,3, %28 olup, C. imitans, C. propinqum, C. pseudodiphtheriticum, C.
simulans, C. singulare, Corynebacterium spp., izolatlarinda da biyofilm olusumu gézlenmistir.
C. amycolatum izolatlarinin %20,6’s1 giiclii biyofilm olusturmustur. Giiglii biyofilm olusturan
17 izolatin sekizi C. striatum, yedisi C. amycolatum, biri C. afermentans, biri ise C.
pseudodiphtheriticum’dur. Corynebacterium tiirlerine gore biyofilm olusturma kapasiteleri

Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Corynebacterium tiirlerinine gore biyofilm olugturma kapasiteleri

Biyofilm
Bakteri Ad1 Zayf Orta Giiclii Toplam
n %0 n %0 n %0 n %
C. accolens - - - - - - - -
C. afermentans 5 20 1 4 1 4 7 28
C. amycolatum 1 29 4 11,8 7 20,6 12 35,3

C. argentoratense - - - - - - - -

C. aurimucosum - - - - - - - _

C. coyleae - - - - - - - -

C. glucuronolyticum - - - - - - - _
C. imitans - - 1 25 - - 1 25
C. mucifaciens - - - - - - - -

C. phoceense - - - - - - - -

C. propinqum 2 40 1 20 - - 3 60
C. pseudodiphtheriticum 1 33,3 - - 1 33,3 2 66,6
C. riegelii - - - - - - - -
C. simulans 1 100 - - - - 1 100
C. singulare - - - - - - - -
Corynebacterium spp. 0 0 1 100 0 0 1 100
C. striatum 35 24.8 17 12,1 8 5,7 60 42,6
P degeri
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Biyofilm olusturma kapasitelerine gore gli¢lii biyofilm olusturan 17 adet izolatin anti-
quorum sensing aktivitesine agar diflizyon yontemi ile bakilmistir. Ayrica ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO kontrolii yapilmistir (Sekil 8). Bu yontemle hi¢ bir Corynebacterium
ekstraktinin anti-quorum sensing aktivitesi bulunmamisken bes adet izolat ekstraktinin
antimikrobiyal etkisi goriilmiistiir (Sekil 9). Agar diflizyon yontemi ile antimikrobiyal etki
gozlenen petrilerde bakteriyel liremenin olmadigi inhibisyon zon caplart ve ekstrakt
konsantrasyonlart Tablo 13’de gosterilmistir. Antimikrobiyal etki gozlenen bakteri
ekstraktlarinin dort tanesi C. amycolatum bir tanesi ise C. afermentans’ a aitti. Antimikrobiyal
etki gozlenen bakteri ekstraktlarinin, Chromobacter violaceum’ un viyolesin pigment iiretimine
etkisi spektrofotometrik olarak Olclilmiistiir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinden
kaynaklanan viyolesin pigment iiretimini azaltici etkisi tiim diliisyonlarda goriilmiis olup

grafiklerle gosterilmistir (Sekil 9).

Tablo 13. Corynebacterium’larin agar difiizyon yontemi ile anti-quorum sensing aktivitesine
bakildiginda antimikrobiyal etki gdzlenen izolatlarda Ol¢iilen inhibisyon zon ¢apt (mm) ve
bakteiyel ekstraktlarin konsantrasyonu (mg/ml)

1. Diliisyon 2. Diliisyon 3. Diliisyon 4. Diliisyon
Bakteri .
No L Ol Zon Ekstrakt Zon Ekstrakt Zon Ekstrakt Zon Ekstrakt
cap1 | konsantrasyonu | cap1 | konsantrasyonu | capr | konsantrasyonu | capi | konsantrasyonu
3b C. amycolatum 13 100 11 50 - 25 - 12,5
28 C. amycolatum 12 85 - 425 - 21,25 - 10,625
445 C. amycolatum 13 75 - 37,5 - 19,75 - 9,875
460 C. 13 60 8.5 30 - 15 - 7,5
afermentans
509 C. amycolatum 14 80 11 40 - 20 - 10

Sekil 8. DMSO kontrolii (agar diflizyon yontemi ile anti-quorum sensing aktivitesi bakilmasi)
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Sekil 9. Agar diflizyon yoOntemi ile anti-quorum sensing aktivitesi bakilmasi sonucunda
antimikrobiyal etki gozlenen izolatlar ve viyolesin pigment iiretimine etkisinin
spektrofotometrik 6l¢iimii (OD585). A, B: 3b numarali izolat; C, D: 28 numaral izolat; E, F:
445 numarali izolat; G, H: 460 numarali izolat; I, I: 509 numarali izolat.
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5. TARTISMA

Korinebakteriler cogu insan ve memelilerde deri ve mukoz membranlarin florasinda
bulunmaktadir (65). Laboratuvara gonderilen klinik orneklerde korinebakteriler izole
edildiginde klinik 6nemine karar vermek mikrobiyolog ve klinisyen i¢in oldukg¢a gii¢ bir
durumdur. Bu bakteriler gliniimiize kadar izole edildigi 6rneklerde kontaminant ya da kolonizan
olarak degerlendirilmis, C. diphteriae disindaki diger korinebakterilerin patojenik
potansiyelleri goz ardi edilmistir (66). Son yillarda, uygulanan invaziv islemler, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi1 ve immiinsupresif hasta sayisinin artmasi, Corynebacterium
cinsi bakterilere bagli enfeksiyon ve salginlarin sayisinda ciddi bir artisa neden olmustur (67).
Sadece immiinsuprese bireylerde degil immiinkompetan kisilerde de endokardit, septik artrit
gibi enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (68,69).

McMullen ve ark (70) 2012-2015 yillar1 arasinda c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
256 adet C. striatum izolatinin antimikrobiyal duyarliliklarini retrospektif olarak inceledikleri
caligmada 6rnekleri monomikrobiyal ve polimikrobiyal olarak ayirmis C. striatum izolatlarinin
yaklasik %46.1'ini monomikrobiyal kiiltiirlerden, geri kalanini ise polimikrobiyal kiiltiirlerden
izole etmislerdir. Abe ve ark (71) hematolojik bozuklugu olan bakteriyemik hastalarda,
Corynebacterium tiirlerinin klinik 6zelliklerini ve ilag duyarlilik paternlerini inceledikleri
caligmalarinda 147 adet Corynebacterium bakteriyemisi tamimlamiglar ve olgularin
yaklagik 9%20'sinde polimikrobiyal enfeksiyon bulmuslardir. Corynebacterium ile birlikte en
sik lireyen izolat ise Enterococcus faecium olarak belirtmiglerdir. Ergin ve ark (72) yogun
bakim hastalarinin trakeal aspirasyon Orneklerinden izole edilen C. striatum izolatlan ile
yaptiklar1 calismada 6rnekleri kiiltiir sekline gore saf ya da baska bir bakteriyel etken ile birlikte
olma durumlarimi belirtilmistir. Caligmaya dahil edilen alti izolatin ii¢li Pseudomonas
aeruginosa ile birlikte, ikisi saf kiiltiir, biri Staphlococcus aureus ile birlikte izole edilmistir.
Klinik 6rneklerden izole edilen Corynebacterium tiirlerinde biyofilm olusumunun, anti-quorum
sensing aktivitesinin ve antimikrobiyal diren¢ durumunun arastirildigi ¢calismamizda 240 adet
Corynebacterium izolat1 iredikleri kiiltiir 6zelligine gore; 138’1 (%58) saf, 52°si (%22) etken
ile birlikte ve 50’si (%20) polimikrobiyal grupta yer almistir. Izole edildiginde siklikla
kontaminant olarak diisiiniilen Corynebacterium’ lar1t mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
degerlendirmeye alirken her zaman klinisyen ile iletisim kurulamayabilir ve kiiltiir 6zelligi,
mikroskobik incelemeler 6n plana ¢ikabilmektedir. Boyle durumlarda genelde kiiltiirde saf ve
baskin olarak iireyen izolatlar daha ¢ok isleme alinmaktadir. Ancak baska bir etken oldugu

diisiintilen bakteri ile birlikte lireyen Corynebacterium izolatlart siklikla kontaminant olarak
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diistintiliip isleme alinmamaktadir. Calismamizda izolatlarin kiiltiirdeki iireme sekline gore saf,
etken ile birlikte ve polimikrobiyal gruplara ayrilarak saf olarak {iremeyen
Corynebacterium’larin patojenik potansiyeli hakkinda fikir sahibi olunabilecegi diisliniilmiistiir.

Giliniimlizde, Corynebacterium cinsi 132'den fazla oldukga cesitli tiir ve alt tiire
sahiptir (73). Son yillarda C. striatum basta olmak lizere C. jeikeum, C. amycolatum, C.
urealyticum, C. afermentans, C. ulcerans, C. minitissimum, C.  propinquum ve C.
pseudodiphtheriticum tiirleri artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak bildirilmektedir (67).
Dragomirescu ve ark (74) calismalarinda Romanya'da yatan bireylerden ve ayaktan hastalardan
toplanan klinik Orneklerden izole ettikleri 20 Corynebacterium izolatinin antimikrobiyal
duyarliliklarini aragtirmislar ve izolatlar1 C. striatum (7), C. amycolatum (7), C. urealyticum (3),
C. afermentans (2) ve C. pseudodiphtheriticum (1) olarak tanimlamiglardir. Olender (75) 2008-
2011 willar1 arasinda 70’1 burun, 70’1 ise cesitli klinik materyellerden elde ettigi
Corynebacterium’lardaki antibiyotik direncini arastirdigi ¢alismasinda en sik izole edilen
tiirleri burunda; C. pseudodifteriticum, C. accolens ve C. propinquum iken diger ¢esitli klinik
materyellerde ise; C.amycolatum, C. striatum ve C. jeikeium olarak bulmustur. 2011-2016
yillar1 arasinda Kanada’da bir halk sagligi laboratuvarina gonderilen 1970 adet difteri disi
Corynebacterium izolatinin antibiyotik duyarlilik test sonuclariin degerlendirildigi ¢alismada
izolatlarin cogunlugu C. striatum (%47) olarak  tanimlanirken, bunu
C. pseudodiphtheriticum/C. propinguum (%10.96), C. amycolatum (%9.64), C. afermentans
(%5), C. minutissimum (%4), C. jeikeium (%4), C. coyleae (%3) ve C. urealyticum (%3) takip
etmistir. Tanimlanan diger Corynebacterium tiirleri arasinda
C. resistens, Corynebacterium CDC  grup G, C.accolens, C.  glucuronolyticum da
bulundugunu belirtilmistir (76). Chandran ve ark (77) klinik Orneklerden izole edilen
Corynebacterium’larda biyofilm olusumu ve antimikrobiyal duyarliliklarinin degerlendirildigi
calismada 6rneklerin ¢ogunu olusturan yara 6rneklerinden izole edilen 100 izolatin %26's1 C.
pseudotuberculosis, %231 C. iilserans, %20’si C. renale, %10°u C. bovis, geri kalan1 ise C.
striatum, C. minutissimum, C. pseudodifteriticum ve C. haemolyticum olarak tanimlanmustir.
Cayci ve ark (67) 2014-2016 yillar1 arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri toplam 199
Corynebacterium izolatinin antibiyotik duyarhiliklarim1 degerlendirdigi ¢aligmada izolatlarin
123’1inii C. striatum, 7’sini C. jeikeum, 3 Unii C. amycolatum, 66’smi ise Corynebacterium spp.
olarak tanimlamuslardir. Celik ve ark (66) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve anlamli
kabul edilen 107 Corynebacterium ile yaptiklari c¢alismalarinda izolatlarin %49,5’in1 C.
striatum olarak tanmimlamislardir. C. amyloticum, C. propinquum, C. afermentans, C. jeikeum,

C. minitissimum, C. urealyticum izolatlan ise sirasi ile %17,8, %10,3, %8.,4, %6.5, %4.,7 ve

34



%?2,8 oranlarinda tanimlamislardir. Ocak 2016-Ekim 2017 tarihleri arasinda, yogun bakim
iinitelerinden gonderilen, cesitli klinik 6rneklerden 62 adet Corynebacterium cinsine ait
mikroorganizma ile yapilan ¢alismada izolatlarin 54’1 (%87,09) C. striatum, 4’ (%6,45) C.
amycolatum, 1’1 (%1,62) C. afermentans, 1°1(%]1,62) C. aurimucosum, 1’1(%1,62) C. imitans,
1’1 (%1,62) C. mucifaciens olarak tanimlanmustir (78). Iskefyeli (79) ise tez calismasinda 2017-
2020 tarihlerinde ¢esitli 6rneklerden klinik etken olarak izole edilmis Corynebacterium cinsine
ait 117 susun; 95’1 C. striatum, 7’si C. afermetans, 2’si C. amycolatum, 8’1 C. aurimucosum,
2’s1 C. pseudodiphtheriticum, 2’si C. jeikeum ve 1’1 C. singulare olarak tanimlamistir. Yapilan
bircok caligma ile uyumlu olarak ¢alismamizda da C. striatum, C. amycolatum ve C.
afermentans en sik izole edilen tilirler olmustur. Daha az siklikta goriilen C. coyleae, C.
glucuronolyticum, C. riegelii, C. phoceense, C. simulans ve C. singulare tiirlerinin de izole
edilmesi degerlidir. Ancak ¢aligmalarda alinan 6rnege gore kan, solunum yolu, yara 6rnekleri
vb. tiirlerin de sikliklar1 degisebilmektedir.

Korinebakterilerin laboratuvar tanisinda gram boyama, biyokimyasal testler, otomatize
sistemler, molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bao ve ark (80) 75 Corynebacterium izolati
ile yaptiklar1 c¢alismada MALDI-TOF MS'in (BioMerieux, Fransa)(VITEK MS)
Corynebacterium'u saptamadaki etkinligini degerlendirmisler ve rpoB dizileme ile dogrulanan
tim suslar1 sirastyla API Coryne (bioMerieux), Phoenix (BD) ve VITEK MS tarafindan
tanimlanmiglardir. Corynebacterium'un cins diizeyinde tanimlanmasinda MS (%100, 75/75)
veya Phoenix (%93.3, 70/75) arasinda anlamli bir fark olmadigini (p=0.058) ancak tiir
diizeyinde tanimlamada %92,0 (69/75) sus MS tarafindan basarili bir sekilde tanimlanirken
Phoenix ve API tarafindan sirasiyla %78,7 ve %65,3 oraninda sus basarili olarak tanimlandigini
bulmuslardir. Gen dizilimi ile karsilastirildiginda, MS ile basarili tanimlama oraninin Phoenix
(P=0.036) ve API'den (P<0.001) onemli Olgiide daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
Calismamizda da Corynebacterium tiirlerini tanimlamada giiclii bir ara¢ olan matris destekli
lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)

kullanilmustir.

Corynebacterium’lar insanlarda deri, list solunum yolu, gastrointestinal sistem ve
iirogenital sistemde kolonize olurlar ve normal flora igerisinde kabul edilirler. Ayni zamanda
kan, deri, solunum, idrar yolu gibi bolgelerde enfeksiyon etkeni olarak saptanabilmektedirler
(14). Dragomirescu ve ark (74) calismalarina dahil ettikleri 20 Corynebacterium izolatin1 kan
kiiltiirii (6), peritoneal sivi (2), idrar (3), yara (5), drenaj kateteri (1), perirektal apse (1),

osteomiyelitten (1) ve konjonktival sekresyonlardan (1) izole etmislerdir. Neemuchwala ve ark
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(76), 1970 adet difteri dis1 Corynebacterium izolatinin antibiyotik duyarlilik test sonuglariin
degerlendirildigi ¢aligmada izolatlar1 agirlikli olarak kandan (%24,3), ardindan balgam
orneklerinden (%19.,4) izole etmislerdir. Ayrica kemik (%4,9) ve eklem sivisindan (%2,0) ¢ok
sayida izolat elde ettiklerini belirtmislerdir. Chandran ve ark (77) Corynebacterium’larda
biyofilm olusumu ve antimikrobiyal duyarliliklarinin degerlendirildigi ¢alismada izolatlar
apse, yara enfeksiyonlari, kan, aspirasyon ucu, kateter ucu, kulak siiriintiileri, balgam
orneklerinden izole etmislerdir. Cayci ve ark (67) 199 adet Corynebacterium izolati dahil edilen
caligmalarinda bakterileri en ¢ok alt solunum yollarina ait drneklerden (%55,2) izole ederken,
ikinci siray1 yara kiiltiiri almistir. Calismadaki 6rneklerin 110°u (%55,2) alt solunum yolu, 24’
(%20) yara, 23’1 (%]11,5) kan, 11”1 (%5,5) idrar, 10’u (%5) katater ucu, 5’1 (%2,5) apse
kiiltiirlerinden olustugunu belirtmislerdir. Celik ve ark (66) 2015 ile 2016 yillarinda klinik
olarak anlamli kabul edilen korinebakterilerin antibiyotik duyarliliklarini arastirdiklar
caligmada suslarin izole edildigi 6rneklerin dagilimini; yara yeri (%48,6), balgam (%22.4), kan
(%11,2), idrar (%8,4), kateter (%7,5), steril siv1 (plevra, periton) (%1,9) seklinde bulmuslardir.
Biger (78), yogun bakim iinitelerinden gonderilen, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis 62
adet Corynebacterium izolatinin antibiyotik duyarlilig1 ve molekiiler 6zelliklerini arastirdig: tez
calismasinda suglarin en sik izole edildigi 6rnek tiiriinii solunum sekresyon 6rnegi (%55)
(endotrakeal aspirat 32, bronkoalveolar lavaj 2, balgam ladet olmak iizere) olarak bulmuslardir.
Orneklerin %12’si steril viicut sivilar1 (Batin sivisi, dren sivisi, periton sivisi, safra
stvist), %I11°1 kan kiiltiirii, %6’s1 kateter ucu, %6’s1 doku-abse Ornekleri oldugunu
belirtmislerdir. Calismadaki Corynebacterium’larin en az izole edildigi klinik 6rnek ise idrar
olarak belirtilmistir. Calismamizda, laboratuvara enfeksiyon siiphesi nedeniyle gonderilen
klinik 6rneklerden Corynebacterium izole edilme sikligt DTA ve idrar 6rneklerinde istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmus olup ozellikle ulusal ¢aligmalarla uyumlu olarak
solunum Orneklerinin orani yiiksek saptanmistir. Calismamizdan farkli olarak yurt disinda
yapilan caligmalarda Corynebacterium izole edilme sikligi acisindan idrar 6rnekleri son
siralarda, kan kiiltiirleri ise ilk siralardadir yer almaktadir. Bu durum ¢alismalarin yapildig
bolgeye gore Corynebacterium’larin izole edildigi 6rnek tiirli agisindan siklik sirasinda farklilik

olabilecegini gostermistir.

Immiinsupresif, hastanede uzun siiredir yatan, uzamis genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 olan hastalarda ve yogun bakim {initelerinde C. striatum gibi Corynebacterium
tiirlerinin neden oldugu bir¢ok salgin bildirilmistir (81). Asgin ve Otlu (82) 81 adet C. striatum

izolatinin antimikrobiyal diren¢ ve molekiiler epidemiyolojisini arastirdiklar1 ¢alismada
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bakterilerin %84’linli yogun bakim, %16’sin1 ise servislerden izole ettiklerini bildirmislerdir.
Cayci ve ark. (67) 2014 ile 2016 yillar arasinda ¢esitli kliniklerden gonderilen 6rneklerde izole
edilen Corynebacterium’lan inceledikleri ¢calismada korinebakterilerin en ¢ok izole edildigi
orneklerin geldigi boliimlere gore dagilimina bakildiginda 199 izolatin 106°s1 (%53,2) dahili,
58’1 (%29.1) cerrahi, 35’1 (%17,5) yogun bakim birimlerinden gonderildigini belirtmislerdir.
Asgin (83) 2017-2018 yillart arasinda 235 adet C. striatum’un invitro antibiyotik direng
profilini aragtirdig1 calismada, izolatlarin 166°s1 (% 71) yogun bakim iinitelerinden, 69’u (% 29)
ise servislerden elde edilmistir. Suslar en sik cerrahi yogun bakim, dahili yogun bakim ve
palyatif bakim iinitesinden izole edilmis olup; bu oranlar1 sirastyla % 27, % 26 ve % 14 olarak
bulmuslardir. Ozdemir ve ark (84) ise 2015-2020 tarihleri arasinda kan kiiltiirlerinden izole
edilen 126 Corynebacterium sugunun antibiyotik direnci ve biyofilm olusumlarin1 inceledikleri
caligmada 82 (%65) hastanin dahiliye servislerinden, 44 (%35) hastanin ise yogun bakimdan
oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda diger calismalarla uyumlu olarak yogun bakimdan
gelen ornekler cogunlugu olusturmaktadir. Klinik olarak enfeksiyon siiphesi olan hastalardan
ve izole edilen Corynebacterium’larin etken olma olasiligi yliksek olabilecek yogun bakim gibi
boliimlerden gelen 6rneklerin yiiksek oranda olmasi degerlidir. Ancak virulans ve etken/flora
ilskisini inceleyebilmek icin etken olma olasilig1 az olan diger servislerden gelen 6rnekler de
caligmaya dahil edilmistir.

Laboratuvarlarda en sik izole edilen korineform bakterilerden biri C. striatum dur.
Insan deri ve mukoz membran florasinda ve ¢evrede yaygin olarak bulunmaktadir. C. striatum
cesitli klinik enfeksiyonlar ve hastane salginlari ile iliskilendirilmistir. Bunlar hem
immunsuprese hem immun saglam kisilerde goriilen sepsis, solunum yolu enfeksiyonu, enfektif
endokardit, artrit, seliilit, kateter iliskili kan dolagimi enfeksiyonu, menenjit, deri enfeksiyonu,
osteomiyelit, abse ve yara enfeksiyonudur (24). Wang ve ark (85) Cin’de {iglincli basamak bir
hastaneden izole edilen kinolon direngli 410 adet C. striatum suslarinda gyrA genindeki
mutasyonun aragtirildigr caligmada orneklerin dagilimini balgam (%88.3), yara (%4.1), BAL
(%1.5), kan (%1.2), apse (%]1.0), idrar (%0.7), kateter (%0,7), nazofaringeal siiriintii (%0.7),
drenaj (%0.7), hidrotoraks ve asit (%0.5), beyin omurilik s1vis1 (%0.5) seklinde belirtmislerdir.
Milosavljevic ve ark (86) invaziv C. striatum enfeksiyonlarini ele aldiklar1 derlemede izolatlar
en yaygin olarak kan Orneklerinden (%28,2) izole etmis olup, bunu kemik ve eklem
enfeksiyonlar1 (%15,3), balgam (%14,1), bronsiyal aspirat, intra ve postoperatif 6rnekler izledi.
Mumcuoglu ve ark (21) 2010-2014 yillar1 arasinda izole edilen 746 C. striatum susunu
degerlendirdikleri calismada izolatlarin 369 (%49,5)’u yara, 149 (%20,0)’u trakeal aspirat, 140
(%18,8)’1 kan, 38 (%5,1)’1 steril viicut s1visi, 31 (%4,2)’1 idrar, 19 (%2,5)’u abse 6rneklerinden
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izole etmislerdir. Asgin (83) 2017-2018 yillar1 arasinda C. striatum’un invitro antibiyotik direng
profilini arastirdig1 ¢alismasinda toplam 235 C. striatum izolatinin 97’sini (% 41) solunum yolu
orneklerinden (Endotrakeal aspirat, balgam, bronkoalveoler lavaj sivist), 74’tini (% 32) kan
kiiltiirtinden ve 64’1inii (% 27) yara 6rneklerinden izole etmistir. Asgin ve Otlu (82) 2018-2019
yillar1 arasinda yaptiklari calismada, 81 C. striatum izolatinin 35'1 (%43,2) kandan, 35'1 (%43,2)
solunum oOrneklerinden (endotrakeal aspirat, balgam, bronkoalveoler lavaj sivisi) ve 11'i
(%13,6) yaralardan elde etmislerdir. Calismamizda Corynebacterium tiirlerinin izole edildigi
ornekler incelendiginde en fazla sayida izole edilen tiir olan C. striatum izolatlar1 derin trakeal
aspirat (%40), balgam (%13), idrar(%13), kan (%11), yara (%11) ve diger klinik 6rneklerde
(doku, bronkoalveolar lavaj, apse, yara, steril viicut sivis1) liremistir. Literatiire bakildiginda
cogu calismayla uyumlu olarak ¢alismamizda da C. striatum en ¢ok solunum yollarindan izole
edilmistir. Ancak calismamizda daha az olan yara ve kan gibi 6rneklerden izolasyon siklig1 bazi
caligmalarda ilk siralarda yer almaktadir.

C. amycolatum, insan derisi mikrobiyomunun bir pargasidir ve insan klinik
materyalinde en sik karsilasilan Corynebacterium tiiridiir (2). Bakteri duvar yapist mikolik
asitlerden yoksun, lipofilik olmayan bir Corynebacterium olan C. amycolatum, artik insanlarda
yaygin bir firsat¢1 patojen olarak kabul edilmektedir (87). C. amycolatum son yillarda septisemi,
endokardit, menenjit, septik artrit ve idrar yolu enfeksiyonlar ile iligkilendirilmistir (29).
Dragomirescu ve ark (74) ¢alismalarinda 2020 yilinda ¢esitli klinik 6rneklerden 7 adet C.
amycolatum’un kan (2), periton sivisi (2), osteomiyelit (1), perirektal abse (1) ve idrar
orneginden (1) izole etmislerdir. Kalt ve ark (88) 2006-2015 yillar1 arasinda ortopedi
servisinden alinan ve Corynebacterium Uremesi olan tim kemik ve eklem orneklerini
retrospektif olarak degerlendirdikleri c¢alismada, ortopedik enfeksiyon siiphesi olan 97
vakada en sik olarak C. tuberculostearicum (26), C. amycolatum (17), C. striatum (13) veya C.
afermentans’t (11) tek patojen olarak bulmuslardir. Eksi (89) 2003 yilinda yaptigi tez
calismasinda 56 adet C. amycolatum izole ettigi 6rneklerin dagilimini idrar (%92,8), kan (%3,6)
ve iiretral akinti/semen (%3,6) olarak belirtmistir. Calismamizda C. amycolatum’un steril viicut
stvilarinda, apse ve yara Orneklerinde iiremesi degerli olup siklik sirasina gore izolatlar
idrar(%?29), katater (%14), kan (%12), yara (%12), balgam (%9), derin trakeal aspirat (%9),
apse (%6), steril viicut sivist (%6) orneklerinde liremistir. Steril viicut siviarindan yapilan
kiiltiirlerde C. amycolatum iiremelerinin goriilmesi, izolatlarin %35,3 oraninda biyofilm
olusturmasi, diger ¢alismalarda da goriildiigii gibi apse, yara gibi 6rneklerde goriilen iiremelerin

muhtemel etken olarak diislintilmesi gerektigini gostermistir.
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C. afermentans, insanda deri mikrobiyomunun bir parcasidir ve simdiye kadar esas
olarak kan kiiltirlerinden izole edilmistir (2). Olender (75) Corynebacterium’lardaki
antibiyotik direncini arastirdig1 ¢caligmada birini kulak birini ise diyaliz sivisindan toplam iki
adet C. afermentans 1zole etmistir. Riegel ve ark (90) ise C. afermentans izolatlarini sadece kan
kiiltiirlerinden izole ettiklerini belirtmislerdir. Ozdemir ve ark (84) kan kiiltiirlerinden izole
edilen 126 Corynebacterium susu ile yaptiklar1 calismada C. striatum ve C. matruchotii’ den
sonra ii¢lincli siklikta olarak izolatlarin %14’tinii C. afermentans olarak tanimlamiglardi.
Yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak ¢alismamizda da C. afermentans izolatlarinin %52’si kan
kiiltiirlerinde izole edilmistir.

Corynebacterium tiirleri kiiltirde tireme sekillerine gore saf, etken ile birlikte ve
polimikrobiyal olarak gruplandirildiginda patojenik potansiyeli yiiksek olan C. afermentans
izolatlariin %681, C. amycolatum izolatlariin %531, C. striatum izolatlarinin ise %55°1 saf
kiiltiirde tremistir. Daha ¢ok kontaminasyon olarak diisiiniilen C. argentoratense ve C.
propingum izolatlarinin ise cogunlugu polimikrobiyal drnekte iiremistir. Ozellikle yogun bakim
iinitelerinden gelen oOrneklerde ve polimikrobiyal olmayan {iremelerde izole edilen
korinebakterilerin isleme alinmasinin uygun olabilecegini diisiindiirmektedir.

Endojen nitelikteki enfeksiyonlarin potansiyeli, florada yer alan Corynebacterium
suslarina ve antibiyotiklere kars1 direnglerine baglidir. Corynebacterium spp.'nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili en ciddi sorunlardan biri, ¢oklu ilaca direngli tiirlerin klinik
materyalden izole edilmesi ve belirli bir enfeksiyon tiirii i¢in uygun antibiyotik tedavisinin
secilmesidir. Yiiksek diizeyde antibiyotik direnci hakkindaki bilgiler Corynebacterium spp.
tiirleri lizerinde yapilan calismalarin sonuglarina dayanmaktadir (75). Sun ve ark (91) hastanede
yatan klinik {iriner sistem enfeksiyonlar1 olan hastalarin steril orta akim idrarindan izole edilen
difteri  dis1 Corynebacterium suslarinin  antimikrobiyal  duyarhiliklarimi, ilag  direng
mekanizmalarini ve biyofilm olusum kapasitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 45 izolatin
antimikrobiyal diren¢ oranlarini siprofloksasin, klindamisin, penisilin, tetrasikline, rifampisine
icin sirastyla %93,3, %91,1, %66,7, %37,8, %13,3 olarak bulmuslar ve tiim izolatlarin
vankomisin ve linezolide duyarli oldugunu belirlemislerdir. Neemuchwala ve ark (76) 2011-
2016 yillar1 arasinda izole edilen 1970 adet Corynebacterium izolatinin antibiyotik
duyarliliklarin1 arastirdiklar1 ¢aligmada tiim izolatllar1 vankomisin ve linezolid duyarli olarak
bulmuslardir. Antibiyotik diren¢ oranlarim1 ise klindamisin, penisilin, siprofloksasin,
moksifloksasin, tetrasiklin ve rifampisine i¢in sirastyla %91,3, %85.,5, %73,1, %72,3, %35,8
ve %8,6 olarak bildirmiglerdir. Cayc1 ve ark (67) 2014-2016 yillar1 arasinda etken olarak kabul

ettikleri 199 Corynebacterium izolatin1 degerlendirdikleri ¢alismada izolatlarin antibiyotik
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diren¢ oranlar1 siprofloksasin, klindamisin, penisilin, rifampisin, gentamisin, tetrasiklin ve
linezolide i¢in sirasiyla %97,7, %96,3, %95,4, %89,6, %75, %69,5, %0,5 olarak bulmus olup,
bir izolatin linezolid diren¢li oldugunu, tiim izolatlarin ise vankomisin duyarli oldugunu
belirtmislerdir. Ozdemir ve ark (84) 2015-2020 yillar1 arasinda yatarak tedavi goren
bakteriyemili hastalarin kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 126 Corynebacterium susunun
antimikrobiyal diren¢ oranlarini ve biyofilm kapasitelerini arastirdiklari ¢calismada penisilin,
klindamisin, siprofloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve gentamisin diren¢ oranlarini
sirastyla %91,2, %87,3, %79,3, %56,3, %45,2 ve %39,6 olarak tespit etmisler ve suslarin
tamaminin vankomisin ve linezolid duyarli oldugunu belirtmislerdir. Celik ve ark (66) ise klinik
olarak anlamli kabul edilen 107 adet Corynebacterium izolatinin antimikrobiyal duyarliliklarini
aragtirdiklar1 c¢aligmada tiirlerin tamaminin vankomisin ve linezolid duyarli oldugunu,
siprofloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve klindamisine i¢in %90 ile %100 arasinda direng
oranlar1 bildirmislerdir. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak en yiiksek diren¢ oranlari
penisilin  (%96,7), klindamisin (%388,3), siprofloksasin (%86,3) antibiyotiklerine karsi
goriilmiis olup tiim izolatlar vankomisine duyarli bulunmustur. Vankomisin i¢in hem disk
difiizyon hem de sivi mikrodiliisyon yonteminde tiim izolatlarin duyarli bulunmasina ragmen
baz1 suslarda MIK degerlerinin yiiksek ¢ikmasi tedavi dozuna ydn vermesi agisindan
vankomisin direncinin arastirilmasinda sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasinin daha
uygun olabilecegini diistindiirmektedir. Yurt disinda yayinlanan ¢aligmalarda rifampisin direng
oranlar1 oldukca diisiik iken ¢alismamizda ve yurt i¢inde yapilan ¢alismalarda bu oranin daha
yiksek olmasi dikkat c¢ekmektedir. Literatiir tarandifinda hemen hemen biitiin
Corynebacterium izolatlar linezolide kars1 duyarli bulunmusken sadece bir ¢calismada direncli
sus rapor edilmistir, bu durum ¢alismamizin linezolid direngli Corynebacterium bildiren ikinci
calisma oldugunu gostermektedir.

Coklu ila¢ diren¢li (MDR) enfeksiyonlarda C. afermentans, C. amycolatum, C. jeikeium,
C. pseudodiphtheriticum, C. striatum ve C.urealyticum siklikla etken olarak bildirilmistir.
Coklu ilag direnci profiline sahip C. striatum, nozokomiyal ve toplum kdkenli enfeksiyonlarda
hastalarin solunum yollarindan izole edilmistir (73). McMullen ve ark (70) C. striatum
izolatlarinin antimikrobiyal direng profilini aragtirdiklar1 ¢aligmada direng oranini klindamisin,
siprofloksasin, penisilin ve tetrasiklin antibiyotikleri i¢in sirasiyla %99, %93, %84 ve %62
olarak bulmus olup tiim izolatlar1 vankomisin, tetrasiklin ve linezolid duyarli olarak
bildirmislerdir. Ocalan ve ark (92) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 58 adet C. striatum
suslarmin antibiyotik duyarliliklari, biyofilm {iretimi ve klonal analizlerini degerlendirdigi

caligmada antibiyotik diren¢ oranlarini siprofloksasin i¢in %96,6, penisilin, klindamisin,
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tetrasiklin ve rifampine i¢in %87,9 olarak tespit etmis olup tiim izolatlarin vankomisin ve
linezolide duyarli oldugunu bildirmiglerdir. Asgin ve Otlu (82) ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen 81 adet C. striatum izolatinin antimikrobiyal diren¢ ve molekiiler epidemiyolojisini
arastirdiklar1 c¢alismada izolatlarin tamamini1 penisilin, siprofloksasin ve tetrasikline karsi
direngli, ancak vankomisin ve linezolide duyarl olarak bildirmislerdir. Gentamisin, eritromisin
ve klindamisine direng oranlarini ise sirastyla %34,6, %79 ve %87,7 olarak belirtmislerdir.
Celik ve ark (66) farkli klinik 6rneklerden izole edilen 107 adet Corynebacterium tiiriiniin
antimikrobiyal duyarliliklarimi arastirdiklar1 ¢alismada 53 adet C. striatum izole etmisler ve
penisilin (%100), moksifloksasin (%94,3), siprofloksasin (%92,4), klindamisin (%90,6),
rifampisin (%90,6) ve tetrasikline (%88,7) kars1 ¢esitli degisen direng oranlari bulmuslardir.
Calismamizda ise C. striatum izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlari sirasiyla penisilin,
klindamisin, siprofloksasin, moksifloksasin, rifampisin, tetrasiklin i¢in %99, %95, %88, %86,
%84, %82 olarak bulunmus olup literatiirle uyumlu olarak 6zellikle yurt i¢inde yapilan
caligmalarla benzer sekilde direng oranlarinin %80’nin iizerinde oldugu gorilmektedir.
Literatiirle uyumlu olarak tiim suslar vankomisin ve linezolid duyarlidir. C. striatum igin
ampirik tedavi uygulanirken yliksek diren¢ oranlari dikkate alinmasi gerekmektedir.

C. amycolatum 1izolatlann sikhikla [ laktamlar, makrolidler, klindamisin,
aminoglikozidler, kinolonlar ve rifampisine karsi ¢oklu ila¢ direnci fenotipleri gosterir (74).
Neemuchwala ve ark (76) Corynebacterium’larin antibiyotik duyarliliklarini arastirdiklar
calisgmada 190 adet C. amycolatum izolatinin penisilin, klindamisin, siprofloksasin,
moksifloksasin  tetrasiklin ~ ve rifampisin  antibiyotikleri i¢in  diren¢  oranlarim
strastyla %89,5, %79,5, %73,2, %72,6, %14,2 ve %1,6 olarak bildirmislerdir. Celik ve ark (66)
farkli klinik 6rneklerden izole ettikleri 19 adet C. amycolatum suslarinda antibiyotik direng
oranlarini penisilin, moksifloksasin, klindamisin, siprofloksasin, , tetrasiklin ve rifampisin
antibiyotiklerine icin sirastyla %100, %94,7, %94.,7, %89.,5, %89,5 ve %84,2 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda ise literatiirle uyumlu olarak C. amycolatum izolatlarinda
penisilin (%97), siprofloksasin (%94), klindamisin (%73) direnci oldukga yiiksek olup
moksifloksasin (%47), rifampisin (%21), tetrasiklin (%15) antibiyotiklerine karsi direng
oranlarinda yapilan ¢aligmalarda farkliliklar gozlenmektedir.

Celik ve ark (66) 2014 yilinda klinik 6rneklerden izole ettikleri C. afermentans
suslarinda antibiyotik diren¢ oranlarini penisilin, rifampisin, klindamisin, moksifloksasin,
siprofloksasin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi sirasiyla %100, %100, %88,9, %77,8, %77,8
ve %66,7 olarak bildirmislerdir. Olmez ve ark (93) 2015-2017 yillar1 arasinda kan ve kateter

kiiltiirti  0rneklerinden izole edilen C. afermentans ve C. mucifaciens bakterilerinin
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tanimlanmasinda konvansiyonel yoOntemler, otomatize sistemler ve dna dizi analizi
yontemlerini karsilastirdigi calismada C. afermentans subsp. afermentans olarak tanimlanan 45
izolatin tamaminin; penisilin, eritromisin ve klindamisin antibiyotiklerine direncli; vankomisin
ve daptomisine duyarli olduklarini tespit etmislerdi. Calismamizda ise iki adet C. afermentans
izolatinda linezolid direnci goriilmiis olup diger tiim izolatlar vankomisin ve linezolide karsi
duyarli bulunmustur. C. afermentans igin ise diren¢ oranlar1 siklik sirasina gore penisilin,
klindamisin, siprofloksasin, moksifloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve linezolid i¢in %100,
%100, %92, %88, %72, %44, %0,8 idi. Literatiir tarandiginda ¢alismamiz linezolid direngli
Corynebacterium (C. afermentans) bildiren ikinci ¢alisma olarak goriilmektedir.

Rifampisin ve tetrasikline kars1 direng orani polimikrobiyal grupta diger gruplara gore
anlamli sekilde diisikk olarak saptanmistir. Tiim Corynebacterium’lar diigiiniildiiglinde en
yiiksek direng oranlari penisilin, klindamisin, siprofloksasine kars1 gériilmiistiir. Ozellikle yurt
icinde yapilan caligmalarla uyumlu olarak C. striatum izolatlarinda penisilin, klindamisin,
siprofloksasin, moksifloksasin ve rifampisin C. amycolatum izolatlarinda penisilin,
siprofloksasin ve klindamisin, C. afermentans izolatlarinda ise penisilin, klindamisin,
siprofloksasin ve moksifloksasin direng oranlar1 %80 nin ilizerinde bulunmustur. Bu durum
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin ¢alisilmasinin gerekliligini gostermektedir.

Mikrobiyal enfeksiyonlarin patogenezini anlamak amaciyla yapilan bilimsel
aragtirmalarda Onceleri patojen mikroorganizmalarin yalnizca planktonik formlar1 dikkate
alinmigsa da giiniimiizde gelisen teknoloji ve mikroskobik yontemler sayesinde mikrobiyal
biyofilmlerin enfeksiyonlar agisindan 6nemi ortaya konmustur. Biyofilm yapis1 konak¢1 immiin
sistemiyle etkileserek immiin yanit olusumuna neden olan ciddi bir enfeksiyon ve enflamasyon
etkeni olarak kabul edilmektedir (41). Biyofilm enfeksiyonlarinda, etken mikroorganizma
normal flora iiyesi veya nozokomiyal bir patojen olabilmektedir. Biyofilm enfeksiyonlarinda
siklikla etken olan mikroorganizmalar arasinda koagiilaz negatif stafilokoklar, S. aureus,
streptokoklar, P. aeruginosa, enterokoklar, Candida spp. , E. coli, Streptococcus pneumoniae,
Propionibacterium acnes sayilabilmektedir (94). Oin ve ark (95) hastanede yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilen ¢oklu ilaca direngli Corynebacterium spp.min biyofilm olusturma
oranini %80,4 olarak bulmus, bunlarin %64,3 nii C. striatum olarak tanimlamislardir. Ozdemir
ve ark (84) kan kiiltiirlerinden izole edilen 126 Corynebacterium susunun antimikrobiyal
duyarlhilik ve biyofilm olusumlarini arastirdiklar1 ¢alismada tiim izolatlarin %50,8 nin biyofilm
olusturdugunu bulmuslardir. Biyofilm olusturma oranlarin1 sirasiyla C. striatum C. matruchotii
C. afermentans C. amycolatum, C. jeikeium igin sirasi ile %62, %53,8, %50, %50, %46 olarak

tespit etmislerdir. C. mucifaciens, C. kutscheri, C. pseudodiphtheriticum, C. xerosis, C. imitans,
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C. minutissimum izolatlarinda da biyofilm olusumunu gostermislerdir. Izole ettikleri C.
singulare, C. aguaticum, C. aurimucosum, C. propinquum, C. bovis suslar1 ise biyofilm
olusturmamustir. Ocalan ve ark (92) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen C. striatum suslarini
etken ve kontaminasyon/kolonizasyon olarak iki gruba ayirmistir. Calismaya dahil ettikleri 58
C. striatum izolatinin 36 (%62.1)’sinda biyofilm olusumunu pozitif olarak bildirilmistir.
Biyofilm olusturan izolatlarin 23 (%63.9)’{iniin etken grubunda yer aldigini, biyofilm olusumu
ile etken grupta olma arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundugunu belirtmislerdir.

Calismamizda ise  Corynebacterium’larim  biyofilm  olusturma  kapasiteleri
incelendiginde izolatlarin %36,3’s1 biyofilm olusturmustur. Biyofilm olusturma kapasitelerinin
gruplara gore dagilimina bakildiginda polimikrobiyal gruptaki izolatlarin biyofilm olugturma
orani istatistiksel anlamli olmamakla birlikte diger iki gruptan daha diisiik oranda bulunmustur.
Giiglii biyofilm olusturan izolatlarin ¢ogu saf grupta yer almaktadir. Biyofilm olusturma
oranlar1 C. striatum, C. amycolatum ve C. afermentans izolatlar1 i¢in sirasiyla; %42,6, %35,3,
%28 idi. C. amycolatum izolatlarinin %20,6’s1 giiclii biyofilm olusturmustur. Literatiire
bakildiginda degerlendirilen klinik 6rnek tiirline ve Corynebacterium tiirline gore biyofilm
olusum oranlarinda farkliliklar gézlenmektedir. Biyofilm olusumunun katater, yabanci cisim
enfeksiyonlar1 basta olmak iizere bir¢ok enfeksiyona sebep olabilmesi, ila¢ direnci,
dezenfektanlara direng gibi konularda 6nemli role sahip olmast nedeniyle Corynebacterium
nedenli enfeksiyonlarda, 6zellikle tedavi seciminde, biyofilm olusturma potansiyeli de akilda

tutulmalidir.

Hem antibiyotik diren¢ oranlarina hemde biyofilm olusturma oranlarina bakildiginda
kiiltirde etken ile birlikte iireyen Corynebacterium’larin saf kiltiir olarak iireyen
Corynebacterium’lar ile benzer Ozellikler gosterdigi, iki grubun da polimikrobiyal olarak
ireyen Corynebacterium’lardan daha yiliksek oranda biyofilm yaptig1 ve antibiyotik direng
oranina sahip oldugu gorilmiistiir. Sadece saf olarak tireyen Corynebacterium’lar degil baska
bir patojen oldugu diisliniilen bakterinin yaninda iireyen Corynebacterium’larin da dikkate
alinmasi gerektigi diistintilmustiir. C. striatum, C. amycolatum ve C. afermentans izolatlarinda
biyofilm olusumlar1 ve antibiyotik diren¢ oranlarina bakildiginda Ozellikle bu tiirlerin
kontaminasyon olarak gozardi edilmemesi, ¢oklu ilag direnci profiline sahip olabilmeleri

nedeniyle tiir tayini yapilmasi ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin ¢alisilmasi gereklidir.

Bakterilerde hiicre-hiicre iletisimi sinyal molekiilleri aracilifiyla saglanmaktadir.
Bakteri sayis1 arttik¢a hiicre disina salinan sinyal molekiillerinin sayisi da artmakta ve bu artis

algilanabilmektedir. Bakterilerin, belli bir yogunlukta bu sinyalleri algilayarak cesitli
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davraniglar sergilemesi “¢ogunlugu algilama” veya “Quorum-sensing (QS)” olarak
adlandirilmaktadir. QS mekanizmasi ile bakteriler kendi cevresini izlemekte, popiilasyon
yogunlugu hakkinda bilgi almakta ve bu bilgileri yeri gelince gen ifadesini diizenlemede
kullanmaktadirlar (96,97). QS siireci sirasinda, sinyal molekiilleri yeni bakteri reseptorlerine
baglanir ve tek bir bakteri tiirli icinde ve tiirler aras1 iletisimi saglayan farkli bakteri tiirleri
arasinda genlerin transkripsiyonuna yol agar (98). Bunun yami sira viriilans faktorleri,
dezenfektan toleransi, spor olusumu, toksin iiretimi, hareketliligin diizenlenmesini gibi hiicresel
streclerde de etkilidir (99,100). QS inhibitorleri biyofilm olusumunu engellediginden ve
bakteriyel viriilans1 azalttigindan, patojenlerin biyofilm olusumunu inhibe etmek ve bakteriyel
enfeksiyonu kontrol etmek i¢in iyi bir hedef saglamak i¢in ideal bir arag olarak kabul edilirler
(101). Bu nedenle bilim insanlar1 antibakteriyel tedaviye alternatif olarak, terapotik amagh
kullanilabilecek antibiyofilm ve anti-QS molekiillerin arayisindadirlar (102,103). Dogal
biyolojik aktif bilesiklerin en 6nemli kaynaklarindan biri de mikroorganizmalardir (104).
Yapilan ¢alismalar, ¢esitli bakteri topluluklarindan elde edilen ve biyolojik etkiye sahip farkli
kimyasal bilesenlerin patojen mikroorganizmalar {izerinde etkili olabilecegini gostermektedir
(102). Yeni tedavi alternatiflerinin arastirildigi siiregte, bu durum antimikrobiyal etkili
bilesenler disinda antibiyofilm veya anti-QS aktivite gibi farkli mekanizmalarla da terapotik
etkinlik saglanabilecegini gostermektedir (105).

Ataei (106) farnesol ve tyrosol’un Candida albicans quorum sensing mediyatorii olarak
Pseudomonas aeruginosa’nin iremesi lizerinde olan etkileri plak absorbans ve hiicre canlilik
deneylerinde arastirdigt tez c¢aligmasinda, farkli konsantrasyonlarda inhibisyon etkileri
oldugunu belirtmistir. Singh ve ark (107) Pseudomonas aeruginosa'da quorum sensing ile
kontrol edilen viriilans faktorii {iretimini azaltarak Delftia tsuruhatensis ekstraktinin anti-
quorum sensing ve anti-biofilm aktivitesini arastirdiklar1 ¢caligmalarinda; bakteriyel ekstraktin
anti-cekirdek algilama aktivitesi sergiledigini ve Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm
olusumunu inhibe ettigini belirtmiglerdir. Hardy ve ark (108) normal nazal mikrobiyotanin
ortak bir iiyesi olan Corynebacterium pseudodiphtheriticum'un, metisilin direncli S. aureus
(MRSA) dahil olmak tizere S. aureus'a kars1 temastan bagimsiz bakterisidal aktiviteye aracilik
ettiklerini belirtmislerdir. Raissa ve ark (62) Actinomycetes izolatlarinin biyoaktif bilesiklerinin
Vibrio harveyi, Aeromonas hydrophila ve Streptococcus agalactiae gibi suda yagayan patojenik
bakterilerin biyofilm yapisina karsi etkisi ve anti-quorum sensing aktivitesini arastirdiklar
calismalarinda; Actinomycetes izolat1 tarafindan {retilen ekstraktlarin (20 mg/mL),

Chromobacterium violaceum’ a (vahsi tip) kars1 anti-quorum sensing aktivitesi gosterdigini ve
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bu ekstraktlarin ¢ogu, test edilen tiim patojenik bakteri biyofilm yapisini inhibe edici etkisinin
oldugunu bellirtmislerdir.

Miao ve ark (64) deniz suyu orneginden izole edilen aktinomisetlerinin anti-quorum
sensing aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 56 morfolojik farkli sustan, 5
susun Chromobacterium violaceum 12472'nin violacein tiretimine karsi anti-quorum sensing
aktivitesi sergiledigi bulmuslardir. Yiiksek derecede aktif bir sus olan HY026, 16S rDNA
sekans analizi ve morfolojik oOzelliklere dayanarak Streptomyces parvulus olarak
tanimlanmiglar ve HYO026'min dort bakterinin  (Pseudomonas aeruginosa PAOI1,
Staphylococcus aureus 95005, Micrococcus luteus 95006 and Ruegeria sp. 01008) biyofilm
olusumunu 6nemli 6l¢iide inhibe edebildigini gostermislerdir.

S. aureus virtilansi, kapsamli bir sekilde incelenmis olan quorum-sensing kontrollii bir
aksesuar gen regiilator (agr) genetik lokusunun ekspresyonundan biiyiik 6lciide etkilenir.
Ramsey ve ark. (109) S. aureus'un Corynebacterium spp. 1ile etkilesimlerinin S.
aureus virillansin1  azalttigin1  varsayarak bunu, bir cilt ve nazal kommensal
olan Corynebacterium striatum ile in vitro mono- versus kokiiltiir sirasinda S. aureus gen
ekspresyonundaki degisiklikleri test ederek arastirmislardir. C. striatum ile biiylime, S.
aureus'ta agr QS sistemi tarafindan indiiklenen bir¢cok genin ekspresyonunu azaltmak i¢in
yeterli oldugunu bulmuslardir. C. striatum'a maruz kalan S. aureus’un, epitel hiicrelerine
artan adezyon sergiledigini, bunun kommensal bir durumu yansittigini ve viriilansin
zayiflamasmni  yansitan  hemolizin  aktivitesini = azalttigin1i  goérmislerdir. S.
aureus'un kommensal Corynebacterium tiirlerine maruz kaldiginda viriilanstan kommensal bir
duruma gectigi sonucuna varmislardir.

Menberu ve ark (110) C. accolens’in Kronik rinosiniizit hastalarinin izole edilen S.
aureus ve metisiline direncli S. aureus patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislardir. Kontrol deneklerin nazal siirlintiilerinden 10 adet C. accolens izole edilen
calismada, C. accolens kiiltlir siipernatantlarini, sekiz S. aureus, sekiz MRSA veS.
aureus ATCC25923 susuna kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agisindan test etmislerdir. Calisma
sonucunda C. accolens’in, hem planktonik hem de biyofilm formlarinda S. aureus ve
MRSA’lara kars1 antimikrobiyal aktivite sergiledigini belirtmislerdir.

Kivang ve ark (111) okiiler yiizey patojenlerine kars1 probiyotik laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda okiiler yiizeyden elde
edilen 12 patojen bakterinin biyofilm olusturdugunu, bunlarin %58'inin  Bacillus
spp., %17'sinin Pseudomomas spp. oldugunu ve probiyotik laktik asit bakterilerinden L.

pantarum, L. rhamnosus, L. brevis, L. acidophilus’un antibiyofilm etkili oldugunu bulmuslardir.
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Benli Yardimec1 (105) toprak orneklerinden izole edilen Bacillus sp. metabolitlerinin
antibakteriyel, antibiyofilm ve anti-quorum sensing aktivitelerinin arastirdig1 tez ¢alismasinda
55 adet Bacillus sp. izolatina ait supernatant ornekleri kullanilmistir. Calismada test edilen
izolatlardan bir tanesinin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu iizerinde, farkli bir
izolatin da Staphylococcus aureus ATCC 25923 test bakterisi iizerinde antibakteriyel etkisi
saptanmistir. Bazi izolatlarin Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 susuna kars1 %3,96 ile
%92,58 arasinda, Pseudomonas aeruginosa PAO1 susuna karsi da %0,64 ile %78,96 arasinda
degisen biyofilm inhibisyon oranlar1 gosterdigi belirlenmistir. Sadece bir izolat supernatantinin
bakteriyel iletisim molekiilii olan AHL {izerinde inhibe edici etkisinin oldugunu
saptanmislardir. Raheel (112) 2022 yilinda yaptigi tez calismasinda vajinal kaynakli
Lactobacillus spp. suslarindan elde edilen ekzapolisakkaritlerin (EPS) antibiyofilm ve anti-
quarum sensing aktivitelerini aragtirmistir. Calisma sonucunda laktik asit bakterileri kokenli
EPS’lerin gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, en giiclii antimikrobiyal etkinlige sahip
susun L. casei suguna ait EPS oldugunu belirlemistir. Saf EPS 6ziitlerinin anti-biyofilm anti-
quarum sensing aktivitelerini belirlemistir. Saf EPS’lerin meme kanser hiicre hatti hiicreleri
iizerindeki anti-proliferatif etkilerinin oldugunu da belirtmistir.

Literatiir tarandiginda laktobasil, bacillus gibi flora bakterilerinin, Actinomycetes,
Streptomyces gibi ¢evreden izole edilmis bakterilerin anti-quorum sensing aktiviteleri
arastiritlmig, ancak floramizda bulunan Corynebacterium tiirleri ile ilgili ¢alismalara
bakildiginda C. striatum’un S. aureus’un agr QS sistemi etkisinin bakildigi ¢alisma diginda anti-
quorum sensing ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu durum Corynebacterium tiirlerinin antigs
aktivitesi konusunda merak uyandirmistir. Calisamamizda izolat ekstraktlarinin anti-quorum
sensing aktivitesi goriilmemistir ancak bes adet izolat ekstraktinin antimikrobiyal etkisi
gozlenmesi degerlidir. Yapilan ¢aligmalar tarandiginda C. accolens 'in kiiltiir siipertanantlarinin
antimikrobiyal etkisi oldugu bildirilmistir. Calismamizda ise antimikrobiyal etki g6zlenen

bakteri ekstraktlarinin dort tanesi C. amycolatum bir tanesi ise C. afermentans’ a aitti.
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6. SONUCLAR

1. Calismamizda izolatlarin kiiltiirdeki iireme sekline gore saf, etken ile birlikte ve
polimikrobiyal gruplara ayrilarak saf olarak tiremeyen Corynebacterium tiirlerinin patojenik
potansiyeli hakkinda fikir sahibi olunabilecegi diistiniilmiistiir.

2. Yapilan bir¢ok calisma ile uyumlu olarak C. striatum, C. amycolatum ve C. afermentans en
sik izole edilen tiirler olmustur.

3. Calismamizda, laboratuvara enfeksiyon siiphesi nedeniyle gonderilen klinik 6rneklerden
izole edilme siklig1 olarak DTA ve idrar 6rneklerinde izolasyon sikligi istatistiksel olarak
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur.

4. Klinik olarak enfeksiyon siiphesi olan hastalardan izole edilen etken olma olasilig1 yiiksek
olabilecek korinebakterium izolatlarinin yogun bakim servislerinden gelen drneklerde yiiksek
oranda izole edilmesi degerlidir.

6. Steril viicut siviarindan yapilan kiiltiirlerde C. amycolatum iiremelerinin goriilmesi,
izolatlarin %35,3 oraninda biyofilm olusturmasi, apse, yara gibi 6rneklerde goriilen iiremelerin
muhtemel etken olarak diistiniilmesi gerektigini gostermistir.

8. Ozellikle yurt iginde yapilan galismalarla uyumlu olarak C. striatum izolatlarinda penisilin,
klindamisin, siprofloksasin, moksifloksasin ve rifampisin C. amycolatum izolatlarinda
penisilin, siprofloksasin ve klindamisin, C. afermentans izolatlarinda ise penisilin, klindamisin,
siprofloksasin ve moksifloksasin diren¢ oranlart %80 nin lizerinde bulunmustur.

9. Rifampisin ve tetrasikline karsi diren¢ orani polimikrobiyal grupta dier gruplara gore
anlamli sekilde diisiik olarak saptanmis olup en yiiksek direng oranlar1 penisilin, klindamisin,
siprofloksasine kars1 gériilmiistiir.

10. Tiim izolatlar vankomisine duyarli bulunmustur. Baz1 suslarda MIK degerlerinin yiiksek
cikmasi tedavi dozuna yon vermesi agisindan vankomisin direncinin arastirilmasinda sivi
mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasinin daha uygun olabilecegini diislindiirmektedir.

11. Literatiir tarandiginda hemen hemen biitiin Corynebacterium izolatlar1 linezolide karsi
duyarl bulunmusken sadece bir ¢alismada direngli sus rapor edilmistir, bu durum ¢alismamizin
linezolid direngli Corynebacterium ( C. afermentans) bildiren ikinci c¢alisma oldugunu
gostermektedir.

12. Hem antibiyotik diren¢ oranlarina hemde biyofilm olusturma oranlarina bakildiginda
kiiltirde etken ile birlikte iireyen Corynebacterium’larin saf kiiltiir olarak iireyen
Corynebacterium’lar ile benzer oOzellikler gosterdigi, iki grubun da polimikrobiyal olarak
tireyen Corynebacterium’lardan daha yiliksek oranda biyofilm yaptig1 ve antibiyotik direng

oranina sahip oldugu goriilmiistiir. Saf olarak tireyen Corynebacterium’lar ile birlikte bagka bir
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patojen oldugu diisiiniilen bakteri ile birlikte iireyen Corynebacterium’larin da dikkate alinmasi
gerektigi digiiniilmiistiir.
13. C. striatum, C. amycolatum ve C. afermentans izolatlarinda biyofilm olusumlar1 ve
antibiyotik diren¢ oranlarina bakildiginda 6zellikle bu tiirlerin kontaminasyon olarak gézardi
edilmemesi, ¢oklu ilag direnci profiline sahip olabilmeleri nedeniyle tiir tayini yapilmasi ve
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin ¢alisilmasi gereklidir.
14. Literatiir tarandiginda laktobasil, bacillus gibi flora bakterilerinin, Actinomycetes,
Streptomyces gibi ¢evreden izole edilmis bakterilerin anti-quorum sensing aktiviteleri
arastirilmis, ancak Corynebacterium tiirleri ile ilgili; C. striatum’un S. aureus’un agr QS sistemi
etkisinin bakildig1 ¢aligma disinda anti-quorum sensing ¢alismasina rastlanilmamistir.
Calismamizda izolat ekstraktlarinin anti-quorum sensing aktivitesi goriilmemistir ancak bes
adet izolat ekstraktinda antimikrobiyal etki gézlenmistir. Calismamizda ise antimikrobiyal etki
gozlenen bakteri ekstraktlarinin dort tanesi C. amycolatum bir tanesi ise C. afermentans’ a aittir.
Sonu¢ olarak floramizda bulunan ¢ogunlukla kontaminant olarak disiiniilen
korinebakterilerin ayn1 zamanda enfeksiyon etkeni olmasi ve biyofilm gibi nozokomiyal
enfeksiyonlarda onemli olan virulans faktdrlerinin bulunmasi nedeniyle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda daha dikkatli degerlendirilmesi gereken bir tiir oldugu akilda bulunmalidir.
Ayrica kornebakterilerin antimikrobiyal etkilerinin olmasi nedeniyle bu etkinin flora
bakterilerini baskilayarak virulansini artirmada mi yoksa patojen bakterileri baskilayarak
enfeksiyon olusumunu 6nlemede mi roliiniin oldugunun belirlenmesi i¢in ileri ¢alismalar

yapilmasi gerekmektedir.
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