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OZET

Corynebacterium, korineform bakteriler i¢inde en fazla tiire sahip olan cinstir ve
elliden fazla tiirtiniin hastalik yapma potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Cilt ve mukéz
membranlarda normal flora elemani olarak bulunan bu Gram pozitif basiller insanlarda
bakteriyemi, endokardit ve pnomoni gibi cesitli enfeksiyonlarda etken olarak
bildirilmislerdir. Corynebacterium tiirlerinde gelismekte olan antibiyotik direnci,
korineform bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasin1 ve antimikrobiyal direng
paternlerinin izlenmesini gerekli kilmistir. Bu ¢aligma ile kan ve kateter kiiltiirlerinde
tireyen korineform bakterilerin farkli yontemlerle tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin ¢alisilmasi amaclanmustir.

Agustos 2015 — Ocak 2017 tarihleri arasinda, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina c¢esitli servislerinden
gonderilmis kan ve kateter kiiltliirli Ornekleri incelenmistir. Turicella otitidis veya
Corynebacterium mucifaciens olarak tanimlanan 46 izolat caligmaya dahil edilmistir.
Ureme saptanan kan ve kateter kiiltiirii 6rnekleri MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization Time Of flight Mass Spectrometry, bioMérieux, Fransa) ve
VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemleriyle c¢alisilmistir.
Izolatlara ek olarak katalaz, DNaz ve CAMP testleri yapilmus, ayrica tiim izolatlar 16S
rRNA gen dizi analizi yontemiyle tanimlanmistir. Calisma kapsamindaki izolatlarin
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla CLSI o6nerileri dogrultusunda
gradyan serit yontemi (E-test, bioMérieux, Fransa) kullanilmistir.

Calisma kapsamindaki 46 izolattan biri MALDI-TOF MS ile C. mucifaciens
olarak tanimlanmis ancak 45 izolat bu sistemle tanimlanamamistir. MALDI-TOF MS
ile C. mucifaciens olarak tanimlanan izolat VITEK 2 Compact otomatize sistemiyle
tanimlanamamis, MALDI-TOF MS ile tanimlanamayan 45 izolat ise VITEK 2 Compact
ile T. otitidis olarak tanimlanmistir. MALDI-TOF MS tanimlama sonucu C. mucifaciens
olan izolat, dizi analizi sonucunda C. mucifaciens olarak adlandirilmistir. VITEK 2
Compact sistemle 7. ofitidis olarak tanimlanmis 45 izolat ise 16S rRNA gen dizi analizi
sonucunda C. mucifaciens/C. afermentans spp. olarak tanimlanmistir. Bu iki bakterinin

DNA dizi analizi sonuglart %98.5 oraninda benzerlik gosterdiginden ayrim saglamak



icin konvansiyonel testler yapilmistir. Sonug olarak 45 izolatin tamami C. afermentans
subsp. afermentans olarak tanimlanmistir.

Antibiyotik duyarlilik test sonuclarina gore C. mucifaciens olarak tanimlanan
izolatin penisilin, vankomisin, daptomisin ve trimetoprim/sulfometoksazol (TMP-SMX)
antibiyotiklerine duyarli oldugu, eritromisin ve klindamisin antibiyotiklerine ise direngli
oldugu belirlenmistir. C. afermentans subsp. afermentans olarak tanimlanan 45 izolatin
ise tamami penisilin, eritromisin ve klindamisine direngli, vankomisin ve daptomisine
ise duyarli bulunmus; TMP-SMX duyarliligi ise izolatlar arasinda degiskenlik
gostermistir.

Tez c¢alismamizda difteroid basil enfeksiyonlarina bagli mortalite ve
morbiditenin engellenmesi amaciyla cesitli tanimlama yontemlerinin karsilastirilmasi
yapilmigtir. Gliniimiizde hizli tan1 amaciyla mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otomatize
sistemlerin kullanim1 olduk¢a yayginlasmis ve pek cok merkezde konvansiyonel
yontemlerin yerini almistir. Ancak calismamizda da goriildiigii tizere hizli ve dogru
tanimlama ic¢in otomatize sistemlerle konvansiyonel yontemlerin birlikte kullanilmasi
gereklidir. Ayrica izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik profilleri calisilarak
tiirlere 6zgli antibiyotik duyarlilik profillerine katkida bulunulmaya c¢aligiimistir.

Anahtar Kelimeler: C. afermentans, C. mucifaciens, T. otitidis, VITEK 2 Compact
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SUMMARY

Corynebacterium, has the most type of species among coryneform bacteria and
it is believed that more than fifty species has a potential to cause disease. These Gram
positive bacilli, which are normal flora elements in skin and mucous membranes, have
been reported as causative agents in various infections such as bacteriemia, endocarditis
and pneumonia in humans. Furthermore the developing antibiotic resistance in
Corynebacterium spp. has been required coryneform bacteria to be defined to the
species level and to monitor the antimicrobial resistance patterns. In this study, it was
aimed to identify coryneform bacteria isolated from blood cultures with different
methods and investigate antibiotic susceptibility tests.

Between August 2015 - January 2017, blood and catheter culture samples sent to
the Clinical Microbiology Laboratory of Hacettepe University Faculty of Medicine
Hospital from various services were examined. 46 isolates identified as Turicella
otitidis or Corynebacterium mucifaciens were included in the study. The growth
detected blood and catheter culture samples were analyzed in Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization and Time Of flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS,
bioM¢érieux, France) and VITEK 2 Compact (bioM¢érieux, France) automated systems.
In addition to isolates, catalase, DNase and CAMP tests were performed, and all isolates
were identified by 16S rRNA gene sequencing. The gradient strip method (E-test,
bioM¢érieux, France) was used to determine the antibiotic susceptibilities of the isolates
in the study in line with the CLSI recommendations.

One isolate of 46 isolates was identified as C. mucifaciens with MALDI-TOF
MS, but 45 isolates were not identified with this system. The isolate identified as C.
mucifaciens with MALDI-TOF MS was not identified with the VITEK 2 Compact
automated system and 45 isolates not identified with MALDI-TOF MS were identified
as T. otitidis with VITEK 2 Compact. The isolate identified by MALDI-TOF MS as C.
mucifaciens was identified as C. mucifaciens by sequence analysing. 45 isolates
identified as 7. otitidis by the VITEK 2 Compact system were identified as C.
mucifaciens/C. afermentans spp. by sequence analyse. Since DNA sequencing results of

these two bacteria showed 98.5% similarity, conventional tests were performed to
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differentiate. As a result, all 45 isolates were identified as C. afermentans subsp.
afermentans.

According to the results of antibiotic susceptibility tests the isolate identified as
C. mucifaciens were found to be sensitive to penicillin, vancomycin, daptomycin and
trimethoprim/sulfamethoxazole  (TMP-SMX) antibiotics, while resistant to
erythromycin and clindamycin antibiotics. 45 isolates identified as C. afermentans
subsp. afermentans were all resistant to penicillin, erythromycin and clindamycin,
susceptible to vancomycin and daptomycin; sensitivity to TMP-SMX varied between
isolates.

In out tesis study various methods have been compared to prevent mortality and
morbidity due to diphtheroid bacillary infections. Today, the use of automated systems
in microbiology laboratories has become widespread for the purpose of rapid diagnosis
and has been replaced by conventional methods in many centers. However, as seen in
our study, it is necessary to use conventional methods together with automated systems
for fast and accurate identification. In addition, antimicrobial susceptibility profiles of
isolated bacteria have been studied to contribute to species specific antibiotic

susceptibility profiles.

Key Words: C. afermentans, C. mucifaciens, T. otitidis, VITEK 2 Compact
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1. GIRIS VE AMAC

Corynebacterium, korineform grup bakterilerdendir ve ilk olarak Lehmann &
Neumann tarafindan 1896 yilinda tanimlanmistir (1). Korineform bakteriler tanimi,
Corynebacterium ve diger diizensiz sekilli, sporsuz, hareketsiz, Gram pozitif basilleri
tanimlamak i¢in kullanilir. Korineform bakteriler denildiginde Corynebacterium,
Arcanobacterium, Brevibacterium ve QOerskovia akla gelen bakteri gruplaridir (2).
Corynebacterium, korineform bakteriler icerisinde en fazla tiire sahip olan cinstir ve
kendi i¢inde alt gruplara ayrilmistir. Glinlimiizde tanimlanmis yiiz on iki tiir, on bir alt
tiiri bulunmaktadir ve bu tiirlerin yarisindan fazlasinin hastalik yapici potansiyeli
oldugu ileri siiriilmektedir (3). Corynebacterium nonfermenter grubu 1 (ANF-1), ilk
kez 1981 yilinda CDC (Centers for Disease Control and Prevention) tarafindan
tanimlanmistir. Bu gruptaki bakteriler hicbir sekerden asit iiretmeyen ve iireaz
aktiviteleri de olmayan pleomorfik Gram pozitif basillerdir (4). ANF-1 grubu bakteriler
basta kan, kulak ve deri olmak iizere cesitli klinik orneklerden izole edilmistir.
Corynebacterium afermentans subsp. afermentans ve C. afermentans subsp. lipophilum
ANF-1 grubundaki bakterilerdir (5). Turicella otitidis ise bu bakterilere biyokimyasal
acidan c¢ok benzediginden “’ANF-1 benzeri bakteri’’ olarak adlandirilmistir ve siklikla
kulak 6rneklerinden izole edilmistir (6). C. mucifaciens ise kan, yara, eklem sivilarindan
izole edilmistir ve ANF-1 grubuna dahil degildir. Ayrica C. mucifaciens, C.
afermentans ile  %98.5 oraninda filogenetik benzerlik gostermektedir (7).
Corynebacterium tiirleri genellikle deri ve miikoz membranlarda normal flora elemant
olarak bulunurlar (8).

Giliniimlizde hizli tan1 amaciyla mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otomatize
sistemlerin kullanim1 olduk¢a yayginlasmis ve pek cok merkezde konvansiyonel
yontemlerin yerini almistir. Kiiltiirlerde lireyen bakterilerin hizli ve dogru tanisinin
yapilmasi, hastaya uygulanacak olan tedavinin yonlendirilmesi acisindan biiyilk 6nem
tasimaktadir. Korineform bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilmasi hastane ve hasta popiilasyonuna gore veri tabani
olusturulmas1 ag¢isindan son derece Onemlidir. Ayrica Corynebacterium tiirlerinde

gelismekte olan antibiyotik direnci, korineform bakterilerin tiir diizeyinde



tanimlanmasin1 ve antimikrobiyal direng paternlerinin siirekli izlenmesini gerekli
kilmagtir.

Bu ¢alismanin amaci, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen kan ve kateter kiiltiirii oOrneklerinden izole edilen C.
afermentans ve C. mucifaciens bakterilerinin erken ve dogru tanimlanmasinda MALDI-
TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of flight Mass
Spectrometry, bioMérieux, Fransa) ve VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistemleri ile konvansiyonel yontemleri karsilastirmak ve tiirlere 06zgii
antibiyotik duyarlilik paternleri gradyan serit (E-test) yontemi ile saptamaktir. Tiir
tanimlamasinda elde edilen sonuglarin dogrulugunu teyit etmek amaciyla 16S rRNA
gen dizi analizi yapilmstir.

Cilt florasinda bulunmasi nedeniyle bu bakterilerin hastalara ait klinik
orneklerden izole edilmeleri siklikla kontaminasyon olarak diisiiniilmektedir. Ancak
difteroid basillerin patojen olarak raporlandigi pek cok vaka bulundugundan, bu
bakteriler potansiyel patojen olarak akilda tutulmalidir. Bu calisma ile hastalarda
enfeksiyon etkeni olup morbidite ve mortaliteye neden olabilen korineform bakterilere
dikkat c¢ekilmek istenmistir. Hizli ve dogru tanimlama icin farkli ydntemlerin

karsilastirilmast yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Korineform bakteriler diizensiz sekilli, sporsuz, hareketsiz, aerobik veya
fakiiltatif anaerobik, Gram pozitif basillerdir. Bu bakteriler kemotaksonomik
ozelliklerine gore siniflandirilmistir. 16S rRNA gen dizi analizleriyle yapilmis olan
filogenetik calismalar da, bu siniflandirmaytr dogrulamaktadir (2). Basiller tekli,
birbirine paralel ¢izgiler seklinde veya ’V’’ seklinde ¢iftler halinde bulunabilir. Bu
organizmalar grubu mikroskobik goriiniimlerinden dolayr Cin harflerine
benzetilmiglerdir (9). Dogada yaygin olarak bulunan bu bakteriler, cilt ve miikoz

membranlarin baskin flora elemanlari arasinda yer alirlar (10).

2.1.Tarihce

Corynebacterium  tiirlerinden ilk olarak kesfedilen Corynebacterium
diphteria’dir. 1821 yilinda Fransa’da goriilen bir epidemi sonrasi Pierre Bretonneau
tarafindan klinik 6zellikleriyle tariflenmistir. 1826°da ise difteri hastalig1 etkeni olarak
adlandirilip, tip literatliriine girmistir. 1883 yilinda Klebs difteri basilini kesfetmis,
1884°’te Loeffler basili saf kiiltiir olarak izole etmistir. 1896 yilina gelindiginde
Lehmann ve Neumann, Corynebacterium cinsini tanimlayarak, morfolojik a¢idan difteri
basiline benzeyen bakterileri bu cins i¢ine dahil etmislerdir (1). “’Coryne’” kelimesi eski
yunanca kokenli bir kelime olup topuz seklinde bakteriler demektir. Ancak bu goriinlim
sadece Corynebacterium tiirlerinin 6zelligi olup, tiim korineform bakteriler i¢in gecerli
degildir (2). Korineform bakteriler arasinda en fazla tiire sahip olan Corynebacterium
cinsidir (7). Giiniimiizde tanimlanmis yiiz on iki tiir, on bir alt tiirii bulunmaktadir ve bu

tiirlerin yarisindan fazlasinin hastalik yapici potansiyeli oldugu ileri stiriilmektedir (3).

2.2. Taksonomi

Klinik 6rneklerden izole edilen difteroid bakterilerin dogru tanimlanmasi, bu
bakterilerin  taksonomisinin  dogru  sekilde yapilmis olmasina baghdir.
Taksonomistler arasinda “’korineform’ terimi, *’difteroid’’ teriminden daha yaygin

kullanilmaktadir. Korineform bakteriler terimi aerobik veya anaerobik, aside direncli



boyanmayan, dallanmayan ve spor icermeyen pleomorfik Gram pozitif basiller i¢in
kullanilir (8). Kapsiilsiiz ve hareketsiz bakterilerdir. Korineform bakterilerin
taksonomisinde aminoasitler, sekerler, yag asitleri ve mikolik asitler gibi hiicre duvar
bilesenleri yaninda izoprenoid kinonlar, sitokromlar ve niikleik asitlerden de
faydalanilmistir. Niikleik asit hibridizasyonu farkli mikroorganizmalar arasindaki
akrabalig1 saptamak amaciyla kullanilmistir. DNA-DNA hibridizasyonundan sonra
DNA-rRNA hibridizasyonu, birbirleriyle benzerligi fazla olan mikroorganizmalari
ayirmada daha basarili bulunmustur (11). Taksonomide kullanilan son yaklagim ise
binden fazla niikleotidin dizilenmesine olanak saglayan 16S rRNA dizi analizidir
(12). Corynebacterium cinsinin hiicre duvart mezo-diaminopimerik asit ve
arabinogalaktan yaninda kisa zincirli mikolik asit, dihidrojene menokinonlar (8-9
izopren lnitesi) ve yaklasik %51-%63 G+C (guanintsitozin) araliginda DNA baz
bilesimi ile karakterizedir. Hiicre duvar bilesimi ve lipit kompozisyonuna gore
Corynebacterium cinsi, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus ve Caseobacter

cinsleri ile yakindan iligkilidir (6).

2.3. Tamimlamada Kullanilmis Yontemler

Klinik orneklerden izole edilen korineform bakteriler ilk kez 1981 yilinda,
Hollis ve Weaver tarafindan, CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
Ozel Bakteriyoloji Laboratuvarlarinda (Atlanta, Georgia, ABD) sistematik olarak
incelenmis ve rutin laboratuvarlarda uygulanabilecek pratik ve giivenilir bir sistem
olan “’Gram Pozitif Basilleri Tanimlama Algoritmas1’’ gelistirilmistir. Bu tanimlama
rehberi, klinik izolatlar1 tanimlamak isteyen mikrobiyologlar i¢in ¢ok degerli bir
kaynak olarak kullanilmig, ayn1 zamanda korineform bakterilerin sonraki taksonomik
arastirmalart i¢in de temel niteligi olusturmustur. Gelistirilen algoritmaya gore
katalaz; tireaz; eskiilin hidrolizi; glikoz, maltoz, siikroz, mannitol fermentasyonu;
jelatin hidrolizi; nitrat rediiksiyonu; hareket; pigment olusumu; Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) B-hemolizin iireten susu ile CAMP reaksiyonu vermesi gibi
ozelliklerin tanimlamada kullanilmasi anahtar role sahiptir (4). Bu sistem modifiye
edilerek 1990’larin baglarinda API (RAPID) Corynestrip (API bioMe rieux, La-

Balme-les-Grottes, Fransa) gelistirilmistir. Calisma prensibi olarak karbonhidrat



fermentasyon reaksiyonlarini dlgen enzimatik testler iceren bu sistem 37°C’de 24
saat (baz1 durumlarda 48 saat) inkiibasyon sonrasi1 degerlendirilmekteydi. Daha sonra
gelistirilen Biolog sistem (Biolog, Hazelwood, Kaliforniya), tanimlamada API
Coryne sisteminden farkli metotla karbon kaynaklar tiiketim reaksiyonlarini test
etme prensibiyle ¢alismaktaydi ve 4 saatlik inkiibasyon sonrasi pek ¢ok takson igin
giivenilir sonuglar vermekteydi (13, 14). Kdmpfer tarafindan gelistirilen florojenik
substratlarin kullanildig1 glikozidaz testleri tanimlama igin yiizlerce fenotipik testin
yapilmasini gerektirdiginden rutin klinik laboratuvarlarda pek kullanilamamaistir (15).
Aslinda tanimlama i¢in en gilivenilir parametrenin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tiirliniin tayini oldugu, en yaygin kabul edilen goriistii (16). Bu nedenle tanimlamada
hiicre duvar analizi yapabilecek yontemler de arastirilmistir. 1991 yilinda hiicresel
yag asitleri (CFA-Cellular Fatty Acid) paternlerini gaz kromatografisi ile analiz
etmeye yonelik bir test olan Sherlock sistemi (MIDI-Microbial Identification,
Newark, Delaware, ABD) gelistirilmistir (17). Hiicre duvarindaki mikolik asitlerin,
yiiksek performans sivi kromotografisi yontemiyle saptanmasi ve buna gore tiir
tanimlamasi yapilmasi yontemi oldukc¢a basarili sonuglar vermistir (18). 1994 yilinda
ise von Graevenitz ve arkadaslar1 tarafindan korineform bakteri tanimlamasinda
biyokimyasal 6zellikler, CFA paternleri ve hiicre duvar analizlerini igeren polifazik
bir yaklagim ortaya koyulmus ve pek ¢ok mikrobiyolog i¢in 6nemli bir algoritma
gelistirilmistir  (19). Molekiiler yontemlerin gelistirilmesiyle c¢ogaltilmis 16S
rDNA’nin restriksiyon analizi yapilarak Corynebacterium 1izolatlarinin genetik

tekniklerle tiir diizeyinde tanimlanmas1 gerceklestirilmistir (20).

2.4. Korineform Bakteriler ve Simiflandirma

Corynebacterium tiirlerinin ortak 6zellikleri su sekildedir; diizensiz sekilli,
sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, katalaz enizimi
tasiyan, oksidaz enzimine sahip olmayan, siklikla hiicre duvarinda mikolik asit
bulunan Gram pozitif basillerdir (21). Corynebacterium tiirleri mikroskop altinda diiz
veya hafif kivrik morfolojideki konik uclu basiller, bazen bir ucu kalin sopa
goriiniimiindeki formlar, boliiniirken kirilmalar sonucu olusan acgili veya ¢it seklinde

dizilimler seklinde goriilebilirler. Bazi tiirlerinde ise metakromatik graniil olusumu



goriillir, baz1 hiicreler ise Gram boyasiyla homojen olarak boyanmayabilir (22).
Temel olarak nonlipofilik-nonfermentatif korinebakteriler, nonlipofilik-fermentatif

korinebakteriler ve lipofilik korinebakteriler olarak ii¢ baslik altinda incelenebilirler.

Tablo 1. Korinebakterilerin Siniflandirilmasi

Nonlipofilik-Nonfermentatif ~ Nonlipofilik-Fermentatif Lipofilik

Korinebakteriler Korinebakteriler Korinebakteriler
C. afermentans subsp. C. amycolatum C. accolens
afermentans
C. auris C. argentoratense C. af ern?entai?s
subsp. lipophilum
C. propinquum C. diphteria C. bovis
C. pseudodiphtericum C. glucuronolyticum C. jeikeum
C. matruchotii C. macginleyi
C. minitissimum C. urealyticum
o o CDC korineform
C. mucifaciens
grup F-1
CDC korineform
C. ulcerans
grup G
C. pseudotuberculosis C. genitalium
C. xerosis C. pseudogenitalium
C. striatum C. tuberculostearicum

C. afermentans subsp. afermentans: Nonlipofilik-nonfermentatif
korinebakterilerdendir. 1981 yilinda Hollis ve Weaver tarafindan “°CDC Tibbi
Onemi Olan Gram Pozitif Mikroorganizmalar Rehberi” icerisinde tanimlanmis pek
cok taksondan biri de grup ANF-1 (coryneform absolute nonfermenting group 1
bacteria) bakterilerdir (5). Turicella otitidis ve C. auris, C. afermentans‘a
benzerliklerinden dolayr “’Grup ANF-1 benzeri bakteri’’ olarak adlandirilmislardir
(23). Grup ANF-1 bakteriler hi¢cbir sekerden asit iiretmeyen, iireaz aktivitesi de
olmayan pleomorfik Gram pozitif basillerdir. CDC Ozel Bakteri Referans
Laboratuvart ANF-1 izolatlarinin ¢ogunun kulak ve kan kiiltiirii 6rneklerinden izole
edildigini bildirmistir (4). Riegel ve ark. ise C. afermentans izolatlarin1 sadece kan
kiiltiirlerinden izole ettiklerini belirtmislerdir (5). Bu farkliligin nedeni olarak, CDC
koleksiyonunun biiyiik ihtimalle, C. afermentans yaninda T. otitidis ve C. auris

izolatlarini da i¢cermis olmasi diisiintilmiistiir (13).



Kantitatif DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda C. afermentans’in iki alt tipe
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Boylece 1993 yilinda, CDC korineform grup ANF-1
bakterileri arasinda nonlipofilik, kolay iireyen C. afermentans subsp. afermentans
yaninda lipofilik C. afermentans subsp. lipophilum da yer almistir (23). Fenotipik
olarak her iki alt tip kolaylikla ayrilabilmektedir. C. afermentans subsp. afermentans
kolonileri gama hemolitik, diiz, opak, beyaz-krem rengi morfolojide goriiliirler. %5
koyun kanli agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi, C. afermentans subsp.
afermentans koloni biiylikligli 1-2 mm ¢apinda olurken, C. afermentans subsp.
lipophilum kolonileri grimsi, cams1 ve 0.5 mm’den daha kiigiik ¢apta goriiliirler. C.
afermentans subsp. lipophilum %1 Tween 80 iceren koyun kanli agarda iiretilirse
koloniler 24 saat inkiibasyonun ardindan 2-3 mm c¢apa ulasirlar, C. afermentans
subsp. afermentans koloni biiyiikliigii ise Tween 80 varligindan pek etkilenmez
ancak koloniler daha parlak ve bej renkli goriiliirler. Gram boyamada her iki alt tiir
de; tipik korineform basillerde oldugu gibi tekli, birbirine paralel ¢izgiler seklinde
veya ’V’’ seklinde ciftler halinde (Cin harfleri gibi) goriiliirler. Her iki alt tiir ayni
koda sahip oldugundan API Coryne strip ile iki alt tliriin ayrim1 miimkiin degildir.
Brevibacterium spp. ve Rhodococcus spp. bakterilerinin baz tiirleri de API Coryne
strip testinde benzer karsilig1 verebilirler. Ancak biiyiik kolonileri (2mm) ve siklikla
peynire benzeyen kokuya sahip Brevibacterium spp. ve mukoid, sari-pembe
pigmentli Rhodococcus spp.’den kolaylikla ayrilabilirler (5, 24).

C. afermentans aerobik veya mikroaerofilik ortamda trerken, anaerobik
ortamda iiremesi giiclesir. C. afermentans’in DNA baz bilesiminde, C. urealyticum
ve C. mycetoides’e benzer sekilde %66-68 mol G+C igerigi bulunmaktadir ve
Corynebacterium spp. (%51-63) icin tanimlanmis aralifin iizerindedir. Pek ¢ok
Corynebacterium tiirii gibi hiicre duvarinda kisa zincirli mikolik asitler bulunur. Aym
zamanda hiicre duvar1 mezo-diaminopimerik asit, arabinoz ve galaktoz igermektedir.
Diiz zincirli doymus yag asitleri esas olarak palmitik ve stearik asitten olusurken,
doymamis yag asitleri yogunlukla oleik ve linoleik asitten olusur (5). Basitrasin (0.04
IU), kolistin (10 pg), furazolidin (50 pg), novobiyosin (5 pg), O/129 (150 pg)
diskleri etrafinda herhangi bir ¢apta zon olusumu degerlendirildiginde C.afermentans
subsp. afermentans tim izolatlar1 basitrasin, kolistin ve novobiyosin etrafinda zon

olustururken; furazolidin etrafinda zon olusturmazlar; O/129 etrafinda zon olusumu



ise degiskendir (25). C. afermentans subsp. afermentans suglarinin %60’inda pozitif
CAMP reaksiyonu goriilmesi énemli bir 6zelliktir (2). Korineform grup ANF-3’ten,
grup ANF-3’lin nitrat1 nitrite indirgeyebilmesiyle ayrilir. Katalaz pozitif, oksidaz
negatif, pirazinamidaz pozitif, DNaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, bazen
metakromatik graniiller igeren ve aside diren¢li boyanmayan korineform basillerdir
(21). Tirozin, jelatin, eskiilin, nisasta ve iireyi hidroliz edemezler. Metil kirmizisi ve
indol testleri negatiftir; li¢ sekerli demirli besiyerinde H,S (hidrojen siilfiir) iiretimi
yoktur; hippiirat hidrolizi ise degiskendir. %6.5 NaCl’de gozle goriiliir sekilde
iirerler. Izolatlar siklikla B-laktam antibiyotiklere duyarli olarak bildirilmistir.
Viicutta normal flora elemani bulunur ancak Kumari ve ark. tarafindan 1996 yilinda
supraserebellar kitlesi olan bir hastada beyin cerrahi operasyonu sonrasi beyin absesi

etkeni olarak raporlanmistir (26).

C. afermentans subsp. lipophilum: Lipofilik korinebakteriler arasinda yer
alir. 1981 yilinda CDC tarafindan tanimlanmis bir takson olan ANF-1 grubu; C.
afermentans subsp. afermentans bakterisini i¢ermekteyken, molekiiler caligsmalar
sonucu yeni bir alt tiir olarak C. afermentans subsp. lipophilum bakterisi de grup
icine dahil edilmistir (23). C. afermentans subsp. lipophilum Riegel ve ark.
tarafindan 1993 yilinda lipit eklenmemis koyun kanli agarda 48 saat inkiibasyon
sonrast zayif ireyen, kan kiiltiirlerinden izole edilmis korineformlar olarak
tanimlanmistir. C. afermentans subsp. afermentans ile koloni morfolojisi diginda
ayn1 6zelliklere sahiptir. %5 koyun kanli agarda 24 saat 36°C’de inkiibe edildiginde
C. afermentans subsp. afermentans kolonileri gama hemolitik, diizgiin kenarl1, opak,
beyaz-krem rengi morfolojide ve 1-2 mm biiyiikliigiinde iken, C. afermentans subsp.
lipophilum kolonileri parlak, gri, camst ve 0.5 mm’den kiigiik goriiliirler. Koyun
kanli agara %1 Tween eklendigi zaman C. afermentans subsp. lipophilum kolonileri
2-3 mm biiyiikliige ulasirlar (5). Katalaz pozitif, oksidaz negatif, pirazinamidaz
pozitif, DNaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan korineform basillerdir. Baz1
suslarinda pozitif CAMP reaksiyonu goriiliir (21). DNA baz bilesiminde % 66-68
mol G+C bulunur. Hiicre duvarinda kisa zincirli mikolik asitler, mezo-
diaminopimerik asit, arabinoz ve galaktoz bulunur (13). Siklikla [-laktam

antibiyotiklere duyarlidir. Baz1 izolatlarda klindamisin ve siilfometoksazole direng



bildirilmistir (24). Beyin, karaciger, akciger absesi; prostetik kapak endokarditi ve
ampiyem gibi enfeksiyonlarda etken olarak bildirilmistir (24, 27, 28).

C. mucifaciens: Nonlipofilik-fermentatif korinebakterilerdendir. Cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen bu mukoid korineform mikroorganizmalar 1997
yilinda Funke ve ark. tarafindan fenotipik ve molekiiler metotlarla ¢alisilmistir. Bu
bakterilerin yeni bir Corynebacterium tiirtine ait oldugu belirlenmis ve bu tiir C.
mucifaciens olarak adlandirilmistir. Gram boyali yaymalarda siklikla comak
seklinde, tipik difteroid olarak goriiliir. Bakteri izolatlari, %5 koyun kanli agarda
37°C’de, %5 CO0;’li ortamda 24 saat inkiibe edildiginde 1-1.5 mm ¢apinda koloniler
olusturur. Kolonileri yuvarlak, konveks, parlak, acik sarimsi renkte ve oldukca
mukoiddir (7). C. mucifaciens, Corynebacterium tiirleri i¢inde mukoid kolonilere
sahip olan tek tirdir. Bu mukoid koloni goriinimii ile Rhodococcus equi
kolonilerine benzemektedir (2). Gliserol, glikoz, fruktoz ve mannozdan asit olusturur
ancak eritritol, arabinoz, ksiloz, galaktoz, maltoz, laktoz ve glikojenden asit
olusturmaz. Riboz ve siikrozdan asit tiretimi ise degiskendir (7). R. equi gliserol,
fruktoz ve mannozdan asit liretemez ve bu sekilde C. mucifaciens‘ten ayrilabilir.
Ayrica R. equi a ve B-glukronidaz aktivitesine sahipken, C. mucifaciens bu testler
icin negatif sonu¢ verir (2). Nonlipofilik, katalaz pozitif, oksidaz ve CAMP
reaksiyonlar1 negatif olan fermentatif korineformlardir. Pirazinamidaz ve alkalen
fosfataz iiretirler ancak nitrat1 indirgeyemez, iire ve eskiilini hidroliz edemezler (7).
TBSA lipofilik olmayan Corynebacterium tiirlerinde ¢ok nadir bulunmasina ragmen,
C. mucifaciens suslarinda hiicresel yag asitlerinin %1-2’sini TBSA olusturur (17,
29). R. equi suslar1 ise toplam hiicresel yag asitlerinin %22’si gibi biiylik bir oranda
TBSA igerirler (29). DNA baz kompozisyonu %63-65 mol oraninda G+C igerir.
Mukoid koloni yapist elektron mikroskobuyla incelendiginde, hiicreler arasinda
konnektif filamentler olusumuna neden olan hiicre disi bir maddenin varligi
gosterilmistir. Polisakkarit yapidaki bu filamanlarin, R. equi’de oldugu gibi bir
virlilans faktorii de olabilecegi belirtilmistir (7). 16S rRNA gen dizi analizi ile C.
mucifaciens’in, C. afermentans’n her iki alt tiiriiyle de ¢ok yakin (yaklasik %1.5 16S
rRNA gen farklilig1) ve istatistiksel olarak anlamli (bootstrap degeri: 90) filogenetik

benzerligi bulunmaktadir; C. coyleae ise ikinci en yakin akrabasidir. Yani C.



mucifaciens; C. afermentans ile yaklasik %98.5, C. coyleae ile yaklasik %97.7 16S
rRNA gen benzerligine sahiptir (7). Hiicre duvari mezo-diaminopimerik asit ve
mikolik asit icerir. Esas diiz zincirli doymus yag asitleri palmitik ve stearik asittir;
baskin olan doymamis yag asiti ise oleik asittir (17). Bakteri genellikle B-laktam
antibiyotikler ve aminoglikozitlere duyarlidir (2). Kavitasyonlu pndomoni ve

bakteriyemi vakalarinda etken olarak bildirilmistir (30, 31).

Turicella otitidis: 1993 yilinda, birbirinden bagimsiz iki grup arastirmaci
hastalarin kulak orneklerinde bu korineform bakteriyi saptamiglardir. Funke ve ark.
otitis mediast olan ii¢ hastadan, Simonet ve ark. ise otitis media enfeksiyonlu on alt1
hastadan timpanosentez ile alinmis Orneklerde bakteriyi izole etmislerdir (32, 33).
Nonfermentatif 6zellikteki bu yeni mikroorganizma fenotipik ve biyokimyasal olarak
Corynebacterium tiirlerine c¢ok benzemekte ancak hiicre duvarinda mikolik asit
bulunmamast ve az miktarda TBSA (%3-8) icermesiyle farklilik goéstermekteydi.
Mikolik asit icermediginden dolayr Corynebacterium cinsi ig¢inde siniflandirilmasi
uygun goriilmemistir (33). 1994 yilinda ise Funke ve ark. farkli kemotaksonomik
ozellikleri ve 16S rRNA dizi analizi sonucunda bu korineform bakteriyi yeni bir cins; 7.
otitidis olarak tanimlamislardir (34). Bu cins icerisinde sadece tek tiir bakteri bulunur ve
grup ANF-1 ile benzerliklerinden dolayt ‘“‘ANF-1 benzeri bakteri’” olarak
adlandirilmistir (33). Fenotipik olarak 7. otitidis, Gram boyamada daha uzun hiicrelere
sahip olmasiyla Corynebacterium spp.’den ayrilabilir. Hiicreler hareketsiz ve
sporsuzdur; tekli hiicreler, ‘V’ seklinde formlar veya kiimeler seklinde goriilebilir.
Makroskopik olarak incelendiginde yuvarlak, diizgiin kenarli, konveks, krem rengi
koloniler goriilmektedir (21). Koloniler zamanla acik sar1 renge doner ve koyun kanh
agarda, 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi 1-2 mm biiyiikliikte izlenirler (34). Tiim 7.
otitidis suslar1 kuvvetli pozitif CAMP reaksiyonuna sahiplerdir. %6.5 NaCl varliginda
gozle goriiliir sekilde tireyebilirler. Nonlipofilik; katalaz ve pirazinamidaz pozitif;
oksidaz, nitrat, lireaz, indol ve eskiilin negatif olan; hicbir sekerden asit iiretmeyen
bakterilerdir (6). Hiicre duvarinda mikolik asit bulunmazken; mezo-aminodipimerik
asit, arabinoz ve galaktoz bulunur. DNA baz bilesiminde %65-72 mol arasinda, yliksek
oranda G+C igerigine sahiptir (13). C. afermentans’tan, T. otitidis’in farkli koloni

morfolojisine sahip olmasi, DNaz pozitifligi ve tripsin aktivitesinin olmasi ile
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ayrilabilir. ANF-1 benzeri bakteri olarak adlandirilan bir diger bakteri C. auris’ten de
ayrim yapilmalidir. C. auris kolonileri daha kuru ve agara yapisik oldugundan T. otitidis
kolonilerinden farklidir. Her ikisi de CAMP pozitif iken, C. auris DNaz negatif
olmasiyla T otitidis’ten ayrilir. (6). Ugii arasindaki en temel fark ise 7. otitidis’in hiicre
duvarinda mikolik asit bulunmamasidir (21). izolatlar ampisilin, sefalosporinler,
siprofloksasin, gentamisin, ve tetrasikline duyarli iken, bazi suglarda klindamisin ve
eritromisin direnci goriilmektedir (35, 36). Bakterinin otitis media disinda kulak arkasi
absesi, mastoidit ve bakteriyemi gibi enfeksiyonlarda etken oldugu bildirilmistir (37,

38) (39).

2.4.1. Nonlipofilik - Nonfermentatif Korinebakteriler

C. auris: Funke ve ark. tarafindan 1995 yilinda otitis media’s1 olan pediatrik
hastalarin 6rneklerinden izole edilip tanimlanmigtir. ANF-1 grubu bakterilere olan
benzerliginden dolayl, 7. ofitidis gibi “ANF-1 benzeri bakteri’’ olarak
adlandirilmistir.  Biyokimyasal tarama reaksiyonlar1 C. afermentans subsp.
afermentans ve T. otitidis’le benzerdir. Tim C. auris ve T. otitidis suslart giiclii
pozitif CAMP reaksiyonu verirler (23). C. auris suslar siprofloksasin, gentamisin,
rifampin, tatrasiklin ve vankomisine duyarli; penisiline direngli iken; klindamisin ve
eritromisin duyarliliginin degisken oldugu bildirilmistir (35). Saglikli kisilerin
kulaklarindan izole edildigi gibi kulak enfeksiyonu olan hastalardan da izole

edilmistir (13).

C. propinquum: 1993 yilinda CDC tarafindan tanimlanmis korineform grup
ANF-3 bakterilerdendir (40). Esas olarak solunum yolu 6rneklerinden izole edilir.
Diizgiin kenarli, beyaz, gama hemolitik kolonileri kecelesmis ylizeye sahiptir (21).
Filogenetik olarak C. pseudodiphtheriticum ile yakin iliskili bulunmustur (41). C.
propinquum ile hastalik arasinda iligski oldugunu bildiren tek vaka Petit ve ark.

tarafindan raporlanan yapay kapak endokardit vakasidir (42).

C. pseudodiphtheriticum: Kolonileri diizgiin kenarli, beyaz, hafif kuru ve

37°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi 1-2 mm capinda goriiliirler. Karbonhidratlar
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okside veya fermente edemez (21). C. pseudodiphtheriticum orofarengeal bakteriyel
flora elemanidir ve esas olarak solunum yolu hastaliklar ile iligkilidir. Daha nadir
olarak endokardit, protez ve yara enfeksiyonlari ile iligkili bulunmustur (43). Bazen

difteriyi taklit eder sekilde solunum yolu hastaliklarina neden olabilir (44).

2.4.2. Nonlipofilik - Fermentatif Korinebakteriler

C. amycolatum: 1k olarak 1988 yilinda, Collins ve arkadaslar tarafindan,
saglikli insanlarin ciltlerinden alinan siiriintii 6rneklerinden izole edilmistir (45).
Hiicre duvarinda mikolik asit bulunmamasi disinda Corynebacterium cinsine ait
karakteristik ozellikleri tasimaktadir. C. asperum, CDC korineform gruplar F-2 ve I-
2 de mikolik asit tasimayan nadir korinebakterilerdir (46). C. xerosis ile her ikisinin
de sahip oldugu kuru koloniler ve benzer biyokimyasal Ozellikler nedeniyle
karigtirilabilir (47). Bu bakterinin dogru tanimlanmasi énemlidir ¢ilinkii B-laktamlar,
makrolidler, klindamisin, aminoglikozitler, siprofloksasin ve rifampin dahil pek cok

antibiyotige direnglidir (35).

C. argentoratense: Riegel ve ark. tarafindan 1995 yilinda dort hastanin bogaz
orneklerinden izole edilerek tanimlanmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi 2
mm c¢apinda, krem renkli, gama hemolitik koloniler olusturur. Filogenetik olarak C.
diphtheriae ile yakindan iligkilidir ancak difteri toksinini kodlayan fox geni bu
bakteride bulunmaz. Tonsillit sikayeti olan hastalardan izole edilmis olsa da klinik

anlami belirgin degildir (21, 48).

C. diphteria: Difteri hastalig1 etkeni olan bakteri koloni morfolojisi ve
biyokimyasal 0zellik bakimindan birbirlerinden farkli ozellikler gostermeleri
nedeniyle dort biyotipe ayrilmustir; gravis, mitis, belfanti, intermedius. Hastalik
siddeti ile biyotip arasinda iligki gosterilemediginden biyotiplendirmenin klinik
Oonemi yoktur, ancak epidemiyolojik olarak énemlidir (13). Bakteri Tinsdale agarda
(potasyum telliirit igeren besiyeri) sistinaz aktivitesine bagli olarak, kahverengi
halosu olan gri-siyah koloniler olusturur. C. diphtheriae, C. ulcerans ve C.

pseudotuberculosis tiirlerinin hepsi faj kaynakli difteri toksini tagiyabilme, sistinaz
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pozitifligi ve pirazinamidaz negatifligi gibi pek ¢ok biyokimyasal 6zellik agisindan
benzerlerdir. C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis lireaz pozitif olmalar1 ve ters

CAMP reaksiyonu vermeleriyle C. diphtheriae’dan ayrilabilirler (13, 41).

C. glucuronolyticum: Bakteri ilk olarak 1995 yilinda Funke ve ark.
tarafindan erkek hastalarda, genitoiiriner sistem enfeksiyonlarinda izole edilip
tanimlanmistir (49). Ayn1 ddomemde bu bakteri Riegel ve ark. tarafindan C. seminale
olarak adlandirilmistir (50). Kolonileri beyaz-sarimtrak, hemoliz yapmayan, konveks
ve kremsi goriiniimdedir. Bakteri iireaz aktivitesine sahipse, oda 1sisinda 5 dakika
inkiibe edildiginde testin pozitiflestigi goriiliir. Eskiilini hidroliz edebilen nadir insan
patojenlerindendir. CAMP testinde pozitif reaksiyon verirler (35). C.
glucuronolyticum genellikle tetrasiklinlere direnglidir, makrolid ve linkozamid

direnci de goriilebilir (35).

C. matruchotii: 1919 yilinda Mendel tarafindan Bacterionema matruchotii
olarak tanimlanmis olup, filogenetik calismalar sonucu 1983’te Collins tarafindan
Corynebacterium cinsine ait bir tiir olarak siniflandirilmigtir (51). Gram boyamada
filament6z bakterinin filamentinin ucunda bulunan kisa bir basil nedeniyle ‘kirbag
sap1 (whip handle)’” goriintiisiine sahip olup, bu goriintii bakteri i¢in karakteristiktir.
(8). Kolonileri ise diger korineformlara gore daha kii¢iik ve diiz yapidadir. Bakteri
oral kavite normal flora elemanlar1 arasinda bulunur ancak endoftalmit ve korneal

tilserasyon gibi okiiler enfeksiyonlarda nadiren etken olarak bildirilmistir (52, 53).

C. minutissimum: 1983 yilinda Collins ve Jones tarafindan tanimlanmis olan
bu bakteri normal florada bulunmaktadir ancak eritrazma etkeni olarak ta
bildirilmistir (8, 54). Kolonileri konveks, parlak ylizeyli, nemli gériiniimdedir (55).
Zengin besiyeri ortaminda {iretilirse, kolonileri Wood’s lambasi (365 nm) altinda
mercan kirmizisi-turuncu renkte floresans verir (13). CDC tarafindan iki biyotip
belirlenmistir ve temel farklilik biyotip 1 siikrozu fermente ederken, biyotip 2

siikrozu fermente edemez (4).
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C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis: C. ulcerans kolonileri kuru, balmumu
gibi, gri-beyaz iken C. pseudotuberculosis kolonileri opak, konveks ve sarimsi beyaz
renktedir (2). C. diphteria, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis beraber
“’Corynebacterium diphteria grubu’’ adi altinda incelenmislerdir (56). 16S rRNA
gen dizi analizi sonucunda filogenetik olarak yakin iligkili bulunmalariin yani sira;
biyokimyasal reaksiyonlar agisindan da benzerlerdir (13, 17). C. ulcerans
nazofarengeal hastalik, nekrotik graniiloma ve pulmoner nodiil etkeni olarak
gosterilmistir (57, 58). C. pseudotuberculosis ise insanlarda nadiren enfeksiyon

etkeni olmustur ancak koyun, ke¢i ve atlarda 6nemli bir morbidite nedenidir (13).

C. xerosis ve C. striatum: Viicutta konjonktiva, nazofarenks ve deride normal
flora eleman1 olarak bulunabilen C. xerosis nadiren enfeksiyon etkeni olarak
bildirilmistir. C. striatum ise cilt flora elemanlar1 arasinda yer almakla birlikte
maligniteli hastalarda sepsis, endokardit, peritonit gibi enfeksiyonlarda etken olarak
bildirilmistir (1). Birbirlerine ¢ok benzer Ozelliklere sahip bu iki korineform
bakterinin birbirlerinden ayrimi maltoz fermentasyonu yoluyla yapilabilir. C. xerosis
maltoz fermentasyonu yapar ancak C. striatum maltozu fermente etmez. Ayrica
koloni morfolojileri birbirlerinden farklidir. C. xerosis kolonileri sarimtirak, kuru ve
graniiler iken C. striatum daha beyaz, nemli, parlak ve diizglin kenarli koloniler

olusturur (2). Ayrica C. striatum’un bazi suslart CAMP pozitiftir (21).

2.4.3. Lipofilik Korinebakteriler

Bu bakterilerin belirli bir miktar lipit (%0.1-1 Tween 80) eklenmemis rutin
laboratuvar besiyerlerinde kiigiik koloniler olusturmalari, besiyerine lipit eklenince
koloni biiytikliiklerinin artmasi1 nedeniyle ©’lipofilik’> terimi kullanilmaktadir.
Lipofilik Corynebacterium tiirleri C. accolens, C. afermentans subsp. lipophilum, C.
bovis, C. jeikeium, C. macginleyi, C. urealyticum ve CDC grup F-1 ile grup G’yi
kapsamaktadir. Lipofilik korinebakteriler genellikle lipofilik olmayan tiirlere gore
daha yavas biiyiirler ve genellikle koyun kanli agarda hemoliz yapmayan koloniler
olustururlar. Ayrica C. afermentans subsp. lipophilum’un bazi suslar1 hari¢ tiim

lipofilik tiirler CAMP negatif 6zellige sahiplerdir (13, 19).
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C. accolens: Neubauer ve ark. tarafindan ilk olarak 1991 yilinda balgam,
bogaz, yara ve endoservikal drneklerden izole edilmistir (59). C. accolens suslarinin
kanli agara ekim yapilmis S. aureus kolonileri etrafinda ’satellit fenomeni’’
gostererek liredigi  goriilmiistiir. Bu {iremenin ‘X’ ve ‘V’ faktorlerinden
kaynaklanmadig1r gosterilmis olup, stafilokoklarin eritrositler iizerindeki etkisine
bagl lipit gereksiniminin kargilanmast muhtemel neden olarak gortilmiistiir (21).
Penisilin, aminoglikozitler, sefalosporinler gibi pek ¢ok antibiyotige duyarli iken,
sulfometoksazole direngli oldugu bildirilmistir (59). Predispozan faktorleri olmayan
bir hastada yapay olmayan mitral ve aortik kapak endokardit etkeni olarak

bildirilmistir (60).

C. bovis: 1k olarak sigirlardan izole edilmistir ve insanlarda nadir hastalik
yapan bir patojendir (61, 62). Alisilmisin disinda bir mikolik asit yapisina sahip olsa
da filogenetik analizler sonucu Corynebacterium cinsi igerisinde yer aldig1
gorilmiistiir (63). Fenotipik olarak lipofilik taksonlardan C. jeikeium ve CDC

korineform grup G bakterilerden ayrimi zordur (64).

C. jeikeium: Onceleri CDC grup JK olarak adlandirilmis olan C. jeikeium ilk
olarak, kardiyak cerrahi sonrasi gelisen bakteriyel endokarditlerle iligkili difteroid
olarak tanimlanmistir (65). Siklikla B-laktamlar ve aminoglikozitlere direngli,
glikopeptitlere duyarhidir. (66, 67). Bu bakterideki g¢oklu antibiyotik direncinin
plazmid kokenliden ¢ok kromozomal kaynakli oldugu disiiniilmektedir.
Indiiklenebilir, transpozon aracili makrolid-linkozamid-streptogramin B (MLSB)
direnci de C. jeikeium bakterisinde gosterilmistir (68). C. jeikeium ciltte normal flora
elemani olarak bulunsa da en sik izole edilen klinik olarak anlamli Corynebacterium
tiriidiir (69, 70). Nazokomiyal septisemi, bakteriyemi, pulmoner enfeksiyonlar, cilt
dokiintiileri, septik kutand6z emboli, menenjit, yumusak doku enfeksiyonu gibi

hastaliklarda etken olarak bildirilmistir (8, 71).
C. macginleyi: C. macginleyi farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip lipofilik

korineform bakterilerin genetik incelemesi yapilirken kesfedilmistir (72). Pek c¢ok

izolat1 daha onceden, C. accolens ile beraber CDC korineform grup G-1 iginde
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smiflandirilmistir  (36). C. macginleyi izolatlarinin ¢ogu genis spektrumlu
antibiyotiklere duyarhidir (21). Saglikli kisilerin gbz 6rneklerinden edilebilir ancak

korneal {ilser ve konjuktivitlerde etken olarak ta bildirilmistir (73, 74).

C. urealyticum: 1986’da CDC korineform grup D-2 olarak tanimlanmis
ancak 1992°de C. wurealyticum adi verilmistir (75). Asakkarolitiktir ve hizli iireaz
aktivitesi vardir; ekim yapilmaya basladigi anda tire besiyerinin yiizeyi pembe renge
donmeye baslar (21). B-laktam, aminoglikozit ve makrolidlere genellikle direnclidir;
nadiren B-laktam duyarli suslar gériilebilir (76). Idrardan izole edilmesi her zaman
enfeksiyon lehine olmayip, C. jeikeium gibi C. urealyticum da hastanede yatan
hastalarin  ciltlerinde  siklikla  kolonize olmaktadir (77). Uriner sistem
enfeksiyonlariyla birlikteligi sik gosterilmis olup, idrarda izolasyonu siklikla alkali
pH ve striivit taslariyla beraberdir (2). Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis veya
renal transplantasyon sonrasi cerrahi komplikasyon olugmus hastalarda pyelonefrit,
pyeloiiretrit gibi {ist iiriner sistem enfeksiyonlarina neden olur (78, 79). Nadiren
endokardit (80), bakteriyemi (81, 82), osteomyelit (83), yumusak doku enfeksiyonu
(84) ve yara enfeksiyonu (82) etkeni olarak bildirilmistir.

CDC korineform grup F-1: Hollis ve Weaver tarafindan, ilk olarak 1981
yilinda tanimlanmistir (4). CDC grup F-1 ve F-2 literatiirde genellikle beraber
adlandirilir. Her iki takson genellikle glikoz, riboz ve maltozu fermente ederken,
CDC grup F-1 siikrozu da fermente edebilir. Grup F-2, C. amycolatum’un
sinonimidir (13). Genellikle penisilinlere duyarli, makrolidlere direngli bir
korinebakteridir (2). Bu bakteriler siklikla iiriner sistemden izole edilmislerdir. CDC
grup F-1 ile iliskili {iriner sistemde striivit tasi olusumu bulunan bir vaka

raporlanmistir (85).

CDC korineform grup G: CDC grup G bakteriler 1981°de CDC tarafindan
tanimlanmis olup, gercek korinebakterilerin tiim kemotaksonomik 6zelliklerine sahip
olmalarina ragmen tiir ad1 verilmemistir. CDC grup G-1 ve G-2 taksonlar1 glikoz,
stikroz ve siklikla maltozu fermente eden iireaz negatif lipofilik bakterilerdir. Grup

G-1 nitrat1 indirgeyebilmesi ile nitrat negatif olan grup G-2’den ayrilir (4). C.
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Jjeikeium ve C. urealyticum gibi pek ¢ok antibiyotige direnglidir (86). Bakteri suslari

vitreus sivisi, beyin omurilik sivisi, kan ve genitoiiriner sistem Orneklerinden izole
edilmistir (72, 87, 88).

Diger lipofilik korineform bakteriler: ‘“C. genitalium” (89), “C.

pseudogenitalium” (90) ve “C. tuberculostearicum” (91) yapilan taksonomik

caligmalarda  lipofilik  Corynebacterium

tirleri  olarak  bulunmustur. C.

tuberculostearicum; CDC grup G ve C. accolens korinebakterilerinden, hiicre
duvarinda TBSA bulunmasi ile ayrilabilir (2).

17



Tablo 2. Corynebacterium spp.’nin Biyokimyasal Ozellikleri (13)
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2.5. Corynebacterium Tiirlerini Tanimlamada Kullanilan Yoéntemler

2.5.1. Gram Boyama

Korineform bakterilerin tanimlanmasinda Gram boyasi onemli bir yere
sahiptir. Gram boyanmis goriintlisiinde ¢omak sekilli basiller Corynebacterium
cinsinin gergek tiyeleri olarak degerlendirilir (2).

Bakteri hiicre duvarinin boyanmadan, laboratuvarlarda kullanilan 151k
mikroskoplariyla goriintiilenmesi zordur. Mikroorganizmalar boyaninca mikroskobik
olarak kolay incelenebilmelerinin yan1 sira biiyiikliik, sekil (kok, ¢omak, kivrik vb.),
spor, kapsiil, bir arada bulunma goriintiileri (kiime, zincir, Cin harfleri goriintimii vb.)
gibi 6zellikleriyle ilgili de bilgiler edinilebilir. Hatta boyanma 6zelliklerine gore bazi
mikroorganizmalar (6rn. mikobakteriler) tanimlanabilir. Ayrica klinik 6rneklerin
boyanarak direk mikroskobik incelenmesi hastalikla ilgili bilgiler vermesi agisindan
oldukca 6nemlidir. Bakteri ve klinik 6rneklerin boyanabilmesi i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmis olsa da, rutinde en sik kullanilan Gram boyama yontemidir (92). Bu
metodu bulan kisi, Danimarkali bilim adami Hans Christian Gram'dir. 1884 yilinda
pnémoni nedeniyle 6lmiis bir kisinin akciger dokusunu incelerken Streptococcus
pneumoniae ile Klebsiella pneumoniae bakterilerini birbirinden ayirt etmek igin
Gram boyama yontemini gelistirmistir. Birka¢ yil sonra ise Alman patolog Carl
Weigert son basamak olan safranin ile zit boyamay1r Gram’in gelistirdigi prosediire
eklemistir (93). Giliniimiize kadar farkli morfolojideki bakterilerde daha basarili
sonuglar elde etmek icin, Hucker modifikasyonu, Karbol fuksin modifikasyonu,
Kopeloff modifikasyonu gibi ¢esitli modifikasyonlar gelistirilmistir. Hucker
modifikasyonu rutin uygulamada en sik kullanilan yontemdir. Karbol fuksin
modifikasyonu, Hucker modifikasyonundan zit boya olarak safranin yerine karbol
fuksin veya bazik fuksin kullanilmasiyla ayrilir. Legionella spp., Campylobacter
spp., Brucella spp. gibi hiicre duvar zayif boyanabilen bazi bakteriler i¢in kullanimi
uygundur. Kopeloff modifikasyonu ise anaerob bakterilerin boyanmasinda daha iyi

sonu¢ vermektedir. Gram boyanma o6zellikleri kiiltiirlin tazeligi, kullanilan besiyeri
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c¢esidi, inkiibasyon atmosferi, bakterilerin antibiyotik veya farkli inhibitér maddelere
maruziyeti, boyama teknigi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilir (94).

Boyalardan ilk olarak kristal viyole kullanilir ve hiicre duvarinin mor renge
boyanmasini saglar. Ikinci basamakta uygulanan iyodin (liigol) soliisyonu, ilk
boyanin hiicre duvarina sabitlenmesine yardimcidir. Ugiincii basamakta %96 etil
alkol veya aseton/alkol ile dekolorizasyon saglanir ve son basamakta safranin veya
bazik fuksin/karbol fuksin kullanilarak boyama islemi tamamlanir (92). Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka kalin ve agsi1 yapisiyla kristal
viyole/iyot kompleksini tutma ozelligindedir. Gram negatif bakterilerde ise hiicre
duvarinin ince peptidoglikan tabakasi1 ve lipit yapidaki dis zar1 nedeniyle, Gram
pozitif bakteriler gibi boyalar1 tutamaz. Uciincii basamakta uygulanan alkol, Gram
pozitif bakteri hiicre duvarinin su kaybedip bliziismesine neden olur, béylece boya
tanecikleri hiicre duvar molekiilleri arasinda sikisip kalir. Gram negatif bakterilerde
ise alkol dis zardaki lipitleri eritir ve boya partikiilleri tutulamaz, bdylece hiicrenin
rengi agilir. Dordiincii basamakta uygulanan safranin veya fuksin boyasi ile rengi
acilmis hiicreler boyanarak goriiniir hale gelir. Gram pozitifler ilk uygulanan boya ile
mor renge boyandiklarindan dordiincii basamaktaki boya onlarin rengini etkilemez,

ancak Gram negatif olanlar pembe renge boyanmis olurlar (93).

2.5.2. Biyokimyasal Testler (Katalaz, CAMP, DNaz Testleri)

Bakteriler biyokimyasal 6zellikleri bakimindan birbirlerinden ¢ok farklidirlar.
Ayni cins i¢inde bulunan tiirler arasinda farkliliklar oldugu gibi ayni tiire ait
bakteriler arasinda da farkliliklar goriilebilir. Tanimlamada kullanilacak
biyokimyasal testlerin dogru sonug¢ vermesi i¢in 6ncelikle test edilecek bakteriye ait
saf ve taze kiiltiirler hazirlanmalidir (92).

Konvansiyonel yontemlerle tanimlama i¢in pek ¢ok test bulunmaktadir. Bu
boliimde laboratuvarlarda siklikla kullanilan katalaz testi, CAMP testi ve DNaz testi

olarak ti¢ biyokimyasal test incelenmistir.

20



2.5.2.1. Katalaz Testi

Aerob veya fakiiltatif anaerob bakterilerin ¢ogunda aerobik solunumun son
iiriinii olarak hidrojen peroksit (H,O,) meydana gelir. H,O, nin bakterilerin bulundugu
ortamda birikmesi bakteriler {izerine toksik etki gosterir. Bazi bakteriler bu toksik
etkiden korunmak i¢in H,O,’yi oksijen ve suya indirgeyen (2H,0,—2H,0+0,) katalaz
enzimi {dretirler (95). Test siklikla streptokok (katalaz-negatif) ve stafilokoklarin
(katalaz-pozitif) ayrimi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica tim Corynebacteriacea ailesi ve
tim Enterobacteriaceae tiyeleri de katalaz pozitiflerdir (96). Baz1 anaerob bakterilerde
de katalaz enzimi bulunur, ancak normal katalaz testinden farkli olarak H,O,’nin
%15’lik ¢ozeltisi kullanilir ve test edilecek bakteri 30 dakika kadar oksijenli ortamda
birakilir. Neisseria tiirlerinde katalaz testi yapilacaksa %30’luk H,O, kullanilmalidir.
Esasinda %30’luk reaktif tiim testlerde kullanilabilir ancak laboratuvar giivenligi
nedeniyle Onerilmez ve test rutin laboratuvarlarda %3’liik H,O, ile yapilir. Test
yapilirken dikkat edilmesi gereken noktalardan biri eritrositler de katalaz enzimine sahip
olduklarindan test edilecek bakteri kolonisi alinirken kanli agar ile temas ettirmemek
gerekliligidir. Yanlis pozitif sonuglara neden olabileceginden kan igcermeyen bir besiyeri
kullanim1 gerekir. Platin 6ze hari¢ diger 6zeler H,O, reaksiyona girip yanlis pozitif
sonug¢ verebileceginden platin 6ze kullanilmalidir. Enzim canli  bakteride
bulundugundan test icin taze kiiltiirler (18-24 saatlik) tercih edilmelidir. Son 6nemli
nokta ise H,O, kararsiz bir madde olup cabuk yikilabildiginden, 1s18a maruz
birakilmamali, koyu renkli sisede ve serin yerde muhafaza edilmelidir. Aksi takdirde

ozelligini kaybedip yanlis test sonuglarina neden olabilir (97).

Resim 1. Katalaz testi pozitif ve negatif reaksiyon 6rnekleri (98)
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2.5.2.2. CAMP Testi

1944 yilinda Avustralya’da goriilen Kizil salgininda enfeksiyon kaynagi
arastirilirken test kesfedilmistir. Kaynak olarak siitten siiphelenilmis, bolgede
kullanilan siitlerden 6rnek alinmig ve bu siitlerde hemolitik streptokoklarin bulunup
bulunmadigi incelenmisti. Alinan 6rneklerin bir kisminda belirgin hemolizleri olan
streptokoklar iiremis ancak ana plaklardan yapilan alt pasajlarda hemoliz
kaybolmustu. Dikkatle incelendiginde Orneklerin ekildigi ilk  plaklarda
Staphylococcus aureus kolonileri etrafinda streptokok kolonilerinin hemoliz yaptig1
goriilmiistii. Bu durum Christie, Atkins ve Munch-Petersen adli bilim adamlari
tarafindan kesfedilmis oldugundan, test isimlerinin bas harfleri ile ’CAMP testi”’
olarak adlandirilmistir. Test ilk olarak Grup B streptokoklarin tanimlanmasinda
kullanilmistir (99). Grup B streptokoklar hiicre dis1, hemolitik, 1s1ya dayanikli protein
olan, “CAMP faktor’’ veya “’protein B’’ olarak adlandirilan, bir protein iiretirler
(100). CAMP faktorii, S. aureus tarafindan iiretilen B-hemolizin ile etkileserek
besiyeri icerigindeki koyun eritrositlerinin S. aureus tarafindan hemolizini artirir ve
kan hiicrelerinin pargalanmasi ile gozle goriiliir seffaflik olusur. B-hemolizin (B-
toksin, B-lizin veya B-stafilolizin olarak ta adlandirilir) CAMP faktoérii varliginda
sinerjik etki gosterir ve besiyerinde iki bakterinin birbirlerine yaklastiklar1 yerde ok
basi seklinde artmis hemoliz alan1 goriiliir. Hemolitik veya hemolitik olmayan tiim
Grup B streptokoklarda bu reaksiyon goriiliir (101). Ters CAMP testinde stafilokok
B-hemolizini tarafindan olusturulan hemoliz bazi mikroorganizmalar (6rn. C.
pseudotuberculosis) tarafindan fosfolipaz C veya D iiretilmesiyle engellenir. Test
edilen mikroorganizmanin stafilokok ile birlestigi yerde hemoliz olmayan bir ok basi
goriinimii meydana gelir (102). Ters CAMP testi aym zamanda Clostridium
perfringens’i diger Clostridium tiirlerinden ayirmak i¢in kullanilir ve testte S. aureus
yerine Grup B Streptokok kullanilir. C. perfringens tarafindan iiretilen a-toksin ile
Grup B Streptokoklarin tirettigi CAMP faktorii arasinda etkilesim olur ve ters ok basi
gorlintiisii meydana gelir (103). CAMP (+) olan o6nemli bir patojen Listeria
monocytogenes ve L. seeligeri’dir. L. ivanovii ise S. aureus yerine R. equi
kullanildiginda pozitif CAMP reaksiyonu verir (104). Bartonella henselae
bakterisinde de CAMP benzeri bir faktor varligi gosterilmistir (105).
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Testin yapilmasi i¢in Onerilen ideal siire 18-24 saat 37°C’de inkiibasyon
yapilmasidir. Uzamis veya kisa inkiibasyon siireleri veya artmis inkiibasyon
sicakliklart yanlis pozitif sonug¢ verebilir. Grup A streptokoklarin kiigiik bir kismi
ozellikle anaerob kosullarda inkiibe edildiklerinde pozitif CAMP reaksiyonu
verebildiklerinden test aerobik kosullarda yapilmalidir (106). Bir diger 6nemli nokta
S.aureus sadece koyun ve sigir eritrositlerini  besin olarak  kullanip
parcalayabildiginden test i¢in sadece koyun veya sigir kanli besiyeri kullanilmasi
uygundur. Insan, at, tavsan veya farkli hayvan kanlari ile hazirlanmis besiyerleri test

icin uygun degildir (99).

Resim 2. CAMP testi pozitif ve negatif reaksiyon ornekleri (107)

ASM MicrobeLibrary.org © Hanson

2.5.2.3. Deoksiriboniikleaz (DNaz) Testi

DNaz testi, 1956 yilinda Weckman ve Catlin tarafindan, S. aureus’un artan
DNaz aktivitesi ile pozitif koagiilaz aktivitesi arasinda bir korelasyon oldugunu
gostermek i¢cin kullanilmigs ve DNaz aktivitesinin potansiyel olarak patojen
stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (108). Jeffries, Holtman
ve Guse bakteriler ve mantarlar tarafindan DNaz iiretiminin incelenmesi i¢gin DNA’y1
bir agar besiyeri ile birlestirmislerdir (109).

Niikleaz, niikleik asitleri kismen veya tamamen pargalayan bir enzimdir.
Deoksiriboniikleaz (DNaz) enzimi, DNA omurgasinda fosfat ile seker molekiilleri
arasinda bulunan fosfodiester baglarini hidroliz ederek niikleozit ve fosfat agiga ¢ikarir

ve boylece DNA parcalanmig olur. Bakterinin DNaz enzimi varsa, karbon ve enerji
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kaynagi olarak kullanmak iizere DNA molekiilinii pargalar. DNaz besiyeri
mikroorganizmanin DNaz iiretme 06zelligini saptamak i¢in kullanilan ayirt edici bir
besiyeridir. Bu besiyeri DNA disinda, bakteri iiremesini kolaylastiracak besin maddeleri
ve bazi besiyerlerinde indikator bir madde de igermektedir(110).

Glinlimiizde kullanilan ii¢ ¢esit test besiyeri bulunmaktadir. Bunlardan ilki
Jeffries tarafindan gelistirilen, herhangi bir indikatdr igermeyen besiyeridir. Test
sonucunun pozitifligini gormek amaciyla, bakteri ekimi yapilmig DNaz agar 37°C’de
18-24 saat inkiibe edilir, sonra besiyeri ylizeyini kapatacak kadar hidroklorik asit (1IN
HCI) dokiiliir ve HCI’nin besiyerinde emilmesi i¢in 5 dakika beklenir. Bakterinin DNaz
aktivitesi varsa buna bagli olarak ekim ¢izgisi etrafinda serbest niikleotitler agiga ¢ikar
ve HCI ile muamele edildiginde oligoniikleotitler asitte ¢oziiliir, bakteri kolonileri
etrafinda berrak bir goriintii olusur. DNaz aktivitesinin olmadig1 besiyerinin bakteri
ekilmemis kisimlarinda ise, DNA ¢dziilmez ve polimerize olarak ¢oker. Bu ¢okme
sonucu besiyeri opak renge doniisiir (109). Bir diger DNaz besiyeri, 1969°da Smith ve
ark. tarafindan gelistirilmis olan, i¢ine indikatér olarak metil yesili (methyl green)
eklenmis besiyeridir. Besiyerindeki metil yesili ayn1 zamanda katyon olarak gorev yapar
ve negatif yiikli DNA’y1 baglar. Metil yesili-DNA kompleksi besiyerinin nane yesili
renginde olmasini saglar. Bakteri DNaz enzimine sahipse, bakteri iiremesinin oldugu
yerde DNA’nin parcalanmasina bagl serbest niikleotitler aciga ¢ikar. Bu niikleotitler
metil yesili ile baglanamadigindan yesil renk solar, koloni seffaf renksiz bir zon ile
cevrilir (111). Bir diger kullanilabilecek besiyeri, 1969 yilinda Serratia marcescens
bakterisinin DNaz aktivitesini daha kolay saptamak amaciyla, Schreier tarafindan
gelistirilmis  olan ve indikatér olarak toludin mavisi O’nun kullanildigi
modifikasyondur. Besiyeri rengi DNA-toludin mavisi bilesiminden dolay1 berrak mavi
renktedir. Test edilecek bakteri besiyerine ekilip 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten
sonra, bakteri DNaz enzimi iiretiyorsa lireme ¢evresinde DNA hidrolizi sonucu, toludin
mavisinin metakromatik 6zelligine baglh olarak, parlak pembe renk gozlenir. Toludin
mavisi O boyasi, Gram pozitif bakterilerin liremesini engellediginden, bu besiyeri Gram
pozitiflerin DNaz aktivitesini test etmede kullanilmaz (112). DNaz enzimi diisiik
sicakliklarda daha iyi aktivite gosterir ve test edilecek mikroorganizma diisiik
sicakliklarda tireyebiliyorsa (6rn. Vibrionaceae ailesi) besiyeri oda sicakliginda (22°-

25°C) inkiibe edilmelidir. S. aureus ve S. marcescens disinda Streptococcus pyogenes,
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Moraxella catarrhalis, Bacillus spp., Aeromonas spp., Vibrio cholerae ve T. otitidis

DNaz enzimi tagiyan bakterilere 6rnektir (110).

Resim 3. DNaz testi pozitif ve negatif reaksiyon 6rnekleri (113)

A: S.aureus (pozitif reaksiyon) B: S. marcescens
(pozitif reaksiyon) C: S. epidermidis (negatif reaksiyon)

2.5.3. Otomatize Sistemler

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of
flight Mass Spectrometry) ve VITEK-2 Compact olarak iki baslik altinda

incelenmistir.

2.5.3.1. MALDI-TOF MS

Kiitle spektrometresi, birbirinden farkli bilesiklerin kiitle/ylik oranini analiz
etmek icin kullanilan analitik bir tekniktir. Cesitli iyonizasyon ve saptama
sistemlerine dayanan farkli teknikler gelistirilmistir. Biyomolekiillerin analizinde en
yaygin kullanilan ydntem Matriks Aracili Lazer Dezorbsiyon Iyonizasyon Ucgus
Zaman Kiitle Spektrometresi (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of
Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) olmustur (114). Esasinda kiitle
spektrometresi mikrobiyoloji alaninda kullanima girmesinden uzun yillar 6nce,
kimya alaninda kullanilmaya baslanmistir. 1975 yilinda, Anhalt ve Fenselau farkl
cins ve tiirlerin bakteri oziitlerinin birbirlerinden farkli ve essiz kiitle spektrumlari

olusturduklarin1 gozlemlediklerinde bu yontemi bakteri tanimlamada kullanmay1
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denemislerdir (115). ilk kez 1996 yilinda, Holland ve ark. tarafindan bakteri
hiicrelerine ait hayali parmak izleri MALDI-TOF ile elde edilmeye baglanmis ve
boylece sistem bakteri tiirlerini tanimlamada kullanima girmistir (116).

Calisma prensibi olarak, 6rnek materyalinin spesifik bir dalga boyundaki kisa
lazer atiglariyla matriks i¢inde ¢oziiliip iyonlagsmasi temeline dayanir (117). Aslinda
bu sistem, biitiinligli bozulmamis proteinler gibi ugucu olmayan biiyiik
biyomolekiillerin iyonlagsmasina ve buharlagsmasina izin veren yumusak bir
iyonizasyon teknigidir (118). Analitin kiitle-yiik oran1 (m/z), kiitle degerine tekabiil
edecek sekilde cogunlukla tek yiiklii iyonlar (z=1) iiretir. Her MALDI-TOF kiitle
spektrometresi ii¢ temel birimden olusur. Ilki, iyonlasmayr miimkiin kilan ve &rnek
molekiil iyonlarin1 bir gaz fazina aktaran iyon kaynagidir. Ikinci birim, m/z'ye gore
iyon ayrilmasina izin veren kiitle analiz edicidir. Son birim, ayrilmis iyonlar1 izlemek
icin bir algilama aygitidir. Numuneler analitin, lazer cihazi tarafindan kullanilan
dalga boyu araliginda kuvvetli bir optik absorpsiyona sahip kiigiik asit
molekiillerinden  yapilmig bir matrikste karnistirnllmasiyla  hazirlanir; 2.5
dihidroksibenzoik asit (DHB) ve a-siyano-4 hidroksisinnamik asit (CHCA), diisiik
kiitle iyonlarmin saptanmasi i¢in en uygun matrikslerdir. Numunenin ve matriksin
birlikte kristallesmesinden sonra, numune-matriks karisimi lazerden gelen enerjiyi
absorbe eder ve gaz fazindaki analitlerin dezorpsiyon ve iyonlagsmasina yol acar.
Daha sonra iyonlar, dedektore ulasana kadar yiiksek vakum ugusu tiipiine bir
elektrostatik alan (yaklasik 20 kV potansiyel tarafindan yaratilan) vasitasiyla
hizlandirilir; kiigiik iyonlar biiylik olanlardan daha hizli ilerler. Bu nedenle,
dedektore ulagmak igin gereken ugus zamani biyoanalitin kiitlesine ve yiikiine bagl
olarak belirli bir tiire 6zgii spektral bir profilden, genelde 2 ila 20 kDa arasinda
degisen zirvelerden (peak) olusur (119). MALDI islemi sirasinda iyonize edilen
proteinler arasinda yapisal proteinler, DNA veya RNA baglayici proteinler, ribozom
modiilasyon faktorleri, karbon depolama diizenleyicileri ve soguk sok proteinleri
bulunur. Bu biyolojik belirtecler mikroorganizmalar arasinda degisen ve cins, tiir ve
alt tiire 0zgili zirvelere sahip spektral parmak izleri iiretir. Mikroorganizmalarin
tanimlanmasi i¢in protein kiitlesi paternleri, bakteri ve maya izolatlarinin tiirlere 6zgii
parmak izlerini iceren referans veri tabanlar ile birka¢ dakika iginde karsilagtirilir.

Bir model uydurma prosediirii araciligiyla deneysel spektrumdaki y1gin zirveleri, veri
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tabaninda bulunan referans spektrumlarla eslestirilir. Bu kiyaslamaya gore elde
edilen skor degerleri cihaz imalatcist tarafindan tanimlanan esik deger araliginda
oldugunda, mikroorganizmalarin tiir seviyesinde dogru ve hizli bir sekilde
tanimlanmasina izin veren sayisal bir deger tiretilir (119). Tanimlama siireci, numune
spektrometre ile analiz edilir edilmez ger¢cek zamanli olarak gergeklestirilir (120).
Uzun yillardir kullanilmakta olan konvansiyonel yontemler ve yiiksek maliyetli
molekiiler tanimlama metotlar1 yaninda MALDI-TOF MS kolay uygulanabilen, hizli,
giivenilir ve maliyet etkin bir tanimlama yoOntemi olarak rutin laboratuvarlarda

olduke¢a yaygin kullanilan bir sistem haline gelmistir (121).

2.5.3.2. VITEK 2 Compact

VITEK 2, Vitek Sistem’in gelistirilmesiyle olusturulmus, iireme bazli
teknolojiyle calisan tam otomatize bir mikrobiyolojik tanimlama sistemidir.
Genigsletilmis kapasite ve otomasyon olarak birbirinden farkli ii¢ formatta bulunur;
VITEK 2 Compact, VITEK 2 ve VITEK 2 XL. Her ii¢ sistem de ayni1 kalorimetrik
kartlart kullanacak sekilde tasarlanmistir (122). Bu sistem c¢esitli mikrobiyal
tanimlama kartlarinda bulunan biyokimyasal reaksiyonlar sonucu iiretilen optik bir
sinyali degerlendirme {izerine kurulmustur. Bilinmeyen mikroorganizmanin standart
siispansiyonu cihaz icine yiiklendikten sonra, cihaz i¢inde kart inkiibe edilir ve
cihazin i¢indeki optik okuyucu tarafindan okunur. VITEK 2 wveri tabanindaki
sonuglarin bilinen tiirlere 6zgii reaksiyonlarla karsilastirilmasi ile de mikroorganizma
tanimlanir (123). VITEK 2 Compact tanimlama sisteminde, Gram negatif bakteriler
(VITEK 2 GN ID Kart), Gram pozitif bakteriler (VITEK 2 GP ID Kart), mayalar
(VITEK 2 YST ID Kart), Bacillus/Brucella (VITEK 2 BCL ID Kart),
Neisseria/Heamophilus (VITEK 2 NH ID Kart) ve anaerop/Corynebacterium
(VITEK 2 ANC ID Kart) i¢in olmak iizere alt1 farkli tanimlama kart1 bulunmaktadir.
Antibiyogram kart1 olarak ise Gram negatif bakteriler (enterik—enterik olmayan),
Gram pozitif bakteriler (stafilokok, streptokok&enterokok, pnémokok) ve mayalar
icin farkli kartlar kullanilmaktadir (124). Reaktif kartlar1, her biri ayr test substrati

iceren altmis dort kuyucuga sahiptir. Substratlar asidifikasyon, alkalinizasyon, enzim
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hidrolizi ve inhibitér maddeler varliginda iireme gibi ¢esitli metabolik aktiviteleri
Olgerler. Kartin her iki yaninda bulunan seffaf optik bir film, organizma substrat
karigimi ile temasi Onleyen sizdirmaz Xkapillerleri igerirken uygun seviyedeki
oksijenin gecisine izin verir. Kartlar {izerinde {iriin tipi, lot numarasi ve son kullanma
tarihini iceren bilgiler yer alir. Kart icinde test edilen biyokimyasal reaksiyonlar
gliserol, D-galaktoz, D-maltoz, D-rafinoz, D-mannoz, D-sorbitol gibi yirmi adet
karbonhidrat testi ile; nitrojen kaynagi kullanimi ve enzimatik testler; N-asetil-
glukozamin, 16sin-arilamidaz, gama-glutamil-transferaz, a-glikozidaz, iireaz seklinde
enzimatik testleri de icermektedir (122). Cihaz hazirlanmis kiiltlir siispansiyonunu
otomatik olarak tiip i¢cinden alir ve inkiibe eder. 35.5°C’de 18 saat inkiibe edilen
kartlar, her 15 dakikada bir optik olarak okunur (125). Bu okumalara dayanarak, bir
tanimlama profili olusturulur ve belirli bir algoritmaya gore yorumlanir. Nihai profil
sonuglar1 veri tabaniyla karsilagtirilarak bilinmeyen organizmanin tanimlanmasi
saglanir. Tanmimlama profili olusturulmasit ve yorumlanmasi ise su sekilde
gergeklesir; kartin optik olarak okundugu ilk an ile sonraki okumalardaki 1s1k
yansimasi oranlanir ve yiizde degisimi elde edilir. Her kuyucuk, yani her test i¢in bu
degisim orani, o test i¢in belirlenmis esik deger ile karsilastirilarak test pozitif veya
negatif olarak degerlendirilir. Yiizde degisim orani; esik degerden kiigiik ise test
negatif, esik degere esit veya esik degerden biiyiikse test pozitif olarak okunur.
Pozitif veya negatif sonuglar biyolojik bir sayiya cevrilir. Mikroorganizmanin
adlandirilmasi ise, test edilen kimyasal maddelerin cihaz veri tabaninda bulunan
biyolojik sayiya yaklagma olasiligina cevrilmesi ile gerceklesir (124). Tanimlanan
mikroorganizma tiirii ve antibiyotik duyarlilik paternine gore 4-18 saat igerisinde

cihaz tarafindan sonug verilmektedir(124).

Vitek cihazindaki antimikrobiyal duyarlilik testleri sivi diliisyon temeline
dayanmaktadir ve seri diliisyonlarin olusturulmas: islemi de cihaz tarafindan
otomatik olarak yapilmaktadir. Hazirlanmis olan bakteri siispansiyonu, kapillerler
yoluyla kuyucuklara gecer ve kuyucuklardaki antimikrobiyal ajanlar ile birlesir.
Kuyucuklarda iireyen bakterilerin bulaniklik olusturmasi, tiirbidometrik sekilde
olciiliir. Uremenin normallestirilmis lineer regresyon analizi, dogrudan veya
niteliksel olarak yorumlanabilen bilgisayar algoritmasi ile MiK (Minimum Inhibitér

Konsantrasyon) degeri belirlenir (125). Bu sistemle ila¢ kuyucuklarindaki cesitli
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konsantrasyonlarda olan lireme, kontrol kuyucugundaki iireme ile karsilagtirilarak

degerlendirilir. Sonuglar duyarli, orta duyarli veya direngli olarak raporlanir (123).

2.5.4. Molekiiler Yontemler; 16S rRNA Gen Dizi Analizi

1970’1i yillarda Carl R. Woese ve ark. prokaryot canlilarin filogenetik yapilarini,
16S rRNA geni kullanarak arastirmiglardir (126). Bu yontem ortamlardan veya klinik
orneklerden izole edilen bakterileri tanimlamak ve bakteriler arasindaki filogenetik
iligkileri belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (127).

rRNA ribozomlarda protein sentezinde gorev yapan bir RNA tipidir ve toplam
hiicresel RNA’nin %70’ini olusturur. Ribozomlar prokaryot ve 6karyot canlilarda 50S
(biiyiik alt birim) ve 30S (kiiclik alt birim) olarak iki alt birimden olusur. 5S ve 23S
rRNA’lar ribozomun 50S alt biriminde, 16S rRNA ise ribozomun kiigiik alt biriminde
bulunur. Buradaki ’S’’ kavrami, molekiiliin biyiikligiine gore yiiksek devirli
santrifiijjdeki ¢okme hizim1 ifade eden ¢’Svedberg’’ birimini temsil etmektedir. 16S
rRNA, 1500-1800 niikleotit uzunlugundadir ve bakteri hiicresinden kolayca izole
edilebilir. Ayn1 zamanda tiim bakteri hiicrelerinde ayn1 yapisal ve fonksiyonel gorevlere
sahiptir. Evrim siirecinde ribozomal RNA’nin kiiciik alt birimi yiiksek oranda
korunmustur ¢iinkii bu bolgede meydana gelen mutasyonlar genellikle dliimciil olup,
mutasyon goriilen mikroorganizmalarin hayatta kalamamistir (128). 16S rRNA gen
bolgesinin korunakli gen bolgeleri yaninda, tiir icin spesifik olan gen bdlgelerini de
barindirmas: bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmalarina imkan saglamaktadir (129).
Ayrica niikleotit sayist ¢cok fazla olmadigindan 16S rRNA hizli ve ekonomik sekilde
kopyalanabilmekte; dizi analizi yapilabilmektedir (130). Aym tiire ait izolatlarda
siklikla %97°nin iizerinde 16S rRNA dizi benzerligi goriilmektedir (131). Ancak 16S
rRNA, yavas evrimlesme siireci nedeniyle yakin tiirler arasindaki iliskiyi belirlemekte
yetersiz kalmaktadir. Ornegin %99 seviyelerinde dizi benzerligi bulunan tiirler arasinda,
uzak akrabalara gore daha sik dizi hatalarina rastlanmaktadir. DNA-DNA hibridizasyon
teknikleri bu durumlarda daha giivenilir sonuclar vermektedir. Ozetle 16S rRNA gen
dizi analizi yontemiyle yapilan siniflandirma, fenotipik siniflandirmadan daha objektif
ve glivenilir bir siniflandirma olsa da, tek basina %100 kesin sonug elde ettirmemektedir

(132).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calisma Agustos 2015 — Ocak 2017 tarihleri arasinda, Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmustiir. Belirtilen
tarihler arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ¢esitli
servislerinden mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis kan ve kateter kiiltiirii 6rnekleri
incelenmistir. Bu Orneklerden korineform bakteri {iremesi tespit edilen Grneklerin
tanimlama islemleri MALDI-TOF MS ve VITEK 2 Compact otomatize sistemleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu sistemlerle 7. ofitidis veya C. mucifaciens olarak
belirlenen 46 izolat ¢calismaya dahil edilmistir. Daha sonra tiir ayrimi i¢in konvansiyonel
yontemlerle ek testler yapilmis ve 16S rRNA gen dizi analizi ile tiir tanimlamalari
dogrulanmistir. Bunlara ek olarak tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri

yapilmustir.

3.2. Kan Kiiltiirii Orneklerinin Alinmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde kan kiiltiirii alinirken kan
aliacak bolge %70’lik etil veya isopropil alkol ile temizlenmekte ve kuruduktan sonra
%1-2 iyodin soliisyonu ile silinmektedir. Silme iglemi 5 cm’lik bir alanda merkezden
perifere dogru daireler ¢izilerek yapilmaktadir. Kan kiiltiir siselerinin iizerindeki lastik
tipa steril olmadigindan, ornek siseye aktarilmadan Once tipa tizerindeki plastik kapak
acilip %70’lik alkol ile temizlenmektedir. Ornek siseye aktarildiktan sonra lastik tipa
tekrar %70’lik alkol ile silinmekte ve sise birkag kez alt {ist edildikten sonra

laboratuvara iki saat icerisinde ulastirilmaktadir.
3.3. Kan Kiiltiirii Siselerinin islenmesi
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarma

gonderilen kan ve kateter kiiltiirii 6rnekleri, BacT/Alert 3D otomatize kan kiiltiir

cihazina ytiklenmistir. Kan kiiltiirii siseleri pozitif sinyal verene kadar 7 giinliik siire
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boyunca cihaz i¢inde inkiibe edilmistir. Pozitif sinyal vermeyen siseler 7 glin sonunda
cihazdan cikarilmistir. Inkiibasyon siiresi iginde pozitif sinyal veren kan kiiltiir siseleri
isleme alinmustir. Ornekten Gram boyama yapildiktan sonra %5 koyun kanli agar
(Salubris, Istanbul), cikolata agar (Salubris, Istanbul) ve MacConkey agara (Salubris,
Istanbul) ekim yapilmistir. 18-24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan iireyen koloniler
Gram boyasi ile degerlendirildikten sonra otomatize sistemlerle (MALDI-TOF MS ve
VITEK 2 Compact; bioM¢érieux, Fransa) tanimlanmistir. Ek olarak katalaz testi, DNaz

testi, CAMP testi olmak iizere konvansiyonel yontemler de uygulanmistir.

3.4. Kan ve Katater Kiiltiirlerinin Degerlendirilmesi

3.4.1. Pozitif Sinyal Veren Siselerden Gram Boyama

Pozitif sinyal veren kan kiiltiir sisesinden, temiz bir lam iizerine 1-2 damla
materyal damlatildi. Damla diizgiin ve ince bir tabaka elde edilecek sekilde yayildi ve
havada kurumaya birakildi. Preperat kuruduktan sonra bir pens yardimiyla bir ucundan
tutulup, bek alevinden 3 kez gecirilerek tespit edildikten sonra boya standina
yerlestirildi. Ik énce iizerine kristal viyole damlatilarak 1-2 dakika beklenildi. Su ile
hafifce yikanarak boyanin fazlasi akitildi. Lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika
bekletildi ve su ile yikama islemi yapildi. Sonraki asamada preparat iizerine %95’lik etil
alkol damlatilarak 15-20 saniye bekletildi. Lam tekrar sudan gecirildikten sonra sulu
fuksin ¢ozeltisi ile 30 saniye boyandi. Su ile iyice yikanip, kurutma kagidi ile hafifce
suyu almarak kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak

100’liik objektif altinda 151k mikroskobunda incelendi.

3.4.2. Kan Kiiltiirii Siselerinin Ekimi ve Degerlendirilmesi

Pozitif sinyal veren kan kiiltiirli sisesinden, %5 koyun kanli agar, cikolata agar
ve MacConkey besiyerlerlerine birka¢ damla 6rnek damlatildiktan sonra tek koloni

ekim yontemi gerceklestirildi. Ekim yapilan besiyeri plaklari %5 COy’li etiivde
(HERACcell 240 CO; Incubator, Kendro, Almanya), 37°C ‘de 18-24 saat inkiibe edildi.

31



Inkiibasyon sonunda iireme saptanan plaklarda, farkli morfoloji gdsteren her koloniden
Gram boyama gergeklestirildi.

Ureme saptanan plaklardaki bakterilerin Gram boyanarak incelenmesi
sonucunda dallanmayan ve sporsuz Gram pozitif basiller goriilmesi iizerine ilk olarak
katalaz testi yapildi. Bakterinin taze kiiltiiriinden alinan bir koloni temiz bir lam tizerine
koyuldu. Uzerine bir damla katalaz soliisyonu aktarildi. Hava kabarciklarimin goriilmesi
lizerine katalaz testi pozitif olarak yorumlandi. Gram boyal1 goriintiileri ve katalaz
pozitifligi ile Corynebacterium cinsine ait oldugu diisliniilen bakteriler, rutin

laboratuvarda tanimlama amacli kullanilan otomatize sistemler ile ¢aligildi.

3.5. MALDI-TOF MS ile Tanimlama

Bakterinin 18-24 saatlik koyun kanli besiyerinde iiremis taze kiiltiiri MALDI-
TOF MS (Vitek MS, bioMérieux, Fransa) cihazinda tanimlanmak i¢in isleme alindi. 1
uL’lik steril plastik 6ze (Ansa/Microloop, Biosigma) ile tek koloni bakteriden alinarak
her kuyucuga bir bakteri izolat1 denk gelecek sekilde tek kullanimlik metal slaytlara
ince bir tabaka halinde siiriildii. Siiriilen bakteri iizerine 1 pyL CHCA (a-siyano-4-
hidroksisinnamik asit) matriksinden damlatildi ve oda 1sisinda kurumaya birakildi.
Kuruduktan sonra metal slaytlar MALDI-TOF MS cihazina yiiklendi. Yaklagik 40

dakika i¢inde tanimlama sonuglari cihaza ait bilgisayar ekranindan goriintiilendi.

3.6. VITEK 2 Compact ile Tammmlama

18-24 saatlik, %5 koyun kanli agardaki saf kiiltiirden steril ekiivyonla birkag
koloni alinarak, i¢inde 3.0 mL steril salin (%0.45 NaCl, pH:5.0-7.2) bulunan 12x75
mm’lik seffaf polistren test tiipleri i¢ine konuldu. Vorteks (Vortex V-1 plus, BioSan,
Letonya) yardimiyla homojen bir karisim olusturuldu. Spektrofotometrik olarak 0.50-
0.63 McFarland olacak sekilde, Vitek McFarland cihazinda (DensiChek plus,
bioM¢érieux, Fransa) bulaniklik ayari yapildi. Mikroorganizma siispansiyonunu igeren
test tlipli cihazin 6zel kaseti icine konuldu. Tanimlama kart1 olan Vitek 2 ANC kartin
transfer tiipii siispansiyon tiipii i¢ine koyularak ve kart, test tiipiine komsu olacak sekilde

kaset icindeki yerine yerlestirildi. Doldurulan kaset, barkotlar1 okutulduktan sonra Vitek
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2 Compact (bioM¢érieux, Fransa) cihazi i¢ine yerlestirildi. 18 saat inkiibasyon sonrasi

sonuglar cihaz bilgisayarindan kontrol edildi.

3.7. izolatlar i¢in Yapilan Konvansiyonel Ek Testler

3.7.1 CAMP Testi

Izolatlarm Vitek 2 Compact tanimlama sonuglar1 alindiktan sonra ek olarak
CAMP ve DNaz testleri yapildi. S. aureus B-lizin iireten susu (S. aureus 25923) %5
koyun kanli agar besiyerinin ortasina kalin bir ¢izgi seklinde boydan boya siiriildii. Bu
ekim cizgisine dik dogrultuda ancak stafilokok ekim ¢izgisine dokundurmadan
(yaklasik 2 mm kala) test edilecek bakteri 2-3 cm uzunlugunda besiyeri plagina siirtildii.
Pozitif kontrol i¢in S. agalactia (ATCC 13813) test edilecek bakteri gibi stafilokok
ekim cizgisine degdirilmeden besiyerine stiriildii. 18-24 saat, 37°C’de inkiibasyon
sonrasi, S. aureus ile kontrol bakterisi veya test edilen bakteri arasinda ok basi seklinde
artmis hemoliz alam1 goriilmesi testin pozitif oldugu seklinde yorumlandi. Bu ok basi

goriintiisiiniin olmamas1 durumunda ise test negatif olarak degerlendirildi.

3.7.2. DNaz Testi

e Deoksiriboniikleaz (DNaz) test agar (Difco, BD, ABD) tozu kullanildu.
Besiyerinin bir litre saf suda yaklasik igerigi:

* Pankreatik kazein dijesti....... 10g

* Proteoz peptonno 3............. 10g

* Deoksiriboniikleik asit.......... 20¢g

* Sodyum klorit.................... 50¢g
*Agar ... I5¢g

* Metil Yesilic........coooeininn.n. 0.05¢g
(pH7.3+0.2)

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 42 g tartilip 1000 ml distile su iginde
karigtirildi. Isitildi ve tozun tamamen ¢oOziilmesi i¢in 1 dakika kaynatildi. Otoklavda

121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan c¢ikan besiyeri 45-50°C’ye kadar
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sogutulduktan sonra, 60 mm capindaki petrilere yaklasik 4 mm kalinliginda dokiildii.
Besiyeri donduktan sonra mikroorganizmalarin test edilmesi amaciyla kullanildi.

Steril 6ze yardimiyla, 18-24 saatlik kiiltiirden birka¢ koloni alinarak DNaz
besiyerine 2-2.5 cm uzunlukta kalin bir ¢izgi seklinde siiriildii. Arada 1-2 cm bosluk
birakarak, test edilen bakteriye paralel sekilde DNaz pozitif oldugu bilinen kontrol
izolat1 (S. aureus ATCC 25923 susu) kalin ¢izgi seklinde siiriildii. 24-48 saat, 37°C’de
inkiibasyon sonrasi degerlendirildi. Besiyerinin yesil renginin bakteri kolonisi etrafinda
seffaf renge doniismesi durumunda test pozitif, koloni etrafinda yesil rengin solmamis
olmasi durumunda test negatif olarak degerlendirildi. Calisma izolatlarinin tiir
diizeyinde ayrimi i¢in uygulanan konvansiyonel testler ve bakterilerin fenotipik

Ozellikler Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. T. otitidis, C. mucifaciens, C. afermentans bakterilerinin tiir diizeyinde ayrimi
icin uygulanan testler ve fenotipik 6zellikleri

Bakteri Ad: s & 2 < KoloniYapis ~ &ram Boyanma
3 = ] = Ozelligi
= & § = < E
N = = b= N .=
* 8 o <
Zz < =& £ =
= @) o - 0=
C. afermentans Opak, gri-beyaz, Kisa, ‘V’ seklinde
subsp. - D* + - - biiyiik (1-2 mm)  goriinen Gram
afermentans koloniler pozitif basiller
Camsi, gri, 7 .
C. afermentans D* sk kiigiik K..ls.a.l’ V” seklinde
. . - + o+ goriinen Gram
subsp. lipophilum (<0.5 mm) . .
. pozitif basiller
koloniler
Parlak, acik sar1, I%;Egll{d Zli?lelli
C. mucifaciens - - + - + mukoid ¢ A
. Gram pozitif
koloniler .
basiller
Uzun,
T otitidis + + + - yuvarlak, krem e 1
rengi koloniler Goriinimld
& Gram pozitif
basiller

*D: Degigken, **: %5 Koyun kanli agara, %1’lik Tween 80 eklendiginde koloniler beyaz renge
donmekte ve koloni biiylikliigii artmaktadir.
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3.8.1. izolatlarin Molekiiler Olarak Tamimlanmasi

3.8.1. DNA izolasyonu (Ekstraksiyon)

Besiyerinde saf kiiltlir halinde {ireyen izolatlar steril 6ze ile alinarak, 1 ml steril
distile su icerisinde 4 Mcfarland bulanikliginda siispanse edildi. Her bir 6rnek en az 5
dakika vortekslenerek homojen hale getirildi. Daha sonra Qiasymphony (Qiagen,
Almanya) total niikleik asit izolasyon kiti ile bakteriyel DNA ekstraksiyonu yapildi ve
elde edilen DNA ornekleri -20°C’de PCR islemine kadar saklandi.

3.8.2. 16S rDNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgesi 16S rDNA’dir. 16S rDNA bolgesinin
sekans1 icin Oncelikle yaklasik 800 baz giftlik 16S rDNA bolgesi her iki yonde;
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems/ ABD) thermal cycler cihazi
kullanilarak ¢ogaltildi. Bu amagla spesifik p8FPL 5> AGT TTG ATC ATG GCT CAG-
3’ ve p806R 5°-GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT-3’ primerleri kullanildi.

Amplifikasyon kosullari;
I.  94°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben,
II.  94°C/30sn denatiirasyon
II.  60°C/30sn baglanma ve 35 siklus olarak
IV.  72°C/1 dk uzama ve
V. final uzama olarak 72°C'de 10 dakika olacak sekilde uygulandi.

PZR i¢in kullanilan soliisyonlar ve amplifikasyon sartlar1 agagida belirtilmistir:
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Tablo 4. TopTaq (Qiagen) PZR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Karisim Miktar
l2(;(r1$1r§10pTaq Master Mix 12,5 ul
10X CoralLoad Concentrate 2.5 ul
p8FPL 1 ul
p806R 1 ul
DNAaz RNAaz free saf su 7 ul
DNA 1l
Toplam hacim 25 pl

3.8.2. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin %1°’lik agaroz jelde, TAE (Tris-asetat-
EDTA [Etilendiamin tetraasetik asit]) tampon kullanilarak elektroforezi yapildi.
Elektroforez islemi sonrasi jel iizerindeki DNA bantlar1 UV transilluminator ile
gorlntiilendi. DNA molekiiler agirlik standardi ile karsilastirildiginda, yaklasik 800 baz
cifti blyiikligiindeki bantlar, jel lizerinden QIAquick Gel Extraction Kiti (Hilden,
Almanya) kullanilarak {retici firmanin Onerileri dogrultusunda saflastirildi. Jelden
saflagtirilan PZR iirtinleri sekans reaksiyonunda kalip DNA olarak kullanilmak iizere

calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.8.4. DNA Dizi Analizi I¢cin Sekans Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

ABI Prism BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, ABD) Kkiti
kullanilarak, her iki yonde 96°C/10sn, 50°C/5sn ve 60°C/6dk olarak toplam 35 siklus

dideoksintiikleotit dizileme islemi gerceklestirildi (Gene Amp PCR System 9700,
Applied Biosystems, ABD).
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Tablo 5. Sekans (cycle sequencing) reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Karisim Miktar

ABI Prism BigDye 4 ul

5X Tampon 2ul

Primer (p8FPL ve p806R) 0.32 pl (3,2 pmol)
DNAaz RNAaz free saf su 11.68 ul

DNA 2ul

Toplam hacim 20 pl

3.8.5. Sekans Reaksiyonu Uriinlerinin Presipitasyonu

Floresan boyali dideoksi terminator niikleotidler ile isaretlenmis amplikonlar,
dizileme isleminden 6nce SM NaAc (Sodyum asetat) ve etanol kullanilarak presipite
edildi. Bu amagla 20 ul’lik sekans reaksiyonu {irtinlerinin iizerine 2,12 pul 3M NaAc (pH
4.6), 2,12 ul 0,IM Na,EDTA (EDTA disodium salt) ve 4,77 ul su karigimi ve son
olarak da 61 pl %100 soguk etanol eklendi ve buz iizerinde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi. Karigim -20°C’de 13.000 rpm’de 45 dakika santrifiij edilerek listte
kalan sivi pipet ile ¢ekildi. Tiim sivi disart atildiktan sonra, 200ul %70’lik taze
hazirlanan soguk etanol ile 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu yikama iglemi
iki kez tekrar edildi. Daha sonra tiim alkol dokiilerek tiipler kurumaya birakildi. Tiipler
tamamen kuruduktan sonra, DNA pelletleri iizerine 30 pl formamid (Applied
Biosystems, ABD) eklendi. Formamid i¢inde ¢6ziilmiis durumdaki DNA’nin dizileme
oncesi sekonder yapilarinin agilmasi ve denatiire olmalarinin saglanmasi i¢in tiipler
95°C’de 5 dakika kuru 1s1 blogunda tutuldu ve daha sonra buz iistiine alinan tiipler

-20°C’de 1-2 dakika bekletildi.

3.8.6. Dizileme

Denatiirasyon isleminin ardindan 6rnekler ABI Prism 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, ABD) cihazina yiiklendi. Elektroforez i¢in 47 cm’lik kapiller ve

her o6rnek i¢in 1-2 pl POP-6 (Performance Optimized Polymer—6, Aplied Biosystems,
ABD) kullanildi. Denatiire edilen 6rnekler 30 saniye boyunca, 1,5 kV potansiyel farki
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altinda 1pA akim ile kapillere yiliklendi. Elektroforez kosullar1 40 dakika boyunca 15
kV potansiyel farki ve 7 pA akim olacak sekilde uygulandi. Dizi analizleri i¢in ABI
Prism 310 Data Collection Software yazilimi tarafindan olusturulan kromatogram

dosyalar1 kullanildi.

3.8.7. Sonug¢larin Analizi

Dizileme sonuglarini igeren kromatogram dosyalar1t FinchTV v1.3.1 yazilimina
(GeoSpiza Inc., ABD) aktarilarak, diziler iizerinde gerekli goriilen diizeltmeler yapildi.
Elde edilen DNA dizileri NCBI’da (National Centre for Biotechnology Information) yer
alan Gen Bankas1 ve BLAST (Basic Local Alignment Tool) sunucusu kullanilarak veri
bankasinda kayith diger izolatlar ile karsilastirildi. Dizilerin tiir diizeyinde
identifikasyonlarinda yiiksek oranda dogrulugundan emin olmak i¢in; E-degeri 0.0 ve
maksimum benzerlik oranlar1 %99’un iizerinde olan veriler identifikasyonda kullanildu.

Toplamda yaklagik 1200 niikleotidin analizi yapildi ve elde edilen sonuglar kaydedildi.

3.9. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Calisma kapsamindaki izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenmesi
amaciyla gradyan serit yontemi (E-test, bioMérieux, Fransa) kullanildi. E-test; MIK
(minimum inhibitér konsantrasyon; bir mikroorganizmanin iiremesini engelleyen en
diisiik ila¢ konsantrasyonu) yontemine bagli olarak antibiyotiklerin duyarlilik testini
yapabilen, bir tarafinda antibiyotigin pg/mL olarak diizenlenmis 15 ve katlar1 olarak
artan diliisyonlar1 bulunan, 5x57 mm boyutunda striplerdir. Gradyan serit yontemi kati
besiyerinde diflizyon yoluyla kantitatif sonug verir. Elips seklindeki inhibisyon alaninin
stripi kestigi nokta MIK degeridir. Otomatize sitemlerdeki gibi fazla teknik alt yapiya
ve Ozel yetistirilmis personele ihtiyag¢ duymadan kolay uygulanabilen ve giivenilir
sonuglar elde ettiren bir yontemdir. Calismada CLSI’in (Clinical and Laboratory
Standards Institute ) Corynebacterium tirleri i¢in test edilmesini Onerdigi
antibiyotiklerden klindamisin, eritromisin, vankomisin, daptomisin, penisilin,
trimetoprim  sulfometoksazol (TMP-SMX) antibiyotiklerinin duyarlilik profilleri
incelendi. CLSI M45-A2 (Methods for antimicrobial dilution and disk susceptibility
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testing of infrequently isolated or fastidious bacteria; approved guideline-second
edition) kilavuzunda yer alan, calismamizda test edilen antibiyotikler ic¢in Onerilen

direng sinir degerleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6. Corynebacterium spp. CLSI kilavuzunda belirtilen direng sinir degerleri (133)

MIK (ng/mL)
Antibiyotik
Duyarh (S) Orta Duyarh (I) Direncli (R)

Penisilin <0.12 0.25-2 >4
Vankomisin <2 _* *
Daptomisin <1 o o
Eritromisin <05 1 )
Klindamisin <0.5 1-2 > 4
TMP-SMX <2/38 - > 4/76

*: ’Duyarl1i”’ disindaki sonuglar beklenen dis1 profildir, tanimlama ve antibiyotik
duyarhlik testleri tekrar edilmelidir. Sonug¢ ayniysa izolat referans bir laboratuvara
gonderilmelidir.

“’bioMérieux E-test uygulama rehberi’’nde Corynebacterium tiirleriyle ilgili
boliimdeki oneriler dikkate alinarak duyarlilik testleri yapildi. E-test gradyent seritleri -
20°C derin dondurucudan (Vestel, Tirkiye) c¢ikarilarak oda sicakligina gelmeleri
beklendi. Test edilecek bakteri, 18-24 saat inkiibe edilmis koyun kanli agar plagindan
steril ekiivyonla birka¢ koloni alinarak, Mueller Hinton broth i¢inde vorteks yardimiyla
homojenize edildikten sonra densitometre cihaziyla (Den-1 McFarland Dansitometer,
BioSan, Letonya) 1 McFarland yogunluga getirildi. %5 koyun kanli Mueller Hinton
agar (MHA) (Salubris, Istanbul) yiizeyine baska bir steril ekiivyon kullanilarak yayildi.
Besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra besiyeri lizerine E-test seritleri yerlestirildi. Plaklar
18-24 saat siireyle 37°C'de, %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda elips
seklindeki inhibisyon bolgesiyle E-test seridinin kesistigi bolgedeki deger, MIK degeri
olarak kabul edildi. MIK degerleri CLSI kilavuzunda belirtilen diren¢ siir degerlerine
gore duyarl, orta duyarli veya direngli olarak degerlendirilip; izolatlarin duyarlilik

profilleri belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ornek Tiirleri ve izolatlarin Ozellikleri

Agustos 2015 — Ocak 2017 tarihleri arasinda, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji ~Laboratuvarina hastanenin ¢esitli
servislerinden gonderilen kan ve katater kiiltiirii 6rnekleri degerlendirilmistir.

20’si1 erkek, 26°s1 kadin hastadan gelen 13 kateter kiiltiirii, 33 kan kiiltiiri 6rnegi
degerlendirilmistir. Servislere gore bakilacak olursa; 14 0&rnek yogun bakim
servislerinden, 10 6rnek acil servislerden, 22 d6rnek ise diger servislerden gonderilmistir.
Yas araligr 7 ile 83 yas arasinda degerlendirilmis olup, 15 yas alti 3 hasta 6rnegi
caligmaya dahil edilmisken, 60 yas {lizeri 25 hasta izolat1 ¢alisilmistir. Her hastadan bir
izolat caligmaya dahil edilmistir. Olgulara ait klinik bulgular Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Olgulara ait klinik bulgular

Olgu  Yas Cinsiyet Servis Ornek Tiirii
1 84 Kadm Dahiliye Servisi Kateter
2 88 Erkek Dahiliye Servisi Kan

3 74 Kadin Dabhiliye Servisi Kateter
4 45 Kadin Noroloji Y.B.” Servisi Kateter
5 55 Kadm K.V.C." Servisi Kan

6 81 Erkek K.V.C. Y.B. Servisi Kan

7 64 Kadin Noroloji Y.B. Servisi Kan

8 34 Kadm Dahiliye Servisi Kan

8 34 Kadin Dabhiliye Servisi Kan

9 36 Erkek Dahiliye Y.B. Servisi Kateter
10 89 Kadin Dabhiliye Servisi Kan

11 64 Erkek Onkoloji Servisi Kateter
12 51 Kadm Onkoloji Servisi Kan

13 52 Kadin Kadin Hast. ve Dogum S. Kateter
14 71 Kadm Acil Servis Kan

15 76 Kadm Kardiyoloji Y.B. Servisi Kateter
16 27 Erkek Dabhiliye Y.B. Servisi Kan

17 63 Erkek G.Cerrahi® Y.B. Servisi Kan

18 51 Kadin G. Cerrahi Y.B. Servisi Kan

19 80 Erkek Dahiliye Y.B. Servisi Kan

20 25 Erkek Dahiliye Y.B. Servisi Kateter
21 48 Erkek Noroloji Y.B. Servisi Kan
22 33 Kadm Dahiliye Y.B. Servisi Kateter
23 68 Kadin Acil Servis Kan

24 78 Erkek Acil Servis Kan

25 69 Erkek K.V.C. Servisi Kan
26 78 Erkek Acil Servis Kan
27 82 Kadm Dahiliye Y.B. Servisi Kan

28 51 Erkek Acil Servis Kateter
29 51 Kadin Noroloji Servisi Kan

30 66 Kadm Onkoloji Servisi Kan

31 42 Kadin Acil Servis Kan

32 58 Kadm Dahiliye Y.B. Servisi Kan

33 68 Erkek Dabhiliye Servisi Kan
34 8 Erkek Onkoloji Servisi Kan

35 24 Erkek Anestezi Y.B. Servisi Kateter
36 57 Kadin K.B.B. Servisi Kan
37 66 Kadmn Onkoloji Servisi Kan

38 73 Erkek Beyin Cerrahi Servisi Kan

39 14 Erkek Cocuk Acil Servisi Kateter
40 75 Erkek Kardiyoloji Servisi Kan

41 25 Kadin Dabhiliye Servisi Kan
42 65 Kadmn Acil Servis Kateter
43 83 Kadm Acil Servis Kan

44 64 Erkek K.B.B. Servisi Kan
45 83 Kadm Acil Servis Kan
46 7 Erkek Ortopedi Servisi Kan

* :Yogun Bakim ": Kalp Damar Cerrahisi® : Genel Cerrahi
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4.2. izolatlarin Tammlanmasi

Ureme saptanan kan kiiltiirii siseleri degerlendirilirken ¢alisma kapsamina alinan
46 adet T. otitidis ve C. mucifaciens izolatinin tanimlamasi su sekilde yapilmistir:
pozitiflik veren kan kiiltiir sisesinden yapilan Gram boyamada tekli, birbirine paralel
cizgiler seklinde veya ’V’’ seklinde ¢iftler halinde Gram pozitif basiller goriilmiistiir.
Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii sigselerinden yapilan pasajlar %5 CO;’li ortamda,
37°C*de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. %5 koyun kanli agar ve
cikolata agarda bakteri iiremesi tespit edilirken, MacConkey besiyerinde {ireme
olmadig1 goriilmiistiir. Koloniler makroskopik acidan degerlendirildiginde izolatlarin
cogunun 1-2 mm capinda, gri-beyaz renkli, diiz, opak, mukoid olmayan ve gama
hemolitik koloniler seklinde oldugu gozlenmistir. Izolatlardan bir tanesinin ise yuvarlak,
konveks, parlak, acik sarimsi renkte ve olduk¢a mukoid kolonilerinin olmast dikkat
cekmistir. Kolonilerden yapilan Gram boyali yaymalarin mikroskobik incelemesinde
kisa, dallanmayan, sporsuz, Cin harfleri goriiniimiinde, pleomorfik Gram pozitif basiller

izlenmistir.

4.3. MALDI-TOF MS ve VITEK 2 Compact ile Tanimlama Sonugclari

Korineform bakteri oldugu diisiiniilen 46 izolat icin hem MALDI-TOF MS hem
de VITEK 2 Compact ile tiir diizeyinde tanimlama islemi yapilmistir. Koyun kanl
agarda tlireyen koloniler MALDI-TOF MS cihazinda ¢aligilmis, izolatlardan 1 tanesi C.
mucifaciens olarak tanimlanmis ancak diger 45 izolat MALDI-TOF MS ile
tanimlanamamistir. MALDI-TOF MS ile C. mucifaciens olarak tanimlanan izolat
VITEK 2 Compact otomatize sistemiyle tanimlanamamis, MALDI-TOF MS ile

tanimlanamayan 45 izolat ise VITEK 2 Compact ile 7. ofitidis olarak tanimlanmistir.
4.4. Konvansiyonel Test Sonuclar (Katalaz, CAMP, DNaz Testleri)
Korineform bakteri oldugu diisiiniilen 46 izolatin tamami ek konvansiyonel

testlerle tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bu amacla katalaz, CAMP, DNaz testleri

yapilmigtir. Tiim izolatlarda katalaz testi pozitif saptanmistir. C. mucifaciens olarak
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tanimlanan izolatin CAMP testi negatif bulunmustur. 7. ofitidis olarak tanimlanmis
izolatlarda ise 1 izolat hari¢ hepsinde CAMP testi pozitif olarak saptanmistir. C.
mucifaciens olarak tanimlanan 27 numarali izolatin negatif CAMP test goriintiisii ve C.
afermentans olarak tanimlanan 24, 25, 26 numarali izolatlarin pozitif CAMP reaksiyon
goriintlisi Resim 4°te gosterilmistir. C. mucifaciens izolatinin %5 koyun kanli agarda 36

saat inkiibasyon sonrasi koloni yapis1t Resim 5’te gosterilmistir.

Resim 4. C. mucifaciens (27 numarali izolat) ve C. afermentans (24, 25, 26 numarali
izolatlar) izolatlar1 CAMP testi reaksiyon goriintiileri

45 izolatin tamaminin koloni morfolojisi olarak C. mucifaciens’in konveks,
parlak, agik sar1 ve mukoid yapidaki kolonilerine benzemeyip; C. afermentans

izolatlarina benzer sekilde gri-beyaz, opak, diiz koloniler oldugu goriilmiistiir. Ayrica 45
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izolatin 44’tinde CAMP testt C. mucifaciens’in aksine, pozitif olarak
degerlendirilmistir.

T. otitidis, C. afermentans spp. (CDC korineform grup ANF-1) izolatlarina ¢ok
benzediginden ANF-1 benzeri bakteri olarak adlandirilmistir. Her iki bakterinin koloni
yapilari birbirinden farklilik géstermez. Gram boyali preperatlarda ise 7. ofitidis’in daha
uzun hiicrelere sahip olmasi disinda C. afermentans ile benzer goriiniimdedir. Tir
diizeyinde tanimlamada CAMP ve DNaz testlerinin kullanilmasi ek bilgi saglamaktadir.
C. afermentans bazi suslari, T. otitidis izolatlarmin ise hepsinde CAMP testi pozitiftir.
T. otitidis izolatlarinda DNaz testi pozitif iken, C. afermentans izolatlarinin DNaz testi
negatiftir. Calisilan 45 izolatin tamaminin DNaz testleri negatif olarak bulunmustur.
Calismamizdaki 1 adet C. mucifaciens izolatinin da DNaz testi negatif olarak
saptanmigtir. Konvansiyonel testlerle C. afermentans spp. oldugu tespit edilen 45
izolatin alt tlir ayrim1 koloni morfolojisine gore yapilmistir. %5 koyun kanli agarda,
37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi, C. afermentans subsp. afermentans Kolonileri
gama hemolitik, diizglin kenarli, opak, beyaz-krem rengi morfolojide ve 1-2 mm
bliytlikliigiinde iken, C .afermentans subsp. lipophilum kolonileri parlak, gri, camsi ve
0.5 mm’den kiicilik goriiliirler. Koloni morfolojisi degerlendirildiginde 45 izolatin hepsi

C. afermentans subsp. afermentans ile uyumlu olarak bulunmustur (Resim 6).

Resim 6. C. afermentans subsp. afermentans izolatinin makroskopik gériiniimii
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4.5. DNA Dizi Analizi Sonuclan

Katalaz ve CAMP testi sonuglar 7 .otitidis bakterisi ile uyumlu bulunmus olsa
da, nadir goriilen bu bakterilere kan ve kateter kiiltiirii 6rneklerinde sik rastlanmig
olmas1 ve elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglarinda penisilin direncinin yaygin
goriiliip, literatiirde 7. ofitidis i1zolatlarinda penisilin direncine rastlanmamis olmasi
lizerine izolatlara 16S rDNA dizi analizi yapilmistir. MALDI-TOF MS tanimlama
sonucu C. mucifaciens olan izolat dizi analizi sonucunda C. mucifaciens olarak
tanimlanmistir. Boylece makroskopik olarak C. mucifaciens ile uyumlu olan 1 izolat
konvansiyonel yontemler, MALDI-TOF MS ve dizi analizi sonucu C. mucifaciens
olarak tanimlanmistir.

VITEK 2 Compact sistem tanimlama sonucu 7. otitidis olarak bulunmus olan 45
izolat ise 16S rDNA dizi analizi sonucunda C. mucifaciens/C. afermentans spp. olarak

tanimlanmistir. Izolatlara ait 16S rDNA PZR sonucu Resim 7°de gosterilmistir.

Resim 7. C. mucifaciens/C. afermentans spp. 16S rDNA PZR sonucu

28 3N ASCOR” 657K 82 vOMA 0181112 41 3614 15 816117, {118

s 1000 b
"..-..-..--’.-----."' ¢
W == 500 b

-

b¢: baz ¢ifti M: Marker

Dizi analizi sonuglar1 analiz edilirken, dizileme sonuglarini i¢ceren kromatogram
dosyalar1 FinchTV v1.3.1 yazilimimna aktarilarak, diziler iizerinde gerekli goriilen
diizeltmeler yapilmistir. Elde edilen DNA dizileri NCBI’da yer alan Gen Bankasi ve
BLAST sunucusu kullanilarak veri bankasinda kayitl diger izolatlar ile karsilastirilarak

tanimlama yapilmistir. C. afermentans izolatlarindan bir 6rnegin, FinchTV v1.3.1
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yazilimi ile elde edilen 16S rDNA Dizi analizi kromotogram goriintiisii Resim 8’de
gosterilmistir. Calisma kapsaminda kan kiiltiirii sisesindeki tiremeleri degerlendirilen 46

hastaya ait konvansiyonel tanimlama ve dizi analizi sonuglar1 Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Resim 8. C. afermentans izolatlarindan 38 nolu 6rnegin, FinchTV v1.3.1 yazilim
(GeoSpiza Inc., ABD) ile elde edilen 16S rDNA Dizi analizi kromotogram goriintiisii

E chTV - 16 T38 Turicella R5-11-17-11-41 PM.ab1 - =] X

B.@.@@Q@U@d []] acospia
GotoBaselo. [ FndSeawence [ [acsx

A A A oLX A = A LAXN , A
e R O B o S T O o SOVt o5 S (8 SR S U B O O O SO0 SO 55 35 B T Teee o0 o S T SN ST I (0 S I [ [ EU ST B (Y R SRR N
AGGCTTGCGCCCATTGTGCAATAT TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA GTCTGGGCC GTATCT CAGTCCCAAT GT G GCC C

Reset Scales Horizontal Scale - —
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Tablo 8. Olgulara ait konvansiyonel tanimlama ve dizi analizi sonuglari

Olgu Ornek KatalazTe CAMP DNaz Tanimlama Sonucu
Tiirii sti Testi Testi

1 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
2 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
3 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
4 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
5 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
6 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
7 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
8 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
8 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
9 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
10 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
11 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
12 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
13 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
14 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
15 Kan + § - C. afermentans subsp. afermentans
16 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
17 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
18 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
19 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
20 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
21 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
22 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
23 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
24 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
25 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
26 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
27 Kan + - - C. mucifaciens

28 Kan + - C. afermentans subsp. afermentans
29 Kan + - C. afermentans subsp. afermentans
30 Kan + - C. afermentans subsp. afermentans
31 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
32 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
33 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
34 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
35 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
36 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
37 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
38 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
39 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
40 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
41 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
42 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
43 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
44 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
45 Kan + + - C. afermentans subsp. afermentans
46 Kateter + + - C. afermentans subsp. afermentans
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4.6. Olgularin Aym Giin ve Bir Haftahk Kan ve Kateter Kiiltiirii

Uremelerinin Degerlendirilmesi

Kan kiiltiiriinde C. afermentans liremesi olan 10 numarali olgunun, bir hafta
sonra gelen kateter kiiltiirii 6rneginde de aynmi bakteri tiremistir. C. afermentans liremesi

olan 32 numarali olgunun ise 6 ay sonra gelen kan kiiltlirii 6rneginde ayni bakteri

tiremesi saptanmigtir. Olgulara ait iiremeler Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9. Olgularin bir haftalik kan kiiltiirii tiremelerinin degerlendirilmesi

= s = = = o
= 2 2gX £ £ E
= &2 &g = S8 25 g
= = E - g% EX -2
ot 50 80° s 2 =° L5,
= 2 = = 5 E = £ = S99 =
20 = > & >80 2 =3 £ =< E§
=) QO < 2 < T = M B0:S M &n:S >
1 Kateter ~ Var Ureme yok (Kan) Var Ureme yok (Kan)
Candida albicans (Kan-kateter
2 Kan b i A KNS (Kan-kateter)( )
3 Kateter Var KNS (Kan) Var Ureme yok (Kan)
4 Kateter Yok - Var KNS (Kan)
5 Kan Yok - Var EI\‘?SZL‘(%;(Z; olyiigii (Kan)
6 Kan Yok - Var KNS (Kan)
7 Kan Yok - Var Ureme yok (Kan)
8 Kan Yok - Yok -
9 Kateter Var Ureme yok (Kan) Var Ureme yok (Kan-kateter)
C. afermentans subsp.
10 Kan Yok i Var aferji;entans (Katetelra)
11 Kateter Var Ureme yok (Kan) Var S. epidermidis (Kateter)
12 Kan Var (Cliiﬁ2:§l fa kompleks Var Ureme yok (Kan-kateter)
13 Kateter Yok - Var Ureme yok(Kan-kateter)
14 Kan Yok - Var Ureme yok (Kan)
C. glabrata kompleks (Kan,
C. glabrata kompleks kateter
15 Kateter Var (Kagn) b Var Entero)coccus faecalis (Kateter)
KNS (Kan, kateter)
16 Kan Var KNS (Kateter) Var S. epidermidis (Kan)
ﬁzzzzzgiognger) Kle.bsiella pneumonia (I?an)
17 Kan Var Elizabethkingia Var Acinetobacter baumannii
meningoseptica kompleks (.K gn)
(Kateter) S. epidermidis (Kateter)
18 Kan Yok - Var S. epidermidis (Kan, kateter)
19 Kan Yok - Var S. epidermidis (Kateter)
20  Kateter Yok - Var Ureme yok (Kan, kateter)
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Tablo 9 (Devam). Olgularin bir haftalik kan kiiltiirii tiremelerinin degerlendirilmesi

g 5 . b £e
< B = g &5
= = ” i” ? =
= = o = = =
= < < E £ £ &
k= 1) & 2 2% 2 5
= = o = ~ s R =
= = S @ £ S E 5
=< o0 g o0 E S « s ° >80
= ) = - = = 5 =
S0 £ g £ S Eom A =5
@) QO <« S <o = M® o RS
21 Kan Yok - Yok -
22 Kateter Yok - Var KNS (Kateter)
23  Kan Yok - Yok -
24  Kan Yok - Yok -
A. baumannii kompleks (Kan)
25  Kan Yok - Var Enterobacter cloaca (Kan,
kateter)
26 Kan Var Ureme yok (Kan) Var Ureme yok (Kan)
27 Kan Var Ureme yok (Kateter) Var Ureme yok (Kan)
Pseudomonas aeruginosa (Kan,
28  Kateter Var Ureme yok (Kan) Var kateter)
Gram pozitif basil (Kan)
29 Kan Yok - Var Escherichia coli (Kan)
30 Kan Yok - Var Ureme yok (Kan)
31 Kan Yok - Yok -
32 Kan Var KNS (Kateter) Var A, baumannii kompleks
(Kateter)
33 Kan Var Ureme yok (Kan) Var C. striatum (Kan)
34 Kan Yok - Var KNS (Kan)
35  Kateter Var KNS (Kateter) Var KNS (Kateter)
36 Kan Var KNS (Kateter) Var S. aureus (Kan)
37 Kan Var KNS (Kan) Var Ureme yok (Kan)
38 Kan Var Kiebsiella pneumoniae Var K. pneumoniae (Kan)
(Kan)
39  Kateter Yok - Var Ureme yok (Kan)
40 Kan Var Ureme yok (Kan) Var KNS (Kateter)
Streptococcus Streptococcus gallolyticus
41 Kan Var gallolyticus (Kan) Var (Kan)
42  Kateter Yok - Var Ureme yok (Kan)
43 Kan Var Ureme yok (Kan) Yok -
44  Kan Yok - Var A. baumannii kompleks (Kan)
45 Kan Yok - Yok -
46 Kan Var Ureme yok (Kan) Yok -
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Calisma kapsamindaki 46 olgunun 21’inde ayni giin ikinci bir kan/kateter kiiltiir
Ornegi laboratuvara gonderilmistir. Bu 21 hastanin 3’iinde 6rnek gelis saati ilk gelen
kiiltiirden farkli bir saatte, diger 18 6rnek ise ilk 6rnek ile aymi saatte gonderilmistir.
Farkli saatte 6rnegi gelen ii¢ hastadan ikisinin, ikinci kiiltiiriinde ireme olmazken, bir
hastada ise KNS {iremistir. Ayn1 saatte 6rnegi gelen 18 hastanin 9’unda ikinci kiiltiirde
bakteri liremesi saptanmis, 9’unda ise bakteri iiremesi olmamistir. Hastalarin C.
afermentans ve C. mucifaciens liremelerinin saptandig kan kiiltiirii tarihini kapsayan bir
hafta i¢cinde baska kan kiiltiirii 6rnegi gelip gelmedigi degerlendirilmis, ayn1 hafta i¢inde
baska Ornegi gelen 38 hastanin 15’inde iireme saptanmazken, 23’iinde lireme oldugu

goriilmiistiir. Sonuclar Tablo 10°da 6zetlenmistir.

Tablo 10. Olgularin diger kan kiiltiirlerinin degerlendirilmesi

Bakteri Uremesi Bakteri Uremesi

Say1 Olmayanlar Olanlar
Aynt gun gelen 21 hasta 6rnegi 11 hasta 10 hasta
baska ornek
Bir hafta i¢cinde
gelen bagka 38 hasta drnegi 15 hasta 23 hasta
ornek

4.7. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonug¢lar:

Antibiyotik duyarliligmmi saptamak amaciyla yapilan E-test sonuglari, CLSI
M45-A2 kilavuzundaki Corynebacterium spp. direng sinir degerlerine gore
yorumlanmistir. C. mucifaciens olarak tanimlanan izolatin penisilin, vankomisin,
daptomisin ve TMP-SMX antibiyotiklerine duyarli oldugu, eritromisin ve klindamisin
antibiyotiklerine ise direncli oldugu belirlenmistir. C. afermentans subsp. afermentans
olarak tamimlanan 45 izolatin ise tamaminin; penisilin, eritromisin ve klindamisin
antibiyotiklerine direngli; vankomisin ve daptomisine duyarli olduklari; 8 (%18) izolatin
TMP-SMX’e duyarli oldugu, 31 (%69) izolatin ise TMP-SMX’e diren¢li oldugu
saptanmis, 6 (%13) izolat ise orta duyarli olarak tespit edilmistir. izolatlarin antibiyotik
duyarlilik test sonuglarina ait bazi1 drnekler Resim 10’da gosterilmistir. izolatlarmn

antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo 11°de 6zetlenmistir.
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Resim 9. C. afermentans subsp. afermentans izolatlarindan birinin E-test antibiyotik
duyarlilik goriintiisii

TS: Trimetoprim-Sulfometoksazol PG: Penisilin EM: Eritromisin DPC: Daptomisin

Tablo 11. Izolatlarin antibiyotik duyarlilik profillerinin degerlendirilmesi

C. mucifaciens C.afermentans
Antibiyotik (1 izolat) (45 izolat)
S (%) R (%) S (%) I (%) R (%)

Penisilin 1 (100) 45 (100)
Eritromisin 1 (100) 45 (100)
Klindamisin 1 (100) 45 (100)
Vankomisin 1 (100) 45 (100)

Daptomisin 1 (100) 45 (100)

TMP-SMX 1 (100) 8 (18) 6 (13) 31 (69)

S: Duyarli (Susceptible) I: Orta Duyarli (Intermediate) R: Direngli (Resistant)
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5. TARTISMA

Klinik 6rneklerden izole edilen Corynebacterium tiirlerinin klinik 6nemine karar
vermek, genellikle klintk mikrobiyologlar i¢in olduk¢a zordur. Yillarca bu
mikroorganizmalar cilt kontaminantlar1 olarak diistiniiliip g6z ardi edilmis ve tiir
diizeyinde tanimlama i¢in girisimlerde bulunulmamistir. Ancak bu bakteriler giderek
artan sekilde 6nemli insan patojenleri olarak taninmaya baglamiglardir (30).

Corynebacterium tiirleri saglikli insan cildinde ve mukozalarda flora elemani
olarak bulunmaktadir. Cundell’in 2016 yilinda yayinlanan insan cildinin mikrobiyal
ekolojisi makalesinde cilt mikrobiyatasinin dogumla birlikte olusmaya basladig1 ve
sezeryan ile dogan bebeklerin Corynebacterium ile dogumdan itibaren kolonize oldugu,
puberte doneminde ise hormonlarin etkisine bagli olarak ciltte bu mikroorganizmalarin
baskin hale geldigi vurgulanmistir. Insan mikrobiyom prorojesiyle de, ciltte 1200
bakteri tliriiniin bulundugu; bunlar i¢inde Propionibacterium, Staphylococcus ve
Corynebacterium cinslerinin baskin oldugu gosterilmistir (134).

Huang ve ark. tarafindan 2016’da yapilan, konjuktival mikrobiyal topluluklarin
normal c¢ekirdek mikrobiyomunun tanimlanmasi calismasinda 31 adet konjuktival
siriinti  0rnegi incelenmistir. Okiiler yiizey ile iligkili hastaliklarda cesitli
mikrobiyotanin oynadig1 potansiyel rolleri arastirmanin amaglandigi bu calismada
Corynebacterium (%28), Pseudomonas (%6), Staphylococcus (%?5), Acinetobacter
(%4), Streptococcus (%2), Millisia (%?2), Anaerococcus (%1), Finegoldia (%1),
Simonsiella (%1) ve Veillonella ( %1) bakterilerinin mikrobiyal toplulugun %76’sindan
fazlasini olusturdugu belirlenmistir (135).

Imamura ve ark.’nin 2016’da yaptiklari, prematiire infantlarda alt solunum yolu
mikrobiyom belirleme ¢alismasinda hastalar; agir bronkopulmoner displazisi (BPD)
olan ve agir BPD’si olmayan hastalar seklinde iki gruba ayrilmistir. 169 prematiire
infanttan agir BPD’si olan 67’sinde Corynebacterium tiirlerinin BPD’si olmayan
hastalara gore ¢ok daha sik (p=0.03) izole edildigi belirtilmistir (136).

2005’te Polonya’da yiiriitiilen bir diger ¢alismada saglikli kisilerin derin dermis
tabakalarindan izole edilen 474 korineform bakteri tiir diizeyinde tanimlanmis, koagiilaz
negatif stafilokoklarla beraber bu bakterilerin kalic1 aerobik floranin parcast oldugu ve

lipofilik tiirlerin daha baskin olarak bulundugu; ayrica bu lipofilik tiirlerin firsatci
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enfeksiyonlarda siklikla izole edilen tiirler oldugu belirtilmistir. Firsat¢1 enfeksiyonlarin
siklikla fizyolojik floradan koken alan endojenik flora tarafindan meydana getirildigi ve
korinebakterilerin firsat¢1 enfeksiyonlardaki oneminin gittikge arttigi vurgulanmistir
(137).

Korineform  bakterilerin  klinik  mikrobiyolojik incelenmeleriyle 1ilgili
calismalarda yillar icinde ¢ok fazla artis goriilmiistiir. Bagisiklik sistemi baskilanmig
hasta sayisinda artis olmasi ve bu hastalarin teshis-tedavi siireglerinin daha yogun ve
invaziv hale gelmesi sonucu fircatct mikroorganizmalar i¢in daha elverisli lireme
kosullart olusmasi; bunun temel nedeni olarak kabul edilmektedir. Ayrica korineform
bakterilerin patojenik potansiyellerinin uzun yillar kiicimsenmesi bir baska neden
olarak goriilmektedir (13). Corynebacterium tiirlerinin hastalik etkeni olarak saptandigi,
hastanelerde klinik 6rneklerden izole edilen korineformlarin tanimlandig1 ve antibiyotik
duyarlilik profillerinin test edildigi ¢aligmalar da ¢ok sayidadir.

Riegel ve ark. Fransa’da 14 aylik siire boyunca, ¢esitli 415 klinik 6rnekte lireyen
korineform Gram pozitif basillerin tiir diizeyinde tanimlama ve antibiyogram
caligmalarim1 yiiriitmiislerdir. Kan kiiltiirii 6rneklerinde en sik C. afermentans, C.
Jjeikeum ve CDC Grup G bakterilerinin izole edildigini, bu bakterilerin ayn1 zamanda
kateter enfeksiyonlarinda da baskin goriildiigii bildirilmistir. Cesitli tiirlerde ortaya
cikan antimikrobiyal direncin korineform mikroorganizmalarin tiir diizeyinde dogru
tanimlanmasi ve antimikrobiyal direng¢ paternlerinin siirekli izlenmesini gerekli kildigi
vurgulanmistir (36).

Lagrou ve ark. Belgika’da bir tiniversite hastanesinde 6 aylik siire boyunca rutin
laboratuvara gelen Kkiiltiirlerde iireyen korineform bakterileri degerlendirmislerdir.
Bakterilerin cogu yara ve kan kiiltiiri 6rneklerinden izole edilmis, ¢aligilan 150 izolattan
37’sinin (%25), “’enfeksiyon etkeni‘’ olduguna karar verilmis, 113 (%75) ornek ise
“’klinik 6nemi siipheli’’ olarak degerlendirilmistir. Calisma kapsamindaki 150 izolattan
10 izolat C. afermentans bakterisine ait olup, izolatlar “’klinik 6nemi siipheli grup’’
icerisinde smiflandirilmistir. Ayrica bu tiirlin antibiyotik duyarlilik test sonuglari
caligmamizla uyumlu olarak tesbit edilmis; izolatlarin tamami eritromisin ve
klindamisine direngli, vankomisine ise duyarli bulunmustur. Ayni c¢alismada,
korineform bakterilerin steril viicut sivilarinda koloni sayisina bakilmaksizin, diger

orneklerde ise fazla sayida veya baskin olarak goriildiiglinde ileri tanimlama yapilmasi
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gerektigi; idrar orneklerinde bu bakterilerin liremeleri durumunda tek basina tiremigse
>10* CFU/mL, baskin olarak iiremisse >10° CFU/mL oldugunda tanimlama ve
antibiyotik duyarlilik testleri yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (138).

Balc1 ve ark. Gaziantep Universite Hastanesinde yaptiklar1 bir ¢alismada 1999-
2001 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinde tireyen 31 adet korineform bakteriyi tanimlayip
antibiyotik duyarlilik testlerini calismuslardir. C. afermentans olarak tanimlanan iki
izolattan biri penisiline direncli, her iki izolat ta eritromisin, klindamisin, TMP-SMX’e
direngli ve her ikisi de vankomisine duyarli bulunmus; sonuglar g¢alismamizdaki
antibiyotik duyarlilik sonuglar1 ile benzerlik gostermistir. Korinebakterilere karsi
antibiyotiklerin invitro aktiviteleriyle ilgili sinirli sayida ¢alisma oldugundan, farkli
jeografik bolgelerden korineform bakteri antibiyotik duyarliliklarina yonelik ek
caligmalar yapilmasi gerekliligi vurgulanmaistir (9).

Babay ve Kambal tarafindan yapilan kan Kkiiltiiri Orneklerinde {ireyen
korineform bakterilerin degerlendirilmesi ¢alismasinda Corynebacterium cinsine ait 19
farkli tiiriin iiredigi 50 izolat calismaya dahil edilmis; en sik iireyen tlrler C.
propinquum, C. auris, C. afermentans ve C. striatum olarak belirlenmistir. E-test
metodu ile yapilan antibiyotik duyarlilik calismasinda ise test edilen 10 ¢esit antibiyotik
ile ¢alismamizda test edilen 6 cesit antibiyotikten ortak olan penisilin, vankomisin,
klindamisin, eritromisin ve TMP-SMX kiyaslanmistir. Yapilan c¢alismada C.
afermentans izolatlarmin tamami calismamizla uyumlu sekilde vankomisine duyarh
bulunmus olup; penisilin, klindamisin, eritromisin ve TMP-SMX i¢in duyarli veya
direncli seklinde sonuglar elde edilmistir (139). Calismamizdaki tiim C. afermentans
izolatlar1 penisilin, klindamisin ve eritromisine direngli bulunmug, TMP-SMX i¢in ise
Babay’in ¢alismasiyla uyumlu sekilde duyarli veya direncli seklinde sonuglar elde
edilmistir.

Petit ve ark. yaptiklar1 calismada endokarditli 126 hastada etken olarak
korineform bakteriler izole edildigi, bu hastalarin 73’tinde (%58) dogal kapak
endokarditi, 53 (%42) hastada ise prostetik kapak endokarditi goriilmiis; en sik etkenler
olarak C. jeikeum ve C. pseudodiphtericum bildirilmistir. 126 hastanin 107’sinde cilt
florasinda bulunan bakterilerin iiremesi lizerine enfeksiyonun ciltten, cerrahi sirasinda
veya damar i¢i ila¢ kullanimi1 yoluyla meydana gelme ihtimalinden bahsedilmistir.

Prostetik kapak endokarditlerinin korineform bakterilere ait enfeksiyonlar arasinda en
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fazla raporlanmis enfeksiyonlar oldugu; dogal kapak endokarditlerinin siklikla
hasarlanmis kapaklarda meydana geldigi; ila¢g bagimliligi, alkolizm, mevcut kalp
hastalig1 gibi faktorlerin endokardit riskini artirdigi bildirilmistir (42).

Bayram, Eksi ve Balci tarafindan 2003 yilinda iilkemizde yapilan bir ¢alismada
16 aylik siire iginde 594 solunum yolu 6rnegi incelenmistir. Saf kiiltiir veya baskin
mikroorganizma olarak Corynebacterium spp.’nin iiredigi 20 6rnek calimaya dahil
edilmis, orneklerden C. striatum, C. xerosis, C. minitissimum, C. pseudodiphtericum
bakterileri izole edilmistir. Bu bakterilerin farenks, burun ve cilt florasinda
bulunabildigini ancak o6zellikle yogun antibiyotik kullanimi sonrasi asemptomatik
olarak kolonizan olabilecegi ve C. striatum’un gittikce artan oranlarda insanlarda
enfeksiyon etkeni olarak bildirildigi vurgulanmistir. C. striatum bakteriyemi, oliimciil
ploropulmoner enfeksiyon, notropenik kanserli hastalarda kateter iligkili bakteriyemi,
dogal kapak endokarditi, kalp pili iliskili endokardit, menenjit, ¢ocuklarda beyin
omurilik sivisi sant enfeksiyonu, piiriilan konjuktivit, koriyoamniyonit, peritonit ve
ampiyem etkeni olarak bildirilmistir (140).

Weinstein 2008 yilinda yayinladigi kan kiiltiir pozitifliklerinin degerlendirilmesi
rehberinde, altta yatan hastaligt bulunan bir hastada kan kiiltiirlerinde {ireyen
Corynebacterium spp. izolatinin cilt kontaminasyonu olarak degerlendirilip uygun
tedavi verilmemesi sonucu hastanin kalp kapak¢iginda vejetasyon gelistigi, ardindan
vankomisin tedavisiyle hastanin tamamen iyilestigini bildirmistir (141).

Kumari ve ark. 1996 yilinda letarji ve gorme bulanikligi sikayetleriyle gelen ve
supraserebellar kitle saptanan bir erkek hastada cerrahi sonrasi gelisen beyin apsesinin
yerlestigi kemik dokudan C. afermentans subsp. afermentans bakterisini etken olarak
izole etmislerdir. C. afermentans subsp. afermentans bakterisinin patojen olarak
raporlandigi bu tek vakanin antibiyotik duyarlilik testinde ise izolat penisiline ve
eritromisine direngli, vankomisine duyarli olarak bulunmus, sonuglar calismamizdaki C.
afermentans subsp. afermentans izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglariyla uyum
gostermistir (26).

Sewell ve ark. tarafindan 1995 yilinda Isvigre’de prostetik kapak endokarditli bir
hastada; C. afermentans subsp. lipophilum bakterisi kalp kapagi apse materyalinden ve
hastaya ait 15 kan kiiltiir sisesinin 5’inden etken olarak izole edilmistir. Korineform

bakterilerin 6zellikle kan kiiltiir siselerinden izole edildiklerinde kontaminant olarak
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diisiiniiliip, etkenin kimi zaman gozden kagirildigi vurgulanmistir (24). Minkin ve ark.
2004 yilinda HIV (Human Immunodeficiency Viriis) enfeksiyonlu bir hastada akciger
absesi ve ampiyem etkeni olarak C. afermentans subsp. lipophilum bakterisini plevral
sivit ve kan kiiltiirii 6rneklerinden izole etmislerdir (28). Dykhuizen ve ark. ise altta
yatan hastalig1i bulunmayan bir kiside, C. afermentans subsp. lipophilum bakterisini
beyin ve karaciger absesi etkeni olarak izole etmisler, bakteri karacigerden diyafram
yoluyla gogiis kafesi kemiklerine yayilarak hastada periostit ve plevral efiizyona neden
olmustur (27).

Djossou ve ark. 2010 yilinda sunduklar1 vakada, yiiksek ates, nefes darligi, kuru
oksiirtik, gogiis agrist sikayetleriyle gelen immunokompetan bir hastada kavitasyonlu
pnomoni teshisi konuldugu ve bu hastanin kan kiiltiiri 6rneklerinde etken olarak C.
mucifaciens izolati saptandigin1  bildirmislerdir. Antibiyotik duyarlilik testleri
calismamizdaki C. mucifaciens izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleriyle uyumlu
sekilde; B-laktam, aminoglikozit ve glikopeptitlere duyarli bulunmustur (31). Cantarelli
ve ark. ise 2006 yilinda Brezilya’da oliimciil bir bakteriyemi vakasinda, hastanin ii¢
farkli veninden alinan kan Kkiiltiirlerinde C. mucifaciens bakterisinin iiredigini
belirtmislerdir (30). Kaya ve ark. tarafindan 2016 yilinda iilkemizden bildirilen bir
vakada; dilate kardiyomyopati nedeniyle implante edilebilir kardiyoverter defibrilator
(ICD) takilmis olan bir hastada, ICD’nin ve vena cava superior deliginin iizerinde
vejetasyonlar ve dalakta apse saptamiglardir. Hastadan alinan tiim kan kiiltiirlerinde C.
mucifaciens liremesi saptanmis olup, C. mucifaciens’e bagh olarak bildirilen ilk ve tek
infektif endokardit vakasidir (142).

Ergin ve ark. Pamukkale Universite Hastanesinde, 2001-2002 yillar arasinda 8
aylik bir donemde yogun bakim hastalarindan gelen 205 trakeal aspirat Orneginin
6’sinda C. striatum bakterisini izole etmislerdir. Korineform bakterilerin izolasyonu ve
tanimlanmasinda ¢ekingenlik oldugundan bu bakteriler ile meydana gelen
enfeksiyonlarla ilgili saglikli verilere ulasilmasinin giiclestigi ancak korineform
bakterilerin yogun bakim gibi siirekli bakim gerektiren hastane ortamlarinda personel
aracilig ile yayilabildigi belirtilmistir. C. striatum“un bulundugu cilt florasinin 6zellikle
gram pozitif bakteriler arasindaki antibiyotik direnci ile ilgili genetik madde aktarimi
icin uygun bir alan oldugu ve C. striatum suslarinin ve diren¢ genlerinin ayni yogun

bakim {initesinde yatan hastalar arasinda gorevli personel ile hastadan hastaya yayildigi
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bildirilmigtir (143). Diren¢ genlerinin aktarilmasiyla ilgili; Tauch ve ark. C. xerosis
izolatlarinda, Rosato ve ark. ise C. jeikeum izolatlarinda 6zellikle makrolid direnci
tagtyan ve yayilmasinda rol aldig1 saptanan transpozon Tn5432 varligim1 gostermislerdir
(68, 144). Tn5432 transpozonu alisilmamis ve aciklanamayan diren¢ varliginda,
ozellikle Gram pozitif flora elemani1 bakterilerin bulundugu ortamlarda makrolid
direncinin ortaya ¢ikis nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (143).

Leonard ve ark. 14 aylik siire icinde yogun bakim iinitelerinde yatan 11 hastada,
C. striatum kahverengi pigmentli ayn1 susunun hastadan hastaya yayildigin1 molekiiler
olarak gostermiglerdir (145). Brandenburg ve ark. tarafindan yiiriitiilen baska bir
caligma sonucunda, cerrahi yogun bakim iinitelerinde C. striatum'un ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olabilecegi ve hastane personeli elleri araciligiyla hastadan
hastaya yayilabilecegi sonucuna varilmistir (146). Martinez ve ark. Ispanya’da bir
tiniversite hastanesinde yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerde C. striatum izole
ettikleri 127 hastanin 49’unda yeterli klinik verilere ulasilamadigini, 26’sinda izole
edilen susun enfeksiyon etkeni olarak kabul edildigini, 52’sinde ise bakterinin kolonizan
kabul edildigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda C. striatum’un 6zellikle altta yatan
hastaligi olan veya Onceden antibiyotik tedavisi almis kisilerde enfeksiyon etkeni
olabilecegi, hatta 6liimciil seyredebilecegi belirtilmistir (147).

Williams ve Noble 1986 yilinda Ingiltere’de yaptiklar1 plazmid profil ¢aligmalar
ile, C. jeikeium'un kanser hastalar1 arasinda kisiden kisiye bulastigini gostermisler ve bu
bakterinin hastalar arasinda yayildigi ilk kez bildirilmistir (148). Benzer bir caligma
Khabbaz ve ark. tarafindan Baltimore’de bir kanser {initesinde yapilmis, ancak bu
calismada C. jeikeium'un hastadan hastaya gegtigine dair delil bulunamamistir (149).
Pitcher ve ark. 1990 yilinda, 10 aylik siire i¢inde 10 cerrahi hastasindan izole edilen C.
jeikeium DNA’smin ribotiplendirilmesini yaptiktan sonra, tek bir susun kiiclik
varyantlarinin 6 hasta arasinda aktarildigini1 gosteren veriler bulmuslardir (150).

Chandra ve ark. tarafindan 2016’da yapilan bir diger ¢alismada klinik olarak
enfeksiyon bulgular1 olan, Gram boyanmis O6rnek yaymasinda inflamatuvar hiicreler
gorilen ve klinik 6rnekte saf kiiltiir seklinde tireyen 100 difteroid basilin tanimlama ve
antibiyotik duyarlilik ¢aligmalar1 yapilmistir. Izole edilen tiirlerde ¢ok ilaca direngliligin
yiiksek seviyede goriildiigli ve bunun muhtemel nedeninin ise izolatlarin baskin olarak

nazokomiyal patojen olmalarindan kaynaklandigi bildirilmistir. Hastane personelinin
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cok ilaca direncgli korineform izolatlarla kolonize olma ihtimali oldugundan, hastane
personeli yoluyla enfeksiyon bulagsma riskinin géz oniinde bulundurulmasi gerektigi;
bununla birlikte difteroidlerin endojen enfeksiyonlara da neden olabilecegi ve bu
mikroorganizmalarla iligkili en 6nemli risk faktoriiniin biyofilm {iretilmesi oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle nazokomiyal difteroid suslarmin biyofilm formunda hayatta
kaldig1 ve ¢ok ilaca direngli enfeksiyonlara neden oldugu diisiiniilmiis, bu bakterilerin
gittikce daha fazla diren¢ kazanmalar1 yoniinde biiyiik riskin s6z konusu oldugu
aktarilmistir. Corynebacterium tiirlerinin siklikla deri kolonizanlar1 olarak bulunsalar
bile, klinik ornekten izolasyonlarinin degerlendirilmesi, kiitle spetrometrik tanimlama
gibi daha yeni teknikler kullanilarak tanimlamalarinin yapilmasi ve klinik 6nemi ile
iliskilendirilmek i¢in antimikrobiyal duyarliliklarinin test edilmesi gerekliligi
vurgulanmig;  ayrica  hastaneye bagli  enfeksiyonlarin  yayilimini  6nleme
uygulamalarinda, potansiyel nazokomiyal patojen olan difteroidlerin goz Oniinde
bulundurulmasi 6nerilmistir (151).

Yapilmis ¢esitli antibiyotik duyarlilik calismalarinda insanlardan izole edilen
Corynebacterium 1izolatlarinin %80’den fazlasinin aminoglikozitlere (amikasin ve
gentamisin), %60’ 1nin oksasilin ve siprofloksasine duyarli oldugu bildirilmis; izolatlarin
biliylik boliimiinlin penisilin, eritromisin ve klindamisine direngli oldugu; ko-
trimaksazol, nitrofurantoin, teikoplanin, doksisiklin, norfloksasin ve sefalosporinlere
duyarhiligin ise degisken oldugu saptanmistir. Bu bakterilere kars1 en etkili
antibiyotikler vankomisin, linezolid, dalfopristin ve kinopristin olarak belirlenmistir
(152).

Szemraj ve ark. tarafindan 2014’te yapilan bir ¢alismada saglikli kisilerin
ciltlerinden izole edilmis 99 lipofilik korinebakteride makrolid-linkozamid-
streptogramin B (MLSB) direnci arastirilmis, izolatlarin %70’ten fazlasinda eritromisin,
klindamisin direnci saptanmustir. Izolatlarin tiimiinde MLSB direncinden sorumlu
olabilecek erm (A), erm (B), erm (C), erm (X), lin (A), msr (A) ve mph (C) genleri
varligi arastirilmig, MLSB direncli olan tiim suslarda erm (X) geni bulunmus olup diger
genlere rastlanmamistir. Bu bakteriler firsat¢i enfeksiyonlar i¢in etyolojik bir faktor
oldugundan, MLSB diren¢ mekanizmasinin saglikli insan cildinde bu denli yaygin

bulunmasinin enfeksiyon agisindan tehdit olusturdugu vurgulanmistir (153). Lipofilik
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korinebakteriler disinda non-lipofilik C. diphteria ve C. xerosis bakterilerinde de MLSB
direng varlig1 gosterilmistir (144, 154).

2011 yilinda Verroken ve ark. tarafindan, Belgika’da bir hastanede ¢ok ilaca
direngli C. striatum izolatlar tarafindan meydana getirilen nazokomiyal enfeksiyon
salginindan bahsedilmistir. 10 hastanin solunum yolu 6rneklerinden izole edilen bakteri
MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper System, Bruker Daltonics, MA) ve 16S rRNA dizi
analizi ile tanimlanmis, PFGE (Pulsed-field jel elektroforezi) analizleri sonucu 7
hastada ayn1 PFGE paterni izlenmis olup, toplamda 3 farkli PFGE paterni saptanmistir
(155). Bu bakterinin neden oldugu hastane salginlariyla ilgili benzer raporlar da
bulunmaktadir (156, 157). C. striatum’un 6zellikle uzun siire hastanede yatan kisilerde
ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda firsat¢i nazokomiyal patojen oldugu ve
bliylik salginlara neden olabilecegi vurgulanmistir (155).

Alatoom ve ark.’nin yiiriittigi MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper System,
Bruker Daltonics, MA) kullanarak Corynebacterium’larin tanimlanmasi ¢aligmasinda
elde edilen sonuglar 16S rRNA dizi analizi yontemiyle karsilastirilmis ve sonug olarak
bu otomatize sistem ile Corynebacterium cinsinin tiir diizeyinde ayirt edilmesinde
giicliikler bulundugu bildirilmistir (158). Calismamizda da otomatize sistemlerin tek
basina C. afermentans bakterisinin tanimlanmasinda yetersiz kaldig1 saptanmistir.

Konrad ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise C. diphteria, C. pseudotuberculosis ve
C. ulcerans (C. diphteria grubu) bakterilerinin MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper
System, Bruker Daltonics, MA) ile, rpoB gen dizi analizi sonuclarina kiyasla %99.1
oraninda dogru ve daha hizli sonug¢ veren bir sistem oldugu ancak heniiz C. diphteria
biyotip siniflandirilmasinin yapilamadig, laboratuvarlarda toksijenik korinebakterilerin
tanimlanmasinda hizli ve gilivenilir sistemlerin ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (159).
MALDI-TOF MS otomatize sistemi mikroorganizmalarin tanimlanmasinda sonug
verme sliresi ve is ylkil acisindan konvansiyonel yontemlere gore daha avantajh
bulunmustur. Daha erken tanimlama yapildig1 i¢in uygun antibiyotik se¢imi ve tedaviye
baslama; dolayisiyla hastanede yatis siiresi, mortalite, morbidite azalmas1 gibi dolayli
etkileri de goriilmektedir (160).

Rennie ve ark. tarafindan yapilan; anaerob bakteriler ve Corynebacterium
tiirlerinin Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) ANC kart ile ve 16S rRNA dizi analizi ile

tanimlanmast ¢alismasinda C. amycolatum, C. diphteria, C. jeikeum, C.
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pseudodiphtericum, C. striatum ve C. ulcerans tiirlerinden olusan 46 izolatin tamami
dogru tanimlanmis olup, 5 adet C. urealyticum izolatindan 4’i tiir diizeyinde dogru
tanimlanmis, 1 adet C. urealyticum izolat1 ise Vitek 2 ile C. pseudodiphtericum olarak
tanimlanmustir. Sonug olarak Vitek 2 ANC kartin rutin laboratuvarda kullanilabilecek
bir tanimlama metodu oldugu bildirilmistir (161).

Korineform bakterilerin patojenik potansiyellerinin akilda tutulmasi gerekirken,
kan kiiltiirlerinde kontaminant olarak izole edilmelerinde en 6nemli etken kan kiiltiirii
orneginin bir sekilde kontamine edilmesidir. Kontamine kan kiiltiirlerinin en sik nedeni
kan kiiltiiriiniin yanlis teknikle alinmasi oldugundan, kan kiiltiiriiniin uygun sekilde
alinmasi ¢ok Onemlidir. Caligmalarda yetistirilmis flebotomistlerin veya kan kiiltiir
takimlarinin normal saglik personeline gore, aldiklar1 kanlardaki kontaminasyonun daha
az oldugu gosterilmistir (141). Surdulescu ve ark. yaptiklar1 calismada flebotomistlerin
kan kiiltir alimmma baslamasiyla kontaminasyon oranlarmin %5.6’dan 9%2.6’ya,
Weinbaum ve ark.’nin yaptifi bir diger calismada ise kontaminasyon oranlarinin
%4.8’den %1.2°ye diistiigii ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli (p<0.001; x* test)
oldugu belirtilmistir (162, 163).

Kan kiilttirii alinirken kullanilan povidin iyot sollisyonunun en yiiksek etkinligi
saglamasi i¢in 1.5-2 dakika boyunca uygulandig1 yiizeyde kalmasi gereklidir. Ancak
cogu zaman kan kiiltiirii alacak kisi acele eder ve bu siireyi beklemez. Tentiirdiyotun ise
ciltte 30 saniye kalmasi antiseptik etki icin yeterlidir. Kan kiiltiiri aliminda
tentiirdiyotun veya klorheksidin glukonatin tercih edilmesinin kontaminasyon oranini
azalttig1 gosterilmistir (164). Strand ve ark. yaptiklar1 ¢alismada iyodofor yerine
tentiirdiyot kullaniminin kontaminasyon oranmi %6.25’ten %3.74’e diisiirdiigii, Little
ve ark. yaptig1 bir diger ¢alismada ise povidin iyot yerine tentiirdiyot kullaniminin kan
kiiltiirlerinde kontaminasyon oranini %3.8’den %2.4’e diisiirdiigli ve bunun istatistiksel
olarak anlamli fark olusturdugu (p=0.01) bildirilmistir (165, 166). Ayrica kalici
intravendz kateterlerden alinan kan kiiltiirleri, periferik damardan alinan kanlara gore
daha sik kontamine olmaktadir (167).

Antibiyotik baglayici regineler veya aktif komiir igceren modern kan kiiltiir
sistemleri gercek patojenleri daha iyi tespit ederken, en sik goriilen kan kiiltiir
kontaminanti olan koagiilaz negatif stafilokoklarin saptanmasimi da biiyiikk oranda

artirmaktadir. Calismalarin ¢ogunda kan Ornegi alindiktan sonra siseye aktarilmadan
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once igne ucunun degistirilmesi ile kontaminasyon oraninin degismesi arasinda iligki
gosterilememistir ve igne ile yaralanma ihtimali nedeniyle 6rnek aliminda iki igne ucu
kullanimi1 6nerilmemektedir (141). Ancak Spitalmic ve ark. tarafindan yapilan bir meta-
analizde igne ucu degistirmenin kontaminasyon oranini %3.7’den %2’ye diisiirdigii
bildirilmistir (168).

Kiiltiirde {ireyen mikroorganizma ¢esidi de iiremenin kontaminasyon olup
olmadigimmi degerlendirmede yardimci olabilmektedir. S. aureus, S. pyogenes, S.
agalactiae, S. pneumoniae, E. coli ve Enterobacteriaceae ailesi diger iiyeleri, P.
aeruginosa, B. fragilis grup ve Candida tirleri gibi bazi mikroorganizmalar siklikla
etken olarak izole edilirler; bunun aksine koagiilaz negatif stafilokoklar,
Corynebacterium spp., Bacillus spp. (B. anthracis dis1), Propionibacterium acnes,
Micrococcus spp. gibi bakteriler ise siklikla cilt kontaminanti olarak izole edilirler.
Pozitiflik veren kan kiiltiir sisesi sayis1 da pozitifligin gercek olup olmadigini test
etmede yararli bir belirtegtir; 6zellikle farkli venlerden alinan iki set kan kiiltiiriinde de
ayni bakterinin iliremesi kontaminasyon olasiligim1 ¢ok diistirmektedir (141). Birden
fazla kan kiltiir sisesinde iireme saptanmasi, hastanin semptomlarinin mevcut olmasi
veya bagka patojen mikroorganizma saptanamamasi Corynebacterium cinsi bakterilerin
tiir diizeyinde tanimlanmasini gerekli kilmaktadir (30).

Corynebacterium tirleri genellikle normal flora elemani olarak bilinseler de,
potansiyel patojen olarak akilda tutulmalidir. 7. oftitidis eksternal otit, mastoidit gibi
kulak enfeksiyonlar1 yaninda servikal abse ve bakteriyemi etkeni olarak ta gosterilmistir
(37, 169). C. mucifaciens pndmoni ve Oliimciil sepsislere neden olabilir (30, 31). C.
afermentans subsp. lipophilum akciger-karaciger-beyin absesi ve endokardit gibi
enfeksiyonlarda, C. afermentans subsp. afermentans ise beyin apsesinde etken olarak
bildirilmistir (24, 26-28).

C. afermentans izolatlar1 siklikla tigesiklin, gentamisin, rifampisin, doksisiklin,
teikoplanin, vankomisin, tetrasiklin, siprofloksasin, fusidik asit ve linezolid
antibiyotiklerine duyarli bulunmus; penisilin ve ampisiline ise direng¢li izolatlar
bildirilmistir (23, 138, 170, 171). Ayrica C. afermentans izolatlarinda sefazolin,
seftriakson, sefepim, sefotaksim, meropenem, kinopristin-dalfopristin duyarlilig
degisken saptanmis olup, izolatlar siklikla klindamisin ve eritromisine direngli olarak

tespit edilmistir (172). C. mucifaciens ise genellikle; beta laktam antibiyotikler,
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aminoglikozitler ve glikopeptitlere duyarli; makrolidlere direngli bulunmustur (7, 31).
T. otitidis klindamisin ve eritromisin disinda, penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler, aminoglikozitler, tetrasiklinler, kloramfenikol, siprofloksasin,
rifampisin, linezolid, teikoplanin ve vankomisin gibi pek ¢ok antibiyotige duyarli bir
bakteridir (35, 173). T. otitidis’deki makrolid ve linkozamid direncinin 23S rRNA
mutasyonuna bagli olarak meydana gelebildigi gosterilmistir (174). Calismamizda da
literatiirdeki bilgilerle uyumlu sekilde; C. mucifaciens olarak tanimlanan izolatin
penisilin, vankomisin, daptomisin ve TMP-SMX antibiyotiklerine duyarli oldugu,
eritromisin ve klindamisin antibiyotiklerine ise direngli oldugu belirlenmistir. C.
afermentans subsp. afermentans olarak tanimlanan 43 izolatin ise tamaminin; penisilin,
eritromisin ve klindamisin antibiyotiklerine direncgli, vankomisin ve daptomisine duyarl
olduklar1 saptanmustir.

Corynebacterium tiirleri cilt, mukokutandz membranlar ve gastrointestinal
sistemde normal flora elemani olarak bulunurlar. Bazi tiirler ise ¢evre veya hayvan
kaynaklidir. Aerobik veya fakiiltatif anaerobik, pleomorfik, dallanmayan, spor
olusturmayan, aside direngli boyanmayan bu Gram pozitif basillerin patojenik
potansiyelleri ise kafalarda soru isaretleri olusturmaktadir. Ancak insanlarda
bakteriyemi, endokardit, osteomyelit, alt solunum yolu, gbz ve genitoiiriner sistem
enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli enfeksiyonlarda etken olarak bildirilmislerdir. Bu bakterilerin
gittikce artan oranda enfeksiyon etkeni olarak bildirilmesinde; immunkompromize hasta
sayisindaki artig, bu hastalarin daha invaziv teshis yontemlerine ve yogun tedavi
stireclerine maruz kalmasi ile korineform bakteri tanimlama yontemlerinin pek g¢ok
klinik laboratuvarda gelismis olmasi etkili olmustur. Corynebacterium tiirleri siklikla
altta yatan ciddi hastalig1i olan, damar i¢i kateteri bulunan veya genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi alan immunsuprese hastalarda firsat¢i patojen gibi davranarak
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (139).

Corynebacterium tiirleri normal flora elemani olsa da, giderek artan sayida
caligmalarda gosterildigi iizere hastalik yapic1 potansiyelleri géz Onilinde
bulundurulmali, klinik 6rneklerden izole edildiklerinde kontaminant olarak diisiiniiliip
etken atlanilmamalidir. Ayrica korineform bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi hastane ve hasta popiilasyonuna gore veri

taban1 olusturulmasi acisindan son derece Onemlidir. Corynebacterium tiirlerinde
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gelismekte olan antibiyotik direnci, korineform bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasin1 ve antimikrobiyal direng paternlerinin siirekli izlenmesini gerekli
kilmustir.

Kiiltiirlerde iireyen bakterilerin hizli ve dogru tanisinin yapilmasi, hastaya
uygulanacak olan tedavinin yonlendirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Giiniimiizde
hizli tam1 amaciyla mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otomatize sistemlerin kullanimi
oldukca yayginlagsmis ve pek ¢ok merkezde konvansiyonel yontemlerin yerini almistir.
Ancak otomatize sistemlerin de eksiklikleri bulunmaktadir. Calismamizda vurgulandigi
tizere, hizli tan1 amagh kullanilan otomatize sistem sonuclari mutlaka konvansiyonel
testlerle  dogrulanmalidir.  Ozetle; calisma sonucunda otomatize sistemlerle
konvansiyonel yontemlerin birlikte kullanilmasinin dogru tanimlama igin gerekli oldugu
sonucuna varilmistir.

Bu calisma ile kontaminant olarak diisliniiliip kolaylikla atlanabilen bu
bakterilerin etken olabildigine dikkat cekilmek istenmistir. Hastalarin bu bakterilere
bagli enfeksiyonlardan kaybedilmesinin veya hastanede kalis siiresi uzamasi, buna bagl
hastane enfeksiyonu bulasma riski ve hem morbidite hem de tedavi maliyeti acisindan
daha biiylik sorunlar ¢ikmasini engellemek amaciyla hizli ve dogru tani igin ¢esitli
tanimlama yOntemlerinin karsilagtirilmas: yapilmistir. Ayrica izole edilen bakterilerin
antibiyotik duyarlilik profilleri calisilmis olup tiirlere 6zgli antibiyotik duyarlilik

profillerine katkida bulunulmaya ¢alisilmistir.
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