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ABD : Amerika Birlesik Devletleri

AdhA : Adezin A

ADT: Antibiyotik duyarlilik testi

ATCC : American Type Culture Collection

BCC : Burkholderia cepacia kompleks

BCSA : Burkholderia cepacia selektif agar

CAZ : Seftazidim

CblA : Kablo pili

CFU : Koloni olusturan birimler (Coloni-Forming Units)

CHCA : a-Siyano-4-Hidroksisinnamik Asit

CLSI : Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical & Laboratory
Standards Institute )

COz2 : Karbondioksit

COVID-19 : Yeni Koronaviriis Hastalig1

DNA : Deoksiribonikleik asit

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

EMB : Eozin metilen mavisi

E-TEST : Epsilometer test

EUCAST : Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

FA : Formik asit ¢cozeltisi

GN-ID : Gram negatif tanimlama kart1

H2S : Hidrojen sulfur

| : Orta duyarh

kDA : Kilodalton

LB : - Luria—Bertani siv1 besiyeri

LEV : Levofloksasin

LPS : Lipopolisakkarit

MALDI-TOF MS : Matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon - ugus siiresi
kitle spektrometrisi (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight

massspectrometry)
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MEM : Meropenem

MIN : Minosiklin

MIK : Minimum inhibit6r konsantrasyon

Mg : Mikrogram

pl : Mikrolitre

ml : Mililitre

MLSA : Multilokus sekans analizi

NaCl : Sodyum klortr

OFPBL : Oksidasyon-fermantasyon temelli polimiksin basitrasin laktoz agar
PCA : Pseudomonas cepacia agar

PCAT : Pseudomonas cepacia, azelaik asit, triptamin besiyeri

PFGE : Darbeli alan jel elektroforezi ( Pulsed-field gel electrophoresis )
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

R : Direngli

RND : Direng¢ nodiilasyon hucre bélinmesi ( Resistance nodulation cell division )
rpm : Dakikadaki devir sayisi (Revolutions per minute)

rRNA : Ribozomal ribonikleik asit

S : Duyarli

SDS : Sodyum dodesil sulfat

SMD : S1v1 mikrodiliisyon

SXT : Trimetoprim-sulfametoksazol

TAA : Trimerik ototransporter adezin

TAK : Trakeal aspirat kiltird

TCC : Tikarsilin-klavulanik asit

TE : Tris-EDTA tamponu

TLR : Toll like reseptor

TRIS : Tris (Hidroksimetil) Aminometan



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Burkholderia cepacia kompleks tirlerinin genel biyokimyasal ézellikleri .. 4
Tablo 2. Burkholderia cepacia kompleks icinde yer alan turler .............cccccooovinennen, 6
Tablo 3. PZR deneyinde kullanilan hedef gen bdlgesi ve oligoniikleotid primerleri 27
Tablo 4. PZR 1€akSiyOn 1GETIZ 1. . cueiveruiriiriieieieiiesie sttt 28
Tablo 5. PZR protokolii KOSUIIATT..........ccveieiieieiieie e 28
Tablo 6. izolatlarin tanimlama SONUGIATT..........ccccveviveverie e, 33
Tablo 7. Tanimlama ¢aligmasina ait sayisal veriler ve yontemlerin karsilastirilmasi36
Tablo 8. Hastalara ait demografik veriler ve bazi klinik 6zelliklerin dagilima ......... 37
Tablo 9. Calisilan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar degerlendirilmesi................ 39
Tablo 10. Calisilan izolatlarm MIK araliklari, MiK 50 ve MIK 90 degerleri .......... 40



SEKIL LiSTESI

Sekil 1. Calismadan bazi izolatlarin agaroz jel elektroforezindeki goriintimleri

Xi



OZET

Amac: Burkholderia cepacia kompleks tirleri 6zellikle Kistik fibrozis ve kronik
graniilomat6z hastaligi olan bireylerde agir enfeksiyonlara neden olan, hastanede
yatan ve bagisiklig1 baskilanmis kisilerde yliksek morbidite ve mortalite ile seyreden
firsatc1 bir patojendir. Burkholderia cepacia kompleks tdrlerini tanimlamada
biyokimyasal ve fenotipik yontemler kullanilsa da bu yoéntemlerin tir dizeyinde
tamimlamalar1 her zaman dogru olmamaktadir. Bu mikroorganizma grubu cesitli
viriilans ve adaptasyon mekanizmalar ile antibiyotik direnci gelistirebilmektedir.
Tanimlamada yasanan zorluklar ve birgok antibiyotige dogal direncinin bulunmast,
Klinik ve laboratuvar yonetimini zorlastirmaktadir. Bu amagcla, Burkholderia cepacia
kompleks grubu mikroorganizmalarin biyokimyasal, otomatize ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi ve farkli yontemlerle antibiyotik duyarliliklar: belirlenerek
mikrobiyolojik tanisinin konmasi ve antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi i¢in

en ideal yontemlerin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nde tan1 ve tedavi amaciyla izlenen hastalarin Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli 6rneklerinden son 3 yil iginde (2020 — 2023) izole
edilen 55 adet Burkholderia cepacia kompleks bakteri grubu kullanildi. VITEK® 2
Compact (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile tanimlanan Burkholderia
cepacia kompleks izolatlar1 ¢alisma yapilacak zamana kadar -80°C’de stoklandi. Bu
mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in MALDI-TOF MS (EXS 2600, Zybio, Cin)
ve molekiiler yontemler kullanildi. Antibiyotik duyarlilik testleri sivi mikrodiliisyon,
disk difizyon ve E-Test yontemleriyle yapildi. Duyarlilik sonuglart CLSI (M100-
E33, 2023) rehberine gore degerlendirildi. izole edilen mikroorganizmalarin ait

olduklari hasta bilgileri hastane bilgi sisteminden elde edildi.

Bulgular: Bu calismada, 55 klinik ornekten izole edilen Burkholderia cepacia
kompleks izolatlarinin tanimlamasinda PZR yontemi altin standart olarak kabul
edilmigtir. MALDI-TOF MS yontemiyle 42 (%76.4) izolat B. cepacia, 2 (%3.6)
izolat B. cenocepacia ve 9 (%16.4) izolat S. maltophilia olarak tanimlanmis, 2
(%3.6) izolat tanimlanamamistir. PZR yontemiyle yapilan analizlerde ise, 48 (%87.3)

izolat recA geni pozitif bulunmus, 7 (%12.7) izolat negatif sonu¢ vermistir.
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Tum izolatlar minosiklin, levofloksasin ve trimetoprim-silfametoksazol
antibiyotiklerine duyarli bulunmustur. Ancak, seftazidim ve meropenem
antibiyotiklerine kars1 direng oranlari farklilik gostermistir. En yliksek direng oranlari
tikarsilin-klavulanik asit i¢in gdzlenmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemi ile izolatlarin
%91.7’si (44 izolat) seftazidime duyarli, %87.5’1 (42 izolat) meropeneme duyarl
bulunmusgtur. Tikarsilin-klavulanik asit antibiyotigine karsi E-Test yontemiyle
izolatlarin %16.7’si duyarli (8 izolat) bulunurken, sivi mikrodiliisyon yontemiyle

%6.3’1 duyarli (3 izolat) saptanmustir.

Sonug: Bu ¢alismanin bulgulari, Burkholderia cepacia kompleksinin yiiksek dogal
antibiyotik direncine sahip olmasimin klinik 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica,
kullanilan tanimlama yoOntemleri arasindaki tutarsizliklar, dogru tan1 ve tedavi
stratejilerinin ~ gelistirilmesinde 6nemli zorluklar yaratabilecegini gdstermistir.
Calismada  antibiyotik  duyarlilik  testleri arasinda  belirgin  farkliliklar
gozlemlenmemistir. Literatiirde bu konuda ¢esitli farkliliklar rapor edilmistir. Bu
durum, klinik pratige yonelik daha tutarli ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesinin

dnemini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Burkholderia cepacia kompleksi,

Mikrobiyal tanimlama yontemleri
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ABSTRACT

Objective: Burkholderia cepacia complex species is an opportunistic pathogen that
causes severe infections especially in individuals with cystic fibrosis and chronic
granulomatous disease, with high morbidity and mortality in hospitalised and
immunocompromised individuals. Although biochemical and phenotypic methods
are used to identify Burkholderia cepacia complex species, these methods are not
always accurate at the species level. This group of microorganisms can develop
antibiotic resistance through various virulence and adaptation mechanisms.
Difficulties in identification and the presence of natural resistance to many
antibiotics make clinical and laboratory management difficult. For this purpose, it
was aimed to identify Burkholderia cepacia complex group microorganisms by
biochemical, automated and molecular methods and to determine their antibiotic
susceptibilities by different methods and to reveal the most ideal methods for

microbiological diagnosis and determination of antimicrobial susceptibility.

Materials and Methods: A total of 55 Burkholderia cepacia complex bacterial
groups isolated in the last 3 years (2020 - 2023) from various samples of patients
followed up for diagnosis and treatment sent to the Microbiology Laboratory (Recep
Tayyip Erdogan University Faculty of Medicine Training and Research Hospital)
were used. Burkholderia cepacia complex isolates identified by VITEK® 2 Compact
(BioMerieux, France) automated system were stored at -80°C until the time of the
study. MALDI-TOF MS (EXS 2600, Zybio, China) and molecular methods were
used for the identification of these microorganisms. Antibiotic susceptibility tests
were performed by the liquid microdilution, disc diffusion and E-Test methods.
Susceptibility results were evaluated according to CLSI (M100-E33, 2023)
guidelines. Patient information of the isolated microorganisms was obtained from the

hospital information system.

Results: In this study, the PCR method was considered as the gold standard for the
identification of Burkholderia cepacia complex isolates isolated from 55 clinical
samples. By MALDI-TOF MS method, 42 (76.4%) isolates were identified as B.
cepacia, 2 (3.6%) as B. cenocepacia and 9 (16.4%) as S. maltophilia, while 2 (3.6%)

Xiv



isolates could not be identified. In the analyses performed by PCR method, 48
(87.3%) isolates were positive for recA gene and 7 (12.7%) isolates were negative.

All isolates were susceptible to minocycline, levofloxacin and trimethoprim-
sulfamethoxazole antibiotics. However, resistance rates to ceftazidime and
meropenem antibiotics differed. The highest resistance rates were observed for
ticarcillin-clavulanic acid. By the liquid microdilution method, 91.7% (44 isolates) of
the isolates were susceptible to ceftazidime and 87.5% (42 isolates) were susceptible
to meropenem. While 16.7% (8 isolates) of the isolates were susceptible to
ticarcillin-clavulanic acid antibiotic by E-Test method, 6.3% (3 isolates) were
susceptible by liquid microdilution method.

Conclusion: The findings of this study emphasise the clinical significance of the
high natural antibiotic resistance of the Burkholderia cepacia complex. Furthermore,
inconsistencies between the identification methods used showed that it may create
significant difficulties in the development of accurate diagnostic and therapeutic
strategies. In this study, no significant differences were observed between antibiotic
susceptibility tests. Various differences have been reported in the literature in this
regard. This situation shows the importance of developing more consistent and
reliable methods for clinical practice.

Keywords: Antibiotic resistance, Burkholderia cepacia complex, Microbial

identification methods
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1. GIRiS VE AMAC

Burkholderia cinsi bakteriler farkli ¢evresel ortamlarda yaygin olarak bulunan
yuzln tizerinde tiirden olusmaktadir (1). Bu mikroorganizma grubu immunsuprese
hastalarda ciddi mortalite ve morbidite sebebi olabilmektedir. Kistik fibrozis ve
kronik grantlomattz hastaligi olan kisilerde kolonizasyona ve enfeksiyona neden
olarak solunum sistemi bozuklugu ve bakteriyemi gibi kotii prognozlu tablolara yol
agmaktadir. Ozellikle kistik fibrozis hastalarinda baslica Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae ve Burkholderia cepacia
kompleks gibi patojenik etkenler geri doniissiiz enfeksiyonlara neden olmaktadirlar
ancak Burkholderia cepacia kompleks (BCC) grubunu diger mikroorganizmalardan
ayiran Ozellik akciger dis1 dokulara yayilimla birlikte klinikte akut kotiilesmeye daha
fazla yol agmasidir (2,3).

Burkholderia cepacia kompleks grubu intravenoz sivilar, tibbi cihazlar ve cilt
dezenfektanlarinda yasayabilme veya kolonize olabilme 6zelligi sayesinde
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olabilmektedir (4). Nozokomiyal enfeksiyonlar
disinda solunum sistemi enfeksiyonu, bakteriyemi, peritonit, {iriner sistem
enfeksiyonu, deri ve yumusak doku enfeksiyonu seklinde de karsimiza ¢ikmaktadir
(5,6). Burkholderia cepacia kompleksinin genis antibiyotik direnci ve kolonize
oldugu hastalardaki geri doniigsiiz enfeksiyona neden olma potansiyeli nedeni ile bu
mikroorganizmanin klinik yonetiminde antibiyoterapi disinda bireyler arasi temas ile

bulasin engellenmesinin 6nemi biiytiktir (7).

Hastaliga en sik neden olan tiir ve bu tiirlerin antibiyotik duyarlilig1 bolgeler
aras1 farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle tiir diizeyinde dogru tanimlama ve
antibiyotik duyarlilik profilinin belirlenmesi, durumu kritik hastalarda 6nem arz
etmektedir (8). Bu mikroorganizma grubunu tanimlamak i¢in kullanilan ¢esitli
biyokimyasal ve fenotipik yoOntemler bulunmaktadir. Ancak bu yoOntemlerin tiir
diizeyinde tanimlamalari her zaman dogru olmamaktadir (9). Burkholderia tirleri
aminoglikozidler, sefalosporinler, antipsddomonal penisilinler ve polimiksinler gibi
antibiyotiklere intrensek olarak diren¢ gdstermektedir (10). Burkholderia cepacia
kompleks tiirlerinin ortaya c¢ikardigi enfeksiyonlarin tedavisinde standart bir tedavi

rejimi  bulunmamaktadir. Bunun nedenleri arasinda; antibiyotik duyarlilik



sonuglarimin in vivo ve in vitro uyumsuzluklari, rehberler arasindaki duyarlilik
parametrelerindeki korelasyon eksiklikleri, tedavi siirecinde gelisen ilag direnci ve
antibiyotik duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan yontemler arasindaki sonug

farkliliklar1 yer almaktadir (11,12).

Bu caligmada Burkholderia cepacia kompleks grubu mikroorganizmalarin
biyokimyasal, otomatize ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve antibiyotik

duyarliliklarinin diliisyonel ve difiizyonel yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GENEL MIiKROBIYOLOJIK OZELLIiKLER

Burkholderia tiirleri ilk olarak 1950 yilinda Burkholder tarafindan ¢liriimiis
sogan kabugundan izole edilmis ve 1980’li yillara kadar sadece bitki patojeni oldugu
diistintilmiistiir (13). Ayni zamanda bu tiirler antifungal ve antinematodal aktiviteleri
sayesinde bitkilerle simbiyotik iliski iginde yasayabilirler (14). Bununla birlikte
Burkholderia cepacia kompleks grubu iiyeleri hastane ortami, tibbi cihazlar,
dezenfektanlar, su, toprak ve gesitli bitkiler basta olmak iizere dogada hemen her

yerde bulunabilirler (15).

Burkholderia tdrlerinin 1970-80 yillarinda iki hastadan izole edilmesi
sonrasinda insanlarda patojen, bitkilerde ise hem patojen hem de yararli etkileri

ortaya konmus ve ¢ok yonliiligi anlasilmistir (14).

Metabolik aktivite i¢in karbon ve nitrojen basta olmak iizere gesitli besin
maddelerini enerji kaynagi olarak kullanabilen bu grup 1,6-3,2 um uzunlugunda,
aerobik, kamgili, Gram-negatif bir basil olarak Burkholder tarafindan tanimlamistir
(15,16). Tablo 1’de Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinin diger biyokimyasal
ozellikleri sunulmustur (4,17-19).

Burkholderia cepacia kompleks tlrleri rutin olarak kullanilan koyun kanli
agar, MacConkey agar, cikolata agar, eozin metilen mavisi (EMB) agar gibi
besiyerlerinde ve ture 0zgu Burkholderia cepacia selektif agar (BCSA),
Pseudomonas cepacia agar (PCA), oksidasyon-fermantasyon temelli polimiksin
basitrasin laktoz agar (OFPBL) gibi besiyerinde kolaylikla iireyebilmektedir. Koloni

gortintimleri genellikle benekli, kabarik, opak ve yumusaktir (20).

Burkholderia cepacia kompleks grubu igindeki mikroorganizmalarin DNA-
DNA hibridizasyon oranlar1 %30-60 gibi degisken degerlere sahip olsa da bu
mikroorganizmalar %97.7 gibi yuksek oranda 16S rRNA gen dizisi benzerligine
sahiptirler (21).



Tablo 1. Burkholderia cepacia kompleks tirlerinin genel biyokimyasal 6zellikleri

Ozellikler Varhg Ozellikler Varhg
Katalaz + Kamg1 +
Sitrat + BCSA’da treme +
Bakteriyosin + Besiyerinde hemoliz yapma -
Ureaz +- Arjinin dehidrolaz -
Oksidaz +H(zay1f) Ornitin dekarboksilaz -
DNAz - Lizin dekarboksilaz +
Indol - Jelatin hidrolizi +/-
42°C’de Ureme -[+ Eskdlin hidrolizi +/-
H2S - Glikoz fermantasyonu -
Spor olusturma - Laktoz fermantasyonu -
Kapsul + Nitrat1 nitrite indirgeme -

+: Izolatlarn %85 inden fazlasi pozitif, -: izolatlarin %85’inden fazlasi negatif,
+/-: Izolatlarin %50-85°i pozitif, -/+: izolatlarin %50-85’i negatif,
BCSA: Burkholderia cepacia selektif agar, H,S: Hidrojen sulfur.

2.2. TAKSONOMI

Etkeni 1950 yilinda ilk kez izole eden Burkholder, bu etkenin mantar ve
Pseudomonas tiirlerinden farkli olarak kokulu, sar1 bir goriiniime sahip oldugunu fark
etmistir (15). Bu etkenden Pseudomonas multivorans, Pseudomonas kingii ve
Pseudomonas cepacia olarak bahsedilmistir. 1970°li yillarda yapilan ¢alismalarda
ortak cevresel dagilimlarinin, biyokimyasal Ozelliklerinin ve benzer genetik
yapilarinin  ortaya konmasinin ardindan bu tlrlere Pseudomonas cepacia adi
verilmistir (13,22,23).

1900°1i yillarin sonuna kadar Pseudomonas cepacia ile yakin iliskili yeni
tirler tanimlanmis ve 1992 yilinda Yabuuchi ile arkadaslari yeni tanimlanan ve
Pseudomonas rRNA homoloji grubu II iginde yer alan yedi mikroorganizmay1 yeni

bir cins adi altinda toplamay1 onermislerdir. Bunun sonucunda 16S rRNA dizileri,



DNA-DNA homoloji degerleri, fenotipik ozellikleri, hiicresel lipid ve yag asidi
kompozisyonlarina dayanarak Burkholderia adi altinda yeni bir cins olusturulmus ve
Burkholderia cepacia, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei,
Burkholderia caryophylli, Burkholderia gladioli, Burkholderia pickettii ve

Burkholderia solanacearum bu cinse dahil edilmistir (24).

Burkholderia cinsinin olusturulmasindan sonra tanimlanan yeni tlrlerde
dogal ortam ve genotipik farkliliklar gozlemlenmesine ragmen g¢esitli tanimlama
yontemleri kullanilarak bu tiirler Burkholderia cepacia olarak gruplandirilmistir (25).
Burkholderia tlrleri arasinda gorilen bu farkliliklar dogru tanimlamada sorunlar
ortaya cikarmistir. Kullanilan tekniklerin degerlendirilmesi ve dogru tanimlama
semalarinin olusturulmasi icin Vandamme ve arkadaslart bu konuda ¢alismalara
baslamistir. 1997 yilina gelindiginde fenotipik olarak benzer ancak genotipik
farkliliklar igeren 5 farkli genomovar olusturulmus ve Burkholderia cepacia
kompleks adi verilen mikroorganizma grubu ortaya ¢ikmistir (10,21). Son yillarda
yapilan ¢alismalarla dort yeni genomovar eklenmesi ile genomovar sayisi dokuza
ulagsmustir (26-28).

Burkholderia cepacia kompleks igindeki genomovarlar; Burkholderia
cepacia (genomovar 1), Burkholderia multivorans (genomovar I1), Burkholderia
cenocepacia (genomovar I11), Burkholderia stabilis (genomovar V), Burkholderia
vietnamiensis (genomovar V), Burkholderia dolosa (genomovar VI), Burkholderia
ambifaria (genomovar VII), Burkholderia anthina (genomovar VIII), Burkholderia

pyrrocinia (genomovar IX) seklinde siralanabilir (29).

Burkholderia cinsi Betaproteobacteria sinifi iginde Burkholderiaceae ailesi
alt bolimane aittir. Burkholderia cinsi ilk tanimlanmasindan bu yana taksonomisi
onemli degisikliklere ugramis ve su anda Burkholderia cepacia kompleks icinde

tanimlanmig 29 tir bulunmaktadir. Bu tlrler Tablo 2.’de gosterilmistir (30).



Tablo 2. Burkholderia cepacia kompleks iginde yer alan tirler

1. Burkholderia cepacia 2. Burkholderia cenocepacia
3. Burkholderia pyrrocinia 4. Burkholderia vietnamiensis
5. Burkholderia multivorans 6. Burkholderia stabilis

7. Burkholderia ubonensis 8. Burkholderia ambifaria

9. Burkholderia dolosa 10. Burkholderia anthina

11. Burkholderia cf. cepacia 12. Burkholderia lata

13. Burkholderia latens 14. Burkholderia contaminans
15. Burkholderia metallica 16. Burkholderia arboris

17. Burkholderia seminalis 18. Burkholderia diffusa

19. Burkholderia caterinensis 20. Burkholderia pseudomultivorans
21. Burkholderia stagnalis 22. Burkholderia territorii

23. Burkholderia paludis 24. Burkholderia puraquae
25. Burkholderia aenigmatica 26. Burkholderia sola

27. Burkholderia semiarida 28. Burkholderia orbicola

29.Unclassified Burkholderia cepacia kompleks

2.3. EPIDEMIiYOLOJi

Burkholderia cepacia kompleks tirleri minimum besin gereksinimi 6zelligi
ile dogada yaygin olarak bulunmakta ve suda, toprakta ve nemli yizeylerde ¢ok uzun
sireler canli kaldiklar1 i¢in bu ortamlardan siklikla ve kolaylikla izole
edilmektedirler (31). Ayni zamanda bu mikroorganizma grubunun hastane cihazlari,
tibbi soliisyonlar ve dezenfektanlar gibi kritik malzemeleri kontamine edebilmesi
yetenegi bagisikligi baskilanmis, kronik akciger hastaligi gibi kritik hastaliga sahip
kisilerin bulundugu hastane servisleri ve yogun bakim finitelerinde klinik 6nemi 6n

plana ¢ikmaktadir (29).



Son donemde bildirimi yapilan salginlar arasinda 2018 yilinda ABD’nin
farkli eyaletlerindeki farkli hastanelerde 5 aylik siirecte 60 hastanin BCC ile enfekte
oldugu ve geriye donuk arastirmalar ile yapilan darbeli alan jel elektroforezi (PFGE)
calismalar1 sonucunda izolatlarin ortak kokenli oldugu ve durulama gerektirmeyen

temizleme soliisyonundan kaynaklandigi ortaya ¢ikmistir (32).

Haziran-Temmuz 2018 yilinda ABD’deki bir acil serviste intraventz
kateterizasyon igin kullanilan ultrason jelinden kaynakli 3 kiside bakteriyemi
gelismis ve BCC tirlerinin kontamine cihazlar ve malzemelerle iliskili salginlara

neden olabilecegi vurgulanmistir (33).

Almanya’da 2018 yilinda ¢esitli hastanelerde ¢ok sayida BCC’ye baglh
pndmoni olgusu ortaya c¢ikmis ve yapilan arastirmalar neticesinde tiim genom
dizileme ve PFGE yontemleri ile etkenin kontamine agiz gargara soliisyonundan
bulastig1 ortaya konmus ve gevre lilkeleri de etkileyebilmis olabilecegi iizerinde

durulan genis 6lgekte bir nozokomiyal salgin raporlanmistir (34).

Ulkemizde ise 2019 yilinda bir pediatri béliimiinde 6 hastada BCC kaynakli
bakteriyemi gelisimiyle ve solunum destegine gereksinim ile sonuglanan bir salgin

gerceklesmis ancak bu salginda kaynak bulunamamistir (35).

Tiirkiye’de 2019 yilinda bir yogun bakim {initesinde gerceklesen BCC
salgininda yapilan ¢aligmalarla PFGE ile kaynagin kontamine klorheksidinli agiz
gargara ¢Ozeltisi oldugunun anlasildigi ve alti hastanin etkilenerek bu hastalarin

besinin 610mdu ile sonuglanan bir nozokomiyal salgin bildirilmistir (36).

Avrupa ve ABD iilkelerindeki kistik fibrozis merkezlerinin yayginlastiriimasi
ve vaka bulasini Onlemeye yonelik alinan tedbirler sayesinde Kistik fibrozis
hastalarinda BCC tirlerinin neden oldugu kronik enfeksiyonlarin prevelanst %3
dizeyine indirilmistir. Avrupa Kistik Fibrozis Dernegi hasta kayitlar1 verilerinde
belirtildigi iizere eriskin kronik BCC enfeksiyon prevelans: Almanya, Irlanda, Italya,
Hollanda gibi ulkelerde %1-3, Ispanya, Portekiz ve Rusya’da %6-8 olarak
belirtilmistir. Ulkemizde ise bu oran %0.3 olarak belirtilmistir. Ayn1 zamanda

Tiirkiye’deki tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin 9%0.2°si BCC tiirleri ile olusmaktadir
(37).



Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinin asil olarak kronik hastaligi olan
kisilerde enfeksiyona neden oldugu biliniyor olsa da saglikli kisilerde kolonizasyon

ve nadir enfeksiyonlar seklinde goriilebilecegi akilda tutulmalidir (38).

Enfeksiyona neden olan izolatlarin %20’den fazlasinin ¢evresel izolatlarla
genomik benzerliginin bulunmasi, ev bitkilerinde dahi izole edilebilmesi, temel
dezenfektanlara direncli olmasi ve g¢esitli malzemeleri kontamine edebilmesi
nedeniyle bu grup mikroorganizmalarin gizli bir halk sagligi sorunu oldugunu

unutmamak gerekmektedir.

2.4. PATOGENEZ

Burkholderia cepacia kompleks tiirleri tek hiicreli canlilardan insanlara kadar
degisen blylk bir populasyonda genis bir yelpazede enfeksiyona neden
olabilmektedir. Sogan ¢iirlimesine neden olma 6zelligi bu mikroorganizmalarin ilk
tanimlanmasindan itibaren karakteristik 6zelligi gibi goriinse de bu Ozellik tek bir
izolat veya tlre 6zgli olmamakla birlikte Burkholderia cepacia kompleks tirleri
cogunlukla bitkilerle kommensal bir iliski i¢inde yasamaktadir (39). BCC tlrlerinin
immunsuprese hastalar disinda kistik fibrozis gibi immun defekt bulunmayan
hastalarin akcigerlerinde kolonize olabilmesi ve olusturdugu enfeksiyonun agresif
seyirli olmasi bu mikroorganizma grubunun patogenezinde viriilans faktorlerinin ve
patojen-konak iliskisinin  incelenmesi {izerinde aragtirmalar yapilmasina
yonlendirmistir (8). BCC tirlerinin viriilans ve patojenitesi {izerine birgok ¢alisma
yapilmig olsa da bu tiirlerin en dikkat cekici virtlans faktorleri hicre yuzeyi
elemanlar1 olarak belirtilmistir. BCC tiirlerinin enfeksiyon siirecinde konaga ve
mikroorganizmaya ait bir¢ok faktdr rol oynadigi i¢in ¢ogu virlilans faktorlerinin

enfeksiyon surecindeki etkisi tam olarak belirlenememistir (40).

Burkholderia cepacia  kompleks turlerinin  patojenik  Ozelliklerini
antimikrobiyal direng, kolonizasyon faktorleri, hiicre yilizey 0Ozellikleri, protein

sekresyon sistemleri altinda toplanabilir (39).



2.4.1. Antimikrobiyal Direng

Coklu antibiyotik direnci, son yillarda popiiler olan Staphylococcus,
Enterococcus ve Pseudomonas gibi firsatg1 enfeksiyon ajanlarinda goriilen ortak
Ozellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Burkholderia cepacia kompleks tirlerinde de
coklu antibiyotik direnci saptanmakla birlikte 6zellikle klinik kullanimi yiiksek olan
aminoglikozidler, beta-laktam grubu iceren ve polimiksinler gibi cesitli antibiyotik

gruplarina igsel direngli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (41).

Burkholderia cepacia kompleksinin farkl: tiirleri arasindaki antibiyotik direnc
profillerinde 6nemli farkliliklar goriillmemistir. Bu tiirlerin olusturdugu enfeksiyon
tedavisi sirasinda yiiksek diizeyde direng gelistirebilme ozellikleri hem tedavi
seceneklerini kisitlamakta hem de bireysel izolatlar arasinda ¢esitli direng profilleri

gostermesine sebep olmaktadir (40).
2.4.1.1. Antimikrobiyal Direng Mekanizmalari

Burkholderia cepacia kompleks tiirleri tarafindan kodlanan PenB ve PenR
olarak adlandirilan A siifi B-laktamaz aktivitesine sahip enzimler sayesinde
seftazidim basta olmak {lizere [-laktam simifi antibiyotiklere direngli hale
gelmektedir. Ayn1 zamanda PenB genis spektrumlu karbapenemaz aktivitesi ile

meropenem direnci gosterebilmektedirler (42).

Efluks pompalar1 Burkholderia cepacia kompleks tirlerinin antibiyotik
direncine katki saglayan bir baska mekanizma olarak karsimiza cikmaktadir ve
direng nodulasyon hiicre boélinmesi (resistance nodulation cell division-RND)
ailesine ait alt1 tip efluks pompasi bu sisteme katilmaktadir. Bu sistemi eksprese eden
BCC turlerinde aminoglikozidler, kloramfenikol, florokinolonlar ve tetrasiklinler gibi

cesitli ve ¢cok sayida antibiyotige diren¢ olusumuna katki saglamaktadir (43).

Burkholderia cepacia kompleks tirleri kullandiklar1 gesitli yontemlerle dig
membran gegirgenligini azaltarak antibiyotiklere direng kazabilirler. Hlicre membran
yapisindaki lipopolisakkarit (LPS) igerisinde yer alan lipid A komponentinin
modifikasyonu sonucunda total LPS molekiil ytlikiinii degistirerek 6zellikle katyonik
antimikrobiyal peptit ve polimiksinlere karsit duyarliligin azaldig1 saptanmustir (44).
Sitoplazma zarmin stabilitesini saglayan haponoid bilesiklerin iiretimi sirasinda

gerceklesen gen regiilasyonlart sonucunda da membran gecirgenligi azalarak



Ozellikle kolistine karsi direng goriilmesine katki saglamaktadir (45). Porin
gecirgenliginin azaltilmasiyla ortaya ¢ikan azalmis antibiyotik duyarliligt BCC
tirlerinde de gosterilmis olup bu etki Escherichia coli turlerindeki porinlere kiyasla

on kat daha az gecirgenlik gostermektedir (46).

llagc hedefindeki modifikasyonlar sayesinde BCC tiirleri 6zellikle
florokinolonlara direncgli hale gelmektedir. Bu modifikasyonlar i¢inde en 6ne ¢ikan
gyrA gen mutasyonu minimal inhibitér konsantrasyonunda (MiK) 12-64 Kkat artisa
neden olup florokinolon direnci gosteren BCC tiirlerinin ¢gogunda saptanmustir (47).
Ilag hedefi olan dihidrofolat rediiktaz enziminin modifikasyonuda BCC tiirlerinin

trimetoprim direncine katki sagladigi gosterilmistir (48).

Bu antibiyotik direncleri disinda 6zellikle klorheksidine karsi direngli olusu
bu tiirlerin dezenfektanlar1 kontamine etmesine ve dezenfektanlarla temizligi yapilan
nebilizatorler gibi terapotik cihazlarin kontaminasyonuna yol agmakta ve hayatta
kalma stratejileri sayesinde bu mikroorganizma grubu birgok hastane salgininda rol
oynamaktadir (49).

Coklu antibiyotik direnci, ¢oklu ila¢ akis sistemleri ve lipopolisakkaritlerin

rol oynadigi hiicre zar1 gegirgenliginin azaltilmasina baglanabilir (40).
2.4.2. Kolonizasyon Faktorleri

Diger solunum yolu patojenleri gibi Burkholderia cepacia kompleks
tdrlerinin de once st ardindan alt solunum yollarinda ¢esitli faktorler yardimiyla

kolonize olmasi enfeksiyonun baglamasi i¢in 6nem arz etmektedir.

Kronik hastaligin bagslamasinda gerekli olan ¢esitli kolonizasyon faktorlerinin
basinda hareket kabiliyeti, hiicrelere ve yiizeylere yapisma yetenegi, doku hasari ve
biyofilm olusumu gelmektedir (39).

2.4.2.1. Flagella

Flagella protein miktarina gore iki tip olarak simiflandirilan, hareketten
sorumlu, kutupsal yerlesim gosteren ve antijenik 6zellige sahip hiicresel elemandir
(20). Flagellanin bolgeler ve organlar arasi yayilmaya neden olan hareket saglama
ozelligi disinda epitelyal hucrelerin istilasi, biyofilm olusumu ve inflamatuar

stireclerin tetiklenmesi gibi etkileri de mevcuttur. Flagellanin antijenik &zelligi
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sayesinde toll-like reseptor (TLR) ailesine ait reseptorlerle taninmasi sonucu dogal
immiin yanit uyarilir ve artan IL-8 {iretimi ile proinflamatuar siirecler hizlandirilarak

Ozellikle akciger enfeksiyonuna neden olan hastalarda hasari arttirmaktadir (50).

Ancak flagellalarin enfeksiyon siireci boyunca patogenezdeki rolleri degisken
olup ozellikle akut enfeksiyonlarda aktif rol alarak kronik enfeksiyon sirecinde
enfekte materyallerdeki izolatlar incelendiginde bu izolatlarin flagellalarin
kaybettigi saptanmustir (51). Bu nedenle daha patojen tiirlerle enfekte olmus 6zellikle
Kistik fibrozis ve kronik graniilomatéz akciger hastaligi bulunan Kkisilerde
enfeksiyona neden olan izolatlar daha ylksek virlilansa sahip olarak karsimiza
cikmaktadir (52).

2.4.2.2. Adezyon

Bir bakteri hicresinin tutunma o6zelliginde, lipopolisakkarit, hiicre dis1
polimerik maddeler, fimbria da dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre yiizey
molekiiliiniin yer aldigim1 bilmekteyiz (53). Lipopolisakkarit hiicre dis1 polimerik
maddelere tutunmadan ziyade fiziksel temasla iliskili yapilar olarak karsimiza
cikmaktadir. Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinde tutunmayi saglayan adezin
grubu molekiiller tam anlamiyla ortaya konmamis olsa da bu gruptaki baslica
molekdller; kablo pili (cblA), 22-kDa adezin (adhA), peptidoglikan iliskili
lipoprotein, OmpW benzeri proteinler ve bir grup trimerik ototrasporter adezin grubu

olarak gruplandirilabilir (54).

cblA ve adhA geni eksprese eden BCC izolatlarinin kronik akciger
hastaliginda ekspresyonu artis gosteren sitokeratin 13’e baglanma yeteneginden

dolay1 bu izolatlarin viriilansinin daha ylksek olma potansiyeli bulunmaktadir (55).

pal (BCAL3204) geni Urinl olan peptidoglikan iliskili lipoproteinin hiicresel
tutunmadaki roll belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu molekiil diger birgok patojende
bulunan tutunma ile iliskili molekiil olan OmpA ile yiliksek benzerlik gosterir ve

kronik akciger hastaligi modellerinde tutunmaya olan etkisi gosterilmistir (56).

BCC tirlerinde tanimlanan hiicresel tutunma molekiillerinden en ¢ok calisilan
gruplardan birisi trimerik ototransporter adezin (TAA) smifidir. TAA sinifi
molekiller gram negatif bakterilerde bulunabilen viriilansla iliskili oldugu bilenen

hicre dis membran1 uzantilaridir. Yedi gen tarafindan diizenlenen TAA molekiili
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tutunma fonksiyonu disinda hiicresel istila, bagisikliktan kacis, biyofilm yapisina

katilma gibi farkli islevlere sahiptir (57).
2.4.2.3. Doku Hasar1

BCC tiirleri diger firsatg1 patojenlerden farkli olarak ozellikle akciger
tutulumu sirasinda ciddi nekroz, bakteriyemi ve sepsisle karakterize bir tablo ile
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ciddi hasara neden olan mekanizmalar tam olarak
anlasilmamis olsa da immiin sistemi baskilanmis ve kronik akciger hastaligi olan
kisilerdeki notrofillerde oksijen radikallerinin Uretimindeki eksiklik nétrofillerin bu
mikroorganizmay1 fagosite ettikten sonra yok edememesi ve bu hiicrelerin tahribati
ile sonuglanmaktadir. Bu tahribat neticesinde nekrotik nétrofil 6limii ger¢eklesmekte
ve toksik hiicre i¢i materyal dokulara sizarak daha fazla hasar ve inflamatuar yanita

neden olmaktadir (15).
2.4.2.4. Biyofilm

Biyofilm, bakteri hicreleri i¢in faydali bir yap1 olusturacak sekilde organize
olmus, hucrelere ait lipit, polisakkarit, protein ve niikleik asit yapilarini ve birbirine

bagli hiicre topluluklarini iceren kompleks bir yap1 modelidir (58).

BCC turt mikroorganizmalar biyofilmleri sayesinde biyotik ve abiyotik
ylzeylere kolayca yapisarak uzun siire hayatta kalabilme 0zelligine sahiptir. Ayni
zamanda biyofilmleri sayesinde olumsuz cevre sartlarina ve antibiyotiklere de daha
direncli hale gelmektedirler. Antibiyotiklerin biyofilm yapisi igine penetrasyonunun
azalmasi, biyofilme 6zgii stres yaniti ve biyofilmin yapisal heterojenitesi biyofilm

tireten mikroorganizmalarin daha direngli olmasina katki saglamaktadir (59).

BCC tiirleri tarafindan tretilen bir ekzopolisakkarit olan ve biyofilm yapisina
katilan cepacian ¢ogu klinik ve cevresel izolatta bulunmaktadir. Cepacian, BCC
tdrlerinin notrofiller tarafindan fagosite edilmelerini ve notrofillerde aktif oksijen
radikalleri Gretimini engelleyerek mikroorganizmalarin bulunduklar1 bolgede
kolonize olma ve kronik enfeksiyon olusturma yeteneklerine katki saglamaktadir

(9,60).
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2.4.3. Hicre Yizey Ozellikleri
2.4.3.1. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS) gram negatif bakterilerde genel olarak bulunan ve
virilansta ©6nemli rol oynayan bir yap1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Lipopolisakkarit yapisinda temel olarak bir i¢ oligosakkarit, lipid A ve O antijeni

yapilar1 bulunmaktadir (61).

BCC tirlerinin sahip oldugu LPS yapis1 diger gram negatif bakterilerin sahip
oldugu LPS yapisina gore farkliliklar icermektedir. Bu farkliliklar; O antijeni yapilari
icermesi, lipid A kisminin fosfatlarinda 4-amino-4-deoxyarabinose kalintilari
bulundurmast ve i¢  oligosakkarit yapisindaki  D-glisero-a-D-talo-oct-2-
ulopyranosylonic asit gibi farkli bir heterodimerik disakkarit yapisi bulundurmasidir.
Sahip oldugu bu o6zellikler sayesinde LPS yapilar1 hiicre yuzeyindeki elektriksel
yiikii degistirir ve antibiyotiklerin baglanmasini engelleyerek bakterinin daha direngli

ve daha viriilan olmasina katki saglar (62).
2.4.3.2. Demir Alim

Sideroforlar temelde hiicre disindaki demiri detoksifiye ederek ferrik iyonlar
seklinde baglayan, demir siderofor kompleksi i¢inde ferrik iyonlarini hiicre zarindan
bakteri hiicresi igine tasinmasini saglayan fonksiyonel alt birimlerden olusan hiicresel

elemanlardir (63).

Ornibactin, pyochelin, cepabactin ve cepaciachelin BCC tiirlerinin iirettigi ve
demir alimi igin kullandigi baslica sideroforlardir. Ornibactin BCC tirlerindeki en
Onemli siderofor olarak gorulmekle birlikte pyocheline bagli demir iyonlarinin
stperoksit ve hidrojen peroksite maruz kalmas: sonucu hidroksil radikalleri

olusturdugu ve ¢evre dokularda hasara neden oldugu gosterilmistir (62).

Sideroforlar disinda BCC fiiyeleri oksitlenmis hem kullanarak ve ferritini bir

serin proteazla kullanima wuygun hale getirerek demir kaynagi olarak
kullanabilmektedir (64).

2.4.3.3. Ekzopolisakkarit

Ekzopolisakkarit iretiminin baslangigta BCC tiirlerinde yaygin olmadigi

diistintilse de zamanla ¢ogu klinik ve gevresel izolatta iiretiminin oldugu ve 6zellikle
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“cepacian’’ ekzopolisakkaritinin BCC viriilansina 6nemli katki sagladigi ortaya
cikmistir (62).

Ekzopolisakkarit sentezinin biyofilm reten mikroorganizmalarda biyofilm
yapisina katilarak biyofilmin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasii sagladigi
gosterilmigtir. Cepacian varliginda iiretilen biyofilmin daha kalin olmasi, ndtrofil
fonksiyonu engellemesi, kalict enfeksiyon olusumuna katki saglamasi, kuru
ortamlarda mikroorganizmanin hayatta kalmasina katki saglamasi ve toksik metal
iyonlarina karst mikroorganizmay1 direngli kilmasi bu ekzopolisakkaritin 6nemine

isaret etmektedir (65,66).
2.4.4. Protein Sekresyon Sistemleri

Protein sekresyon sistemleri, prokaryotik hicrelerde (retilen proteinlerin
hiicre sitoplazmasina, hiicre ¢evresine, hiicreler arasina veya Okaryotik hicrelere

taginmasini saglayan 6zellesmis sistematik bir salgi sistemidir.

Protein salgi sistemlerinin bakteri biiylimesi ve virlilansinda 6nemli rol
oynadi@1 gosterilmistir. Bakteriler arasinda degiskenlik gosteren bu sistemlerin
bazilar1 bakterilerin ¢cogunda bulunarak genel proteinlerin salgilanmasini yaparken,
bazi sistemler ise daha az turde bulunarak bakteriye 6zgli proteinlerin salgisini
gerceklestirirler. BCC tirleri temelde tip I- tip VI olmak iizere alt1 tip protein salgi
sistemi icerirler (67).

Tip I protein salg1 sistemleri; BCC tirlerinde temelde hemolitik proteinlerin

hem i¢ hem dig zar boyunca taginmasina olanak saglamaktadir (68).

Tip II protein salgi sistemleri; 6zellikle hidrolitik enzimlerin periplazmik
bosluga tasinmasini saglar. BCC tiirlerinde ¢inko metaloproteazlarin salgilanmasinda

rol oynamaktadir (68).

Tip III protein salgi sistemleri; bakteriyel flagellum ile ortak bir evrimsel
kokene sahip, gram negatif bakterilerin hiicre zarma goémiilii olarak bulunan ve
Ozellikle okaryotik hicre igine salgisal proteinlerin enjeksiyonu gorevini istlenen
karmagik makromolekiillerdir. Genellikle patojen tlrlerde bulunan bu sistem hiicre

istilas1 agisindan 6nem arz etmektedir (69).
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Tip IV protein salgt sistemleri; sitotoksik proteinlerin hicrelere
tasinmasindan sorumlu olmasinin disinda bir diger ozelligi de nikleik asit
tasinmasini saglayabilmesidir. Ayni zamanda fagosit i¢inde hayatta kalmasini da

sagladig1 goriilmiistiir (68).

Tip V protein salgi sistemleri; viriilans faktorlerinin salgilanmasi ve 6zellikle
tutunma icin gereken proteinlerin salgilanmasina aracilik ederken ayni zamanda

biyofilm olusumu i¢inde gerekli protein salgisin1 ger¢eklestirmektedir (68).

Tip VI protein salgi sistemleri; temelde makrofaj fagosit fonksiyonunun
azalmasini saglamakla birlikte B. cenocepacia turlerini fagosite etmis makrofajlarda

fagolizozom olusumunu engellemektedir (70).

2.5. NEDEN OLDUGU ENFEKSiYONLAR

BCC turleri en ¢ok kistik fibrozis, bagisiklik sistemi baskilanmis, hastanede
yatan ve kronik graniillomatdz akciger hastaligi olan bireylerde enfeksiyona neden
olsa da nadiren saglikli bireylerde de enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Saglikl
bireylerde olusan enfeksiyonlar var olan antibiyotik direncine ragmen diisiik
morbidite ve mortaliteye sahiptir. Ancak bagisiklik sistemi baskilanmis ve 6zellikle
hiicre i¢i patojenlere yanit veremeyen hastalarda iiriner sistem enfeksiyonu, peritonit,
bakteriyemi, sepsis, endoftalmit, yumusak doku enfeksiyonu, menenjit, osteomiyelit,
septik artrit, akciger apsesi ve pndmoni gibi yiiksek morbidite ve mortaliteye neden

olabilen firsat¢1 enfeksiyonlara yol agarlar (14).

Akciger tutulumu ile giden enfeksiyonlarda nekrotik hiicre 6limiine bagh
ciddi doku nekrozu sonucunda yiiksek ates, siddetli ve ilerleyici nefes darligi,
Iokositoz ve yuksek eritrosit sedimentasyonu ile karakterize olan ani ilerleme
kaydederek yiiksek mortalite oranlarina sahip nekrotizan bir pnémoni tablosu olan

‘Cepacia Sendromu’ gorulebilmektedir (39).

BCC tiirlerinin diisiik besin diizeyinde uzun silire yasayabilme, biyofilm
olusturabilme, abiyotik ylizeylerde yasayabilme ozellikleri ve sahip olduklari igsel

antibiyotik direnci sayesinde hastane ortamlarindan siklikla izole edilebilmekte ve
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hastane kaynakli enfeksiyonlardan &zellikle pnomoni, idrar yolu enfeksiyonu ve

bakteriyemi etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (71).

BCC grubunda bulunan tiir sayisinin g¢oklugu ve bu tiirlerin viriilans
faktorlerini  kullanmadaki  yeteneklerinin ~ farkliligt  nedeniyle bu  grup
mikroorganizmalarin  yaptig1 enfeksiyonlar asemptomatik tasiyiciliktan ciddi

morbidite ve mortalite ile sonuglanan genis bir yelpazede dagilmaktadir (2).

2.6. TANI YONTEMLERI

BCC tiirlerinin benzer fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip olmalart,
genis kapsamli biyokimyasal testler kullanilmis olsa bile ayirt edilmelerini
giiclendirmektedir. Bu  mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  rutin  klinik
laboratuvarlarda genellikle BCC’ye 6zel segici besiyerleri, biyokimyasal testler ve

otomatize sistemler kullanilarak kombine bi¢imde yapilmaktadir (17).

Ticari tanimlama sistemleri klinik laboratuvarlarda mikroorganizmalarin
tanimlanmasini  kolaylagtirmistir. Ancak g¢ogu ticari test yontemi BCC tirlerini
yeterli duyarliik ve Ozgiilliikte tanimlayamamakta ve Ozellikle Ralstonia,
Achromobacter, Comamonas, Delftia, Pandoraea ve Pseudomonas trleri ve S.

maltophilia ile ayirt edilmesinde yanlis sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (72).

BCC tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan yontemler genotipik ve fenotipik

yontemler olarak iki temel baslik altinda incelenebilir.
2.6.1. Fenotipik Ydntemler
2.6.1.1. Mikrobiyolojik Kultir Yontemleri

Klinik izolatlardan BCC tiirlerinin identifikasyonunun saglanmasi igin

gelistirilen segici besiyerleri bulunmaktadir.

Bu besiyerlerinin basinda Pseudomonas cepacia agar (PCA) 300 U/ml
polimiksin B ve 100 mikrogram/ml tikarsilin icermekte, laktoz eklenmis oksidasyon-
fermantasyon agar (OFPBL) 300 p/ml polimiksin B ve 0.2 U/ml basitrasin icermekte
ve Burkholderia cepacia selektif agar (BCSA) %l1'lik laktoz, %21 sukroz,

zenginlestirilmis kazein, maya ekstrakti, 600 U/ml polimiksin B,10 p/ml gentamisin
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ve 2.5 p/ml vankomisin icermekte olup BCC tirlerinin tanimlanmasi ig¢in Klinik

laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (21).

BCSA’nin 72 saatlik inkiibasyon sonunda solunum o6rneklerinden BCC
tiirlerinin izolasyonu ve diger mikroorganizmalarin baskilanmasi agisindan PCA ve
OFPBL’den daha iistiin oldugu gosterilmistir. Bu {istlinliigline ragmen B.

gladioli ve Ralstonia spp. BCSA’da iireyebilmektedir (73).

Bu besiyerlerinin performansi klinik 6rneklerde nispeten iyi olsa da duyarlilik
ve Ozgilliikleri ¢evresel Orneklerde diisiiktiir. Bu nedenle ¢evresel Ornekler
incelenirken Pseudomonas cepacia, azelaik asit, triptamin besiyeri (PCAT) veya
glukoz, asparagin, triptan mavisi ve tetrasiklin iceren TB-T besiyeri gibi diger

besiyerlerinin kullanilmas1 daha iyi sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir (21).
2.6.1.2. Biyokimyasal Testler

BCC grubu i¢indeki mikroorganizmalarin filogenetik yakinliklar1 ve fenotipik
benzerliklerinden dolay1 ayrimlari genis biyokimyasal test panelleri kullanilarak bile

neredeyse miimkiin olmamaktadir.

Rutin  laboratuvarlarda  kullanilmak  iizere  biyokimyasal testlerin
uygulanabilirligini kolaylastirmak ve daha giivenilir sonuclar elde etmek amaciyla
ticari biyokimyasal test kitleri gelistirilmistir. Ancak bu yontemlerle bile BCC tirleri
arasindaki farkliliklar ve diger tiirlerle benzerlikler nedeni ile ayrim tam olarak

yapilamamaktadir (9).
2.6.1.3. Otomatize Sistemler

Klinik laboratuvarlarda yaygin olarak bulunan otomatize sistemlerle de BCC
tirlerinin tanimlanmasi yapilmaktadir. BCC icerisinde bulunan ancak daha az
gorilen cevresel izolatlarin tanimlanmasinda otomatize sistemler yetersiz kalmakta

ve referans yontemlerle tiir tayinlerinin yapilmasi gerekmektedir (74).

Klinik laboratuvarlarda siklikla kullanilan VITEK® 2 Compact (BioMerieux,
Fransa) otomatize sistemi gram negatif identifikasyonu igin icerisinde 64 testin
bulundugu plastik bir kart sistemi kullanmaktadir. Bu testler i¢inde 18 enzimatik

aktivite gostergesi olan 41 biyokimyasal test ve 18 fermantasyon testi bulunmaktadir.
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Inkiibasyon sonrasi sistem tarafindan yorumlanan test sonuglarina gére uygun

identifikasyon saglanmaktadir (75).

BD Phoenix (BD Diagnostics, Sparks, MD) otomatize sisteminde ise farkli
substratlar iceren 45 kuyucuk bulunmaktadir. Bunlardan 20 tanesini enzimatik
reaksiyon 2 tanesini antibiyotik direnci ve geri kalan kismini ise farkli karbon
kaynaklarinin kullanimi olusturmaktadir. Her iki yonteminde uygun sartlar altinda

ortalama identifikasyon siiresi 3-4 saat arasinda degismektedir (75).

Kullanim kolayligma ragmen bu yontemlerden 6zellikle VITEK® 2 Compact
ve BD Phoenix (BD Diagnostics, Sparks, MD) otomatize sistemleri duyarlilik ve
Ozgiilliikleri hedeflenen diizeylerin altinda kalmakta ve en fazla S. maltophilia ve

Ralstonia tiirleri ile yanlis tanimlama yapilmaktadir (75).

Phoenix ve VITEK® 2 sistemlerinin kullanildig1 bir ¢alismada bu sistemlerin
BCC tiirleri igin dogru tanimlama yiizdeleri sirasiyla %50 ve %53 belirlenmis ancak

genomovarlar arasinda belirgin farkliliklar oldugu bildirilmistir (75).

Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF MS), laboratuvarlarda kullanilan bir diger otomatize
sistemdir. Bu yontemin kullanimi ile tanimlama igin gereken siirenin kisaltilmasi ve
daha dogru sonuglar alinmasi bu sistemin avantajlar1 arasindadir. Bu yOntem
kristalize edilmis bakterinin 1sinlanmasiyla olusan tiire 0zgii protein spektrum
profillerini tespit edip referans kiitliphanesiyle karsilastirarak klinik 6rnekten iiretilen
mikroorganizmanin identifikasyonunun daha hizli, uygun maliyetli, daha giivenilir

sekilde yapilmasina olanak saglar (76).

MALDI-TOF MS ile yapilan identifikasyon c¢alismalarinda BCC igin cins
diizeyinde tanimlama oranmin %97 civarinda oldugu belirtilmistir. Ancak BCC
tiirlerinin tanimlanmasinda bu oran diismektedir. Bunun nedeninin yeni kesfedilen
tir sayisinin fazlaligi nedeniyle referans spektrumun yetersiz olmasi ve BCC
icerisindeki tiirlerin yakin fenotiplere sahip olmasi nedeni ile tanimlanamadigi

goriisiine varilmistir (77).
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2.6.2. Genotipik Yontemler

BCC tirl mikroorganizmalar her ne kadar kistik fibrozis hastalarinda daha
fazla hastalik etkeni olarak karsimiza ¢iksa da 2000’li yillardan sonra Ozellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ve saglikli bireylerde de firsatci

enfeksiyonlara neden olabilecegini gostermistir (78).

Farkli Burkholderia tirlerinin gesitli ve ciddi enfeksiyonlara neden olmasi ve
bu enfeksiyonlarin klinik yonetimlerinin degiskenliligi ayn1 zamanda BCC igindeki
mikroorganizmalarin viriilans ve antibiyotik duyarliliklarinin farkliliklar1 nedeni ile

dogru tanimlanmalar1 6nem kazanmistir (79).

Bakteriyel tan1 yontemleri her gegen giin gelismekte olup klasik tam
yontemleri disinda otomatize sistemler ve genotipik yontemler bakterilerin cins ve
tir diizeyinde tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bu ydntemler arasinda
genotipik yontemler daha hizli olmalari, guvenilir sonu¢ vermeleri ve fenotipik
testlerin tir tanimlamasinda yetersiz kalmalar1 nedeni ile 6n plana ¢ikmaktadir ancak
uygulama zorlugu ve maliyet sorunu bu yontemlerin rutin laboratuvarlarda

kullanimini kisitlamaktadir (79).

Bu yontemler arasinda tiim hiicre protein elektroforezi, tiim hiicre yag asidi
analizi, 16S rRNA gen analizi, 23S rRNA gen analizi, recA gen analizi, multilokus

sekans analizi, tim genom dizi analizi gibi yontemler bulunmaktadir (80).

Tum hicre protein elekroforezi, standart sartlarda tireyen yakin akraba
mikroorganizmalarin protein profillerinin benzer olmasi esasina dayanarak ortaya
¢ikan bir tanimlama yontemidir. Bu yontem sonucu elde edilen sonuglarin DNA-
DNA hibridizasyon sonuglari ile karsilastirilmasi sonucu tanimlama amaci ile birgok
tir igin kullanilabilecegi soncuna varilmigtir (81). BCC turleri igin 1997 yilinda
yapilan ¢alismalarla kullanilabilecegi ortaya konsa da son yillarda BCC tiirleri ayrimi

yapmakta yetersiz kaldigi anlagilmistir (21).

Tiim hiicre yag asidi analizi, basit diisiik maliyetli ve otomatize bir sistem
olmasi1 nedeniyle klinik izolatlarin hizli tanimlanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir
ve bu yontemle Burkholderia cinsi dizeyinde dogru tanimlama yapilabilse de tiir
diizeyinde tanimlama yapabilmek icin ek ydnteme ihtiyaci olmasi bu ydntemin

kullanilabilirligini kisitlamaktadir (21).
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16S rRNA ve 23S rRNA genleri, BCC grubu mikroorganizmalarda %98’e
varan benzerlik gostermektedir ancak tiir i¢i farkliliklar bu yontemle tir dizeyinde
tamimlamalarin1 sorunlu hale getirmektedir. BCC tiirleri i¢inde bu ydntemle tir
diizeyinde ayrim B. multivorans, B. viethamiensis ve B. dolosa i¢cin mimkin olmakta
diger tiirler tlr dizeyinde tanimlanamamaktadir (80). 16S rRNA gen analizi
Burkholderia turlerini Burkholderia olmayan tiirlerden ayirmak i¢in kullanilabilecek

bir yontemdir.

recA geni, BCC turlerininde %99 civarinda benzerlik gostermesi ile cins
diizeyinde tanimlamaya olanak saglamaktadir. recA gen analizi sonrasi restriksiyon
fragmanlarina ayrilarak olusturulan modellerle recA genine dayanan filogenetik

gruplandirma net bir bigimde yapilmistir (82).

Multilokus sekans analizi (MLSA), farkli tiirler arasindaki benzerligi ortaya
¢ikarmak i¢in alellerin niikleotid dizilenmesine dayanan filogenetik bir yontem iken,
multilokus sekans tiplendirmesi (MLST) ise mikroorganizmalarin benzerlik ve
farkliliklar1 alel profilindeki farkliliklar seklinde Olgerek gruplandirilmis tiirler
icindeki izolatlarin tanimlanmasinda kullanilir. MLSA sonuglart DNA-DNA
hibridizasyon yontemleri ile gruplandirilmis olan tiirlerle benzer sonuglar vermistir.
Ozellikle yakin akraba olan tiirler arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in kullanilan
geleneksel yontemlerden daha iistiin bir ayrim giiciine sahiptir. BCC tirleri igin

MLSA ile kullanilan yedi lokusun amplifikasyonu ve dizi analizi yapilmistir (80).

Tidm genom dizileme, bakteriyel taksonominin belirlenmesi icin standart
kabul edilmekte ve bu tekniklerin hizla gelismesi ve maliyetlerinin diismesi
prokaryotik tiirler arasindaki iligkilerin incelenmesi igin bu ydntemi kullanmaya
yonelik artan bir ilgiye neden olmustur (83). Tim genom dizileme verileri ile
mikroorganizmalarin  tiplendirilmesi,  tlirler  arasindaki  evrimsel  iligki,
mikroorganizmalarin patojenitesi, virlilans faktorleri ve antibiyotik direncleri ile ilgili
bilgiler net sekilde elde edilebilmektedir (9).

2.7. ANTIiBiYOTiK DUYARLILIK TESTLERI

Coklu ilaca direngli mikroorganizma sayisinin artist ve tim dinyada

mortalite ve morbidite oranlarinin artmasi genel bir halk sagligi sorunu haline
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gelmistir. Bu mikroorganizmalar arasinda hem bagisikligi basilanmis ve kronik
akciger hastalig1 olan kisilerde yiiksek oranda enfeksiyon yapma yetenegi hem de
dogustan gelen coklu antibiyotik direnci BCC tiirlerini bu konuda daha tehlikeli hale
getirmistir. Bu mikroorganizma grubunun hastane ortaminda, hastadan hastaya direk
temas ile veya indirekt yollarla bulasabilme 6zelligi tedavisinin dogru
yonlendirilmesini 6nemli hale getirmektedir. Tedaviye erken ve dogru ajanla

baslanmasinin hastalarin klinik yonetiminde etkili oldugu goriilmistiir (15).

Antibiyotik  duyarlilik testleri (ADT) hastalarin  klinik  tedavisinin
yonlendirilmesinde,  epidemiyolojik  verilerin  olusturulmasinda  ve  bir
mikroorganizmanin iiremesini belirli bir dereceye kadar baskilayan ilag
konsantrasyonu olan minimum ila¢ konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesinde
kullanilmaktadir (84).

BCC tiirlerinin tanimlanmasindaki yasanan zorluklara ek olarak antibiyotik
duyarliligini belirlemek i¢in de standardize edilmis bir yontem hakkinda goriis birligi

bulunmamaktadir (12).

BCC tirlerinde ADT igin Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST)
ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical & Laboratory Standards
Institute - CLSI) farkli 6neriler sunmaktadir (85,86). Hastalarin klinik sonuglari ile
iliskilendirilebilecek yeterli klinik kanit bulunmamasi nedeni ile EUCAST bir sinir
deger Onermemis olsa da CLSI seftazidim, kloramfenikol, levofloksasin,
meropenem, minosiklin, tikarsilin/klavulanat ve trimetoprim/stlfametoksazol
antibiyotiklerinin test edilmesi i¢in agar diliisyon ve sivi mikrodilisyon yontemleri
onerilirken, disk difizyon yontemini seftazidim, meropenem, minosiklin ve
trimetoprim/siilfametoksazol  antibiyotiklerinin  duyarliligin  belirlenmesi  igin

onermektedir (11,85,86).
2.7.1. Dilusyon Temelli Testler

Sivi mikrodiliisyon yontemi; standardize edilmis 96 kuyucuklu mikrotitre
plaklarinda galigsmaktadir ve tek plakta birden fazla mikroorganizma ve antibiyotigin

test edilmesine olanak saglamaktadir. Kuyucuklarda antimikrobiyal ajan
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konsantrasyonlar1 ikiye katlanarak bulunmakta ve test sonuglari ¢iplak gozle

degerlendirilebilmektedir.

MBD Sensititre System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD),
ComASP Colistin (Liofilhem, Roseto degli Abruzzi, Italya) gibi ticari olarak temin
edilebilen uygulamasi kolay ticari kitler bulunmaktadir (84).

Uygun sartlarda hazirlanan bakteri siispansiyonunun plaklara inokulumunu
takiben 16-24 saat inkiibasyon sonrasi degerlendirilen plaklardaki iiremenin
olusturdugu bulanikhigin gdzle goriildiigii ilk kuyucuk MIK degeri olarak belirlenir
(87).

Agar diliisyon yontemi; antibiyotiklerin istenilen konsantrasyonlarinin iki kat
seyreltmelerinin hazirlanarak eriyik haldeki agar ortamina eklenmesi ile elde edilen
plaklara hazirlanan mikroorganizma siispansiyonunun eklenmesi ve uygun
inkiibasyon sonucunda iiremenin tamamen baskilandigi en diisiik konsantrasyona
sahip plaktaki antimikrobiyal konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Bu yéntem ayni
plak iizerinde birden fazla mikroorganizmanin calisilmasina olanak saglamaktadir

(84).
2.7.2. Diftzyon Temelli Testler

Disk diflizyon testi; 1940 yilinda gelistirilmesinden beri klinik
laboratuvarlarda en sik kullanilan ADT yontemi olarak standardize edilmistir.
Onceden hazirlanmis bakteri stispansiyonu agar tizerine inokiile edildikten sonra agar

yiizeyine farkli antimikrobiyaller i¢eren disklerin yerlestirilmesiyle yapilmaktadir.

Uygun sartlarda 16-24 saat inkibasyon sirasinda antimikrobiyaller agar
ylizeyine yayilarak mikroorganizma iiremesini engelleyerek iiremenin olmadigi bir
zon capt meydana getirirler. Olusan zon capmin dlgiilerek kullanilan standart
rehberle karsilagtirilip test edilen antibiyotige karsi mikroorganizmanin direng

paterni belirlenmektedir (88).

Disk difiizyon testi, diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir ve ¢ok sayida
bakteri tiiri ve antibiyotiSe uygulanabilirligi nedeniyle mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan ADT yontemidir (87).
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E-Test yontemi; basit ve kolay uygulanabilen diflizyonel bir test olmasinin
yaninda diliisyonel testler gibi MiK degerinin belirlenmesine de olanak saglayan bir

test yontemidir.

Bir ucundan diger ucuna serit lizerinde etiketlenmis artan konsantrasyonda
antimikrobiyal emdirilmis kagit ya da plastik seritler homojen mikroorganizma ekimi
yapilmis agar yiizeyine yerlestirilmektedir. Inkiibasyon sonrasi olusan eliptik
sekildeki inhibisyon zonunun seritle birlesme noktas1 o antibiyotik i¢in MiK degerini

olusturmaktadir (84).
2.7.3. Otomatize Sistemler

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 hizli ve giivenilir sonug¢ verme
konusundaki baskilar1 otomatize sistemlerle yenmeye calismaktadir. Daha dogru
sonuclarin elde edilmesi, kisa zamanda sonu¢ alinmasi, az emek harcayarak
sonuglarin elde edilmesi ve verimli olmalar1 bu yontemlerin avantajlari arasinda yer
almakta ve VITEK® 2 Compact, MicroScan Walkaway (Dade-Behring MicroScan,
Deerfield, IL, ABD) ve Phoenix sistemi (BD Diagnostic Systems, Baltimore, MD,
ABD) gibi ¢esitli test sistemleri cogu laboratuvarda yer almaktadir.

Otomatize sistemlerde sonuglarin degerlendirilmesi i¢in hassas optik
okuyucular kullanilmasi sonuglari daha standardize hale getirmekte ve daha hizl

sonug¢ alinmasini saglamaktadir (89,90).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BURKHOLDERIA CEPACIA KOMPLEKS iZOLATLARININ
LABORATUVARDA URETILMESI VE SAKLANMASI

Saglik Bakanlig1 Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi’nde 2020 — 2023 yillar1 arasinda tani ve tedavi amactyla izlenen
hastalarin Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen c¢esitli orneklerinden (kan,
trakeal aspirat, katater, doku, idrar ) izole edilen 55 adet Burkholderia cepacia
kompleks bakteri grubu kullanildi. Ayni hastadan izole edilen yalnizca tek bir izolat

calismaya dahil edildi.

Laboratuvarimiza gelen numuneler uygun besiyerlerine inokile edilerek 24-
48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda (reyen mikroorganizmalar,
VITEK®2 Compact otomatize sistemi gram negatif tanimlama karti (GN ID)
kullanilarak Burkholderia cepacia kompleks olarak tanimlandi.

Tanimlanan izolatlarin antibiyotik duyarliliklari VITEK® 2 Compact
otomatize sisteminde N326 kart1 kullanilarak elde edildi.

Izolatlarin taze kiiltiirlerinden steril ekivyon ile alman koloniler 3 ml steril
salin solusyonu (%0.9 sodyum Klortir) iceren tlpte stispanse edilerek 0.5 McFarland
standardina esdeger hiicre sayis1 (~ 1,5x108 cfu/mL) bulanikligina ayarlandi. Bu
stispansiyondan 140 pl alinip 3 ml salin soliisyonu igeren bagka bir steril tiipe
aktarild1. Tlk tiipe VITEK 2 otomatize sistemde kullanilan GN tanimlama kart, diger
tiipe antimikrobiyal testleri ¢calisan GN N326 kart1 konuldu. Bu sekilde hazirlanan

izolatlar otomatize sisteme yuklendi ve elde edilen sonuclar kaydedildi.

Burkholderia cepacia kompleks olarak tanimlanmig toplam 55 adet izolat,
%20 gliserol (Merck®, Almanya) eklenmis triptik soy broth besiyeri (Merck®,
Almanya) icinde izolat stoklamasi sonrasi yapilacak ¢alismalarda kullanilmak tizere -
80°C’de saklandi.

Orneklerinde Burkholderia cepacia kompleks Giremesi olan hastalarin yas ve
cinsiyet gibi demografik verileri, tedavi goérdikleri klinik birim bilgileri, etken

izolasyonu sonrasi1 28 giinlik sagkalim durumlar (sagkalim-6lim), altta yatan
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hastaliklar1 hastane yonetim bilgi sisteminin, hasta epikrizlerinin retrospektif olarak
incelenmesiyle kaydedildi.

3.2. IZOLATLARIN MALDI-TOF MS iLE TANIMLANMASI

Burkholderia cepacia kompleks olarak tanimlanan ve -80°C’de saklanan
izolatlar koyun kanli agar besiyerine (RTA, Istanbul, Tiirkiye) en az iki kez
pasajlanarak yeniden canlandirildi ve 37°C’lik etlivde 24-48 saat inklbe edildi.
Besiyerinde nemli sar1 renkli iireyen mikroorganizmalardan gram boyama, oksidaz,
glukoz fermentasyonu, indol, katalaz ve hareket testleri ile izolatlarin fenotipik
ozellikleri kullanilarak tanimlamalari yapildi. Gram negatif, non-fermenter, hareketli,
oksidaz ve katalaz pozitif, indol negatif olan bakteriler Burkholderia cepacia
kompleks olarak kabul edildi. Orneklerin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinda
EXS 2600 (Zybio, Cin) cihaz1 kullanildi.

Numune hazirlama prosediirii olarak formik asit ile dogrudan plaka

ekstraksiyonu gerceklestirildi.

- Bu amagla, pasajlanan saf kolonilerden bir bakteri kolonisi alinarak 96

hedef bolgesi iceren celik plaka iizerindeki bir noktaya aktarildi.

- Daha sonra materyal ince bir tabaka elde edilene kadar hedef bdlge igine
strdldd, 1 pl %70 formik asit ¢ozeltisi (FA) ile kaplanarak oda sicakligi kosullarinda

kurumaya birakildi.

- Su/asetonitril/trifloroasetik asit hacim oran1 47,5:50:2,5 olan ve 10 mg/ml
nihai konsantrasyona kadar a-Siyano-4-Hidroksisinnamik Asit (CHCA) eklenmis

matris ¢Ozeltisinden 1 ul kurumus materyal tizerini kaplayacak sekilde eklendi.

- Kalibrator olarak E. coli ATCC 25922 protein ekstrakti, riboniikleaz ve 3,6-
17 kDa kiitle araligin1 kapsayan miyoglobin igeren mikrobiyoloji kalibratoru
kullanildi.

- Spektrumlar otomatik olarak toplandi ve EX-Accuspec v1.0.21.7 yazilimi

(Zybio Inc., Cin) kullanilarak tanimlandi.

- Tanimlama skorlart;
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2.0 < skor < 3.0 : Olast tiir diizeyinde tanimlama
1.7 < skor < 2.0 : Olasi cins diizeyinde tanimlama

Skor <1.7 : Giivenilir olmayan tanimlama sonucu olarak degerlendirildi.

3.3. iZOLATLARIN POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU iLE
TANIMLANMASI

3.3.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Siv1 besiyerinde tiretilen izolatlardan kromozomal DNA izolasyonu igin Chen

ve arkadaslar1 tarafindan tarif edilen yontem modifiye edilerek kullanildi (91).

- Luria—Bertani (LB) siv1 besiyerindeki (%1 tripton, %0,5 maya 6zltu, % 1
NaCl, pH 8.0) kiiltiirlerden 1,5 mL mikrotiiplere alinarak 12000 rpm’de 1 dakika

santriftj edildi.

- Pellet 200 pl lizis tamponu [40 mM Tris pH:7,5, 20 mM sodyum asetat, 1
mM EDTA ve %1 sodyum dodesil silfat (SDS)] ile restispanse edildi. Lizis tamponu

eklendikten sonra tlpler 1-2 dakika siire ile vorteks ile karistirildi.

- Lizat tizerine 70 pul 5 M NaCl konuldu, tiipler el ile dikkatlice yaklasik 50
defa karistirildi ve 12000 rpm’de 10 dakika santriftj edildi.

- Temiz lizattan, yaklasik 200 pl'si steril baska bir mikrosantrifiij tiipiine
konuldu ve uzerine 300 pl TE (10mM Tris-HCI, pH 8.0, ImM EDTA, pH 8.0)

tamponu ilave edildi.

- Uzerine esit miktarda fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1)’den ilave
edildikten sonra tiip dikkatlice yaklasik 50 kez alt iist edilerek karistirildi. 12000
rpm’de 10 dakika santrifij edildi ve Ust faz baska bir steril mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi.

- Lizat hacminin yaklasik iki kat1 kadar (1000 pl) %96’lik soguk etanol ilave
edilerek tlipler -80°C’de 30 dakika boyunca bekletildi.

- Sire sonunda tipler 12000 rpm’de 5 dakika santrifij edilerek DNA
presipite edildi.
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- Siipernatant kisim atildiktan sonra pellet tzerine 500 pL %70’lik soguk
etanol eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

- Siipernatant atilarak etanol kalmamasi i¢in pellet kurutulmaya birakildi.

- Pellet Uzerine 10 pl RNaz A (10 mg/mL) ve 70 pl TE (10mM Tris-HCI, pH
8.0, ImM EDTA, pH 8.0) tamponu ilave edilerek 56°C’de 25-30 dakika inkibe
edildi.

- Inkiibasyon sonunda kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Hazirlanan

kromozomal DNA’lar %0,8’lik agaroz jelde tek bant olarak goriintiilendi.
3.3.2. Kullanilan Primerler ve PZR Protokoli

Burkholderia cepacia kompleks izolatlarinin tanimlanmasi i¢in kullanilan gen

bolgesi ve spesifik primerler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. PZR deneyinde kullanilan hedef gen bdlgesi ve oligoniikleotid primerleri

Primer Adi Dizi (5°23°) Hedef Uriin Referans
Gen Biiyiikliigii
Bolgesi (bg)

B. cepacia kompleks

BCR1 TGACCGCCGAGAAGAGCAA recA 1,043 (92)
BCR2 CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC
bc: Baz gifti

Burkholderia cepacia kompleks PZR reaksiyonu Tablo 4’te igerikleri ve
miktarlart belirtilen bilesenler kullanilarak Techne Genius TC-5000 Thermocycler
cihazinda (GMI, ABD) gergeklestirildi (93).
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Tablo 4. PZR reaksiyon igerigi

Bilesenler Miktar (ul) 1x
2x Master mix (R&D Lab, Turkiye) 11,5
Primer 1 0,5
Primer 2 0,5
Kalip DNA 0,5
Deiyonize su 12
Toplam reaksiyon hacmi 25

Burkholderia cepacia kompleks PZR protokolii Tablo 5’de bulunan
kosullarina gore gergeklestirildi.

Tablo 5. PZR protokolii kosullart

Primer Adi PZR protokolii kosullari
On denatiirasyon  Denatiirasyon Baglanma Uzama Son Uzama
(Sicaklik / Suire) (Sicakhk / Stire)  (Sicakhk / Siire )  (Sicakhik / Stre)  (Sicaklik/ Siire)
BCR1
95°C /3 dk 95°C /30 sn 61°C /30 sn 72°C/1dk 72°C /5 dk
BCR2
Dongii Sayisi - 34 -
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3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon islemlerinin ardindan tirlinlerin goriintiilenmesi i¢in %1’lik

agaroz jel hazirlandi.

- 100 ml Tris EDTA tamponu (TAE, pH 8.4) cozeltisine 1 gr agaroz
(Vivantis, Malaysia) eklendi.

- Mikrodalga firininda agaroz eriyip homojen bir ¢ozelti olusana kadar

1s1tildi.

- Daha sonra oda sicakliginda sogumaya birakildiktan sonra iistiine 6 pl (1

mg/ml) etidyum bromir konuldu.

- Olusan jel tablaya dikkatlice dokiildii ve yiikleme kuyucuklarimin olugmasi
icin tarak yerlestirildi.

- Jelin katilasmasi i¢in 30-40 dk bekledikten sonra taraklar nazik bir sekilde
¢ikartildi. iginde TAE tamponu olan elektroforez tankina yerlestirildi.

- PZR urdnleri 5-10 pl hacim ile yiikleme kuyucuklarina konuldu.

- Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandiktan sonra 70 V akimda 50-60 dk

yaratalda.

- Olusan bantlar ultraviyole transilliiminatorde (Vilber lourmat, France) ve
dijital goriintiileme cihazi ile (DNR Bio-Imaging Systems, MiniLumi, Israel)

goruntulendi.

3.4. iZOLATLARIN DiSK DIiFUZYON VE E-TEST YONTEMLERI
iLE ANTIiBiYOTIK DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Stoklanmig  izolatlardan  yeniden  canlandirma ile elde edilen
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilig Muller-Hinton agar
(RTA Laboratuvarlari, Tirkiye) kullanilarak CLSI o6nerileri dogrultusunda disk
diftizyon yontemi ile belirlendi (86).

- BCC tiirii olarak tanimlanan ve -80 °C’de %20 gliserol eklenmis triptik soy
broth icinde saklanan izolatlar koyun kanli agar (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye)
besiyerine pasajlanarak yeniden canlandirildi ve 37 °C’lik etiivde 24-48 saat

inkiibasyona birakild1.
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- Koyun kanli agarda en az iki saf pasaj elde edildikten sonra bakterilerin taze

kiiltiirlerinden 0,5 McFarland standardina esdeger inokiilum siispansiyonu hazirlandu.

- Steril ekiivyon, siispansiyona batirilip ardindan tlipiiniin i¢ kenarina

bastirilip gevrilerek fazla sivinin atilmasi saglandi.

- Inokiilum, siispansiyon emdirilmis ekiivyonla Mueller-Hinton besiyerinin

ylizeyine li¢ yonde esit sekilde yayildi.

- Daha onceden oda sicakligina getirilmis seftazidim 30 pg, meropenem 10
pg, minosiklin 30 pg, trimetoprim-silfametoksazol 1,25-23,75 pg antibiyotik
emdirilmis diskler (Oxoid, ingiltere) ile tikarsilin-klavulanat ve levofloksasin iceren
gradient test seritleri (Oxoid, Ingiltere) bakteri inokiile edilmis besiyeri yiizeyine

inokiilasyonu takiben 15 dakika igerisinde yerlestirildi.

- Plaklar ters cevrilerek 34-36°C’de 18-20 saat inkibe edildikten sonra
disklerin inhibisyon zon ¢aplar1 belirlenmis ve CLSI M100 protokoliinde yer alan
zon caplart esik degerlerine gore duyarli (S), orta duyarlt (I) ve direngli (R) olarak
yorumlandi (86).

- Antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi sirasinda orta duyarli (I) olarak

saptanan izolatlar degerlendirmeye direncli (R) olarak alindu.

3.5. iZOLATLARIN SIVI MiKRODILUSYON YONTEMI iLE
ANTIBIiYOTiK DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

-Katyon ayarli Mueller Hinton sivi besiyeri hazirlanmasi: Uretici firma
Onerileri dogrultusunda 22 gr toz halindeki katyon ayarli Mueller Hinton broth
besiyeri (HiMedia Lab., USA) hassas terazide tartildi ve 1000 ml distile su igine
eklenerek homojen hale gelene kadar calkalanarak karistirildi. 15 dk 121°C’de

otoklavda steril edildi.

- Stoklanmis izolatlardan yeniden canlandirma ile elde edilen
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligi Sensititre Gram Negatif GNX3F
duyarlhilik paneli (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak CLSI Onerileri

dogrultusunda sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi.
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- BCC tiirii olarak tanimlanan ve -80 °C’de gliserolli triptik soy broth icinde
saklanan izolatlar koyun kanli agar (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye) besiyerine
pasajlanarak yeniden canlandirildi ve 37 °C’lik etlivde 24-48 saat inkiibasyona
birakildi.

- Koyun kanli agarda en az iki saf pasaj elde edildikten sonra bakterilerin taze
kiltarlerinden 3-5 koloni segilerek igne 6ze ile alinip Sensititre Demineralize Su®
(Katalog no: T3339) igerisinde karistirildi. Vortekslenerek homojen bir siispansiyon
hazirlandi ve bulanikli§i 0.5 McFarland standardina es deger olacak sekilde

ayarlandu.

- Suspansiyonun 10 pl’si alinarak 11 ml’lik tamponlu katyon ayarli Mueller-
Hinton siv1 besiyeri tipi icerisine transfer edilerek 1x10° CFU/mI inokiilum elde
edildi.

- 30 dakika igerisinde mikroplagin her kuyucuguna hazirlanan son
stispansiyondan 50 pul alinarak aktarildi. Koloni sayimi ve inokiilum kontrolii

amaciyla pozitif kontrol kuyucugundan 1 pl alinarak kanli agar tizerine ekim yapildu.

- Kontaminasyonu ve sa¢ilmay1 6nlemek amaciyla tiim kuyucuklar yapiskan
muhadr ile kapatildi. Ekim yapilan kanli agar ve mikroplak 34-36°C’de, CO;’siz
inkuibatorde 24 saat inkube edildi.

- Inkiibasyon sonunda mikroplaklar iiretici firmanin onerileri dogrultusunda
degerlendirildi. Dogru inokiilumu degerlendirmek i¢in ekim yapilan kanli agarda 100
koloni sayilan ve pozitif kontrol kuyucugu bulanik olan mikroplaklarda,

antibiyotiklerin MIK degerleri belirlendi.

- Kuyucuklardaki bakteri tremesi, kuyucuklarda bulaniklik veya kuyucuk
tabaninda hucre birikimi olarak kabul edildi.

- MIK degeri, goriiniir biiyiimeyi engelleyen en diisiik antimikrobik
konsantrasyon olarak kaydedildi.

- Antibiyotiklerin MIK degerleri; CLSI tarafindan 6nerilen M100

protokolunde yer alan tlire 6zgu klinik sinir degerlerine gore duyarli (S), orta duyarl
(I) ve direncli (R) olarak degerlendirildi (86).
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- Antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi sirasinda orta duyarli (I) olarak

saptanan izolatlar degerlendirmeye direncli (R) olarak alindu.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 kullanilarak antibiyotiklerin kalite
kontroll yapildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlanma ve antibiyotik duyarlilik
testlerinden elde edilen veriler yontemler arasinda ve hastalarin 6zelliklerine SPSS
18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz edildi. Tanimlayici
istatistikler say1 (n), yiizde (%), ortalama, standart sapma, medyan, ¢eyrekler arasi
aralik (IQR, %25-75) olarak belirtildi. Kategorik verilerin siklik oranlar1 arasindaki
farkin kargilagtirilmasinda Pearson’s Ki-kare ve Fisher’s uygunluk testleri kullanildi.

p<0,05 olanlar istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bu ¢alisma igin Recep Tayyip Erdogan Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 06.12.2023 tarihinde (Karar Numarasi: 2023/272) bilimsel ve etik

yonden uygunluk karar1 alinmastir.
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4. BULGULAR

VITEK® 2 Compact sistemi ile Burkholderia cepacia kompleks olarak
tamimlanan ve c¢alismaya dahil edilen 55 Klinik 6rnegin; ek tanimlama calismalari
MALDI-TOF MS ve PZR yontemleri ile, antibiyotik duyarliliklart ise diltsyon
temelli olan sivi mikrodiliisyon yontemi ve difuzyon temelli yontemlerden disk

diflizyon ve E-Test yontemleri kullanilarak belirlendi.

Calismaya dahil edilen 55 klinik izolatin 24’# kan kiiltiirtinden, 21°i trakeal
aspirat kalturinden, 5’1 katater kualturinden, 3’4 doku kiiltiirlinden ve 2’si idrar

kiltiiriinden izole edilmistir.

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilerek BCC olarak tanimlanan 55 izolat
BCR 1-2 primerlerinin kullanildigi PZR yéntemi ve MALDI-TOF MS yontemleri ile
tekrar tanimlandi. Tanimlama calismasinda molekiiler yontem olan PZR altin
standart olarak kabul edildi ve diger yontem PZR yontemine gore degerlendirildi.
PZR ile tanimlama sonucunda BCC olarak dogrulanan 48 izolat antibiyotik

duyarlilik testlerine tabi tutuldu.

VITEK® 2 Compact sistemi ile BCC olarak tanimlanan 55 izolatin PZR
yontemi ve MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlama sonuglar1 Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. Izolatlarin tanimlama sonuglar

izolat MALDI-TOF MS recA izolat MALDI-TOF MS recA
no (Skor) PZR no (Skor) PZR
1 B.cepacia (2.42) Poz 30 B.cepacia (2.36) Poz
2 B.cepacia (2.28) Poz 31 S.maltophilia (2.23) Neg
3 S.maltophilia (2.41) Poz 32 B.cepacia (2.33) Poz
4 S.maltophilia (2.40) Poz 33 B.cepacia (2.28) Poz
5 S.maltophilia (2.29) Poz 34 B.cepacia (2.34) Poz
6 S.maltophilia (2.42) Poz 35 B.cepacia (2.27) Poz
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7 B.cepacia (2.42) Poz 36 S.maltophilia (2.28) Neg
8 B.cepacia (2.28) Poz 37 S.maltophilia (2.39) Neg
9 B.cepacia (2.41) Poz 38 B.cepacia (2.31) Poz
10 B.cepacia (2.35) Poz 39 S.maltophilia (2.34) Poz
11 B.cepacia (2.42) Poz 40 B.cepacia (2.28) Poz
12 B.cepacia (2.41) Poz 41 B.cepacia (2.24) Poz
13 B.cepacia (2.39) Poz 42 B.cepacia (2.34) Poz
14 B.cenocepacia (2.40) Neg 43 B.cepacia (2.27) Poz
16 B.cepacia (2.22) Neg 44 B.cepacia (2.10) Poz
17 Tanimlanamadi Neg 45 S.maltophilia (2.22) Poz
18 B.cepacia (2.29) Poz 46 B.cepacia (2.41) Poz
19 B.cepacia (2.18) Poz 47 B.cepacia (2.40) Poz
20 B.cepacia (2.28) Poz 48 B.cepacia (2.33) Poz
21 B.cepacia (2.14) Poz 49 Tanimlanamadi Neg
22 B.cepacia (2.33) Poz 50 B.cepacia (2.39) Poz
23 B.cepacia (2.26) Poz 51 B.cenocepacia (2.30) Poz
24 B.cepacia (2.19) Poz 52 B.cepacia (2.42) Poz
25 B.cepacia (2.31) Poz 53 B.cepacia (2.40) Poz
26 B.cepacia (2.33) Poz 54 B.cepacia (2.41) Poz
27 B.cepacia (2.32) Poz 55 B.cepacia (2.41) Poz
28 B.cepacia (2.38) Poz 56 B.cepacia (2.40) Poz
29 B.cepacia (2.24) Poz

Poz: Pozitif, Neg: Negatif.
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Calismaya dahil edilen 55 izolatin MALDI-TOF MS yoOntemi ile
degerlendirilmesi sonucunda; 42 (%76.4) izolat B. cepacia, 2 (%3.6) izolat B.
cenocepacia, 9 (%16.4) izolat S. maltophilia olarak tanimlanirken, 2 (%3.6) izolat bu

yontemle tanimlanamadi.

recA genine spesifik BCR1-2 primerleri kullanilarak yapilan PZR ¢alismasi
sonucunda; 48 (%87.3) izolat recA geni pozitif sonug verirken 7 (%12.7) izolat recA

geni agisindan negatif sonug verdi (Sekil 1.).

[zolatlarin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile recA geni pozitif
izolatlarin beyaz renkli bant olusturdugu, recA geni negatif izolatlarin ise agaroz
jelde herhangi bir bant goériiniimii olusturmadigi gozlendi. Calismadan elde edilen

bant goriintiilerinin bir kism1 Sekil 1.’de verildi.

W

Sug no 27 28 20 30 31 32 33 34 3

1000 bp —»

Sekil 1. Calismadan bazi izolatlarin agaroz jel elektroforezindeki goruntumleri

(Beyaz renkli bant gérinen jel bélmeleri recA geni pozitif izolatlara, renkli

bant gériinmeyen jel bolimi recA geni negatif izolata aittir.)
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MALDI-TOF MS yoéntemi ile galisilmasinin sonucunda tanimlanamayan 2
izolat, S. maltophilia olarak tanimlanan 3 izolat, B. cepacia ve B. cenocepacia olarak
tanmimlanan birer izolat olmak Uzere toplam 7 izolatin PZR ¢alismasi sonucunda recA
geni negatif saptandi. MALDI-TOF MS yoéntemi ile S. maltophilia olarak tanimlanan
9 izolatin 6 tanesi PZR yOntemi ile recA geni agisindan pozitif bulundu. Tanimlama
caligmasina ait sayisal veriler ve yontemlerin karsilastirilmast Tablo 7°de

gosterilmistir.

Tablo 7. Tamimlama c¢aligmasina ait sayisal veriler ve yoOntemlerin
karsilastirilmasi

recA PZR
Negatif Pozitif Total
MALDI-TOF MS B. cenocepacia 1 1 2
B. cepacia 1 41 42
S. maltophilia 3 6 9
TANIMSIZ 2 0 2
Total 7 48 55

recA genine spesifik PZR c¢alismasi sonuglar1 referans olarak kabul
edildiginde MALDI-TOF MS ile yapilan tanimlamalarda, MALDI-TOF MS
yonteminin duyarlilifi %87.5, 6zgiilligi %71.4, pozitif prediktif degeri %95.4 ve
negatif prediktif degeri %45.4 olarak saptandi.

Klinik o6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin rutin tanimlanmasi
VITEK® 2 Compact sistemi ile yapilarak calismaya alinmasindan dolayr VITEK® 2
Compact sistemi igin duyarlilik, 6zgiillik ve negatif prediktif deger calismasi
yapilamamis sadece pozitif prediktif deger ¢aligmasi yapilabilmis ve VITEK® 2

Compact sisteminin pozitif prediktif degeri %87.2 olarak hesaplanmustir.
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Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve PZR ile dogrulanan 48 Burkholderia
cepacia kompleks izolatinin iiredigi hastalara ait yas, cinsiyet gibi demografik
veriler, érnek turd, tedavi gordikleri klinik birim, COVID-19 pozitifligi, 28 glnlik

mortalite oranlar1 ve aldiklari tedavi gibi baz1 klinik 6zellikler Tablo 8’de verilmistir.

PZR calismas1 sonucu pozitif saptanarak calismaya dahil edilen 48 izolata ait
hasta bilgileri degerlendirildiginde, hastalarin yas ortalamast 66.87 + 14.1 yil olup
hastalarin 29’u (%60.4) erkek, 19’u (%39.6) kadindi. Klinik 6rneklerin ¢gogunlugunu
21 (43.8) drnekle kan kiiltiirii 6rnekleri olustururken, bunu 19 (39.6) 6rnekle trakeal
aspirat ornekleri takip etmekteydi. Hastalarin %79.2° si (39) yogun bakim
tinitelerinde tedavi almaktaydi. Kultlrinde Ureme saptanan 37 (%77.1) hastaya
antibiyotik tedavisi baglanmig, 11 (%22.9) hastaya herhangi bir tedavi
baslanmamisti. Hastalara en fazla meropenem (%39.6) tedavisi uygulanmisti.
Hastalarin 4’tiniin BCC izole edildigi donemde COVID-19 PZR test sonucu pozitifti.
Hastalarin prognozlari degerlendirildiginde, 48 hastanin 21’i (%43.8) takipleri

sonunda ex olmus, 27 hasta ise (%56.3) hastaneden taburcu edilmisti.

Tablo 8. Hastalara ait demografik veriler ve bazi klinik 6zelliklerin dagilimi

Demografik Veriler ve Klinik Ozellikler PZR ile dogrulanan izolatlar
Cinsiyet, n (%) Kadin 19 (39.6)

Erkek 29 (60.4)
Yas, medyan (IQR) 68

(59-78)

Yas, ortalama + SD 66.87 £ 14.1
Yas, n (%) <65 yas 20 (41.7)

>65 yas 28 (58.3)
Klinik birim, Yogun bakim 38 (79.2)
n (%) Servis 10 (20.8)
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Ornek tiirii Kan 21 (43.8)
n (%) TAK 19 (39.6)
Katater 4(8.2)
Doku 2(4.2)
Idrar 2(4.2)
COVID-19 test sonucu Pozitif 4 (8.3)
Negatif 44 (91.7)
Hastaya verilen tedavi Tedavi verilen 37 (77.1)
n (%) MEM 19 (39.6)
CAZ 3(6.3)
SXT 11 (22.9)
MEM-SXT 4 (8.3)
Tedavi verilmemis 11 (22.9)
28 gunliik mortalite, Sagkalim 27 (56.3)
n (%) Olim 21 (43.8)

SD:Standart sapma, IQR:Ceyrekler arasi aralik,%25-75, TAK: Trakeal aspirat kiltlrl, CAZ:
Seftazidim, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol, MEM-SXT: Meropenem ve

Trimetoprim-silfametoksazol kombinasyon tedavisi, n:Say1

CLSI M100 kriterlerine gore BCC turlerinin antibiyotiklere karsi duyarlilik
durumlart yorumlandi. Caligmaya dahil edilen 48 izolatin sivi mikrodiliisyon
yontemi, disk diflizyon yontemi ve E-Test yontemi ile antibiyotik duyarliliklarinin
calisiimasindan elde edilen yorumlama sonuglari Tablo 9’da belirtildi. BCC
izolatlarinin tamamu disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile minosiklin
ve trimetoprim-siilfametoksazol antibiyotiklerine duyarli saptandi. BCC izolatlarinin
tamami1 E-Test ve s1vi mikrodiliisyon yontemleri ile levofloksasine duyarli bulundu.
Seftazidim agisindan disk difiizyon yontemi ile 3 izolat, sivi mikrodiliisyon yontemi

ile 4 izolat direngli bulunurken; disk diflizyon yontemi ile 7 izolat, sivi
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mikrodillisyon yontemi ile 6 izolat meropenem antibiyotigine karsi direngli saptandi.
Izolatlarda en cok direng gorilen antibiyotik tikarsilin-klavulanik asit olarak
gozlendi. E-Test yontemi ile 40 izolatta, sivi mikrodiliisyon yontemi ile 45 izolatta

tikarsilin-klavulanik asite kars1 direng saptandi.

Tablo 9. Calisilan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirilmesi

DiIFUZYONEL YONTEMLER DILUSYONEL YONTEMLER YONTEM
— — KARSILAS-
Antibiyotik Duyarhlik, Antibiyotik Duyarhhk
TIRILMASI
n (%) n (%)
DISK DIFUZYON YONTEMI SIVI MIKRODILUSYON p degeri
YONTEMI
CAZ S 45 (93.7) CAZ S 44 (91.7) <0.0012
R 3(6.3) R 4 (8.3)
MEM S 41 (85.4) MEM S 42 (87.5) <0.0012
R 7 (14.6) R 6 (12.5)
MIN S 48 (100) MIN S 48 (100) <0.0012
R 0 (0) R 0 (0)
SXT S 48 (100) SXT S 48 (100) <0.0012
R 0 (0) R 0 (0)
E-TEST YONTEMIi
TCC S 8 (16.7) TCC S 3(6.3) 0.0682
R 40 (83.3) R 45 (93.7)
LEV S 48 (100) LEV S 48 (100) <0.0012
R 0 (0) R 0 (0)

a: Fisher'in kesin testi, CAZ: Seftazidim, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim-stilfametoksazol,
MIN: Minosiklin, TCC: Tikarsilin-klavulanik asit, LEV: Levofloksasin, n: Say1.
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Izolatlarin difiizyon ve diliisyon temelli yontemler ile ¢alisilan antimikrobiyal
duyarlilik sonuglar1 Tablo 9’da verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde tikarsilin-
klavulanik asit disindaki diger antibiyotiklerin sonuglar1 yontemler arasinda anlamli
sekilde uyumlu bulunmustur. (p<0,001) Tikarsilin-klavulanik icin E-test ve sivi

mikrodiliisyon yontemleri ¢alisilmis ve sonuglar uyumsuz bulunmustur. (p=0,068)

Test edilen izolatlarn %50’sini inhibe eden konsantrasyon MIK 50, %90’1n1
inhibe eden konsantrasyon MIK 90 olarak ifade edildi. BCC tiirlerinde antibiyotik
ilaglarin s1vi mikrodiliisyon ve E-Test yontemi ile elde edilen MIK araliklari, MIK
50 ve MIK 90 degerleri toplu olarak Tablo 10°da sunuldu.

Tablo 10. Calisilan izolatlarin MiK araliklari, MiK 50 ve MIK 90 degerleri

Antibiyotikler Test MiK Aralik MiK 50 MiK 90
yontemleri (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
CAZ SMD <1->16 4 8
MEM SMD <1->8 2 >8
MIN SMD <2-4 <2 <2
SXT SMD <0.5/9.5-1/19 <0.5/9.5 <0.5/9.5
TCC SMD <16/2 - >128/2 >128/2 >128/2
E-Test 0.5/2 - >256/2 >256/2 >256/2
LEV SMD <1-2 <1 <1
E-Test 0.064 —0.75 0.38 0.5

CAZ: Seftazidim, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim-silfametoksazol, MIN: Minosiklin,

TCC: Tikarsilin-klavulanik asit, LEV: Levofloksasin, MiK: Minimum inhibitor konsantrasyon.
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5. TARTISMA

Bakteri tanimlanmasmin cins ve tiir diizeyinde dogru sekilde yapilmasi
ozellikle klinik 6nemi olan bakteriler géz Oniine alindiginda hastanin tedavisinin
dogru sekilde yonlendirilmesi igin biiyilk 6nem tasimaktadir (79). Bu calismada
Klinik  6rneklerden izole edilen Burkholderia cepacia kompleks grubu
mikroorganizmalarin tanimlanma ve antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi ile
hastanemiz ve bolgemizdeki direng profili olusturularak kullanilan ydntemler
arasindaki farkliliklar ortaya kondu. Yapilan tanimlama calismalar1 sonucunda
MALDI-TOF MS yonteminin duyarliligi %87.5 olarak saptanmistir. Antimikrobiyal
duyarlilik ¢aligmalar1 sonucunda tikarsilin- klavulanik asit disinda caligilan diger
antibiyotikler i¢in difiizyonel ve diliisyonel yontemler arasinda uyum saptanmisken,
tikarsilin- klavulanik asit i¢in bu yontemler arasinda uyumsuzluk saptanmuistir.
Calismaya dahil edilen tiim izolatlar diltisyon ve difuzyon yontemleri sonuglarina
gore levofloksasin, minosiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol antibiyotiklerine karsi

duyarli olarak saptanmaistir.

Burkholderia ~ cepacia kompleks grubu icerisinde bulunan
mikroorganizmalarin hastalik yapici etkileri ve sebep olduklar1 hastalik siddetinin
farkli olmasi, B.cenocepacia ile enfekte kistik fibrozis hastalarinin akciger nakline
aday gosterilmemesi gibi durumlar bu grup mikroorganizmalarin tiir diizeyinde

tanimlanmasini hasta agisindan kritik hale getirmistir (94).

Burkholderia cepacia kompleks grubu mikroorganizmalarin tiirler arasi
yuksek fenotipik ve genotipik benzerlik gostermesi ve tanimlama sirasinda diger
non-fermente gram negatif bakterilerle ayriminda yasanan zorluklar dogru yontemin
secilmesi konusunu 6nemli hale getirmektedir. Kullanilan biyokimyasal test panelleri
ve otomatize sistemlerle bu tirlerde o6zellikle Ralstonia, Achromobacter,
Comamonas, Delftia, Pandoraea ve Pseudomonas tirleri, S. maltophilia, B. gladioli,
Alcaligenes spp., Pseudomonas spp., Flavobacterium spp. ve Chryseobacterium spp.
gibi tanimlamalar yapildigi bildirilmistir (72,95). Yapilan ¢alismada S. maltophilia
MALDI-TOF MS tarafindan yanlis tanimlanan mikroorganizma olarak

gorinmektedir.
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Brezilya’da 91 izolat ve Hindistan’da 50 izolatla yapilan tanimlama
caligmalarinda  MALDI-TOF MS yonteminin duyarlili§i cins diizeyinde iki
calismada da %100 olarak saptanmistir (96,97). Mevcut ¢alisma ile bu oran %87.5
olarak bulunmustur. Wong ve arkadaglarinin yaptig1 iki farklh MALDI-TOF MS
sistemlerinin karsilagtirildigi bir ¢aligmada cins diizeyinde dogru tanimlama oranlari

%100 ve %97 olarak verilmistir (77).

MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlama yapilirken karsilasilan en onemli
sorun Burkholderia cepacia kompleks iiyelerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
oldugunu bildiren yaymlar mevcuttur. Yapilan c¢aligmalarla MALDI-TOF MS
yonteminin tiir diizeyinde dogru tanimlama yiizdelerinin %67 ile %89 arasinda
degistigi gozlenmistir. Bu ¢alismalarda tiir diizeyinde yanlis tanimlamanin nedeni
degerlendirildiginde MALDI-TOF MS sistemlerinin kituphanesinde tdrlerin
bazilarina ait referans spektrumlarin olmadigi sonucuna varilmistir (77,96,98,99).
Mevcut c¢alismada MALDI-TOF MS ile 42 izolat B. cepacia ve 2 izolat
B.cenocepacia olarak tanimlansa da, bu izolatlar molekiler bir yoéntemle tir

diizeyinde tanimlanmamuistir sadece cins diizeyinde tanimlama yapilmistir.

Burkholderia cepacia kompleks grubu mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlar hasta popiilasyonuna, hastalarin kronik hastaliginin bulunmasina,
hastanede tedavi aldiklar1 klinik birime ve immiinsiipresyon durumuna gore
degismektedir (100). Tiirkiye’de yapilan 5 yillik bir ¢alismada 87 izolat incelenmis
ve enfeksiyon saptanan hastalarin %59.8°1 erkek ve ortalama yas 59.0+18.3 yil
olarak belirlenmis ve enfeksiyon en sik %79.3 oraninda yogun bakim iinitelerinde
ortaya ¢ikmustir (101). Tiirkiye’de bir {iniversite hastanesinde yapilan ve 39 izolatin
dahil edildigi bir calismada erkek hastalarin daha fazla oldugu, en fazla yogun bakim
tinitelerinde tedavi gordiikleri ve ortalama yasin 54.4+23.4 yil oldugu belirtilmistir
(102). Ulkemizde 50 izolat ile yapilan baska bir ¢alismada 43 hastanin yogun
bakimda tedavi gordiigii ve 32 hastanin erkek oldugu belirtilmistir (5). Bu ¢alismada
calismaya dahil edilen hastalarin %60.4’{inlin erkek olmasi ve hastalarin %79.2 si
yogun bakim {iinitesinde tedavi gormesi ile Tiirkiye’deki literatiire uygun sekilde
benzerlik gostermektedir. Mevcut calismada bulunan ortalama hasta yasinin
66.88+14.1 olmast literatiirdeki ¢alismalar ile farklilik gostermistir. Hindistan’da 153

izolat ile yapilan bir c¢aligmada hastalarin %76.4’iiniin erkek olmasi izolatlarin
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¢ogunun yogun bakim iinitelerindeki tedavi gérmesi bu c¢alisma da gosterildigi gibi
hastalarin ¢ogunlugunun kritik durumda ve ileri yasta oldugu konusunda destekleyici
olmustur(103).

Burkholderia cepacia kompleks iireyen 6rneklerin dagilimi incelendiginde en
fazla Greme saptanan 6rnek turii %43.8 oraninda kan kiiltiirii olarak saptanmuistir.
Tiirkiye’de 87 ve 39 izolatin dahil edildigi iki ¢alismada ve Hindistan’da 153 izolat
ile yapilan ¢alismada baskin 6rnek tiirii solunum yolu 6rnekleri olarak belirtilmistir

(101-103).

Cin’de yapilan ve COVID-19 pozitif hastalar1 kapsayan bir caligmada
Burkholderia cepacia kompleks grubu mikroorganizmalarin solunum yolu
mikrobiyatasinda baskin tiir olarak saptandigi bu tiirlerin ¢oklu antimikrobiyal
dirence sahip olduklar1 ve oOzellikle durumu agir ve yogun bakim hastalarinda
hastanede yatis siiresini uzattiklart ve sagkalim {izerinde olumsuz etkileri oldugu
belirtilmistir (104). Mevcut calismada hastalarn COVID-19 pozitiflik oranlari
taranmis olup 4 (%8.3) hastada pozitiflik saptanmistir. Bu hastalarin ortak 6zellikleri

yogun bakimlarda tedavi almalari iken, 2 hastanin enfeksiyonu mortal seyretmistir.

Ulkemizdeki yapilan iki ¢alismanin verileri incelendiginde 6liim oranlari
%52.8 ve %53.8 olarak saptanmistir (101,102). Meydana gelen 111 salgin raporunun
incelendigi bir derleme ¢alismasinda Burkholderia cepacia kompleks ile enfekte olan
hastalarda 6liim oran1 %45.1 olarak belirtilmistir (105). Italya’da 16 ay siiren bir
salgin sonucu yapilan ¢alismada enfekte olan 46 hastanin 6liim oran1 %50 olarak
belirlenmis ve en fazla 6liim oranmnin yogun bakimda gerceklestigi belirtilmistir
(106). Mevcut galismanin verileri degerlendirildiginde hastalarin 28 giinliik mortalite
orani %43.8 olarak saptanmis ve hem iilkemiz hem kiiresel verilerle uyustugu

gdzlenmistir.

Kiiresel ve iilkemizdeki yayinlar incelendiginde tedavi baslanan hasta oranlari
ile ilgili degisken sonuglar bildirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan
ve kan dolasim enfeksiyonuna sahip 248 hastanin dahil edildigi bir ¢aligmada
hastalarin %95’ine tedavi baslanmis ve en c¢ok kullanilan ajanlar %35 oraninda
florokinolonlar ardindan %20 oraninda karbapenem grubunun kullanildig

belirtilmistir. Ayrica hastalarin %29 una farkli rejimleri iceren kombinasyon tedavisi
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uygulanmustir. italya’da yapilan bir calismada ise tedavi baslanan hasta orani1 %65.2
olarak bulunmus ve en fazla kullanilan ajan piperasilin-tazobaktam olarak
belirtilmistir (106). Ulkemizde yapilan bir calismada hastalara antibiyoterapi baslama
orant %50.6 olarak belirlenmistir (101). Mevcut g¢alismada genel tedavi alan
hastalarin oran1 %77.1 iken tedavide en fazla kullanilan antibiyotigin %39.6 oraninda

meropenem oldugu tespit edilmistir.

Hastalarin tedavisinde kullanilan antibiyoterapi se¢iminin mevcut kilavuzlar
ve klinik gbézlemler neticesinde degerlendirildiginde farkli zamanlarda farkli tedavi
rejimleri uygulanmasinin sebebi anlasilabilir olmustur. Burkholderia cepacia
kompleks icin giincel kilavuzlarda bulunmayan ancak ozellikle karbapenem direnci
gbsteren gram negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda kullanilmak iizere
2015 yilinda “Food and Drug Administration” (FDA) tarafindan onaylanan yeni bir
B-laktam/B-laktamaz inhibitori kombinasyonu olan seftazidim-avibaktam kullanimi
gbz Online almmalidir. Yapilan g¢alismalarla seftazidim ve karbapenem direnci
gosteren Burkholderia cepacia kompleks izolatlar1 seftazidim-avibaktama karsi
duyarli bulunmustur (107-109).

Klasik atibiyoterapiye cevap vermeyen ve coklu ilag direncine sahip
P.aeruginosa ve Burkholderia cepacia kompleks enfeksiyonuna sahip sekiz kistik
fibrozis hastasinda yapilan bir vaka serisinde seftazidim-avibaktam kullaniminin
klinik, inflamatuvar parametreler ve akciger fonksiyonlarinda iyilesme ile

sonuglandig bildirilmistir (110).

Diyafram herni operasyonu sonrasi seftazidime ve meropeneme direngli B.
contaminans benzeri bir etkenin neden oldugu bakteriyemi gelisen 2 aylik bir
bebekte, seftazidim-avibaktam duyarliligt CLSI dokiimanlarindaki Pseudomonas
aeruginosa kriterlerine gore degerlendirilerek duyarli bulunarak tedaviye baslanmis

ve tedavinin 24. saatinde kan kltiiriinde Ureme olamadigi gozlenmistir (111).

Mevcut veriler dogrultusunda ¢oklu ilag direncine sahip Burkholderia
cepacia kompleks enfeksiyonu tedavisi sirasinda seftazidim-avibaktam kullaniminin

yayginlagmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

BCC tanisinin erken ve dogru sekilde koyularak dogru antimikrobiyal
duyarlilik profilinin belirlenmesi prognoz uzerinde olumlu etki gostermektedir. BCC

44



enfeksiyonlart nadir gortilmekle birlikte yliksek mortalite oranina sahip olup 6zellikle
bagisikligi  baskilanmig, yogun bakim {initelerinde tedavi alan hastalarda
goriilmesinin yaninda efflux pompa sistemleri ve beta-laktamaz enzimleri nedeniyle
bircok antibiyotige kars1 dogal diren¢ gostermesi klinik 6nemini arttirmaktadir. Bu
antimikrobiyal diren¢ profili hastalara uygun ampirik antimikrobiyal tedavi
baglanmasinin Oniinde 6nemli bir engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. TUm bu
durumlara ragmen bu enfeksiyon ajanlarinin antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve
Klinik seyirleri i¢in yapilan olgu serileri disinda yeterli sayida c¢alisma
bulunmamaktadir (112).

BCC izolatlar1 antimikrobiyal duyarlilik ¢aligmalar1 i¢in European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 0&nerilerinde  klinik
degerlendirme kriterleri bulunmamaktadir bu nedenle calisilacak yontemin
belirlenmesi ve yorumlanmasi igin Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI)’ne ait degerlendirme kriterleri kullanilmakta ve BCC antimikrobiyal

duyarlilik testi i¢in dillisyon yontemlerini 6nermektedir (85,86).

Bu g¢alismada her iki antimikrobiyal duyarlilik yontemi sonuglari
degerlendirildiginde tiim izolatlar trimetoprim-silfametoksazol, levofloksasin ve
minosikline duyarli olarak saptandi. Bu sonuglar BCC izolatlarinin trimetoprim-
stilfametoksazole %83 ila %100 gibi yiiksek oranda duyarl oldugu diger ¢alismalarla
uyum gostermistir (11,58,101,109,113).

Minosiklinin BCC izolatlar tizerindeki etkisinin arastirildigi 243 ve 82 izolatin
kullanildig1 iki ¢aligmada izolatlarin duyarliligi sirast ile %85.9 ve %87.8 olarak
saptanmis ve sonucglar bu calismadaki gibi yiliksek duyarlilik oranlar1 ortaya
koymustur (11,114).

Caligilan tiim izolatlarin duyarli olarak saptandigi levofloksasine kars1 yurt igi ve
yurt dis1 kaynakli ¢alismalar bu ¢alismanin aksine %25 ila %71 gibi genis araliklar
arasinda degisen daha diisiik oranlarda duyarliliklar bildirilmistir (11,58,113).

Yapilan ¢alismada CLSI dokiimanlarinin 6nerdigi sivi mikrodiliisyon yontemine
gore degerlendirme yapildiginda meropenem duyarliligi %87.5 olarak saptanmis ve
ayn1 yontemle yapilan diger calismalardaki %87 ile %100 arasinda degisen duyarlilik
oranlariyla uyumluyken, tlkemizde 82 izolat ile yapilan ¢alismada %350 olarak
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saptanan meropenem duyarliligindan daha yiiksek bir duyarlilik orani saptanmistir

(11,58,113,115,116).

Dilisyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik sonuglari g6z Oniine
alindiginda calismaya dahil edilen BCC izolatlarinin %91.7 si seftazidime duyarl
olarak saptanmistir. Yapilan calismalar degerlendirildiginde seftazidime duyarl
olarak saptanan olgu sunumlarimin yaninda diren¢ bildiren olgu serileride
bulunmaktadir (108,109,117). Daha fazla sayida izolatin kullanildig1 ¢alismalarda
%71 ile %79 arasinda degisen bir duyarlilik saptanmis ve calismamiza gore daha
diisiik bir duyarhilik profili oldugu goriilmiistiir (58,113,115). Ulkemizde yapilan
calismada ise calismaya aliman 87 BCC izolatinin %23.4 oraninda seftazidim

duyarliligi oldugu belirlenmistir (113).

Yaptigimiz ¢alismada sivi mikrodilisyon yontemi ile tikarsilin- klavulanik asit
duyarliligt %6.3 olarak saptanmustir. Literatiirdeki diger calismalardaki duyarlilik
sonuclart %12 ve %129 olarak degerlendirilmis olup BCC izolatlarinin bu

antibiyotige kars1 yiiksek oranlarda direng gosterdigi belirlenistir (58,118).

Antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi i¢in kullanilan diliisyonel ve difiizyonel
yontemleri karsilagtirdigimizda; tikarsilin- klavulanik asit disinda degerlendirilen
seftazidim, trimetoprim-sulfametoksazol, levofloksasin, minosiklin ve meropenem
antibiyotiklerinin duyarlilik sonuglart yontemler arasinda anlamli derecede uyum

gosterdi.

Ingiltere’de 155 klinik BCC izolatinin kullamldig1, duyarlilik test yontemlerine
ve inkiibasyon sicakliklarina gore seftazidim, meropenem, minosiklin, trimetoprim-
stilfametoksazol ve tikarsilin- klavulanik asit antibiyotiklerinin  duyarlilik
sonuglarinin karsilastirildig: bir calismada, disk difiizyon ve E-test yontemlerinin sivi
mikrodilisyon yontemi ile aralarinda zayif bir korelasyon oldugu belirtilmis ve
ozellikle klinikte sik kullanilan trimetoprim-siilfametoksazol ajani i¢in difiizyon
yontemlerinin yanlis sonuglar verdiginin tizerinde durulmustur. Calismaya tikarsilin-
klavulanik asit dahil edilmis ancak ¢alisilan yontemlerde tim izolatlar direncli olarak

saptanmustir (89).

Brezilya’ da 82 BCC izolat1 lizerinde yapilan ¢alismada seftazidim, trimetoprim-

stilfametoksazol, levofloksasin, minosiklin ve meropenem antibiyotiklerinin
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duyarhiliklart difiizyon ve diliisyon temelli yontemlerle belirlenmis olup seftazidim
ve trimetoprim-silfametoksazol antibiyotikleri disinda diger ajanlarin duyarlilik

sonuglarinin yontemler arasinda iyi uyum gosterdigi belirtilmistir (11).

Bu calismada BCC izolatlarinin difiizyon ve diliisyon yontemleri ile antibiyotik
duyarliliklart degerlendirildiginde sadece tikarsilin- klavulanik asit duyarliliginda
yontemler arasinda literatiir ile benzer sekilde uyumsuz sonug¢ elde edilmistir.
Yontemler arasinda saptanan uyumsuz seftazidim ve trimetoprim-silfametoksazol

antibiyotik duyarlilik sonuglar1 bu ¢alismada saptanmamastir.

Calismanin ¢esitli sinirliliklar1 bulunmaktadir. Heterojen popiilasyonlarda tek
merkezde yapilan bir ¢galismadir. Analiz edilen izolat sayisinin arttirilmasit sonuglarin
yorumlamasini giiclendirebilir. Caligsmaya sadece yetiskin hastalar dahil edilmis olup
caligmanin pediatrik hastalar ve dzellikle Kistik fibrozis gibi kronik akciger hastaligi
bulunan hastalarin dahil edilmesi ile daha genis c¢apli arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alisma, Burkholderia cepacia kompleksinin klinik agidan 6nemli bir
patojen olarak yiiksek dogal antibiyotik direncine sahip oldugunu ve bu nedenle
Ozellikle immiinsiiprese hastalarda ciddi saglik sorunlarina yol agabilecegini ortaya
koymaktadir. Caligmada kullanilan biyokimyasal, otomatize ve molekiiler tanimlama
yontemleri, bu mikroorganizmanin dogru teshisi ve yonetimi agisindan 6nemli
olmakla birlikte, yontemler arasindaki tutarsizliklarin tami siirecinde sorunlara yol

acabilecegi goriilmiistiir.

Antibiyotik duyarlilik testleri de kullanilan metodolojiye gore farkli sonuglar
vermekte ve bu durum, Kklinik tedavi protokollerinin belirlenmesinde zorluklar
yaratmaktadir. Bu baglamda, dogru tanimlama yontemlerinin se¢imi ve
standardizasyonu hem tedavi etkinligi acisindan hem de direngli suslarin kontrolii
acisindan  kritik Oneme sahiptir. Gelecekteki ¢alismalar, bu yoOntemlerin
uyumlulugunu artirmaya ve klinik uygulamalarda daha giivenilir sonuglar elde

etmeye odaklanmalidir.

Bu caligsma ile Burkholderia cepacia kompleksinin mikrobiyolojik tanisinin
dogru ve hizli sekilde koyulabilmesinin onindeki sorunlarin farkina varip
¢ozlimleyebilmek ve en etkin tam1 yontemini belirlemek agisindan Onem arz
etmektedir, ayn1 zamanda Ulkemizdeki G¢linct basamak bir hastanede izole edilen
BCC etkeninin tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyarlilik profili belirlenmesi ile
literatlire onemli katkilar saglamistir. BCC tiirlerinin tanimlanmasi ve antibiyotik

duyarliligin belirlenmesi ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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