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OZET

Altay Akisoglu HO. Burkholderia Tiirlerinin Molekiiler Yontemlerle
Tiplendirilmesi, Tiirler Arasinda Biyofilm Olusumu ve Antibiyotik Direnc
Farklihginin Belirlenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bu calismada, Kistik
fibrozisli (KF) ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tiirlerinin rutin
mikrobiyolojik yontemler ve multilokus sekans analizi (MLSA) ile tanimlanmasi,
biyofilm olusumunun degerlendirilmesi, antibiyotik duyarliliklar1 ve sinerjilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Yirmialti farkli hastaya ait 38 izolat B. cenocepacia
(n:16), B. contaminans (n:11), B. gladioli (n: 4), B. dolosa (n:4), B. multivorans (n:2)
ve B. seminalis (n:1) olarak belirlenmistir. Tiir diizeyinde MALDI-TOF MS ile dogru
tanimlama %66 olarak bulunmustur. Calisilan izolatlarda biyofilm olusumu %53 (n =
20) olarak belirlenmis ve tiirler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. izolatlarin
seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasine karsi duyarliliklar1 sirasiyla
%66, %34, %50 ve %60 olarak belirlenmistir. Burkholderia tiirlerine kars1 antibiyotik
direncinde, KF hastalarindan elde edilen izolatlar seftazidime daha duyarli bulunmus,
diger antibiyotikler i¢in anlamli fark saptanmamustir. iki izolatta meropenem ve TMP-
SXT arasinda sinerji gdzlenmistir. Onbes izolatta antagonizma tespit edilmis, bunun
12’si meropenem ile seftazidim, 3’1 seftazidim ile TMP-SXT arasinda bulunmustur.
Bu ¢alisma KF ve KF olmayan hastalarda izole edilen Burkholderia spp. sekans
sonuglariin farkini, biyofilm olusumunun bu bakteri ile olusan enfeksiyonlarda
onemli oldugunu ve tedavinin in vitro antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore

degerlendirilmesi gerektigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Burkholderia spp., MALDI-TOF MS, multilokus sekans analizi,
biyofilm, antibiyotik duyarlilik

Calisma Hacettepe Universitesi BAP Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje Kodu: THD-2016-10613

Ogrenci doktora egitimi sirasinda TUBITAK Bilim Insam1 Destek Programlari
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ABSTRACT

Altay Akisoglu HO. Molecular typing, biofilm production and antibiotic
susceptibility tests of Burkholderia species. Hacettepe University Graduate School
of Health Sciences, PhD, thesis in Microbiology, Ankara, 2019. The aim of this
study was to identify Burkholderia spp. strains isolated from CF and non-CF patients
with routine microbiological methods and multilocus sequence analysis (MLSA), to
determine the antibiotic susceptibility and synergies, and to evaluate biofilm formation
of these isolates. A total of 38 isolates from 26 patients identified as B. cenocepacia
(n=16), B. contaminans (n=11), B. gladioli (n=4), B. dolosa (n=4), B. multivorans
(n=2) and B. seminalis (n=1). Correct species-level identification of MALDI-TOF MS
was 66%. Biofilm formation in these species was determined as 53% (n=20) and there
was no statistical difference in biofilm production among Burkholderia species.
Overall rates of susceptibility to ceftazidime, meropenem, TMP-SXT, and
levofloxacin of the isolates was 66%, 34%, 50%and 60%, respectively. In antibiotic
resistance against Burkholderia spp., isolates obtained from CF patients were more
susceptible to ceftazidime, but no significant difference was found for other antibiotics.
Synergy has shown between meropenem and TMP-SXT at two isolates. Antagonism
has detected at 15 isolates, 12 of them were between meropenem and ceftazidime, three
of them were between ceftazidime and TMP-SXT. This study identifies the
distinctness of sequence types between Burkholderia spp. isolated from CF and non-
CF patients provide a better understanding of the importance of biofilm formation for
the infections with these bacteria and emphasize the management of therapy should be

driven by the antibiotic test results.

Key words: Burkholderia spp., multilocus sequence analysis, biofilm, antibiotic

susceptibility tests
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1. GIRIS

Burkholderia tiirleri dogada yaygin olarak bulunan, bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen, aerobik, gram
negatif, non-fermenter basillerdir. Burkholderia cepacia kompleksi (Bcc) Kkistik
fibrozis (KF) ve kronik graniilomatoz hastaligi bulunan insanlarda asemptomatik
tastyiciliktan 6liimceiil pndmoniye kadar degisen klinik tablolara neden olmaktadir.
Bu tiirlerin ayn1 zamanda hastane salginlari, santral vendz kateter iligkili enfeksiyon,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ve genitoiiriner sistem enfeksiyonlari
olusturdugu da gosterilmistir. Kistik fibrozis hastalarinda en sik goriilen Bec tiirlerini
inceleyen epidemiyolojik c¢alismalarda, hastaliga neden olan tiir ve antibiyotik
duyarliliklarinin farkli oldugu ve iilkeleraras1 farkliliklar bulundugu saptanmistir. Bu
nedenle, Burkholderia tiirlerinin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi hasta yonetimi ve
ulusal antimikrobiyal direng siirveyansi agisindan 6nem tasimaktadir.

Burkholderia tiirlerinin rutin olarak tanimlanmasinda fenotipik ve
biyokimyasal  yontemlere ek olarak matriks ile  desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanli kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu yontemlerle tiir diizeyinde
tanimlama yapmak her zaman dogru sonu¢ vermemektedir. Bu tiirlerin kesin
ayriminda giivenilir, hizli ve uygun maliyetli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
amagla ¢esitli molekiiler yontemler gelistirlmis olup her birinin avantaj ve
dezavantajlart bulunmaktadir. Bunlar arasinda yer alan multilokus sekans analizi
yakin tiirlerin ayrimi i¢in kullanilan, birden ¢ok lokusun dizilenmesi esaslh giivenilir
bir molekiiler siniflandirma yontemidir.

Burkholderia tiirlerinin hastalik olusturabilme yetenegi ve tedaviye yaniti
tiirler arasinda farkliliklar gdstermektedir. Onemli viriilans faktorlerinden biri olan
biyofilm 6zelligine sahip bakterilerin olusturdugu enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi
genellikle miimkiin olamamaktadir. Ayni tiirden olmasina ragmen biyofilm olusturan
bakteriler, biyofilmin bariyer fonksiyonu, duragan hiicrelerin diisiik tireme hizi
ve/veya diren¢ genlerinin ekspresyonu nedeniyle immiin sisteme ve

antimikrobiyallere kars1 daha dayanikli hale gelmektedir.



Burkholderia tiirleri  penisilinler, sefalosporinler, aminoglikozidler ve
polimiksinler gibi antibiyotiklere i¢sel olarak direnglidir. Enfeksiyonlarin prevalansi
ve tedavi yanitlarint inceleyen arastirmalar Burkholderia multivorans ve
Burkholderia cenocepacia’nin daha yiiksek bulas oranlart ve mortaliteye neden
oldugunu gostermektedir.

Bu c¢alismanin amaci, KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen
Burkholderia tiirlerini rutin mikrobiyolojik ydntemler, MALDI-TOF MS ve
multilokus sekans analizi ile tanimlamak, izolatlarda biyofilm olusumunu, antibiyotik

duyarlilik durumunu ve kombine antibiyotik sinerjisini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Mikrobiyolojik Ozellikler

Burkholderia cepacia kompleks (Bcc) bakterileri 1,6-3,2 um uzunlugunda,
aerobik, hareketli, gram negatif basillerdir. Katalaz reaksiyonu pozitif, oksidaz
reaksiyonu tiirlere gore degismekle birlikte genellikle zayif pozitiftir (1). Bu tiirlerin
tamamu glikoz, gliserol, inositol, galaktoz, sorbitol ve mannitolii tek karbon kaynagi
olarak kullanabilir. Diger o©nemli ayirt edici Ozellikleri arasinda nitrat
rediiksiyonunun ve lizin dekarboksilaz aktivitesinin pozitifligi ve arjinin dehidrolaz
aktivitesinin negatif olmasi bulunmaktadir (2).

Burkholderia cepacia kompleks tiirleri yiiksek diizeyde 16S rRNA gen dizisi
benzerligi (>%97,5) ve orta diizeyde DNA-DNA hibridizasyon degerlerine (%30-60)
sahip yakm iligkili tiirlerdir. Olagandist biiytikliikteki genomlar1 (6,2-8,7 Mbp) ii¢
sirkiiler kromozom ve 1-5 adet genis plazmid bulundurmakta olup, %59-69,5

oraninda G+C baz bilesimine sahiptirler (3).

2.2 Taksonomi

Burkholderia cinsi taksonomik olarak Betaproteobacteria sinifi iginde
Burkholderiaceae ailesinde bulunmaktadir. Burkholderia bakterileri ilk olarak
1940’larda Cornell Universitesi'nde bir bitki patologu olan Walter Burkholder
tarafindan sogan ¢iiriimesinin nedeni olarak izole edilmis ve Pseudomonas cepacia
olarak isimlendirilmesi Onerilmistir. Birkag yil sonra insanlarda patojen oldugu
bildirilmistir (4).

Yabuuchi ve ark. (5) tarafindan 1992 yilinda rRNA group II pseudomonadlar
altinda smiflanan yedi tiir (Pseudomonas cepacia, Pseudomonas solanacearum,
Pseudomonas pickettii, Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei, Pseudomonas
pseudomallei ve Pseudomonas caryophylli), yeni bir cinse aktarilmis ve
Burkholder'in ¢alismalarini onurlandirmak igin bu yeni cins Burkholderia olarak
tanimlanmistir. Bu simiflandirmanin ardindan birkag Pseudomonas tiirii daha sonraki

calismalarda Burkholderia tiirleri olarak yeniden siniflandirilmis ve daha Once



adlandirilan Burkholderia tiirlerinin ikisi (Burkholderia pickettii ve Burkholderia
solanacearum) yeni Ralstonia cinsine aktarilmistir (6).

Takip eden yillarda, Burkholderia tiirlerinde yeni bir¢ok tiir bulunmus ve
tanimlanmistir. Son yillarda bu bakterilerin taksonomisinde gelistirilmis tanimlama
algoritmalart olusturulmus olmakla birlikte, bu tiirlerin Ralstonia, Cupriavidus,
Pandoraea, Achromobacter, Brevundimonas, Comamonas ve Delftia tiirleri gibi
diger ilgili taksonlardan giivenilir sekilde ayirt edilmesi zordur (7). Giiniimiizde, bu
cins altinda 100’den fazla tiir bulundugu bildirilmistir (8).

1990'larin  basindan itibaren, bir¢ok arastirmaci geleneksel ve molekiiler
tanimlama yaklasimlarini (segici besiyerinde iireme, klasik biyokimyasal testler ve
ticari biyokimyasal mikrotest sistemleri, tam hiicre yag asidi analizi ve g¢esitli PCR
tabanli teknikler) kullanarak Burkholderia cinsi iginde yer verilen farkli ekolojik
kaynaklardan izole edilen B. cepacia suslar1 arasinda belirgin heterojenite oldugunu
bildirmislerdir (9). Vandamme ve ark. (10) 1997 yilinda Burkholderia cepacia suslari
arasindaki cesitlilik ve glivenilir tantmlama semalarinin eksikligi nedeniyle polifazik
taksonomik ¢aligma yiirtitmiistiir. Bu ¢alismada, kistik fibrozisli hastalarindan, klinik
orneklerden ve g¢evreden izole edilmis B. cepacia izolatlar1 tim hiicre protein
elektroforezi, tiim hiicre yag asidi metil ester analizleri ve DNA-DNA ve DNA-
rRNA hibridizasyonlar1 kullanilarak degerlendirilmis, bu bakterilerin en az bes ayr1
genomovara ait oldugunu bildirilmis ve toplu olarak Burkholderia cepacia kompleksi
olarak adlandirilmistir.

Daha sonraki yillarda tiire 6zgii PCR testi, ribotiplendirme, PCR ile
cogaltilmig gen fragmanlarinin restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi analizi
ve tRNA profillemesi gibi molekiiler yontemlerin bir kismi, Bcec’nin dogru
tamimlama ve smiflandirma acisindan yararli oldugunu kanitlasa da, bu tiir
kompleksinde yeni {iyelerin diizenli olarak ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu yontemlerin
duyarlilik ve dzgiilliikklerinin siirekli yeniden degerlendirilmesi gerekli olmustur (11).

Son yillarda, recA geni ve multilokus dizileme temelli yaklagimlar tanimlama
ve siniflandirma amacgl olarak ortaya c¢ikmistir. Giincel taksonomik caligmalar
sonucu Bee’nin molekiiler ve biyokimyasal testler temelinde ayirt edilebilen genomik

olarak yakin iliskili en az 20 tiirden olusan bir kiime oldugu anlasilmistir (12).



Burkholderia cepacia kompleksi’nde yer alan tiirlerin listesi Tablo 2.1'de ve

Burkholderiaceae ailesine ait filogenetik aga¢ Sekil 2.1°de verilmistir.
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_? Oxalobacteraceae
Fuuclmom l-molnml (xoz.sss), type sp.

Cupmvldus oulaucus, (AF155567)

Cupriavidus taiwanensis, (AF300324)

Cupriavidus pinatubonensis, (AB121221)
Cupriavidus necator, (AF191737), type sp.
(A8 7)

Cupriavidus gilardii, (AFO75645)
Cupriavidus metallidurans, (D87999)
Cupriavidus pauculus, (AF085226)
Cupriavidus pampae, (FN430567)
Cupriavidus respiraculi, (AF500583)
Cupriavidus basilensis, (AF312022)
Cupriavidus campinensis, (AF312020)
Ralstonia solanacearum, (EF016361)
Ralstonia syzygil, (AB021403)
Ralstonia insidiosa, (AF488779)
Ralstonia mannitolilytica, (AJ270258)
Ralstonia pickettii, (AY741342), type sp.

(AM397067), type sp
(AJ879783)

v,

J subsp.
Polynucleobacter difficilis, (FM208181)

F m (AJ550672)
e Polynucleobacter rarus, (FM208182)

Alcaligenaceae

Sutterellaceae

Burkholderia cepacia, (U96927), type
Burkholderia seminalis, (AM747631)
Burkholderia metallica, (AM747632)
Burkholderia arboris, (AM747630)
Burkholderia lata, (CP000150)
Burkholderia ambifaria, (AF043302)
Burkholderia diffusa, (AM747629)
Burkholderia pyrrocinia, (U96930)
Burkholderia stabilis, (AF097533)
Burkholderia glumae, (U96931)
Burkholderia plantarii, (U96933)
Burkholderia cenocepacia, (AF148556)
Burkholderia latens, (AM747628)

(AF097
Burkholderia mu'ﬂvonni. {V 18703)

Burkholderia oklahomensis, {DOIOOJ“}
Burkholderia mallel, (AF110188)

Burkholderia pseudomallei, fDO108392)

Burkholderia thailandensis, (U91838)

ladi
Burkholderia caryophyili, fAsozuzJ)
Burkholderia soli, (DQ4654.

Burkholderia glathei, {USGBJﬁ)
Burkholderia sordidicola, (AF512827)
L{~ Burkholderia endofungorum, (AM420302)

Bu\rkholdwil mhmnm’cl, (A.IO.?OMZJ

Burkholderia fungorum, (AF215705)
Burkholderla phenazinium, (U96936)

Burkholderia phytofirmans, (AY497470)
Burkholderia xenovorans, (U86373)

3

E( Burkholderia sabiae, (AY773186)
Tl Burkholderia phenoliruptrix, (AY435213)
Burkholderia phymatum, wmaw

_[( Burkholderia Mn (AB201285)
Burkholderia caribensis, (Y17009)

bryophila, { )
Burkholderia caledonica, (AF215704)
Burkholderia ginsengisoli, (AB201286)
Burkholderla sartisoli, (AF061872)
Burkholderia silvatiantica, (AY965240)
Burkholderia heleia, (AB495123)
Burkholderia mimosarum, (AY752958)
Burkholderia sacchari, (AF263278)

Burkholderia kururiensis, (AB024310)
Burkholderia acidipaludis, (AB513180)
Burkholderia tuberum, (AJ302311)
Burkholderia tropica, (AJ420332)
Burkholderia unamae, (AY221956)
Burkholderia bannensis, (AB561874)
Burkholderia ferrariae, (DQ514537)
Burkholderia nodosa, (AY773188)
Pmdanu pnomenusa, (AY268170)
vervact, (A
Pmdonu oxalativorans, rAaawns)
Pandoraea sputorum, (AF139176)
Pandoraoca faecigallinarum, (AB510957)
Pandoraea pulmonicola, (AF139175)
Pandoraea apista, (AF139173), type sp.
Pandoraea norimbergensis, (YO9879)
Pandoraea thiooxydans, (EF397578)
Lautropia mirabilis, (AEQP01000026), type sp.
Limnobacter litoralis, (AB366174)
Limnobacter thiooxidans, (AJ289885), type sp.

“ Comamonadaceae and Unclasiffied Burkholderiales

Neisseriaceae

Chitinimonas koreensis, (DQ256728)
Chitinimonas taiwanensis, (AY323827), type sp.

L aquificaceae
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2.3 Epidemiyoloji

Burkholderia tiirleri dogada yaygin olarak bulunan ve aylarca yasayabildigi
su, toprak ve nemli ortamlardan kolayca izole edilebilen bakterilerdir. Ayrica
seyreltilmis dezenfektanlarda iireyebildikleri i¢in, hastane malzemeleri ve cihazlarmi
kontamine etmekte ve Ozellikle immiin sistem yetersizligi olan hasta gruplarinin
yattig1 servislerde ve yogun bakim iinitelerinde 6nemli problemler olusturmaktadir
(13).

Cesitli Bee salginlariin kontamine ilag, tibbi iiriin ve ekipmanlar nedeniyle
meydana geldigi belirlenmistir. Ornegin 2004 yilinda, regetesiz satilan oksimetazolin
igeren burun spreylerinin Bcc ile kontamine oldugu ve ABD'de birden fazla eyalette
birgok hastayr enfekte ettigi saptanmuistir (14). Agustos 2004'te, Bee ile kontamine
sublingual problar nedeniyle Teksas'ta bir hastanede mekanik ventilasyon alan yogun
bakim ftnitesindeki 13 KF hastasinda nozokomiyal solunum yolu enfeksiyonu
gelismistir (15). 2015 yilinda Kore'de yenidogan yogun bakim iinitesinde kontamine
antiseptikler ve Isvigre genelinde kontamine yikama eldivenleri Bce salginina neden
olmustur (16,17). Ulkemizde ise 2009 yilinda iiriner sistoskopi aletinin B.cepacia ile
kontaminasyonu nedeniyle sekiz hastada sistoskopik girisim sonrasi idrar yolu
enfeksiyonu bildirilmistir (18). Gliniimiizde Bec tarim endiistrisinde, 6zellikle Cin'de,
bitki patojenlerinin antagonisti olarak ve biyoremediasyon uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tarimsal uygulamalarin neden olacagi su kontaminasyonu
sonrasinda bitki, hayvan ve insanlarda enfeksiyona yol agabilecegi diisliniilmektedir.
Ornegin, Baldwin ve ark. (19) klinik Bec izolatlarmin %20'sinden fazlasinin dogal
ortamda bulunan izolatlarla benzer sekans tipinde oldugunu bildirmislerdir.

Burkholderia cepacia kompleks bakterileri esas olarak Kistik fibrozisli ve
brongiektazili hastalarin solunum yollarim1 kolonize ve enfekte etmektedir. Bu
tirlerin kisiden kisiye bulasi, dogrudan veya dolayli olarak, temas ve/veya damlacik
yolu ile meydana gelir. Tiim Bec tiirlerinin KF hastalar1 igin olasi patojenler oldugu
diistiniilmektedir. Kistik fibrozis hastalarinda Bcc enfeksiyonlarinin sikligi degisken
olmakla birlikte, klinik izolatlarin cografi ve bolgesel dagilimimi gosteren
epidemiyolojik c¢alismalar Burkholderia cenocepacia’nin en yaygin goriilen tiir

oldugunu ve bunu B. multivorans’in takip ettigini gostermektedir (20,21).



Kuzey Amerika’daki kistik fibrozis merkezlerinde, B. cepacia izolatlarinin
insidans ve prevalansinin 1980’lerin basinda arttigi, 1980°li ve 1990’1 yillarda
yapilan calismalarda ise belirli suslarla meydana gelen kronik enfeksiyon olgulari
gozlenmistir (22). Bunun yaninda, Avrupa ve Kuzey Amerika’da KF merkezlerinde
kolaylikla yayilim gosteren bazi virulan suslarla meydana gelen birgok salgin
bildirilmistir. Bu yayinlarda B. cepacia enfeksiyonu olan kistik fibrozisli hastalarda
morbidite ve mortalitenin de artmis olduguna dikkat ¢ekilmistir (23).

Burkholderia cepacia’nin KF ve KF olmayan hastalar arasinda yayilabildigi
1988-1993 yillar1 arasinda yapilan bir olgu kontrol ¢alismasinda gosterilmistir (24).
Burkholderia cepacia pozitif kisiler {izerinde yapilan ¢alismalarda mevcut B. cepacia
enfeksiyonunun daha virulan ve bulas orani yiiksek izolatlarla yer degistirdigi
bildirilmistir (25). Bununla birlikte, kistik fibrozisli kardesler arasinda bu bakterilerin
yayiliminin mutlak olmamasi nedeniyle, hastalar arasi yayilimin tiir bagimli bir
ozellik olabilecegi disiiniilmistiir (26). Burkholderia cepacia kompleksi ile meydana
gelen ¢apraz enfeksiyonlarin en olast nedeni olarak 1998 ve Oncesi KF hastalar
arasinda ¢ok popiiler olan yaz kamplarindaki sosyal temaslar diisiiniilmekteydi.
Kistik fibrozis merkezleri ve sosyal iliskiler nedeniyle hastalarin bir arada bulundugu
ortamlarda yapilan ve molekiiler parmak izi teknikleri kullanilan ¢aligmalar, bu
enfeksiyonun bulasinda dogrudan hastadan hastaya yayilim oldugunu kanitlamistir
(27). Bu suslarin dogal rezervuariin gevrede oldugu diisiiniilmekle beraber, heniiz
kesin bir kanit bulunmamaktadir. Bununla birlikte, 2002 yilinda topraktan izole
edilmis bir B. cenocepacia susu, farkli yontemlerle tiplendirilmis ve klinik
izolatlardan ayirt edilemeyecegi gosterilmistir. Bu arastirma Bcc'nin g¢evreden
alimmasinin miimkiin oldugunu ve KF hastalarinda enfeksiyonun neden elimine
edilemedigini agiklamaktadir (28).

Burkholderia cenocepacia’nin Avrupa ve ABD’deki kistik fibrozis merkezleri
arasinda yayildiginin gosterilmesi sonucu 2003 yilinda yayinlanan ve 2013 yilinda
giincellenen enfeksiyon onleme ve kontrol Onerilerinin ardindan, hastadan hastaya
bulasma ve c¢evreden edinme riskini azaltmaya yonelik stratejiler ciddiyetle
uygulanmis ve Bcc enfeksiyonlarinin prevalansinda belirgin bir azalmanin oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, uygulanan politikalarin Bcec ile enfekte olan hastalar

iizerinde sosyal izolasyon ve olumsuz psikolojik etkileri goriilmiistiir. Ayrica bu



uygulamalar suglarin bulagini 6nlemede etkili olmakla beraber, yeni tanilarin ortaya
¢tkmasini engelleyememistir. Yine de bu enfeksiyon 6nleme ¢abalarinin yogunlugu
sayesinde ABD’de ve Avrupa’daki iilkelerin biiyiik kisminda bulunan kistik fibrozis
merkezlerinde, Bcc enfeksiyonu prevalanst %20 civarindan %5’in  altina
distiriilmiistir. Kronik Bee enfeksiyonu prevalansi Danimarka, Portekiz, Slovakya,
Rusya ve Litvanya’da %5-10, Sirbistan ve Litvanya’da ise sirasiyla %15 ve %23
olarak goriilmektedir (29-31).

Literatiirde tlilkemizde KF hastalarinda Bcc enfeksiyonu sikligi ile ilgili
yapilan ¢aligsmalara bakildiginda iki yayma ulasilmistir. Sener ve ark. (32) tarafindan
1996 yilinda yapilan bir ¢alismada 55 KF hastasindan bes yillik bir donemde elde
edilen 976 balgam 6rneginde fenotipik yontemler kullanilarak hastalarin %3,6’sinda
B. cepacia tespit edilmistir. 2002 yilinda Ocak ve ark. (33) tarafindan KF
hastalarinda fenotipik testlerle degerlendirilen bir ¢alismada ise 129 hastadan alinan
286 balgam 6rnegi arasinda iki ayr1 (%1,5) hastada B. cepacia saptanmustir.

Kanada, ABD ve bir¢ok Avrupa iilkesinde meydana gelen yeni Bcc
enfeksiyonlariin epidemik olmayan B. cenocepacia, klonal olmayan B. multivorans
veya diger Bcec suslart tarafindan kaynaklandig: dikkati ¢gekmektedir. KF hastalarinda
klonal olmayan Bcc tiirlerinin izole edilmesi enfeksiyonun hastalar arasi capraz
bulagmalardan ziyade c¢evresel kaynaklardan edinildigini disiindiirmektedir.
Burkholderia tiirlerinin heniiz bulunmamis gevresel nislerini analiz etmek ve uygun

onleme tedbirlerini uygulamak i¢in daha ileri ¢alismalar gereklidir (34).

2.3.1 Tiplendirme

Kistik fibrozis hastalarinda Bec epidemiyolojisinin - genotiplendirme
yontemleri ile analizi siirveyans i¢in ¢ok 6nemlidir. Burkholderia cenocepacia ’ya ait
epidemik suslarda cblA pilin geni, IS1363 insersiyon dizisi ve patojenite adasinda
bulunan BCESM (‘Burkholderia cepacia epidemic strain marker’) bulasicilik
belirtecleri olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, bazi epidemik soylarda bu
genetik  belirtegler bulunsa bile digerlerinde saptanmamustir, bu nedenle
epidemiyolojik silirveyans ve ¢apraz bulagsmanin tam olarak anlagilmasi ig¢in

genotiplendirme ¢alismalar1 gerekmektedir (35, 36).
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Molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda en ¢ok kullanilanlar
ribotiplendirme, ‘Pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE), rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD), tekrarlayan elemanlar PCR (rep-PCR) ve multilokus
sekans tiplendirmesidir (MLST). Kromozomal DNA'nin kesilmesi sonrasi PFGE
yontemi, uzun yillar bakteriyel tiplendirmede altin standart olarak kabul edilmis ve
Bcec'nin molekiiler epidemiyolojisinde yaygin olarak uygulanmistir. Ancak, PFGE
olduk¢a zahmetli bir teknik oldugundan ve sonuglarini farkli laboratuvarlar arasinda
karsilastirmak zor oldugundan, giinimiizde KF patojenleri igin tercih edilen
genotiplendirme yontemi olarak MLST kullanilmaktadir (37-39).

Genom dizilemesi, salgin arastirmasi ve epidemiyolojik egilimlerin
tanimlanmasinda esastir. Multilokus sekans tiplendirmesi bakteriyel izolatlarin yedi
‘housekeeping’ gen fragmanlarina ait dizileri karsilastirmakta ve elde edilen allel
profiliyle suslar1 karakterize ederek ayirt etmektedir. Her bir ‘housekeeping’ gen igin,
sekans varyantlar1 ayri allel olarak ve her allel profili spesifik bir sekans tipi (ST)
olarak  tamimlanmaktadir ~ (40).  Diger  genotiplendirme  yontemleriyle
karsilastirildiginda, MLST farkli laboratuvarlar arasinda kolay ve giivenilir bir
sekilde karsilastirilabilen, belirgin ve tekrarlanabilir sonuglar veren bir yontemdir.
Mevcut veritabanlarinda bulunan iki binden fazla Bcc izolatinin MLST profilleri
serbestge kullanilabilmektedir. Bu teknigin dezavantajlari oldukc¢a pahali ve zaman
alict olmasidir. Bu nedenle klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanimi
veya ulusal silirveyans programlarinda genis bir izolat koleksiyonunun
genotiplendirilmesi giiniimiizde miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle rutin ya da
biiyilik 6lgekli analizlere olanak saglamak amaciyla, tam dizileri analiz etmek yerine
MLST genlerinde sadece tek niikleotid polimorfizmlerini hedefleyen SNaPBcen
analizi; MLST'ye dayanan ve Ozellikle kiiresel olarak dagilmis epidemik suslara
spesifik olan PCR analizi veya multilokus variable number tandem repeat analizi gibi

alternatif yontemler gelistirilmistir (41, 42).
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2.4 Patogenez

Son 20 yilda, Bcece viriilans faktorleri ve determinantlart ile ilgili birgok
arastirma yapilmis olmasina ragmen, bu viriilans faktorlerinin enfeksiyon siirecindeki
rolleri heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bakteriye ait ylizey yapilar1 viriilans
faktorleri olarak dikkati c¢ekmektedir. Bu yapilar; bakterinin hareketi, akciger
yiizeyine adherensin artirilmasi ve akciger epitel hiicrelerine invazyonun saglanmasi
gibi bakterinin konak hiicresi ile etkilesiminin baslangi¢ asamasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bunun yaninda, B. cenocepacia tiirlerinin ¢ogu akcigerdeki primer
hiicresel savunma mekanizmalarindan kagarak, solunum yolu epiteli hiicrelerinde ve
makrofajlarda hiicre i¢i yasama ve g¢ogalma yetenegine sahiptir. Ayrica
ekzopolisakkarit biyosentezi, biyofilm olusumu, antibiyotik direnci, ortamdaki
demiri kullanabilme, oksidatif stres direnci gibi viriilans faktorlerinin Bcc
patogenezinde Onemli oldugu bilinmektedir. Cesitli gen regiilasyon sistemleri
(quorum sensing, alternatif sigma faktorleri veya ShvR ve AtsR gibi global
diizenleyiciler) 6nemli viriilans faktorlerini kontrol etmektedir. Burkholderia cepacia
kompleks’in in vitro kosullarda kiiciik koloni varyantlar1 olusturabildigi
gosterilmistir. Kii¢lik koloni varyantlarin antibiyotik direnci ve sagkalim ile iliskisi
bulunmaktadir (43).

Burkholderia tiirlerinin 6nemli viriilans faktorleri:

a) Lipopolisakkarit: Gram negatif bakterilerin esas komponentlerden biri
olan lipopolisakkarit (LPS) yapisinda lipid A, ¢ekirdek oligosakkarit ve O-antijeni
bulunmaktadir. Burkholderia cepacia komplekse ait bakterilerdeki LPS’nin diger
gram negatif bakterilerdenki farki, oligosakkaritte heterodimerik disakkarit olan D
glisero-D-talo-okt-2-ulosonikasit-(2—4)-3-deoksi-D-manno-okt-2-ulosonikasit
bulunmasi, lipid A ve ¢ekirdek oligosakkaritin 4-amino-4-deoksiarabinoz icermesi ve
O antijen yapisinin degisik olmasidir. Bu 6zel yapilarin bilesimi bakteri yiizeyindeki
elektriksel yiikii degistirerek antibiyotiklerin baglanmasini inhibe etmekte ve
bakteriyel enfeksiyonun kalic1 olmasina katkida bulunmaktadir (44).

b) Hareket: Kamg1 sadece bakterileri hareket ettirmekle kalmayip, adhezin
gorevi de goren ve konakgi hiicrelere patojenlerin girmesini saglayan onemli bir

viriilans faktoridiir. Kistik fibrozis balgamini taklit eden bir besiyerinde tiretilmis B.
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cenocepacia'nin farkli besin kosullarinda hiicre yiizeyinde ¢oklu kamgi sentezini
indiikleyerek, hareket ve flajellin ekspresyonunun artmasina neden oldugu
gosterilmistir (45).

c) Hiicre icinde hayatta kalma: Bu Dbakterilerin, makrofajlarda
fagolizozomlarin olugsmasin1 geciktirme kabiliyetine sahip olduklar1 gosterilmistir.
Burkholderia cenocepacia igeren vakuollerin (BcCV) erken fagozomal evreye
normal olarak ilerledigi ancak ge¢ endozom ile fiizyonu ve daha sonraki asamalari
onemli  Olgiide  geciktirdigi  gosterilmistir.  Isiyla  Oldiiriilen  bakterilerin
fagolizozomlarda pH 4,5 olurken, BcCV’nin liimendeki pH'1 6,4 civarinda tutarak
asitlestirmedigi belirlenmistir (46).

d) Protein sekresyon sistemleri: Gram negatif ve gram pozitif bakteriler,
direkt olarak cevreye veya konakgi hiicrelere toksinleri ya da diger proteinleri
salgilamak igin protein salgilama sistemlerini  kullanirlar.  Burkholderia
cenocepacia'da ayrintili ¢aligilan protein sekresyon sistemlerinin alt1 tip oldugu ve
virulanstaki rolleri belirlenmistir. Tip I ve II sekresyon sistemleri (T1SS, T2SS),
hemolitik proteinlerin salgilanmasinda, T2SS ise iki ¢inko metaloproteaz, ZmpA ve
ZmpB sekresyonunda rol oynadigi saptanmistir. Bakteriyel patojenez igin T3SS
onemli olmasma ragmen, hiicre i¢i sagkaliminda rol oynamadigi goriilmektedir.
Fagositlerde hiicre i¢i sagkalim i¢in T4SS’nin gerekli oldugu belirlenmistir. Dort adet
T5SS’in, bakteriyel adezyonda rol oynadig: diistiniilmektedir. Makrofajlarda bakteri
iceren vakuolun lizozom kompleksiyle birlesmesini T6SS engellemektedir (47).

e) Demir alimi: Demir selasyonu ve alimini1 gerceklestirmek i¢in Bcc tiirleri
ornibaktin (ornibactin), piyoselin (pyochelin), sepabaktin (cepabactin) ve sepasiaselin
(cepaciachelin) olmak iizere dort farkli siderofor iiretebilmektedir. Ornibaktin, B.
cenocepacia suglarmin irettigi en Onemli siderofor olarak goriinmektedir.
Burkholderia cepacia kompleks bakterileri ve Pseudomonas aeruginosa gibi diger
KF akciger kolonizasyonu yapan organizmalarin mevcut demir icin rekabeti
bilinmekte birlikte, Bee tiirlerinin konak proteinlerden nasil demir elde ettikleri tam
olarak belirlenmemistir (48).

f) Biyofilm: Biyofilm, hiicrelerin birbirine ya da bulunduklar yiizeye
yapistiklart bir mikroorganizma kiimesidir. Birbirine bagli hiicreler kendileri

tarafindan iiretilen ve {ic boyutlu bir yap1 i¢inde kurulmus hiicre dis1 polimerik bir
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maddenin i¢ine gOmiiliidiirler. Biyofilmler mikroorganizma acgisindan faydali ve
kompleks sistemler olup polisakkarit, protein, lipit ve hiicre dist DNA'dan meydana
gelmektedir (49).

Polisakkarit molekiillerinin organizasyonu, biyofilm hiicreleri arasindaki
boslugu doldururarak mekanik stabilite saglar ve biyofilmdeki organizmalarin
fizyolojik aktivitesini belirler. Burkholderia cepacia kompleks tarafindan en yaygin
iretilen ekzopolisakkarit olan cepacian klinik ve g¢evre izolatlarinda bulunmaktadir.
Cepacian, nétrofillerin fagositozunu engelleyerek ve nétrofillerin reaktif oksijen
tiirlerinin {iretmesini inhibe ederek enfeksiyonun kroniklesmesinde 6nemli oldugu
belirtilmektedir. Burkholderia cenocepacia J2315 susunda bceB geninde gergeve
mutasyonu nedeniyle putatif bir glikoziltransferaz kodlandigi i¢in cepacian iiretimi
bulunmamaktadir (50,51).

Canli ve cansiz yiizeylerde yaygin olan biyofilmler, diinya iizerinde hastane
enfeksiyonlarmin %65'inden fazlasinin sorumlusu iken, dogadaki bakterilerin
%99'unun biyofilmlerde bulundugu tahmin edilmektedir (52). Biyofilmlerin neden
oldugu kronik enfeksiyonlar hastanede yatis oranlari, saglik bakim maliyetleri,
mortalite ve morbidite oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Burkholderia tiirleri,
planktonik kiiltiirlerle karsilastirildiginda biyofilm igerisinde ¢ok farkli o6zelliklere
sahip olduklar1 bilinmektedir. Biyofilm sayesinde bakteriler c¢evresel zararh
etkenlerden, konak savunma sisteminden ve antimikrobiyal ajanlardan korunarak
kronik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Ust ve alt solunum yolu hastaliklari, dogal
kapak endokarditi, kronik orta kulak iltihabi, gbz enfeksiyonlari, kronik yaralar,
diyabetik ayak {ilserleri, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve periodontit gibi hastaliklarin
biyofilmle iliskili bulundugu belirtilmektedir (53,54).

Biyofilmlerdeki heterojenlik ve bakteriler arasi iletisim, tek bir toplulugun
ortaklasa hareket etmesini saglayarak ¢oklu diren¢ mekanizmalarinin aktarilmasini
kolaylastirmaktadir. Quorum sensing, bakteri populasyonundaki yogunluga bagl
olarak gen ekspresyonunun regiillasyonunun diizenlenmesi ile iligkilidir.
Burkholderia cepacia kompleks tiirleri en az dort quorum sensing sistemine sahiptir.
CeplR, CcilR, CepR2 ve BDSF sistemleri B. cenocepacia tarafindan kodlanmaktadir.
CepIR ve CciR sinyal molekiilii olarak acyl homoserin laktonlar: kullanirken, BDSF

cis-2-dodecenoic asit kullanmaktadir. CepR2 ise ‘orphan’ quorum sensing sistemi
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olarak bilinmektedir (55). Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinde quorum sensing
tarafindan regiile edilen genler siderofor sentezinin negatif regiilasyonu, c¢inko
metalloprotezlart kodlayan genlerin pozitif regiilasyonu, hareket ve biyofilm olusumu
ile iligkili olup KF hastalarinda olusan enfeksiyonlarda bakteriye avantaj
saglamaktadir (56). Ayrica biyofilm matriksi hiicre-hiicre temasi i¢in uygun bir ortam
saglayarak mobil genetik elemanlarin transferini kolaylastirir. Biyofilmlerde yatay
gen transferinin yaygin mekanizmasi plazmid konjiigasyonudur. Serbest yasayan
bakterilerle karsilastirildiginda konjugasyon biyofilmlerde daha etkili bir gen aktarim
yolu olarak antibiyotik direncinin aktarilmasinda 6énemli bir rol oynamaktadir (57).
Gilinlimiizde biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapist yeni goriintiileme teknikleri ve
biyokimyasal yontemlerle belirlenmistir. Bunun yaninda biyofilm hiicrelerinin
fizyolojisi, genotipik ve fenotipik varyasyonlari arastirilmistir.  Biyofilm
metabolomu, proteomu ve transkriptomunun daha derin bir sekilde anlasilmasi da
miimkiin  olmustur. Biyofilm yapisim1  saptanmasinda ¢esitli  teknikler
kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii plak yontemi (mikroplak yontemi), tiip yontemi,
Kongo kirmizisi agar yontemi, biolimunesans inceleme, reflecting spektroskopi,
Piezo elektrik sensor yontemleri bunlardan bazilaridir (58). Mikroplaklarda biyofilm
olusumu en sik kullanilan yontemlerden birisidir. Bu yontemin uygulama agisindan
kolay olusu ve az miktarda ekipman ve sarf malzeme gerektirmesinin yanisira
bakterilerde biyofilm olusumunun degerlendirilmesinde farkli uygulamalarin
kullanilabilmesi igin uygun bir yontem oldugu gosterilmistir (59). Bu yontemde
bakteri hiicreleri bir polistiren mikroplagin kuyucuklarinda iiretilmekte, farkli zaman
araliklarinda kuyucuklar bosaltilmakta ve kuyucuklarin yilizeyine bagli olan
biyokiitleyi boyamadan 6nce planktonik hiicreleri uzaklastirmak i¢in yikanmaktadir.
Bunun disinda en sik kullanilan biyofilm saptama yontemleri, biyofilm miktarinin
Ol¢iimii sirasinda kuyucuklarin dibine ¢oken diger hiicrelerin hatali sonuglara neden
olmasint engellemek amaciyla gelistirilen Calgary biyofilm cihazi ve biyofilm

gelisiminin erken agamalarini arastirmak i¢in kullanilan biyofilm halka testidir (60).
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2.5 Klinik (KF ve Burkholderia)

Burkholderia tiirleri, en sik kistik fibrozisli hastalar olmak iizere bagisiklik
sistemi baskilanmig hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir.
Kistik fibrozis diinya c¢apinda 80.000 civarinda insami etkileyen en sik goriilen
Oliimciil kalitsal hastaliktir. Otozomal resesif olarak genetik gecis gosteren bu
hastaligin Kuzey Avrupa’daki tasiyict sikligr 1/25 olup canli dogan her 2000-3.500
bebegin bir tanesinde goriilmektedir (61). Ulkemizde insidansm 1/3.000 oldugu
bildirilmektedir (62). Kistik fibrozis tiim viicuttaki egzokrin glandlari etkileyen bir
hastalik olmakla birlikte, pulmoner sistemde meydana gelen harabiyet hastaligin
prognozunda Onemli rol oynamaktadir. Bu hastaligin genetik nedeni 7 numarali
kromozom tizerinde bulunan CFTR —‘cystic fibrozis transmembrane conductance
regulator’ geninde olusabilecek 2.000'den fazla mutasyon nedeniyle (en sik AF508)
epitel hiicrelerinin apikal membraninda klor kanali olarak goérev yapan CFTR
proteinin hatali katlanmasi ve hiicre membranina entegre olamamasidir (63).

Hava yolu epitel hiicreleri akcigerin mukosilier temizligine ek olarak,
salgiladigr antimikrobiyal maddeler sayesinde mikrobiyal enfeksiyonlara karsi ilk
savunma hattin1 olusturur. Brons epitelinin proinflamatuar ve antimikrobiyal
yanitlarinin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan patojen tanima reseptdorleri,
mikroorganizma varhiginda sayilarmi degistirerek ve hiicre i¢i sinyal yolaklarini
aktive veya inhibe ederek etki gdstermektedir (64). In vitro ve in vivo galigmalar,
flagellin ile TLRS5, PGN ile TLR2 veya lipopolisakkarit ile TLR4 etkilesimlerinin
gen ifadesinde asir1 artisa baglh olarak solunum yolu epitel hiicrelerinde asir1 sitokin
salinmasina (IL-8, IL-17A) sebep oldugunu, bu yiiksek diizey proinflamatuvar
yanitin akciger inflamasyonunu alevlendirebildigini gostermistir (65).

Kistik fibrozis hastalarinin solunum yollar1 nétrofillerin yogun bulundugu
ortamlardir. Notrofiller enfeksiyon bolgesine 1L-8 gibi kemokinler ve LTB4 gibi
lipid mediyatorlerle go¢ ederler. Kistik fibrozis hastalarinin solunum yollarindaki
notrofillerde saptanan yiiksek TLRS seviyesinin akciger fonksiyonundaki kotiilesme
ile iligkili oldugu bildirilmistir (66).

Viskozitesi artmig sekresyonlarin trakeobronsiyal agag, pankreas, ter ve

tikkriik bezlerinde birikmesiyle kanallarda tikaniklik ve buna bagli inflamasyon
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meydana gelmektedir. Solunum yolundaki viskoz mukoid salgi patojenlerin dogal
yollarla uzaklagtirilmasini onleyerek, bu hastalarda sik tekrarlayan ve kalici olan
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Kronik obstruktif hastalik tablosuna eklenen
enfeksiyonlar ilerleyen bronsektazi ve solunum yetmezligine neden olarak kistik
fibrozisli hastalarin yasam siiresi ve kalitesinde belirgin kétiilesmeye yol agmaktadir.
Bu hastalarda en sik izole edilen bakteriler Staphylocoocus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae ve Burkholderia tiirleridir (67).

Burkholderia cepacia kompleks Kkistik fibrozisli hastalarda asemptomatik
tastyiciliktan 6limciil pndmoniye kadar degisen klinik tablolara neden olmaktadir.
Yapilan c¢alismalar, Bcc’nin kistik fibrozisli hastalarda c¢ogunlukla firsatct
enfeksiyonlara neden olabildigini, ancak septisemi ve fatal pndmoni ile seyreden
‘cepacia sendrom’ ile hayati tehdit edebildigini gostermistir (68).

Bu tiirlerin ayn1 zamanda hastane salginlari, santral vendz kateter iligkili
enfeksiyonu, endoftalmit, nekrotizan fasiit, peritonit, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 ve genitoiiriner sistem enfeksiyonlar1 olusturdugu da gosterilmistir
(69). Kistik fibrozis hastalarinda en sik goriilen Bcec tiirlerini  inceleyen
epidemiyolojik ¢aligmalarda, hastaliga neden olan tiir ve antibiyotik duyarhiliklarinin
farkli oldugu ve ilkeleraras: farkliliklar da bulundugu saptanmistir (70). Bu nedenle,
Burkholderia tiirlerinin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi hasta yonetimi ve ulusal

antimikrobiyal direng siirveyansi agisindan 6nem tagimaktadir.

2.6 Tam

Burkholderia tiirlerinin fenotipik 6zelliklerinin benzerliginden dolay1 tiirler
arast ayirim zordur. Rutin klinik laboratuvarlarda, Bcc olmast muhtemel izolatlarin
tanimlanmas1 genellikle segici besiyeri, geleneksel biyokimyasal analizler ve/veya
ticari sistemlerin bir kombinasyonu kullanilarak yapilmaktadir.

Kistik fibrozis hastalarinin balgamindan Bcc tiirlerinin normal flora
bakterilerinden ayrilabilmesi ve izolasyonu i¢in ¢esitli besiyerleri gelistirilmistir. Bu
besiyerlerinden Pseudomonas cepacia agar (PCA; 300 U/ml polimiksin B ve 100
mikrogram/ml tikarsilin iceren); laktoz ile desteklenmis oksidasyon-fermantasyon

agar (OFPBL; 300 u/ml polimiksin B ve 0.2 U/ml basitrasin igeren); ve B. cepacia
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selektif agar (BCSA ; %1'lik laktoz, %1 siikroz, zenginlestirilmis kazein, maya

ekstrakti, 600 U/ml polimiksin B, 10 pu/ml gentamisin ve 2.5 u/ml vankomisin igeren)

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kistik  fibrozisli

hastalarin

solunum yolu

orneklerinden Bcc’ye ait organizmalarin izolasyonu ve diger organizmalarin

inhibisyonu agisindan degerlendirildiginde; BCSA'nin OFPBL ve PCA'dan siire (72

saat inkiibasyonun ardindan %100 iireme) ve kalite (72 saat inkiibasyondan sonra

%70 iyl ireme) acisindan istiin oldugu bildirilmistir. Cevrede bulunan B.

cepacia’nin

izolasyonunda yukarida bahsedilen besiyerlerinin duyarlilig

Ve

ozgilliigii cok daha diisiiktiir, bu nedenle PCAT besiyeri (azelaik asit ve triptamin

iceren) veya TB-T besiyeri (glukoz, asparajin, tripan mavisi ve tetrasiklin iceren) gibi

diger besiyerlerinin kullanimi dnerilmektedir (71).

Burkholderia cepacia kompleksi igindeki tiirler fenotipik olarak benzerlik

gostermektedir. Bu nedenle bu tiirlerin birbirinden ayrilmasi genis bir biyokimyasal

test paneli

ile bile sorunludur.

Burkholderia cepacia kompleksinin 6nemli

biyokimyasal ve fenotipik 6zellikleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.2 Burkholderia cepacia kompleksinin onemli biyokimyasal ve
fenotipik 6zellikleri (11)
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stabilis, Bub B. ubonensis, Bvi B. vietnamiensis, Bgl B. gladioli

Burkholderia cepacia kompleksini yukarida sayilan fenotipik testlerin

yardimiyla

Burkholderia gladioli,

Pandoraea

tiirleri,

Ralstonia pickettii,

Achromobacter xylosoxidans ve Stenotrophomonas maltophilia'dan ayirmak ve tiir

seviyesinde tanimlamak miimkiin olmaktadir,

ancak tiirler i¢inde meydana

gelebilecek fenotipik varyasyon ve farkli metodlarla elde edilen sonuglar arasindaki
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farklardan dolayi, Bec’nin sadece fenotipik analize dayanan tanimlanmasi yeterli
olmayip donanimli bir referans laboratuvari tarafindan dogrulanmasi edilmesi
onerilmektedir (72).

Burkholderia tiirlerinin  rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan otomatize yoOntemler ile tiir diizeyinde tanimlanmasi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mevcut kullanimda olan ticari test sistemlerinin Bcc izolatlarini
yeterli duyarlilik ve 6zgiilliikle tanimlamakta basarisiz oldugu bildirilmektedir (73).
Siklikla bu izolatlarin en sik S. maltophilia veya Ralstonia spp. olarak tanimlandigi
gosterilmistir. Her ne kadar bazi ticari test sistemlerinin pozitif prediktif degerleri
nispeten yiiksek olsa da, bu sistemlerin sonucuna goére Bcc ait olarak tanimlanan
bakteri izolatlarinin fenotipik testlerle manuel olarak dogrulanmasi onerilmektedir
(74).

Burkholderia tiirlerini ayirt edebilmek amaciyla giivenilir, hizli ve uygun
maliyetli tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) bu
ithtiyaci karsilayan en giincel teknolojilerden biridir. Bu yontem test edilen her izolat
icin Ozgiin olan peptid spektrumu meydana getiren kiitle spektrometrisini
kullanmaktadir ve elde edilen spektrum internal veritabaninda analiz edilerek bakteri
tanimlanmaktadir. Bu teknoloji son birka¢ yil iginde klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarindaki geleneksel tanimlama sistemlerinin yerini hizla almis olsa da
Bee gibi ¢ok sik saptanmayan mikroorganizmalar i¢in mevcut veritabanlarinda
bulunan referans spektrumlarin yetersiz olmasina baglh hatali tanimlamalarin oldugu
bilinmektedir. Veritabanlarinin siirekli giincellenmesiyle bu sorunun {istesinden
gelinmeye calisilsa da giiniimiizde spektrumu 1yi tanimlanmis tiirlerin sayist
mikrobiyal cesitliligin kiigiik bir kismini teskil etmektedir. Ayrica 6rnek hazirlama
asamasinin  uygulayictya gore degiskenlik gdstermesi mikroorganizmadan
proteinlerin ekstraksiyonunu etkilemekte ve sonugta laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar
arasinda  yontemin  farklt  duyarliliklarda olmasmma neden  olmaktadir.
Tekrarlanabilirligin artmasi i¢in standart uygulamalarin gelistirilmesi gerekmektedir
(75-77).

Molekiiler tam1 yontemleri, klasik yoOntemlere oranla daha secici, daha

giivenilir ve kisa zaman igerisinde sonu¢ verebilen yontemlerdir. Ancak bu
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yontemlerin zahmetli ve yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle rutin klinik mikrobiyoloji
tan1 laboratuvarlarindaki kullanimlari sinirlidir. Mikroorganizmalar tiir diizeyinde
kesin tanimlamak amaciyla gilinlimiize kadar bircok yontem gelistirilmistir. Tiim
hiicre protein elektroforezi, 16S rRNA geni bazli analizler, recA geni bazl analizler,
multilokus sekans analizi, tiim genom dizi analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi bu
yontemlerden bazilari olup, herbirinin avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (78).

Bu yontemler:

a) Tiim hiicre protein elektroforezi: Bakteriyel tanimlamada tiim hiicre
protein elektroforezinin kullanilmasinin gerekcesi, yakindan iliskili bakterilerin
standart kosullarda iirediginde olduk¢a benzer bir protein icerigine sahip olmalaridir.
Tim hiicre protein profillerinin DNA-DNA hibridizasyon deneyleri ile yapilan
sayisal analiz sonuglarinin karsilastirilmasiyla, bu yontemlerin bir¢ok bakteri tiirii
icin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi i¢in kullanilmasi dnerilmistir. Vandamme ve
ark. (10) tiim hiicre proteinlerinin SDS-PAGE'sinin Bcc iiyelerinin belirlenmesi igin
uygun bir teknik oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, tiim hiicre protein
profili-temelli  tanimlama  sonuglarmin  diger  yaklasimlarin  sonuglariyla
karsilagtirilmasi, birkag ¢eliski ortaya g¢ikarmis ve birka¢ Burkholderia tiirlerini
birbirinden ayirmada sorunlu oldugu bildirilmistir (79).

b) Tiim hiicre yag asidi analizi: Tiim hiicre yag asidi analizinin yiiksek
otomasyon derecesi, goreceli olarak basit olmasi ve diisitk maliyeti izolatlarin hizli
tanimlanmasinda onemli bir yontem haline getirmistir. Ancak, hiicresel yag asidi
metil ester analizi, Burkholderia suslarinin cins diizeyinde tanimlanmasinda yararli
goriinse de, Bcec’e ait tiirlerin tanimlanmasinda sinirhidir ve B. gladioli'yi ayirt
edememektedir. Uzun yillar, tim hiicre protein elektroforez analizinden sonra
tanimlanamayan Bcc olmayan izolatlar i¢in yaklasik diizeyde bir tanimlama elde
etmek i¢in tiim hiicre yag asidi analizi kullanilmig, bu uygulama tanimlanamayan
izolatlarin uygun maliyetle 16S rRNA analizlerinin yapilabilmesinin ardindan terk
edilmistir (80).

¢) 16S rRNA gen tabanh analizler: Burkholderia cepacia kompleks referans
suslarmin 16S rRNA gen dizileri bu yontemle karsilagtirildiginda, ytliksek benzerlik
degerleri (tipik olarak%98'in lizerinde) gosterdigi ve Bcc tiirlerinin filogenetik olarak

cok yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. Bu tiirler ayrica, 16S rRNA gen
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dizilerinde %2'ye kadar tiirler aras1 gesitlilik gosterdigi i¢in, Bee’in bu analizinin de
giivenilir olmadigi saptanmistir (81).

d) recA geni tabanh analizler: Baslangicta Bcc bakterileri igin, recA
restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi ¢aligmalar1 basit, hizli, ucuz ve dogru
tanimlama yaklasimi olarak ¢ok umut verici gériinmekteydi. Daha sonra restriksiyon
fragmanlarint ayirmak igin kullanilan geleneksel agaroz elektroforezi, benzer
restriksiyon modelleri arasinda zayif bir ayrim giicline sahip oldugundan
poliakrilamid jel elektroforezi ile degistirilmistir. Bu tiirlerin gogunun multiple
restriksiyon profillerini igermesi ve birgok tiirde restriksiyon profillerinde iistiiste
gelmesi nedeni ile bu yontem de Bec tiirlerini ayirmada yetersiz kalmistir (82).

e) Multilokus sekans analizi (MLSA): Multilokus sekans analizi molekiiler
biyolojide yakin tiirlerin ayirimi i¢in kullanilmakta olan birden ¢ok lokusun
dizilenmesi esasli giincel bir molekiiler siniflandirma yontemidir. Bu yontemde
‘housekeeping’ genlerin internal bolgelerinde bulunan niikleotid dizileri analiz
edilmektedir. Genellikle 6-10 ‘housekeeping’ genin yaklasik 450-500 bp'lik
fragmanlar1 dizilenmekte, herbir izolat i¢in ‘housekeeping’ gen setlerindeki DNA
dizi varyasyonlarmm1 degerlendirerek izolatlara 06zgii allel profili ortaya
cikarilmaktadir. Belirlenen alelik profiller, multilokus sekans analizi veri
bankasindaki (http://www.mlst.net) bilinen alellerle karsilastirilmaktadir. Niikleotid
farkliliklarinin ayirim derecesi esas alinarak benzer izolatlar ayni tiir olarak kabul
edilmektedir. Molekiiler epidemiyoloji i¢in tasarlanan ve adlandirilan tiirler i¢indeki
suslar1 tanimlamak i¢in tasarlanmis (benzerlik ve farkliliklar genellikle allelik
profillerdeki farkliliklar olarak &lgiiliir) spesifik bir yontem olan multilokus sekans
tiplendirilmesi (MLST) aksine, MLSA farkli tiir ve cinsleri temsil eden suslar
arasindaki benzerlikleri ortaya ¢ikarmak i¢in alellerin niikleotit sekanslarina dayanan
filogenetik prosediirleri kullanmaktadir (83).

f) Tiim genom ¢alismalari: Yeni nesil dizileme tekniklerinin hizli gelismesi
ve maliyetinin diismesi sayesinde bakterilerin tiim genomunun dizilenmesi popiiler
bir tanimlama araci olmustur. Bu yontemle elde edilen genomik bilgiler ve
karsilagtirmali analizler sayesinde mikroorganizmalarin patojenitesi, antibiyotik
direnci, virillans faktorleri ve evrimsel iligskisi yiliksek dogrulukta ortaya

cikarilmaktadir. Ancak bu teknoloji diinyada ve iilkemizde oldukca yenidir. Bu
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nedenle iiretilen bilginin dogru biyoinformatik analizleri ve standartlagsmis
degerlendirmesi konusunda zaman ve deneyime ihtiya¢ bulunmaktadir (84).

g) Diger yontemler: Bcc bakterilerinin tanimlanmasi i¢in genomik DNA'nin
amplifiye edilmis fragman uzunlugu analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi gibi
yontemler kullanilmistir. Bu tekniklerin Bec bakterilerinin dogru tanimlanmasinda

yararliliklarinin daha kapsamli degerlendirilmesi gerekmektedir (82).

2.7 Antibiyotik duyarhhik

Bir mikroorganizmanin agar veya broth diliisyon testinde gozle goriiliir
iiremesini Onleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK) olarak tanmimlanmaktadir. Bu MIK degerlerine gore bakterinin
duyarli, orta-duyarli ve direngli olarak yorumlanabilmesi i¢in test edilen bakterinin
tiriine ait duyarlilik smir degerlerinin bilinmesi gereklidir. Her bakteri antibiyotik
¢ifti i¢in bu siir degerler ABD'de ‘Clinical Laboratory Standards Institute ‘(CLSI)
ve Avrupa’da ‘European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing” (EUCAST)
tarafindan belirlenmektedir. Bu rehberler mikrobiyoloji uzmanina ve klinisyene hasta
tedavisinde Ornekten izole edilmis ve tanimlanmis bakteriye karst uygun
antibiyotigin belirlenmesi konusunda ¢ok degerli bilgiler saglamaktadir (85).

Giliniimlizde yaygin kullanilan ADT yontemlerinde genellikle dogru sonug
elde edilebilmesine ragmen bu yontemler zaman alict ve emek yogundur. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarina gelen drnegin uygun besiyerlerine ekilmesinin ardindan
saf koloni olarak izole edilmesiyle baslayan is akis1 bu bakterinin 6ncelikle manuel
veya otomatize biyokimyasal testlerle tanimlanmasi ve ardindan yine bakteri tiiriine
uygun antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasini igeren ve uzun bekleme
stirelerine yol acan bir siiregtir. Klinik mikrobiyolojide yaygin olarak kullanilan
antibiyotik duyarlilik yontemleri:

a) Sivi mikrodiliisyon yontemi: Bu yontemde 96 kuyucuklu mikroplak
kuyucuklarinda test edilen antibiyotigin ikiye katlanan konsantrasyonu
hazirlanmakta, birden fazla ilag ve/veya bakteri tek bir plakta ayni anda test
edilebilmekte ve sonuglar ¢iplak gozle veya otomatize tlirbidimetrik sistemlerde

degerlendirilebilmektedir. Agar besiyerinde saf olarak iiretilen 1-2 bakteri kolonisi
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s1v1 besiyerinde siispanse edilmekte ve ~ 5 x 10° CFU/mI son konsantrasyon olacak
sekilde seyreltilmektedir. Bilinen konsantrasyonda antibiyotik ve besiyeri igeren
kuyucuklara bakteri siispansiyonu dagitilmaktadir. Ureme kontrolii olarak sadece
besiyeri ve bakteri igeren kuyucuklar, sterilite kontrolii olarak da sadece besiyeri
iceren kuyucuklar kullanilmaktadir. Test edilen bakteriye uygun 1s1 ve atmosferde 24
saat inkiibe edilen mikroplaktaki tiremenin olusturdugu bulaniklik gozle veya optik
yontemlerle degerlendirilmekte, bakteri tremesi goriilmeye ilk kuyucuktaki
antibiyotigin konsantrasyonu MIK olarak belirlenmektedir (86).

b) Agar diliisyon yontemi: Bu yontemde test edilecek antibiyotik dogrudan
agar ortamina eklenmektedir. Bakteriler daha sonra agar ylizeyine genellikle 5-8 mm
capinda olacak sekilde (10* CFU/ml) inokiile edilmekte ve 16-20 saat veya daha
uzun bir siire inkiibe edilmektedir. Ureme gozlenmeyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonuna sahip agar plagi MIK olarak kabul edilmektedir (86).

c) Disk difiizyon yontemi: Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik
kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde bakterinin siv1 besiyerinde hazirlanmig
0,5 McFarland stispansiyonundan pamuk uglu ¢ubuk kullanilarak alinan bakteri agar
besiyerinin iizerine yayilmaktadir. Belirlenmis antibiyotik konsantrasyonlari
emdirilmis kagit diskler besiyeri ylizeyine uygun araliklarla yerlestirilmekte ve
besiyerinin uygun atmosferde 16-24 saat inkiibasyonun ardindan disk gevresinde
iireme zon capt Olgiilmektedir. Daha sonra referans rehberlerle karsilastirilarak
bakterinin test edilen antibiyotiklere kars1 duyarli, orta duyarl veya direngli oldugu
saptanmaktadir (86).

d) Gradient difiizyon yontemi (Etest®): Bu yontem de yaygin olarak
kullanilan antibiyotik duyarlilik testlerinden biridir. Test edilecek antibiyotigin
azalan konsantrasyonlar1 seklinde hazirlanmis seritler, disk difiizyon yonteminde
anlatildigr gibi besiyerine ekilmis bakteri plag {izerine yerlestirilmektedir.
Besiyerinin uygun atmosferde 24 saat inkiibasyonun ardindan serit tizerindeki 6lgek
ile serit ¢evresindeki inhibisyon bdlgesinin kesistigi deger MIK olarak
belirlenmektedir (86).

e) Otomatik sistemler: Manuel sistemlerin emek yogun olmasi, sonuglarin
elde edilmesi i¢in uzun siire gerektirmesi ve yorumlamadaki belirsizlikler nedeniyle

rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otomatik sistemlerin kullanimina yonelik
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egilimde belirgin bir artis goriilmektedir. Otomatik sistemler kullanilarak yapilan
antibiyogramlarda sonuglar hassas optik cihazlarla okundugu i¢in manuel okumaya
kiyasla daha standart ve daha kisa siirede elde edilmektedir. Su anda piyasadaki
mevcut sistemlerin manuel sistemlere gore daha az isgiicii istemesi, daha kisa siirede
sonug¢ verebiliyor olmasi, sonuglarin otomatik yorumlanmasi ve laboratuvar bilgi
sistemleriyle kolay entegrasyonu bu sistemlerin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir
(87). Giiniimiizde FDA tarafindan ABD'de kullanim i¢in onaylanan Vitek 2 System
(bioMérieux Marcy I'Etoile, France), BD Phoenix Automated Microbiology System
(BD Diagnostics, Sparks, MD), MicroScan WalkAway (Siemens, Sacramento, CA)
hizli (3. 5-16 saat) ve The Sensititre ARIS 2X (Thermo Fisher, Waltham, MA) olmak
iizere dort adet otomatik cihaz bulunmaktadir. Bu cihazlar duyarlilik sonuglarini
yorumlamak ve atipik paternlere ve sira dis1 direng fenotiplerine bagl test sonuglarini
analiz etmek i¢in ‘uzman sistemler’ adi verilen gelismis bilgisayar yazilimlarina
sahiptir. Duyarlilik testi sonuglarinin  klinisyene hizli bildirilmesi uygun
antimikrobiyal tedaviye zamaninda gecilmesini, daha az ek laboratuvar istemiyle
dogrudan maliyet tasarrufunu, daha az invaziv prosediir gereksinimini ve daha kisa
hastanede yatis1 saglamaktadir (88). Minimal inhibitor konsantrasyonlarin optimal
yorumlanmasi, ilacin farmakokinetigi ve cesitli viicut bolgelerinde belirli bakterileri
eradikasyondaki basaris1 lizerine bilgi sahibi olmay1 gerektirir. Bu nedenle sonuglari
hekime raporu bildirmeden 6nce ¢ogu bakteri cinsi i¢in ilgili tiim antibiyotiklerin
MIK degerlerini belirleyen giincel CLSI ve EUCAST rehberleri kullanilarak

duyarlilik testi bulgular1 laboratuvar tarafindan yorumlanmalidir.

2.7.1 Burkholderia Tiirlerinde Onerilen Antibiyotik Duyarlibk Yéntemi
ve Kullanilan Antibiyotikler

Yapilan ¢aligmalar, Burkholderia enfeksiyonlarin tedavi yanitlarinin tiire
bagimli oldugunu vurgulamakta, B. multivorans ve B. cenocepacia 'nin neden oldugu
enfeksiyonlarda daha yiiksek bulas oranlari ve mortalite oldugunu gostermektedir
(89). Burkholderia tiirleri aminoglikozidler, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler,
antipsddomonal penisilinler ve polimiksinler gibi antibiyotiklere i¢sel olarak

direnglidir (90). Burkholderia tiirleri igin Clinical and Laboratory Standards Institute
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(CLSI) trimetoprim-siilfametoksazol, minosiklin, meropenem ve seftazidim igin disk
difiizyon ve sivi mikrodiliisyon duyarlilik yontemlerini standardize etmis;
kloramfenikol, levofloksasin ve tikarsilin-klavulanik asit igin ise sadece sivi
mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibitér konsantrasyonun belirlenmesini
onermistir (91). The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), spesifik MiK ve klinik sonuglar arasinda bir korelasyon olduguna dair
kanitlarin az sayida olmasi nedeniyle antibiyotik duyarlilik esik noktasi 6nermemistir
(92).
2.7.2 Burkholderia Tiirlerinde Sinerji Testleri

Kistik fibrozisli hastalarda, Burkholderia tiirleri ile gelisen enfeksiyonlara
karst kombine antibiyotik tedavisi yaygin kullanilmaktadir. Bu sekilde sinerjik
aktivite saglanarak antimikrobiyal spektrumun genisletilmesi, direncin ortaya
¢itkmasinin Onlenmesi ve ilag toksisitesinin azaltilmasi amaglanmaktadir. Ancak,
hangi antibiyotik kombinasyonlarinin etkili oldugunu belirlemeye yarayan sinerji
testleri pratikte rutin olarak yapilmamakta ve antibiyotik kombinasyonlar1 bazi
kombinasyonlarin sinerjik oldugu bilgisine dayanarak ampirik olarak secilmektedir.
Bu yaklasimin, Burkholderia tiirlerine karsi ampirik olarak segilen antibiyotik
kombinasyonlarinin tiir ve hasta bazinda her zaman optimal sonu¢ vermedigi
bilinmektedir (93). Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro degerlendirilmesi igin
cok sayida yontem gelistirilmis ( dama tahtasi— ‘checkerboard’ yontemi, MCBT-
’multiple combination bactericidal antimicrobial testing’, E-test® sinerji yontemi ve
zamanla oliim egrisi yontemi- ‘time-kill curve assay’ vb.), ancak altin standart bir
yontem Onerilmemistir. Bu yOntemler arasinda dillisyon testi kistik fibrozisli
hastalardan izole edilen bakterilere karsi kullanilan antibiyotiklerin sinerjik etkilerini
degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan testlerden biridir. Genellikle iki farkl
antibiyotik sinifina ait iki antimikrobiyal ajanin iki kat artis gdsteren seri diliisyonlari
test edilmektedir. Olasi sinerjinin degerlendirilmesi i¢in test edilen her antibiyotik
icin fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon (FIK) hesaplanir. Bu deger, bir antibiyotigin
test edilen kombinasyondaki MIK’inin antibiyotigin tek basma olan MIK’ine

oramdir. Her kombinasyon icin antibiyotiklerin FIK’leri toplanir ve toplam FiK 0,5
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ve altinda ise sinerji, 4 ve lizerinde ise antagonizma, bu iki degerin arasinda ise

etkilesim yok olarak degerlendirilir (94).

2.7.3 Burkholderia Tiirlerinde Diren¢ Mekanizmalari

Burkholderia tiirlerinde antibiyotik direncinin en yaygin mekanizmalari
olarak hiicre duvar gegirgenliginin azalmasi veya artan efluks aktivitesi nedeniyle
antibiyotigin hedefe erisimin Onlenmesi, antibiyotik hedefinde mutasyon, ilacin
enzimatik modifikasyonu veya inaktivasyonu sayilmaktadir (95).

a) Hiicre duvarmin azalms gecirgenligi: Bakteri yiizeyinde bulunan LPS
stres kosullarinda seker, fosfat veya acil gruplarinin eklenmesi veya ¢ikarilmasi gibi
ilave degisikliklere ugrayarak bakteri sagkalimini saglamaktadir. Lipopolisakkarit
degisimleri arasinda, 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz ilavesiyle fosfat gruplarinin
katyonik yer degisimi, lipid A'nin net negatif yiikiinii azaltmaktadir. Burkholderia
cenocepacia, oligosakkarit bolgesinde olusan degisikliklerle polimiksin B gibi
antimikrobiyal peptitlere kars1 diren¢ kazanmaktadir. Bu tiir ayn1 zamanda ¢inko
metaloproteazlar ve ADP-L-glisero-D-manno-heptoz sentezinin duraklamasina bagl
lipopolisakkarit yapisinin bozulmasina neden olmaktadir (96).

b) Antibiyotik modifikasyonu: Bu mekanizma, bakteriler tarafindan -
laktamlara ve aminoglikozidlere kars1 diren¢ elde etmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler gibi B-laktamlar, -
laktam halkasinin hidrolizi yoluyla periplazmik B-laktamazlar tarafindan inaktive
edilmektedir. B-laktamlara direng, siklikla AmpC (genisletilmis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize eder), AmpD (bir hiicre duvar1 geri doniisiim enzimi), PenA
ve PenB (Bcec’de asirt korunmus olan bir A smifi penisilinaz) {retimi ile
gerceklestirilmektedir (97).

c) Efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu: Burkholderia tiirlerinde RND
(resistance nodulation cell division) efluks pompalar1 aminoglikozid, kinolon,
kloramfenikol ve tetrasiklin direncinde dnemli bir rol oynamaktadir (98).

d) Antibiyotigin hiicresel hedefinde mutasyonlar: Ila¢ hedefinin
modifikasyonu, B. cenocepacia i¢in tanimlanan ana diren¢ mekanizmasi degildir.

Klinik Bcece izolatlarinda sinif 1 integronunun (QRDR; topoizomeraz II ve IV'in
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kinolon direnci belirleyici bolgeleri) rollerini analiz eden bir ¢alisma levofloksasin
direncinin, topoizomerazlari kodlayan QRDR genlerinde ve efluks pompasi

aktivasyonunda mutasyonlarin birikmesinden kaynaklandigini bildirmistir (99).

2.8 Tedavi

Burkholderia cepacia kompleks tiirleri, diger non-fermenter gram negatif
bakterilere kiyasla daha fazla sayida antibiyotige direngli oldugu igin dikkat
cekmektedir. Kistik fibrozisli hastalarda birinci basamak tedavide trimetoprim-
stilfametoksazol, seftazidim ve meropenem Onerilmekte olup, ikinci basamak
tedavide piperasilin-tazobaktam, tikarsilin-klavulonat, levofloksasin, minosiklin ve
kloramfenikol kullanilabilecegi bildirilmektedir. Kombinasyon tedavisi olarak bir ve
ikinci basamakta bulunan iki veya daha fazla antimikrobiyalin tiir ve duyarlilik
paternlerine gore se¢ilmesi gerekmektedir (100).

Kistik fibrozisli hastalarin tek ilacla tedavisine trimetoprim-siilfametoksazol
ile baglanmas1 siklikla onerilmekle birlikte, tedavide bunu tek basina kullanilmasini
oneren kaliteli yaym bulunmamaktadir. Tedavi Onerileri retrospektif Klinik
caligmalarda bildirilen duyarlilik profillerine ve olgu raporlarima dayanmaktadir
(101). Avgeri ve ark. (102) tarafindan yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda 50'den
fazla ¢alisma incelenmis ve kistik fibrozisli hastalarda gelisen Bee enfeksiyonlarinin
tedavisinde trimetoprim-siilfametoksazol yetersiz oldugunda seftazidim, meropenem
ve piperasilinin tek basina veya diger antibiyotiklerle kombine olarak kullanilmasinin
uygun olabilecegi sonucuna varilmistir.

Burkholderia cepacia kompleksi’ne bagli enfeksiyonlarda pulmoner
alevlenmelerin tedavisi i¢in, en az iki antimikrobiyal ile 14-21 giinliik parenteral
tedavi, yogun gogiis fizyoterapisi ve bronkodilator uygulamasi Onerilmektedir.
Etkenin duyarli oldugu durumlarda meropenem (her 8 saatte bir kez 40 mg/kg) ve
asagidakilerden bir veya iki ilacin eklenmesi uygun bir tedavi secenegi olarak
goriinmektedir: tobramisin (giinde bir kez 10 mg/kg) veya amikasin (gilinde bir kez
20 mg/kg); seftazidim (her 8 saatte bir kez 50 mg/kg) veya trimetoprim-
stilfametoksazol (her 12 saatte bir kez 5 mg/kg trimetoprim) (103).
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Burkholderia cepacia kompleks bakterilerinin tedavisi amaciyla yeni
gelistirilen sadece birka¢ tane antimikrobiyal bulunmaktadir. Bunlardan non-p-
laktam f-laktamaz inhibitorii avibaktam, PenA tip f-laktamaza karsi kuvvetli bir
aktiviteye sahiptir ve bu nedenle, seftazidim-avibaktam uygulamasi, birinci basamak
ajanlarin aktif olmadig1r durumlarda bir segenek olarak Onerilmektedir (104). Diger
bir sefalosporin ve B-laktamaz inhibitorii kombinasyonu olan seftolozan-tazobaktam
ise baz1 Bcc tiirlerine kars1 belirgin in vitro aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, MIK
araligr genistir (<0.5 ve >64 pg/ml) ve klinik etkinligi degerlendiren bir ¢aligma

heniiz bulunmamaktadir (105).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bakteri izolatlari:

Bu calismada Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Birimi’nde 2007-2017 yillar1 arasinda kistik fibrozisli ve kistik
fibrozis olmayan erigkin ve ¢ocuk hastalardan izole edilen ve -80°C de stok edilen
127 bakteri ¢alismaya alindi. Bu bakteriler arasinda canliligini koruyan bakteriler
geleneksel mikrobiyolojik yontemler ve MALDI-TOF MS ile tanimland1 ve 90
adetinin Burkholderia tiiri oldugu saptandi. Ayrica ayni hastadan bir y1l iginde izole
edilen ayni tiir bakteriler ¢alismadan ¢ikarildi. Sonug olarak calismada, toplam 38
Burkholderia tiiriinin MLSA ile tanimlanmasi, tiplendirilmesi, biyofilm olusumu,

antibiyotik duyarlilik ve sinerji testleri degerlendirildi.

3.2 Bakteri izolatlarimin Rutin Yontemlerle Tanimlanmasi

Stoktan (-80C) agilan bakteriler koyun kanli agar besiyerine (RTA, Istanbul,
Tiirkiye) iki defa pasajlandi. Bu bakterilere Gram boyama, ardindan oksidaz, glukoz
fermentasyonu, indol, katalaz ve hareket testleri yapildi. Gram negatif, non-
fermenter, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif, indol negatif olan bakteriler
caligmaya alind1.

Bu izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmast MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) ile firetici firma Onerileri dogrultusunda
degerlendirildi. Tanimlamada tiim izolatlara iiretici firma tarafindan 6nerilen sekilde
etanol-formik asit ekstraksiyon protokolii uygulandi. MALDI-TOF MS ile tanimlama
igin:

1. Kanl agar besiyerinde saf iireyen 1-2 bakteri kolonisi 300 pl steril
deiyonize su ile karigtirildi.

Bakteri siispansiyonuna 900 pl etanol eklendi ve 10 sn vortekslendi.
10,000 g’de 2 dk santrijiij edildi.
Stipernatan atild1 ve 10,000 g’de 2 dk santrijiij edildi.

o ~ N

Osa 1s1sinda 5 dakika etanoliin buharlagsmasi beklendi.
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%70 formik asit soliisyonundan 50 pl eklendi.
Uzerine 50 pl asetonitril eklendi ve 5 sn vortekslendi.

10,000 g’de 2 dk santrijiij edildi.

© o N o

Stipernatandan 1 pl metal plak tizerindeki isaretli alana pipetle eklendi ve
oda 1s1sinda kurutuldu.

10. Uzerine 1 pl siyano-4-hidroksisinamik asit eklenerek oda 1sisinda

kurumaya birakildi.

11. Metal plak, kiitle spektrometri cihazina yerlestirildi ve 6rnek basima 320-

400 vurus olacak sekilde lazer 1sinlart ile atiglar yapildi.

Spektrumlar Flex Control 3.0 yazilimi MALDI Biotyper 3.1 veritabani
kiitiiphanesi (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) kullanilarak analiz edildi. Uretici
firma Onerilerine gore tanimlama skoru < 1,7 olan sonuglar gegersiz kabul edilirken,
tanimlama skoru 1,7-1,99 arasi cins diizeyinde 1yi tanimlama ve tanimlama skoru > 2

ise tiir diizeyinde tanimlama olarak kabul edildi.

3.3 Bakteri izolatlarimin Multilokus Sekans Analizi ile Tanimlanmasi

3.3.1 DNA izolasyonu

Her izolat nutrient agarda (Oxoid, ABD) saf olarak {iretildi. Bir bakteri
kolonisinden 200 pl DNase-RNase igermeyen su ig¢inde siispansiyon hazirlandi.
GeneJET Genomik DNA Piirifikasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak {tretici firma Onerileri dogrultusunda Gram-negatif bakteri DNA’s1
asagidaki ekstraksiyon protokoliine gore elde edildi:

1. Bakteri siispansiyonu i¢ine 180 pul ‘digestion’ soliisyonu eklendi.

20 pl Proteinaz K soliisyonu eklendi ve bir dakika vortekslendi.
Enzim aktivasyonu i¢in 56°C’de 60 dk inkiibe edildi.

20 ul RNase A soliisyonu eklendi ve bir dakika vortekslendi.
10 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

200 pl lizis soliisyonu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

400 pl %50’lik etanol eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

© N o g B~ DN

Mevcut lizatin tamami ‘spin column’ tiipiine aktarildi.
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6000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipii atild1 ve yeni koleksiyon tiipti yerlestirildi.

500 pl ‘wash buffer 1’ soliisyonu eklendi ve 8000 g’de 1 dk santrifii
edildi.

Koleksiyon tiipii atild1 ve yeni koleksiyon tiipii yerlestirildi.

500 ul ‘wash buffer 11’ soliisyonundan eklendi

12,000 g’de 3 dk santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipii atild1 ve ‘spin column’ kapakli 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi.

200 pl ‘elution buffer’ eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
8000g’de 1 dk santrifiij edildi.

DNA’larin 260 ve 280 nm’deki absorbsiyon degerleri NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda Olgiilerek DNA’larin
konsantrasyon ve saflig1 kontrol edildi. Uygun DNA 6rnekleri -20°C’de

saklandi.

3.3.2 Multilokus Sekans Tiplendirmesi (MLST)

Burkholderia tiirlerinin ‘housekeeping’ gen fragmanlari olan ATP synthase

beta chain (atpD), glutamate synthase large subunit (gltB), DNA gyrase subunit B

(gyrB), recombinase A (recA), GTP binding protein (lepA), acetoacetyl-CoA

reductase

(phaC) ve tryptophan synthase subunit B (trpB) genleri PubMLST

(https://pubmlst.org/bce) veritabaninda belirtilen Burkholderia cepacia kompleksi
MLST analizi protokolii (Tablo 3.1) ve spesifik primerler (Tablo 3.2) kullanilarak
ARKTIK Thermocycler cihazinda (Thermo Fisher Scientific, ABD) ¢ogaltildi (106).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karisimi1 Tablo 3.3’e gore hazirland1 (106). PCR

iirtinleri elektroforez yontemi ile analiz edildi (107).



Tablo 3.1 MLST PCR amplifikasyonu sicaklik ve dongii kosullar1

PCR basamagi Sicaklik Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon ~ 96°C 1 dk -
Denatiirasyon 96°C 1dk

Baglanma 58°C 1dk 30

Uzama 72°C 2dk

Son uzama 72°C 5dk -

Tablo 3.2 MLST PCR amlifikasyonunda kullanilan ‘housekeeping’ genler ve
kullanilan primer dizileri
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Gen Yon | Primer Dizisi Biiyiikliik (bp)

atpD F GATCGTACAGTGCATCGG 756
R ATCGTGCCGACCATGTAG

gltB F CGCTCGAAGATCAAGCAG 652
R GGGAACACCTTCACGAAC

gyrB F CGACAACTCGATCGACGA 738
R GACAGCAGCTTGTCGTAG

recA F GATAGCAAGAAGGGCTCC 975
R CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC

lepA F CGACGGCAAGGTCTACAA 525
R AGCATGTCGACCTTCACG

phaC |F CTCAGCGAATTGCGTACG 704
R CCGTTCAGCGAGAAGTCG

trpB F GATCTACCTGAAGCGCGA 787
R GTGTGCATGTCCTTGTCG

Tablo 3.3 MLST PCR karisimi

Bilesen Hacim
dH20 14,8 ul
PCR buffer 2,5l
MgCl2 (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
F primer (10 pmol) 1wl

R primer (10 pmol) Il
Tag DNA polimeraz 0,2 ul

DNA

2 ul
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PCR iiriinlerinin elektroforez yontemi ile analizi:

1. 3 gr agaroz (Thomas Scientific, ABD) 200 ml Tris Borate EDTA igerisinde
eritildi.

2. 14 pl Safe View (NBS Biologicals Ltd, ingiltere) boyasi eklenerek %1,5’luk
agaroz jel hazirlandi.

3. 20 x 25 cm’lik yatay jel elektroforez tablasina dokiildii. Thermo Fisher
Scientific A2-24D tarak (1.5 mm kalinlik, 6.5 mm genisglik, 7 pl hacim, 24
adet kuyucuk) kullanildu.

4. Yiritme tamponu olarak 0,5 molar TBE (Thermo Fisher Scientific B52)
bulunan Thermo Fisher Scientific Thermo Owl A2 large Gel System
elektroforez iinitesine yerlestirildi.

5. Her bir 6rnekten 5 pl alinarak, 2ul 6x yilikleme soliisyonu (Thermo Fisher
Scientific, 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(SM0321)) ile karistirildu.

6. Elde edilen karigimlar jele yiiklendi ve 180 voltta 60 dk elektroforez yapilda.

7. G Box UV transilliiminator cihazinda (Syngene, ABD) jel goriintiilendi

8. Amplikonlar -20°C’de saklandi.

Saflastirma ve DNA Dizi Analizi

Amplifikasyon sonrasinda tiretici firma onerileri dogrultusunda 5 pl PCR iiriinii
icin 2 pl ExoSAP-IT enzimi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile 37°C’de 30 dk,
80°C’de 15 dk inkiibasyon olmak tizere PCR iiriinleri saflastirildi. Saflastirilan bu
tirtinler, her bir gen i¢in spesifik primerler olan PubMLST veritabaninda belirtilen
DNA dizileme primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanilarak DNA dizi analizi ile ¢ogaltildi (Tablo 3.4)
(106). Tablo 3.5’te belirtilen oranlar dikkate alinarak PCR karisimi olusturuldu (106).
Tablo 3.6’da belirtilen kosullarda amplifikasyon gerceklestirildi (106).


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiMsZKt6brKAhXFWywKHcljCAYQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FGen_amplifikasyonu&usg=AFQjCNEZmDQ7iJRpc8zyZwsaXdflsyHxlw

Tablo 3.4 DNA dizi analizinde kullanilan primer dizileri ve baglanma sicakliklari

Gen Yon Primer Dizisi Allel biiyiikliigii (bp)
atpD F GTTCATCTGGCCGTACAC 443
R AACTGACGCTCGAAGTCC
gltB F CTTCTTCTTCGTCGCCGA 400
R TTGCCGACGTAGTCGTTG
gyrB F ATCGTGATGACCGAGCTG 454
R CGTTGTAGCTGTCGTTCC
recA F TGACCGCCGAGAAGAGCAA 393
R GACCGAGTCGATGACGAT
lepA F GGCATCAAGGAACTGACG 397
R CTGCGGCATGTACAGGTT
phaC F AGACGGCTTCAAGGTGGT 385
R ACACGGTGTTGACCGTCA
trpB  F CTGGGTCACGAACATGGA 301
R CCGAATGCGTCTCGATGA

Tablo 3.5 DNA dizi analizi i¢in gerceklestirilen PCR reaksiyonu bilesen ve

hacimleri
Bilesen Hacim
dH20 2ul
BigDye 2 ul
5xBuffer 2ul
Primer (3.2 pmol) 2ul
DNA 2 ul

Tablo 3.6 DNA dizi analizi PCR sicaklik ve dongii kosullart

PCR basamagi Sicakhik = Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 96 °C 1dk -
Denatiirasyon 96 °C 10 sn

Baglanma 50°C 5sn

25
Uzama 60 °C 4 dk
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PCR diiriinleri, iiretici firma onerileri dogrultusunda 1 g Sephadex’in (Oxoid,
ABD), 13 ml distile suda ¢ozililmesiyle elde edilen ¢ozeltiden her bir 6rnek i¢in 750
ul ¢ozelti kullanilarak yapilan jel filtrasyonu ile saflastirildi. Saflagtirilan iiriinler,
ABI 3500 Genetik Analyzer (Thermo Fisher Scientific, ABD) kapiller elektroforez
dizi analizi cihazina yiiklenerek genlerin DNA dizileri belirlendi (106).

Elde edilen forward ve reverse dizilerinin birlestirilmesi ve hizalamanin
yapilmasi igin CLC Main Workbench Qiagen v.7.7.3. (Qiagen, ABD) dizi analiz
programi ile analiz edilerek PubMLST veritabanindaki referans dizilerle
karsilastirildi. Her bir gen PUDMLST veritabanindaki referans dizilerle karsilastirildi
(108). Her gen igin allel profili belirlendi ve elde edilen allellerin kombinasyonunun
PubMLST veritaban1 (01. Agustos. 2018) ile karsilastirilmast sonucu izolatlar tiir
diizeyinde tanimlandi ve sekans tipleri belirlendi (108).

3.4 Mikroplak Yéntemi ile Biyofilm Uretiminin Degerlendirilmesi

Calismada izole edilen 38 Burkholderia tiiriiniin biyofilm olusumu O’Toole
ve ark. (109) tarafindan tarif edilen kristal viyole mikroplak &lgiim yontemi ile
degerlendirildi.

Calisma oOncesinde Burkholderia tiirleri i¢in optimal biyofilm olusturma
kosullar1 belirlendi. Bu amagla glikoz, pepton, maya 6ziitli, NaCl, inokulum miktari,
pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkileri tarandi. Calismada su degiskenler
kullanildi: Glikoz (0.1 ve 1 g/L), pepton (0.1 ve 2 g/L), maya 6ziitii (0.5 ve 2.5 g/L),
NaCl (8.6 ve 86 mM), pH (5.8 ve 7.2), inokulum miktar1 (1x10*7 CFU/ml ve 5x10"7
CFU/ml), inkiibasyon siiresi (24 ve 72 saat) ve sicaklik (30-37°C).

Burkholderia tiirlerinin en fazla biyofilm olusumunun gozlendigi 0,5 g/L
glukoz, 0,1 g/L pepton, 0,5 g/L maya 6ziitii, 8,6 mM NaCl iceren (pH=7,2) besiyeri

biyofilm tiretiminin degerlendirilmesi amaciyla kullanildu.

1. Luria-Bertani broth (LB) icinde bir gece inkiibe edilen bakteriler
yukarida tarif edilen besiyeri i¢cinde 0,5 OD 600 olacak sekilde

stispanse edildi.
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2. Bu siispansiyondan 20 pl alinarak 180 upl ayni besiyerini igeren 96
kuyucuklu U tabanli mikroplaklara dagitildi. Deney kosullari her
bakteri i¢in alt1 kuyucuk kullanilarak tekrarlandi.

3. Mikroplaklar 37°C’de 48 saat aerobik kosullarda inkiibe edildikten
sonra tutunamayan hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in iki defa su
kiivetine hafif¢e daldirilarak yikandi.

4. Her bir kuyucuga 125 pL %0,1'lik kristal viyole boyas1 dagitildi.

5. Plaklar 10-15 dakika oda sicakliginda inkiibe edild’ ve fazla boyanin
uzaklastirilmasi i¢in dort defa su kiivetine hafifce daldirilarak yikandi.

6. Kristal viyolenin ¢oziilmesi amaciyla her bir kuyucuga 125 pL
%33'lik asetik asit dagitildi.

7. Plaklar 10-15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve ¢oziilen kristal
viyole diiz tabanli mikroplaklara aktarildi.

8. Absorbans degeri plak okuyucu kullanilarak 600 nm’de 6l¢iildii.

9. Optik dansitelerine (OD) gore suslarda biyofilm olusumu belirlendi.

10. OD (izolat) < OD (negatif kontrol): Biyofilm olusumu negatif; OD
(negatif kontrol) < OD (izolat) < 20D (negatif kontrol): zayif biyofilm
olusumu; 20D (negatif kontrol) < OD (izolat) < 40D (negatif
kontrol): orta diizey biyofilm olusumu; 40D (negatif kontrol) < OD
(izolat): kuvvetli biyofilm olusumu olarak kabul edildi.

3.5 Sivi Mikrodilisyon Yontemi ile Antibiyotik Duyarhhiklarinin

Degerlendirilmesi:

Calismamizda glincel tedavide kullanilan antibiyotiklerin (meropenem,
seftazidim, trimetoprim-siilfametoksazol ve levofloksasin) minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 (MiK) s1vi mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi (86, 91).

Bu amagla ilk olarak trimetoprim (Sigma-Aldrich), stilfametoksazol (Sigma-
Aldrich), seftazidim (Sigma-Aldrich), meropenem (Sigma-Aldrich) ve levofloksasin
(Sigma-Aldrich) antibiyotiklerinin toz hallerinden CLSI’nin Onerilerine gore stok

soliisyonlar1 ve sulandirimlart hazirlandi (91).
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Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

1.
2.

Kullanilan antibiyotiklerin herbirinden 1 gr toz halinde tartildi.

Tablo 3.7°de verilen antibiyotige uygun ¢oziicii ve seyrelticiler
kullanilarak 100 mg/ml stok soliisyonlar hazirlandi.

Hazirlanan stok soliisyonlar steril distile su ic¢inde seyreltildi ve
seftazidim 512 pg/ml, levofloksasin 128 ug/ml, meropenem 256
pug/ml, trimetoprim 2432 pg/ml, siilfametoksazol 128 nug/ml olacak
sekilde son konsantrasyonlari hazirlandi.

2 ml trimetoprim ve 2 ml siilfametoksazol soliisyonu karistirildi ve
1216-64 pg/ml trimetroprim-siilfametoksazol elde edildi. Bundan
sonra  trimetoprim-siilfametoksazol ~ tek  antibiyotik  olarak
degerlendirildi.

Escherichia coli ATCC 25922 kullanilarak antibiyotiklerin kalite
kontrolii yapildi.

Daha sonra bu antibiyotikler icin MIK degerleri katyon ayarli Mueller Hinton
(KA-MHB) siv1 besiyeri (BD BBL Mueller Hinton II Broth, ABD) kullanilarak sivi

mikrodiliisyon yontemi ile 96 kuyucuklu plak iizerinde belirlendi (86). Bu besiyeri

20-25 mg/l Ca++ ve 10-12,5 mg/l Mg++ igermektedir.

Tablo 3.7 Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii ve

seyrelticiler
Antibiyotik Coziicii Seyreltici
Seftazidim %10’luk sodium karbonat soliisyonu | Su
Levofloksasin 0,1 mol/L NAOH soliisyonu Su
Meropenem Su Su
Trimethoprim 0,05 mol/L HCI soliisyonu Su

Siilfametoksazol | 2,5 mol/L NAOH soliisyonu Su
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Katyon ayarh Mueller Hinton siv1 besiyeri hazirlanmasi:

1. Uretici firma onerileri dogrultusunda 22 gr katyon ayarli Mueller
Hinton toz halindeki besiyeri hassas terazide tartildi ve 1000 ml distile
su icine eklenerek homojen hale gelene kadar ¢alkalanarak karistirildi.

2. 15 dk 121°C’de otoklavda steril edildi.

Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi:

1. Kanli agarda 35°C’de 18 saat inkiibe edilen bakterilerden saf olarak
izole edilen 3 - 5 koloni 2 ml KA-MHB iginde siispanse edildi.

2. Bu siispansiyon 0.5 McFarland bulaniklik olacak sekilde KA-MHB
icinde seyreltildi.

3. 50 ul bakteri stispansiyonu 950 pul KA-MHB i¢inde tekrar seyreltildi
ve 15 dakika i¢inde kullanildi.

Sivi mikrodiliisyon testi:

1. Bir adet steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplakta tek antibiyotik i¢in
dort izolat degerlendirildi. Her izolat iki defa test edildi. izolat 1 igin
satir A, B; izolat 2 icin satir C, D; izolat 3 i¢in satir E, F ve izolat 4

i¢in satir G, H kullanildi.

2. Her satirdaki 1 - 10 arasindaki kuyucuklar antibiyotigi seyreltmek igin
kullanildi.
3. Her satirdaki 11 numarali kuyucuk bakteri ve besiyeri igeren iireme

kontol kuyucugu, her satirdaki 12 numarali kuyucuk besiyeri kontrolii
olarak kullanildi.

4. Mikroplagin her sirasindaki ilk kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklarina 50
pl/kuyucuk olacak sekilde KA-MHB dagitildi.

5. Ik kuyucuklara test edilecek antibiyotikten 100 pl/kuyucuk olarak
dagitild1.



38

6. Katyon ayarli Mueller Hinton Broth iginde antibiyotiklerin iki kat seri
diliisyonlar1 yapildi. Bu amagla ilk kuyucuktan alinan 50 pl
antibiyotik ikinci kuyucuga aktarildi.

7. Ikinci kuyucukta mikropipet yardimiyla en az 10 defa pipetaj
yapilarak antibiyotik homojen bir sekilde seyreltildi. Ikinci
kuyucuktan alinan 50 pl antibiyotik iigiincii kuyucuga aktarildi.

8. Bu islem onuncu kuyucuga kadar aymi sekilde tekrarlanarak ¢ift kat
seri diliisyonlart hazirlandi.

9. Onuncu kuyucuktan alinan 50 pl antibiyotik atildu.

10.  Her sirada yer alan 12 numarali kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 10 pl
bakteri siispansiyonu dagitildi.

11.  Plaklarin kapaklar1 kapatilarak 35°C’de 24 saat aerobik atmosferde
inkiibe edildi.

12. Sonuglar CLSI onerilerine gore degerlendirildi. Orta duyarli olarak

belirlenen izolatlar degerlendirmeye direncli olarak alindi.

3.6 Sinerji Testi ile Antibiyotik Kombinasyonlarinin Duyarhhklarinin

Degerlendirilmesi:

Calismada kullanilan antibiyotik kombinasyonlarinin sinerjik etkisi dama
tahtas1 yontemi ile c¢alisildi (86). Bu ydntemde CLSI tarafindan onerilen MIK
degerlerinin direng sinir1 kullanilarak ii¢ kat istii diliisyon (8 x MIK) ve dért kat alt1
diliisyon (0.06 x MIK) kullanilarak iki farkli ilag kombinasyonunun etkinligi, her bir
izolat i¢in 96 kuyucuklu mikroplak {izerinde test edildi (91).

Test edilecek antibiyotigin seri diliisyonlarinin hazirlanmasi:

Bu amagla makrodiliisyon yontemi kullanildi (86). Tiim antibiyotiklerin
yiiksek hacimde diliisyon setleri hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyonlar steril distile
su i¢inde seyreltildi ve seftazidim 512 pg/ml, levofloksasin 128 pg/ml, meropenem
256 pg/ml, trimetoprim 2432 pg/ml, siilfametoksazol 128 pg/ml olacak sekilde son

konsantrasyonlar1 hazirlandi. 2 ml trimetoprim ve 2 ml siilfametoksazol soliisyonu
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karistirildi ve 1216-64 pg/ml trimetroprim-siilfametoksazol elde edildi. Bundan sonra

trimethoprim-sulfamatoksazol tek antibiyotik olarak degerlendirildi.

Sekiz adet steril cam tiip yanyana dizilerek her tiipe 2 ml KA-MHB
dagitildi.

[k tiipe test edilecek antibiyotikten 2 ml dagitilds.

Katyon ayarli Mueller Hinton Broth iginde antibiyotiklerin iki kat seri
diliisyonlar1 yapildi. Bu amagla ilk tlipten alinan 2 ml antibiyotik ikinci
tiipe aktarildi.

Ikinci tiip 30 sn vortekslenerek antibiyotik homojen bir sekilde
karistirildi. Ikinci tiipten alman 2 ml antibiyotik iiiincii tiipe aktarildi.
Bu islem sekizinci tiipe kadar ayni sekilde tekrarlanarak c¢ift kat seri

diltisyonlar1 hazirlandi.

Sinerji testi icin mikrodiliisyon plaklarimin hazirlanmasi

1.

Bir adet steril 96 kuyucuklu mikroplakta bir adet ikili antibiyotik
kombinasyonu bir izolat i¢in degerlendirildi.

Ik satirdaki 2-10 arast kuyucuklara (A2-A10) kombinasyonda
kullanilacak antibiyotiklerden birine ait seri diliisyona ait
konsantrasyonlar1 (100 pl/kuyucuk) dagitildi.

[k satir hari¢ tiim satirlarin ilk kuyucuklar1 (B1-H1) kombinasyonda
kullanilacak antibiyotiklerden digerinin seri diliisyonuna ait
konsantrasyonlart (100 pl/kuyucuk) dagitild.

Ikinci satirdan itibaren tiim satirlardaki 2-10 arasi kuyucuklara karsilik
gelen kombinasyona ait konsantrasyondaki antibiyotiklerin her
birinden 50 ul/kuyucuk dagitildi.

Her satirdaki 11 numarali kuyucuk (A11-H11) 100 pl besiyeri ve
bakteri igeren lireme kontol kuyucugudur.

Her satirdaki 12 numarali kuyucukta (Al2-H12) sadece 100 pul
besiyeri bulunmaktayd: ve besiyerinin sterilitesi test edildi.

Her sirada yer alan onikinci kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 20 pl

bakteri siispansiyonu dagitildi.
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8. Plaklarin kapaklar1 kapatilarak 35 + 2°C’de 20 saat aerobik
atmosferde inkiibasyondan sonra plaklar gézle degerlendirildi.

9. Plak iizerinde her iki ilacin MIK degerleri dama tahtas: testi ile es
zamanli olarak tekrar calisilmistir; elde edilen sonuglar, ilk ¢aligilan
MIK degerleri ile karsilastirildi ve sinerji testleri yorumlanirken es
zamanl olarak ¢alisilan MiK degerleri kullanilda.

10. Sonuglarin  degerlendirilmesinde kombinasyon plagindaki iireme
olmayan tiim kuyucuklar taranarak, en diisiik FIK (fraksiyonel
inhibitér  konsantrasyon)  indeksinin = hesaplandigi  kuyucuk
degerlendirmeye alindi.

11.  FIK = (MIK A kombinasyon /MIK A) + (MIK B kombinasyon /MIK
B) olarak hesaplandi. FIK < 0,5 sinerjistik etkilesim, FIK > 4
antagonistik etkilesim ve 0,5 < FIK < 4 etkilesim yok olarak
degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Klinik izolatlarin biyofilm olusumu ve antibiyotik direnci ile ilgili elde edilen
bulgular tiirler arasinda ve hasta gruplari arasinda Ki-kare testi ile degerlendirildi.
Analizlerde SPSS 16.1 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) kullanild1 ve p<0,05 olanlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Burkholderia spp. olarak tanimlanan ve ¢alismaya alinan 38 izolata MALDI-
TOF MS ve multilokus sekans analizi, biyofilm olusumu, antibiyotik duyarlilik ve
sinerji testleri yapilmistir. Calismaya dahil edilen bakterilerin 25’1 KF, 13’4 KF
olmayan hastalardan izole edilmis olup, toplamda 26 farkli hastaya ait (13 KF, 13 KF
olmayan) izolat degerlendirilmistir. Kistik fibrozisli hastalardan elde edilen klinik
orneklerin 23’1 balgam, 1’1 kan ve 1’1 derin trakeal aspirattir. Kistik fibrozis olmayan
hastalardan elde edilen klinik 6rneklerin 5’1 kan, 4’i idrar, 1’1 derin trakeal aspirat,
1’1 balgam, 1’i piiy ve 1’i kateter ucundan alinmistir (Tablo 4.1).

Calismaya dahil edilen klinik izolatlar i¢inde multilokus sekans analizine gore
en fazla tanimlanan tiir B. cenocepacia (n=16, %42)’dir. Bunu B. contaminans
(n=11, %29) izlemistir. Tanimlanan diger tiirler sirasiyla B. gladioli (n=4, %11), B.
dolosa (n=4, %11), B. multivorans (n=2, %5) ve B. seminalis (n=1, %2)’dir.

Multilokus sekans analizi sonuglarina gére KF hastalarindan izole edilen 13
B. cenocepacia izolatinin iki hastaya ait altistnin ST-839, {i¢ hastaya ait dordiiniin
ST-1392 ve bir hastaya ait {ligiiniin ST-602 oldugu tespit edilmistir. KF olmayan
hastalardan izole edilen ii¢ B. cenocepacia izolatinin ikisi ST-602 ve biri ST-740
olarak bulunmus olup farkli hastalardir. D6rt farkli KF hastasindan B. contaminans
olarak tespit edilen alt1 izolatin tamaminin sekans tipi ST-102 olarak saptanmustir.
KF olmayan hastalara ait beg B. contaminans izolatinin dordii ST-482 ve biri ST-102
olarak tespit edilmis olup, bunlarm tamami farkli hastalardir. Iki farkli KF
hastasindan izole edilmis dort B. gladioli izolatindan ti¢i ST-629 olup, bir hastaya
aittir; digeri mevcut veritabanindaki sekans tipleri ile eslesmemistir. Degerlendirilen
iki B. multivorans izolati ayn1 KF hastasina aittir ve sekans tipi ST-19 olarak
saptanmigtir. B. dolosa izolatlar1 KF olmayan dort farkli hastadan izole edilmis olup
tamaminin sekans tipi ST-72 olarak bulunmustur. B. seminalis ise KF olmayan bir
hastaya ait olmakla beraber sekans tipi ile eslesen izolat mevcut veritabaninda

bulunmamaktadir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1 Burkholderia tiirlerinin yas, cinsiyet ve 6rnek tiirlerine gore dagilimi

Hasta | Izolat | y, ag Cin- | psliim Ofnfk MLSA /Sekans
no no siyet Tiru Tipi
1% 1 l6yil | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia /
9ay Hastaliklar1 1392
2 17y1l | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
11 ay Hastaliklari 1392
2% Cocuk Gogiis i
3 201l | K gu Balgam | B. multivorans/ 19
Hastaliklari
4 2yl | K | Cocuk Gogiis Balgam | B. multivorans/ 19
Hastaliklar1
3* 5 24yl | K Cocuk Gogiis Balgam | B. contaminans/
Hastaliklar1 102
4% 6 I9yvil3 | k Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
ay Hastaliklar1 1392
5% 7 19yl | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
Hastaliklar1 602
8 20yil | E I¢ hastaliklart Kan B. cenocepacia/
602
Derin :
9 20yl | E I¢ hastaliklar Trakeal B. cenocepacia
. /1602
Aspirat
6" 10 Syill | E Cocuk Gogiis Balgam | B- cenocepacia
ay Hastaliklar1 /839
11 10yl | g Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
8 ay Hastaliklar1 839
12 11yl | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
8 ay Hastaliklar1 839
7" 13 loyill | E Cocuk Gogiis Balgam | B-
1ay Hastaliklar1 contaminans/102
14 17y11 | E Cocuk Gogiis Balgam | B-
10 ay Hastaliklar1 contaminans/102
8" 15 [5y19 |k | Cocuk Gégiis | Balgam | B. gladioli/ 629
ay Hastaliklar1
16 9vil |k | Cocuk Gogiis Balgam | B. gladioli/ 629
10 ay Hastaliklar1
17 10yil |k | Cocuk Gogiis Balgam | B. gladioli/ 629
11 ay Hastaliklar1
9" 18 4yild | k Cocuk Gogiis Balgam | B- cenocepacia/
ay Hastaliklar1 1392
10*% 19 2yl |E Cocuk Gogiis Balgam | B- contaminans/

Hastaliklar1

102




43

Tablo 4.1 (Devami) Burkholderia tiirlerinin yas, cinsiyet ve 6rnek tiirlerine gore

dagilimi
Hasta | izolat Cin- | ... Ornek | MLSA /Sekans
Yas . Bolim - A,
no no siyet Tiiri Tipi
117% 20 25yl | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
Hastaliklar1 839
21 26yl | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
Hastaliklar1 839
22 27yil | E Cocuk Gogiis Balgam | B. cenocepacia/
Hastaliklar1 839
127 193 I5yil |k | Cocuk Gogiis Balgam | B. gladioli/ Tip (-)
Say Hastaliklar1
13*% 24 Byl |k Cocuk Gogiis Balgam | B. contaminans/
10 ay Hastaliklar1 102
25 15yl |k Cocuk Gogiis Balgam | B. contaminans/
1ay Hastaliklar1 102
14 26 9yl | E Romatoloji Idrar ABrégomami”anS/
15 27 58yl | E Kalp Damar Balgam | B. contaminants/
Cerrahi 102
16 28 41yil |K | Enfeksiyon Kan B. dolosa/ 72
Hastaliklar1
17 29 8vyill | E Uroloji idrar B. contaminans/
ay 482
18 30 45yil | E Enfeksiyon Kateter | B. cenocepacia/
Hastaliklar1 ucu 740
19 31 48yil | K | ig hastaliklari Kan g(-) genocerJacia/
20 32 30yl | E Néroloji Kan g(-) ;enocerJacia/
21 33 26y1l | E I¢ hastaliklari Kan ;3 seminalis/ Tip (-
22 34 62yl |E Onkoloji Idrar B. contaminans/
482
23 35 64yl | K ic hastaliklari Kan B. dolosa/ 72
24 36 2yl |E Uroloji idrar | B. dolosa/ 72
25 - ’ Derin
Anesteziyoloji
37 67yl | K Yogun Bakim Trak-ea| B. dolosa/ 72
Aspirat
26 38 42 yil E Ortopedi Piiy 58 ;:ontamlnans/

# Kistik fibrozisli hasta, E: Erkek; K: Kadin; Tip (-): Tiplendirilemedi
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Tablo 4.2 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tiirlerinin
MLSA sonugclari

MLSA sonucu KF (Sekans tipi) KF olmayan (Sekans tipi)
B. cenocepacia (n=16) 6 (ST-839), 4 (ST-1392), | 2 (ST-602), 1 (ST-740)
3 (ST-602)
B. contaminans (n=11) 6 (ST-102) 4 (ST-482), 1 (ST-102)
B. gladioli (n=4) 3(ST-629), 1 (ST-?)* 0
B. dolosa (n=4) 0 4 (ST-72)
B. multivorans (n=2) 2 (ST-19) 0
B. seminalis (n=1) 0 1(ST-?2)*
Toplam (n=38) 25 13

* ST-? : izolatlarin allelik profil sonuglar1 mevcut veritabamindaki sekans tipleri ile eslesmemistir

Multilokus sekans analizi sonuglari referans olarak kabul edildiginde,
MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde dogru tanimlama %66 olarak saptanmuistir.
Burkholderia cenocepacia izolatlarinin %94 (n=15/16)’tiniin tiir diizeyinde dogru
tanimlandig1, bir izolatin ise B. vietnamiensis olarak hatali tanimlandig1 goriilmiistiir.
MLSA ile B. contaminans olarak tespit edilen 11 izolatin yedi tanesi MALDI-TOF-
MS ile B. cepacia, dort tanesi ise B. cenocepacia olarak tanimlanmis olup, bu tiir igin
tiir diizeyinde dogru tanimlama MALDI-TOF-MS ile yapilamamistir. MALDI-TOF
MS ile dort B. gladioli izolatinin iigii tiir diizeyinde dogru tanimlanmisg olup bir izolat
hatali olarak B. cenocepacia olarak tanimlanmistir. B.dolosa, B.multivorans ve B.

seminalis izolatlarinin tamamu tiir diizeyinde dogru tanimlanmstir. (Tablo 4.3)




Tablo 4.3 Burkholderia tiirlerinin MLSA sonuglarinin MALDI-TOF MS

ile karsilastirilmasi
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MLSA sonucu

MALDI Biotyper v3.1

Tanimlama Skorlari

>2

1.999-1.7

<1.7

B. cenocepacia (n=16)

B. contaminans* (n=11)

B. gladioli (n=4)

B. dolosa (n=4)

B. multivorans (n=2)

B. seminalis (n=1)

B. cenocepacia (n=13)
B. vietnamiensis (n=1)
B. cepacia (n=7)

B. cenocepacia (n=4)
B.
B
B
B
B

gladioli (n=1)

. cenocepacia (n=1)
. dolosa (n=4)
. multivorans (n=2)

. seminalis (n=1)

B. cenocepacia (n=2)

B. gladioli (n=2)

*Veritabaninda bulunmamaktadir.

Klinik izolatlarin tamami degerlendirildiginde; biyofilm {iretimi izolatlarin

%353 (n=20/38)’linde pozitif saptanmistir. Burkholderia tiirleri arasinda biyofilm

pozitifligi B. cenocepacia %75 (n=10/16), B. contaminans %63 (n=7/11) ve

B.multivorans %100 (n=2/2) olarak tespit edilmistir. Burkholderia dolosa ve B.

seminalis izolatlarinin tamami ve B. gladioli izolatlarinin %75 (n=3/4)’i biyofilm

olusturma agisindan negatif bulunmustur. Burkholderia

tirleri arasinda biyofilm

olusumu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05, Tablo

4.4).



46

Tablo 4.4 Burkholderia tiirlerinin biyofilm olusumu

Biofilm olusumu

Bakteri Negatif Zayf Orta
B. cenocepacia (n=16) 6 4 6

B. contaminans (n=11) 4 2 5

B. gladioli (n=4) 3 1 -

B. dolosa (n=4) 4 - -

B. multivorans (n=2) - 2 -

B. seminalis (n=1) 1 - -
Toplam (n=38) (%) 18 (%47) 9 (%24) 11 (%29)

Izolatlarin  biyofilm olusturma o6zelligi ile kistik fibrozis iliskisine

bakildiginda, kistik fibrozisli (%56, 14/25) ve kistik fibrozisi olmayan (%46, 6/13)

hastalardan elde edilen

bulunmamustir (p>0,05, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6).

izolatlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark

Tablo 4.5 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tiirlerinin

biyofilm olusumu

Biofilm olusumu
Hasta Negatif Zayf Orta
KF (n=25) 11 (%44) 7 (%28) 7 (%28)
KF olmayan (n=13) 7 (%54) 2 (%15) 4 (%31)




Tablo 4.6 Burkholderia tiirlerinin MALDI-TOF, MLSA ve biyofilm sonuglari
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Hasta | Izolat | MALDI-TOF MS MLSA /Sekans Tipi BIYOFILM
no no (Tanimlama Skoru)
1% 1 B. cenocepacia (2.227) | B. cenocepacia /1392 | -
2 B. cenocepacia (2.199) | B. cenocepacia/ 1392 -
2% 3 B. multivorans (2.317) | B. multivorans/ 19 1+
4 B. multivorans (2.297) | B. multivorans/ 19 1+
3* 5 B. cepacia (2.120) B. contaminans/ 102 -
4% 6 B. vietnamensis (2.093) | B. cenocepacia/ 1392 | -
5% 7 B. cenocepacia (2.315) | B. cenocepacia/ 602 2+
8 B. cenocepacia (2.097) | B. cenocepacia/ 602 1+
9 B. cenocepacia (1.993) | B. cenocepacia /602 -
6% 10 B. cenocepacia (2.209) | B. cenocepacia /839 1+
11 B. cenocepacia (2.189) | B. cenocepacia/ 839 1+
12 B. cenocepacia (2.124) | B. cenocepacia/ 839 -
7% 13 B. cepacia (2.200) B. contaminans/102 2+
14 B. cepacia (2.167) B. contaminans/102 2+
8# 15 B. gladioli (2.239) B. gladioli/ 629 -
16 B. gladioli (2.196) B. gladioli/ 629 1+
17 B. gladioli (2.281) B. gladioli/ 629 -
9% 18 B. cenocepacia (2.202) | B. cenocepacia/ 1392 | -
10* 19 B. cepacia (2.071) B. contaminans/ 102 -
11% 20 B. cenocepacia (2.085) | B. cenocepacia/ 839 1+
21 B. cenocepacia (2.380) | B. cenocepacia/ 839 2+
22 B. cenocepacia (2.196) | B. cenocepacia/ 839 2+
12% 23 B. cenocepacia (2.024) | B. gladioli/ Tip (-) -
13# 24 B. cenocepacia (2.247) | B. contaminans/ 102 2+
25 B. cenocepacia (2.218) | B. contaminans/ 102 2+
14 26 B. cepacia (2.142) B. contaminans/ 482 1+
15 27 B. cenocepacia (1.971) | B. contaminants/ 102 -
16 28 B. dolosa (2.078) B. dolosa/ 72 -
17 29 B. cepacia (2.338) B. contaminans/ 482 1+
18 30 B. cenocepacia (2.305) | B. cenocepacia/ 740 2+
19 31 B. cenocepacia (2.398) | B. cenocepacia/ 602 2+
20 32 B. cenocepacia (2.267) | B. cenocepacia/ 602 2+
21 33 B. seminalis (2.198) B. seminalis/ Tip (-) -
22 34 B. cenocepacia (1.785) | B. contaminans/ 482 -
23 35 B. dolosa (2.162) B. dolosa/ 72 -
24 36 B. dolosa (2.192) B. dolosa/ 72 -
25 37 B. dolosa (2.273) B. dolosa/ 72 -
26 38 B. cepacia (2.255) B. contaminans/ 482 2+

# : Kistik fibrozisli hasta; 1+: Zayif biyofilm olusumu ; 2 +: Orta diizey biyofilm olusumu;
- :Negatif; Tip (-): Tiplendirilemedi
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Tiim izolatlarin seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasin MIK
degerlerine gore direng diizeyleri sirasiyla %34, %66, %50 ve %40 olarak
belirlenmistir. B. multivorans ve B. seminalis izolatlarinin tamami, degerlendirilen
tim antibiyotiklere duyarli bulunurken, B. dolosa izolatlarmin tamami direngli
saptanmuistir. B. cenocepacia izolatlarinin seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve
levofloksasin antibiyotiklerine direnci sirasiyla %12, %62, %44 ve %37 olarak
saptanmig olup, B. contaminans izolatlarmin bu antibiyotiklere direncinin sirasiyla
%54, %91, %36 ve %36 oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin antibiyotik direnci tiirler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0,05)(Tablo 4.7).

Tablo 4. 7 Burkholderia tiirlerinin antibiyotik duyarliliklari

Seftazidim | Meropenem | TMP-SXT LEV

Bakteri n S R S R S R S R
B. cenocepacia | 16 14 2 6 10 9 7 10 6
B. contaminans | 11 5 6 1 10 7 4 7 4
B. gladioli 4 3 1 3 1 - 4 3 1
B. dolosa 4 - 4 - 4 = 4 - 4
B. multivorans 2 2 - 2 - 2 - 2 -
B. seminalis 1 1 - 1 - 1 - 1 -
Toplam 38 25/ 13/ 13/ 25/ 19/ 19/ 23/ 15/
n/Yiizde %66 | %34 | %34 | %66 | %50 | %50 | %60 | %40

TMP-SXT Trimetoprim-siilfametoksazol; LEV: Levofloksasin S: Duyarli R: Direngli

Kistik fibrozisli ve KF olmayan hastalar arasinda izolatlarin antibiyotik
direnci karsilagtirildiginda, seftazidim KF hastalarinda daha duyarli saptanmis(p=
.010449), diger antibiyotikler i¢in KF ve KF olmayan hastalar arasinda anlamli fark
bulunmamustir (p>0,05, Tablo 4.8).

Calisilan klinik izolatlarin sinerji sonuglar1 degerlendirildiginde; iki tanesinde
(B. cenocepacia, B. contaminans) meropenem ve TMP-SXT arasinda sinerji
saptanmistir. Antibiyotiklerin ikili kullanimi ile ortaya ¢ikabilecek antagonizma 15
klinik izolatta saptanmig, bunlarin 12 tanesi meropenem ve seftazidim arasinda, {i¢
tanesi TMP-SXT ve seftazidim arasinda bulunmustur. Meropenem ve seftazidim

kombinasyonunda antagonizma gosteren izolatlar B. cenocepacia (%66, 8/12), B.
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contaminans (%17, 2/12) ve B. multivorans (%17, 2/12) olarak saptanmigtir. TMP-
SXT ve seftazidim kombinasyonuna antagonizma ise iki B. contaminans ve bir B.

seminalis izolatinda belirlenmistir (Tablo 4.9 ve Tablo 4.10).

Tablo 4.8 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tiirlerinin
antibiyotik duyarliliklari

Antibiyotik KF(n:25) KF olmayan(n:13)
n % n %
Seftazidim S 20 80 5 38
R 5 20 8 62
Meropenem S 10 40 3 23
R 15 60 10 77
TMP-SXT S 15 60 4 31
R 10 40 9 69
Levofloksasin S 17 68 6 46
R 8 32 7 54
TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol; S: Duyarli R: Direngli

Tablo 4.9 Burkholderia tiirlerinin sinerji testi sonuglari

Sinerji sonucu Bakteri (n)

Sinerji (TMP-SXT- Meropenem) . contaminans (1)

. cenocepacia (1)

Antagonizma (Meropenem-Seftazidim) . cenocepacia (8)

. contaminans (2)

W W W W

. multivorans (2)

Antagonizma (TMP-SXT-Seftazidim ) B. contaminans (2)

o

. seminalis (1)

Etkilesim yok . cenocepacia (7)
. contaminans (6)
. dolosa (4)

. gladioli (4)

W o T W
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Tablo 4.10 Burkholderia tiirlerinin antibiyotik duyarlilik ve sinerji testi sonuglari

Hasta | izolat | TMP-SXT | MEM [CAZ [LEV , .
no no MIK MIK |[MIK |[MiIK SINERJI
Yorum Yorum | Yorum | Yorum
1% 1 475/025 [S|2 [s|4 [s]|2 S | ETKILESIM YOK
2 475/025 |S|2 [s|2 [s]|1 S | ETKILESIM YOK
# .
2 3 19/1 S|1 |s|2 |s|o025 |s |ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
4 38/2 s|2 |[s|2 |s|o5 |s |ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
# .
3 5 2.38/0.12 |S |8 |1 |4 |S]|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
# .
4 6 608/32 |R|8 |1 |8 |S|32 |R |ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
5% 7 608/32 R4 |S|8 S|8 R | ETKILESIM YOK
8 608/32 R|64 |R|8 S |32 R | ETKILESIM YOK
9 304/16 R|64 |R|4 S |32 R | ETKILESIM YOK
# .
° 10 95/05 [S|8 [1]8 |S]|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
11 |475/025 |S|4 |S|4 |s|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
12 | 4.75/025 |S|16 |R[16 |1 |2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
7% 13 76/4 R|16 |R|128 |R|?2 S | ETKILESIM YOK
14 38/2 S|16 [R|128 [R|2 S | ETKILESIM YOK
8% 15 76/4 R{05|S|8 S|0.12 |S | ETKILESIM YOK
16 152/8 R[1 [s]8 [s|025 [S |ETKILESIM YOK
17 76/4 R[1 [s|8 [s|025 [S |ETKILESIM YOK
# .
o 18 608/32 |R|[8 |1 |8 [S]|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
10* .
19 19/1 sis [1ls Isla | | ANTAGONiZMA
(MEM- CAZ)
# .
1 20 95/05 |S|8 |I |4 |S]|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
21 |95/05 |s|8 |14 |s|2 |s |ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)
22 95/05 |S|16 |R|4 |S|2 s | ANTAGONIZMA
(MEM-CAZ)




Tablo 4.10 (Devami) Burkholderia tiirlerinin antibiyotik duyarlilik ve sinerji testi
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sonugclari
- TMP-SXT | MEM |CAZ | LEV , ,
:';Sta f}zo"lat MIK MIK | MIK | MiK SINERJI
Yorum Yorum | Yorum | Yorum
127 [ 23 76/4 64 |R|[128|R |8 R | ETKILESIM YOK
# N
137 |24 191 |S |4 |S|4 |s|32 |R |ANTAGONIZMA
(TMP-SXT-CAZ)
25 191 |S |32 |R|128|R|32 |R |ANTAGONIZMA
(TMP-SXT-CAZ)
14 26 608/32|R (8 |1 |8 |[S|05 |S |ETKILESIM YOK
15 27 19/1 |S |8 |I [64 |R|05 |S |ETKILESIM YOK
16 28 608/32 |R |16 |R | 128 |[R |32 |R | ETKILESIM YOK
17 1o 608/32|R |8 |1 |8 |sS |05 |s |SINERJI(TMP-SXT-
MEM)
18 30 19/1 |[S |1 |[S |32 |R|025|S |ETKILESIM YOK
19 31 608/32 | R |4 |S |4 |[S|16 |R |ETKILESIM YOK
20 INERJI -SXT-
32 608/32|R (8 [I |4 |S|8 R | [(TMP-SXT
MEM)
21 -
33 191 |S |2 |s |8 |s|025|s |ANTAGONIZMA
(TMP-SXT-CAZ)
22 34 19/1 |[S [32|R[16 |1 [012]S |ETKILESIM YOK
23 35 608/32 |R |16 |[R [128 |R[32 |R | ETKILESIM YOK
24 36 608/32 |R |16 |[R [128 |R |32 |R | ETKILESIM YOK
25 37 608/32 |R |16 |[R [128 |R |16 |R | ETKILESIM YOK
26 38 608/32 |R [32 |[R [128 |R[32 |R | ETKILESIM YOK

# Kistik fibrozisli hasta; MIK:Minimal Inhibitér Konsantrasyon; TMP-SXT: Trimetoprim-
stilfametoksazol; CAZ:Seftazidim; MEM:Meropenem; LEV: Levofloksasin; S: Duyarli, I: Orta

Duyarly, R: Direngli

Calismada degerlendirilen tiim klinik izolatlarin antibiyotik direncleri

biyofilm olusumu ile iligkisi degerlendirildiginde; meropenem direngli 25 izolatin

12’sinin, TMP-SXT direncli 19 izolattan 9’unun biyofilm olusturdugu saptanmistir

(Tablo 4.11). Izolatlarin biyofilm olusturma &6zelligi ile antibiyotik direnci iliskisine

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




Tablo 4.11 Direngli Burkholderia tiirlerinin biyofilm olusumu

o Biyofilm olusumu

Antibiyotik _ :
) ] Pozitif Negatif Toplam
direnci

n % n % n %
Meropenem 12 31 13 34 25 65
TMP-SXT 9 24 10 26 19 50
Levofloksasin 7 18 8 21 19 50
Seftazidim 5 13 8 21 13 34

TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol
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5. TARTISMA

Mikroorganizmanin tir diizeyinde dogru tamimlanmasi tedavinin dogru
planlanmasinda ilk adimdir. Yapilan tek veya ¢ok merkezli ¢alismalarda, tedaviye
yanitsiz kistik fibrozis hastalarmin Bcc tiirleri ile enfekte oldugu ve ozellikle B.
cenocepacia’min diger tiirlere kiyasla daha yiiksek mortaliteye sahip oldugu
gosterilmistir (110). Bununla birlikte, B. dolosa ve B. multivorans gibi diger tiirlerin
de ciddi enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Baz1 merkezlerde Bcc ile enfekte
hastalarin (6zellikle B. cenocepacia) akciger nakil listesine kabul edilmemesine
yonelik uygulamalar, bu bakterilerin tiir diizeyinde dogru tanimlamanin hasta

acisindan hayati 6nemi oldugunu gostermistir (111).

Geleneksel fenotipik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak tiir diizeyinde
tanimlama yapmak her zaman kesin sonu¢ vermemektedir. Bunun nedeni olarak,
Burkholderia tiirlerinin fenotipik 6zelliklerinin ¢ok benzer olmasi gosterilmektedir.
Bazi klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Burkholderia tiirlerinin tanimlanmasi
otomatize sistemler ile de yapilabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada kistik fibrozis
hastalarinin solunum 6rneklerinden izole edilen organizmalarin tanimlanmasinda bu
sistemler kullanildiginda Bce tiyelerine, B. gladioli, R. pickettii, Alcaligenes spp.,
Pseudomonas spp., S. maltophilia, Flavobacterium spp. ve Chryseobacterium spp.
gibi tanimlamalar yapildigi bildirilmistir (112). Bu nedenle otomatize tanimlama
sistemlerinin hatali sonuglar verebildigi, bu sonuglarin dogrulanmasi gerektigi

vurgulanmaktadir.

Burkholderia cepacia benzeri organizmalarin tanimlanmasinda kullanilacak
sistemlerin, bu grup bakterileri diger gram negatif nonfermenter bakterilerden kesin
ayirt edebilmesi, Bee’yr tiir diizeyinde dogru tanimlayabilmesi ve ayrica hizli, uygun
maliyetli ve kolay olmasi gerekmektedir. Giiniimiizde bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda geleneksel yontemlerle birlikte, MALDI-TOF MS kullanimi
yaygindir. Yapilan calismalarda MALDI-TOF MS ile tir diizeyinde yapilan
tanimlamalarin %77-100 oraninda dogru sonug¢ verdigi bildirilmektedir (113). Bizim
calisgmamizda tiir diizeyinde dogru tamimlama %66 olarak saptanmis olup,

degerlendirilen tiirlerden B. cenocepacia , B. dolosa, B. multivorans ve B. seminalis
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icin MALDI-TOF MS sonuglart MLSA ile %94-100 uyumlu olmasina ragmen, B.
contaminans izolatlarimin tamami1 (n=11/38, %29) tir diizeyinde hatali
tanimlanmistir. Bu izolatlarin tanimlama skoru >2 olmasina ragmen tiir diizeyinde
dogru tanimlanamamis olmasiin nedeni, ¢aligmanin yapildigi tarihte kullanilan
yazilimin veritabani kiitiiphanesinde B. contaminans’in bulunmamasi, elde edilen
spektrumun analizi ile uyumlu en yakin tiirlin sonug¢ olarak degerlendirilmesi ile

aciklanabilir.

Yapilan ¢alismalarda, MALDI-TOF MS ile Bcc'nin %100'niin cins
diizeyinde, %77'sinin tiir diizeyinde dogru tamimlanabildigi bildirilmistir. Tir
diizeyinde tanimlama duyarliliginin diisiik olmasinin nedeni taksonomik siniflamaya
yeni dahil olan Bcc tiirlerinin tamaminin ve Burkholderia cepacia izolatlarinin
%33'"iiniin yanls tamimlanmasi olarak bildirilmektedir (113). Ingiltere’de 2017
yilinda 1047 izolat ile yapilan bir ¢alismada B. multivorans, B. cenocepacia ve B.
vietnamiensis izolatlarinin MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde tanimlama yiizdesi
sirastyla %89, %88 ve %86 bulunmus olup, bu ¢alismada en diisiik diizeyde dogru
tanimlanan tiir %72 ile B. cepacia olmustur. Bu ¢alismada dikkat ¢ekici bir veri ise
heniiz veritabaninda olmayan iki B. territorii izolatinin 2.3 ve isti skorla B.
cenocepacia olarak tanimlanmasi olmustur (114). Benzer durum bizim ¢alismamizda
da B. contaminans igin goriilmiis olup MALDI-TOF MS ile 2 ve iizeri tanimlama
skoruna sahip olan yedi izolat B. cepacia, iki izolat ise B. cenocepacia olarak hatali
tanimlanmgtir. Burkholderia tiirlerini MALDI-TOF MS ile tanimlarken yiiksek
tanimlama skorlarina ragmen bunlarin veritabaninda heniiz bulunmayan izolatlar
olabilecegi akilda tutulmasi, ozellikle akciger nakli ihtimali olan hastalarda bazi
Burkholderia tiirlerinin tiremesi durumunda hastanin nakil listesine kabul edilmeme
ihtimali diigtiniilerek izolatin molekiiler bir yontemle dogrulanmasi gerekmektedir.
Ayrica ayn1 hastaya ait 6rnekte veya farkli zamanlarda calisilmis 6rneklerde, farkl
Burkholderia tiirlerinin tanimlanmasi da hatali tanimlama olabilecegini akla
getirmelidir. Burkholderia tiirlerinin rutin uygulamalarda iki veya daha fazla

caligilmasinin dogru tanimlama agisindan faydali olabilecegi diistintilmektedir.

Son yapilan ¢alismalarda Burkholderia tiirlerinin geleneksel yontemler ve
MALDI-TOF MS ile hatali tanimlamalar olmasi1 nedeni ile, dogru tanimlama i¢in

molekiiler yontemler onerilmektedir (115). Molekiiler yontemlerin ¢ogunun yiiksek
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maliyet ve deneyimli personel gereksiniminden dolayr rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin kullanimlar1 miimkiin olamamustir. Literatiirde fenotipik ve
molekiiler yontemlerin karsilastirildigr c¢alismalarda, farkli molekiiler yontemler
(Ttm hiicre protein elektroforezi, 16S rRNA dizileme, recA geni dizileme, MLSA,
tim genom dizi analizi) altin standart olarak kullanilmis olsa da, literatiirde bu

yontemlere ait ¢esitli avantaj ve dezavantajlar bildirilmistir (116).

Calismamizda kullanilan MLSA  yonteminde analiz edilen yedi
‘housekeeping’ geninin dizilenmesi, Burkholderia tiirleri i¢in giivenilir tanimlama
saglamaktadir. Bu yontem yakin iligkili tiirler arasinda ve tiirlerin kendi icindeki
iliskileri ortaya ¢ikarmak igin stiin bir ¢oziinlirlige sahiptir (117). Baldwin ve ark.
(118) Bcc Dbakterilerinin MLST ve MLSA ig¢in kullanilabilen yedi lokusun
amplifikasyonu ve sekans analizi i¢in bir sema gelistirilmistir. Bu sema ile Bec tiirleri
birbirinden net olarak ayrilmis ve ¢ok sayida dizi tipi belirlenmistir. Spilker ve ark.
(119) bu lokuslari, Bee ve diger Burkholderia tiirlerinde daha giivenilir bir sekilde
cogaltmak icin, Bcc MLSA semasindaki lokuslari hedefleyen PCR primerlerini
yeniden tasarlamistir. Yeni tasarlanan semada amplifikasyon ve DNA dizilemesi i¢in
lokus bagina tek bir primer setinin kullanilmas1 miimkiin olmustur. Vanlaere ve ark.
(120) Becc tiirleri arasindaki Dbirlesik allel sekanslarinin ortalama niikleotid
uyusmazhigini karsilastirmis ve Bcec tiirlerini ayirt etmek icin  %3'lik bir
uyusmazligin esik deger olarak kullanilabilecegini gostermistir. Tiirler arasindaki
cesitlilik B. vietnamiensis suslar1 arasinda %0,4 iken, B. anthina suslarinda ise %2,9
olarak tespit edilmistir. Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinin diger Burkholderia
tirlerine ait tiirler arasi niikleotit uyusmazlik degerleri en az %7,5 olarak
bildirilmistir.

Multilokus sekans analizinin en biiyiik dezavantajlar1 emek yogun ve yiiksek
maliyetli olmasidir. Buna ragmen son yayinlarda bu yontemin 6nerilmesinin nedeni
olarak, diger yontemlerle asilamayan sorunlarin MLSA ile biiylik 6l¢iide ortadan
kalkmis olmasi olarak gosterilmektedir (121). Ornegin, Bee’yi tanimlamak icin 16S
rRNA gen bazli PCR analizi yaygin kullanilan genotipik yontemlerden biri olmustur.
16S ve 23S rRNA gen dizilerine dayanilarak B. multivorans, B. viethamiensis ve B.
dolosa i¢in spesifik PCR testleri gelistirilmistir, ancak diger Bcc bakterilerinin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda faydali bulunmamistir (122). Segonds ve ark. (123) ilk
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bes Bcc tiirii icin etkili bir tanimlama araci olarak Alul, KFol, Ddel ve Mspl ile
restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizm analizini takiben, 16S rRNA gen temelli
PCR'yi 6nermislerdir. Tek bir PCR ile elde edilen amplikonun ilk ii¢ restriksiyon
enzimiyle kesilmesi basit ve B. multivorans, B. stabilis ve B. vietnamiensis'i
tamimlamak i¢in yeterli olsa da, Fiore ve ark. (124) B. cepacia ve B. cenocepacia ’y1
bu yontemle birbirinden ayirmanin miimkiin olmadigr bildirmislerdir. Bununla
birlikte, daha kapsamli bir sus arastirmasi incelendiginde, Vermis ve ark. (125)
incelenen 10 Bcc tiirii i¢inde, sadece B. dolosa'nin kesin olarak tanimlanabilecegini
ve B. cepacia, B. cenocepacia, B. ambifaria, B. anthina ve B. pyrrocinia suslarinin
genellikle ayirt edilemedigini gostermistir. Ayrica B. vietnamiensis ve B. ubonensis

de ayn1 16S rRNA gen restriksiyon profillerini paylasmaktadir.

Mahenthiralingam ve ark. (126) tarafindan Bcc’de recA geninin taksonomik
coOziiniirligli gosterildikten sonra, tlir tanimlamasi i¢in yapilan arastirmalarda siklikla
kullanilan yontem recA geni dizilemesi olmustur. Cesitli ¢alismalarda, bu bakterilerin
recA genlerinin farkli Bec tiirleri arasinda %94-95, ayni tiirde ise %98-99 benzerlik
gosterdikleri  bildirilmistir (127). Bununla birlikte, genotipik olarak benzer
Burkholderia suslari ile enfekte KF hastalarinda farkli klinik sonuglar ortaya
¢ikabilmektedir. Bunun en garpici 6rnegi; B. cenocepacia 'nin farkli recA allelleri ile
dort alt popiilasyonu (B. cenocepacia IIIA, IIIB, IIIC ve IIID) igeriyor olmasina
ragmen, hemen hemen tiim klinik izolatlarm IIIA ve IIIB alt gruplarinda
bulunmasidir (82). Ayrica, B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B.
vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria ve B. anthina tanisi i¢in recA geni tiirevi olan
tirlere Ozgii primer ciftleri gelistirilmistir; ancak son c¢alismalar bu primerlerin

bazilarinin ¢ok duyarli veya 6zgiil olmadigini gostermistir (116).

Modern tanimlama standartlar1 olarak ortaya ¢ikan ve MLSA alternatifi
olarak gosterilen tiim genom analizleri, klinik izolatlarin genotipleme verilerini
yiiksek dogrulukta saglayabilmenin yanisira, yatay gen transferi ile hizla evrimlesen
suslarin tanimlanmasina da olanak saglar (82). Son yillarda yapilan bir ¢alismada,
Burkholderia cinsindeki farkli patojenik tiirler arasinda genomik adalarin transfer
edilebilecegi gosterilmistir. Bu c¢alismada, Bcce klinik izolatlarinin genom tabanl
analizi kullanilarak, Burkholderia pseudomallei EY 1 susunda bulunana ¢ok benzeyen

yeni bir genomik ada (BcenGI15) ile karakterize olan ve daha once bilinmeyen B.
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cenocepacia klonu tanimlanmistir (128). Baska bir c¢alismada, Burkholderia
tiirlerinin adaptasyonu in vitro stres kosullarinda gosterilmis olup, suboptimal lireme
kosullarina (antibiyotik baskisi, biyofilm) yanit olarak ortaya c¢ikabilecek
mutasyonlarin klonal soylarda birikebildigi vurgulanmaktadir. Buna 6rnek olarak,
Sirbistan’daki KF popiilasyonunda yaygin olan bir epidemik B. cenocepacia
klonunun (ST856), akcigere adaptasyonunun bir sonucu olarak viriilans ve genotipte
varyasyonlara maruz kaldigi gosterilmistir (129). Kronik enfeksiyonlar sirasinda
patojenlerin adaptasyonu, uygun terapotik stratejinin segilmesinde biiyiikk 6neme
sahiptir, ancak Bcc i¢in altta yatan molekiiler mekanizmalar hala anlagilamamaistir.
Genomik bir yaklasim, kronik akciger enfeksiyonlar1 sirasinda Bcec tiirlerinin
adaptasyonu konusunda daha fazla bilgi saglayabilmelidir, ancak mevcut tiim genom
analizleri Bec suslarinin stres altindaki gesitliligini degerlendirmek ve klinik sonucu

tahmin etmek igin heniiz yeterli degildir (130).

Calismamizda geleneksel yontemlerle ¢alisiimis ve stoklanmis Burkholderia
tirleri MLSA ile degerlendirilmis olup, en sik goriilen tiirler sirasiyla B.
cenocepacia (%42) ve B. contaminans (%29) olarak saptanmustir. Literatiirde en sik
izole edilen Burkolderia tirleri ile ilgili c¢aligmalar bolgesel farkliliklar
gostermektedir. 1990'larin sonlarindan itibaren, Bcc genomovar III olarak bilinen B.
cenocepacia’nin, KF hastalarinda en sik goriilen Bee patojeni oldugunu gosterilmistir
(131). Avustralya ve Avrupa’nin birgok iilkesinde en yaygin olarak B. cenocepacia
saptanirken, ABD, Kanada, Birlesik Krallik ve Fransa'da su anda en yaygin tiiriin B.
multivorans oldugu bildirilmistir (132-135). Ayrica Bcc iiyesi olmayan Burkholderia
gladioli, giderek daha fazla goériilmeye baslamis olup; ABD’deki yaygin iiglincii
Burkholderia tiirii haline gelmistir. Bu tiir Avrupa’daki KF hastalarinda yaygin
degildir (136).

Agodi ve ark. (137) tarafindan Italya’daki KF merkezlerinden toplanan
izolatlarla yapilan recA temelli bir ¢alismada, en sik B. cenocepacia (%69) izole
edilmistir. Diger ¢calismalarda ise Portekiz’de %385 ile B. cepacia, Danimarka’da %92
ile B. multivorans, Slovakya’da ise %54 ile B. stabilis en sik izole edilen tiirler
olmustur (138-140). Ingiltere’de CFASS (Cystic Fibrosis Antibiotic Susceptibility
Service) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise kistik fibrozis hastalarinda en sik B.

multivorans (%58), ikinci siklikta B. cenocepacia (%36) bildirilmistir (141).



58

Ulkemizde Burkholderia tiirlerinin molekiiler ydntemle tanimlandig tek ¢alisma
2006 yilinda Yurdakul ve ark. (142) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada
degerlendirilen KF’li hasta popiilasyonuna ait 85 balgam orneginin 2’si (%2,6)
manuel ve otomatize fenotipik testlerle Bcc saptanmig olup, bu izolatlarin bir tanesi
recA PCR ve restriksiyon enzim analizi ile dogrulanmistir. Calismamiz lilkemizde
Burkholderia’larin tanimlanmasi, MLSA tiplerinin belirlenmesi, biyofilm olusumu
ve sinerji testleri yoniinden yapilan ilk ¢alisma olmustur. Literatiirde Burkholderia
tirlerinin tanimlanmasinda {ilkeler arasinda farkli sonuglar elde edilmesi ulusal
tedavi planlarin olusturulmasinda bolgesel 6zelliklerin bilinmesinin 6nemini ortaya

koymaktadir.

Klinik izolatlarin sekans tiplerinin belirlenerek epidemiyolojik veri saglamasi
MLST yonteminin énemli bir avantajidir. Calismamizda degerlendirilen 38 izolatin
en az on farkli sekans tipinde dagilim gosterdigi belirlenmistir. Mevcut
veritabanindaki sekans tipleri ile eslesmeyen iki izolatin, yeni sekans tipi olmasi
muhtemeldir. Hastalarin higbirinde iyi bilinen epidemik suglar (ST-28, ST-32 ve ST-
16) saptanmamustir. Bu ¢alismadaki en genis sekans tipi gesitliligi B. cenocepacia
izolatlarinda goriilmiis olup, dort farkli sekans tipi (ST-602, ST-740, ST-839 ve ST-
1392) icermektedir. Bu izolatlar bilinen bir klonal komplekse ait degildir.
Degerlendirdigimiz tiim izolatlarin sekans tipleri arasinda ikinci siklikta gortilen ST-
839, Gautam ve ark. (143) tarafindan 2017 yilinda Hindistan'da yapilan bir ¢alismada
ilk defa tanimlanmis ve bu g¢aligmada en sik saptanan {igiincii sekans tipi olarak
bildirilmistir. Bu izolatin farkli cografi bolgelerde yiiksek siklikta tespit edilmesi
epidemiyolojik ac¢idan 6nemli bir bulgudur. Degerlendirdigimiz izolatlar arasinda en
sik tespit edilen sekans tipi B. contaminans ST-102 olup, mevcut literatiirde bu
sekans tipine ait Rusya'dan bildirilmis izolatlar bulunmaktadir (144). Bizim
yaptigimiz ¢alisma iilkemizdeki Burkholderia tiirleri ile ilgili elde edilen ilk sekans
tipinin yapildig1 ¢alismadir. Ayrica, B. cenocepacia ST-602 ve B. contaminans ST-
102°nin KF ve KF olmayan hastalarda saptanmis olmasi, gelecekte yapilacak bu
bakterilerin viriilans faktorleri ile iligkili aragtirmalar ve epidemiyolojik ¢alismalara

151k tutacaktir.

Bazi Bcece suglar yliksek mortalite ve morbiditeye neden olmalar1 nedeni ile

popiiler hale gelmistir. Bunlar arasinda Birlesik Krallik ve Kanada’da bulunan KF
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merkezlerindeki ciddi enfeksiyonlardan ve 6liimlerden sorumlu kitalararasi yayilim
gosteren ET12 klonu (Edinburgh-Toronto) muhtemelen en iyi bilinen klon olmustur.
Yiiksek oranda bulasict bu klonun en 6nemli temsilcisi B. cenocepacia J2315 susu
olup, literatiirde ilk genom sekansi yapilan ve en fazla galisilan tiirdiir (145). Diger
iinli PHDC klonu ise KF merkezleri arasinda yayilim gosteren suslara diger bir
ornek olarak verilebilir. Bu klon, ABD’deki bir KF merkezinde %20 civarinda
prevalansa sahipken, bagka bir KF merkezinde de izole edilmis ve bu merkezde
prevalansinin hizla arttigt goézlenmistir. Bu yayilimin ilk merkezde takip edilen
enfekte hastalardan birinin, diger merkeze nakledilmesi sonrasinda oldugu
gosterilmistir (146). Coenye ve ark. (147) tarafindan daha sonra yapilan bir
calismada, PHDC klonunun Fransa, Italya ve Birlesik Krallik’taki hastalarda da
bulundugu gosterilmis olup, transatlantik yayilim gosterdigi saptanan ikinci Bee
klonu olmustur. ilging olarak, kitalararasi yayilim gdsteren bu tiirler B. cenocepacia
olmakla birlikte, Kanada ve Avrupa'da KF hastalarina yayilan ET-12 klonu (ST28)
ve Cek klonu (ST32) IIIA altgrubuna aittir. ABD'de baskin olan B. cenocepacia
suslari, Midwest klonu ve PHDC klonu altgrup IIIB’nin bir pargasidir. Diger yandan
B. cenocepacia IIIC grubu yalniz ¢evreden ve IIID suslari ise sadece Isveg, Arjantin
ve Italya'da KF hastalarindan izole edilmistir (132). llging olarak calismamizda
epidemik goriilen bu evrensel klonlara ait tiirler saptanmamistir. Bu tiirlerin
iilkemizde bulunup bulunmadigini degerledirmek amaciyla ulusal dlgekte biiyiik bir

epidemiyolojik ¢aligmanin yapilmasi gerekmektedir.

Bizim ¢alismamizin MLSA sonuglarina gore ikinci en sik goriilen tiir olan B.
contaminans (%29) ilk olarak 2009 yilinda tanimlanmis olup, bu tarihten sonra
yapilan calismalarda daha sik bildirilmeye baslamigtir. Bu bakterinin rutinde
kullanilan otomatize sistemlerin ¢ogunun veritabaninda heniiz bulunmuyor olmasi
nedeniyle, tanimlama sirasinda benzer Ozelliklere sahip olan diger tiirlerin
tanimlandigr  distiniilmektedir (148). Arjantin’de yapilan bir ¢alismada B.
contaminans olgularin %57 sinde saptanmis ve en sik goriilen tiir olarak bildirilmistir
(149). Medina-Pacual ve ark. (150) tarafindan Ispanya’da yapilan bir ¢alismada
2008-2012 wyillar1 arasinda KF hastalarindaki Bcc enfeksiyonlariin siirveyansi
arastirtlmis ve bu arastirmada B. contaminans insidansit %36 olarak saptanmis ve

daha once dominant tiirler olan B. cenocepacia ve B. multivorans’in yerini aldig
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bildirilmistir. Ilging olarak, Portekiz KF popiilasyonunda KF hastalarin1 enfekte eden
iki B. contaminans klonu, Portekiz’deki resmi otoritelerin yaptigi rutin siirveyans
sirasinda iki steril olmayan nazal salin (%0.9 NaCl) soliisyonunda saptanan B.
contaminans izolatindan ayirtedilemez olarak saptanmistir (138). Isvicre’de yapilan
ve 1998-2013 yillar1 arasinda KF hastalarinda izole edilen Bcc tiirlerinin sikligiin
incelendigi bir ¢alismada ise en sik izole edilen tiir B. cenocepacia olmakla birlikte,
B. multivorans ve B. contaminans sikliginin arastirma periyodunun son yillarinda
artti@1i bildirilmistir (151). Kanada’da yapilan kistik fibrosis hastalarindaki Bcc
enfeksiyonlarinin 30 yil siireyle takip edildigi bir ¢alismada, enfeksiyon kontrol
politikalarinin Bcc epidemiyolojisine belirgin etkisi oldugu kanitlanmistir. 1995
yilinda gilincel enfeksiyon kontrol yontemlerinin uygulanmaya baslamasiyla
dominant tiir olan B. cenocepacia 'nin yerini B. multivorans’in aldig: bildirilmistir.
Bu calisma ve benzerlerinin vurguladigir gibi KF hastalarindan izole edilen Bcec
tirleri ilizerine enfeksiyon kontrol Onlemlerinin oldukca etkili olup, Onceki
donemlerde epidemik B. cenocepacia tiirleri baskin iken, son yillarda klonal olmayan

B. multivorans ve B. contaminans 6n plana ¢ikmustir (34).

Bakterilerin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi ve bolgelere gore baskin
tirlerin bilinmesi tedavinin dogru planlanmasinda iki Onemli asamadir. Diger
anlasilmas1 gereken konulardan biri ise bakterilerin patogenezidir. Burkholderia
tirlerinin  bakterilerin  konak savunma sisteminden kagarak enfeksiyon
baglatabilmesinde ve uygun tedaviye ragmen enfeksiyonun kroniklesmesinde
bakterinin biyofilm olusturabilme yetenegi Onemli rol oynamaktadir. (152).
Burkholderia tiirlerinde biyofilm gelisiminin fiziksel mekanizmalar1 ve biyofilm
olusumu ile ilgili yapilan caligmalara ragmen, hala klinik izolatlarin biyofilm
olusturma yetenekleri ve bunlarin tiirler arasinda nasil degistigi hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Schwab ve ark. (153) tarafindan yapilan bir ¢alismada biyofilm
olusturan ve olusturmayan Bcc tiirleri kullanilarak insan solunum yolu epiteli hiicre
kiiltiirtinde biyofilm olusumu ve invazyon iliskisi gosterilmeye calisilmig ve tim
bakterilerin epiteli invaze ettigi ancak farkli yolaklar kullandig1 gosterilmistir. Bu
caligmada biyofilm olusturan izolatlarin dogrudan epitel invazyonu yaparak ve epitel

hiicre yikimina yol ac¢tifi ancak biyofilm olusturmayan bakterilerin epitel

hiicrelerinin arasinda lokalize oldugu elektron mikroskopi goriintiileri ile tespit
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edilmistir. Caraher ve ark. (154) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise B.
dolosa, B. cenocepacia ve B. multivorans izolatlarinin ¢alismada kullanilan diger Bec
tirlerine gore daha fazla biyofilm yaptig1 ve solunum yolu epiteline daha yiiksek

miktarda invazyon yaptig1 gosterilmistir.

Calismamizda KF ve KF olmayan hastalardan elde edilen Bcc izolatlarinin
biyofilm {iiretme yetenekleri mikroplak yontemi kullanilarak aragtirilmistir. Bu
yontem biyofilm g¢alismalarinda yaygin kullanilan maliyet etkin ve giivenilir bir
yontemdir. (155). Mishra ve ark. (156) tarafindan yapilan bir ¢alismada mikroplak
yontemi degerlendirilen Burkholderia tiirleri igin uygun bir yontem olarak tespit
edilmistir. Burkholderia tiirlerinin biyofilm olusumunun tiirler arasindaki farkinin
klinik sonuglara etkisi, enfeksiyonun kaliciligi veya yayilimu ile ilgili bilgilerimizin
artmas1 ve antibiyotik duyarliligina etkisinin anlasilarak yeni tedavi rejimlerinin
olusturulmasi olduk¢a dnemlidir. Yaptigimiz ¢alismada Bcc tiirler arasinda in vitro
biyofilm olusumu benzer saptanmistir. Ancak ¢alismamizda degerlendirilen izolat

sayisinin az olmasi, ¢alismamizin en 6nemli kisitliligr olarak diistiniilmektedir.

Biyofilm olusturan bakterilerle gelisen enfeksiyonlarda biyofilm i¢indeki
bakteriyi oldiirebilecek bir antibiyotik tedavisinin planlanmasi  bakterinin
eradikasyonu icin ¢ok Onemlidir. Bakterilerin biyofilm olusturma ozelligi ve
antibiyotik duyarliliginin iliskisi cesitli bakteri tiirleri icin ¢ok sayida ¢aligmada
incelenmis olup, son yillarda yapilan ¢alismalarda biyofilm olusturan bakterilerin
antibiyotiklere in-vitro kosullarda daha duyarli oldugu, ancak biyofilm igine gomiilii
bakterilerin biyofilmin bariyer etkisi sayesinde antibiyotiklere maruz kalmadig: i¢in
persistan olmaya yatkin oldugu vurgulanmistir (157). Burkholderia tiirleri ile yapilan
benzer ¢aligmalarda birbiriyle ¢eligkili sonuglar bulunmaktadir. Peeters ve ark. (158)
tarafindan yapilan bir g¢alismada planktonik ve biyofilm olusturan izolatlarin
antibiyotik duyarliliklar1 arasinda anlamli fark olmadigi gosterilirken, Dales ve ark.
(159) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise biyofilm olusturan tiirlerin daha direngli
oldugu bildirilmis ve yiiksek doz tobramisin ve meropeneme ilave olarak piperasilin-
tazobaktam, trimetroprim-sulfometoksazol, amikasin veya seftazidimden birini

iceren ticlii tedavi kombinasyonlarmin kullanilmasi 6nerilmistir.
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Bizim calismamizda, in vitro kosullarda biyofilm olusturan ve olusturmayan
izolatlara kars1 tedavide yaygin kullanilan antibiyotiklerin minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.
Ancak calismamizda biyofilm ic¢inde kalici olarak canliligini siirdiiren ve daha sonra
uygun kosullarda iireyerek dirence neden olan  bakterilerin  varlhig
degerlendirilmemistir. Biyofilm ile ilgili enfeksiyonlarda kalic1 hiicrelerin kilit role
sahip oldugu diisliniilmektedir. Bu hiicrelerin vahsi tiire ait fenotipik varyantlar
oldugu kabul edilmektedir. Biyofilme yiiksek dozda antibiyotik uygulanmasiyla
bakterilerin ¢ogu Olmekte, kiiltlirde iiremeyen ancak Olmeyen bazi bakteriler
kalabilmektedir. Antibiyotigin ortamdan uzaklastirilmasiyla hayatta kalan bu kalici
bakteriler iremeye baslayip yeni bir enfeksiyona neden olmaktadir. VanAcker ve
ark. (57) planktonik hiicrelere etkili dozda tobramisin uygulanmasi ile, B.
cenocepacia biyofilmlerinin i¢inde fazla miktarda persistan bakteri kaldigini

gostermislerdir.

Burkholderia  tiirlerinin ~ tedavisinde  kullanilacak  antibiyotiklerin
duyarliliklarinin testinde CLSI seftazidim, meropenem, trimetoprim-siilfametoksazol,
minosiklin, tikarsilin-klavulanat ve levofloksasinin raporlanmasi igin standartlari
belirlemis, ancak tikarsilin-klavulanat ve levofloksasin i¢in disk difiizyonu yontemi
uygulanmamasini  6nermistir (91). Calismamizda tiim izolatlarin seftazidim,
meropenem, TMP-SXT ve levofloksasin antibiyotiklerine duyarliliklar1 CLSI
standartlarina gére s1vi mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirildiginde sirasiyla %66,
%34, %50 ve %60 olarak saptanmuis, tiirler arasinda antibiyotik direnci agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Ayrica kistik fibrozisli hastalardan
elde edilen izolatlarin KF olmayan hastalardan izole edilenlere gore seftazidime daha
duyarli (KF %80, KF olmayan %38) oldugu saptanmis, test edilen diger
antibiyotiklerin 1ki hasta grubunda benzer duyarlilik profiline sahip oldugu

gorilmiistiir.

Burkholderia cepacia kompleks nedenli enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde
en yaygmn olarak trimetoprim-siilfametoksazol, seftazidim ve meropenem
kullanilmaktadir. Lupo ve ark. (151) tarafindan yapilan ¢alismada B. cenocepacia
izolatlarinin seftazidim duyarliliginin %93, tim test edilen Burkholderia izolatlarinin

seftazidim duyarliliginin %86 oldugu bulunmustur. Farkli iki ¢aligmada ise, test
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edilen 66 ve 146 klinik Bcc izolatinda seftazidime kars1 duyarlilik sirastyla %65 ve
%64 olarak bulunmustur ve bu sonuglar bizim calismamizda saptanan seftazidim
duyarlilik degeriyle (%66) benzerlik gostermektedir (101, 160). Abbott ve ark. (161)
yaptiklari ¢alismada ise test edilen 258 Bcc izolati i¢in trimetoprim-siilfametoksazole
duyarhilik (%52) bizim g¢alismamiza benzer sekilde saptanmistir, bu calismada
doksisiklin ve minosiklin ampirik tedavi i¢in oral alternatifler olarak gosterilmis olup
in vitro duyarliliklar1 sirasiyla %46 ve %45 bulunmustur. Calismamizin yapildigi
donemde ve giinlimiizde iilkemizde minosiklin bulunmadigi i¢in ve doksisiklin CLSI
tarafindan Bcc tedavisinde Onerilen bir antibiyotik olmadigi i¢in ¢aligmamizdaki
izolatlarin tetrasiklinlere duyarliligi degerlendirilmemistir. Literatiirdeki bazi
arastirmalarda Burkholderia tiirlerinde meropenem duyarliligi yiiksek bulunmus
olmasina ragmen, bizim c¢alismamizda en az duyarliik meropenemde (%34)
gozlenmistir (162). Dentini ve ark. (163) tarafindan yapilan bir ¢alismada izolatlarin
meropenem ve seftazidime duyarliligit sirasiyla %92 ve %83 saptanmis,
degerlendirilen izolatlarin ¢calismamizdakilere gére daha duyarli oldugu goériilmiistiir.
Ayrica bu calismadaki izolatlarin trimetoprim-siilfametoksazole %46 duyarlilik
gosterdigi saptanmustir. Duan ark. (164) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, B.
cepacia'min meropenem, trimetoprim-siilfametoksazol, minosiklin ve seftazidim

duyarliliklari sirastyla %65, %76, %68 ve %74 olarak tespit edilmistir.

Ulkemizde yapilan Burkholderia tiirlerinin antibiyotik duyarliliklariyla ilgili
az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Dizbay ve ark. (165) tarafindan hastane
enfeksiyonlarmin bes yillik siirveyansini inceleyen bir caligmada B. cepacia
izolatlarinin disk diflizyon yontemi ile degerlendirilen seftazidim, meropenem ve
TMP-SXT duyarliliklar sirasiyla %38, %51 ve %44 saptanmistir. Sener ve ark. (32)
tarafindan KF hastalarindan elde edilen bes B. cepacia izolatinin disk difiizyon
yontemi ile seftazidim duyarliligi %20, TMP-SXT duyarliligr %80 tespit edilmistir.
Ocak ve ark. (33) KF hastalarinda saptanan iki B. cepacia izolatimin disk difiizyon

yontemi ile seftazidim, meropenem ve TMP-SXT duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Burkholderia cepacia kompleks enfeksiyonlar1 igin antibiyotik tedavisinin
klinik yanitlarin1 degerlendiren caligma sayisi olduk¢a smirli oldugu i¢in hastalarin
tedavisinde in vitro antibiyotik duyarlilik verileri 6n planda kullanilmaktadir.

Ornegin, pulmoner semptomlarin alevlenmesini yasayan kistik fibrozlu hastalarda
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Bcc i¢in randomize kontrollii ¢alisma bulunmamaktadir. Benzer sekilde, 2016 yilinda
Regan ve Bhatt (166) tarafindan yapilan Cochrane sistematik derlemesinde, Kistik
fibrozisli kisilerde Bcc icin eradikasyon tedavisi arastirilmis ve bu alanda herhangi
bir giivenilir caligma bulunamamis ve tedavinin in vitro antibiyotik duyarlilik verileri
ve onceki klinik yanitlar géz 6niinde bulundurarak olgu bazinda degerlendirilmesi
onerilmistir. Bu nedenle, Bcc ile enfekte olan hastalarda farkli antibiyotik
rejimlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in kapsamli klinik caligmalar yapilana
kadar, tedavi alternatiflerinin belirlenmesinde tiire 6zgii ve bolgesel in vitro
antibiyotik duyarlilik sonuglarinin bilinmesi ve bu dogrultuda antibiyotik segilmesi
onemlidir. Bununla birlikte, bu bakterilerin in vitro duyarlik testleri yapilsa da, tiim
antibiyotik smiflarina in vivo direng gelistirme yetenegine sahip olabilecegi her
zaman akilda tutulmalidir. Buna 6rnek olarak, 2018 yilina ait bir olgu bildiriminde
iki haftalikken yapilan diyafram hernisi operasyonu sonrasi B. cenocepacia sepsisi
gelisen kistik fibrozisli bir bebekte seftazidim ve trimetoprim-siilfametoksazol
tedavisine, in vitro olarak duyarli olmasina ragmen yanit alinamadigi, hastanin yeni
gelistirilen B-laktamaz inhibitorii avibaktamin tedaviye eklenmesi sonrasi diizeldigi

bildirilmistir (167).

Burkholderia tiirlerinde yiiksek oranda igsel ve kazanilmis direng goriilmesi
nedeniyle neden oldugu enfeksiyonlarin antibiyotik kombinasyonlariyla tedavisi
onerilmektedir. Burkholderia tiirlerinin tedavisinde birinci basamak segilen ilag
TMP-SXT, genellikle bir B-laktam antibiyotik ile kombine edilmektedir. Tedavide
kullanilan antibiyotik kombinasyonlarini degerlendiren literatiirdeki en kapsamli
caligmalardan biri Zhou ve ark. (168) tarafindan yapilmis, bu ¢alismada, meropenem
ve TMP-SXT sinerjisi %4 olarak saptanmistir. Bu bulgu bizim ¢aligmamiz ile benzer
bulunmus olup, klinik izolatlarimizin iki tanesinde (%5) meropenem ve TMP-SXT

arasinda sinerji saptanmistir.

Literatiirde yapilan diger sinerji caligmalarinda, Abbot ve ark. (163)
tarafindan test edilen 1799 antibiyotik kombinasyonundan, tobramisin ile seftazidim
sinerjisinin %35, meropenem ile tobramisin sinerjisinin %32 ve piperacillin-
tazobaktam ile levofloksasin sinerjisinin %22 oldugu goézlenmistir. Diger taraftan
Bonacorsi ve ark. (169) tarafindan yapilan bir baska c¢alismada p-laktam ve

tobramisin kombinasyonu ile -laktam ve siprofloksasin kombinasyonunun 6ldiirme
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aktivitesi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sinerji goriillmemistir.
Bunun yaninda, imipenem ve tobramisin arasinda Bcc'ye Kkarsi in-vitro bir
antagonizma gosterilmistir. Bu ¢alismada, p-laktam-siprofloksasin-tobramisinin ti¢lii
kombinasyonunun, en tutarli sinerjistik etkiye sahip oldugu gosterilmistir ve bunu
meropenem ve siprofloksasin kombinasyonu izlemistir. Calismamizda 15 klinik
izolatta antagonizma saptanmis, bunlarin 12 tanesi meropenem ve seftazidim
arasinda belirlenmistir ve bu antagonizmanin B-laktamazlarin indiiklenmesine bagl

olabilecegi diislintilmiistiir.

Bizim ¢alismamizda kisitliliklarimizin en 6nemlisi ¢alisilan izolat sayisinin az
olmasidir. Bunun en 6nemli nedeni incelemeye aldigimiz kistik fibrozis hastalarinin
takiplerinde yapilan kiiltiirlerde ayni bakterinin izolasyonu ve o hasta i¢in ayni yil
icinde iireyen tek izolatin degerlendirmeye alinmis olmasidir. Calismanin diger
kisithiligr ise, -80°C’de dondurulmus olan bakterilerle ¢alisilmasi nedeniyle dondurup
¢ozme isleminin bakteri fenotipine olasi etkisi ve bakterilerin farkli siireler stokta
bekleme siiresi olarak degerlendirilmistir. Bu olasiliklar ¢alismamizda
degerlendirilmemistir. Caligmanin {i¢iincii kisitlilig1 ise elde edilen izolatlarin alindig1
viicut bdlgelerininin oksijenizasyon oranlart farkli olmasina ragmen, biyofilm

olusturma kosullarinin sadece aerobik ortamda degerlendirilmesi olmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Burkholderia cepacia kompleksi benzer genotipik ve fenotipik Ozelliklere
sahip 22 tlirden olusan bir gruptur. Cevrede yaygin olarak goriilen bu bakteriler kistik
fibrozis hastalarin1 enfekte ettigi takdirde akciger fonksiyonlarinda ciddi bir
azalmaya ve hayat1 tehdit eden sistemik enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir

morbidite ve mortalite faktorii olarak kabul edilmektedir.

Bu calismada Hacettepe  Universitesi ~Hastaneleri ~ Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'nda 2007-2017 yillar1 arasinda kistik fibrozisli hastalar ve kistik
fibrozis olmayan eriskin ve ¢ocuk hastalardan izole edilen Burkholderia tiirlerinin
MALDI-TOF MS ve MLSA kullanilarak tiir diizeyinde dagilimi, biyofilm olusumu,
in vitro antibiyotik ve kombine antibiyotiklere duyarliliklar1 degerlendirilerek

bolgesel diizeyde onemli veriler elde edilmistir.

Calismamizdaki klinik izolatlar Burkholderia tiirlerinin tanimlanmasinda
onerilen molekiiler yontem olan MLSA ile degerlendirilmis, B. cenocepacia (%42)
ve B. contaminans (%29) en sik goriilen tiirler olarak saptanmistir. Bolgeler arasi en
stk goriilen tlrlerin dogru molekiiler yontemlerle saptanmasi, patojenite ve
antimikrobiyal direnci farkli olan bu mikroorganizmalara karsi dogru tedavi
planlarinin yapilmasinda 6nemlidir. Bu ¢alisma iilkemizde Burkholderia tiirlerinin

molekiiler yontemlerle tanimlandig ilk ¢aligma olarak bu amaca hizmet etmektedir.

Burkholderia tiirlerini MALDI-TOF MS ile tanimlarken yiiksek tanimlama
skorlarina ragmen, bunlarin veritabaninda heniiz bulunmayan izolatlar olabilecegi
akilda tutulmalidir. Ayni hastaya ait ornekte veya farkli zamanlarda calisilmig
orneklerde, farkli Burkholderia tiirlerinin  tamimlanmas: hatali  tanimlama
olabilecegini akla getirmelidir. Burkholderia tiirlerinin kesin tanis1 amaciyla

MALDI-TOF MS sonuglar1 molekiiler yontemlerle dogrulanmalidir.

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturabilme o6zellikleri nedeniyle uygun
dozda antibiyotik tedavisine ragmen, bakterilerin eradikasyonu her zaman miimkiin
olmamaktadir. Calismada KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen tiirler arasinda

biyofilm {iretiminde ve biyofilm iiretiminin antibiyotik direncine etkisinde anlamli
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bir fark tespit edilmemis olmasina ragmen, calisilan sus sayisinin sinirli olmasi

nedeni ile daha biiyiik 6l¢ekli bir ¢alisma gerekli oldugu kanisindayiz.

Literatiirde Burkholderia tiirleri ile meydana gelen enfeksiyonlarin
tedavisinde smirli sayida calisma ve rehber bulunmaktadir. Mevcut yayimlarda
tedavinin in vitro antibiyotik duyarlilik verileri ve onceki klinik yanitlar géz 6niinde
bulundurarak olgu bazinda degerlendirilmesi dnerildiginde, tiire 6zgii ve bolgesel in
vitro antibiyotik duyarlilik sonuglarinin bilinmesi ve bu dogrultuda antibiyotik
secilmesi ¢ok oOnemlidir. Calismamizda tiim izolatlarin seftazidim, meropenem,
TMP-SXT ve levofloksasin antibiyotiklerine duyarliliklar1 CLSI standartlarina goére
stv1 mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirildiginde sirasiyla %66, %34, %50 ve %60
olarak saptanmuis, tiirler arasinda antibiyotik direnci ag¢isindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir. Ayrica kistik fibrozisli hastalardan izole edilen tiirlerin,
KF olmayan hastalardan izole edilenlere gore seftazidime daha duyarli oldugu
saptanmig, test edilen diger antibiyotiklerin iki hasta grubunda benzer duyarlilik

profiline sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu calismanin bulgular1 lilkemizde iigiincii basamak bir hastanede izole
edilen Bcce popiilasyonunun tiir diizeyinde tanisi, biyofilm olusturma 6zellikleri ve
antibiyotik duyarliliklar1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Kistik fibrozisli ve KF
olmayan hastalarda Bcc tiirlerinin farkliligini anlamak, etkili epidemiyoloji ve
slirveyans analizi yapmak i¢in bu tirde c¢aligmalarin Tiirkiye'nin tamamini
kapsayacak sekilde, daha fazla hastaneden daha biiyiik bir izolat koleksiyonu ile

genisletilmesi gerekmektedir.
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