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OZET

Burkholderia cepacia Kompleks Bakterilerin Gidalardaki Varligir ve Halk Sagligi
Acisindan Onemi

Bu calisma, insan sagligi agisindan ciddi enfeksiyonlara sebep olan Burkholderia
cepacia kompleks (Bcc) bakterilerinin gidalarda varliginin arastirilmast ve gidalara
bulagma yollarinin incelenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla, Kasim 2021-Nisan
2022 tarihleri arasinda Burdur il merkezi ve ¢evre ilgelerindeki mandiralar, siit toplama
tankerleri, halk pazarlari, dogal su kaynaklar1 ve igme kullanma sularindan toplanan
270 adet gida 6rnegi Burkholderia cepacia’nmin varhigi yoniinden analize alinmustir.
Kiiltiirel izolasyon ve identifikasyonlari sonucunda 34 izolat B. cepacia slipheli olarak
tanimlanmistir. Izolatlarin %11,76 (4/34)’s1 ¢ig inek siitii, %14,71 (5/34)’i ¢ig koyun
stitll, %17,65 (6/34)’ ¢ig kegi siitii, %55,88 (19/34)’1 kaynak sularindan olusmaktadir.
Peynir, yogurt, tereyagi ve igme kullanma sularina ait orneklerden izolat elde
edilmemistir. Calismanin akabinde silipheli olarak belirlenen 34 izolatin rec4 ve 16S
rRNA gen bolgesine ait spesifik primerleri kullanilarak Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile dogrulamasi yapilmistir. PZR sonuglarina gore tiim izolatlar negatif olarak
degerlendirilmistir. Izolatlarda recA ve 16S rRNA genleri saptanmanustir. Calisma
kapsamina dahil edilen B. cepacia susu, biyofilm olusturma kapasitesi ve antibiyotik
direnclilikleri yoniinden test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda, B. cepacia
susunun biyofilm olusturdugu ve degerlendirilen antibiyotiklere kars1 duyarli oldugu
tespit edilmistir. Antibiyotikler arasinda en yiiksek duyarlilik Meropenem’de, en az
duyarlilik Minocycline’de gézlenmistir. Sonug¢ olarak siit, siit {riinleri ve su
orneklerinde Burkholderia cepacia’ya rastlanmamaistir. Ancak tiirlerin dogada yaygin
olarak bulunmalari nedeniyle gidalarla bulasabilecegi ve enfeksiyonlarin olusabilecegi
dustiniilmektedir. Patojen bir tiir olmast halk sagligi acisindan risk tasimaktadir. Bu
sebeple halk sagligi adina alinacak onlemlerin daha etkili olabilmesi i¢in B. cepacia
kompleks tiirlerinin bulas yollarinin incelenmesi, insanlardaki patojenitesi ve yol
actig1 sorunlarin bilinmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Burkholderia cepacia, Kaynak suyu, PZR, Siit, Siit {irtinleri



ABSTRACT

The Presence of Burkholderia cepacia Complex Bacteria in Foods and Its
Importance for Public Health

This study was carried out to investigate the presence of Burkholderia cepacia
complex (Bcc) bacteria, which cause serious infections in terms of human health, in
foods and to examine the ways of contamination to foods. For this purpose, 270 food
samples collected from dairy farms, milk collection tankers, public markets, natural
water sources and potable water in Burdur city center and surrounding counties
between November 2021 and April 2022 were analyzed for the presence of
Burkholderia cepacia. As a result of cultural isolation and identification, 34 isolates
were identified as B. cepacia suspicious. When expressed as a percentage, 11.76%
(4/34) of the isolates are raw cow's milk, 14.71% (5/34) raw sheep's milk, 17.65%
(6/34)' raw goat's milk, 55.88% (19/34) of it consists of spring waters. No isolates were
obtained from the samples of cheese, yoghurt, butter and drinking water. After the
study, 34 isolates determined as suspicious were confirmed by PCR method using
specific primers belonging to the rec4 and 16S rRNA gene region. All isolates were
evaluated as negative according to PCR results. rec4 and 16S rRNA genes were not
detected in isolates . The B. cepacia strain included in the study was tested for its
biofilm forming capacity and antibiotic resistance. As a result of the analysis, it was
determined that the B. cepacia strain formed a biofilm and was sensitive to the
evaluated antibiotics. Among the antibiotics, the highest sensitivity was observed in
Meropenem, the least sensitivity was observed in Minocycline. As a result,
Burkholderia cepacia were not found in milk, dairy products and water samples.
However, it is thought that due to the widespread presence of the species in nature, it
can be transmitted with food and infections may occur. Being a pathogenic species, it
carries a risk for public health. For this reason, in order for the measures to be taken
on behalf of public health to be more effective, it is necessary to examine the
transmission routes of B. cepacia complex species, its pathogenicity in humans and
the problems it causes should be known.

Keywords: Burkholderia cepacia, Milk, Milk products, PCR, Spring water
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1. GIRIS

Gida ve su tiiketimi insanlarin beslenmesinde biiyiik bir 6neme sahiptir. Buna
bagl olarak hijyenik acidan uygun olmayan gidalar tiiketildiginde gida kaynakli
hastaliklar ve gida enfeksiyonlar1 olusabilmektedir. Gidalarin mikroorganizmalarla
kontaminasyonu farkli yollarla olmaktadir. Hava, su, toprak, kontamine alet-
ekipmanlar ve gida sektoriinde c¢alisan isgiler gibi faktorlerden kontaminasyon
sekillenmektedir. Bu sekilde insanlara gegen ¢ogu hastalik yapict mikroorganizmalar,
uygun kosullar olustugunda halk sagligini tehdit eden ciddi sorunlara yol agmaktadir

(Erol, 2007).

Stit ve stit tirtinleri beslenme zincirinin 6nemli bir basamagini olugturmaktadir.
Igerdikleri esansiyel aminoasitler, vitaminler, mineraller bakimindan olduk¢a zengin
olup giinliik tiiketilmesi gereken besin grubudur. Insan beslenmesinde énemli bir yer
tutan hayvansal gidalarin patojen mikroorganizmalarla kontaminasyonu sonucunda

onemli gida enfeksiyon ve intoksikasyonlar1 gériilmektedir (Erol, 2007).

Su, canlilarin yasamini devam ettirebilmeleri i¢in gerekli dogal bir kaynaktir.
Sularin insan sagligin1 olumsuz etkileyen mikrobiyolojik tehlikelere maruz kalmasi ise
halk saglig1 i¢cin 6nemli bir risk olusturmaktadir. Diinyada bir¢ok insan su ile bulasan
hastaliklar nedeniyle hayatin1i kaybetmektedir. Bu nedenle saglikli, igilebilir su
kaynaklarina erisim ve bunlarin standartlara uygun bir sekilde tiikketiciye ulasmasi

gereklidir (Terzi ve Diindar, 2020).

Insan saglig1 agisindan ciddi enfeksiyonlara sebep olan Burkholderia cepacia
kompleks bakterileri, son zamanlarda gidalarda tespit edilmesiyle ilgi uyandirmistir
Hastane enfeksiyonlarindan sorumlu olmasinin yaninda gidalarla da insanlarda
hastalik yapabilme potansiyelinin olmasi sonucu Bcc tiirlerinin 6nemi giiniimiizde
giderek artmaktadir. Toprak ve suda yaygin olarak bulunmasi nedeniyle meyve ve
sebzelere kolayca bulasabilmektedir. Gidalardaki varligiyla tiim dikkatleri {izerine
ceken bu bakterilerin insanlara gecisinde hayvansal tirlinler, sebze ve meyveler

potansiyel risk olusturacak Onemli gidalardir. Ayrica hayvansal iriinlerde



kontaminasyona bagli olarak bulunmasi ile halk sagligi yoniinden énemi artmistir

(John ve ark., 2001).

Bcee tiirleri fenotipik ve genotipik olarak birbirine benzer 22 tiirden olusan
firsat¢1 patojen bir gruptur. Cogunlukla bagisiklig1 zayif kisilerde enfeksiyon etkeni
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Saglikli bireylerde ise nadiren enfeksiyona sebep olup
olgular daha ¢ok gecici ates yiikselmesi ve hafif seyirli olarak kendini gosterir (Baylan,
2012). Bu tiirlerin ayn1 zamanda hastane ortamlarinda alet-ekipman ve cihazlari
kontamine ederek hasta servisleri ile yogun bakim tinitelerinde ciddi problemlere yol
actig1 bilinmektedir (Liao ve ark., 2011). Basta idrar yolu enfeksiyonlar1 olmak tizere
menenjit, septisemi, pnomoni gibi bircok enfeksiyonlardan sorumludur. Incelenen
epidemiyolojik ¢alismalarda, hastalik olusturan ve antibiyotik duyarliliklar:
birbirinden farkli olan tiirleri oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple Bee bakterilerinin tiir
diizeyinde dogru tanimlanmasi olduk¢a onem tagimaktadir. Tirlerin basit olarak
tanimlanmasinda fenotipik ve biyokimyasal yontemlerin eksik kalmasindan dolay1
tirlerin kesin tanisi i¢in molekiiler yontemlerle dogrulama yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir. Baz1 Burkholderia tiirlerinin insanlar disinda hayvanlarda da hastalik
yaptig1 goriilmektedir. Ozellikle Burkholderia pseudomallei, Burkholderia mallei ilk
akla gelen patojen tiirlerdir (Altay, 2019).

Bcc bakterileri tizerine yapilan c¢alismalara bakildiginda ¢ogunlukla hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu tiirler {izerine yogunlasildigi goriilmiistiir (Altay, 2019).
Yapilan son epidemiyolojik ¢aligsmalar ise B. cepacia bakterilerinin gida kaynakli bir
bulas olusturabilecegini ve etkenin daha sonrasinda gida enfeksiyonu haline
dontigebilecegini gostermektedir. Ancak etkenin gidalarda goriilme siklig1, gidalarda
bulagma yollari, korunma ve kontrolii gibi konularda ¢alismalar yeterli degildir (John

ve ark., 2001).

Tiirkiye’de Burkholderia cepacia kompleks tiirlerinin gidalardaki varligryla
ilgili bir c¢alisma yapilmamistir. Bu ¢ercevede 6nemli gidalarin hedef alinarak
incelenmesi, insanlardaki patojenitesi, yol actigi sorunlarin bilinmesi ve gida
tiketiminin uygun hale getirilmesi halk saghigi acisindan son derece Gnem

tagimaktadir.



Bu calismada, literatiirdeki bir¢cok klinik bulgunun aksine gidalardan izole
edilen B. cepacia kompleks suslarinin rutin mikrobiyolojik yontemlerle tanimlanarak
PZR yontemiyle dogrulanmasi ve elde edilen suslarin biyofilm olusumlari ile
antibiyotik duyarliliklar1 incelenmesi amaclanmistir. Bir diger amacimiz ise
Tiirkiye’de halk sagligi adina alinacak onlemlerin daha etkili olabilmesi i¢in B.
cepacia kompleks tiirlerinin gidalara bulas yollarinin incelenmesi, gida enfeksiyonlari
yoniinden olusabilecek risklerin agiklanmast ve gida yoniinden salginlarin
olusabilecegi akilda tutularak mikrobiyolojik bulasmayi Onleyici tedbirlerin neler

olmasi gerektigi yoniinde bilgilendirmenin yapilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. B. cepacia Kompleksi’nin Tarihcesi ve Simiflandirmadaki Yeri

Bee tiirleri giinimiiz  taksonomisinde Betaproteobacteria smifi iginde
Burkholderiaceae ailesinde yer almaktadir (Burkholder, 1950). Burkholderia
bakterileri ilk kez 1940 yilinda bitki patologu Walter Burkholder tarafindan soganlarda
clirime nedeni olarak izole edilmis ve Pseudomonas cepacia olarak isimlendirilmesi
onerilmistir. Bu tlirlin uzun bir zaman sadece bitki patojeni oldugu diistinilmiis ancak
1972 yilinda kistik fibrozisli bir hastada firsat¢1 patojen olarak tanimlanmistir. Daha
sonra, 1982 yilinda 17 yasindaki bir hastada gériilmesiyle dikkatleri tizerine ¢ekmistir
(Binnet, 2006; Horasanli ve ark., 1997; Leitao ve ark., 2010; Mahenthiralingam ve
ark., 2008; Sener, 2002).

Pseudomonas cepacia tirti, 1942 yilinda Betaproteobacteria sinifinda
Burkholderiales takimiyla ve Burkholderiaceae ailesi ile Burkholder’in ¢alismalarina
ithafen Burkholderia cepacia olarak yeniden isimlendirilmistir. Yapilan bu ¢calismalar
sonucunda rRNA Group I Pseudomonadlar altinda siniflanan Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas solanacearum, Pseudomona spickettii, Pseudomonas gladioli,
Pseudomonas mallei, Pseudomonas pseudomallei ve Pseudomonas caryophylli olmak
tizere yedi tlirli yeni bir cinse aktararak yeni cinsin adint Burkholderia olarak
tammlamislardir. Bazi  Pseudomonas tirleri Burkholderia cinsine gegerken
Burkholderia pickettii ve Burkholderia solanacearum gibi tiirler ise Ralstonia cinsine

eklenmigstir (Yabuuchi ve ark., 1995).

Arastirmacilar, 1990'lu yillardan itibaren geleneksel tanimlama yontemlerinin
yaninda molekiiler yontemlerin uygulanmasina bagli olarak farkli ekolojik
kaynaklardan izole ettikleri B. cepacia izolatlarinin aralarinda belirgin bir
heterojeniteye sahip olduklarini belirtmislerdir (Henry ve ark., 2001). Vandamme ve
ark. (1997) kistik fibrozisli hastalardan, klinik 6rneklerden ve ¢evreden izole ettikleri
B. cepacia izolatlar1 arasindaki gesitliligi ortaya ¢ikarmak i¢in polifazik taksonomik
bir ¢alisma ylirtitmiistiir. Bu ¢alismada izolatlar, tiim hiicre protein elektroforezi, tiim

hiicre yag asidi metil ester analizleri ve DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon



yontemleri kullanilarak degerlendirilmis ve bu bakterilerin en az bes ayr1 genomovara
ait olduklar1 bildirilmistir. Bu tiirlere topluca Burkholderia cepacia kompleks
isimlendirilmesi yapilmistir. Sonraki yillarda yapilan taksonomik ¢alismalarda, yeni
tiyelerin ortaya ¢ikmasiyla beraber Bec’ye ait 4 genomovar tiyesi daha eklenmistir
(Sfeir, 2018; Vermis ve ark., 2002). Eklenen tiirler ve genomovarlar1 Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Burkholderia cepacia kompleksine ait tiirler ve genomovarlari(Sfeir, 2018;
Vermis ve ark., 2002).

Tirt Genomovart
Burkholderia cepacia genomovar [
Burkholderia multivorans genomovar I
Burkholderia cenocepacia genomovar 11
Burkholderia stabilis genomovar [V
Burkholderia vietnamiensis genomovar V
Burkholderia dolosa genomovar VI
Burkholderia ambifaria genomovar VII
Burkholderia anthina genomovar VIII
Burkholderia pyrrocinia genomovar [X

Daha sonraki yillarda tiire 6zgii PZR testi, ribotiplendirme, PZR ile
cogaltilmis gen fragmanlarinin restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi analizi
ve tRNA profillemesi gibi molekiiler yontemlerin Bcc’nin tanimlanmast ve
siniflandirilmasi agisindan yararli oldugu distinilmiistiir. Ancak diizenli olarak
tiirlerde yeni tiyelerin ortaya ¢ikmasiyla bu yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin
yeniden degerlendirilmesini gerektirmistir (Rosenberg ve ark., 2014). Son yillarda
ortaya ¢ikan yeni molekiiler yontemler arasinda recA geni ve multilokus dizileme
tipli yontemler ile tanimlama ve siniflandirma amagli kullanilmasi sonucunda Bee
tiirlerinin genomik olarak yakin iliskili en az 20 tiir icerdigi anlasilmistir (Bach ve

ark., 2017). Bec’ye ait tiirlerin listesi Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Jin ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir calismada Bec’ye ait birbiriyle yakin
iligkili turler karsilastirilip 16S rRNA, recA geni, hisA geni kullanilarak olusturulan
tan1 yontemleri ile MLSA yonteminin tiirleri siniflandirmada yeterli olmadigi

goriilmiistiir. Daha sonra Bec tiirlerini, tiim genom verilerini kullanarak 36 kiimeye



ayrrmiglardir. Bu 36 kiimeden 22 tiirti uygun diizeltmelerle tanimlayip kalan 14

kiimenin potansiyel yeni bir tiir olarak yeniden siniflandirilmasi gerektigi sonucuna

ulagmiglardir. Tanimlanan 22 tiir Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Burkholderia cepacia kompleksine ait tiirler (Bach ve ark., 2017).

. Burkholderia ambifaria

. Burkholderia anthina

. Burkholderia arboris

. Burkholderia cenocepacia
. Burkholderia cepacia

. Burkholderia contaminans
. Burkholderia diffusa

. Burkholderia dolosa

. Burkholderia lata

10. Burkholderia latens

11. Burkholderia metallica
12. Burkholderia multivorans

O 00 1IN DN B W~

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Burkholderia pseudomultivorans
Burkholderia pyrrocinia
Burkholderia seminalis
Burkholderia stabilis
Burkholderia ubonensis
Burkholderia vietnamiensis
Burkholderia stagnalis
Burkholderia territorii
Burkholderia puraquae
Burkholderia catarinensis
Burkholderia paludis
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2.2. B. cepacia Kompleksi’nin Genel Ozellikleri

Burkholderia cepacia kompleksi Gram negatif, basil formunda, aerobik, (1,6-

3,2) um uzunlugunda, hareketli bakterilerdir. Oksidaz reaksiyonu pozitif olmasinin

yaninda tiirden tiire gore farklilik gostererek ¢ogunlukla zayif pozitiflik vermektedir

(Baltimore, 2006).

Katalaz testi pozitif, nitrat rediiksiyon testi negatif olan Bcc

bakterileri glikoz, galaktoz, mannitol, inositol, sorbitol ve gliserolii tek karbon kaynagi

olarak kullanmaktadir (Gillis ve ark., 1995). Bcec tiirlerinin mikrobiyolojik 6zellikleri

Tablo 2.3’te, biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.4’te gosterilmistir.

Tablo 2.3. Bcc tiirlerine ait mikrobiyolojik 6zellikler (Baylan, 2012).

Ozellikler Sonug¢ Ozellikler Sonug
Oksidaz + DNAz -
Katalaz + Indol -
Piyosiyanin olusturma +/- Spor olusturma -
Floresans olusturma 4 N2 gaz -
H-S - Glikozdan asit olusturma* +
Mac Conkey’de iireme +/- Maltozdan asit olusturma* +/-
BCSA"da iireme s Laktozdan asit olusturma* +/-
42°C’de lireme -+ Ksilozdan asit olusturma* +/-
Ureaz aktivitesi +/- Mannitolden asit olusturma* +/-
Sar1 pigment olusumu +/- Siikrozdan asit olugturma* +/-
Kahverengi pigment olusumu - Adonitoldan asit olusturma*

+/-
Arjinin dehidrolaz - PNPG? veya ONPG? +/-
Lizinde karboksilaz + Nitrati nitrite indirgeme -
Ornitinde karboksilaz -/+ Eskiilin hidrolizi +/-
Jelatini eritme +/- Glukoz/laktoz fermentasyonu -
Hareket +

': Burkholderia cepacia selektif agar

2: p-nitrofenil-beta-D-glikozid

3: o-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozid

*: Oksidasyon testi sonuglar1 yedi
giin inkiibasyondan sonra

kaydedilmistir.

+: Suslarin %85’ inden fazlasi pozitif
-: Suslarin %85’inden fazlasi negatif
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2.3. B. cepacia Kompleksi’nin Viriilans ve Patogenezi

Becec tiirleri, invaziv 6zellikte patojen bakterilerdir (Baylan, 2012). Son yillarda
bu bakterilerin viriilans faktorleri tizerine birgok bilimsel arastirmalar yapilmig ancak
patojenitesi hala agikliga kavusturulamamistir. Ancak immiin yetmezlik ve kistik
fibrozistin patogenezinde 6nemli rol oynadiklart sanilmaktadir (Leitao ve ark., 2010;
Sener, 2002). Bakterilerin klinik bulgular: virtilans faktorlerine, tiirlerine ve kisilerin
bagisiklik cevabina bagl olarak degismektedir (Altay, 2019). Literatiir taramalarinda
ise Bcc tiirlerinin gida enfeksiyonlar1 yoniinden degerlendirildigi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

B. cepacia kompleks bakterilerinin en 6nemli viriilans faktorlerinden biri
cevresel etkilere ve konagin bagisiklik sistemine karst korunmak icin biyofilm
tabakasi olusturmasidir. Gelistirdikleri diren¢ mekanizmasi ile antibiyotiklere karsi

daha duyarsiz olduklar1 gosterilmistir (Leitao ve ark., 2010).

Bcece tiirlerin patojenitesinde yiizey yapilari, ekzopolisakkarit biyosentezi,
ortamdaki demiri kullanabilme ve hareket edebilme yetenekleri, protein sekresyon
sistemleri, antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ve oksidatif stres direngleri gibi diger
Oonemli viriilans faktorleri de dikkat ¢ekmektedir (Altay, 2019). Bcec tiirlerine ait

viriilans faktorleri ve fonksiyonlar: Tablo 2.5°te gosterilmistir.
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Tablo 2.5. Bcc tiirlerinin viriilans faktorleri ve fonksiyonlar1 (Altay, 2019).

Viriilans Faktori

Etki Mekanizmasi

Yiizey yapilari

Lipopolisakkarit

Flajel, pili, 22 kDa, Adezinler

Hiicre icinde hayatta kalma

Protein sekresyon sistemleri

Tip I, Tip II (T1SS, T2SS)
Tip II (T3SS)
Tip IV (T4SS)
Tip V (T5SS)

Ekstraseliiler lipaz, metalloproteaz ve
serin proteazlar

Sideroforlar

Biyofilm olusumu

Bakterinin hareketi, akciger ylizeyine
adherensin artirilmasi ve akciger epitel
hiicrelerine invazyonu

Antibiyotiklerin baglanmasin1  inhibe
etmekte ve bakteriyel enfeksiyonlarin
kalic1 olmasini saglama

Hareket edebilme yetenegi ve konakgi
hiicrelere patojenlerin girmesini saglama

Makrofajlarda
olusumunu geciktirme

fagolizozomlarin

Toksinlerin konak hiicreye enjeksiyonu
ve protein salinimi (Tip I, Tip II, Tip III,
Tip IV, Tip V)

Hemolitik proteinlerin salgilanmasinda
Bakteriyel patogenezde
Fagositlerde hiicre i¢i sagkalimda

Bakteriyel adezyonda

Bakterilerin epitel hiicreleriyle dogrudan
etkilesiminde, matriks proteolizinde ve
invazyonda

Ortamdaki demiri baglamada

Cevresel zararli etkenlerden, konak
savunma sisteminden ve antimikrobiyal
ajanlardan korunmada

11



2.4. B. cepacia Kompleksi’nin Epidemiyolojisi ve Gidalarda Varhg

Becc tiirlerinin kolonize oldugu ¢evreler ¢ok ¢esitli olup; toprakta, bitkilerde ve
bazi su kaynaklarinda bulunabilmektedir. Bu tiirler hastane ortamlarinda kisilere
damlacik yoluyla dogrudan bulasabildigi gibi seyreltilmis dezenfektanlarda {ireyerek
cihaz ve aletleri kontamine ederek de bulasabilmektedir. Solunum cihazlari, su
kaynaklari, 1slak ytizeyler, lavabo ve musluklar, fizyolojik ve distile sular, ilaglar ve
dezenfektanlar diger epidemiyolojik risk faktorlerindendir. Saglik kurumlarinda
yaygin bulunmasi 6zellikle yogun bakim birimlerinde salginlara yol a¢gmasi bu
bakterinin stirekli giindemde olan bir patojen olmasina neden olmaktadir (Baylan,

2012).

Onemli akciger patojenlerinden olan Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Haemophylus influenzae ile beraber son zamanlarda B. cepacia
kompleks iiyeleri de biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu bakterilerin genellikle bagisiklig
zayif kanser hastalarinda sik goriildigli saptanmistir (LiPuma, 2007). Solunum
yollarinda 6zellikle P. aeruginosa ile birlikte bulunmasi kistik fibrozisli kisiler i¢in
biiyiik risk olusturmaktadir (Isles ve ark, 1984). Kistik fibrozisli kisilerde goriilen en
yaygin tiirtin Burkholderia cenocepacia ve bunu B. multivorans’in takip ettigi
goriilmektedir (Drevinek ve Mahenthiralingam, 2010; Sousa ve ark., 2011). B. cepacia
kompleks tiyeleri, B. mallei ve B. pseudomallei tiirleri insan veya hayvan patojeni
olarak bilinmektedir. B. gladioli, B. fungorum ve B. thailandensis insan
enfeksiyonlartyla iligkili nadir goriilen diger tiirlerdir (LiPuma ve ark., 2007). Bce

tiirlerinin izole edildikleri kaynaklara gére dagilimlar1 Tablo 2.6’da gosterilmistir.

12



Tablo 2.6. Burkholderia cepacia kompleksi tiirlerinin izole edildikleri kaynaklara gore
dagilimlar1 (Mahenthiralingam ve ark., 2008).

Tiirler veya Genomovar ~ Toplam  KF (%)  KLINIK ~ CEVRE ENDUST
MLTS grubu Izolat (%) (%) (%)

B. cepacia I 45 14 (31) 12 (27) 17(38) 2(4)
B. multivorans I 93 77 (83) 9 (10) 6 (6) 1(1)
B. cenocepacia I11A III 148 123 (83) 21 (14) 2(1) 2(1)
B. cenocepacia 111B 1T 123 84 (68) 6 (5) 25 (20) 8 (6)
B. cenocepacia 11IC 1T 16 0 0 16 (100) 0
B. cenocepacia 111D I 14 14 (100) 0 0 0
B. stabilis v 25 9 (36) 9 (36) 3(12) 4 (16)
B. vietnamiensis v 41 16 (39) 5(12) 17 (41) 3(7)
B. dolosa VI 7 6 (85) 0 1(14) 0
B. ambifaria Vil 113 6 (5) 0 106 (94) 1(1)
B. anthina VIII 10 2 (20) 0 8 (80) 0
B. pyrrocinia X 17 1(6) 0 16 (94) 0
B. ubonensis X 2 0 1 (50) 1 (50) 0
Grup K - 59 20 (34) 5(8) 10 (17) 24 (41)
BCC1 - 4 4 (100) 0 0 0
BCC2 - 8 4 (50) 1(12) 337 0
BCC3 - 13 4 (31) 2 (15) 1(7) 6 (46)
BCC4 - 3 1(33) 0 2 (67) 0
BCC5 - 18 1(5) 1(5) 16 (89) 0
BCC6 - 39 2(5) 0 37 (95) 0
Toplam 798 388 72 287 51

MLST: Multilokus dizi tiplendirmesi; KF: Kistik fibrozis hastalarindan elde edilmis izolat
sayist; KLINIK: Kistik fibrozis disindaki bir klinik enfeksiyondan elde edilmis izolat say1s1;
CEVRE: Dogal ¢evreden elde edilen izolat sayisi; ENDUST: Endiistriyel kaynaktan elde

edilen izolat sayisi
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2.5. B. cepacia Kompleksi’nin Laboratuvar Tanisi

Bee tiirleri bulagiciliginin kolay olmasi ve antibiyotiklere karsi direng
gelistirmesi sebebiyle insan sagligi a¢isindan tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi

gereken potansiyel bir patojen mikroorganizmadir.

2.5.1. izolasyonu

Burkholderia cepacia kompleks bakterileri Koyun kanli agar, Cikolatamsi
agar, MacConkey agar ve Eozin Metilen Mavisi (EMB) agar gibi bir¢ok besiyerde
kolaylikla tireyebilmektedir. Kanli agarda tlireyen bakteri kolonisi kabarik, opak ve
yumusak kivamdadir. Bazi Bec tiirleri kahverengi, kirmizi ya da eflatun pigment
olusturabilmektedir. MacConkey agarda 4-7 giin gibi uzun inkiibasyon sonrasinda
laktoz oksidasyonuna bagli olarak koloniler koyu pembe ve kirmizi pigment
olusturarak yapiskan 6zellik gostermektedir (LiPuma ve ark., 2007; Palleroni ve
Holmes, 1981; Sener, 2002). Triple Sugar Iron (TSI) agar besiyerlerinde ise acik sar1
pigment olusumu gozlemlenebilmektedir. Bu besiyerleri karisik mikrofloraya sahip

olmayan orneklerde izolasyon i¢in kullanilabilir (LiPuma ve ark., 2007).

Karigik mikrofloraya sahip klinik Orneklerde izolasyon gii¢ oldugundan
bilesimce zengin selektif besiyerlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu besiyerlerde
tic giinliik inkiibasyon sonrasinda gézle goriilebilir koloni olusumu gergeklesmektedir
(Horasanli ve ark., 1997; LiPuma ve ark., 2007; Palleroni ve Holmes, 1981; Sener,
2002). Bcc tiirlerinin izolasyonlarinda laktoz ile desteklenmis oksidasyon-
fermentasyon agar (OFPBL), Pseudomonas cepacia agar (PC) ve son zamanlarda
gelistirilen Burkholderia cepacia selektif agar (BCSA) yaygin olarak kullanilmaktadir
(Baylan, 2012).
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2.5.2. Tanimlanmasi

Burkholderia cepacia kompleks bakterilerini rutin olarak tanimlamak i¢in
secici besiyeri, ticari otomatize sistemler veya biyokimyasal testler kullanilmaktadir.
Ancak tiirlerin fenotipik 6zellik yoniinden birbirlerine benzerlik géstermelerinden
dolay1 bu testler, tiirlerin kesin tanis1 ortaya koyamamaktadir. Bu nedenle bu tiirlerin
ayriminda kullanilan biyokimyasal testler yetersiz kalmaktadir. Fenotipik
tanimlamanin dogrulanmasi ve tiir diizeyinde ayrim yapilabilmesi i¢in daha segici,
giivenilir ve hizli yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla, bircok molekiiler
yontemler gelistirilmis olup her birinin eksi ve art1 yonleri bulunmaktadir. Ttim hiicre
protein elektroforezi, 16S rRNA geni bazli analizler, recA geni bazli analizler,
multilokus sekans analizi, tim genom dizi analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi gibi

tan1 yontemleri yeni molekiiler tanimlama yontemlerindendir (Altay, 2019).

Burkholderia tirlerinin ayriminda kullanilan; giivenilir, hizli ve uygun
maliyetli tekniklerden olan matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) en giincel teknolojilerden
biridir. Molekiiler tan1 yontemleri klasik yontemlere gore daha secici, daha giivenilir,
istenildigi anda tekrarlanabilen ve kisa zaman igerisinde sonug verebilen yontemlerdir.
Ancak bu yontemlerin zahmetli, yliksek maliyetli, genis veri tabani ve cihazlar
gerektiren yontemler olmasindan dolayr tani laboratuvarlarindaki kullanimlari
stnirhidir (Altay, 2019). Bec tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan bazi molekiiler

yontemler Tablo 2.7°de gosterilmistir.
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Tablo 2.7. Bec tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan bazi molekiiler yontemler

YONTEM

AMAC

Titim hiicre protein analizi

Tiim hiicre yag asidi analizi

16S rRNA gen tabanl
analizler

recA geni tabanli analizler

Multilokus sekans analizi
(MLSA)

Tiim genom ¢alismalari

Diger yontemler

Tiim hiicre protein profillerinin DNA-DNA
hibridizasyon deneyleri ile yapilan sayisal
analiz sonuglarinin karsilastirilmasi esasina
dayanir.

Metil ester analizi esasina dayanir.

Referans suslarinin 16S rRNA gen dizilerinin
karsilastirilmasi esasina dayanir.

recA genlerin analizine dayalidir.

Niikleotid farkliliklarinin ayirim derecesi esas
aliarak benzer izolatlar ayni tiir kabul edilir.

Bakterilerin tiim genomik bilgilerinin ortaya
¢ikarilmasi esasina dayanir.

Genomik DNA'nin amplifiye edilmis fragman
uzunlugu analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi

2.6. B. cepacia Kompleksi Tiirlerinden fleri Gelen Enfeksiyonlar

enfeksiyona sebep olmaktadir. Ancak enfeksiyonun etkisi kistik fibrozis, immiin
sistemi zayif ve kanserli hastalarda ¢ok daha agirdir. Bu bireylerde asemptomatik
tagiyiciliktan pnomoniye kadar degisen bir¢ok klinik olgular vardir. Hastaligin

ilerleyen evrelerinde ise ciddi 6liimlerin oldugu bildirilmistir (Baylan, 2012). Bee

Burkholderia cepacia kompleks bakterileri, saglikli bireylerde nadiren

tiirlerinden ileri gelen baglica enfeksiyonlar sunlardir:

Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Uriner Sistemi Enfeksiyonlari

Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Bakteriyemi /Septisemi

Pnémoni
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B. cepacia kompleks bakterileri 6zellikle kistik fibrozisli kisilerde solunum
yoluna girdikten sonra konagin mukozal veya epitel ylizeylerine yapisarak
enfeksiyonu baglatmaktadir. Epitel bariyeri gegtikten sonra akcigere yayilarak

bakteriyemiye sebep olmaktadir (Demir ve ark., 2005; Leitao ve ark., 2010).

2.7. B. cepacia Kompleksi’nin Tedavisi

Burkholderia cepacia kompleks bakterilerinden kaynaklanan enfeksiyonlarin
tedavisi, bakterinin bir¢ok antibiyotige kars1 gelistirdigi direngten &tiirli ¢ok zordur.
Bu sebeple bakterinin duyarli oldugu antibiyotigin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Bu
tirler Aminoglikozidler, Sefalosporinler, Penisilinler ve Polimiksin’ler gibi
antibiyotik gruplarina kars1 oldukg¢a direnglidir (McGowan, 2006). Ayrica Povidon
iyodiir, Klorheksidin ve Benzalkonyum kloriir gibi dezenfektan ve antiseptiklerde

diren¢ saptanabilmektedir (Baylan, 2012).

Trimetoprim  sililfametoksazol, seftazidim, meropenem, siprofloksasin
antibiyotikleri bu bakterilere kars1 en etkili ajanlar olarak bildirilmistir. Ancak buna
ragmen kistik fibroz hastalarindan izole edilen B. cepacia komplekslerinin bu
antibiyotiklere kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Bcc bakterilerinden bazilar1 bu
antibiyotiklere kars1 daha duyarli bulunmakla birlikte genomovar III’e bagli bulunan
bazi tiirler, kullanimda olan antibiyotiklerin tamamina kars1 direng gelistirmislerdir

(Quinn, 1998).

Bec tiirlerinin  tedavisi amaciyla yeni gelistirilen sadece birkag tane
antimikrobiyal bulunmaktadir. Bu tiirlerine bagli olarak gelisen enfeksiyonlarda
kullanilan antibiyotiklerin yanitlari, etkenin direngli olup olmamasina gore
degismektedir (Zahariadis ve ark., 2003). Bu etkenlerin olusturdugu enfeksiyon
tedavilerinde ise CLSI tarafindan standardize edilen yontemlerle duyarlilig: arastirilip
uygun antibiyotiklerin kullanilmasit 6nerilmektedir (Leitao ve ark., 2010; LiPuma ve

ark., 2007; Oztiirk, 2008; Quinn, 1998; Sener, 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada Kullanilan Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan malzemelerin listesi Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Analizlerde kullanilan malzeme listesi

Malzemeler Uriin Markas1
Burkholderia cepacia Selective Agar HIMEDIA MU2089
BCSA Selective Supplement HIMEDIA FD361

Nutrient Broth

Mueller Hinton

Plate Count Agar (PCA)
Trypticasein Soy Agar (TSA)
Phenol Red Broth

Gram Boyama Seti

BBL Oxidase Reagent Droppers
Glucose

Sucrose

Laktose

Nitrate Broth

Siilfanilik Asit

Alfa Naftol

Cinko Tozu

GeneJET Genomic DNA Purificationa Kit
5 x FIREPol Master Mix

Agarose

Gene Ruler DNA Ladder

Tris EDTA

Etidyum Bromiir Soliisyon

NaCl

Methanol

Kristal Viyole

Asetik Asit

Ceftazidime (30 pg)

Meropenem (10 pg)

Minocycline (30 pg)
Trimethoprim-sulfamethoxazele(1.25/23.75ug)
0,22 um’lik Membran Filtre Kagidi

MERCK 105450

MERCK 103872

MERCK 105463

CONDALAB 1068.00

MERCK 110987

MERCK 111885

BD 261181
PANREACAPPLICHEM,143140.1211
PANREAC APPLICHEM,141621.1211
PANREAC APPLICHEM,141375.1210
MERCK 72548

MERCK 100686

MERCK 822289

MERCK 108789

Thermo Fisher Scientific, K0722

Solis Biodyne

Biomax, HS8000

Termo Fisher Scientific, SM0321
GENEON

SNP, 18S-00 (10 mg/ml)

ChemBio

MERCK 106094

PANREAC APPLICHEM,141375.1210
MERCK, 100063

BIOANALYSE

BIOANALYSE

BIOANALYSE

BIOANALYSE

MERCK MILLIPORE
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Suslar

Calismamizda, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’nden temin edilen
Burkholderia cepacia susu, tlim testlerde pozitif kontrol amagl kullanilmigtir. Pozitif
susta herhangi bir kontaminasyon olup olmadigi mikrobiyolojik ydntemlerle
incelenmis, biyokimyasal testlerle dogrulamasi saglanmistir. Dogrulamasi saglanan
suslarin Nutrient broth besiyerinde 37°C’ de 24 saatlik taze kiiltiirleri %40°lik gliserol
icerisinde -20°C’de saklanmistir. Burkholderia cepacia susunun BCSA ve koyun kanli

agar besiyerindeki koloni goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. a) BCSA besiyerinde Burkholderia cepacia ’'nin koloni gériintiisii b) Koyun
kanl1 agar besiyerinde Burkholderia cepacia ‘nin koloni goriintiisii

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Burdur ili ve ¢evresinden haftalik periyotlarla temin edilen numuneler (60 adet
¢ig inek siit, 30 adet ¢ig kegi siitii, 30 adet ¢ig koyun siitii, 10 adet peynir, 10 adet
tereyag, 10 adet yogurt) steril cam siselerde ve soguk zincir altinda laboratuvara
ulastirildi. Ornekler MAKU Veteriner Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve Teknolojisi
laboratuvarinda analize alindi. Yine Burdur ili ve ¢evresindeki degisik noktalardan
alinan tiim su ¢esitleri (klorsuz, 60 adet kaynak suyu; klorlu, 60 adet igme kullanma
suyu) steril tiyosiilfatl siselerde ve soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilip analizi

gercgeklestirildi.
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3.2.2. Orneklerden Bakterilerin Kiiltiirel izolasyonu

3.2.2.1. Siit ve Siit Uriinleri

Laboratuvara ulastirilan 6rneklerde ilk olarak 6n zenginlestirme amaciyla 25
ml siit 6rnegi 225 ml Nutrient broth lizerine eklenip vortekslendi, siit {irtinlerinden
(peynir, yogurt, tereyag) ise 25 gr tartilarak 225 ml’lik Nutrient broth tizerine aktarilip
stomacherda 2 dakika siireyle homojen hale getirildi. On zenginlestirme prosesi 30°C’
de 24 saat siireyle yapildi. Nutrient broth besiyerinde zenginlestirilmis orneklerin

gortintlisti Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. a) Siit iiriinlerinde 6n zenginlestirme islemi b) Sut 6rneklerinde 6n
zenginlestirme islemi

Gida orneklerinde Burkholderia cepacia nmin izolasyonu i¢in Burkholderia
cepacia selective agar (BCSA) kullanildi. On zenginlestirme islemi sonrasinda taze
kiiltiirlerden selektif besiyerine yayma yontemiyle ekim yapilarak petriler 30°C’de 48
saat inkiibasyona birakildi (John ve ark., 2001). Kolonilerdeki renk degisimlerini
gozlemlemek amaciyla inkiibasyon siiresi 5 giin daha uzatildi. BCSA besiyerinde
tireyen kolonilerin goértintiistt Sekil 3.3°te gosterilmistir. Daha sonra selektif
besiyerinde gelisen stipheli koloniler, pozitif kontrol susla karsilastirildi. B. cepacia

acisindan silipheli oldugu diistiniilen suslarin sonrasi analizlerde kullanilmak tizere
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bakteri kiiltiirleri hazirlandi. Kiiltiirler, yatitk TSA besiyerine ekilip 37°C’de 24 saat
stireyle {iretildi ve +4°C’de stoklama icin sakland1. Orneklerin kiiltiirel ekim asamasi

Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Sekil 3.3. BCSA besiyerinde iireyen koloniler

25 ml siit 6rnegi 225 ml Nutrient broth besiyerinde 6n zenginlestirme yapilir.

30°C’de 24 saat
Taze kiiltiirlerden BCSA besiyerine mikrobiyolojik ekimi yapilir.

30°C’de 48 saat

BCSA besiyerinde pembe zemin lizerinde gelisen yesilimsi, sar1 veya beyaz

koloniler segilerek TSA besiyerine ekimi yapilir.

37°C’de 24 saat

+4°C’ de stoklanarak saklanir.

Stoktan acilan bakteriler Nutrient broth’a ekilerek 6n zenginlestirme yapilir.

37°C’ de 24 saat

Suslarin Gram boyama, katalaz, oksidaz, karbonhidrat

fermentasyon ve nitrat rediiksiyon testleri yapilir.

Sekil 3.4. Siit 6rneklerinde kiiltiirel ekim semasi
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3.2.2.2. Su Ornekleri

Su numuneleri, membran filtrasyon yontemine gore yaklasik 400 ml olacak
sekilde nitroseliiloz filtrelerden (0.22 pm) gegirilip filtre diizeneginden stiziildi. Elde
edilen filtre kagidi, steril 9 ml Nutrient broth igeren tiiplere aktarilarak 6n
zenginlestirme islemi i¢in 30°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi (John ve ark., 2001).
Membran filtre kagitlar1 kullanilarak yapilan sudaki 6n zenginlestirme islemine ait

gortintliler Sekil 3.5°te gosterilmistir.

Sekil 3.5. Membran filtre kagitlar1 kullanilarak yapilan sudaki 6n zenginlestirme
islemi

Inkiibasyon sonrasi Burkholderia cepacia bakterisinin izolasyonu icin taze
kiiltirlerden 1 ml steril petrilere aktarilarak dokme plak yontemine gore BCSA
besiyerine ekim yapildi. Petriler 30°C’°de 48 saat inkiibe edilip tipik Burkholderia
cepacia kolonileri yoniinden incelendi. Yine koloni morfolojisindeki degisimini

anlamak amaciyla inkiibasyon siiresi 5 giine ¢ikarildi. BCSA besiyerinde pembe zemin

tizerinde lireyen stipheli B. cepacia’nin koloni goriintiisti Sekil 3.6’ da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. a) Otoklavlanmis tiiplerdeki BCSA besiyeri b) Dokme plak yontemine gore
calisilan petri gortntiileri ¢) BCSA besiyerinde iireyen siipheli B. cepacia kolonileri
d) Pembe zemin tizerinde goériintiilenen koloniler

Selektif besiyerinde tespit edilen siipheli koloniler PCA’da ¢ogaltilip sonraki
calismalarda kullanilmak amaciyla stoklanmak iizere TSA’ya aktarildi ve +4°C’de

saklandi.

3.2.3. Bakterilerin Rutin Yontemlerle Tanimlanmasi

Stoktan (-20°C, +4°C) agilan izolatlar Nutrient broth besiyerinde
zenginlestirildi. Bu izolatlara ilk olarak Gram boyama, oksidaz ve katalaz testleri
yapildi. Katalaz ve oksidaz testleri pozitif olan, basil formlu, tim Gram negatif
izolatlar Burkholderia cepacia siipheli olarak degerlendirildi. Daha sonra,
karbonhidrat fermentasyon ve nitrat rediiksiyon testleri yapilarak Burkholderia
cepacia siipheli olarak tespit edilen izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in dnce

DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi, ardindan PZR ile dogrulamasi saglandi.

3.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama preparatlari, izolatlarin Nutrient broth besiyerinde

zenginlestirilen taze kiiltiirlerinden hazirlandi. Bir 6ze dolusu 6rnek lam {iizerine
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dikkatlice yayildi. Bek alevinden gecirilen preparatlar fikse edilip sirasiyla Kristal
viyole (1 dk), Lugol (1dk), %95°1ik Etil alkol (15 sn) ve Safraninle (1 dk) boyanarak
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Mikroskobik incelemeler sonucunda pembe
renkli basil seklinde goériinen Gram negatif bakteriler, Burkholderia cepacia agisindan
stipheli olarak degerlendirilerek diger biyokimyasal islemlere tabi tutuldu. Siit 6rnegi

icerisindeki Gram negatif basillerin mikroskobik goriintiisii Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Sekil 3.7. Siit 6rnegi igerisindeki Gram negatif basiller

3.2.3.2. Katalaz Testi

TSA besiyerinde lireyen tek kolonilerden steril 6ze yardimiyla alinan 6rnek
temiz bir lam {izerine yayildi, tizerine birkag damla %3’liikk H20: soltisyonu damlatildi.
Gaz olusumu goriilen izolatlar, katalaz pozitif (+) olarak degerlendirildi. Katalaz

testinde pozitif ve negatif sonuglara ait goriintiiler Sekil 3.8”de gosterilmistir.

Sekil 3.8. a) Katalaz (+) b) Katalaz (-)
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3.2.3.3. Oksidaz Testi

TSA besiyerinde iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu 6rnek steril filtre kagidina
yayild1 ve {izerine oksidaz soliisyonundan biraz damlatildi. Kagit {izerinde mor renk

olusturan izolatlar, oksidaz pozitif (+) olarak degerlendirildi.

3.2.3.4. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Karbonhidrat fermentasyon testi ic¢in glukoz, laktoz ve siikroz
karbonhidratlarindan 5 gr tartildi ve 100 ml steril su i¢erisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan
seker cozeltileri 0,45 um filtreden gegirildi. Phenol Red broth besiyeri 8 ml olacak
sekilde tiiplere dagitildi ve igerisine durham tiipti eklenerek otoklavlandi. Phenol Red
broth igeren tiiplere 2 ml seker ¢6zeltisi eklendi. Daha sonra, Nutrient broth besiyeri
icerisinde hazirlanan izolatlardan 0.1 ml aktarilarak 37°C’de 14 giin inkiibasyona
birakildi. Tiiplerdeki renk degisimi ve gaz-asit olusumu her giin gézlemlenerek pozitif
kontrol susla karsilastirildi. Tiip igerisinde gaz ¢ikisinin olmasi ve besiyeri renginin
sartya donmesi pozitif olarak degerlendirildi (Anonim, 2022). Orneklerin karbonhidrat

fermentasyon testi sonuglart Sekil 3.9°da gosterilmistir.

Sekil 3.9. a) Pozitif sus B. cepacia’nin karbonhidrat fermentasyon testi sonuglar1 b)
Sar1 renge dontisen besiyerinde gaz kabarciklar1 olusumu, (+) reaksiyon ¢) Rengi
degismeyen besiyeri, (-) reaksiyon d) Orneklerin karbonhidrat fermentasyon testi
sonugclari
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3.2.3.5. Nitrat Rediiksiyon Testi

Nitrat broth iceren tiiplere taze kiiltiirlerden 0.1 ml aktarildi ve tiipler 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiiplere Siilfanilik asit ve Alfa-naftol
cozeltilerinden 0.25 ml damlatilarak nitrit olusumu gozlemlendi. Tiiplerde kirmizi
renk olusumu nitrattan nitrit tiretiminin oldugu seklinde yorumlandi. Kirmizi rengin
olugsmadig tiipler ise ¢inko tozu ilavesiyle 5-10 dk bekletildi. Bekleme sonucunda
tiiplerde kirmiz1 renk olusumu nitratlarin hala meveut oldugu seklinde degerlendirildi
(Stern ve ark., 2001). Orneklerin nitrat rediiksiyon testi sonuglar1 Sekil 3.10°da

gosterilmistir.

Sekil 3.10. Orneklerin Nitrat rediiksiyon testi sonuglar
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3.2.4. Bakterilerin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

3.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Stipheli izolatlarin DNA ekstraksiyonu, GeneJET Genomik DNA Purification
Kit’i (Thermo scientific) kullanilarak iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapildi.
Izolatlar, bir gece oncesinde 5 ml Nutrient broth icerisine 30 pL ekim yapilarak
canlandirildi. Canlandirilan izolatlar 1500 ml steril eppendorf tiiplere aktarilip
5000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiiplerin iist kismindaki seffaf
stipernatant atildi. Dipte kalan pellet tizerine 180 pL ‘Digestion’ soltisyonu eklendi.
20 pL’lik Proteinaz K soliisyonu da eklenip vortekslenerek karisim homojen hale
getirildi. Hazirlanan tiipler enzimin aktiflesmesi i¢in 56°C’de 30 dk sirkiilasyonlu su
banyosunda bekletildi. Ardindan tiiplere 20 pL. Rnase A soliisyonu eklenerek
vortekslendi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Stirenin bitmesiyle karigima 200 pL.
lizis soltisyonu eklenip 15 sn vorteklendi. Karigimin tistiine 400 pL. %50°lik Etanol
eklenip tekrar 15 sn vortekslendi. Mevcut karisimin tamami spin koleksiyon tiiplerine
aktarilip 6000xg’de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi koleksiyon tiipii atilip yeni
koleksiyon tiipii yerlestirildi. Uzerine 500 pL ‘Wash buffer 1’ soliisyonu eklenerek
8000xg’de 1 dk santrifiijlendi. Koleksiyon tiipleri yenilenerek ‘Wash buffer 2’
soliisyonundan 500 pL eklenip 12.000xg’de 3 dk santrifiijlendi. Koleksiyon tiipii atilip
steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi. 200 pL ‘Elution buffer’ tiip
icerisine aktarithip 2 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonra 8000xg’de 1 dk
santrifiijlendi. Izole edilen DNA’lar Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) analizi i¢in

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi:.

3.2.4.2. PZR Kansimlarimin Hazirlanmasi ve Amplifikasyonlarm Elde Edilmesi

Kiiltiirel yontemlerle izole edilip biyokimyasal testlerle tanimlanan stipheli
izolatlarin dogrulamasi i¢in PZR analizi gerceklestirildi. Tablo 3.2°de gosterilen recA
ve 16S rRNA gen bolgesine ait spesifik primerler iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda hazirlandi.
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Tablo 3.2. PZR analizinde kullanilan primerler, primer uzunluklar1 ve hedef gen
bolgeleri (McDowell ve ark., 2001).

Primer Primer Dizisi (5°— 37) Primer Hedef Gen
Adi Boyu Bolgesi
(bp)

BCR1 TGA CCG CCG AGA AGA GCA A
1040 bp recA geni-

B. cepacia complex
BCR2 CTCTTCTTC GTC CAT CGC CTC

PSL1  AACTAGTTG TTG GGG ATT CAT TTC
209 bp 16S rRNA geni-
B. cepacia

PSR1 TTTCGA GCACTCCCGCCTCTCAG

Stipheli izolatlar i¢in PZR reaksiyon karisimi, Solis Bio Dyne markasina ait
FIREPol Master Mix ile Tablo 3.3’e gore toplam hacim 20 pL olarak hazirlandi. Bir
ornek ic¢in 1.5 ml’lik eppendort tiip icerisine master mix’den 4 pL, her bir forwad ve
reverse primer’dan 0.5 pL, ultra saf sudan 12 pL aktarilarak pipetaj yapildi. 0.2 mI’lik
mikro tlip icerisine slipheli izolatin DNA’sindan 3 pL, master karisimdan 17 pL
eklenerek hazirlanan 6rnekler Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. Pozitif kontrol
icin hazirlanan PZR reaksiyon karisimi1 Tablo 3.4’te, Negatif kontrol i¢in hazirlanan
PZR reaksiyon karigimi Tablo 3.5’te gosterilmistir. Stipheli izolatlarda rec4 ve 16S
rRNA genlerini tespit etmek icin gerekli sicaklik ve dongii kosullar: ise Tablo 3.6°da
ve Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Stipheli izolatlar i¢in hazirlanan PZR reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim

FIREPOL Master Mix 4 uL

F primer 0.5 uL

R primer 0.5 uLb 20 uL
Ultra saf su 12 uL.

DNA 3ulL
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Tablo 3.4. Pozitif kontrol i¢in hazirlanan PZR reaksiyon karisimi1

Bilesen Hacim

FIREPOL Master Mix 4 uL

F primer 0.5 uL

R primer 0.5 uL 20 uL
Ultra saf su 12 uL.

DNA 3uL

Tablo 3.5. Negatif kontrol i¢in hazirlanan PZR reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim

FIREPOL Master Mix 4 uL

F primer 0.5 uL 17 uL
R primer 0.5 uL

Ultra saf su 12 uL

Tablo 3.6. Burkholderia cepacia kompleks bakterilerinde recA genini tespit etmek
icin gerekli PZR kosullar1 (McDowell ve ark., 2001).

PZR Basamagi Sicaklik Stire Dongii Sayist
On denatiirasyon 96°C 3 dk -
Denatiirasyon 96°C 1 dk 35
Baglanma 56°C 1 dk }

Uzama 72°C 1.5 dk

Son Uzama 72°C 10 dk -

Tablo 3.7. Burkholderia cepacia bakterilerinde 16S rRNA genini tespit etmek i¢in
gerekli PZR kosullar1 (Campbell ve ark., 1995).

PZR Basamagi Sicaklik Stire Dongli Sayisi
On denatiirasyon 94°C 6 dk -
Denatiirasyon 94°C 1 dk 30
Baglanma 57°C 1 dk }

Uzama 72°C 2 dk

Son Uzama 72°C 10 dk -
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3.2.4.3. PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PZR isleminde ¢ogaltilan DNA bolgelerinin baz uzunluklarinin belirlenmesi
amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulandi. 2.1 gr agaroz’a 200 ml 1X TBE tamponu
ilave edilerek 95°C’deki su banyosunda iyice ¢ozdiiriildii. Yaklasik 50°C’ye kadar
sogutulan jelin icerisine Etidyum Bromiir boyasindan 5 uL eklendi. Igerisine tarak
yerlestirilmis elektroforez jel kuvvetine dokiildii ve yaklasik 45 dk katilasmasi igin
bekletildi. Bekleme siiresinin bitmesiyle taraklar jelden dikkatlice c¢ikartilarak
elektroforez tankinin icerisine yerlestirildi. Jelin iizerini gececek sekilde yliriitme
tamponu olarak 1X TBE ¢6zeltisi eklendi. Daha sonra jel i¢erisindeki kuyucuklardan
ilkine bant uzunluklarin1 saptamak i¢in 5 uL DNA Ladder eklendi. Akabinde diger
kuyucuklara sirasiyla 5 pL olacak sekilde pozitif kontrol, negatif kontrol ve 6rneklerin
PZR f{irlinlerinden yiiklendi. 180 voltta 60 dk siire ile yiirlitme islemi yapildi. Daha
sonra jelde olusan bantlarin konumlar1 UV 15181 altinda goriintiilendi. Olusan bantlar,

pozitif kontrol ve DNA marker ile karsilastirilarak yorumlandi.

3.2.5. Burkholderia cepacia’nin Biyofilm Olusumunun Incelenmesi

Burkholderia cepacia susunun biyofilm olusumu 96 kuyucuklu mikroplaka
kullanilarak tespit edildi. Pozitif sus, bir gece dnceden 5 ml Nutrient broth icerisinde
37°C’de inkiibe edildi. BCSA besiyerine gegisi yapilarak tekrar 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Kat1 besiyerinde iireyen tek kolonilerden steril 6ze ile alinarak
0,85 NaCl igeren tiipte McFarland degeri 0,5 bulaniklik olacak sekilde ekimi yapildi.
Taze olarak hazirlanan Nutrient broth besiyerinden 180 pL olacak sekilde kuyucuklara
dagitildi. Bulaniklif1 ayarlanan pozitif sustan 20 pL miktarda kuyucuga eklendi.
Calismada bir sus i¢in 3 kuyucuk kullanilarak tekrar edildi. Plaka 25°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka ters ¢evrilerek besiyeri hafifce vurularak
cikarildi. Kuyucuklar 3 kez %0,85 NACI ile yikanarak oda sicakliginda kurutuldu.
Daha sonra, kuyucuklara 200 uL metanol ilave edilerek fiksasyon saglandi. Metanoliin
giderilmesiyle plaka oda sicakliginda kurumaya birakildi. Boyama i¢in her kuyucuga
200 pL Kristal viyole ilave edildi ve plaka 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Boya
bosaltilip plaka hafif¢e ¢cesme suyunda yikandi. Ardindan kuyucuklar tekrar kurutuldu
ve tlizerine 200 pL %33°liikk Asetik asit ilave edildi. Homojen haldeki plaka
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spektrometre cihazina yerlestirilerek 590 nm’de okuma yapildi. Absorbans degerinin
0,5’den biiylik olmasi pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi (Yavuz, 2017).

Burkholderia cepacia sugsunun biyofilm goriintiisii Sekil 3.11°de gosterilmistir.

Sekil 3.11. Calismada kullanilan Burkholderia cepacia mn biyofilm goriintiisii
3.2.6. Burkholderia cepacia’nin Antibiyotik Duyarhliklarinn Incelenmesi

Duyarlilik testleri, Burholderia cepacia susu ile CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) tarafindan belirlenmis disk diftizyon (DD) yontemine gére yapild.
Pozitif sus, On zenginlestirme amaciyla bir gece 6nceden 5 ml Nutrient broth
besiyerinde 37°C’de inkiibe edildi. BCSA besiyerine gegisi yapilarak tekrardan
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Kati besiyerinden steril 6ze ile alinan koloniler
%0,9 NaCl igerisinde 0,5 McFarland degerinde siispanse edildi. Siispanse edilen sus,
steril ekiivyon ¢ubukla Mueller Hinton Agar (MHA) iizerine homojen bir sekilde
yayildi. Daha sonra CLSI’nin 6nerdigi hacimlerde Ceftazidime (30 pg), Meropenem
(10 pg), Minocycline (30 pg) ve Trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75 pg)
antibiyotik diskleri petrilere steril pens ile yerlestirildi. Petriler 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras: disk ¢evresindeki zon caplar1 6lgiilerek sonuglari referans
degerlerle karsilastirilip antibiyotik direncliligi saptandi (CLSI, 2018). Burkholderia
cepacia susunun MHA tzerinde disk difiizyon test goruntiisii Sekil 3.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Calismada kullanilan Burkholderia cepacia nin MHA {izerinde disk
difiizyon test goriintiisii

32



4. BULGULAR

Calismamiz kapsaminda, Kasim 2021-Nisan 2022 tarihleri arasinda Burdur il
merkezi ve gevre ilgelerindeki mandiralar, siit toplama tankerleri, halk pazarlari, dogal
su kaynaklari ve igme kullanma sularindan toplanan 270 adet gida 6rnegi Burkholderia
cepacia’nin varligl yoniinden analize alindi. Toplanan 6rneklerin gida tiiriine gore

sayisal dagilimi Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Toplanan 6rneklerin gida tiirtine gore sayisal dagilimi

Gida tiirii Ornek sayis1
Inek siitii 60
Koyun siitii 30
Kegi siitii 30
Peynir 10
Yogurt 10
Tereyag 10
Kaynak suyu 60
Icme kullanma suyu 60
Toplam 270

4.1. Kiiltiirel Izolasyon Bulgular:

Orneklerin kiiltiirel ekimleri sonucunda, BCSA besiyerinde pembe zemin
tizerinde lireyen sari-yesil renkli, yer yer de beyaz renkli koloni olusumlar1 goriildii.
Orneklerin %52,59 (142/270)’u B. cepacia varhig agisindan siipheli olarak tespit
edildi. Stpheli izolatlarin %52,82 (75/142)’si siit 6rneklerinden, %4,93 (7/142)’1 siit
trtinlerinden ve %42,25 (60/142)’i su Orneklerinden olugmaktadir. Kiiltiir
izolasyonuna gore elde edilen izahatlarina dagilim1 ve oranlari Tablo 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Kiiltiir izolasyonuna gore elde edilen izolatlarin sayisal dagilimi ve oranlari

Toplam izolat sayisinin

Gida tiirii Izolat sayis1 o
Siit ¢esitleri

Inek siitii 34 23,94

Koyun siitii 26 18,31

Kegi sttt 15 10,56

Stit tirtinleri ¢esitleri

Peynir 3 2,11

Yogurt 0 0

Tereyag 4 2,82
Su ¢esitleri

Kaynak suyu 59 41,55

Igme kullanma suyu 1 0,70

Toplam 142

Tablo 4.2°de belirtildigi gibi kiiltiirel ekim sonucunda elde edilen 142 siipheli
izolat ilk olarak Gram boyama yoniinden incelendi ve hiicre morfolojilerine gore
ayrimlar1 yapildi. Mikroskopta pembe renkli, Gram (-) basil goriinen 92 izolat B.
cepacia varligi agisindan sitipheli olarak degerlendirildi. Hiicre morfolojilerine gore

elde edilen izolatlarin sayisal dagilimi ve oranlar1 Tablo 4.3°te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Hiicre morfolojilerine gore elde edilen izolatlarin sayisal dagilimi ve

oranlari

Toplam izolat sayisinin

Gada tiirii Izolat say1s1 o
Stit gesitleri

Inek siitii 12 13,04

Koyun siitii 10 10,87

Kegi siiti 6 6,52

Siit tirtinleri gesitleri

Peynir 0 0

Yogurt 0 0

Tereyag 4 4,35
Su gesitleri

Kaynak suyu 59 64,13

I¢me kullanma suyu 1 1,09

Toplam 92
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Tablo 4.3’e gore slit g¢esitlerinden elde edilen silipheli izolatlarin %13,04
(12/92)’1 ¢ig inek siitii, %10,87 (10/92)’si ¢ig koyun siitii, %6,52 (6/92)’si ¢ig kegi
stittinden olusmaktadir. Siit {irtinleri olan peynir ve yogurt 6rneklerinden siipheli izolat
elde edilmemis olup tereyagindan %4,35 (4/92) oraninda izolat elde edilmistir. Su
cesitlerinden elde edilen siipheli izolatlarin %64,13 (59/92)’1 kaynak suyu, %1,09

(1/92)’u igme kullanma suyundan olugmaktadir.

4.2. Identifikasyon Bulgulari

Tablo 4.3’de belirtilen 92 siipheli izolatin biyokimyasal testleri yapilarak 6n
tanimlamasi yapildi. On tanimlama sonucunda 34 izolat, Burkholderia cepacia’ya ait
biyokimyasal test profiline uygun bulundu ve siipheli olarak degerlendirildi. Siipheli
izolatlar yiizdesel olarak ifade edildiginde %11,76 (4/34)’s1 ¢ig inek siitl, %14,71
(5/34)’1 ¢ig koyun siitii, %17,65 (6/34)’ ¢ig ke¢i siitli, %55,88 (19/34)’i kaynak
sularindan olusmaktadir. Diger 58 izolatin ise yapilan biyokimyasal testler sonucunda
B. cepacia ile benzer sonuglar vermedigi goriildii. Biyokimyasal test sonuglarina gore

elde edilen izolatlarin sayisal dagilimi ve oranlar1 Tablo 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Biyokimyasal test sonuglarina gore elde edilen izolatlarin sayisal dagilimi
ve oranlari

Toplam izolat sayisinin

Gida tiirii Izolat sayis1 y
0
Stit gesitleri
Inek siitii 4 11,76
Koyun siitii 5 14,71
Kegi siitii 6 17,65
Su cesitleri
Kaynak suyu 19 55,88
Toplam 34
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Identifikasyon sonucu elde edilen izolatlarin, calisilan gida tiiriine gére sayisal

dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

= Inek Siitii = Koyun Siiti = Kegi Siiti = Kaynak Suyu

Sekil 4.1. Identifikasyon sonucu elde edilen stipheli izolatlarin dagilimi

Stipheli izolatlarin calisilan gida tiirine gore dagilimi1 ve biyokimyasal test

sonuglar1 Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Stipheli izolatlarin gida tiirtine gére dagilimi ve biyokimyasal test sonuglari

Gida Ornegi  lzolat No  Katalaz  Oksidaz Gram Boyama KF NR
Kaynak Suyu Al + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A2 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A3 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A4 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A5 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A6 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A7 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A8 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A9 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A10 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu All + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu Al2 + + Gram (-), Basil -
Kaynak Suyu Al3 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu Al4 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu Al5 + s Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu Al6 o o Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu Al17 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu Al8 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A19 s ats Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A20 4 & Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A21 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A22 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A23 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A24 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A25 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A26 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A27 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A28 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A29 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A30 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A3l + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A32 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A33 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A34 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A35 + + Gram (-), Basil -
Kaynak Suyu A36 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A37 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A38 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A39 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A40 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A4l + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A42 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A43 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A44 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A45 + + Gram (-), Basil + +
Kaynak Suyu A46 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A47 + + Gram (-), Basil - -
Kaynak Suyu A48 + + Gram (-), Basil + -
Kaynak Suyu A49 + + Gram (-), Basil - -
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Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
Kaynak Suyu
I¢me kullanma
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Inek Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Koyun Siitii
Kegi Siitii
Kegi Siitii
Kegi Siitii
Kegi Siitii
Kegi Siitii
Kegi Siitii
Tereyag
Tereyag
Tereyag
Tereyag

A50
AS1
AS52
A53
A54
A55
A56
AS57
A58
A59
Bl
Cl
2
C3
C4
Cs
C6
c7
C8
C9
C10
Cl1
C12
DI
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
El
E2
E3
E4
E5
E6
F1
F2
F3
F4

I i i a e S e e e S S e i e

J’_

e T S S S S S S T T T T T T T o S s e e S e T S S S

J’_

Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil
Gram (-), Basil

+ +

+ o+ +

+ o+

+ 4+ o+ +

+ _|_ _|,_ 1

KF: Karbonhidrat Fermentasyon, NR: Nitrat Rediiksiyon
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4.3. Molekiiler Analiz Bulgular

Stipheli 34 izolatin dogrulamasi, rec4 ve 16S rRNA gen bolgesine ait spesifik
primerler kullanilarak PZR teknigi ile yapildi. PZR analiz sonuglari
degerlendirildiginde, izolatlarin higbirinin recA ve 16S rRNA genine sahip olmadigi
anlagildi. Siipheli izolatlarin 16S rRNA gen bdlgesine ait elektroforez jel goriintiisii
Sekil 4.2°de, recA gen bolgesine ait elektroforez jel goriintiisii Sekil 4.3°te, Sekil 4.4°te
ve Sekil 4.5’te gosterilmigtir.

Sekil 4.2. 16S rRNA gen primerleri ile elde edilen PZR f{iriinlerinin elektroforez jel
gortintlisi (M: DNA Marker, P: Burkholderia cepacia susu, N: Negatif Kontrol,
Asagidan yukari: 1-34 no’lu izolatlar)
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Sekil 4.3. recA gen primerleri ile elde edilen PZR f{iriinlerinin elektroforez jel
gortintlisti (M: DNA Marker, P: Burkholderia cepacia susu, Sagdan-sola: 1-18 no’lu
izolatlar)

T3 L
TR R

il

[ ]

Sekil 4.4. recA gen primerleri ile elde edilen PZR f{iriinlerinin elektroforez jel
goritintlisti (M: DNA Marker, P: Burkholderia cepacia susu, Sagdan-sola: 19-32 no’lu
izolatlar)
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Sekil 4.5. recA gen primerleri ile elde edilen PZR iiriinlerinin elektroforez jel
gortintlistt (M: DNA Marker, P: Burkholderia cepacia susu, N: Negatif Kontrol,
Sagdan-sola: 33-34 no’lu izolatlar)

4.4. Cahismada Kullanilan B. cepacia Susunun Biyofilm Sonuclari

Burkholderia cepacia susunun biyofilm testi sonucunda plaklarda olusan
biyofilmlerin optik yogunluklari 590 nm’de 6l¢iildii ve absorbans degeri 0,52 olarak
saptandi. Bu degere gore B. cepacia’da biyofilm tiretimi pozitif olarak tespit edildi.
Burkholderia  cepacia’nin  olusturdugu  biyofilm goriintisic  Sekil 3.11°de

gosterilmistir.

4.5. Calismada Kullanilan B. cepacia Susunun Antibiyotik Direnclilik Sonuclari

Burkholderia cepacia susu, 4 farkli antibiyotige karsi duyarlilik yoniinden test
edildi. Degerlendirilen antibiyotiklerin zon ¢aplar1 direngli (R), duyarli (S) ve orta
derecede duyarli (I) olarak Tablo 4.6’da gosterilmistir (CLSI, 2018).

Tablo 4.6. B. cepacia kompleksi i¢in belirlenen spesifik antibiyotikler ve zon ¢aplar1

Kullanilan Antibiyotikler Zon Caplar1 (mm)

S 1 R
Ceftazidime (30 pg) >21 18-20 <17
Meropenem (10 pg) >20 16-19 <15
Minocycline (30 pg) > 19 15-18 <14
Trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75 pg) > 16 11-15 <10
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Burkholderia cepacia nin Tablo 4.6’ da gosterilen antibiyotiklere karst duyarl
oldugu tespit edildi. Antibiyotikler arasinda en yiiksek duyarlilik Meropenem’de, en
az duyarlilik Minocycline’de gozlendi. Arastirmada kullanilan B. cepacia susunun

olusturdugu zon ¢aplari ve kullanilan antibiyotikler Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Calismada kullanilan B. cepacia susunun olusturdugu zon ¢aplari

Kullanilan Antibiyotikler Zon Caplar1 (mm)
Ceftazidime (30 pg) 27
Meropenem (10 pg) 32
Minocycline (30 pg) 19
Trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75ug) 31
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5. TARTISMA

Dogada yaygin olarak bulunan Burkholderia cepacia kompleks bakterileri
toprak, su, bitki rizosferi ve tarim Uriinleri gibi cesitli yerlerde goriilebilmektedir.
Ancak bu bakterilerin ¢evredeki dagilimi esit degildir. B. cepacia, B. cenocepacia, B.
vietnamiensis, B. anthina ve B. seminalis diinya ¢apinda su bazli ortamlarda yaygin
olarak bulunurken B. cepacia, B. cenocepacia, B. vietnamiensis ve B. ambifaria
bitkilerin rizosferinde yasayan tiirler olarak bilinmektedir. Bec tiirleri sulu ortamlarda
hayatta kalma ve ¢ogalma kapasitesine sahiptir. Bu tiirlerin organik maddeyi
metabolize etme yeteneginden sorumlu genetik &zelliklerine sahip olmalar:
canliliklarin1 devam ettirebilmelerinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu konuyla ilgili bir
diger ipucu ise Burkholderia cinsine ait Burkholderia pseudomallei'den tahmin
edilmektedir. B. pseudomallei, insanlarda ve hayvanlarda Melioidoz hastaligina sebep
olan patojen ve endemik bir tiirdiir. Yapilan ¢alismalar neticesinde, dis zar yapisini
koruma yeteneginden dolay1 B. pseudomallei'nin su ortamlarinda uzun siireli hayatta

kaldig1 bildirilmistir (Tavares ve ark., 2020).

Zanetti ve ark. (2000) tarafindan Italya’da yapilan bir calismada, kamu ve 6zel
binalardan toplanan 85 i¢gme suyu orneklerinde B. pseudomallei ve B. cepacia varligi
yoniinden arastirilmistir.  Arastirmanin = sonucunda  Orneklerin - %7°sinde  B.
pseudomallei, %3.5’inde B. cepacia saptanmistir. Bu ¢aligsmada, su borularinda olusan
biyofilmdeki organik maddenin bakteri hiicreleri tarafindan metabolize edilerek
mikrobiyal kontaminasyona yol actig1 dikkat ¢ekmektedir. Vermis ve ark. (2003)
tarafindan Avrupa’da yapilan bir ¢alismada, nehirlerden toplanan 28 su numunesi
analiz edilmis ve bunlardan 10 tanesinin Bcc’ye ait B. cepacia, B. multivorans, B.
cenocepacia, B. vietnamiensis ve B. anthina tiirleri olduklar1 tespit edilmistir. Cin’de
Fang ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir bagka arastirmada ise gol sularindan izole
edilen 670 izolatinin %40'1n1n B. cepacia kompleksine ait oldugu sonucuna varilmistir.
Arastirma sonucunda B. cenopacepacia en baskin tiir olmakla beraber bunu bunu B.
stabilis, B. multivorans, B. vietnamiensis ve B. seminalis’in izledigi belirtilmistir. B.
stabilis ve B. seminalis'in su ortamindaki ilk raporu olmasi nedeniyle Gnem

tasimaktadir. Bizim arastirmamizda, binalardan toplanan 60 adet igme kullanma suyu
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ile kuyu sularindan toplanan 60 adet su oOrneklerinin higbirinde Bcec tiirlerine

rastlanmadi.

Su, kontaminasyona sebep olabilecek en yaygin ortamdir ve ilag endiistrisinde
en ¢ok kullanilan ham maddedir. Bu durum, diinyada bazi ila¢ firmalar1 tarafindan
endiseyle karsilanmaktadir. Bee bakterileri, klinik 6nemi ve ilag endiistrisinde yarattig1
problemler nedeni ile Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi'nin (FDA) dikkatini ¢ekmistir.
FDA, bu bakteri grubunun "Sakincali Mikroorganizmalar" kategorisine dahil edilmesi
gerektigini 6nermistir. FDA 2016 yilinda, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC) ile is birligi i¢inde, ilag yapimi i¢in kullanilan su sisteminde B. cepacia’nin
varlifini tespit etmesi sonucunda bu bakteri gruplart hakkinda aragtirmalar artmistir.
FDA 2017 yilinda oksiiriik, soguk alginligi ve alerji tedavisi i¢in kullanilan suruplarda
B. cepacia kontaminasyonu tespit edilmesi sonucunda ilaglarin piyasadan geri

cagrilmasini tavsiye etmistir (Tavares ve ark., 2020).

B. cepacia kompleksinin ¢evresel ve klinik kokenli olan arastirmalari
literatlirde fazlasiyla mevcuttur. Ancak gidalar tizerine yapilan arastirma sayisit yok

denecek kadar azdir.

Klinik o6rneklerde, Bcc bakterilerinin tespit edildigi vakalarin ¢ogunlugu
genelde kontamine farmasotik ve kisisel bakim irtinlerinden kaynakli bir etkiye
sahiptir. Son zamanlarda bu bakterilerin, tibbi iirlin ve cihazlarda ¢ok sayida salgina
neden oldugu agiklanmistir. Shaban ve ark. (2020) 1970 ile 2019 yillar1 arasinda
literatiirde yayinlanan tiim B. cepacia salgmlarimi incelemisler ve salgmlarin
cogunlugunun son yillarda arttigini ve klinik kdkenli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
kontaminasyon kaynaginin bilinmesinin yaninda enfeksiyon kontrol ve Onleme
tavsiyelerinin yayinlanmasinin gelecekte olasi B. cepacia salginlar1 durdurabilecegini

vurgulamiglardir.

Genis bir gevresel epidemiyolojiye sahip olan Bee bakterileriyle ilgili yapilan
bir baska ¢alismada Hrenovic ve ark. (2022) insan siv1 ve kat1 atiklarinin bulundugu
ortamlardan; ¢opliikteki topraktan B. multivorans, nehir suyundan B. cenocepacia ile

giibrelenmis tarim topraklarindan B. amfaria izolatlarin1 elde etmislerdir. Bu
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izolatlarin enfekte kisilerle kontaminasyonu sonucu olusabilecegini ve insan sivisi
veya kat1 atiklarla ¢evreye yayilabilecegini ifade etmislerdir. Yanlis bertaraf edilen
atiklarin yagmur sulariyla da topraga sizmis olabilecegini bildirmislerdir. Ibrahim ve
ark. (2012) klinik, su ve tarim kaynaklarindan elde ettikleri Bee izloatlarini bazi bitki
orneklerinde test ederek biyofilm olusumlarinin patojenite ile iliskisini gostermeye
calismiglardir. Calismanin sonucunda, klinik ve su kaynakli izolatlarin bazi bitkilerde
ciddi patojenite 6zelligi gosterdigini ve bunun gii¢clii biyofilm olusturma yetenekleriyle

iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Burkholderia cepacia kompleksi dogal ortamdaki bitki hasere antagonistleri,
bitki biiylime destekleyicileri ve toksik maddelerin parcalayici ajanlari olarak faydali
Ozelliklere sahiptir. Ancak patojenik potansiyelleri bazi endiselere yol agmaktadir. Bu
tiirlerin dogal rezervuarinin arastirilip ekolojik 6zelliklerinin bilinmesiyle beraber
giivenilir tanimlama yontemleri kullanilarak saglam epidemiyolojik ve klinik verilerin
toplanmasi, tiirler arasindaki ¢esitliligin aydinlatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir

(Chiarini ve ark., 2006).

Burkholderia cepacia bakterilerinin sahip olduklar1 yiizey yapilar ile
bulunduklar1 ortamda canliliklarimi koruyabilmeleri, etkenin gida ve su kaynakli
bulagsmalara olanak saglayacagi diisiincesini akla getirmistir. Bu diisiince
dogrultusunda yapilan bir ¢alismada bakterinin gida ve sularda bulunabilme olasilig1
arastirllmistir. Arastirma sonucunda etkenin hayvansal iirtinlerde kontaminasyona
bagli olarak bulunmasi, gida ve sularin B. cepacia yonlinden potansiyel yeni bir

kaynak olabilecegini gostermektedir (Moore ve ark. 2001).

Tiirkiye’de yapilan gida ve sularla ilgili B. cepacia'min varliginin
belirlenmesine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diinya’da yapilan mevcut bir
yayinda, B. cepacia bakterilerini pismis et, domuz, sigir, kuzu ve tavuk eti, deniz
tirtinleri, sit Urtinleri, ¢ig siit, yamurta, piring ve salatalar, sebze ile meyveler olmak
tizere 8 ayr1 gida kategorisinde ve 9 ayr1 su kategorisinde analiz ederek sonuglari rapor
etmislerdir. Sadece ¢ig siitlin bu mikroorganizmalar i¢in varligini tespit etmislerdir.
Bu nedenle ¢ig siit tiiketiminin, bu organizma ile potansiyel enfeksiyon kaynagi

olusturacagi dustiniilmektedir (Moore ve ark. 2001).
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Cig siitiin, B. cepacia kompleksinin ¢evresel bir kaynagi oldugu bilinmekle
beraber bu bakterilerin ¢ig siitte ¢ogalma kabiliyeti hakkinda hig¢bir veri mevcut
degildir. Literatiir taramalarinda Bcc tiirlerinin ¢ig siit ile iliskili oldugu sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Berriatua ve ark. (2001) mikrobiyolojik ve epidemiyolojik
arastirmalarinda mastitise sebep olan etken maddenin koyun siitlerindeki B. cepacia
kompleksine ait oldugunu saptamiglardir. Ayrica bu ¢alismanin, koyunlarda goriilen
mastitisin Bee kompleksi ile iliskili oldugu ilk rapor olma o&zelliginden dolayi
veterinerlik ve tipta 6nemli ¢ikarimlara sahip oldugunu vurgulamislardir. Baska bir
arastirmada Nornberg ve ark. (2010) ¢ig siit 6rneklerinden izole ettikleri psiktrofik B.
cepacia’nin yliksek diizeyde proteolitik aktiviteye sahip oldugunu gozlemlemisler ve
¢ig stitteki kontaminasyonun memenin toprakla temasi sonucu ya da siit tanklarinin

toz yoluyla olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.

Bizim ¢alismamizda, Burdur ili ve ilgelerinden toplanan siit, siit tirtinleri ile su
orneklerinden, B. cepacia nin kiiltiirel ve molekiiler identifikasyonu yapilarak elde
edilen izolatlarin biyofilm olusumlart ile antibiyotik duyarliliklari incelenmesi
amaglandi. Bu amagla, tiim gida 6rneklerinden B. cepacia izolasyonu i¢in Onerilen
kiiltir yontemi kullanilarak izolasyon gergeklestirildi. B. cepacia varligi yoniinden
stipheli oldugu duistiniilen izolatlar biyokimyasal testlerle tanimlanarak PZR yontemi
ile dogrulamasi yapildi. PZR sonuglarina gére tiim siipheli izolatlar negatif olarak

tespit edildi. Ve izolatlarin higbirinde rec4 ve 16S rRNA genlerine rastlanmadi.

Tiurkiye’de gida ve su oOrneklerinde Burkholderia cepacia varliginin
mikrobiyolojik ekim yontemlerinin yetersiz olmasi sebebiyle molekiiler yontemler

kullanilarak dogrulama isleminin yapildig ilk ¢alisma olmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada analiz sonuglart degerlendirildiginde, gida orneklerinde B.
cepacia varligi tespit edilmemistir. Ancak B. cepacia kompleks bakterileri ¢cevresel bir
epidemiyolojiye sahip oldugu gibi hastane ortamlarinda da siklikla bulunabilmektedir.
Bu duruma paralel olarak hastane enfeksiyonlari olusmakta ve salgimlar meydana
gelebilmektedir. Yapilan son g¢alismalarda, ¢ig siitlerde B. cepacia bakterilerinin
saptanmasina bagli olarak bireylerde enfeksiyon gelisme olasiligi bulunmaktadir. Bu
baglamda gida y6niinden de salginlarin olusabilecegi akilda tutularak mikrobiyolojik
bulagsmay1 onleyici tedbirler gelistirilmelidir. Halk sagligi a¢isindan son yillarda
problem haline gelen B. cepacia kompleksine karsi alinacak onlemler soyle

siralanabilir:

Cevresel kontaminasyon 6nlenmeli,

Kisisel hijyene gereken 6nem verilmeli,

Bagta yogun bakim iiniteleri olmak tizere bagisiklik sistemi zayif hastalarin yattig
birimlerde temas 6nlenmeli,

Personel ve hasta kisilere gerekli egitimler verilmeli,

Enfeksiyon kontrol dnlemleri olusturulmali,

Giivenilir stirveyans ¢alismalart yapilmali,

Uygun antibiyotik politikalar1 gelistirilmeli,

Gidalarda B. cepacia izolasyonlarinda mikrobiyolojik ekim yontemleri ile kesin sonug
alinamamasindan dolay1 molekiiler yontemlerle dogrulamasi yapilmali,

Hayvan yetistiricileri, tarimda c¢alisanlar ve tiiketiciler hijyen konusunda
bilinglendirilmeli ve kisilere gerekli egitimin verilmesi saglanmali,

Etkenin, ozellikle riskli gruplarin sagligini tehdit ettigi yoOniindeki uyarilar

yapilmalidir.
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