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ÖZET 

 

Altay Akışoğlu HÖ. Burkholderia Türlerinin Moleküler Yöntemlerle 

Tiplendirilmesi, Türler Arasında Biyofilm Oluşumu ve Antibiyotik Direnç 

Farklılığının Belirlenmesi. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Mikrobiyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bu çalışmada, kistik 

fibrozisli (KF) ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia türlerinin rutin 

mikrobiyolojik yöntemler ve multilokus sekans analizi (MLSA) ile tanımlanması, 

biyofilm oluşumunun değerlendirilmesi, antibiyotik duyarlılıkları ve sinerjilerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Yirmialtı farklı 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 belirlenmiştir. Tür düzeyinde MALDI-TOF MS ile doğru 

tanımlama %66 olarak bulunmuştur. Çalışılan izolatlarda biyofilm oluşumu %53 (n = 

20) olarak belirlenmiş ve türler arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır. İzolatların 

seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasine karşı duyarlılıkları sırasıyla 

%66, %34, %50 ve %60 olarak belirlenmiştir. Burkholderia türlerine karşı antibiyotik 

direncinde, KF hastalarından elde edilen izolatlar seftazidime daha duyarlı bulunmuş, 

diğer antibiyotikler için anlamlı fark saptanmamıştır. İki izolatta meropenem ve TMP-

SXT arasında sinerji gözlenmiştir. Onbeş izolatta antagonizma tespit edilmiş, bunun 

12’si meropenem ile seftazidim, 3’ü seftazidim ile TMP-SXT arasında bulunmuştur. 

Bu çalışma KF ve KF olmayan hastalarda izole edilen Burkholderia spp. sekans 

sonuçlarının farkını, biyofilm oluşumunun bu bakteri ile oluşan enfeksiyonlarda 

önemli olduğunu ve tedavinin in vitro antibiyotik duyarlılık test sonuçlarına göre 

değerlendirilmesi gerektiğini göstermiştir.  

 

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

         biyofilm, antibiyotik duyarlılık 
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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. GİRİŞ 

 

Burkholderia türleri doğada yaygın olarak bulunan, bağışıklık sistemi 

baskılanmış hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen, aerobik, gram 

negatif, non-fermenter basillerdir. Burkholderia cepacia kompleksi (Bcc) kistik 

fibrozis (KF) ve kronik granülomatoz hastalığı bulunan insanlarda asemptomatik 

taşıyıcılıktan ölümcül pnömoniye kadar değişen klinik tablolara neden olmaktadır. 

Bu türlerin aynı zamanda hastane salgınları, santral venöz kateter ilişkili enfeksiyon, 

deri ve yumuşak doku enfeksiyonları ve genitoüriner sistem enfeksiyonları 

oluşturduğu da gösterilmiştir. Kistik fibrozis hastalarında en sık görülen Bcc türlerini 

inceleyen epidemiyolojik çalışmalarda, hastalığa neden olan tür ve antibiyotik 

duyarlılıklarının farklı olduğu ve ülkelerarası farklılıklar bulunduğu saptanmıştır. Bu 

nedenle, Burkholderia türlerinin tür düzeyinde doğru tanımlanması hasta yönetimi ve 

ulusal antimikrobiyal direnç sürveyansı açısından önem taşımaktadır. 

Burkholderia türlerinin rutin olarak tanımlanmasında fenotipik ve 

biyokimyasal yöntemlere ek olarak matriks ile desteklenmiş lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanlı kütle spektrometresi (MALDI-TOF MS) 

günümüzde yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak, bu yöntemlerle tür düzeyinde 

tanımlama yapmak her zaman doğru sonuç vermemektedir. Bu türlerin kesin 

ayrımında güvenilir, hızlı ve uygun maliyetli yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu 

amaçla çeşitli moleküler yöntemler geliştirlmiş olup her birinin avantaj ve 

dezavantajları bulunmaktadır. Bunlar arasında yer alan multilokus sekans analizi 

yakın türlerin ayrımı için kullanılan, birden çok lokusun dizilenmesi esaslı güvenilir 

bir moleküler sınıflandırma yöntemidir.  

Burkholderia türlerinin hastalık oluşturabilme yeteneği ve tedaviye yanıtı 

türler arasında farklılıklar göstermektedir. Önemli virülans faktörlerinden biri olan 

biyofilm özelliğine sahip bakterilerin oluşturduğu enfeksiyonun ortadan kaldırılması 

genellikle mümkün olamamaktadır. Aynı türden olmasına rağmen biyofilm oluşturan 

bakteriler, biyofilmin bariyer fonksiyonu, durağan hücrelerin düşük üreme hızı 

ve/veya direnç genlerinin ekspresyonu nedeniyle immün sisteme ve 

antimikrobiyallere karşı daha dayanıklı hale gelmektedir. 
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Burkholderia türleri penisilinler, sefalosporinler, aminoglikozidler ve 

polimiksinler gibi antibiyotiklere içsel olarak dirençlidir. Enfeksiyonların prevalansı 

ve tedavi yanıtlarını inceleyen araştırmalar Burkholderia multivorans ve 

Burkholderia cenocepacia’nın daha yüksek bulaş oranları ve mortaliteye neden 

olduğunu göstermektedir.  

Bu çalışmanın amacı, KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen 

Burkholderia türlerini rutin mikrobiyolojik yöntemler, MALDI-TOF MS ve 

multilokus sekans analizi ile tanımlamak, izolatlarda biyofilm oluşumunu, antibiyotik 

duyarlılık durumunu ve kombine antibiyotik sinerjisini değerlendirmektir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1 Mikrobiyolojik Özellikler  

 

    Burkholderia cepacia kompleks (Bcc) bakterileri 1,6-3,2 μm uzunluğunda, 

aerobik, hareketli, gram negatif basillerdir. Katalaz reaksiyonu pozitif, oksidaz 

reaksiyonu türlere göre değişmekle birlikte genellikle zayıf pozitiftir (1). Bu türlerin 

tamamı glikoz, gliserol, inositol, galaktoz, sorbitol ve mannitolü tek karbon kaynağı 

olarak kullanabilir. Diğer önemli ayırt edici özellikleri arasında nitrat 

redüksiyonunun ve lizin dekarboksilaz aktivitesinin pozitifliği ve arjinin dehidrolaz 

aktivitesinin negatif olması bulunmaktadır (2). 

Burkholderia cepacia kompleks türleri yüksek düzeyde 16S rRNA gen dizisi 

benzerliği (>%97,5) ve orta düzeyde DNA-DNA hibridizasyon değerlerine (%30-60) 

sahip yakın ilişkili türlerdir. Olağandışı büyüklükteki genomları (6,2-8,7 Mbp) üç 

sirküler kromozom ve 1-5 adet geniş plazmid bulundurmakta olup, %59-69,5 

oranında G+C baz bileşimine sahiptirler (3). 

 

2.2 Taksonomi  

 

Burkholderia cinsi taksonomik olarak Betaproteobacteria sınıfı içinde 

Burkholderiaceae ailesinde bulunmaktadır. Burkholderia bakterileri ilk olarak 

1940’larda Cornell Üniversitesi'nde bir bitki patoloğu olan Walter Burkholder 

tarafından soğan çürümesinin nedeni olarak izole edilmiş ve Pseudomonas cepacia 

olarak isimlendirilmesi önerilmiştir. Birkaç yıl sonra insanlarda patojen olduğu 

bildirilmiştir (4). 

  Yabuuchi ve ark. (5) tarafından 1992 yılında rRNA group II pseudomonadlar 

altında sınıflanan yedi tür (Pseudomonas cepacia, Pseudomonas solanacearum, 

Pseudomonas pickettii, Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei, Pseudomonas 

pseudomallei ve Pseudomonas caryophylli), yeni bir cinse aktarılmış ve 

Burkholder'in çalışmalarını onurlandırmak için bu yeni cins Burkholderia olarak 

tanımlanmıştır. Bu sınıflandırmanın ardından birkaç Pseudomonas türü daha sonraki 

çalışmalarda Burkholderia türleri olarak yeniden sınıflandırılmış ve daha önce 
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adlandırılan Burkholderia türlerinin ikisi (Burkholderia pickettii ve Burkholderia 

solanacearum) yeni Ralstonia cinsine aktarılmıştır (6).  

Takip eden yıllarda, Burkholderia türlerinde yeni birçok tür bulunmuş ve 

tanımlanmıştır. Son yıllarda bu bakterilerin taksonomisinde geliştirilmiş tanımlama 

algoritmaları oluşturulmuş olmakla birlikte, bu türlerin Ralstonia, Cupriavidus, 

Pandoraea, Achromobacter, Brevundimonas, Comamonas ve Delftia türleri gibi 

diğer ilgili taksonlardan güvenilir şekilde ayırt edilmesi zordur (7). Günümüzde, bu 

cins altında 100’den fazla tür bulunduğu bildirilmiştir (8).  

1990'ların başından itibaren, birçok araştırmacı geleneksel ve moleküler 

tanımlama yaklaşımlarını (seçici besiyerinde üreme, klasik biyokimyasal testler ve 

ticari biyokimyasal mikrotest sistemleri, tam hücre yağ asidi analizi ve çeşitli PCR 

tabanlı teknikler) kullanarak Burkholderia cinsi içinde yer verilen farklı ekolojik 

kaynaklardan izole edilen B. cepacia suşları arasında belirgin heterojenite olduğunu 

bildirmişlerdir (9). Vandamme ve ark. (10) 1997 yılında Burkholderia cepacia suşları 

arasındaki çeşitlilik ve güvenilir tanımlama şemalarının eksikliği nedeniyle polifazik 

taksonomik çalışma yürütmüştür. Bu çalışmada, kistik fibrozisli hastalarından, klinik 

örneklerden ve çevreden izole edilmiş B. cepacia izolatları tüm hücre protein 

elektroforezi, tüm hücre yağ asidi metil ester analizleri ve DNA-DNA ve DNA-

rRNA hibridizasyonları kullanılarak değerlendirilmiş, bu bakterilerin en az beş ayrı 

genomovara ait olduğunu bildirilmiş ve toplu olarak Burkholderia cepacia kompleksi 

olarak adlandırılmıştır.  

Daha sonraki yıllarda türe özgü PCR testi, ribotiplendirme, PCR ile 

çoğaltılmış gen fragmanlarının restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizmi analizi 

ve tRNA profillemesi gibi moleküler yöntemlerin bir kısmı, Bcc’nin doğru 

tanımlama ve sınıflandırma açısından yararlı olduğunu kanıtlasa da, bu tür 

kompleksinde yeni üyelerin düzenli olarak ortaya çıkması nedeniyle bu yöntemlerin 

duyarlılık ve özgüllüklerinin sürekli yeniden değerlendirilmesi gerekli olmuştur (11).  

Son yıllarda, recA geni ve multilokus dizileme temelli yaklaşımlar tanımlama 

ve sınıflandırma amaçlı olarak ortaya çıkmıştır. Güncel taksonomik çalışmalar 

sonucu Bcc’nin moleküler ve biyokimyasal testler temelinde ayırt edilebilen genomik 

olarak yakın ilişkili en az 20 türden oluşan bir küme olduğu anlaşılmıştır (12).  
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Burkholderia cepacia kompleksi’nde yer alan türlerin listesi Tablo 1.1'de ve 

Burkholderiaceae ailesine ait filogenetik ağaç Şekil 1.1’de verilmiştir.  

 

Tablo 1.1 Burkholderia cepacia kompleks sınıflaması 

 1. Burkholderia ambifaria  

 2. Burkholderia anthina  

 3. Burkholderia arboris  

 4. Burkholderia cenocepacia  

 5. Burkholderia cepacia  

 6. Burkholderia contaminans  

 7. Burkholderia diffusa  

 8. Burkholderia dolosa  

 9. Burkholderia lata  

10. Burkholderia latens 

11. Burkholderia metallica  

12. Burkholderia multivorans  

13. Burkholderia pseudomultivorans  

14. Burkholderia pyrrocinia  

15. Burkholderia seminalis  

16. Burkholderia stabilis  

17. Burkholderia ubonensis  

18. Burkholderia vietnamiensis 

19. Burkholderia stagnalis 

20. Burkholderia territorii 

21. Burkholderia puraquae 

22. Burkholderia catarinensis 
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Şekil 1.1 Burkholderiaceae ailesine ait filogenetik ağaç (11) 
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2.3 Epidemiyoloji 

 

Burkholderia türleri doğada yaygın olarak bulunan ve aylarca yaşayabildiği 

su, toprak ve nemli ortamlardan kolayca izole edilebilen bakterilerdir. Ayrıca 

seyreltilmiş dezenfektanlarda üreyebildikleri için, hastane malzemeleri ve cihazlarını 

kontamine etmekte ve özellikle immün sistem yetersizliği olan hasta gruplarının 

yattığı servislerde ve yoğun bakım ünitelerinde önemli problemler oluşturmaktadır 

(13).  

Çeşitli Bcc salgınlarının kontamine ilaç, tıbbi ürün ve ekipmanlar nedeniyle 

meydana geldiği belirlenmiştir. Örneğin 2004 yılında, reçetesiz satılan oksimetazolin 

içeren burun spreylerinin Bcc ile kontamine olduğu ve ABD'de birden fazla eyalette 

birçok hastayı enfekte ettiği saptanmıştır (14). Ağustos 2004'te, Bcc ile kontamine 

sublingual problar nedeniyle Teksas'ta bir hastanede mekanik ventilasyon alan yoğun 

bakım ünitesindeki 13 KF  hastasında nozokomiyal solunum yolu enfeksiyonu 

gelişmiştir (15). 2015 yılında Kore'de yenidoğan yoğun bakım ünitesinde kontamine 

antiseptikler ve İsviçre genelinde kontamine yıkama eldivenleri Bcc salgınına neden 

olmuştur (16,17). Ülkemizde ise 2009 yılında üriner sistoskopi aletinin B.cepacia ile 

kontaminasyonu nedeniyle sekiz hastada sistoskopik girişim sonrası idrar yolu 

enfeksiyonu bildirilmiştir (18). Günümüzde Bcc tarım endüstrisinde, özellikle Çin'de, 

bitki patojenlerinin antagonisti olarak ve biyoremediasyon uygulamalarında yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Tarımsal uygulamaların neden olacağı su kontaminasyonu 

sonrasında bitki, hayvan ve insanlarda enfeksiyona yol açabileceği düşünülmektedir. 

Örneğin, Baldwin ve ark. (19) klinik Bcc izolatlarının %20'sinden fazlasının doğal 

ortamda bulunan izolatlarla benzer sekans tipinde olduğunu bildirmişlerdir. 

Burkholderia cepacia kompleks bakterileri esas olarak kistik fibrozisli ve 

bronşiektazili hastaların solunum yollarını kolonize ve enfekte etmektedir. Bu 

türlerin kişiden kişiye bulaşı, doğrudan veya dolaylı olarak, temas ve/veya damlacık 

yolu ile meydana gelir. Tüm Bcc türlerinin KF hastaları için olası patojenler olduğu 

düşünülmektedir. Kistik fibrozis hastalarında Bcc enfeksiyonlarının sıklığı değişken 

olmakla birlikte, klinik izolatların coğrafi ve bölgesel dağılımını gösteren 

epidemiyolojik çalışmalar Burkholderia cenocepacia’nın en yaygın görülen tür 

olduğunu ve bunu B. multivorans’ın takip ettiğini göstermektedir (20,21). 
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Kuzey Amerika’daki kistik fibrozis merkezlerinde, B. cepacia izolatlarının 

insidans ve prevalansının 1980’lerin başında arttığı, 1980’li ve 1990’lı yıllarda 

yapılan çalışmalarda ise belirli suşlarla meydana gelen kronik enfeksiyon olguları 

gözlenmiştir (22). Bunun yanında, Avrupa ve Kuzey Amerika’da KF merkezlerinde 

kolaylıkla yayılım gösteren bazı virulan suşlarla meydana gelen birçok salgın 

bildirilmiştir. Bu yayınlarda B. cepacia enfeksiyonu olan kistik fibrozisli hastalarda 

morbidite ve mortalitenin de artmış olduğuna dikkat çekilmiştir (23).  

Burkholderia cepacia’nın KF ve KF olmayan hastalar arasında yayılabildiği 

1988-1993 yılları arasında yapılan bir olgu kontrol çalışmasında gösterilmiştir (24). 

Burkholderia cepacia pozitif kişiler üzerinde yapılan çalışmalarda mevcut B. cepacia 

enfeksiyonunun daha virulan ve bulaş oranı yüksek izolatlarla yer değiştirdiği 

bildirilmiştir (25). Bununla birlikte, kistik fibrozisli kardeşler arasında bu bakterilerin 

yayılımının mutlak olmaması nedeniyle, hastalar arası yayılımın tür bağımlı bir 

özellik olabileceği düşünülmüştür (26). Burkholderia cepacia kompleksi ile meydana 

gelen çapraz enfeksiyonların en olası nedeni olarak 1998 ve öncesi KF hastaları 

arasında çok popüler olan yaz kamplarındaki sosyal temaslar düşünülmekteydi. 

Kistik fibrozis merkezleri ve sosyal ilişkiler nedeniyle hastaların bir arada bulunduğu 

ortamlarda yapılan ve moleküler parmak izi teknikleri kullanılan çalışmalar, bu 

enfeksiyonun bulaşında doğrudan hastadan hastaya yayılım olduğunu kanıtlamıştır 

(27). Bu suşların doğal rezervuarının çevrede olduğu düşünülmekle beraber, henüz 

kesin bir kanıt bulunmamaktadır. Bununla birlikte, 2002 yılında topraktan izole 

edilmiş bir B. cenocepacia suşu, farklı yöntemlerle tiplendirilmiş ve klinik 

izolatlardan ayırt edilemeyeceği gösterilmiştir. Bu araştırma Bcc'nin çevreden 

alınmasının mümkün olduğunu ve KF hastalarında enfeksiyonun neden elimine 

edilemediğini açıklamaktadır (28). 

Burkholderia cenocepacia’nın Avrupa ve ABD’deki kistik fibrozis merkezleri 

arasında yayıldığının gösterilmesi sonucu 2003 yılında yayınlanan ve 2013 yılında 

güncellenen enfeksiyon önleme ve kontrol önerilerinin ardından, hastadan hastaya 

bulaşma ve çevreden edinme riskini azaltmaya yönelik stratejiler ciddiyetle 

uygulanmış ve Bcc enfeksiyonlarının prevalansında belirgin bir azalmanın olduğu 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, uygulanan politikaların Bcc ile enfekte olan hastalar 

üzerinde sosyal izolasyon ve olumsuz psikolojik etkileri görülmüştür. Ayrıca bu 
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uygulamalar suşların bulaşını önlemede etkili olmakla beraber, yeni tanıların ortaya 

çıkmasını engelleyememiştir. Yine de bu enfeksiyon önleme çabalarının yoğunluğu 

sayesinde ABD’de ve Avrupa’daki ülkelerin büyük kısmında bulunan kistik fibrozis 

merkezlerinde, Bcc enfeksiyonu prevalansı %20 civarından %5’in altına 

düşürülmüştür. Kronik Bcc enfeksiyonu prevalansı Danimarka, Portekiz, Slovakya, 

Rusya ve Litvanya’da %5-10, Sırbıstan ve Litvanya’da ise sırasıyla %15 ve %23 

olarak görülmektedir (29-31).  

Literatürde ülkemizde KF hastalarında Bcc enfeksiyonu sıklığı ile ilgili 

yapılan çalışmalara bakıldığında iki yayına ulaşılmıştır. Şener ve ark. (32) tarafından 

1996 yılında yapılan bir çalışmada 55 KF hastasından beş yıllık bir dönemde elde 

edilen 976 balgam örneğinde fenotipik yöntemler kullanılarak hastaların %3,6’sında 

B. cepacia tespit edilmiştir. 2002 yılında Ocak ve ark. (33) tarafından KF 

hastalarında fenotipik testlerle değerlendirilen bir çalışmada ise 129 hastadan alınan 

286 balgam örneği arasında iki ayrı (%1,5) hastada B. cepacia saptanmıştır. 

Kanada, ABD ve birçok Avrupa ülkesinde meydana gelen yeni Bcc 

enfeksiyonlarının epidemik olmayan B. cenocepacia, klonal olmayan B. multivorans 

veya diğer Bcc suşları tarafından kaynaklandığı dikkati çekmektedir. KF hastalarında 

klonal olmayan Bcc türlerinin izole edilmesi enfeksiyonun hastalar arası çapraz 

bulaşmalardan ziyade çevresel kaynaklardan edinildiğini düşündürmektedir. 

Burkholderia türlerinin henüz bulunmamış çevresel nişlerini analiz etmek ve uygun 

önleme tedbirlerini uygulamak için daha ileri çalışmalar gereklidir (34). 

 

2.3.1 Tiplendirme 

 

Kistik fibrozis hastalarında Bcc epidemiyolojisinin genotiplendirme 

yöntemleri ile analizi sürveyans için çok önemlidir. Burkholderia cenocepacia ’ya ait 

epidemik suşlarda cblA pilin geni, IS1363 insersiyon dizisi ve patojenite adasında 

bulunan BCESM (‘Burkholderia cepacia epidemic strain marker’) bulaşıcılık 

belirteçleri olarak tanımlanmıştır. Bununla birlikte, bazı epidemik soylarda bu 

genetik belirteçler bulunsa bile diğerlerinde saptanmamıştır, bu nedenle 

epidemiyolojik sürveyans ve çapraz bulaşmanın tam olarak anlaşılması için 

genotiplendirme çalışmaları gerekmektedir (35, 36).  
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Moleküler tiplendirme yöntemleri arasında en çok kullanılanlar 

ribotiplendirme, ‘Pulsed-field’ jel elektroforezi (PFGE), rastgele çoğaltılmış 

polimorfik DNA (RAPD), tekrarlayan elemanlar PCR (rep-PCR) ve multilokus 

sekans tiplendirmesidir (MLST). Kromozomal DNA'nın kesilmesi sonrası PFGE 

yöntemi, uzun yıllar bakteriyel tiplendirmede altın standart olarak kabul edilmiş ve 

Bcc'nin moleküler epidemiyolojisinde yaygın olarak uygulanmıştır. Ancak, PFGE 

oldukça zahmetli bir teknik olduğundan ve sonuçlarını farklı laboratuvarlar arasında 

karşılaştırmak zor olduğundan, günümüzde KF patojenleri için tercih edilen 

genotiplendirme yöntemi olarak MLST kullanılmaktadır (37-39). 

Genom dizilemesi, salgın araştırması ve epidemiyolojik eğilimlerin 

tanımlanmasında esastır. Multilokus sekans tiplendirmesi bakteriyel izolatların yedi 

‘housekeeping’ gen fragmanlarına ait dizileri karşılaştırmakta ve elde edilen allel 

profiliyle suşları karakterize ederek ayırt etmektedir. Her bir ‘housekeeping’ gen için, 

sekans varyantları ayrı allel olarak ve her allel profili spesifik bir sekans tipi (ST) 

olarak tanımlanmaktadır (40). Diğer genotiplendirme yöntemleriyle 

karşılaştırıldığında, MLST farklı laboratuvarlar arasında kolay ve güvenilir bir 

şekilde karşılaştırılabilen, belirgin ve tekrarlanabilir sonuçlar veren bir yöntemdir. 

Mevcut veritabanlarında bulunan iki binden fazla Bcc izolatının MLST profilleri 

serbestçe kullanılabilmektedir. Bu tekniğin dezavantajları oldukça pahalı ve zaman 

alıcı olmasıdır. Bu nedenle klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında rutin kullanımı 

veya ulusal sürveyans programlarında geniş bir izolat koleksiyonunun 

genotiplendirilmesi günümüzde mümkün olamamaktadır. Bu nedenle rutin ya da 

büyük ölçekli analizlere olanak sağlamak amacıyla, tam dizileri analiz etmek yerine 

MLST genlerinde sadece tek nükleotid polimorfizmlerini hedefleyen SNaPBcen 

analizi; MLST'ye dayanan ve özellikle küresel olarak dağılmış epidemik suşlara 

spesifik olan PCR analizi veya multilokus variable number tandem repeat analizi gibi 

alternatif yöntemler geliştirilmiştir (41, 42).  
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2.4 Patogenez  

 

Son 20 yılda, Bcc virülans faktörleri ve determinantları ile ilgili birçok 

araştırma yapılmış olmasına rağmen, bu virülans faktörlerinin enfeksiyon sürecindeki 

rolleri henüz tam olarak anlaşılamamıştır. Bakteriye ait yüzey yapıları virülans 

faktörleri olarak dikkati çekmektedir. Bu yapılar; bakterinin hareketi, akciğer 

yüzeyine adherensin artırılması ve akciğer epitel hücrelerine invazyonun sağlanması 

gibi bakterinin konak hücresi ile etkileşiminin başlangıç aşamasında önemli rol 

oynamaktadırlar. Bunun yanında, B. cenocepacia türlerinin çoğu akciğerdeki primer 

hücresel savunma mekanizmalarından kaçarak, solunum yolu epiteli hücrelerinde ve 

makrofajlarda hücre içi yaşama ve çoğalma yeteneğine sahiptir. Ayrıca 

ekzopolisakkarit biyosentezi, biyofilm oluşumu, antibiyotik direnci, ortamdaki 

demiri kullanabilme, oksidatif stres direnci gibi virülans faktörlerinin Bcc 

patogenezinde önemli olduğu bilinmektedir. Çeşitli gen regülasyon sistemleri 

(quorum sensing, alternatif sigma faktörleri veya ShvR ve AtsR gibi global 

düzenleyiciler) önemli virülans faktörlerini kontrol etmektedir. Burkholderia cepacia 

kompleks’in in vitro koşullarda küçük koloni varyantları oluşturabildiği 

gösterilmiştir. Küçük koloni varyantlarının antibiyotik direnci ve sağkalım ile ilişkisi 

bulunmaktadır (43). 

 Burkholderia türlerinin önemli virülans faktörleri:  

a) Lipopolisakkarit: Gram negatif bakterilerin esas komponentlerden biri 

olan lipopolisakkarit (LPS) yapısında lipid A, çekirdek oligosakkarit ve O-antijeni 

bulunmaktadır. Burkholderia cepacia komplekse ait bakterilerdeki LPS’nin diğer 

gram negatif bakterilerdenki farkı, oligosakkaritte heterodimerik disakkarit olan D 

glisero-D-talo-okt-2-ulosonikasit-(2–4)-3-deoksi-D-manno-okt-2-ulosonikasit 

bulunması, lipid A ve çekirdek oligosakkaritin 4-amino-4-deoksiarabinoz içermesi ve 

O antijen yapısının değişik olmasıdır. Bu özel yapıların bileşimi bakteri yüzeyindeki 

elektriksel yükü değiştirerek antibiyotiklerin bağlanmasını inhibe etmekte ve 

bakteriyel enfeksiyonun kalıcı olmasına katkıda bulunmaktadır (44).  

b) Hareket: Kamçı sadece bakterileri hareket ettirmekle kalmayıp, adhezin 

görevi de gören ve konakçı hücrelere patojenlerin girmesini sağlayan önemli bir 

virülans faktörüdür. Kistik fibrozis balgamını taklit eden bir besiyerinde üretilmiş B. 
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cenocepacia'nın farklı besin koşullarında hücre yüzeyinde çoklu kamçı sentezini 

indükleyerek, hareket ve flajellin ekspresyonunun artmasına neden olduğu 

gösterilmiştir (45).  

c) Hücre içinde hayatta kalma: Bu bakterilerin, makrofajlarda 

fagolizozomların oluşmasını geciktirme kabiliyetine sahip oldukları gösterilmiştir. 

Burkholderia cenocepacia içeren vakuollerin (BcCV) erken fagozomal evreye 

normal olarak ilerlediği ancak geç endozom ile füzyonu ve daha sonraki aşamaları 

önemli ölçüde geciktirdiği gösterilmiştir. Isıyla öldürülen bakterilerin 

fagolizozomlarda pH 4,5 olurken, BcCV’nin lümendeki pH'ı 6,4 civarında tutarak 

asitleştirmediği belirlenmiştir (46).  

d) Protein sekresyon sistemleri: Gram negatif ve gram pozitif bakteriler, 

direkt olarak çevreye veya konakçı hücrelere toksinleri ya da diğer proteinleri 

salgılamak için protein salgılama sistemlerini kullanırlar. Burkholderia 

cenocepacia'da ayrıntılı çalışılan protein sekresyon sistemlerinin altı tip olduğu ve 

virulanstaki rolleri belirlenmiştir. Tip I ve II sekresyon sistemleri (T1SS, T2SS),  

hemolitik proteinlerin salgılanmasında,  T2SS ise iki çinko metaloproteaz, ZmpA ve 

ZmpB sekresyonunda rol oynadığı saptanmıştır. Bakteriyel patojenez için T3SS 

önemli olmasına rağmen, hücre içi sağkalımında rol oynamadığı görülmektedir.  

Fagositlerde hücre içi sağkalım için T4SS’nin gerekli olduğu belirlenmiştir. Dört adet 

T5SS’in, bakteriyel adezyonda rol oynadığı düşünülmektedir. Makrofajlarda bakteri 

içeren vakuolun lizozom kompleksiyle birleşmesini T6SS engellemektedir (47).  

e) Demir alımı: Demir şelasyonu ve alımını gerçekleştirmek için Bcc türleri 

ornibaktin (ornibactin), piyoşelin (pyochelin), sepabaktin (cepabactin) ve sepasiaşelin 

(cepaciachelin) olmak üzere dört farklı siderofor üretebilmektedir. Ornibaktin, B. 

cenocepacia suşlarının ürettiği en önemli siderofor olarak görünmektedir. 

Burkholderia cepacia kompleks bakterileri ve Pseudomonas aeruginosa gibi diğer 

KF akciğer kolonizasyonu yapan organizmaların mevcut demir için rekabeti 

bilinmekte birlikte, Bcc türlerinin konak proteinlerden nasıl demir elde ettikleri tam 

olarak belirlenmemiştir (48). 

f) Biyofilm: Biyofilm, hücrelerin birbirine ya da bulundukları yüzeye 

yapıştıkları bir mikroorganizma kümesidir. Birbirine bağlı hücreler kendileri 

tarafından üretilen ve üç boyutlu bir yapı içinde kurulmuş hücre dışı polimerik bir 
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maddenin içine gömülüdürler. Biyofilmler mikroorganizma açısından faydalı ve 

kompleks sistemler olup polisakkarit, protein, lipit ve hücre dışı DNA'dan meydana 

gelmektedir (49).  

Polisakkarit moleküllerinin organizasyonu, biyofilm hücreleri arasındaki 

boşluğu doldururarak mekanik stabilite sağlar ve biyofilmdeki organizmaların 

fizyolojik aktivitesini belirler. Burkholderia cepacia kompleks tarafından en yaygın 

üretilen ekzopolisakkarit olan cepacian klinik ve çevre izolatlarında bulunmaktadır. 

Cepacian, nötrofillerin fagositozunu engelleyerek ve nötrofillerin reaktif oksijen 

türlerinin üretmesini inhibe ederek enfeksiyonun kronikleşmesinde önemli olduğu 

belirtilmektedir. Burkholderia cenocepacia J2315 suşunda bceB geninde çerçeve 

mutasyonu nedeniyle putatif bir glikoziltransferaz kodlandığı için cepacian üretimi 

bulunmamaktadır (50,51). 

Canlı ve cansız yüzeylerde yaygın olan biyofilmler, dünya üzerinde hastane 

enfeksiyonlarının %65'inden fazlasının sorumlusu iken, doğadaki bakterilerin 

%99'unun biyofilmlerde bulunduğu tahmin edilmektedir (52). Biyofilmlerin neden 

olduğu kronik enfeksiyonlar hastanede yatış oranları, sağlık bakım maliyetleri, 

mortalite ve morbidite oranlarının artmasına neden olmaktadır. Burkholderia türleri, 

planktonik kültürlerle karşılaştırıldığında biyofilm içerisinde çok farklı özelliklere 

sahip oldukları bilinmektedir. Biyofilm sayesinde bakteriler çevresel zararlı 

etkenlerden, konak savunma sisteminden ve antimikrobiyal ajanlardan korunarak 

kronik enfeksiyonlara yol açmaktadır. Üst ve alt solunum yolu hastalıkları, doğal 

kapak endokarditi, kronik orta kulak iltihabı, göz enfeksiyonları, kronik yaralar, 

diyabetik ayak ülserleri, idrar yolu enfeksiyonları ve periodontit gibi hastalıkların 

biyofilmle ilişkili bulunduğu belirtilmektedir (53,54). 

Biyofilmlerdeki heterojenlik ve bakteriler arası iletişim, tek bir topluluğun 

ortaklaşa hareket etmesini sağlayarak çoklu direnç mekanizmalarının aktarılmasını 

kolaylaştırmaktadır. Quorum sensing, bakteri populasyonundaki yoğunluğa bağlı 

olarak gen ekspresyonunun regülasyonunun düzenlenmesi ile ilişkilidir. 

Burkholderia cepacia kompleks türleri en az dört quorum sensing sistemine sahiptir. 

CepIR, CciIR, CepR2 ve BDSF sistemleri B. cenocepacia tarafından kodlanmaktadır. 

CepIR ve CciR sinyal molekülü olarak acyl homoserin laktonları kullanırken, BDSF 

cis-2-dodecenoıc asit kullanmaktadır. CepR2 ise ‘orphan’ quorum sensing sistemi 
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olarak bilinmektedir (55). Burkholderia cepacia kompleks türlerinde quorum sensing 

tarafından regüle edilen genler siderofor sentezinin negatif regülasyonu, çinko 

metalloprotezları kodlayan genlerin pozitif regülasyonu, hareket ve biyofilm oluşumu 

ile ilişkili olup KF hastalarında oluşan enfeksiyonlarda bakteriye avantaj 

sağlamaktadır (56). Ayrıca biyofilm matriksi hücre-hücre teması için uygun bir ortam 

sağlayarak mobil genetik elemanların transferini kolaylaştırır. Biyofilmlerde yatay 

gen transferinin yaygın mekanizması plazmid konjügasyonudur. Serbest yaşayan 

bakterilerle karşılaştırıldığında konjugasyon biyofilmlerde daha etkili bir gen aktarım 

yolu olarak antibiyotik direncinin aktarılmasında önemli bir rol oynamaktadır (57). 

Günümüzde biyofilmlerin üç boyutlu yapısı yeni görüntüleme teknikleri ve 

biyokimyasal yöntemlerle belirlenmiştir. Bunun yanında biyofilm hücrelerinin 

fizyolojisi, genotipik ve fenotipik varyasyonları araştırılmıştır. Biyofilm 

metabolomu, proteomu ve transkriptomunun daha derin bir şekilde anlaşılması da 

mümkün olmuştur.  Biyofilm yapısını saptanmasında çeşitli teknikler 

kullanılmaktadır. Doku kültürü plak yöntemi (mikroplak yontemi), tüp yöntemi, 

Kongo kırmızısı agar yöntemi, biolimunesans inceleme, reflecting spektroskopi, 

Piezo elektrik sensör yöntemleri bunlardan bazılarıdır (58). Mikroplaklarda biyofilm 

oluşumu en sık kullanılan yöntemlerden birisidir. Bu yöntemin uygulama açısından 

kolay oluşu ve az miktarda ekipman ve sarf malzeme gerektirmesinin yanısıra 

bakterilerde biyofilm oluşumunun değerlendirilmesinde farklı uygulamaların 

kullanılabilmesi için uygun bir yöntem olduğu gösterilmiştir (59). Bu yöntemde 

bakteri hücreleri bir polistiren mikroplağın kuyucuklarında üretilmekte, farklı zaman 

aralıklarında kuyucuklar boşaltılmakta ve kuyucukların yüzeyine bağlı olan 

biyokütleyi boyamadan önce planktonik hücreleri uzaklaştırmak için yıkanmaktadır.  

Bunun dışında en sık kullanılan biyofilm saptama yöntemleri, biyofilm miktarının 

ölçümü sırasında kuyucukların dibine çöken diğer hücrelerin hatalı sonuçlara neden 

olmasını engellemek amacıyla geliştirilen Calgary biyofilm cihazı ve biyofilm 

gelişiminin erken aşamalarını araştırmak için kullanılan biyofilm halka testidir (60).  
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2.5 Klinik (KF ve Burkholderia)  

 

Burkholderia türleri, en sık kistik fibrozisli hastalar olmak üzere bağışıklık 

sistemi baskılanmış hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir. 

Kistik fibrozis dünya çapında 80.000 civarında insanı etkileyen en sık görülen 

ölümcül kalıtsal hastalıktır. Otozomal resesif olarak genetik geçiş gösteren bu 

hastalığın Kuzey Avrupa’daki taşıyıcı sıklığı 1/25 olup canlı doğan her 2000-3.500 

bebeğin bir tanesinde görülmektedir (61). Ülkemizde insidansın 1/3.000 olduğu 

bildirilmektedir (62). Kistik fibrozis tüm vücuttaki egzokrin glandları etkileyen bir 

hastalık olmakla birlikte, pulmoner sistemde meydana gelen harabiyet hastalığın 

prognozunda önemli rol oynamaktadır. Bu hastalığın genetik nedeni 7 numaralı 

kromozom üzerinde bulunan CFTR –‘cystic fibrozis transmembrane conductance 

regulator’ geninde oluşabilecek 2.000'den fazla mutasyon nedeniyle (en sık ΔF508) 

epitel hücrelerinin apikal membranında klor kanalı olarak görev yapan CFTR 

proteinin hatalı katlanması ve hücre membranına entegre olamamasıdır (63).  

Hava yolu epitel hücreleri akciğerin mukosilier temizliğine ek olarak, 

salgıladığı antimikrobiyal maddeler sayesinde mikrobiyal enfeksiyonlara karşı ilk 

savunma hattını oluşturur. Bronş epitelinin proinflamatuar ve antimikrobiyal 

yanıtlarının düzenlenmesinde anahtar rol oynayan patojen tanıma reseptörleri, 

mikroorganizma varlığında sayılarını değiştirerek ve hücre içi sinyal yolaklarını 

aktive veya inhibe ederek etki göstermektedir (64). İn vitro ve in vivo çalışmalar, 

flagellin ile TLR5, PGN ile TLR2 veya lipopolisakkarit ile TLR4 etkileşimlerinin 

gen ifadesinde aşırı artışa bağlı olarak solunum yolu epitel hücrelerinde aşırı sitokin 

salınmasına (IL-8, IL-17A) sebep olduğunu, bu yüksek düzey proinflamatuvar 

yanıtın akciğer inflamasyonunu alevlendirebildiğini göstermiştir (65).  

Kistik fibrozis hastalarının solunum yolları nötrofillerin yoğun bulunduğu 

ortamlardır.  Nötrofiller enfeksiyon bölgesine IL-8 gibi kemokinler ve LTB4 gibi 

lipid mediyatörlerle göç ederler. Kistik fibrozis hastalarının solunum yollarındaki 

nötrofillerde saptanan yüksek TLR5 seviyesinin akciğer fonksiyonundaki kötüleşme 

ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (66).  

 Viskozitesi artmış sekresyonların trakeobronşiyal ağaç, pankreas, ter ve 

tükrük bezlerinde birikmesiyle kanallarda tıkanıklık ve buna bağlı inflamasyon 
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meydana gelmektedir. Solunum yolundaki viskoz mukoid salgı patojenlerin doğal 

yollarla uzaklaştırılmasını önleyerek, bu hastalarda sık tekrarlayan ve kalıcı olan 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. Kronik obstruktif hastalık tablosuna eklenen 

enfeksiyonlar ilerleyen bronşektazi ve solunum yetmezliğine neden olarak kistik 

fibrozisli hastaların yaşam süresi ve kalitesinde belirgin kötüleşmeye yol açmaktadır. 

Bu hastalarda en sık izole edilen bakteriler Staphylocoocus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Haemophilus influenzae ve Burkholderia türleridir (67).  

Burkholderia cepacia kompleks kistik fibrozisli hastalarda asemptomatik 

taşıyıcılıktan ölümcül pnömoniye kadar değişen klinik tablolara neden olmaktadır. 

Yapılan çalışmalar, Bcc’nin kistik fibrozisli hastalarda çoğunlukla fırsatçı 

enfeksiyonlara neden olabildiğini, ancak septisemi ve fatal pnömoni ile seyreden 

‘cepacia sendrom’ ile hayatı tehdit edebildiğini göstermiştir (68).  

Bu türlerin aynı zamanda hastane salgınları, santral venöz kateter ilişkili 

enfeksiyonu, endoftalmit, nekrotizan fasiit, peritonit, deri ve yumuşak doku 

enfeksiyonları ve genitoüriner sistem enfeksiyonları oluşturduğu da gösterilmiştir 

(69). Kistik fibrozis hastalarında en sık görülen Bcc türlerini inceleyen 

epidemiyolojik çalışmalarda, hastalığa neden olan tür ve antibiyotik duyarlılıklarının 

farklı olduğu ve ülkelerarası farklılıklar da bulunduğu saptanmıştır (70). Bu nedenle, 

Burkholderia türlerinin tür düzeyinde doğru tanımlanması hasta yönetimi ve ulusal 

antimikrobiyal direnç sürveyansı açısından önem taşımaktadır.  

 

2.6 Tanı  

 

Burkholderia türlerinin fenotipik özelliklerinin benzerliğinden dolayı türler 

arası ayırım zordur. Rutin klinik laboratuvarlarda, Bcc olması muhtemel izolatların 

tanımlanması genellikle seçici besiyeri, geleneksel biyokimyasal analizler ve/veya 

ticari sistemlerin bir kombinasyonu kullanılarak yapılmaktadır.  

Kistik fibrozis hastalarının balgamından Bcc türlerinin normal flora 

bakterilerinden ayrılabilmesi ve izolasyonu için çeşitli besiyerleri geliştirilmiştir. Bu 

besiyerlerinden Pseudomonas cepacia agar (PCA; 300 U/ml polimiksin B ve 100 

mikrogram/ml tikarsilin içeren); laktoz ile desteklenmiş oksidasyon-fermantasyon 

agar (OFPBL; 300 µ/ml polimiksin B ve 0.2 U/ml basitrasin içeren); ve B. cepacia 
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selektif agar (BCSA ; %1'lik laktoz, %1 sükroz, zenginleştirilmiş kazein, maya 

ekstraktı, 600 U/ml polimiksin B, 10 µ/ml gentamisin ve 2.5 µ/ml vankomisin içeren) 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Kistik fibrozisli hastaların solunum yolu 

örneklerinden Bcc’ye ait organizmaların izolasyonu ve diğer organizmaların 

inhibisyonu açısından değerlendirildiğinde; BCSA'nın OFPBL ve PCA'dan süre (72 

saat inkübasyonun ardından %100 üreme) ve kalite (72 saat inkübasyondan sonra 

%70 iyi üreme) açısından üstün olduğu bildirilmiştir. Çevrede bulunan B. 

cepacia’nın izolasyonunda yukarıda bahsedilen besiyerlerinin duyarlılığı ve 

özgüllüğü çok daha düşüktür, bu nedenle PCAT besiyeri (azelaik asit ve triptamin 

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

diğer besiyerlerinin kullanımı önerilmektedir (71). 

Burkholderia cepacia kompleksi içindeki türler fenotipik olarak benzerlik 

göstermektedir. Bu nedenle bu türlerin birbirinden ayrılması geniş bir biyokimyasal 

test paneli ile bile sorunludur. Burkholderia cepacia kompleksinin önemli 

biyokimyasal ve fenotipik özellikleri Şekil 1.2’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 1.2 Burkholderia cepacia kompleksinin önemli biyokimyasal ve 

fenotipik özellikleri (11) 

 

 

Burkholderia cepacia kompleksini yukarıda sayılan fenotipik testlerin 

yardımıyla Burkholderia gladioli, Pandoraea türleri, Ralstonia pickettii, 

Achromobacter xylosoxidans ve Stenotrophomonas maltophilia'dan ayırmak ve tür 

seviyesinde tanımlamak mümkün olmaktadır, ancak türler içinde meydana 

gelebilecek fenotipik varyasyon ve farklı metodlarla elde edilen sonuçlar arasındaki 
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farklardan dolayı, Bcc’nın sadece fenotipik analize dayanan tanımlanması yeterli 

olmayıp donanımlı bir referans laboratuvarı tarafından doğrulanması edilmesi 

önerilmektedir (72).  

Burkholderia türlerinin rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında 

kullanılan otomatize yöntemler ile tür düzeyinde tanımlanması yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Mevcut kullanımda olan ticari test sistemlerinin Bcc izolatlarını 

yeterli duyarlılık ve özgüllükle tanımlamakta başarısız olduğu bildirilmektedir (73). 

Sıklıkla bu izolatların en sık S. maltophilia veya Ralstonia spp. olarak tanımlandığı 

gösterilmiştir. Her ne kadar bazı ticari test sistemlerinin pozitif prediktif değerleri 

nispeten yüksek olsa da, bu sistemlerin sonucuna göre Bcc ait olarak tanımlanan 

bakteri izolatlarının fenotipik testlerle manuel olarak doğrulanması önerilmektedir 

(74).  

Burkholderia türlerini ayırt edebilmek amacıyla güvenilir, hızlı ve uygun 

maliyetli tekniklere ihtiyaç duyulmaktadır. Matriks ile desteklenmiş lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanlı kütle spektrometresi (MALDI-TOF MS) bu 

ihtiyacı karşılayan en güncel teknolojilerden biridir. Bu yöntem test edilen her izolat 

için özgün olan peptid spektrumu meydana getiren kütle spektrometrisini 

kullanmaktadır ve elde edilen spektrum internal veritabanında analiz edilerek bakteri 

tanımlanmaktadır. Bu teknoloji son birkaç yıl içinde klinik mikrobiyoloji 

laboratuvarlarındaki geleneksel tanımlama sistemlerinin yerini hızla almış olsa da 

Bcc gibi çok sık saptanmayan mikroorganizmalar için mevcut veritabanlarında 

bulunan referans spektrumların yetersiz olmasına bağlı hatalı tanımlamaların olduğu 

bilinmektedir. Veritabanlarının sürekli güncellenmesiyle bu sorunun üstesinden 

gelinmeye çalışılsa da günümüzde spektrumu iyi tanımlanmış türlerin sayısı 

mikrobiyal çeşitliliğin küçük bir kısmını teşkil etmektedir. Ayrıca örnek hazırlama 

aşamasının uygulayıcıya göre değişkenlik göstermesi mikroorganizmadan 

proteinlerin ekstraksiyonunu etkilemekte ve sonuçta laboratuvar içi ve laboratuvarlar 

arasında yöntemin farklı duyarlılıklarda olmasına neden olmaktadır. 

Tekrarlanabilirliğin artması için standart uygulamaların geliştirilmesi gerekmektedir 

(75-77).  

Moleküler tanı yöntemleri, klasik yöntemlere oranla daha seçici, daha 

güvenilir ve kısa zaman içerisinde sonuç verebilen yöntemlerdir. Ancak bu 
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yöntemlerin zahmetli ve yüksek maliyetli olması nedeniyle rutin klinik mikrobiyoloji 

tanı laboratuvarlarındaki kullanımları sınırlıdır. Mikroorganizmaları tür düzeyinde 

kesin tanımlamak amacıyla günümüze kadar birçok yöntem geliştirilmiştir. Tüm 

hücre protein elektroforezi, 16S rRNA geni bazlı analizler, recA geni bazlı analizler, 

multilokus sekans analizi, tüm genom dizi analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi bu 

yöntemlerden bazıları olup, herbirinin avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır (78).  

Bu yöntemler: 

a) Tüm hücre protein elektroforezi: Bakteriyel tanımlamada tüm hücre 

protein elektroforezinin kullanılmasının gerekçesi, yakından ilişkili bakterilerin 

standart koşullarda ürediğinde oldukça benzer bir protein içeriğine sahip olmalarıdır. 

Tüm hücre protein profillerinin DNA-DNA hibridizasyon deneyleri ile yapılan 

sayısal analiz sonuçlarının karşılaştırılmasıyla, bu yöntemlerin birçok bakteri türü 

için tür düzeyinde doğru tanımlanması için kullanılması önerilmiştir. Vandamme ve 

ark. (10) tüm hücre proteinlerinin SDS-PAGE'sinin Bcc üyelerinin belirlenmesi için 

uygun bir teknik olduğunu bildirmişlerdir. Bununla birlikte, tüm hücre protein 

profili-temelli tanımlama sonuçlarının diğer yaklaşımların sonuçlarıyla 

karşılaştırılması, birkaç çelişki ortaya çıkarmış ve birkaç Burkholderia türlerini 

birbirinden ayırmada sorunlu olduğu bildirilmiştir (79).  

b) Tüm hücre yağ asidi analizi: Tüm hücre yağ asidi analizinin yüksek 

otomasyon derecesi, göreceli olarak basit olması ve düşük maliyeti izolatların hızlı 

tanımlanmasında önemli bir yöntem haline getirmiştir. Ancak, hücresel yağ asidi 

metil ester analizi, Burkholderia suşlarının cins düzeyinde tanımlanmasında yararlı 

görünse de, Bcc’e ait türlerin tanımlanmasında sınırlıdır ve B. gladioli'yi ayırt 

edememektedir. Uzun yıllar, tüm hücre protein elektroforez analizinden sonra 

tanımlanamayan Bcc olmayan izolatlar için yaklaşık düzeyde bir tanımlama elde 

etmek için tüm hücre yağ asidi analizi kullanılmış, bu uygulama tanımlanamayan 

izolatların uygun maliyetle 16S rRNA analizlerinin yapılabilmesinin ardından terk 

edilmiştir (80). 

c) 16S rRNA gen tabanlı analizler: Burkholderia cepacia kompleks referans 

suşlarının 16S rRNA gen dizileri bu yöntemle karşılaştırıldığında, yüksek benzerlik 

değerleri (tipik olarak%98'in üzerinde) gösterdiği ve Bcc türlerinin filogenetik olarak 

çok yakından ilişkili olduğu belirlenmiştir. Bu türler ayrıca, 16S rRNA gen 
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dizilerinde %2'ye kadar türler arası çeşitlilik gösterdiği için, Bcc’in bu analizinin de 

güvenilir olmadığı saptanmıştır (81).  

d) recA geni tabanlı analizler: Başlangıçta Bcc bakterileri için, recA 

restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi çalışmaları basit, hızlı, ucuz ve doğru 

tanımlama yaklaşımı olarak çok umut verici görünmekteydi. Daha sonra restriksiyon 

fragmanlarını ayırmak için kullanılan geleneksel agaroz elektroforezi, benzer 

restriksiyon modelleri arasında zayıf bir ayrım gücüne sahip olduğundan 

poliakrilamid jel elektroforezi ile değiştirilmiştir. Bu türlerin çoğunun multiple 

restriksiyon profillerini içermesi ve birçok türde restriksiyon profillerinde üstüste 

gelmesi nedeni ile bu yöntem de Bcc türlerini ayırmada yetersiz kalmıştır (82). 

e) Multilokus sekans analizi (MLSA): Multilokus sekans analizi moleküler 

biyolojide yakın türlerin ayırımı için kullanılmakta olan birden çok lokusun 

dizilenmesi esaslı güncel bir moleküler sınıflandırma yöntemidir. Bu yöntemde 

‘housekeeping’ genlerin internal bölgelerinde bulunan nükleotid dizileri analiz 

edilmektedir. Genellikle 6-10 ‘housekeeping’ genin yaklaşık 450-500 bp'lik 

fragmanları dizilenmekte, herbir izolat için ‘housekeeping’ gen setlerindeki DNA 

dizi varyasyonlarını değerlendirerek izolatlara özgü allel profili ortaya 

çıkarılmaktadır. Belirlenen alelik profiller, multilokus sekans analizi veri 

bankasındaki (http://www.mlst.net) bilinen alellerle karşılaştırılmaktadır. Nükleotid 

farklılıklarının ayırım derecesi esas alınarak benzer izolatlar aynı tür olarak kabul 

edilmektedir. Moleküler epidemiyoloji için tasarlanan ve adlandırılan türler içindeki 

suşları tanımlamak için tasarlanmış (benzerlik ve farklılıklar genellikle allelik 

profillerdeki farklılıklar olarak ölçülür) spesifik bir yöntem olan multilokus sekans 

tiplendirilmesi (MLST) aksine, MLSA farklı tür ve cinsleri temsil eden suşlar 

arasındaki benzerlikleri ortaya çıkarmak için alellerin nükleotit sekanslarına dayanan 

filogenetik prosedürleri kullanmaktadır (83). 

f) Tüm genom çalışmaları:  Yeni nesil dizileme tekniklerinin hızlı gelişmesi 

ve maliyetinin düşmesi sayesinde bakterilerin tüm genomunun dizilenmesi popüler 

bir tanımlama aracı olmuştur. Bu yöntemle elde edilen genomik bilgiler ve 

karşılaştırmalı analizler sayesinde mikroorganizmaların patojenitesi, antibiyotik 

direnci, virülans faktörleri ve evrimsel ilişkisi yüksek doğrulukta ortaya 

çıkarılmaktadır. Ancak bu teknoloji dünyada ve ülkemizde oldukça yenidir. Bu 
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nedenle üretilen bilginin doğru biyoinformatik analizleri ve standartlaşmış 

değerlendirmesi konusunda zaman ve deneyime ihtiyaç bulunmaktadır (84). 

g) Diğer yöntemler: Bcc bakterilerinin tanımlanması için genomik DNA'nın 

amplifiye edilmiş fragman uzunluğu analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi gibi 

yöntemler kullanılmıştır. Bu tekniklerin Bcc bakterilerinin doğru tanımlanmasında 

yararlılıklarının daha kapsamlı değerlendirilmesi gerekmektedir (82). 

 

2.7 Antibiyotik duyarlılık 

 

Bir mikroorganizmanın agar veya broth dilüsyon testinde gözle görülür 

üremesini önleyen en düşük antibiyotik konsantrasyonu minimum inhibitor 

konsantrasyon (MİK) olarak tanımlanmaktadır. Bu MİK değerlerine göre bakterinin 

duyarlı, orta-duyarlı ve dirençli olarak yorumlanabilmesi için test edilen bakterinin 

türüne ait duyarlılık sınır değerlerinin bilinmesi gereklidir. Her bakteri antibiyotik 

çifti için bu sınır değerler ABD'de ‘Clinical Laboratory Standards Institute ‘(CLSI) 

ve Avrupa’da ‘European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing’ (EUCAST) 

tarafından belirlenmektedir. Bu rehberler mikrobiyoloji uzmanına ve klinisyene hasta 

tedavisinde örnekten izole edilmiş ve tanımlanmış bakteriye karşı uygun 

antibiyotiğin belirlenmesi konusunda çok değerli bilgiler sağlamaktadır (85).  

Günümüzde yaygın kullanılan ADT yöntemlerinde genellikle doğru sonuç 

elde edilebilmesine rağmen bu yöntemler zaman alıcı ve emek yoğundur. Klinik 

mikrobiyoloji laboratuvarına gelen örneğin uygun besiyerlerine ekilmesinin ardından 

saf koloni olarak izole edilmesiyle başlayan iş akışı bu bakterinin öncelikle manuel 

veya otomatize biyokimyasal testlerle tanımlanması ve ardından yine bakteri türüne 

uygun antibiyotik duyarlılık testlerinin uygulanmasını içeren ve uzun bekleme 

sürelerine yol açan bir süreçtir. Klinik mikrobiyolojide yaygın olarak kullanılan 

antibiyotik duyarlılık yöntemleri: 

a) Sıvı mikrodilüsyon yöntemi: Bu yöntemde 96 kuyucuklu mikroplak 

kuyucuklarında test edilen antibiyotiğin ikiye katlanan konsantrasyonu 

hazırlanmakta, birden fazla ilaç ve/veya bakteri tek bir plakta aynı anda test 

edilebilmekte ve sonuçlar çıplak gözle veya otomatize türbidimetrik sistemlerde 

değerlendirilebilmektedir. Agar besiyerinde saf olarak üretilen 1-2 bakteri kolonisi 
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sıvı besiyerinde süspanse edilmekte ve ~ 5 × 105 CFU/ml son konsantrasyon olacak 

şekilde seyreltilmektedir. Bilinen konsantrasyonda antibiyotik ve besiyeri içeren 

kuyucuklara bakteri süspansiyonu dağıtılmaktadır. Üreme kontrolü olarak sadece 

besiyeri ve bakteri içeren kuyucuklar, sterilite kontrolü olarak da sadece besiyeri 

içeren kuyucuklar kullanılmaktadır. Test edilen bakteriye uygun ısı ve atmosferde 24 

saat inkübe edilen mikroplaktaki üremenin oluşturduğu bulanıklık gözle veya optik 

yöntemlerle değerlendirilmekte, bakteri üremesi görülmeye ilk kuyucuktaki 

antibiyotiğin konsantrasyonu MİK olarak belirlenmektedir (86).  

b) Agar dilüsyon yöntemi: Bu yöntemde test edilecek antibiyotik doğrudan 

agar ortamına eklenmektedir. Bakteriler daha sonra agar yüzeyine genellikle 5-8 mm 

çapında olacak şekilde (104 CFU/ml) inoküle edilmekte ve 16-20 saat veya daha 

uzun bir süre inkübe edilmektedir. Üreme gözlenmeyen en düşük antibiyotik 

konsantrasyonuna sahip agar plağı MİK olarak kabul edilmektedir (86). 

c) Disk difüzyon yöntemi: Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında en sık 

kullanılan yöntemlerden biridir. Bu yöntemde bakterinin sıvı besiyerinde hazırlanmış 

0,5 McFarland süspansiyonundan pamuk uçlu çubuk kullanılarak alınan bakteri agar 

besiyerinin üzerine yayılmaktadır. Belirlenmiş antibiyotik konsantrasyonları 

emdirilmiş kağıt diskler besiyeri yüzeyine uygun aralıklarla yerleştirilmekte ve 

besiyerinin uygun atmosferde 16-24 saat inkübasyonun ardından disk çevresinde 

üreme zon çapı ölçülmektedir. Daha sonra referans rehberlerle karşılaştırılarak 

bakterinin test edilen antibiyotiklere karşı duyarlı, orta duyarlı veya dirençli olduğu 

saptanmaktadır (86). 

d) Gradient difüzyon yöntemi (Etest®): Bu yöntem de yaygın olarak 

kullanılan antibiyotik duyarlılık testlerinden biridir. Test edilecek antibiyotiğin 

azalan konsantrasyonları şeklinde hazırlanmış şeritler, disk difüzyon yönteminde 

anlatıldığı gibi besiyerine ekilmiş bakteri plağı üzerine yerleştirilmektedir. 

Besiyerinin uygun atmosferde 24 saat inkübasyonun ardından şerit üzerindeki ölçek 

ile şerit çevresindeki inhibisyon bölgesinin kesiştiği değer MİK olarak 

belirlenmektedir (86).  

e) Otomatik sistemler: Manuel sistemlerin emek yoğun olması, sonuçların 

elde edilmesi için uzun süre gerektirmesi ve yorumlamadaki belirsizlikler nedeniyle 

rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında otomatik sistemlerin kullanımına yönelik 
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eğilimde belirgin bir artış görülmektedir. Otomatik sistemler kullanılarak yapılan 

antibiyogramlarda sonuçlar hassas optik cihazlarla okunduğu için manuel okumaya 

kıyasla daha standart ve daha kısa sürede elde edilmektedir. Şu anda piyasadaki 

mevcut sistemlerin manuel sistemlere göre daha az işgücü istemesi, daha kısa sürede 

sonuç verebiliyor olması, sonuçların otomatik yorumlanması ve laboratuvar bilgi 

sistemleriyle kolay entegrasyonu bu sistemlerin avantajları arasında sayılmaktadır 

(87).  Günümüzde FDA tarafından ABD'de kullanım için onaylanan Vitek 2 System 

(bioMérieux Marcy l'Etoile, France), BD Phoenix Automated Microbiology System 

(BD Diagnostics, Sparks, MD), MicroScan WalkAway (Siemens, Sacramento, CA) 

hızlı (3. 5-16 saat) ve The Sensititre ARIS 2X (Thermo Fisher, Waltham, MA) olmak 

üzere dört adet otomatik cihaz bulunmaktadır.  Bu cihazlar duyarlılık sonuçlarını 

yorumlamak ve atipik paternlere ve sıra dışı direnç fenotiplerine bağlı test sonuçlarını 

analiz etmek için ‘uzman sistemler’ adı verilen gelişmiş bilgisayar yazılımlarına 

sahiptir. Duyarlılık testi sonuçlarının klinisyene hızlı bildirilmesi uygun 

antimikrobiyal tedaviye zamanında geçilmesini, daha az ek laboratuvar istemiyle 

doğrudan maliyet tasarrufunu, daha az invaziv prosedür gereksinimini ve daha kısa 

hastanede yatışı sağlamaktadır (88). Minimal inhibitor konsantrasyonların optimal 

yorumlanması, ilacın farmakokinetiği ve çeşitli vücut bölgelerinde belirli bakterileri 

eradikasyondaki başarısı üzerine bilgi sahibi olmayı gerektirir. Bu nedenle sonuçları 

hekime raporu bildirmeden önce çoğu bakteri cinsi için ilgili tüm antibiyotiklerin 

MİK değerlerini belirleyen güncel CLSI ve EUCAST rehberleri kullanılarak 

duyarlılık testi bulguları laboratuvar tarafından yorumlanmalıdır. 

 

2.7.1 Burkholderia Türlerinde Önerilen Antibiyotik Duyarlılık Yöntemi 

ve Kullanılan Antibiyotikler 

 

Yapılan çalışmalar, Burkholderia enfeksiyonların tedavi yanıtlarının türe 

bağımlı olduğunu vurgulamakta, B. multivorans ve B. cenocepacia ’nın neden olduğu 

enfeksiyonlarda daha yüksek bulaş oranları ve mortalite olduğunu göstermektedir 

(89). Burkholderia türleri aminoglikozidler, birinci ve ikinci kuşak sefalosporinler, 

antipsödomonal penisilinler ve polimiksinler gibi antibiyotiklere içsel olarak 

dirençlidir (90). Burkholderia türleri için Clinical and Laboratory Standards Institute 
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(CLSI) trimetoprim-sülfametoksazol, minosiklin, meropenem ve seftazidim için disk 

difüzyon ve sıvı mikrodilüsyon duyarlılık yöntemlerini standardize etmiş; 

kloramfenikol, levofloksasin ve tikarsilin-klavulanik asit için ise sadece sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile minimum inhibitör konsantrasyonun belirlenmesini 

önermiştir (91). The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST), spesifik MİK ve klinik sonuçlar arasında bir korelasyon olduğuna dair 

kanıtların az sayıda olması nedeniyle antibiyotik duyarlılık eşik noktası önermemiştir 

(92).  

2.7.2 Burkholderia Türlerinde Sinerji Testleri 

 

Kistik fibrozisli hastalarda, Burkholderia türleri ile gelişen enfeksiyonlara 

karşı kombine antibiyotik tedavisi yaygın kullanılmaktadır. Bu şekilde sinerjik 

aktivite sağlanarak antimikrobiyal spektrumun genişletilmesi, direncin ortaya 

çıkmasının önlenmesi ve ilaç toksisitesinin azaltılması amaçlanmaktadır. Ancak, 

hangi antibiyotik kombinasyonlarının etkili olduğunu belirlemeye yarayan sinerji 

testleri pratikte rutin olarak yapılmamakta ve antibiyotik kombinasyonları bazı 

kombinasyonların sinerjik olduğu bilgisine dayanarak ampirik olarak seçilmektedir. 

Bu yaklaşımın, Burkholderia türlerine karşı ampirik olarak seçilen antibiyotik 

kombinasyonlarının tür ve hasta bazında her zaman optimal sonuç vermediği 

bilinmektedir (93).  Antibiyotik kombinasyonlarının in vitro değerlendirilmesi için 

çok sayıda yöntem geliştirilmiş ( dama tahtası– ‘checkerboard’ yöntemi, MCBT-

’multiple combination bactericidal antimicrobial testing’, E-test® sinerji yöntemi ve 

zamanla ölüm eğrisi yöntemi- ‘time-kill curve assay’ vb.), ancak altın standart bir 

yöntem önerilmemiştir. Bu yöntemler arasında dilüsyon testi kistik fibrozisli 

hastalardan izole edilen bakterilere karşı kullanılan antibiyotiklerin sinerjik etkilerini 

değerlendirmek için en yaygın kullanılan testlerden biridir. Genellikle iki farklı 

antibiyotik sınıfına ait iki antimikrobiyal ajanın iki kat artış gösteren seri dilüsyonları 

test edilmektedir. Olası sinerjinin değerlendirilmesi için test edilen her antibiyotik 

için fraksiyonel inhibitör konsantrasyon (FİK) hesaplanır. Bu değer, bir antibiyotiğin 

test edilen kombinasyondaki MİK’inin antibiyotiğin tek başına olan MİK’ine 

oranıdır. Her kombinasyon için antibiyotiklerin FİK’leri toplanır ve toplam FİK 0,5 
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ve altında ise sinerji, 4 ve üzerinde ise antagonizma, bu iki değerin arasında ise 

etkileşim yok olarak değerlendirilir (94). 

 

2.7.3 Burkholderia Türlerinde Direnç Mekanizmaları 

 

Burkholderia türlerinde antibiyotik direncinin en yaygın mekanizmaları 

olarak hücre duvar geçirgenliğinin azalması veya artan efluks aktivitesi nedeniyle 

antibiyotiğin hedefe erişimin önlenmesi, antibiyotik hedefinde mutasyon, ilacın 

enzimatik modifikasyonu veya inaktivasyonu sayılmaktadır (95). 

a) Hücre duvarının azalmış geçirgenliği: Bakteri yüzeyinde bulunan LPS 

stres koşullarında şeker, fosfat veya açil gruplarının eklenmesi veya çıkarılması gibi 

ilave değişikliklere uğrayarak bakteri sağkalımını sağlamaktadır. Lipopolisakkarit 

değişimleri arasında, 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz ilavesiyle fosfat gruplarının 

katyonik yer değişimi, lipid A'nın net negatif yükünü azaltmaktadır. Burkholderia 

cenocepacia, oligosakkarit bölgesinde oluşan değişikliklerle polimiksin B gibi 

antimikrobiyal peptitlere karşı direnç kazanmaktadır. Bu tür aynı zamanda çinko 

metaloproteazlar ve ADP-L-glisero-D-manno-heptoz sentezinin duraklamasına bağlı 

lipopolisakkarit yapısının bozulmasına neden olmaktadır (96). 

b) Antibiyotik modifikasyonu: Bu mekanizma, bakteriler tarafından β-

laktamlara ve aminoglikozidlere karşı direnç elde etmek için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler gibi β-laktamlar, β-

laktam halkasının hidrolizi yoluyla periplazmik β-laktamazlar tarafından inaktive 

edilmektedir. β-laktamlara direnç, sıklıkla AmpC (genişletilmiş spektrumlu 

sefalosporinleri hidrolize eder), AmpD (bir hücre duvarı geri dönüşüm enzimi), PenA 

ve PenB (Bcc’de aşırı korunmuş olan bir A sınıfı penisilinaz) üretimi ile 

gerçekleştirilmektedir (97).  

c) Efluks pompalarının aşırı ekspresyonu: Burkholderia türlerinde RND 

(resistance nodulation cell division) efluks pompaları aminoglikozid, kinolon, 

kloramfenikol ve tetrasiklin direncinde önemli bir rol oynamaktadır (98).  

d) Antibiyotiğin hücresel hedefinde mutasyonlar: İlaç hedefinin 

modifikasyonu, B. cenocepacia için tanımlanan ana direnç mekanizması değildir. 

Klinik Bcc izolatlarında sınıf 1 integronunun (QRDR; topoizomeraz II ve IV'ün 
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kinolon direnci belirleyici bölgeleri) rollerini analiz eden bir çalışma levofloksasin 

direncinin, topoizomerazları kodlayan QRDR genlerinde ve efluks pompası 

aktivasyonunda mutasyonların birikmesinden kaynaklandığını bildirmiştir (99). 

 

2.8 Tedavi  

 

Burkholderia cepacia kompleks türleri, diğer non-fermenter gram negatif 

bakterilere kıyasla daha fazla sayıda antibiyotiğe dirençli olduğu için dikkat 

çekmektedir. Kistik fibrozisli hastalarda birinci basamak tedavide trimetoprim-

sülfametoksazol, seftazidim ve meropenem önerilmekte olup, ikinci basamak 

tedavide piperasilin-tazobaktam, tikarsilin-klavulonat, levofloksasin, minosiklin ve 

kloramfenikol kullanılabileceği bildirilmektedir. Kombinasyon tedavisi olarak bir ve 

ikinci basamakta bulunan iki veya daha fazla antimikrobiyalin tür ve duyarlılık 

paternlerine göre seçilmesi gerekmektedir (100).  

Kistik fibrozisli hastaların tek ilaçla tedavisine trimetoprim-sülfametoksazol 

ile başlanması sıklıkla önerilmekle birlikte, tedavide bunu tek başına kullanılmasını 

öneren kaliteli yayın bulunmamaktadır. Tedavi önerileri retrospektif klinik 

çalışmalarda bildirilen duyarlılık profillerine ve olgu raporlarına dayanmaktadır 

(101). Avgeri ve ark. (102) tarafından yapılan bir meta-analiz çalışmasında 50'den 

fazla çalışma incelenmiş ve kistik fibrozisli hastalarda gelişen Bcc enfeksiyonlarının 

tedavisinde trimetoprim-sülfametoksazol yetersiz olduğunda seftazidim, meropenem 

ve piperasilinin tek başına veya diğer antibiyotiklerle kombine olarak kullanılmasının 

uygun olabileceği sonucuna varılmıştır. 

  Burkholderia cepacia kompleksi’ne bağlı enfeksiyonlarda pulmoner 

alevlenmelerin tedavisi için, en az iki antimikrobiyal ile 14-21 günlük parenteral 

tedavi, yoğun göğüs fizyoterapisi ve bronkodilatör uygulaması önerilmektedir. 

Etkenin duyarlı olduğu durumlarda meropenem (her 8 saatte bir kez 40 mg/kg) ve 

aşağıdakilerden bir veya iki ilacın eklenmesi uygun bir tedavi seçeneği olarak 

görünmektedir: tobramisin (günde bir kez 10 mg/kg) veya amikasin (günde bir kez 

20 mg/kg); seftazidim (her 8 saatte bir kez 50 mg/kg) veya trimetoprim-

sülfametoksazol (her 12 saatte bir kez 5 mg/kg trimetoprim) (103). 
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Burkholderia cepacia kompleks bakterilerinin tedavisi amacıyla yeni 

geliştirilen sadece birkaç tane antimikrobiyal bulunmaktadır. Bunlardan non-β-

laktam β-laktamaz inhibitörü avibaktam, PenA tip β-laktamaza karşı kuvvetli bir 

aktiviteye sahiptir ve bu nedenle, seftazidim-avibaktam uygulaması, birinci basamak 

ajanların aktif olmadığı durumlarda bir seçenek olarak önerilmektedir (104). Diğer 

bir sefalosporin ve β-laktamaz inhibitörü kombinasyonu olan seftolozan-tazobaktam 

ise bazı Bcc türlerine karşı belirgin in vitro aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, MİK 

aralığı geniştir (≤0.5 ve >64 μg/ml) ve klinik etkinliği değerlendiren bir çalışma 

henüz bulunmamaktadır (105). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Bakteri İzolatları: 

 

Bu çalışmada Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı 

Mikrobiyoloji Birimi’nde 2007-2017 yılları arasında kistik fibrozisli ve kistik 

fibrozis olmayan erişkin ve çocuk hastalardan izole edilen ve -80°C de stok edilen 

127 bakteri çalışmaya alındı. Bu bakteriler arasında canlılığını koruyan bakteriler 

geleneksel mikrobiyolojik yöntemler ve MALDI-TOF MS ile tanımlandı ve 90 

adetinin Burkholderia türü olduğu saptandı. Ayrıca aynı hastadan bir yıl içinde izole 

edilen aynı tür bakteriler çalışmadan çıkarıldı. Sonuç olarak çalışmada, toplam 38 

Burkholderia türünün MLSA ile tanımlanması, tiplendirilmesi, biyofilm oluşumu, 

antibiyotik duyarlılık ve sinerji testleri değerlendirildi. 

 

3.2 Bakteri İzolatlarının Rutin Yöntemlerle Tanımlanması 

 

Stoktan (-80C) açılan bakteriler koyun kanlı agar besiyerine (RTA, İstanbul, 

Türkiye) iki defa pasajlandı. Bu bakterilere Gram boyama, ardından oksidaz, glukoz 

fermentasyonu, indol, katalaz ve hareket testleri yapıldı. Gram negatif, non-

fermenter, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif, indol negatif olan bakteriler 

çalışmaya alındı.   

Bu izolatların tür düzeyinde tanımlanması MALDI-TOF MS (Bruker 

Daltonics, Bremen, Almanya) ile üretici firma önerileri doğrultusunda 

değerlendirildi. Tanımlamada tüm izolatlara üretici firma tarafından önerilen şekilde 

etanol-formik asit ekstraksiyon protokolü uygulandı. MALDI-TOF MS ile tanımlama 

için: 

1. Kanlı agar besiyerinde saf üreyen 1-2 bakteri kolonisi 300 µl steril 

deiyonize su ile karıştırıldı. 

2. Bakteri süspansiyonuna 900 µl etanol eklendi ve 10 sn vortekslendi. 

3. 10,000 g’de 2 dk santrijüj edildi. 

4. Süpernatan atıldı ve 10,000 g’de 2 dk santrijüj edildi. 

5. Osa ısısında 5 dakika etanolün buharlaşması beklendi. 
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6. %70 formik asit solüsyonundan 50 µl eklendi. 

7. Üzerine 50 µl asetonitril eklendi ve 5 sn vortekslendi. 

8. 10,000 g’de 2 dk santrijüj edildi. 

9. Süpernatandan 1 µl metal plak üzerindeki işaretli alana pipetle eklendi ve 

oda ısısında kurutuldu.  

10. Üzerine 1 μl siyano-4-hidroksisinamik asit eklenerek oda ısısında 

kurumaya bırakıldı.  

11. Metal plak, kütle spektrometri cihazına yerleştirildi ve örnek başına 320-

400 vuruş olacak şekilde lazer ışınları ile atışlar yapıldı.  

Spektrumlar Flex Control 3.0 yazılımı MALDI Biotyper 3.1 veritabanı 

kütüphanesi (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) kullanılarak analiz edildi. Üretici 

firma önerilerine göre tanımlama skoru ≤ 1,7 olan sonuçlar geçersiz kabul edilirken, 

tanımlama skoru 1,7-1,99 arası cins düzeyinde iyi tanımlama ve tanımlama skoru ≥ 2 

ise tür düzeyinde tanımlama olarak kabul edildi.  

 

3.3 Bakteri İzolatlarının Multilokus Sekans Analizi ile Tanımlanması  

 

3.3.1 DNA İzolasyonu 

 

Her izolat nutrient agarda (Oxoid, ABD) saf olarak üretildi. Bir bakteri 

kolonisinden 200 µl DNase-RNase içermeyen su içinde süspansiyon hazırlandı. 

GeneJET Genomik DNA Pürifikasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) 

kullanılarak üretici firma önerileri doğrultusunda Gram-negatif bakteri DNA’sı 

aşağıdaki ekstraksiyon protokolüne göre elde edildi: 

1. Bakteri süspansiyonu içine 180 µl ‘digestion’ solüsyonu eklendi. 

2. 20 µl Proteinaz K solüsyonu eklendi ve bir dakika vortekslendi.  

3. Enzim aktivasyonu için 56°C’de 60 dk inkübe edildi. 

4. 20 µl RNase A solüsyonu eklendi ve bir dakika vortekslendi.  

5. 10 dk oda ısısında inkübe edildi. 

6. 200 µl lizis solüsyonu eklendi ve 15 saniye vortekslendi. 

7. 400 µl %50’lik etanol eklendi ve 15 saniye vortekslendi. 

8. Mevcut lizatın tamamı ‘spin column’ tüpüne aktarıldı.  
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9. 6000 g’de 1 dk santrifüj edildi.  

10. Koleksiyon tüpü atıldı ve yeni koleksiyon tüpü yerleştirildi.  

11. 500 µl ‘wash buffer I’ solüsyonu eklendi ve 8000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi.  

12. Koleksiyon tüpü atıldı ve yeni koleksiyon tüpü yerleştirildi.  

13. 500 µl ‘wash buffer II’ solüsyonundan eklendi 

14. 12,000 g’de 3 dk santrifüj edildi. 

15. Koleksiyon tüpü atıldı ve ‘spin column’ kapaklı 1,5 ml’lik mikrosantrifüj 

tüpüne yerleştirildi. 

16. 200 µl ‘elution buffer’ eklendi ve 2 dk oda ısısında inkübe edildi. 

17. 8000g’de 1 dk santrifüj edildi. 

18. DNA’ların 260 ve 280 nm’deki absorbsiyon değerleri NanoDrop 1000 

(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazında ölçülerek DNA’ların 

konsantrasyon ve saflığı kontrol edildi. Uygun DNA örnekleri -20°C’de 

saklandı. 

 

3.3.2 Multilokus Sekans Tiplendirmesi (MLST) 

 

Burkholderia  türlerinin ‘housekeeping’ gen fragmanları 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/bcc) veritabanında belirtilen Burkholderia cepacia kompleksi 

MLST analizi protokolü (Tablo 3.1) ve spesifik primerler (Tablo 3.2) kullanılarak 

ARKTIK Thermocycler cihazında (Thermo Fisher Scientific, ABD) çoğaltıldı (106). 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karışımı Tablo 3.3’e göre hazırlandı (106). PCR 

ürünleri elektroforez yöntemi ile analiz edildi (107). 
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Tablo 3.1 MLST PCR amplifikasyonu sıcaklık ve döngü koşulları 

PCR basamağı Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

Ön denatürasyon 96oC 1 dk - 

Denatürasyon 96oC 1 dk  

30  
Bağlanma 58oC 1 dk 

Uzama 72oC 2 dk 

Son uzama 72oC 5 dk - 

 

Tablo 3.2 MLST PCR amlifikasyonunda kullanılan ‘housekeeping’ genler ve 

                 kullanılan primer dizileri 
 

Gen Yön Primer Dizisi Büyüklük (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 karışımı 

Bileşen Hacim 

dH2O 14,8 μl 

PCR buffer 2,5 μl 

MgCl2 (25 mM) 3 μl 

dNTP (10 mM) 0,5 μl 

F primer (10 pmol) 1 μl 

R primer (10 pmol) 1 μl 

Taq DNA polimeraz 0,2 μl 

DNA  2 μl 
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 PCR ürünlerinin elektroforez yöntemi ile analizi: 

 

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

eritildi. 

2. 14 μl Safe View (NBS Biologicals Ltd, İngiltere) boyası eklenerek %1,5’luk   

agaroz jel hazırlandı. 

3. 20 x 25 cm’lik yatay jel elektroforez tablasına döküldü. Thermo Fisher 

Scientific A2-24D tarak (1.5 mm kalınlık, 6.5 mm genişlik, 7 μl hacim, 24 

adet kuyucuk) kullanıldı. 

4. Yürütme tamponu olarak 0,5 molar TBE (Thermo Fisher Scientific B52) 

bulunan Thermo Fisher Scientific Thermo Owl A2 large Gel System 

elektroforez ünitesine yerleştırildi.  

5. Her bir örnekten 5 μl alınarak, 2μl 6x yükleme solüsyonu (Thermo Fisher 

Scientific, 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder 

(SM0321)) ile karıştırıldı. 

6. Elde edilen karışımlar jele yüklendi ve 180 voltta 60 dk elektroforez yapıldı. 

7. G Box UV transillüminatör cihazında (Syngene, ABD) jel görüntülendi 

8. Amplikonlar -20°C’de saklandı. 

 

Saflaştırma ve DNA Dizi Analizi 

 

Amplifikasyon sonrasında üretici firma önerileri doğrultusunda 5 μl PCR ürünü 

için 2 μl ExoSAP-IT enzimi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile 37oC’de 30 dk, 

80oC’de 15 dk inkübasyon olmak üzere PCR ürünleri saflaştırıldı. Saflaştırılan bu 

ürünler, her bir gen için spesifik primerler olan PubMLST veritabanında belirtilen 

DNA dizileme primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 

Fisher Scientific, ABD) kullanılarak DNA dizi analizi ile çoğaltıldı (Tablo 3.4) 

(106). Tablo 3.5’te belirtilen oranlar dikkate alınarak PCR karışımı oluşturuldu (106). 

Tablo 3.6’da belirtilen koşullarda amplifikasyon gerçekleştirildi (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
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Tablo 3.4 DNA dizi analizinde kullanılan primer dizileri ve bağlanma sıcaklıkları  

Gen Yön Primer Dizisi Allel büyüklüğü (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 için gerçekleştirilen PCR reaksiyonu bileşen ve 

                  hacimleri 
 

Bileşen Hacim 

dH2O 2 μl 

BigDye 2 μl 

5xBuffer 2 μl 

Primer (3.2 pmol) 2 μl 

DNA 2 μl 

 

Tablo 3.6 DNA dizi analizi PCR sıcaklık ve döngü koşulları 

PCR basamağı Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

Ön denatürasyon 96 oC 1 dk - 

Denatürasyon 96 oC 10 sn  

25  
Bağlanma 50 oC 5 sn 

Uzama 60 oC 4 dk  
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PCR ürünleri, üretici firma önerileri doğrultusunda 1 g Sephadex’in (Oxoid, 

ABD), 13 ml distile suda çözülmesiyle elde edilen çözeltiden her bir örnek için 750 

μl çözelti kullanılarak yapılan jel filtrasyonu ile saflaştırıldı. Saflaştırılan ürünler, 

ABI 3500 Genetik Analyzer (Thermo Fisher Scientific, ABD) kapiller elektroforez 

dizi analizi cihazına yüklenerek genlerin DNA dizileri belirlendi (106).  

Elde edilen forward ve reverse dizilerinin birleştirilmesi ve hizalamanın 

yapılması için CLC Main Workbench Qiagen v.7.7.3. (Qiagen, ABD) dizi analiz 

programı ile analiz edilerek PubMLST veritabanındaki referans dizilerle 

karşılaştırıldı. Her bir gen PubMLST veritabanındaki referans dizilerle karşılaştırıldı 

(108). Her gen için allel profili belirlendi ve elde edilen allellerin kombinasyonunun 

PubMLST veritabanı (01. Ağustos. 2018) ile karşılaştırılması sonucu izolatlar tür 

düzeyinde tanımlandı ve sekans tipleri belirlendi (108). 

 

3.4 Mikroplak Yöntemi ile Biyofilm Üretiminin Değerlendirilmesi  

 

Çalışmada izole edilen 38 Burkholderia türünün biyofilm oluşumu O’Toole 

ve ark. (109) tarafından tarif edilen kristal viyole mikroplak ölçüm yöntemi ile 

değerlendirildi.  

Çalışma öncesinde Burkholderia türleri için optimal biyofilm oluşturma 

koşulları belirlendi. Bu amaçla glikoz, pepton, maya özütü, NaCl, inokulum miktarı, 

pH, sıcaklık ve inkübasyon süresinin etkileri tarandı. Çalışmada şu değişkenler 

kullanıldı: Glikoz (0.1 ve 1 g/L), pepton (0.1 ve 2 g/L), maya özütü (0.5 ve 2.5 g/L), 

NaCl (8.6 ve 86 mM), pH (5.8 ve 7.2), inokulum miktarı (1x10^7 CFU/ml ve 5x10^7 

CFU/ml), inkübasyon süresi (24 ve 72 saat) ve sıcaklık (30-37°C).  

Burkholderia türlerinin en fazla biyofilm oluşumunun gözlendiği 0,5 g/L 

glukoz, 0,1 g/L pepton, 0,5 g/L maya özütü, 8,6 mM NaCl içeren (pH=7,2) besiyeri 

biyofilm üretiminin değerlendirilmesi amacıyla kullanıldı.  

 

1. Luria-Bertani broth (LB) içinde bir gece inkübe edilen bakteriler 

yukarıda tarif edilen besiyeri içinde 0,5 OD 600 olacak şekilde 

süspanse edildi. 



35 

 

2. Bu süspansiyondan 20 μl alınarak 180 μl aynı besiyerini içeren 96 

kuyucuklu U tabanlı mikroplaklara dağıtıldı. Deney koşulları her 

bakteri için altı kuyucuk kullanılarak tekrarlandı.  

3. Mikroplaklar 37°C’de 48 saat aerobik koşullarda inkübe edildikten 

sonra tutunamayan hücrelerin uzaklaştırılması için iki defa su 

küvetine hafifçe daldırılarak yıkandı.  

4. Her bir kuyucuğa 125 μL %0,1'lik kristal viyole boyası dağıtıldı.  

5. Plaklar 10-15 dakika oda sıcaklığında inkübe edild’ ve fazla boyanın 

uzaklaştırılması için dört defa su küvetine hafifçe daldırılarak yıkandı. 

6. Kristal viyolenin çözülmesi amacıyla her bir kuyucuğa 125 μL 

%33'lik asetik asit dağıtıldı.  

7. Plaklar 10-15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi ve çözülen kristal 

viyole düz tabanlı mikroplaklara aktarıldı.  

8. Absorbans değeri plak okuyucu kullanılarak 600 nm’de ölçüldü.  

9. Optik dansitelerine (OD) göre suşlarda biyofilm oluşumu belirlendi. 

10.  OD (izolat) ≤ OD (negatif kontrol): Biyofilm oluşumu negatif; OD 

(negatif kontrol) ≤ OD (izolat) ≤ 2OD (negatif kontrol): zayıf biyofilm 

oluşumu; 2OD (negatif kontrol) ≤ OD (izolat) ≤ 4OD (negatif 

kontrol): orta düzey biyofilm oluşumu; 4OD (negatif kontrol) ≤ OD 

(izolat): kuvvetli biyofilm oluşumu olarak kabul edildi. 

 

3.5 Sıvı Mikrodilüsyon Yöntemi ile Antibiyotik Duyarlılıklarının 

Değerlendirilmesi:  

 

Çalışmamızda güncel tedavide kullanılan antibiyotiklerin (meropenem, 

seftazidim, trimetoprim-sülfametoksazol ve levofloksasin) minimal inhibitör 

konsantrasyonları (MİK) sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle belirlendi (86, 91).  

Bu amaçla ilk olarak trimetoprim (Sigma-Aldrich), sülfametoksazol (Sigma-

Aldrich), seftazidim (Sigma-Aldrich), meropenem (Sigma-Aldrich) ve levofloksasin 

(Sigma-Aldrich) antibiyotiklerinin toz hallerinden CLSI’nın önerilerine göre stok 

solüsyonları ve sulandırımları hazırlandı (91). 
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Antibiyotik stok solüsyonlarının hazırlanması 

1. Kullanılan antibiyotiklerin herbirinden 1 gr toz halinde tartıldı.  

2. Tablo 3.7’de verilen antibiyotiğe uygun çözücü ve seyrelticiler 

kullanılarak 100 mg/ml stok solüsyonlar hazırlandı.  

3. Hazırlanan stok solüsyonlar steril distile su içinde seyreltildi ve 

seftazidim 512 µg/ml, levofloksasin 128 µg/ml, meropenem 256 

µg/ml, trimetoprim 2432 µg/ml, sülfametoksazol 128 µg/ml olacak 

şekilde son konsantrasyonları hazırlandı.  

4. 2 ml trimetoprim ve 2 ml sülfametoksazol solüsyonu karıştırıldı ve 

1216-64 µg/ml trimetroprim-sülfametoksazol elde edildi. Bundan 

sonra trimetoprim-sülfametoksazol tek antibiyotik olarak 

değerlendirildi. 

5. Escherichia coli ATCC 25922 kullanılarak antibiyotiklerin kalite 

kontrolü yapildi.  

 

Daha sonra bu antibiyotikler için MİK değerleri katyon ayarlı Mueller Hinton 

(KA-MHB) sıvı besiyeri (BD BBL Mueller Hinton II Broth, ABD) kullanılarak sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile 96 kuyucuklu plak üzerinde belirlendi (86). Bu besiyeri 

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

 

Tablo 3.7 Antibiyotik stok solüsyonlarının hazırlanmasında kullanılan çözücü ve 

      seyrelticiler 
 

Antibiyotik Çözücü Seyreltici 

Seftazidim %10’luk sodium karbonat solüsyonu Su 

Levofloksasin 0,1 mol/L NAOH solüsyonu Su 

Meropenem Su Su 

Trimethoprim 0,05 mol/L HCl solüsyonu Su 

Sülfametoksazol 2,5 mol/L NAOH solüsyonu Su 
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Katyon ayarlı Mueller Hinton sıvı besiyeri hazırlanması: 

 

1. Üretici firma önerileri doğrultusunda 22 gr katyon ayarlı Mueller 

Hinton toz halindeki besiyeri hassas terazide tartıldı ve 1000 ml distile 

su içine eklenerek homojen hale gelene kadar çalkalanarak karıştırıldı. 

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

 

Bakteri süspansiyonlarının hazırlanması: 

 

1. Kanlı agarda 35°C’de 18 saat inkübe edilen bakterilerden saf olarak 

izole edilen 3 - 5 koloni 2 ml KA-MHB içinde süspanse edildi. 

2. Bu süspansiyon 0.5 McFarland bulanıklık olacak şekilde KA-MHB 

içinde seyreltildi. 

3. 50 µl bakteri süspansiyonu 950 µl KA-MHB içinde tekrar seyreltildi 

ve 15 dakika içinde kullanıldı. 

 

Sıvı mikrodilüsyon testi: 

 

1. Bir adet steril U tabanlı 96 kuyucuklu mikroplakta tek antibiyotik için 

dört izolat değerlendirildi. Her izolat iki defa test edildi. İzolat 1 için 

satır A, B; izolat 2 için satır C, D; izolat 3 için satır E, F ve izolat 4 

için satır G, H kullanıldı. 

2. Her satırdaki 1 - 10 arasındaki kuyucuklar antibiyotiği seyreltmek için 

kullanıldı. 

3. Her satırdaki 11 numaralı kuyucuk bakteri ve besiyeri içeren üreme 

kontol kuyucuğu, her satırdaki 12 numaralı kuyucuk besiyeri kontrolü 

olarak kullanıldı. 

4. Mikroplağın her sırasındaki ilk kuyucuk hariç tüm kuyucuklarına 50 

µl/kuyucuk olacak şekilde KA-MHB dağıtıldı. 

5. İlk kuyucuklara test edilecek antibiyotikten 100 µl/kuyucuk olarak 

dağıtıldı.  
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6. Katyon ayarlı Mueller Hinton Broth içinde antibiyotiklerin iki kat seri 

dilüsyonları yapıldı. Bu amaçla ilk kuyucuktan alınan 50 µl 

antibiyotik ikinci kuyucuğa aktarıldı.  

7. İkinci kuyucukta mikropipet yardımıyla en az 10 defa pipetaj 

yapılarak antibiyotik homojen bir şekilde seyreltildi. İkinci 

kuyucuktan alınan 50 µl antibiyotik üçüncü kuyucuğa aktarıldı.  

8. Bu işlem onuncu kuyucuğa kadar aynı şekilde tekrarlanarak çift kat 

seri dilüsyonları hazırlandı.  

9. Onuncu kuyucuktan alınan 50 µl antibiyotik atıldı. 

10. Her sırada yer alan 12 numaralı kuyucuk hariç tüm kuyucuklara 10 µl 

bakteri süspansiyonu dağıtıldı.  

11. Plakların kapakları kapatılarak 35°C’de 24 saat aerobik atmosferde 

inkübe edildi. 

12. Sonuçlar CLSI önerilerine göre değerlendirildi. Orta duyarlı olarak 

belirlenen izolatlar değerlendirmeye dirençli olarak alındı. 

 

3.6 Sinerji Testi ile Antibiyotik Kombinasyonlarının Duyarlılıklarının 

Değerlendirilmesi:  

 

Çalışmada kullanılan antibiyotik kombinasyonlarının sinerjik etkisi dama 

tahtası yöntemi ile çalışıldı (86). Bu yöntemde CLSI tarafından önerilen MİK 

değerlerinin direnç sınırı kullanılarak üç kat üstü dilüsyon (8 x MİK) ve dört kat altı 

dilüsyon (0.06 x MİK) kullanılarak iki farklı ilaç kombinasyonunun etkinliği, her bir 

izolat için 96 kuyucuklu mikroplak üzerinde test edildi (91).  

 

Test edilecek antibiyotiğin seri dilüsyonlarının hazırlanması: 

 

Bu amaçla makrodilüsyon yöntemi kullanıldı (86). Tüm antibiyotiklerin 

yüksek hacimde dilüsyon setleri hazırlandı. Hazırlanan stok solüsyonlar steril distile 

su içinde seyreltildi ve seftazidim 512 µg/ml, levofloksasin 128 µg/ml, meropenem 

256 µg/ml, trimetoprim 2432 µg/ml, sülfametoksazol 128 µg/ml olacak şekilde son 

konsantrasyonları hazırlandı.  2 ml trimetoprim ve 2 ml sülfametoksazol solüsyonu 



39 

 

karıştırıldı ve 1216-64 µg/ml trimetroprim-sülfametoksazol elde edildi. Bundan sonra 

trimethoprim-sulfamatoksazol tek antibiyotik olarak değerlendirildi. 

 

1. Sekiz adet steril cam tüp yanyana dizilerek her tüpe 2 ml KA-MHB 

dağıtıldı. 

2. İlk tüpe test edilecek antibiyotikten 2 ml dağıtıldı.  

3. Katyon ayarlı Mueller Hinton Broth içinde antibiyotiklerin iki kat seri 

dilüsyonları yapıldı. Bu amaçla ilk tüpten alınan 2 ml antibiyotik ikinci 

tüpe aktarıldı.  

4. İkinci tüp 30 sn vortekslenerek antibiyotik homojen bir şekilde 

karıştırıldı. İkinci tüpten alınan 2 ml antibiyotik üçüncü tüpe aktarıldı.  

5. Bu işlem sekizinci tüpe kadar aynı şekilde tekrarlanarak çift kat seri 

dilüsyonları hazırlandı. 

 

Sinerji testi için mikrodilüsyon plaklarının hazırlanması 

1. Bir adet steril 96 kuyucuklu mikroplakta bir adet ikili antibiyotik 

kombinasyonu bir izolat için değerlendirildi.  

2. İlk satırdaki 2-10 arası kuyucuklara (A2-A10) kombinasyonda 

kullanılacak antibiyotiklerden birine ait seri dilüsyona ait 

konsantrasyonları (100 µl/kuyucuk) dağıtıldı. 

3. İlk satır hariç tüm satırların ilk kuyucukları (B1-H1) kombinasyonda 

kullanılacak antibiyotiklerden diğerinin seri dilüsyonuna ait 

konsantrasyonları (100 µl/kuyucuk) dağıtıldı. 

4. İkinci satırdan itibaren tüm satırlardaki 2-10 arası kuyucuklara karşılık 

gelen kombinasyona ait konsantrasyondaki antibiyotiklerin her 

birinden 50 µl/kuyucuk dağıtıldı. 

5. Her satırdaki 11 numaralı kuyucuk (A11-H11) 100 µl besiyeri ve 

bakteri içeren üreme kontol kuyucuğudur.  

6. Her satırdaki 12 numaralı kuyucukta (A12-H12) sadece 100 µl 

besiyeri bulunmaktaydı ve besiyerinin sterilitesi test edildi. 

7. Her sırada yer alan onikinci kuyucuk hariç tüm kuyucuklara 20 µl 

bakteri süspansiyonu dağıtıldı.  
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8. Plakların kapakları kapatılarak 35 ± 2°C’de 20 saat aerobik 

atmosferde inkübasyondan sonra plaklar gözle değerlendirildi. 

9. Plak üzerinde her iki ilacın MİK değerleri dama tahtası testi ile eş 

zamanlı olarak tekrar çalışılmıştır; elde edilen sonuçlar, ilk çalışılan 

MİK değerleri ile karşılaştırıldı ve sinerji testleri yorumlanırken eş 

zamanlı olarak çalışılan MİK değerleri kullanıldı.  

10. Sonuçların değerlendirilmesinde kombinasyon plağındaki üreme 

olmayan tüm kuyucuklar taranarak, en düşük FİK (fraksiyonel 

inhibitör konsantrasyon) indeksinin hesaplandığı kuyucuk 

değerlendirmeye alındı.  

11. FİK = (MİK A kombinasyon /MİK A) + (MİK B kombinasyon /MİK 

B) olarak hesaplandı. FİK ≤ 0,5 sinerjistik etkileşim, FİK > 4 

antagonistik etkileşim ve 0,5 < FİK ≤ 4 etkileşim yok olarak 

değerlendirildi. 

 

3.7. İstatistiksel Analiz 

 

Klinik izolatların biyofilm oluşumu ve antibiyotik direnci ile ilgili elde edilen 

bulgular türler arasında ve hasta grupları arasında ki-kare testi ile değerlendirildi. 

Analizlerde SPSS 16.1 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) kullanıldı ve p≤0,05 olanlar 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

Burkholderia spp. olarak tanımlanan ve çalışmaya alınan 38 izolata MALDI-

TOF MS ve multilokus sekans analizi, biyofilm oluşumu, antibiyotik duyarlılık ve 

sinerji testleri yapılmıştır. Çalışmaya dahil edilen bakterilerin 25’i KF, 13’ü KF 

olmayan hastalardan izole edilmiş olup, toplamda 26 farklı hastaya ait (13 KF, 13 KF 

olmayan) izolat değerlendirilmiştir. Kistik fibrozisli hastalardan elde edilen klinik 

örneklerin 23’ü balgam, 1’i kan ve 1’i derin trakeal aspirattır. Kistik fibrozis olmayan 

hastalardan elde edilen klinik örneklerin 5’i kan, 4’ü idrar, 1’i derin trakeal aspirat, 

1’i balgam, 1’i püy ve 1’i kateter ucundan alınmıştır (Tablo 4.1).  

Çalışmaya dahil edilen klinik izolatlar içinde multilokus sekans analizine göre 

en fazla tanımlanan tür B. cenocepacia (n=16, %42)’dır. Bunu B. contaminans 

(n=11, %29) izlemiştir. Tanımlanan diğer türler sırasıyla 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 sonuçlarına göre KF hastalarından izole edilen 13 

B. cenocepacia izolatının iki hastaya ait altısının ST-839, üç hastaya ait dördünün 

ST-1392 ve bir hastaya ait üçünün ST-602 olduğu tespit edilmiştir. KF olmayan 

hastalardan izole edilen üç B. cenocepacia izolatının ikisi ST-602 ve biri ST-740 

olarak bulunmuş olup farklı hastalardır. Dört farklı KF hastasından B.  contaminans 

olarak tespit edilen altı izolatın tamamının sekans tipi ST-102 olarak saptanmıştır. 

KF olmayan hastalara ait beş B. contaminans izolatının dördü ST-482 ve biri ST-102 

olarak tespit edilmiş olup, bunların tamamı farklı hastalardır. İki farklı KF 

hastasından izole edilmiş dört B. gladioli izolatından üçü ST-629 olup, bir hastaya 

aittir; diğeri mevcut veritabanındaki sekans tipleri ile eşleşmemiştir. Değerlendirilen 

iki B. multivorans izolatı aynı KF hastasına aittir ve sekans tipi ST-19 olarak 

saptanmıştır. B. dolosa izolatları KF olmayan dört farklı hastadan izole edilmiş olup 

tamamının sekans tipi ST-72 olarak bulunmuştur. B. seminalis ise KF olmayan bir 

hastaya ait olmakla beraber sekans tipi ile eşleşen izolat mevcut veritabanında 

bulunmamaktadır (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.1 Burkholderia türlerinin yaş, cinsiyet ve örnek türlerine göre dağılımı 

Hasta 

no 

İzolat 

no 
Yaş 

Cin-

siyet 
Bölüm 

Örnek 

Türü 

MLSA /Sekans 

Tipi 

 1 # 1 16 yıl 

9 ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia / 

1392 

2 17 yıl 

11 ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

1392 

2 # 
 

3 20 yıl K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. multivorans/ 19 

4 22 yıl K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. multivorans/ 19 

3 # 5 24 yıl K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. contaminans/ 

102 

4 # 6 9 yıl 3 

ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

1392 

5 # 7 19 yıl E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

602 

8 20 yıl E İç hastalıkları Kan B. cenocepacia/ 

602 

9 20 yıl E İç hastalıkları 
Derin 

Trakeal 

Aspirat 

B. cenocepacia 

/602 

6 # 
 

10 8 yıl 1 

ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia 

/839 

11 10 yıl 

8 ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

839 

12 11 yıl 

8 ay 
E  Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

839 

7 # 
 

13 16 yıl 

1 ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. 

contaminans/102 

14 17 yıl 

10 ay 
E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. 

contaminans/102 

8 # 

 
 

15 5 yıl 9 

ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. gladioli/ 629 

16 9 yıl 

10 ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. gladioli/ 629 

17 10 yıl 

11 ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. gladioli/ 629 

9 # 18 4 yıl 4 

ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

1392 

10 # 19 22 yıl E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. contaminans/ 

102 
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Tablo 4.1 (Devamı) Burkholderia türlerinin yaş, cinsiyet ve örnek türlerine göre 

          dağılımı 

Hasta 

no 

İzolat 

no 
Yaş 

Cin-

siyet 
Bölüm 

Örnek 

Türü 

MLSA /Sekans 

Tipi 

 11 # 

 
 

20 25 yıl E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

839 

21 26 yıl E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

839 

22 27 yıl E Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. cenocepacia/ 

839 

12 # 23 15 yıl 

5 ay 
K  Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. gladioli/ Tip (-) 

13 # 
 

24 13 yıl 

10 ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. contaminans/ 

102 

25 15 yıl 

1 ay 
K Çocuk Göğüs 

Hastalıkları 
Balgam B. contaminans/ 

102 

14 26 79 yıl E Romatoloji İdrar B. contaminans/ 

482 

15 27 58 yıl E Kalp Damar 

Cerrahi 
Balgam B. contaminants/ 

102 

16 28 41 yıl K Enfeksiyon 

Hastalıkları 
Kan B. dolosa/ 72 

17 29 8 yıl 1 

ay 
E Üroloji İdrar B. contaminans/ 

482 

18 30 45 yıl E Enfeksiyon 

Hastalıkları 

Kateter 

ucu 

B. cenocepacia/ 

740 

19 31 48 yıl K İç hastalıkları Kan B. cenocepacia/ 

602 

20 32 30 yıl E Nöroloji Kan B. cenocepacia/ 

602 

21 33 26 yıl E İç hastalıkları Kan B. seminalis/ Tip (-

) 

22 34 62 yıl E Onkoloji İdrar B. contaminans/ 

482 

23 35 64 yıl K İç hastalıkları Kan B. dolosa/ 72 

24 36 42 yıl E Üroloji İdrar B. dolosa/ 72 

25 
37 67 yıl K 

Anesteziyoloji 

Yoğun Bakım  

Derin 

Trakeal 

Aspirat 

B. dolosa/ 72 

26 38 42 yıl 
E Ortopedi Püy B. contaminans/ 

482 
# Kistik fibrozisli hasta, E: Erkek; K: Kadın; Tip (-): Tiplendirilemedi 
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Tablo 4.2 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia  türlerinin 

      MLSA sonuçları 

MLSA sonucu KF (Sekans tipi) KF olmayan  (Sekans tipi) 

B. cenocepacia (n=16)  6 (ST-839), 4 (ST-1392), 

3 (ST-602) 

2 (ST-602), 1 (ST-740) 

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-?)* 

Toplam (n=38) 25 13 

* ST-? : İzolatların allelik profil sonuçları mevcut veritabanındaki sekans tipleri ile eşleşmemiştir 

 

Multilokus sekans analizi sonuçları referans olarak kabul edildiğinde, 

MALDI-TOF MS ile tür düzeyinde doğru tanımlama %66 olarak saptanmıştır. 

Burkholderia cenocepacia izolatlarının %94 (n=15/16)’ünün tür düzeyinde doğru 

tanımlandığı, bir izolatın ise B. vietnamiensis olarak hatalı tanımlandığı görülmüştür. 

MLSA ile  B. contaminans olarak tespit edilen 11 izolatın yedi tanesi MALDI-TOF-

MS ile B. cepacia, dört tanesi ise B. cenocepacia olarak tanımlanmış olup, bu tür için 

tür düzeyinde doğru tanımlama MALDI-TOF-MS ile yapılamamıştır. MALDI-TOF 

MS ile dört B. gladioli izolatının üçü tür düzeyinde doğru tanımlanmış olup bir izolat 

hatalı olarak B. cenocepacia olarak tanımlanmıştır. B.dolosa, B.multivorans ve B. 

seminalis izolatlarının tamamı tür düzeyinde doğru tanımlanmıştır. (Tablo 4.3) 
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Tablo 4.3 Burkholderia türlerinin MLSA sonuçlarının MALDI-TOF MS 

      ile karşılaştırılması 
 

MLSA sonucu  

                           MALDI Biotyper v3.1  

                              Tanımlama Skorları 

             ≥2       1.999-1.7 <1.7 

B. cenocepacia (n=16) B. cenocepacia (n=13) 

B. vietnamiensis (n=1) 

B. cenocepacia (n=2) 

 

 

B. contaminans* (n=11) 

 

B. cepacia (n=7) 

B. cenocepacia (n=4) 

  

B. gladioli (n=4) 

 

B. gladioli (n=1) 

B. cenocepacia (n=1) 

B. gladioli (n=2) 

 

 

B. dolosa (n=4) B. dolosa (n=4)   

B. multivorans (n=2) B. multivorans (n=2)   

B. seminalis (n=1) B. seminalis (n=1)   

*Veritabanında bulunmamaktadır. 

 

Klinik izolatların tamamı değerlendirildiğinde; biyofilm üretimi izolatların 

%53 (n=20/38)’ünde pozitif saptanmıştır. Burkholderia  türleri arasında biyofilm 

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

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

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

oluşturma açısından negatif bulunmuştur. Burkholderia  türleri arasında biyofilm 

oluşumu açısından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır (p≥0,05, Tablo 

4.4).  
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Tablo 4.4 Burkholderia türlerinin biyofilm oluşumu 

  

Bakteri 

Biofilm oluşumu 

Negatif Zayıf 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) 

 

İzolatların biyofilm oluşturma özelliği ile kistik fibrozis ilişkisine 

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

hastalardan elde edilen izolatlar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır (p≥0,05, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). 

 

Tablo 4.5 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia türlerinin   

                 biyofilm oluşumu 
 

                               Biofilm oluşumu 

Hasta Negatif Zayıf Orta 

KF (n=25) 11 (%44) 7 (%28) 7 (%28) 

KF olmayan (n=13) 7 (%54) 2 (%15) 4 (%31) 
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Tablo 4.6  Burkholderia türlerinin  MALDI-TOF, MLSA ve biyofilm sonuçları 

Hasta 

no 

İzolat 

no 

MALDI-TOF MS 

(Tanımlama Skoru) 
MLSA /Sekans Tipi  BİYOFİLM  

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+: Zayıf biyofilm oluşumu ; 2 +: Orta düzey biyofilm oluşumu;  

- :Negatif; Tip (-): Tiplendirilemedi 
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Tüm izolatların seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasin MİK 

değerlerine göre direnç düzeyleri sırasıyla %34, %66, %50 ve %40 olarak 

belirlenmiştir.  B. multivorans ve B. seminalis izolatlarının tamamı, değerlendirilen 

tüm antibiyotiklere duyarlı bulunurken, B. dolosa izolatlarının tamamı dirençli 

saptanmıştır. B. cenocepacia izolatlarının seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve 

levofloksasin antibiyotiklerine direnci sırasıyla %12, %62, %44 ve %37 olarak 

saptanmış olup, B. contaminans izolatlarının bu antibiyotiklere direncinin sırasıyla 

%54, %91, %36 ve %36 olduğu tespit edilmiştir. İzolatların antibiyotik direnci türler 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır(p≥0,05)(Tablo 4.7).  

  

Tablo 4. 7 Burkholderia türlerinin antibiyotik duyarlılıkları 

Bakteri  

 
Seftazidim Meropenem TMP-SXT LEV 

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 

n/Yüzde 
38 

25/ 

%66 

13/ 

%34 

13/ 

%34 

25/ 

%66 

19/ 

%50 

19/ 

%50 

23/ 

%60 

15/ 

%40 

TMP-SXT Trimetoprim-sülfametoksazol; LEV: Levofloksasin S: Duyarlı R: Dirençli 

 

Kistik fibrozisli ve KF olmayan hastalar arasında izolatların antibiyotik 

direnci karşılaştırıldığında, seftazidim KF hastalarında daha duyarlı saptanmış(p= 

.010449), diğer antibiyotikler için KF ve KF olmayan hastalar arasında anlamlı fark 

bulunmamıştır (p>0,05, Tablo 4.8).  

Çalışılan klinik izolatların sinerji sonuçları değerlendirildiğinde; iki tanesinde 

(B. cenocepacia, B. contaminans) meropenem ve TMP-SXT arasında sinerji 

saptanmıştır. Antibiyotiklerin ikili kullanımı ile ortaya çıkabilecek antagonizma 15 

klinik izolatta saptanmış, bunların 12 tanesi meropenem ve seftazidim arasında, üç 

tanesi TMP-SXT ve seftazidim arasında bulunmuştur. Meropenem ve seftazidim 

kombinasyonunda antagonizma gösteren izolatlar B. cenocepacia (%66, 8/12), B. 
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contaminans (%17, 2/12)  ve B. multivorans (%17, 2/12)  olarak saptanmıştır. TMP-

SXT ve seftazidim kombinasyonuna antagonizma ise iki B. contaminans ve bir B. 

seminalis izolatında belirlenmiştir (Tablo 4.9 ve Tablo 4.10). 

 

Tablo 4.8 KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia türlerinin 

     antibiyotik duyarlılıkları 
 

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-sülfametoksazol; S: Duyarlı R: Dirençli 

   

         

Tablo 4.9 Burkholderia türlerinin sinerji testi sonuçları 

Sinerji sonucu Bakteri (n) 

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

B. cenocepacia (1) 

Antagonizma (Meropenem-Seftazidim) B. cenocepacia (8) 

B. contaminans (2) 

B. multivorans (2) 

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

B. seminalis (1) 
 

Etkileşim yok 
 

B. cenocepacia (7) 

B. contaminans (6) 

B. dolosa (4) 

B. gladioli (4) 
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Tablo 4.10 Burkholderia türlerinin antibiyotik duyarlılık ve sinerji testi sonuçları 

 

Hasta 

no 

İzolat 

no 

TMP-SXT 

 

MEM 

 

CAZ 

 

LEV 

 
SİNERJİ MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

1 # 1 4.75/0.25 S 2 S 4 S 2 S ETKİLEŞİM YOK 

2 4.75/0.25 S 2 S 2 S 1 S ETKİLEŞİM YOK 

2# 
3 19/1 S 1 S 2 S 0.25 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

4 38/2 S 2 S 2 S 0.5 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

3# 

5 2.38/0.12 S 8 I 4 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

4 # 
6 608/32 R 8 I 8 S 32 R ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

5 # 7 608/32 R 4 S 8 S 8 R ETKİLEŞİM YOK 

8 608/32 R 64 R 8 S 32 R ETKİLEŞİM YOK 

9 304/16   R 64 R 4 S 32 R ETKİLEŞİM YOK 

6 # 
10 9.5/ 0.5 S 8 I 8 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

11 4.75/0.25 S 4 S 4 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

12 4.75/0.25 S 16 R 16 I 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

7 # 13 76/4 R 16 R 128 R 2 S ETKİLEŞİM YOK 

14 38/2 S 16 R 128 R 2 S ETKİLEŞİM YOK 

8 # 15 76/4   R 0.5 S 8 S 0.12 S ETKİLEŞİM YOK 

16 152/8   R 1 S 8 S 0.25 S ETKİLEŞİM YOK 

17 76/4   R 1 S 8 S 0.25 S ETKİLEŞİM YOK 

9 # 
18 608/32 R 8 I 8 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

10 # 
19 19/1 S 8 I 8 S 4 I ANTAGONİZMA 

(MEM- CAZ) 

11 # 
20 9.5/ 0.5 S 8 I 4 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

21 9.5/ 0.5 S 8 I 4 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 

22 9.5/ 0.5 S 16 R 4 S 2 S ANTAGONİZMA 

(MEM-CAZ) 
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Tablo 4.10 (Devamı) Burkholderia türlerinin antibiyotik duyarlılık ve sinerji testi 

                        sonuçları  

Hasta 

no 

İzolat 

no 

TMP-SXT 

 

MEM 

 

CAZ 

 

LEV 

 
SİNERJİ MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

MİK 

Yorum 

12 # 23 76/4 R 64 R 128 R 8 R ETKİLEŞİM YOK 

13 # 24 19/1 S 4 S 4 S 32 R ANTAGONİZMA 

(TMP-SXT-CAZ) 

25 19/1 S 32 R 128 R 32 R ANTAGONİZMA 

(TMP-SXT-CAZ) 

14 26 608/32 R 8 I 8 S 0.5 S ETKİLEŞİM YOK 

15 27 19/1 S 8 I 64 R 0.5 S ETKİLEŞİM YOK 

16 28 608/32 R 16 R 128 R 32 R ETKİLEŞİM YOK 

17 
29 608/32 R 8 I 8 S 0.5 S SİNERJİ (TMP-SXT-

MEM) 

18 30 19/1 S 1 S 32 R 0.25 S ETKİLEŞİM YOK 

19 31 608/32 R 4 S 4 S 16 R ETKİLEŞİM YOK 

20 
32 608/32 R 8 I 4 S 8 R 

SİNERJİ (TMP-SXT-

MEM) 

21 
33 19/1 S 2 S 8 S 0.25 S ANTAGONİZMA 

(TMP-SXT-CAZ) 

22 34 19/1 S 32 R 16 I 0.12 S ETKİLEŞİM YOK 

23 35 608/32 R 16 R 128 R 32 R ETKİLEŞİM YOK 

24 36 608/32 R 16 R 128 R 32 R ETKİLEŞİM YOK 

25 37 608/32 R 16 R 128 R 16 R ETKİLEŞİM YOK 

26 38 608/32 R 32 R 128 R 32 R ETKİLEŞİM YOK 
# Kistik fibrozisli hasta; MİK:Minimal İnhibitör Konsantrasyon; TMP-SXT: Trimetoprim-

sülfametoksazol; CAZ:Seftazidim; MEM:Meropenem; LEV: Levofloksasin; S: Duyarlı, I: Orta 

Duyarlı, R: Dirençli 

 
Çalışmada değerlendirilen tüm klinik izolatların antibiyotik dirençleri  

biyofilm oluşumu ile ilişkisi değerlendirildiğinde; meropenem dirençli 25 izolatın 

12’sinin, TMP-SXT dirençli 19 izolattan 9’unun biyofilm oluşturduğu saptanmıştır 

(Tablo 4.11). İzolatların biyofilm oluşturma özelliği ile antibiyotik direnci ilişkisine 

bakıldığında, istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır ( p≥0,05).  
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Tablo 4.11 Dirençli Burkholderia türlerinin biyofilm oluşumu 

Antibiyotik 

direnci 

Biyofilm oluşumu 

Pozitif Negatif Toplam 

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-sülfametoksazol 
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5. TARTIŞMA 

 

Mikroorganizmanın tür düzeyinde doğru tanımlanması tedavinin doğru 

planlanmasında ilk adımdır. Yapılan tek veya çok merkezli çalışmalarda, tedaviye 

yanıtsız kistik fibrozis hastalarının Bcc türleri ile enfekte olduğu ve özellikle B. 

cenocepacia’nın diğer türlere kıyasla daha yüksek mortaliteye sahip olduğu 

gösterilmiştir (110). Bununla birlikte, B. dolosa ve B. multivorans gibi diğer türlerin 

de ciddi enfeksiyonlara neden olduğu bildirilmiştir. Bazı merkezlerde Bcc ile enfekte 

hastaların (özellikle B. cenocepacia) akciğer nakil listesine kabul edilmemesine 

yönelik uygulamalar, bu bakterilerin tür düzeyinde doğru tanımlamanın hasta 

açısından hayati önemi olduğunu göstermiştir (111).  

Geleneksel fenotipik ve biyokimyasal yöntemler kullanılarak tür düzeyinde 

tanımlama yapmak her zaman kesin sonuç vermemektedir. Bunun nedeni olarak, 

Burkholderia türlerinin fenotipik özelliklerinin çok benzer olması gösterilmektedir. 

Bazı klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında Burkholderia türlerinin tanımlanması 

otomatize sistemler ile de yapılabilmektedir. Yapılan bir çalışmada kistik fibrozis 

hastalarının solunum örneklerinden izole edilen organizmaların tanımlanmasında bu 

sistemler kullanıldığında Bcc üyelerine, B. gladioli, R. pickettii, Alcaligenes spp., 

Pseudomonas spp., S. maltophilia, Flavobacterium spp. ve Chryseobacterium spp. 

gibi tanımlamalar yapıldığı bildirilmiştir (112). Bu nedenle otomatize tanımlama 

sistemlerinin hatalı sonuçlar verebildiği, bu sonuçların doğrulanması gerektiği 

vurgulanmaktadır.  

Burkholderia cepacia benzeri organizmaların tanımlanmasında kullanılacak 

sistemlerin, bu grup bakterileri diğer gram negatif nonfermenter bakterilerden kesin 

ayırt edebilmesi, Bcc’yı tür düzeyinde doğru tanımlayabilmesi ve ayrıca hızlı, uygun 

maliyetli ve kolay olması gerekmektedir. Günümüzde bakterilerin tür düzeyinde 

tanımlanmasında geleneksel yöntemlerle birlikte, MALDI-TOF MS kullanımı 

yaygındır. Yapılan çalışmalarda MALDI-TOF MS ile tür düzeyinde yapılan 

tanımlamaların %77-100 oranında doğru sonuç verdiği bildirilmektedir (113). Bizim 

çalışmamızda tür düzeyinde doğru tanımlama %66 olarak saptanmış olup, 

değerlendirilen türlerden B. cenocepacia , B. dolosa, B. multivorans ve B. seminalis 
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için MALDI-TOF MS  sonuçları MLSA ile %94-100 uyumlu olmasına rağmen, B. 

contaminans izolatlarının tamamı (n=11/38, %29) tür düzeyinde hatalı 

tanımlanmıştır. Bu izolatların tanımlama skoru ≥2 olmasına rağmen tür düzeyinde 

doğru tanımlanamamış olmasının nedeni, çalışmanın yapıldığı tarihte kullanılan 

yazılımın veritabanı kütüphanesinde B. contaminans’ın bulunmaması, elde edilen 

spektrumun analizi ile uyumlu en yakın türün sonuç olarak değerlendirilmesi ile 

açıklanabilir.  

Yapılan çalışmalarda, MALDI-TOF MS ile Bcc'nin %100'ünün cins 

düzeyinde, %77'sinin tür düzeyinde doğru tanımlanabildiği bildirilmiştir. Tür 

düzeyinde tanımlama duyarlılığının düşük olmasının nedeni taksonomik sınıflamaya 

yeni dahil olan Bcc türlerinin tamamının ve Burkholderia cepacia izolatlarının 

%33'ünün yanlış tanımlanması olarak bildirilmektedir (113). İngiltere’de 2017 

yılında 1047 izolat ile yapılan bir çalışmada B. multivorans, B. cenocepacia ve B. 

vietnamiensis izolatlarının MALDI-TOF MS ile tür düzeyinde tanımlama yüzdesi 

sırasıyla %89, %88 ve %86 bulunmuş olup, bu çalışmada en düşük düzeyde doğru 

tanımlanan tür %72 ile B. cepacia olmuştur. Bu çalışmada dikkat çekici bir veri ise 

henüz veritabanında olmayan iki B. territorii izolatının 2.3 ve üstü skorla B. 

cenocepacia olarak tanımlanması olmuştur (114). Benzer durum bizim çalışmamızda 

da B. contaminans için görülmüş olup MALDI-TOF MS ile 2 ve üzeri tanımlama 

skoruna sahip olan yedi izolat B. cepacia, iki izolat ise B. cenocepacia olarak hatalı 

tanımlanmıştır. Burkholderia türlerini MALDI-TOF MS ile tanımlarken yüksek 

tanımlama skorlarına rağmen bunların veritabanında henüz bulunmayan izolatlar 

olabileceği akılda tutulması, özellikle akciğer nakli ihtimali olan hastalarda bazı 

Burkholderia türlerinin üremesi durumunda hastanın nakil listesine kabul edilmeme 

ihtimali düşünülerek izolatın moleküler bir yöntemle doğrulanması gerekmektedir. 

Ayrıca aynı hastaya ait örnekte veya farklı zamanlarda çalışılmış örneklerde, farklı 

Burkholderia türlerinin tanımlanması da hatalı tanımlama olabileceğini akla 

getirmelidir. Burkholderia türlerinin rutin uygulamalarda iki veya daha fazla 

çalışılmasının doğru tanımlama açısından faydalı olabileceği düşünülmektedir. 

Son yapılan çalışmalarda Burkholderia türlerinin geleneksel yöntemler ve 

MALDI-TOF MS ile hatalı tanımlamalar olması nedeni ile, doğru tanımlama için 

moleküler yöntemler önerilmektedir (115). Moleküler yöntemlerin çoğunun yüksek 
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maliyet ve deneyimli personel gereksiniminden dolayı rutin mikrobiyoloji 

laboratuvarlarında yaygın kullanımları mümkün olamamıştır. Literatürde fenotipik ve 

moleküler yöntemlerin karşılaştırıldığı çalışmalarda, farklı moleküler yöntemler 

(Tüm hücre protein elektroforezi, 16S rRNA dizileme, recA geni dizileme, MLSA, 

tüm genom dizi analizi) altın standart olarak kullanılmış olsa da, literatürde bu 

yöntemlere ait çeşitli avantaj ve dezavantajlar bildirilmiştir (116).  

Çalışmamızda kullanılan MLSA yönteminde analiz edilen yedi 

‘housekeeping’ geninin dizilenmesi, Burkholderia türleri için güvenilir tanımlama 

sağlamaktadır. Bu yöntem yakın ilişkili türler arasında ve türlerin kendi içindeki 

ilişkileri ortaya çıkarmak için üstün bir çözünürlüğe sahiptir (117). Baldwin ve ark. 

(118) Bcc bakterilerinin MLST ve MLSA için kullanılabilen yedi lokusun 

amplifikasyonu ve sekans analizi için bir şema geliştirilmiştir. Bu şema ile Bcc türleri 

birbirinden net olarak ayrılmış ve çok sayıda dizi tipi belirlenmiştir. Spilker ve ark. 

(119) bu lokusları, Bcc ve diğer Burkholderia türlerinde daha güvenilir bir şekilde 

çoğaltmak için, Bcc MLSA şemasındaki lokusları hedefleyen PCR primerlerini 

yeniden tasarlamıştır. Yeni tasarlanan şemada amplifikasyon ve DNA dizilemesi için 

lokus başına tek bir primer setinin kullanılması mümkün olmuştur. Vanlaere ve ark. 

(120) Bcc türleri arasındaki birleşik allel sekanslarının ortalama nükleotid 

uyuşmazlığını karşılaştırmış ve Bcc türlerini ayırt etmek için %3'lük bir 

uyuşmazlığın eşik değer olarak kullanılabileceğini göstermiştir. Türler arasındaki 

çeşitlilik B. vietnamiensis suşları arasında %0,4 iken, B. anthina suşlarında ise %2,9 

olarak tespit edilmiştir. Burkholderia cepacia kompleks türlerinin diğer Burkholderia 

türlerine ait türler arası nükleotit uyuşmazlık değerleri en az %7,5 olarak 

bildirilmiştir.  

Multilokus sekans analizinin en büyük dezavantajları emek yoğun ve yüksek 

maliyetli olmasıdır. Buna rağmen son yayınlarda bu yöntemin önerilmesinin nedeni 

olarak, diğer yöntemlerle aşılamayan sorunların MLSA ile büyük ölçüde ortadan 

kalkmış olması olarak gösterilmektedir (121).  Örneğin, Bcc’yi tanımlamak için 16S 

rRNA gen bazlı PCR analizi yaygın kullanılan genotipik yöntemlerden biri olmuştur. 

16S ve 23S rRNA gen dizilerine dayanılarak B. multivorans, B. vietnamiensis ve B. 

dolosa için spesifik PCR testleri geliştirilmiştir, ancak diğer Bcc bakterilerinin tür 

düzeyinde tanımlanmasında faydalı bulunmamıştır (122). Segonds ve ark. (123) ilk 
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beş Bcc türü için etkili bir tanımlama aracı olarak AluI, KFoI, DdeI ve MspI ile 

restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizm analizini takiben, 16S rRNA gen temelli 

PCR'yi önermişlerdir. Tek bir PCR ile elde edilen amplikonun ilk üç restriksiyon 

enzimiyle kesilmesi basit ve B. multivorans, B. stabilis ve B. vietnamiensis'i 

tanımlamak için yeterli olsa da, Fiore ve ark. (124) B. cepacia ve B. cenocepacia ’yı 

bu yöntemle birbirinden ayırmanın mümkün olmadığı bildirmişlerdir. Bununla 

birlikte, daha kapsamlı bir suş araştırması incelendiğinde, Vermis ve ark. (125) 

incelenen 10 Bcc türü içinde, sadece B. dolosa'nın kesin olarak tanımlanabileceğini 

ve B. cepacia, B. cenocepacia, B. ambifaria, B. anthina ve B. pyrrocinia suşlarının 

genellikle ayırt edilemediğini göstermiştir. Ayrıca B. vietnamiensis ve B. ubonensis 

de aynı 16S rRNA gen restriksiyon profillerini paylaşmaktadır. 

Mahenthiralingam ve ark. (126) tarafından Bcc’de recA geninin taksonomik 

çözünürlüğü gösterildikten sonra, tür tanımlaması için yapılan araştırmalarda sıklıkla 

kullanılan yöntem recA geni dizilemesi olmuştur. Çeşitli çalışmalarda, bu bakterilerin 

recA genlerinin farklı Bcc türleri arasında %94-95, aynı türde ise %98-99 benzerlik 

gösterdikleri bildirilmiştir (127). Bununla birlikte, genotipik olarak benzer 

Burkholderia suşları ile enfekte KF hastalarında farklı klinik sonuçlar ortaya 

çıkabilmektedir.  Bunun en çarpıcı örneği; B. cenocepacia 'nın farklı recA allelleri ile 

dört alt popülasyonu (B. cenocepacia IIIA, IIIB, IIIC ve IIID) içeriyor olmasına 

rağmen, hemen hemen tüm klinik izolatların IIIA ve IIIB alt gruplarında 

bulunmasıdır (82). Ayrıca, B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. 

vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria ve B. anthina tanısı için recA geni türevi olan 

türlere özgü primer çiftleri geliştirilmiştir; ancak son çalışmalar bu primerlerin 

bazılarının çok duyarlı veya özgül olmadığını göstermiştir (116). 

Modern tanımlama standartları olarak ortaya çıkan ve MLSA alternatifi 

olarak gösterilen tüm genom analizleri, klinik izolatların genotipleme verilerini 

yüksek doğrulukta sağlayabilmenin yanısıra, yatay gen transferi ile hızla evrimleşen 

suşların tanımlanmasına da olanak sağlar (82). Son yıllarda yapılan bir çalışmada, 

Burkholderia cinsindeki farklı patojenik türler arasında genomik adaların transfer 

edilebileceği gösterilmiştir. Bu çalışmada, Bcc klinik izolatlarının genom tabanlı 

analizi kullanılarak, Burkholderia pseudomallei EY1 suşunda bulunana çok benzeyen 

yeni bir genomik ada (BcenGI15) ile karakterize olan ve daha önce bilinmeyen B. 
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cenocepacia klonu tanımlanmıştır (128). Başka bir çalışmada, Burkholderia 

türlerinin adaptasyonu in vitro stres koşullarında gösterilmiş olup, suboptimal üreme 

koşullarına (antibiyotik baskısı, biyofilm) yanıt olarak ortaya çıkabilecek 

mutasyonların klonal soylarda birikebildiği vurgulanmaktadır. Buna örnek olarak, 

Sırbistan’daki KF popülasyonunda yaygın olan bir epidemik B. cenocepacia 

klonunun (ST856), akciğere adaptasyonunun bir sonucu olarak virülans ve genotipte 

varyasyonlara maruz kaldığı gösterilmiştir (129). Kronik enfeksiyonlar sırasında 

patojenlerin adaptasyonu, uygun terapötik stratejinin seçilmesinde büyük öneme 

sahiptir, ancak Bcc için altta yatan moleküler mekanizmalar hala anlaşılamamıştır. 

Genomik bir yaklaşım, kronik akciğer enfeksiyonları sırasında Bcc türlerinin 

adaptasyonu konusunda daha fazla bilgi sağlayabilmelidir, ancak mevcut tüm genom 

analizleri Bcc suşlarının stres altındaki çeşitliliğini değerlendirmek ve klinik sonucu 

tahmin etmek için henüz yeterli değildir (130).  

Çalışmamızda geleneksel yöntemlerle çalışılmış ve stoklanmış Burkholderia 

türleri MLSA ile değerlendirilmiş olup,  en sık görülen türler sırasıyla B. 

cenocepacia (%42) ve B. contaminans (%29) olarak saptanmıştır. Literatürde en sık 

izole edilen Burkolderia türleri ile ilgili çalışmalar bölgesel farklılıklar 

göstermektedir. 1990'ların sonlarından itibaren, Bcc genomovar III olarak bilinen B. 

cenocepacia’nın, KF hastalarında en sık görülen Bcc patojeni olduğunu gösterilmiştir 

(131). Avustralya ve Avrupa’nın birçok ülkesinde en yaygın olarak B. cenocepacia 

saptanırken, ABD, Kanada, Birleşik Krallık ve Fransa'da şu anda en yaygın türün B. 

multivorans olduğu bildirilmiştir (132-135). Ayrıca Bcc üyesi olmayan Burkholderia 

gladioli, giderek daha fazla görülmeye başlamış olup; ABD’deki yaygın üçüncü 

Burkholderia türü haline gelmiştir. Bu tür Avrupa’daki KF hastalarında yaygın 

değildir (136).  

Agodi ve ark. (137) tarafından İtalya’daki KF merkezlerinden toplanan 

izolatlarla yapılan recA temelli bir çalışmada, en sık B. cenocepacia (%69) izole 

edilmiştir. Diğer çalışmalarda ise Portekiz’de %85 ile B. cepacia, Danimarka’da %92 

ile B. multivorans, Slovakya’da ise %54 ile B. stabilis en sık izole edilen türler 

olmuştur (138-140). İngiltere’de CFASS (Cystic Fibrosis Antibiotic Susceptibility 

Service) tarafından yapılan bir çalışmada ise kistik fibrozis hastalarında en sık B. 

multivorans (%58), ikinci sıklıkta B. cenocepacia (%36) bildirilmiştir (141). 
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Ülkemizde Burkholderia türlerinin moleküler yöntemle tanımlandığı tek çalışma 

2006 yılında Yurdakul ve ark. (142) tarafından yapılmıştır. Bu çalışmada 

değerlendirilen KF’li hasta popülasyonuna ait 85 balgam örneğinin 2’si (%2,6) 

manuel ve otomatize fenotipik testlerle Bcc saptanmış olup, bu izolatların bir tanesi 

recA PCR ve restriksiyon enzim analizi ile doğrulanmıştır. Çalışmamız ülkemizde 

Burkholderia’ların tanımlanması, MLSA tiplerinin belirlenmesi, biyofilm oluşumu 

ve sinerji testleri yönünden yapılan ilk çalışma olmuştur.  Literatürde Burkholderia 

türlerinin tanımlanmasında ülkeler arasında farklı sonuçlar elde edilmesi ulusal 

tedavi planlarının oluşturulmasında bölgesel özelliklerin bilinmesinin önemini ortaya 

koymaktadır.  

 Klinik izolatların sekans tiplerinin belirlenerek epidemiyolojik veri sağlaması 

MLST yönteminin önemli bir avantajıdır. Çalışmamızda değerlendirilen 38 izolatın 

en az on farklı sekans tipinde dağılım gösterdiği belirlenmiştir. Mevcut 

veritabanındaki sekans tipleri ile eşleşmeyen iki izolatın, yeni sekans tipi olması 

muhtemeldir. Hastaların hiçbirinde iyi bilinen epidemik suşlar (ST-28, ST-32 ve ST-

16) saptanmamıştır. Bu çalışmadaki en geniş sekans tipi çeşitliliği B. cenocepacia 

izolatlarında görülmüş olup, dört farklı sekans tipi (ST-602, ST-740, ST-839 ve ST-

1392) içermektedir. Bu izolatlar bilinen bir klonal komplekse ait değildir. 

Değerlendirdiğimiz tüm izolatların sekans tipleri arasında ikinci sıklıkta görülen ST-

839, Gautam ve ark. (143) tarafından 2017 yılında Hindistan'da yapılan bir çalışmada 

ilk defa tanımlanmış ve bu çalışmada en sık saptanan üçüncü sekans tipi olarak 

bildirilmiştir. Bu izolatın farklı coğrafi bölgelerde yüksek sıklıkta tespit edilmesi 

epidemiyolojik açıdan önemli bir bulgudur. Değerlendirdiğimiz izolatlar arasında en 

sık tespit edilen sekans tipi B. contaminans ST-102 olup, mevcut literatürde bu 

sekans tipine ait Rusya'dan bildirilmiş izolatlar bulunmaktadır (144). Bizim 

yaptığımız çalışma ülkemizdeki Burkholderia türleri ile ilgili elde edilen ilk sekans 

tipinin yapıldığı çalışmadır. Ayrıca, B. cenocepacia ST-602 ve B. contaminans ST-

102’nin KF ve KF olmayan hastalarda saptanmış olması, gelecekte yapılacak bu 

bakterilerin virülans faktörleri ile ilişkili araştırmalar ve epidemiyolojik çalışmalara 

ışık tutacaktır.  

Bazı Bcc suşları yüksek mortalite ve morbiditeye neden olmaları nedeni ile 

popüler hale gelmiştir. Bunlar arasında Birleşik Krallık ve Kanada’da bulunan KF 
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merkezlerindeki ciddi enfeksiyonlardan ve ölümlerden sorumlu kıtalararası yayılım 

gösteren ET12 klonu (Edinburgh-Toronto) muhtemelen en iyi bilinen klon olmuştur. 

Yüksek oranda bulaşıcı bu klonun en önemli temsilcisi B. cenocepacia J2315 suşu 

olup, literatürde ilk genom sekansı yapılan ve en fazla çalışılan türdür (145). Diğer 

ünlü PHDC klonu ise KF merkezleri arasında yayılım gösteren suşlara diğer bir 

örnek olarak verilebilir. Bu klon, ABD’deki bir KF merkezinde %20 civarında 

prevalansa sahipken, başka bir KF merkezinde de izole edilmiş ve bu merkezde 

prevalansının hızla arttığı gözlenmiştir. Bu yayılımın ilk merkezde takip edilen 

enfekte hastalardan birinin, diğer merkeze nakledilmesi sonrasında olduğu 

gösterilmiştir (146). Coenye ve ark. (147) tarafından daha sonra yapılan bir 

çalışmada, PHDC klonunun Fransa, İtalya ve Birleşik Krallık’taki hastalarda da 

bulunduğu gösterilmiş olup, transatlantik yayılım gösterdiği saptanan ikinci Bcc 

klonu olmuştur. İlginç olarak, kıtalararası yayılım gösteren bu türler B. cenocepacia 

olmakla birlikte, Kanada ve Avrupa'da KF hastalarına yayılan ET-12 klonu (ST28) 

ve Çek klonu (ST32) IIIA altgrubuna aittir. ABD'de baskın olan B. cenocepacia 

suşları, Midwest klonu ve PHDC klonu altgrup IIIB’nin bir parçasıdır. Diğer yandan 

B. cenocepacia IIIC grubu yalnız çevreden ve IIID suşları ise sadece İsveç, Arjantin 

ve İtalya'da KF hastalarından izole edilmiştir (132).  İlginç olarak çalışmamızda 

epidemik görülen bu evrensel klonlara ait türler saptanmamıştır. Bu türlerin 

ülkemizde bulunup bulunmadığını değerledirmek amacıyla ulusal ölçekte büyük bir 

epidemiyolojik çalışmanın yapılması gerekmektedir.  

Bizim çalışmamızın MLSA sonuçlarına göre ikinci en sık görülen tür olan B. 

contaminans (%29)  ilk olarak 2009 yılında tanımlanmış olup, bu tarihten sonra 

yapılan çalışmalarda daha sık bildirilmeye başlamıştır. Bu bakterinin rutinde 

kullanılan otomatize sistemlerin çoğunun veritabanında henüz bulunmuyor olması 

nedeniyle, tanımlama sırasında benzer özelliklere sahip olan diğer türlerin 

tanımlandığı düşünülmektedir (148). Arjantin’de yapılan bir çalışmada B. 

contaminans olguların %57’sinde saptanmış ve en sık görülen tür olarak bildirilmiştir 

(149). Medina-Pacual ve ark. (150) tarafından İspanya’da yapılan bir çalışmada 

2008-2012 yılları arasında KF hastalarındaki Bcc enfeksiyonlarının sürveyansı 

araştırılmış ve bu araştırmada B. contaminans insidansı %36 olarak saptanmış ve 

daha önce dominant türler olan B. cenocepacia ve B. multivorans’ın yerini aldığı 
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bildirilmiştir. İlginç olarak, Portekiz KF popülasyonunda KF hastalarını enfekte eden 

iki B. contaminans klonu, Portekiz’deki resmi otoritelerin yaptığı rutin sürveyans 

sırasında iki steril olmayan nazal salin (%0.9 NaCl) solüsyonunda saptanan B. 

contaminans izolatından ayırtedilemez olarak saptanmıştır (138). İsviçre’de yapılan 

ve 1998-2013 yılları arasında KF hastalarında izole edilen Bcc türlerinin sıklığının 

incelendiği bir çalışmada ise en sık izole edilen tür B. cenocepacia olmakla birlikte, 

B. multivorans ve B. contaminans sıklığının araştırma periyodunun son yıllarında 

arttığı bildirilmiştir (151). Kanada’da yapılan kistik fibrosis hastalarındaki Bcc 

enfeksiyonlarının 30 yıl süreyle takip edildiği bir çalışmada, enfeksiyon kontrol 

politikalarının Bcc epidemiyolojisine belirgin etkisi olduğu kanıtlanmıştır. 1995 

yılında güncel enfeksiyon kontrol yöntemlerinin uygulanmaya başlamasıyla 

dominant tür olan B. cenocepacia ’nın yerini B. multivorans’ın aldığı bildirilmiştir. 

Bu çalışma ve benzerlerinin vurguladığı gibi KF hastalarından izole edilen Bcc 

türleri üzerine enfeksiyon kontrol önlemlerinin oldukça etkili olup, önceki 

dönemlerde epidemik B. cenocepacia türleri baskın iken, son yıllarda klonal olmayan 

B. multivorans ve B. contaminans ön plana çıkmıştır (34). 

Bakterilerin tür düzeyinde doğru tanımlanması ve bölgelere göre baskın 

türlerin bilinmesi tedavinin doğru planlanmasında iki önemli aşamadır. Diğer 

anlaşılması gereken konulardan biri ise bakterilerin patogenezidir. Burkholderia 

türlerinin bakterilerin konak savunma sisteminden kaçarak enfeksiyon 

başlatabilmesinde ve uygun tedaviye rağmen enfeksiyonun kronikleşmesinde 

bakterinin biyofilm oluşturabilme yeteneği önemli rol oynamaktadır. (152). 

Burkholderia türlerinde biyofilm gelişiminin fiziksel mekanizmaları ve biyofilm 

oluşumu ile ilgili yapılan çalışmalara rağmen, hala klinik izolatların biyofilm 

oluşturma yetenekleri ve bunların türler arasında nasıl değiştiği hakkında çok az bilgi 

bulunmaktadır. Schwab ve ark. (153) tarafından yapılan bir çalışmada biyofilm 

oluşturan ve oluşturmayan Bcc türleri kullanılarak insan solunum yolu epiteli hücre 

kültüründe biyofilm oluşumu ve invazyon ilişkisi gösterilmeye çalışılmış ve tüm 

bakterilerin epiteli invaze ettiği ancak farklı yolaklar kullandığı gösterilmiştir. Bu 

çalışmada biyofilm oluşturan izolatların doğrudan epitel invazyonu yaparak ve epitel 

hücre yıkımına yol açtığı ancak biyofilm oluşturmayan bakterilerin epitel 

hücrelerinin arasında lokalize olduğu elektron mikroskopi görüntüleri ile tespit 
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edilmiştir. Caraher ve ark. (154) tarafından yapılan benzer bir çalışmada ise B. 

dolosa, B. cenocepacia ve B. multivorans izolatlarının çalışmada kullanılan diğer Bcc 

türlerine göre daha fazla biyofilm yaptığı ve solunum yolu epiteline daha yüksek 

miktarda invazyon yaptığı gösterilmiştir. 

 Çalışmamızda KF ve KF olmayan hastalardan elde edilen Bcc izolatlarının 

biyofilm üretme yetenekleri mikroplak yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. Bu 

yöntem biyofilm çalışmalarında yaygın kullanılan maliyet etkin ve güvenilir bir 

yöntemdir. (155). Mishra ve ark. (156) tarafından yapılan bir çalışmada mikroplak 

yöntemi değerlendirilen Burkholderia türleri için uygun bir yöntem olarak tespit 

edilmiştir. Burkholderia türlerinin biyofilm oluşumunun türler arasındaki farkının 

klinik sonuçlara etkisi, enfeksiyonun kalıcılığı veya yayılımı ile ilgili bilgilerimizin 

artması ve antibiyotik duyarlılığına etkisinin anlaşılarak yeni tedavi rejimlerinin 

oluşturulması oldukça önemlidir. Yaptığımız çalışmada Bcc türler arasında in vitro 

biyofilm oluşumu benzer saptanmıştır. Ancak çalışmamızda değerlendirilen izolat 

sayısının az olması, çalışmamızın en önemli kısıtlılığı olarak düşünülmektedir. 

Biyofilm oluşturan bakterilerle gelişen enfeksiyonlarda biyofilm içindeki 

bakteriyi öldürebilecek bir antibiyotik tedavisinin planlanması bakterinin 

eradikasyonu için çok önemlidir. Bakterilerin biyofilm oluşturma özelliği ve 

antibiyotik duyarlılığının ilişkisi çeşitli bakteri türleri için çok sayıda çalışmada 

incelenmiş olup, son yıllarda yapılan çalışmalarda biyofilm oluşturan bakterilerin 

antibiyotiklere in-vitro koşullarda daha duyarlı olduğu, ancak biyofilm içine gömülü 

bakterilerin biyofilmin bariyer etkisi sayesinde antibiyotiklere maruz kalmadığı için 

persistan olmaya yatkın olduğu vurgulanmıştır (157). Burkholderia  türleri ile yapılan 

benzer çalışmalarda birbiriyle çelişkili sonuçlar bulunmaktadır. Peeters ve ark. (158) 

tarafından yapılan bir çalışmada planktonik ve biyofilm oluşturan izolatların 

antibiyotik duyarlılıkları arasında anlamlı fark olmadığı gösterilirken, Dales ve ark. 

(159) tarafından yapılan bir çalışmada ise biyofilm oluşturan türlerin daha dirençli 

olduğu bildirilmiş ve yüksek doz tobramisin ve meropeneme ilave olarak piperasilin-

tazobaktam, trimetroprim-sulfometoksazol, amikasin veya seftazidimden birini 

içeren üçlü tedavi kombinasyonlarının kullanılması önerilmiştir.  
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Bizim çalışmamızda, in vitro koşullarda biyofilm oluşturan ve oluşturmayan 

izolatlara karşı tedavide yaygın kullanılan antibiyotiklerin minimal inhibitör 

konsantrasyonları incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır. 

Ancak çalışmamızda biyofilm içinde kalıcı olarak canlılığını sürdüren ve daha sonra 

uygun koşullarda üreyerek dirence neden olan bakterilerin varlığı 

değerlendirilmemiştir. Biyofilm ile ilgili enfeksiyonlarda kalıcı hücrelerin kilit role 

sahip olduğu düşünülmektedir. Bu hücrelerin vahşi türe ait fenotipik varyantlar 

olduğu kabul edilmektedir. Biyofilme yüksek dozda antibiyotik uygulanmasıyla 

bakterilerin çoğu ölmekte, kültürde üremeyen ancak ölmeyen bazı bakteriler 

kalabilmektedir. Antibiyotiğin ortamdan uzaklaştırılmasıyla hayatta kalan bu kalıcı 

bakteriler üremeye başlayıp yeni bir enfeksiyona neden olmaktadır. VanAcker ve 

ark. (57) planktonik hücrelere etkili dozda tobramisin uygulanması ile, B. 

cenocepacia biyofilmlerinin içinde fazla miktarda persistan bakteri kaldığını 

göstermişlerdir.  

Burkholderia türlerinin tedavisinde kullanılacak antibiyotiklerin 

duyarlılıklarının testinde CLSI seftazidim, meropenem, trimetoprim-sülfametoksazol, 

minosiklin, tikarsilin-klavulanat ve levofloksasinin raporlanması için standartları 

belirlemiş, ancak tikarsilin-klavulanat ve levofloksasin için disk difüzyonu yöntemi 

uygulanmamasını önermiştir (91). Çalışmamızda tüm izolatların seftazidim, 

meropenem, TMP-SXT ve levofloksasin antibiyotiklerine duyarlılıkları CLSI 

standartlarına göre sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile değerlendirildiğinde sırasıyla %66, 

%34, %50 ve %60 olarak saptanmış, türler arasında antibiyotik direnci açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. Ayrıca kistik fibrozisli hastalardan 

elde edilen izolatların KF olmayan hastalardan izole edilenlere göre seftazidime daha 

duyarlı (KF %80, KF olmayan %38) olduğu saptanmış, test edilen diğer 

antibiyotiklerin iki hasta grubunda benzer duyarlılık profiline sahip olduğu 

görülmüştür. 

Burkholderia cepacia kompleks nedenli enfeksiyonların ampirik tedavisinde 

en yaygın olarak trimetoprim-sülfametoksazol, seftazidim ve meropenem 

kullanılmaktadır. Lupo ve ark. (151) tarafından yapılan çalışmada B. cenocepacia 

izolatlarının seftazidim duyarlılığının %93, tüm test edilen Burkholderia izolatlarının 

seftazidim duyarlılığının %86 olduğu bulunmuştur. Farklı iki çalışmada ise, test 
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edilen 66 ve 146 klinik Bcc izolatında seftazidime karşı duyarlılık sırasıyla %65 ve 

%64 olarak bulunmuştur ve bu sonuçlar bizim çalışmamızda saptanan seftazidim 

duyarlılık değeriyle (%66) benzerlik göstermektedir (101, 160). Abbott ve ark. (161) 

yaptıkları çalışmada ise test edilen 258 Bcc izolatı için trimetoprim-sülfametoksazole 

duyarlılık (%52) bizim çalışmamıza benzer şekilde saptanmıştır, bu çalışmada 

doksisiklin ve minosiklin ampirik tedavi için oral alternatifler olarak gösterilmiş olup 

in vitro duyarlılıkları sırasıyla %46 ve %45 bulunmuştur. Çalışmamızın yapıldığı 

dönemde ve günümüzde ülkemizde minosiklin bulunmadığı için ve doksisiklin CLSI 

tarafından Bcc tedavisinde önerilen bir antibiyotik olmadığı için çalışmamızdaki 

izolatların tetrasiklinlere duyarlılığı değerlendirilmemiştir. Literatürdeki bazı 

araştırmalarda Burkholderia türlerinde meropenem duyarlılığı yüksek bulunmuş 

olmasına rağmen, bizim çalışmamızda en az duyarlılık meropenemde (%34) 

gözlenmiştir (162). Dentini ve ark. (163) tarafından yapılan bir çalışmada izolatların 

meropenem ve seftazidime duyarlılığı sırasıyla %92 ve %83 saptanmış, 

değerlendirilen izolatların çalışmamızdakilere göre daha duyarlı olduğu görülmüştür. 

Ayrıca bu çalışmadaki izolatların trimetoprim-sülfametoksazole %46 duyarlılık 

gösterdiği saptanmıştır. Duan ark. (164) tarafından yapılan bir çalışmada ise, B. 

cepacia'nın meropenem, trimetoprim-sülfametoksazol, minosiklin ve seftazidim 

duyarlılıkları sırasıyla %65, %76, %68 ve %74 olarak tespit edilmiştir.  

Ülkemizde yapılan Burkholderia türlerinin antibiyotik duyarlılıklarıyla ilgili 

az sayıda çalışma bulunmaktadır. Dizbay ve ark. (165) tarafından hastane 

enfeksiyonlarının beş yıllık sürveyansını inceleyen bir çalışmada B. cepacia 

izolatlarınin disk difüzyon yöntemi ile değerlendirilen seftazidim, meropenem ve 

TMP-SXT duyarlılıkları sırasıyla %38, %51 ve %44 saptanmıştır. Şener ve ark. (32) 

tarafından KF hastalarindan elde edilen beş B. cepacia izolatının disk difüzyon 

yöntemi ile seftazidim duyarlılığı %20, TMP-SXT duyarlılığı %80 tespit edilmiştir. 

Ocak ve ark. (33) KF hastalarında saptanan iki B. cepacia izolatının disk difüzyon 

yöntemi ile seftazidim, meropenem ve TMP-SXT duyarlı olduğunu bildirmişlerdir. 

Burkholderia cepacia kompleks enfeksiyonları için antibiyotik tedavisinin 

klinik yanıtlarını değerlendiren çalışma sayısı oldukça sınırlı olduğu için hastaların 

tedavisinde in vitro antibiyotik duyarlılık verileri ön planda kullanılmaktadır. 

Örneğin, pulmoner semptomların alevlenmesini yaşayan kistik fibrozlu hastalarda 
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Bcc için randomize kontrollü çalışma bulunmamaktadır. Benzer şekilde, 2016 yılında 

Regan ve Bhatt (166) tarafından yapılan Cochrane sistematik derlemesinde, kistik 

fibrozisli kişilerde Bcc için eradikasyon tedavisi araştırılmış ve bu alanda herhangi 

bir güvenilir çalışma bulunamamış ve tedavinin in vitro antibiyotik duyarlılık verileri 

ve önceki klinik yanıtlar göz önünde bulundurarak olgu bazında değerlendirilmesi 

önerilmiştir. Bu nedenle, Bcc ile enfekte olan hastalarda farklı antibiyotik 

rejimlerinin etkinliğini değerlendirmek için kapsamlı klinik çalışmalar yapılana 

kadar, tedavi alternatiflerinin belirlenmesinde türe özgü ve bölgesel in vitro 

antibiyotik duyarlılık sonuçlarının bilinmesi ve bu doğrultuda antibiyotik seçilmesi 

önemlidir. Bununla birlikte, bu bakterilerin in vitro duyarlık testleri yapılsa da, tüm 

antibiyotik sınıflarına in vivo direnç geliştirme yeteneğine sahip olabileceği her 

zaman akılda tutulmalıdır. Buna örnek olarak, 2018 yılına ait bir olgu bildiriminde 

iki haftalıkken yapılan diyafram hernisi operasyonu sonrası B. cenocepacia sepsisi 

gelişen kistik fibrozisli bir bebekte seftazidim ve trimetoprim-sülfametoksazol 

tedavisine, in vitro olarak duyarlı olmasına rağmen yanıt alınamadığı, hastanın yeni 

geliştirilen β-laktamaz inhibitörü avibaktamın tedaviye eklenmesi sonrası düzeldiği 

bildirilmiştir (167). 

Burkholderia türlerinde yüksek oranda içsel ve kazanılmış direnç görülmesi 

nedeniyle neden olduğu enfeksiyonların antibiyotik kombinasyonlarıyla tedavisi 

önerilmektedir. Burkholderia türlerinin tedavisinde birinci basamak seçilen ilaç 

TMP-SXT, genellikle bir β-laktam antibiyotik ile kombine edilmektedir. Tedavide 

kullanılan antibiyotik kombinasyonlarını değerlendiren literatürdeki en kapsamlı 

çalışmalardan biri  Zhou ve ark. (168) tarafından yapılmış, bu çalışmada, meropenem 

ve TMP-SXT sinerjisi %4 olarak saptanmıştır. Bu bulgu bizim çalışmamız ile benzer 

bulunmuş olup, klinik izolatlarımızın iki tanesinde (%5) meropenem ve TMP-SXT 

arasında sinerji saptanmıştır.  

Literatürde yapılan diğer sinerji çalışmalarında, Abbot ve ark. (163) 

tarafından test edilen 1799 antibiyotik kombinasyonundan, tobramisin ile seftazidim 

sinerjisinin %35, meropenem ile tobramisin sinerjisinin %32 ve piperacillin-

tazobaktam ile levofloksasin sinerjisinin %22 olduğu gözlenmiştir. Diğer taraftan 

Bonacorsi ve ark. (169) tarafından yapılan bir başka çalışmada β-laktam ve 

tobramisin kombinasyonu ile β-laktam ve siprofloksasin kombinasyonunun öldürme 
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aktivitesi karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir sinerji görülmemiştir. 

Bunun yanında, imipenem ve tobramisin arasında Bcc'ye karşı in-vitro bir 

antagonizma gösterilmiştir. Bu çalışmada, β-laktam-siprofloksasin-tobramisinin üçlü 

kombinasyonunun, en tutarlı sinerjistik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir ve bunu 

meropenem ve siprofloksasin kombinasyonu izlemiştir.  Çalışmamızda 15 klinik 

izolatta antagonizma saptanmış, bunların 12 tanesi meropenem ve seftazidim 

arasında belirlenmiştir ve bu antagonizmanın β-laktamazların indüklenmesine bağlı 

olabileceği düşünülmüştür.  

Bizim çalışmamızda kısıtlılıklarımızın en önemlisi çalışılan izolat sayısının az 

olmasıdır. Bunun en önemli nedeni incelemeye aldığımız kistik fibrozis hastalarının 

takiplerinde yapılan kültürlerde aynı bakterinin izolasyonu ve o hasta için aynı yıl 

içinde üreyen tek izolatın değerlendirmeye alınmış olmasıdır. Çalışmanın diğer 

kısıtlılığı ise, -80°C’de dondurulmuş olan bakterilerle çalışılması nedeniyle dondurup 

çözme işleminin bakteri fenotipine olası etkisi ve bakterilerin farklı süreler stokta 

bekleme süresi olarak değerlendirilmiştir.  Bu olasılıklar çalışmamızda 

değerlendirilmemiştir. Çalışmanın üçüncü kısıtlılığı ise elde edilen izolatların alındığı 

vücut bölgelerininin oksijenizasyon oranları farklı olmasına rağmen, biyofilm 

oluşturma koşullarının sadece aerobik ortamda değerlendirilmesi olmuştur. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Burkholderia cepacia kompleksi benzer genotipik ve fenotipik özelliklere 

sahip 22 türden oluşan bir gruptur. Çevrede yaygın olarak görülen bu bakteriler kistik 

fibrozis hastalarını enfekte ettiği takdirde akciğer fonksiyonlarında ciddi bir 

azalmaya ve hayatı tehdit eden sistemik enfeksiyonlara neden olabilen önemli bir 

morbidite ve mortalite faktörü olarak kabul edilmektedir.  

Bu çalışmada Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı’nda 2007-2017 yılları arasında kistik fibrozisli hastalar ve kistik 

fibrozis olmayan erişkin ve çocuk hastalardan izole edilen Burkholderia türlerinin 

MALDI-TOF MS ve MLSA kullanılarak tür düzeyinde dağılımı, biyofilm oluşumu, 

in vitro antibiyotik ve kombine antibiyotiklere duyarlılıkları değerlendirilerek 

bölgesel düzeyde önemli veriler elde edilmiştir.  

Çalışmamızdaki klinik izolatlar Burkholderia türlerinin tanımlanmasında 

önerilen moleküler yöntem olan MLSA ile değerlendirilmiş, B. cenocepacia (%42) 

ve B. contaminans (%29) en sık görülen türler olarak saptanmıştır. Bölgeler arası en 

sık görülen türlerin doğru moleküler yöntemlerle saptanması, patojenite ve 

antimikrobiyal direnci farklı olan bu mikroorganizmalara karşı doğru tedavi 

planlarının yapılmasında önemlidir. Bu çalışma ülkemizde Burkholderia türlerinin 

moleküler yöntemlerle tanımlandığı ilk çalışma olarak bu amaca hizmet etmektedir. 

Burkholderia türlerini MALDI-TOF MS ile tanımlarken yüksek tanımlama 

skorlarına ragmen, bunların veritabanında henüz bulunmayan izolatlar olabileceği 

akılda tutulmalıdır. Aynı hastaya ait örnekte veya farklı zamanlarda çalışılmış 

örneklerde, farklı Burkholderia türlerinin tanımlanması hatalı tanımlama 

olabileceğini akla getirmelidir. Burkholderia türlerinin kesin tanısı amacıyla 

MALDI-TOF MS sonuçları moleküler yöntemlerle doğrulanmalıdır.  

Mikroorganizmaların biyofilm oluşturabilme özellikleri nedeniyle uygun 

dozda antibiyotik tedavisine ragmen, bakterilerin eradikasyonu her zaman mümkün 

olmamaktadır. Çalışmada KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen türler arasında 

biyofilm üretiminde ve biyofilm üretiminin antibiyotik direncine etkisinde anlamlı 
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bir fark tespit edilmemiş olmasına ragmen, çalışılan suş sayısının sınırlı olması 

nedeni ile daha büyük ölçekli bir çalışma gerekli olduğu kanısındayız. 

Literatürde Burkholderia türleri ile meydana gelen enfeksiyonların 

tedavisinde sınırlı sayıda çalışma ve rehber bulunmaktadır. Mevcut yayınlarda 

tedavinin in vitro antibiyotik duyarlılık verileri ve önceki klinik yanıtlar göz önünde 

bulundurarak olgu bazında değerlendirilmesi önerildiğinde, türe özgü ve bölgesel in 

vitro antibiyotik duyarlılık sonuçlarının bilinmesi ve bu doğrultuda antibiyotik 

seçilmesi çok önemlidir. Çalışmamızda tüm izolatların seftazidim, meropenem, 

TMP-SXT ve levofloksasin antibiyotiklerine duyarlılıkları CLSI standartlarına göre 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile değerlendirildiğinde sırasıyla %66, %34, %50 ve %60 

olarak saptanmış, türler arasında antibiyotik direnci açısından istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmamıştır. Ayrıca kistik fibrozisli hastalardan izole edilen türlerin, 

KF olmayan hastalardan izole edilenlere göre seftazidime daha duyarlı olduğu 

saptanmış, test edilen diğer antibiyotiklerin iki hasta grubunda benzer duyarlılık 

profiline sahip olduğu görülmüştür. 

Bu çalışmanın bulguları ülkemizde üçüncü basamak bir hastanede izole 

edilen Bcc popülasyonunun tür düzeyinde tanısı, biyofilm oluşturma özellikleri ve 

antibiyotik duyarlılıkları hakkında önemli bilgiler sağlamıştır. Kistik fibrozisli ve KF 

olmayan hastalarda Bcc türlerinin farklılığını anlamak, etkili epidemiyoloji ve 

sürveyans analizi yapmak için bu türde çalışmaların Türkiye'nin tamamını 

kapsayacak şekilde, daha fazla hastaneden daha büyük bir izolat koleksiyonu ile 

genişletilmesi gerekmektedir.  
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