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KiSTIK FIBROZiS HASTALARINDA BURKHOLDERIA CEPACIA
COMPLEX iZOLASYONU VE TANIMLANMASI*

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BURKHOLDERIA CEPACIA
COMPLEX FROM CYSTIC FIBROSIS PATIENTS

Pinar YURDAKUL**, Koray ERGUNAY**, Ebru YALCIN***
Deniz DOGRU***, Burcin SENER**, Nazan COBANOGLU***
Ugur OZCELIK***, Nural KIPER***

OZET: Bu calismada, akciger enfeksiyonu 6n tanisi almis kistik fibrozisli
hastalarda Burkholderia cepacia complex grubu bakterilerin varligi ticari fenotipik
yéntemler ve recA polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinimistir. Calismaya
alinan 85 hastanin yas araligi 5-30 (ortalama: 12.8) yil ve kadin/erkek orani
44/41°dir. Ticari yontemlerle incelenen 85 balgam 6rnegdinden izole edilen
bakteriler arasinda ilk U¢ siray! Staphylococcus aureus (%55.3), Pseudomonas
aeruginosa (%48.2) ve Haemophilus influenzae (%15.3) almis, érneklerin ikisinden
(%2.3) ise B.cepacia complex izolasyonu yapilmistir. Ancak B.cepacia complex
izole edilen iki drnekten sadece birisi recA PCR ile dogrulanmis ve bu izolat
restriksiyon enzim analizi ile Burkholderia multivorans olarak tanimlanmistir.
Sonuclarimiz, B.cepacia complex grubu bakterilerin dogru tanimlanmasinda
molekuler yéntemlerin 6énemine dikkati cekmektedir.

Anahtar sézclkler: Burkholderia, Burkholderia cepacia complex, kistik fibrozis.

ABSTRACT: In this study, sputum samples collected from cystic fibrosis
patients with preliminary diagnosis of pulmonary infection were evaluated for the
presence of bacteria belonging to Burkholderia cepacia complex by commercial
phenotypic systems and recA polymerase chain reaction (PCR). A total of 85
patients ages between 5-30 years (mean age: 12.8 years) were included to
the study with female/male ratio of 44/41. The mostly isolated bacteria from 85
sputum samples were found as Staphylococcus aureus (55.3%), Pseudomonas
aeruginosa (48.2%) and Haemophilus influenzae (15.3%), whereas B.cepacia
complex was phenotypically identified from two (2.3%) out of the samples.
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However only one was confirmed by PCR and typed as Burkholderia multivorans
by restriction fragment lenght polymorphism method. This study emphasizes the
importance of molecular methods as confirmatory tests for accurate identification
of B.cepacia complex.
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GiRIS

Burkholderia cepacia complex grubunda yer alan bakteriler, dzellikle kistik
fibrosis, kronik grantlomattz hastalik ya da ¢esitli imman stpresyon durumlarinda
onem kazanan firsatgi patojenlerdir. Kistik fibrozis hastalarinda B.cepacia complex
hem akciger semptomlarini belirgin olarak artirmakta hem de “Cepacia sendromu”
adi verilen agir bir pnémoniye neden olmaktadir. Cepacia sendromu, bakteriyemi ile
birlikte izlenen ve %20 mortaliteye neden olan nekrotizan bir pndmonidir. B.cepacia
complex ayrica hastalar arasinda bulas gostermesi ve bircok antibiyotige direncli

olusu ile 6zellikle belirli hasta gruplar i¢in hizli ve gavenilir tani uygulamalarina
ihtiyag gosteren dnemli bir bakteriyel patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir'2,

Bu calismada, kistik fibrozisli hastalarin balgam 6rneklerinde, fenotipik ve
molekuler yontemler kullanilarak B.cepacia complex varliginin arastirimasi ve
tiplendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Grubu ve Orneklerin Hazirlanmasi: Hacettepe Universitesi ihsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi Gogus Hastaliklan Klinigi tarafindan takip edilen ve
poliklinik muayenelerinde akciger enfeksiyonu 6n tanisi almis 85 kistik fibrosis
hastasi, kendilerinden ya da ebeveynlerinden bilgilendiriimis onam alindiktan sonra
galismaya dahil edildi. Calisma grubunda ortalama yas 12.8 (dagiim araligi: 5-30) yil
ve kadin/erkek orani 44/41 idi. Hastalardan mikrobiyolojik inceleme icin steril kaplara
balgam 6rnegi alindi ve bir saat icerisinde degerlendirme icin laboratuvara goénderildi.
Balgam 6rnekleri, dnceden belirtildigi sekilde taze olarak hazirlanmig Sputolysin®
(Sigma, UK) ile esit hacimde karigtinlarak 37°C'de 30 dakika inkibe edildi?®.

B.cepacia Complex lzolasyonu ve Tanimlanmasi: Sputolizin muamelesi
uygulanmis balgamdan 10’ar ul alinarak %5 koyun kani iceren kanli agar ve
OFPBL (Oksidatif Fermentatif Polimiksin B Basitrasin, Oxoid, UK) agara ekim
yapildi, 37°C'de 48-72 saat inkiibe edildi?®. inkiibasyon sonunda OFPBL agarda
izlenen koloniler oksidaz testine alindi; oksidazi pozitif olarak saptanan bakteri
kolonileri Crystal® (Becton-Dickinson) ve Phoenix® (Becton-Dickinson) otomatize
sistemleri ile Ureticinin dnerileri dogrultusunda tanimlandi.

B.cepacia Complex Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Amplifikasyonu ve
Restriksiyon Enzim Analizi: Sputolizin muamelesinin ardindan 6rnekler 10.000 g'de
10 dakika santrifUj edildi, sUpernatan uzaklastirildi ve pellet 0.2 ml TE tamponu
(10mM TRIS, 1 mM EDTA) ile tekrar stspanse edildi. Bu érnegin 100 ul’si alindi
ve “High Pure PCR Template Kit® (Roche Diagnostics, Germany)” ile Ureticinin
Onerileri dogrultusunda nukleik asit saflastirmasi yapildi.
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B.cepacia complex recA gen bolgesi, BCR-1 ve BCR-2 primerleri kullanilarak
onceden tanimlanan tek oturumlu PCR yontemi kullanilarak amplifiye edildi??.
Kullanilan primerlerin nikleotid dizileri BCR-1: 5'- TGA CCG CCG AGA AGA GCA
A-3" ve BCR-2: 5'- CTC TTC TTC GTC CAT CGC CTC -8 seklinde idi.

Kontaminasyonun oénlenmesi icin, 6n hazirlik ve nukleik asit saflastinimasi,
PCR kansiminin hazirlanmasi ve elektroforez islemleri farkli laboratuvarlarda
gerceklestirildi.

Calismada, B.cepacia complex (KK 7394 Negas, UK) referans susu pozitif
kontrol, laboratuvarda izole edilen ve Phoenix® (Becton-Dickinson) otomatize
sistemi ile tanimlanan bir Pseudomonas putida susu negatif kontrol olarak
kullanildi. B.cepacia complex (KK 7394 Negas) OFPBL ve %5 koyun kanl agar;
P.putida ise McConkey ve %5 koyun kanli agarda Uretildi. Kultdrden elde edilen
bakteriler 1 ml TE tamponu igerisinde stspanse edildi, 10.000 g'de 10 dakika
santrifij edilerek stUpernatan uzaklastirildi. Elde edilen pellet 0.2 ml TE ile tekar
sUspanse edildikten sonra “High Pure PCR Template Kit® (Roche Diagnostics,
Germany)” ile nikleik asit saflagtirmasini takiben PCR icin pozitif ve negatif 6rnek
olarak kullanildi.

PCR yonteminin balgam &rnekleri icin validasyonu ve muhtemel PCR
inhibitérlerinin varhginin saptanmasi amaciyla, calisma grubuna dahil olmayan
bir kistik fibrosis hastasinin balgami B.cepacia complex (KK 73 Negas) kalite
kontrol susu ile toplam bakteri konsantrasyonu 107 cfu/ml olacak sekilde karistirildi
ve diger balgam ornekleri icin tarif edildigi sekilde saflastirma ve amplifikasyon
islemlerine alindi.

Pozitif sonuc elde edilen PCR amplikonlarindan 10 pl’si B.cepacia complex
recA restriksiyon enzim analizi igin alindi. Haelll ve Mnll (Fermentas) enzimleri
Ureticinin Onerileri dogrultusunda kullanilarak énceden tanimlanan sekilde
tiplendirme yapildi?®. Ylzde 2.5 agaroz jel elektroforezi sonrasinda etidyum bromid
ile boyandi ve ultraviyole 1sik altinda inceleme sonrasinda elde edilen restriksiyon
bantlar degerlendirildi??.

BULGULAR

Calisma grubuna dahil edilen her hastadan 2005 vyili stresince, B.cepacia
complex izolasyonu icin kullanilan 6rnek de dahil olmak Uzere 1-5 Ornek
mikrobiyolojik olarak incelenmistir. Oreklerden fenotipik yéntemlerle izole edilen
diger bakteriyel ya da fungal ajanlar Tablo I'de gosterilmistir.

Konvansiyonel kultdr yontemi ile érneklerin ikisinden (%2.3) izole edilen
B.cepacia complex, Crystal® (Becton-Dickinson) ve Phoenix® (Becton-Dickinson)
otomatize sistemleri ile tanimlanmistir.

Referans sus ve deneysel olarak inokule edilen balgamda, 1040 bazgiftlik
beklenen buytklikte PCR amplikonlari elekiroforez sonrasinda izlenmistir (Sekil 1).
Kultirde B.cepacia complex izole edilen iki 6rnegin birinde recA PCR ile
amplifikasyon gosterilmis; diger ornekler tekrarlayan uygulamalara karsin negatif
olarak izlenmistir (Sekil 1). Restriksiyon enzim analizi sonucunda PCR pozitif izolat
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B.multivorans olarak tanimlanmistir. Bu izolati taslyan kistik fibrozis hastasi, ayni anda
P.aeruginosa, S.aureus ve H.influenzae ile kolonize oldugu saptanan 12 yasinda
bir kiz cocugudur. Hasta, yiksek ates, oksurtk ve balgam c¢ikarma sikayetleri ile
poliklinige basvurmus, yapilan incelemesinden sonra hastaneye yatirilarak tedaviye
alinmistir. Ug yil nce lobektomi uygulanmasina karsin sol akcigerinde hala yaygin
bronsiektazi ve atelektazi alanlar izlenmistir. Elde edilen izolatin amikasin ve
sefepime duyarli, imipenem, meropenem, tobramisin, siprofloksazin, seftazidim
ve aztreonama direncli oldugu standart disk difizyon testiyle saptanmis, ayrica
indtklenebilir B-laktamaz olusturdugu goézlenmistir. Yatisini takiben hasta sefepim
ve amikasin ile basarili sekilde tedavi edilmistir.

Tablo I: Toplam 85 Hastanin Balgam Orneklerinden
Fenotipik Yontemlerle Izole Edilen Mikroorganizmalar

Mikroorganizma Say! (%)
Staphylococcus aureus 47 (55.3)
Pseudomonas aeruginosa 41 (48.2)
Haemophilus influenzae 13 (15.3)

Escherichia coli

Burkholderia cepacia complex (Bcc)
Chryseobacterium meningosepticum
Streptococcus pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter Iwoffii

Citrobacter freundli

Klebsiella spp.

Hafnia alvei

Asperqgilllus fumigatus
Candida albicans
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Sekil 1: Bcc recA bolgesinin PCR amplifikasyonu [1: ®X174 (BsuRl) molekuler agirlik
standardi, 2: Bcc (KK 73 Neqas) referans sus amplifikasyonu, 3: Referans sus eklenmis
balgam 6rnegi amplifikasyonu, 4: Pozitif balgam 6rnegi, 5 ve 6: Negatif 6rnek ve kontrol].
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TARTISMA

B.cepacia complex birbirlerine fenotipik olarak benzerlik gosteren 9 ayr
genomovar olarak incelenen bir grup Gram negatif bakteridir'. Kistik fibrozis
hastalarinda en sik olarak izole edilen B.cepacia complex turleri B.cenocepacia
ve B.multivorans olmasina karsin, komplekse ait tim turler izlenebilmektedir®. Bu
calismada incelenen akciger enfeksiyonu on tanisi ile takip edilen kistik fibrozisli
kisilere ait 85 balgam &6rneginin ikisinde B.cepacia complex ticari fenotipik
yontemlerle saptanmistir. Bu iki izolatin sadece biri recA PCR ile pozitif sonug
vererek restriksiyon enzim analizi ile B.multivorans olarak tanimlanmistir. B.cepacia
complex tanimlanmasinda fenotipik ve molekuUler testler arasinda ortaya ¢ikan bu
uyumsuzluk, klinik laboratuvarda tani agisindan énem tasimaktadir. Ticari fenotipik
tanimlama sistemlerinin B.cepacia complex grubu bakterilerin tanimlanmasinda
nispeten dusuk duyarliiga sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalarda, farkli
turlere ait bakterilerin de ticari sistemler tarafindan B.cepacia complex grubu
bakteriler olarak tanimlanabildigi rapor edilmistir®®. B.cepacia complex grubu
bakterilerin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in bazi fenotipik yéntemler tariflenmis,
bu yontemlerin bazi bakteriler icin tir dizeyinde tanimlama olanagi sunabilecedi
gbsterilmistir. Ancak uygulanan yontemlerde izlenen farkliliklar ve tUrler arasinda
meydana gelen fenotipik varyasyonlar, bu testlerde de uyumsuz sonuclarin elde
edilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle fenotipik yontemlerle B.cepacia
complex grubu bakterilerin tir dizeyinde tanimlanmalarinin, deneyimli referans
laboratuvarlarn tarafindan dogrulanmasi 6nerilmektedir®°.

Calismada incelenen kistik fibrozisli hasta populasyonunda B.cepacia
complex nadir karsilasilan bir izolat olarak karsimiza ¢ikmis olmasina karsin, bu
bakterinin hastalarda izlenen ytuksek morbidite ve mortalite oranlari géz énunde
bulundurulmall ve tanimlanmasina 6zellikle dikkat edilmelidir. B.cepacia complex
izolatlarinin tanimlanmasi ve tiplendirmesinde sadece fenotipik ydntemlerin
kullanilmasi hatall sonuglar dogurabilmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin
molekdler yontemlerle dogrulanmasi 6nerilmektedir. B.cepacia complex izolatlarinin
genomovar duzeyinde tanimlanmasi da, etkenin diger kistik fibrozisli hastalar
arasinda bulagsmasinin énlenmesi ve uygun enfeksiyon kontrol énlemlerinin
uygulanabilmesine imkan tanimasi agisindan 6nem tasimaktadir.

KAYNAKLAR

1. Coenye T, VanDamme P, Govan JRW, Lipuma JJ. Taxonomy and identification of Burkholderia
cepacia complex. J Clin Microbiol 2001; 39: 3427-46.

2. McDowell A, Mahenthiralingam E, Moore JE, et al. PCR-based detection and identification of
Burkholderia cepacia complex pathogens in sputum from cyctic fibrosis patient. J Clin Microbiol
2001; 39: 4247-55.

3. Mahenthiralingam E, Bischof J, Bryne SK, et al. DNA-based diagnostic approaches for identification
of Burkholderia cepacia complex, Burkholderia vietnamiensis, Burkholderia multivorans, Burkholderia
stabilis and Burkholderia cepacia genomovars | and Il. J Clin Microbiol 2000; 38: 3165-73.

4. VanDamme P, Henry D, Coenye S, et al. Burkholderia anthina sp. nov. and Burkholderia pyrrocinia,
two additional Burkholderia cepacia complex bacteria, may confound results of new molecular
diagnostic tools. FEMS Immunol Med Microbiol 2002; 154: 91-6.



306 KISTIK FIBROZIS HASTALARINDA B.CEPACIA COMPLEX

10.

. Lipuma JJ, Spilker T, Gill HL, PW Campbell IlI, Liu L, Mahenthiralingam E. Disproportionate

distribution of Burkholderia cepacia complex species and transmissibility markers in cystic fibrosis.
Am J Respir Crit Care Med 2001; 164: 92-6.

. Kiska DL, Kerr A, Jones MC, et al. Accuracy of four commercial systems for identification of

Burkholderia cepacia and other gram-negative, nonfermenting bacilli recovered from patienst with
cystic fibrosis. J Clin Microbiol 1996; 34: 886-91.

. McMenamin JD, Zaccone TM, Coenye T, Vandamme P, Lipuma JJ. Misidentification of Burkholderia

cepacia in U.S. cystic fibrosis treatment centers: an analysis of 1051 recent sputum isolates.
Chest 2000; 117: 1661-5.

. Shelly DB, Spilker T, Gracely EJ, Coenye T, Vandamme P, Lipuma JJ. Utility of commercial

systems for identification of Burkholderia cepacia complex from cystic fibrosis sputum culture.
J Clin Microbiol 2000; 38: 3112-5.

. Henry DA, Mahenthiralingam E, Vandamme P, Coenye T, Speert DP. Biochemical and molecular

approaches for determining genomovar status of the Burkholderia cepacia complex. J Clin
Microbiol 2001; 39: 1073-8.

Mahenthiralingam E, Urban TA, Goldberg JB. The multifarious, multireplicon Burkholderia cepacia
complex. Nat Rev Microbiol 2005; 3: 144-56.





