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Burkholderia turleri bagisikhdi baskilanmis insanlarin, 6zellikle kistik fibrozisli (KF) hastalarin solunum
yollarinda enfeksiyona neden olan 6nemli patojenlerdir. Bu bakterilerin tedavisinde; geleneksel yontemler-
le yapilan tanimlamada sorunlarin bulunmasi, birden fazla antibiyotige karsi icsel direng gostermeleri ve
biyofilm olusturmalari nedeniyle glicliiklerle karsilagilmaktadir. Bu calismada, KF ve KF olmayan hastalardan
izole edilen Burkholderia turlerinin rutin mikrobiyolojik yontemler, matriks ile desteklenmis lazer desorpsi-
yon/iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve multilokus sekans analizi (MLSA)
ile tanimlanmasi, biyofilm olusumunun degerlendirilmesi, antibiyotik diren¢ ve sinerjilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismada 26 farkl hastadan izole edilen 38 adet Burkholderia spp. (25 KF, 13 KF olmayan)
fenotipik testler, MALDI-TOF MS ve MLSA ile tanimlanmustir. izolatlarin sekans tipleri PubMLST veri tabani
kullanilarak belirlenmistir. Klinik izolatlarin biyofilm olusturma ozellikleri mikroplak yontemi ile caligiimis,
seftazidim, meropenem, trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SXT) ve levofloksasinin duyarlliklari, CLSI
(2017) rehberine gore mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirilmistir. Sinerji testleri dama tahtasi yontemi
ile gerceklestirilmistir. Multilokus sekans analizinde calisilan klinik izolatlar Burkholderia cenocepacia (n=16),
Burkholderia contaminans (n= 11), Burkholderia gladioli (n= 4), Burkholderia dolosa (n= 4), Burkholderia mul-
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tivorans (n= 2) ve Burkholderia seminalis (n= 1) olarak belirlenmistir. Bu izolatlarin sekans tipleri ST19, ST72,
ST102, ST180, ST482, ST602, ST629, ST740, ST839 ve ST1392 olarak saptanmistir. MALDI-TOF MS ile tiir
duizeyinde dogru tanimlama B.contaminans haricindeki tim izolatlar icin %94-100 arasinda bulunmustur.
Caligiimaya dahil edilen izolatlarda biyofilm yapimi %53 (n= 20) olarak belirlenmistir ve tirler arasinda
anlamli bir farklik bulunmamustir. Ayrica KF (%56, n= 14/25) ve KF olmayan (%46, n= 6/13) hastalardan
izole edilen Burkholderia izolatlarinin biyofilm yapimi arasinda istatistiksel bir fark saptanmamuigtir (p> 0.05).
izolatlarin seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasine karsi duyarlilik yiizdeleri sirasiyla %66, %34,
%50 ve %60 olarak bulunmustur. Burkholderia tirlerinin antibiyotik direnci degerlendirildiginde, KF has-
talarindan elde edilen izolatlar seftazidime daha duyarli bulunurken, diger antibiyotikler icin anlamh fark
saptanmamistir. iki izolatta meropenem ve TMP-SXT arasinda sinerji gzlenmistir. On bes izolatta antago-
nizma tespit edilmis, bunun 12’si meropenem ile seftazidim, 3l seftazidim ile TMP-SXT arasinda bulun-
mustur. Bu bakteri grubunda goriilen yiiksek antibiyotik direncine neden olan bircok direng mekanizmasi
olmakla birlikte, bu calismada saptanan meropenem ve seftazidim arasindaki antagonizma p-laktamazlarin
ekspresyonuna baglanabilir. Bu calisma, KF ve KF olmayan hastalarda izole edilen Burkholderia spp. dizi
analizi sonuclarindaki farki, biyofilm olusumunun bu bakteri ile olusan enfeksiyonlarda 6nemli oldugunu
ve tedavinin in vitro antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore degerlendirilmesi gerektigini gostermistir.

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

ABSTRACT

Burkholderia spp. emerged as important pathogens in the airways of immunocompromised humans,
especially those with cystic fibrosis (CF). Failure of identification with conventional techniques, high int-
rinsic resistance to most antibiotics and biofilm formation can cause difficulties in the treatment of these
infections. The aim of this study was to identify Burkholderia spp. strains isolated from CF and non-CF
patients with with routine microbiological methods, matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and multilocus sequence analysis (MLSA), to determine of
the antibiotic susceptibility and synergies, and to evaluate biofilm formation of these isolates. A total
of 38 Burkholderia spp. (25 CF, 13 non-CF) from 26 patients were identified by biochemical, phenoty-
pical and matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS)
and sequence types were revealed by multilocus sequence analysis (MLSA). Sequence types of isolates
were identified using the PUbMLST database. Characteristics of biofilm formation of clinical isolates were
evaluated by microplate method. Antibiotic susceptibilities of ceftazidime, meropenem, trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SXT) and levofloxacin were determined by broth microdilution method accor-
ding to CLSI (2017) guidelines. Synergy tests were performed by checkerboard method. Clinical isolates
were identified as Burkholderia cenocepacia (n=16), Burkholderia contaminans (n= 11), Burkholderia gladioli
(n=4), Burkholderia dolosa (n= 4), Burkholderia multivorans (n= 2) and Burkholderia seminalis (n=1). Sequ-
ence types of these isolates were determined as ST19, ST72, ST102, ST180, ST482, ST602, ST629, ST740,
ST839 and ST1392. The correct identification at the species-level with MALDI-TOF MS was 94-100% for
all isolates except B.contaminans. Biofilm formation among the identified species in the study was deter-
mined as 53% (n= 20). There was no statistical difference when the biofilm production was evaluated se-
parately among Burkholderia species and biofilm production rates between CF (56%, 14/25) and non-CF
(46%, 6/13) Burkholderia isolates (p> 0.05). Overall rates of resistance to ceftazidime, meropenem, TMP-
SXT, and levofloxacin of the isolates were 35%, 66%, 50% and 40%, respectively. The 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 was determined between meropenem
and TMP-SXT in two isolates. Antagonism was detected in 15 isolates, 12 of them were between mero-
penem and ceftazidime, three of them were between ceftazidime and TMP-SXT. Numerous resistance
mechanisms may lead to higher resistance in this bacteria, whereas the antagonism between meropenem
and ceftazidime in this study might be attributed to the expression of beta-lactamases. In this study, the
distinctness of sequence types between Burkholderia spp. isolated from CF and non-CF patient, provided a
better understanding about the importance of biofilm formation for the infections with these bacteria and
empbhasized that the management of therapy should be driven by the antibiotic test results.

Keywords: Burkholderia spp.; multilocus sequence analysis; biofilm; antibiotic susceptibility tests.
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Burkholderia tirleri dogada yaygin olarak bulunan, bagisiklik sistemi baskilan-
mis hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olabilen, aerobik, gram-negatif,
non-fermenter basillerdir. Burkholderia cinsi taksonomik olarak Betaproteobacteria sinifi
icinde, Burkholderiaceae ailesinde bulunmaktadir. Giniumizde bu cins altinda 100’den
fazla tir bulunmaktadir. Burkholderia cepacia kompleksi (Bcc)'nin molekdler ve biyokim-

yasal testlerle genomik olarak yakin iligkili 22 tiirden olusan bir kiime oldugu gosterilmis-
tir' (Tablo I).

B.cepacia kompleksi kistik fibrozis (KF) ve kronik graniilomatoz hastalhgr bulunan in-
sanlarda asemptomatik tasiyiciliktan 6limcil pnomoniye kadar degisen klinik tablolara
neden olmaktadir. Bu tiirlerin ayni zamanda hastane salginlari, santral venoz kateter ilis-
kili enfeksiyon, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ve genitolriner sistem enfeksiyon-
lari olusturdugu da gosterilmistir. KF hastalarinda en sik goriilen Bcc tirlerini inceleyen
epidemiyolojik calismalarda, hastalia neden olan tiir ve antibiyotik duyarliliklarinin farkli
oldugu ve iilkeler arasi farkliliklarinin da bulundugu saptanmistir?. Bu nedenle, Burkholde-
ria tirlerinin tir diizeyinde dogru tanimlanmasi hasta yonetimi ve ulusal antimikrobiyal
direnc slirveyansi acisindan 6nem tagimaktadir.

Burkholderia turlerinin rutin olarak tanimlanmasinda fenotipik ve biyokimyasal yon-
temlere ek olarak matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucgus zamanl kutle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) giinimiizde yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak bu
yontemlerle tir diizeyinde tanimlama yapmak her zaman dogru sonug vermemektedir.
Bu tirlerin kesin ayriminda guivenilir, hizh ve uygun maliyetli yontemlere ihtiya¢ duyul-
maktadir. Bu amacla, glinimizde kullanilan tiim hiicre protein elektroforezi, 16S rRNA
gen sekansi, recA geni bazli analizler, multilokus sekans analizi (MLSA), tim genom dizi
analizi, fur ve hisA gen dizisi analizi gibi yontemlerin her birinin avantaj ve dezavantaj-
lari bulunmaktadir. Bunlar arasinda yer alan MLSA, yakin tirlerin ayrimi icin kullanilan,
birden cok lokusun dizilenmesi esasli giivenilir bir molekiiler siniflandirma yéntemidir®.

Tablo 1. Burkholderia cepacia Kompleks Siniflamasi

1. Burkholderia ambifaria 12. Burkholderia multivorans
2. Burkholderia anthina 13. Burkholderia pseudomultivorans
3. Burkholderia arboris 14. Burkholderia pyrrocinia

4. Burkholderia cenocepacia 15. Burkholderia seminalis

5. Burkholderia cepacia 16. Burkholderia stabilis

6. Burkholderia contaminans 17. Burkholderia ubonensis

7. Burkholderia diffusa 18. Burkholderia vietnamiensis
8. Burkholderia dolosa 19. Burkholderia stagnalis

9. Burkholderia lata 20. Burkholderia territorii

10. Burkholderia latens 21. Burkholderia puraquae
11. Burkholderia metallica 22. Burkholderia catarinensis
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Burkholderia tiirlerinin hastalik olusturabilme yetenegi ve tedaviye yaniti tiirler arasinda
farklilik gostermektedir. Onemli viriilans faktorlerinden biri olan biyofilm ézelligine sahip
bakterilerin olusturdugu enfeksiyonun ortadan kaldiriimasi genellikle mimkiin olama-
maktadir. Ayni tirden olmasina ragmen, biyofilm olusturan bakteriler, biyofilmin bariyer
fonksiyonu, duragan hiicrelerin distk treme hizi ve/veya direng genlerinin ekspresyonu
nedeniyle immiin sisteme ve antimikrobiyallere karsi daha dayanikli hale gelmektedir*.

Burkholderia turleri aminoglikozidler, sefalosporinler, antipsddomonal penisilinler
ve polimiksinler gibi antibiyotiklere icsel olarak direnclidir. Enfeksiyonlarin prevalan-
si ve tedavi yanitlarini inceleyen arastirmalar Burkholderia multivorans ve Burkholderia
cenocepacia’'nin daha yiiksek bulas oranlar ve mortaliteye neden oldugunu gostermek-
tedir®.

Bu calismada, KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tirlerini ru-
tin mikrobiyolojik yontemlerle ve multilokus sekans analizi ile tanimlamak, izolatlarda
biyofilm olusumunu, antibiyotik duyarlilik durumunu ve kombine antibiyotik sinerjisini
degerlendirme amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay ile ger-
ceklestirildi (Tarih: 16.12.2015 ve Karar no: GO 15/797-35).

Bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari
Bakteriyoloji Birimi'nde 2007-2017 yillan arasinda KF ve KF olmayan eriskin ve ¢ocuk
hastalardan izole edilen ve 127 bakteri calismaya alindi. Bu bakteriler geleneksel mikro-
biyolojik yontemler ve MALDI-TOF MS ile yeniden tanimlandi ve 90 adetinin Burkholderia
tird oldugu saptandi. Ayni hastadan bir yil icinde izole edilen ayni tir bakteriler calis-
madan cikarilarak, calismanin ileri asamalarina (MLSA, biyofilm, antibiyotik duyarlilik ve
sinerji testleri) toplam 38 izolatla devam edildi. Hastalarin tanilari Hacettepe Universitesi
Tip Fakultesi Hastaneleri‘nde takip edilen hastalarin hasta kayit sisteminde bulunan ICD
kodlari dogrultusunda belirlendi.

Bakteri izolatlarinin Rutin Yéntemlerle Tanimlanmasi

Bakteriler kanli agar besiyerine iki defa pasajlandi ve gram-negatif, non-fermenter,
hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif, indol negatif olan bakteriler calismaya alindi. Bu izo-
latlarin tiir dizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS (Bruker Daltonic, Bremen, Almanya)
ile degerlendirildi. Spektrumlar Flex Control 3.0 yazilimi MALDI Biotyper 3.1 veri tabani
kiitiphanesi (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak analiz edildi. Uretici firma
onerilerine gore tanimlama skoru < 1.7 olan sonuclar gegersiz kabul edilirken, tanimlama
skoru 1.7-1.99 arasi cins diizeyinde iyi tanimlama ve tanimlama skoru > 2 ise tur diize-
yinde iyi tanimlamayi gosterdi. Tanimlamada skoru < 2 olan izolatlara etanol-formik asit
ekstraksiyon protokolii uygulanarak analiz tekrar edildi.
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Bakteri izolatlarinin Multilokus Sekans Analizi ile Tanimlanmasi

Calismada Burkholderia tiirlerinin molekdiler karakterizasyonunda MLSA yontemi kul-
lanildi®. Bu amacla, PubMLST veri tabaninda belirtilen; ATP synthase beta chain (atpD,
756 bp), Glutamate synthase large subunit (g/tB, 652 bp), DNA Gyrase subunit B (gyrB,
738 bp), Recombinase A (recA, 975 bp), GTP binding protein (lepA, 525 bp), Acetoa-
cetyl-CoA reductase (phaC, 704 bp) ve Tryptophan synthase subunit B (trpB, 787 bp)
“housekeeping” genleri PCR ile ¢ogaltilarak dizilendi. Bu genlerin ¢cogaltiimasi ve dizi-
lenmesinde PubMLST (www.pubmlst.org) veri tabaninda onerilen primer dizileri kul-
lanildi. Belirtilen genler BigDye Direct Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile Uretici firmanin 6nerdigi sekilde iki yonli cogaltilarak ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, ABD) cihazinda dizilendi. Elde edilen tim diziler CLC Main Work-
bench v.7.7.3. (Qiagen, ABD) ile analiz edilerek PubMLST veritabanindaki referans dizi-
lerle karsilagtirildi. Her gen icin allel profili belirlendi ve elde edilen allellerin kombinas-
yonunun PubMLST veri tabani (01 Agustos 2018) ile karsilastirnimasi sonucu izolatlar tiir
diizeyinde tanimlandi ve sekans tipleri belirlendi.

Mikroplak Yontemi ile Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

Calismada izole edilen 38 Burkholderia turinun biyofilm olusumu O’Toole ve arka-
daslar’ tarafindan tanimlanan kristal viyole mikroplak 6l¢iim yéntemi ile degerlendirildi.
Burkholderia turlerinin biyofilm olusumu icin 0.5 g/L glukoz, 0.1 g/L pepton, 0.5 g/L
maya 6zitl, 8.6 mM NaCl iceren (pH= 7.2) besiyeri kullanildi. Bu yontemde, Luria-Berta-
ni broth (LB) icinde bir gece inkibe edilen bakteriler yukarida tarif edilen besiyeri icinde
0.5 OD,,, olacak sekilde suspanse edildi, bu ¢ozeltiden 20 pl alinarak 180 ul ayni besiyeri
iceren 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklara dagitildi. Deney kosullari her bakteri icin alti
kuyucuk kullanilarak tekrarlandi. Mikroplaklar 37°C’de 48 saat aerobik kosullarda inkiibe
edildikten sonra tutunamayan hticrelerin uzaklastiriimasi icin iki defa su kivetine hafifce
daldinlarak yikandi. Her bir kuyucuga 125 pL %0.1’lik kristal viyole boyasi dagrtildi. Plaklar
10-15 dakika oda sicakhiginda inklibe edildikten sonra, fazla boyanin uzaklastiriimasi icin
dort defa su kivetine hafifce daldinlarak yikandi. Kristal viyolenin ¢6zilmesi amaciyla her
bir kuyucuga 125 pL %33’lik asetik asit dagitildi. Plaklar 10-15 dakika oda sicakliginda in-
kibe edildikten sonra ¢ozllen kristal viyole diiz tabanli mikroplaklara aktarldi. Absorbans
degeri plak okuyucu kullanilarak 600 nm’de olcildi. Optik dansitelerine (OD) gore izo-
latlarda biyofilm olusumu belirlendi. OD (izolat) < OD (negatif kontrol): Biyofilm olusumu
negatif; OD (negatif kontrol) < OD (izolat) < 20D (negatif kontrol): zayif biyofilm olu-
sumu; 20D (negatif kontrol) < OD (izolat) < 40D (negatif kontrol): orta diizey biyofilm
olusumu; 40D (negatif kontrol) < OD (izolat): guiclu biyofilm olusumu olarak kabul edildi.

in vitro Antibiyotik Testleri ve Antibiyotik Kombinasyonlarina
Duyarhliklarin Degerlendirilmesi

Calismamizda giincel tedavide kullanilan antibiyotiklerin (meropenem, seftazidim,
trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMZ) ve levofloksasin) minimal inhibitor konsantras-
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yonlari (MIK) sivi mikrodiliisyon yéntemiyle CLSI rehberleri dogrultusunda belirlendi®.
Bu amacla trimetoprim (Sigma-Aldrich, Almanya), sulfametoksazol (Sigma-Aldrich, Al-
manya), seftazidim (Sigma-Aldrich, Almanya), meropenem (Sigma-Aldrich, Almanya) ve
levofloksasin (Sigma-Aldrich, Almanya) antibiyotiklerinin toz sekilleri CLSI’nin 6nerilerine
gore stok sollisyonlari ve sulandirimlari hazirlandi. Daha sonra bu antibiyotikler icin MiK
degerleri katyon ayarli Mueller Hinton sivi besiyeri (BD BBL Mueller Hinton Il Broth, ABD)
kullanilarak sivi mikrodiltisyon yontemi ile 96 kuyucuklu mikroplakta cahisildi. Plak Gizerin-
de antibiyotik icermeyen pozitif kontrol kuyucugu ve bakteri icermeyen negatif kontrol
kuyucugu kullanildi; kalite kontrol susu olarak Escherichia coli ATCC 25922 kullanildi.
Sonuglar CLSI 6nerilerine gore degerlendirildi. Orta duyarli olarak belirlenen izolatlar
degerlendirmede direncli olarak kabul edildi.

Calismada kullanilan antibiyotik kombinasyonlarinin sinerjik etkisi dama tahtasi yonte-
mi ile calisildi. Bu yéntemde CLSI tarafindan énerilen MiK degerlerinin direng siniri kulla-
nilarak (¢ kat Gstii diliisyon (8 x MiK) ve dort kat alti diliisyon (0.06 x MiK) kullanilarak iki
farkl ilag kombinasyonunun etkinligi, her bir izolat icin 96 kuyucuklu plak Gzerinde test
edildi. Plak tizerinde her iki ilacin MiK degerleri dama tahtas testi ile es zamanli olarak
tekrar calisildi; elde edilen sonuglar, ilk calisilan MiK degerleri ile karsilastirildi ve sinerji
testleri yorumlanirken es zamanl olarak caligilan MiK degerleri kullanildi. Test edilen iki
ilacin farkli konsantrasyonlari ve son bakteri inokiilum konsantrasyonu 5 x 10° CFU/ml
olacak sekilde bakteri stispansiyonu kuyucuklara aktarildi; 35 + 2°C’de 20 saatlik inki-
basyondan sonra plaklar gozle degerlendirildi. Sonuclarin degerlendiriimesinde kombi-
nasyon plagindaki ireme olmayan tim kuyucuklar taranarak, en disiik FiK (fraksiyonel
inhibitér konsantrasyon) indeksinin hesaplandigi kuyucuk degerlendirmeye alindi. Fik=
(MIK A kombinasyon/MiK A) + (MiK B kombinasyon/MiK B) olarak hesaplandi. FiK < 0.5
sinerjistik etkilesim, FIK > 4 antagonistik etkilesim ve 0.5 < FIK < 4 etkilesim yok olarak
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Klinik izolatlarin biyofilm olusumu ve antibiyotik direnci ile ilgili elde edilen bulgular
turler arasinda ve hasta gruplarn arasinda ki-kare testi ile degerlendirildi, p< 0.05 olanlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Burkholderia spp. olarak tanimlanan ve calismaya alinan 38 izolat multilokus sekans
analizi, biyofilm olusturma deneyleri ve tekli ve kombine antibiyotik duyarhlik testleri
yoniinden degerlendirilmistir. Calismaya 26 farkh hastaya ait (13 KF, 13 KF olmayan) 38
izolat alinmistir. Bu bakterilerin 25’i KF, 13U KF olmayan hastalardan elde edilmistir.

KF tanisi alan hastalarin (n= 13) tamami Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Goégiis Hastaliklari Unitesi tarafindan takip altinda
olan hastalardir. KF olmayan hastalarin (n= 13) calismada degerlendirilen 6rneklerin alin-
digi tarihte kolon kanseri (n= 2), akciger kanseri, meme kanseri, néro-dejeneratif hastalik,
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multiple miyelom, kronik obstriiktif akciger hastaligi, osteomiyelit, piyomiyozit, sinir sis-
teminin dejeneratif hastaligi, bobrek tasi, veziko-uretral reflii ve prostat buyiimesi tanilari
ile takip edilen hastalar oldugu gorulmustar.

KF'li hastalardan elde edilen klinik 6rneklerin 23’Gniin balgam, birinin kan ve birinin
derin trakeal aspirat oldugu tespit edilmistir. KF olmayan hastalardan elde edilen klinik
orneklerin besi kan, dordu idrar, biri derin trakeal aspirat, biri balgam, biri ply ve biri
kateter ucundan alinmistir.

Calismaya dahil edilen klinik izolatlar icinde multilokus sekans analizine gore en fazla
tanimlanan tur B.cenocepacia (n= 16, %42) olarak saptanmistir. Bu tlrl Burkholderia con-
taminans (n= 11, %29) izlemistir. Tanimlanan diger tirler sirasiyla Burkholderia gladioli (n=
4, %11), Burkholderia dolosa (n= 4, %11), Burkholderia multivorans (n= 2, %5) ve Burk-
holderia seminalis (n= 1, %2) olarak tespit edilmistir. Multilokus sekans analizi sonuclarina
gore KF hastalarindan izole edilen'® B.cenocepacia izolatinin iki hastaya ait altisinin ST839,
U¢ hastaya ait dordiiniin ST1392 ve bir hastaya ait Ggtiniin ST602 oldugu tespit edilmistir.
KF olmayan hastalardan izole edilen ti¢ B.cenocepacia izolatinin ikisi ST602 ve biri ST740
olan farkl hastalarda g6zlenmistir. Dort farkli KF hastasindan B.contaminans olarak tespit
edilen altr izolatin tamaminin sekans tipi ST102 olarak saptanmistir. KF olmayan hastalara
ait bes B.contaminans izolatinin dordi ST482 ve biri ST102 olarak tespit edilmis olup,
bunlarin tamamin farkl hastalar oldugu gozlenmistir. iki farkli KF hastasindan izole edilmis
dort B.gladioli izolatindan Ugl ST629 olup, bir hastaya ait oldugu; digerinin ise mevcut
veri tabanindaki sekans tipleri ile eslesmedigi saptanmistir. Degerlendirilen iki B.multivorans
izolatinin ayni KF hastasina ait oldugu ve sekans tipinin ST19 oldugu saptanmustir. B.dolosa
izolatlar KF olmayan dort farkli hastadan izole edilmis olup tamaminin sekans tipi ST72
olarak bulunmustur. B.seminalis ise KF olmayan bir hastaya ait olmakla beraber sekans tipi
ile eslesen izolat mevcut veritabaninda bulunamamistir (Tablo II).

Multilokus sekans analizi sonuglan referans olarak kabul edildiginde MALDI-TOF MS
ile B.cenocepacia izolatlarinin %94 (n= 15/16)'Unln tir dizeyinde dogru tanimlan-
digi, bir izolatin ise B.vietnamiensis olarak hatali tanimlandigi gortlmustir. MLSA ile

Tablo II. KF ve KF Olmayan Hastalardan izole Edilen Burkholderia Tiirlerinin MLSA Sonuglari
MLSA sonucu KF (sekans tipi) KF olmayan (sekans tipi)
B.cenocepacia (n= 16) 6 (ST839), 4 (ST1392), 3 (ST602) 2 (ST602), 1 (ST740)
B.contaminans (n=11) 6 (ST102) 4 (ST482), 1 (ST102)
B.gladioli (n= 4) 3 (ST629), 1 (ST)* 0

B.dolosa (n= 4) 0 4 (ST72)
B.multivorans (n= 2) 2 (ST19) 0
B.seminalis (n= 1) 0 1 (ST?)*
Toplam (n= 38) 25 13

* ST?: izolatlarin allelik profil sonuglar mevcut veritabanindaki sekans tipleri ile eslesmemistir.

KF: Kistik fibrozis, MLSA: Multilokus sekans analizi.
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B.contaminans olarak tespit edilen 11 izolatin yedi tanesi MALDI-TOF-MS ile B.cepacia,
dort tanesi ise B.cenocepacia olarak tanimlanmis olup, bu tiir icin tiir diizeyinde dogru
tanimlama MALDI-TOF-MS ile yapilamamigstir. MALDI-TOF MS ile dort B.gladioli izolatinin
Ucl tir dizeyinde dogru tanimlanmis olup bir izolat hatali olarak B.cenocepacia olarak
tanimlanmugtir. B.dolosa, B.multivorans ve B.seminalis izolatlarinin tamami tiir diizeyinde
dogru tanimlanmistir (Tablo I11).

Klinik izolatlarin ~ tamami  degerlendirildiginde;  biyofilm  yapimi izolatla-
rnn %53 (n= 20/38)'lnde pozitif saptanmistir. Burkholderia tirleri arasinda biyo-
film yapimi B.cenocepacia’da %75 (n= 10/16), B.contaminans’'da %63 (n= 7/11) ve
B.multivorans’da tamaminda (n= 2/2) tespit edilmistir. B.dolosa ve B.seminalis izolatla-
rinin tamami ve B.gladioli izolatlarinin %75 (n=3/4)'i biyofilm yapimi agisindan nega-
tif bulunmustur. Burkholderia tirleri arasinda biyofilm yapimi agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (Tablo IV, p> 0.05). izolatlarin biyofilm olusturma
ozelligi ile KF iligskisine bakildiginda, KF'li (%56, 14/25) ve KF'si olmayan (%46, 6/13)
hastalardan elde edilen izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p= 0.05, Tablo V).

Tum izolatlarin seftazidim, meropenem, TMP-SXT ve levofloksasin MiK degerlerine
gore direnc diizeyleri sirasiyla %34, %66, %50 ve %40 olarak belirlenmistir. B.multivorans
ve B.seminalis izolatlarinin tamami degerlendirilen tim antibiyotiklere duyarli bulunur-

Tablo Ill. KF ve KF Olmayan Hastalardan izole Edilen Burkholderia Tiirlerinin MALDI-TOF MS
Sonucunun MLSA Sonucu ile Karsilastirimasi
MALDI biotyper v3.1 tanimlama skorlari
MLSA sonucu 22 1.999-1.7 <17
Burkholderia cenocepacia Burkholderia cenocepacia Burkholderia cenocepacia
(n=16) (n=13) (n=2)
Burkholderia vietnamiensis
(n=1)
Burkholderia contaminans* Burkholderia cepacia
(n=11) (n=7)
Burkholderia cenocepacia
(n=4)
Burkholderia gladioli Burkholderia gladioli Burkholderia gladioli
(n=4) (n=1) (n=2)
Burkholderia cenocepacia
(n=1)
Burkholderia dolosa Burkholderia dolosa
(n=4) (n=4)
Burkholderia multivorans Burkholderia multivorans
(n=2) (n=2)
Burkholderia seminalis Burkholderia seminalis
(n=1) (n=1)
* Veri tabaninda bulunmamaktadir.
KF: Kistik fibrozis, MLSA: Multilokus sekans analizi.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 29



Kistik Fibrozisli ve Kistik Fibrozisi Olmayan Hasta Grubunda Burkholderia Turlerinin
Multilokus Sekans Analizi, Biyofilm Olusturma, Antibiyotik Duyarlilik ve Sinerji Testleri

Tablo IV. Burkholderia Tiirlerinin Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu

Bakteri Negatif Zayif Orta
Burkholderia cenocepacia (n= 16) 6 4 6
Burkholderia contaminans (n=11) 4 2 5
Burkholderia gladioli (n= 4) 3 1 -
Burkholderia dolosa (n= 4) 4 - -
Burkholderia multivorans (n= 2) - 2 -
Burkholderia seminalis (n= 1) 1 - -
Toplam (n= 38) 18 (%47) 9 (%24) 11 (%29)

Tablo V. KF ve KF Olmayan Hastalardan izole Edilen Burkholderia Tiirlerinin Biyofilm Yapimi

Biyofilm yapimi
Hasta Negatif Zayif Orta
KF (n=25) 11 (%44) 7 (%28) 7 (%28)
KF olmayan (n=13) 7 (%54) 2 (%15) 4 (%31)

KF: Kistik fibrozis.

Tablo VI. Burkholderia Tiirlerinin Antibiyotik Duyarlliklari
Seftazidim Meropenem TMP-SXT Levofloksasin

Bakteri n S R S R S R S R
Burkholderia cenocepacia 16 14 2 6 10 9 7 10 6
Burkholderia contaminans 11 5 6 1 10 7 4 7 4
Burkholderia gladioli 4 3 1 3 - 4 3 1
Burkholderia dolosa 4 - 4 - 4 - 4 - 4
Burkholderia multivorans 2 2 - 2 - 2 - 2 -
Burkholderia seminalis 1 1 - 1 - 1 - - -
Toplam 38 25 13 13 25 19 19 23 15

(%66) (%34) (%34) (%66) (%50) (%50) (%60) (%40)
TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, S: Duyarl, R: Direngli.

ken, B.dolosa izolatlarinin tamami direncli saptanmustir. B.cenocepacia izolatlarinin sef-
tazidim, meropenem, TMP-SMZ ve levofloksasin antibiyotiklerine direnci sirasiyla %12,
%62, %44 ve %37 olarak saptanmis olup, B.contaminans izolatlarinin bu antibiyotiklere
direncinin sirasiyla %54, %91, %36 ve %36 oldugu tespit edilmistir. izolatlarin antibi-
yotik direnci tiirler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik géstermemistir (p> 0.05, Tablo
VI). KF’li ve KF olmayan hastalar arasinda izolatlarin antibiyotik direnci karsilastinldiginda
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seftazidim KF hastalarinda daha duyarl saptanmistir (p= 0.010449), diger antibiyotikler
icin KF ve KF olmayan hastalar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p> 0.05, Tablo VII).

Klinik izolatlarin iki tanesinde (B.cenocepacia, B.contaminans) meropenem ve TMP-
SMZ arasinda sinerji saptanmistir. Antibiyotiklerin ikili kullanimi ile ortaya ¢ikabilecek
antagonizma 15 klinik izolatta saptanmig, bunlarin 12 tanesi meropenem ve seftazidim
arasinda, Ug tanesi TMP-SMZ ve seftazidim arasinda bulunmustur. Meropenem ve sef-
tazidim kombinasyonunda antagonizma gosteren izolatlar B.cenocepacia (%66, 8/12),
B.contaminans (%17, 2/12) ve B.multivorans (%17, 2/12) olarak saptanmistir. TMP-SMZ
ve seftazidim kombinasyonuna antagonizma ise iki B.contaminans ve bir B.seminalis izo-
latinda belirlenmistir. Ayni hastaya ait olan bu B.contaminans izolatlarinda yillar icinde
seftazidim direnci gelistigi gorilmustir (Tablo VIII').

Calismada degerlendirilen tiim klinik izolatlarin antibiyotik direncleri biyofilm yapimi
ile iliskisi degerlendirildiginde meropenem direncli 25 izolatin 12’sinin, TMP-SMZ di-
rencli, 19 izolattan dokuzunun biyofilm olusturdugu saptanmustir (Tablo IX). izolatlarin
biyofilm olusturma 6zelligi ile antibiyotik direnci iliskisine bakildiginda, istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmamustir (p> 0.05).

Tablo VII. KF ve KF Olmayan Hastalardan izole Edilen Burkholderia Tiirlerinin Antibiyotik Duyarliliklari

KF (n= 25) KF olmayan (n= 13)
Seftazidim S 20 (%80) 5 (%38)
R 5 (%20) 8 (%62)
Meropenem S 10 (%40) 3 (%23)
R 15 (%60) 10 (%77)
TMP-SMZ S 15 (%60) 4 (%31)
R 10 (%40) 9 (%69)
Levofloksasin S 17 (%68) 6 (%46)
R 8 (%32) 7 (%54)

TMP-SMZ: Trimetoprim-siilfametoksazol, S: Duyarli, R: Direncli, KF: Kistik fibrozis, MLSA: Multilokus sekans analizi.

Tablo VIII. Burkholderia Tiirlerinin Sinerji Sonuglari

Sinerji sonucu Bakteri (n)

Sinerji Burkholderia Burkholderia

(TMP-SMZ-Meropenem) contaminans (1) cenocepacia (1)

Antagonizma Burkholderia Burkholderia Burkholderia

(Meropenem-Seftazidim) cenocepacia (8) contaminans (2) multivorans (2)

Antagonizma Burkholderia Burkholderia

(TMP-SMZ-Seftazidim ) contaminans (2) seminalis (1)

Etkilesim yok Burkholderia Burkholderia Burkholderia Burkholderia
cenocepacia (7) contaminans (6) dolosa (4) gladioli (4)

TMP-SMZ: Trimetoprim-siilfametoksazol.
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Tablo IX. Direngli Burkholderia Tiirlerinin Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu

Pozitif Negatif Toplam
Antibiyotik direnci n % n % n %
Meropenem 12 31 13 34 25 65
TMP-SMZ 9 24 10 26 19 50
Levofloksasin 7 18 8 21 19 50
Seftazidim 5 13 8 21 13 34

TMP-SMZ: Trimetoprim-siilfametoksazol.

TARTISMA

Mikroorganizmanin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasi tedavinin dogru planlanma-
sinda ilk adimdir. Burkholderia tirlerinin fenotipik o6zellikleri yiiksek diizeyde benzerlik
gosterdigi icin glincel calismalarda geleneksel yontemlerle hatali tanimlamalarin oldugu
vurgulanmakta ve dogru tanimlama icin molekiiler ydntemler énerilmektedir’. Molekii-
ler yontemlerin buyik kisminda yiiksek maliyet ve deneyimli personel ihtiyaci bulunmasi
nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin kullanimlari mimkin olmamuistir.
Calismamizda geleneksel yontemlerle caligilmis ve stoklanmis Burkholderia tirleri MLSA ile
degerlendirilmis olup, en sik gorilen tirler sirasiyla B.cenocepacia (%42) ve B.contaminans
(%29) olarak saptanmistir. Literatiirde fenotipik ve molekiiler yontemlerin kargilastirildigi
caligmalarda farkli molekler yontemler (16S rRNA dizileme, recA geni dizileme) altin stan-
dart olarak kullanilmis olsa da, caismamizda kullanilan MLSA yonteminde analiz edilen
yedi “housekeeping” geninin dizilenmesi, Burkholderia tirleri icin glicli ve glvenilir tanim-
lama saglamaktadir'®.

Literatiirde en sik izole edilen Burkolderia turleri ile ilgili calismalar bolgesel farkhliklar
gostermektedir. Agodi ve arkadaslan'! tarafindan italya’daki KF merkezlerinden toplanan
izolatlarla yapilan recA temelli bir calismada en sik B.cenocepacia (%69) izole edilmistir.
Diger calismalarda ise Portekiz’de %85 ile B.cepacia, Danimarka’da %92 ile B.multivorans,
Slovakya’da ise %54 ile B.stabilis en sik izole edilen tiirler olmustur'>'4, ingiltere’de “Cystic
Fibrosis Antibiotic Susceptibility Service (CFASS)” tarafindan yapilan bir calismada ise KF
hastalarinda en sik B.multivorans (%58), ikinci siklikta B.cenocepacia (%36) bildirilmistir'>.
Literatlirde Burkholderia tirlerinin tanimlanmasinda Ulkeler arasinda farkli sonuglar elde
edilmesi ulusal tedavi planlarinin olusturulmasinda bolgesel 6zelliklerin bilinmesinin 6ne-
mini ortaya koymaktadir.

Klinik izolatlarin sekans tiplerinin belirlenerek epidemiyolojik veri saglamasi MLSA yon-
teminin 6nemli bir avantajidir. Calismamizda degerlendirilen 38 izolatin en az on farkh
sekans tipinde dagilim gosterdigi belirlenmistir. Mevcut veri tabanindaki sekans tipleri ile
eslesmeyen iki izolatin yeni sekans tipi olmasi muhtemeldir. Hastalarin hicbirinde iyi bilinen
epidemik suslar (ST28, ST32 ve ST16) saptanmamistir. Bu calismadaki en genis sekans tipi
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cesitliligi B.cenocepacia izolatlarinda goriilmus olup dort farkl sekans tipi (ST602, ST740,
ST839 ve ST1392) icermektedir. Bu izolatlar bilinen bir klonal komplekse ait degildir.
Degerlendirdigimiz tum izolatlarin sekans tipleri arasinda ikinci sikhkta goriilen ST839,
Gautam ve arkadaslan'® tarafindan 2017 yilinda Hindistan’da yapilan bir calismada ilk
defa tanimlanmig ve bu calismada en sik saptanan tcinci sekans tipi olarak bildirilmistir.
Bu izolatin farkli cografi bolgelerde yiiksek siklikta tespit edilmesi epidemiyolojik acidan
énemli bir bulgudur. izolatlarimiz arasinda bulunan B.multivorans ST19 Kanada ve Cek
Cumbhuriyeti'nde saptanmistir'’. Degerlendirdigimiz izolatlar arasinda en sik tespit edilen
sekans tipi B.contaminans ST102 olup, mevcut literatiirde bu sekans tipine ait bir¢ok tlke-
den bildirilmis izolatlar bulunmaktadir'®. Bulgularimiz bilindigi kadariyla tilkemizde Burk-
holderia turleri ile ilgili elde edilen ilk sekans tipi sonuglaridir. Ayrica B.cenocepacia ST602
ve B.contaminans ST102’nin KF ve KF olmayan hastalarda saptanmis olmasi gelecekte
yapilacak virtilans calismalari ve epidemiyolojik calismalara 1sik tutacaktir.

Gunimiizde bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda geleneksel yontemlerle bir-
likte MALDI-TOF MS kullanimi yaygindir. Yapilan calismalarda MALDI-TOF MS ile tir
dlizeyinde yapilan tanimlamalarin %77-100 oraninda dogru sonug verdigi bildirilmek-
tedir'®. Bizim calismamizda tir diizeyinde dogru tanimlama %66 olarak saptanmis
olup, degerlendirilen tiirlerden B.cenocepacia, B.dolosa, B.multivorans ve B.seminalis icin
MALDI-TOF MS sonuglari MLSA ile %94-100 uyumlu olmasina ragmen, B.contaminans
izolatlarinin tamami (n= 11/38, %29) tir diizeyinde hatali tanimlanmistir. Bu izolatlarin
tanimlama skoru > 2 olmasina ragmen tir dizeyinde dogru tanimlanamamis olmasi-
nin nedeni calismanin yapildigi tarihte kullanilan yazilimin veritabani kittiphanesinde
B.contaminans’in bulunmamasi olup elde edilen spektrumun analizi ile uyumlu en yakin
triin sonug olarak degerlendirilmesidir.

B.contaminans ilk olarak 2009 yilinda tanimlanmis olup bu tarihten sonra yapi-
lan calismalarda daha sik bildirilmeye baslanmistir. Arjantin’de yapilan bir calismada
B.contaminans olgularin %57’sinde saptanmis ve en sik gériilen tiir olarak bildirilmistir?°.
ispanya’daki bir calismada, daha 6nce sik izole edilen B.multivorans ve B.cenocepacia’nin
yerini B.contaminans'in aldigi bildirilmistir?'. Bizim calismamizin MLSA sonuclarina gére
B.contaminans (%29) ikinci en sik gorilen tiir olarak saptanmistir. Bu bakterinin rutinde
kullanilan tim otomatize sistemlerin veri tabaninda heniiz bulunmuyor olmasi nedeniyle,
tanimlama sirasinda benzer 6zelliklere sahip olan tirlerin tanimlandigi diistinilmektedir.

Burkholderia tirleri ile gecici enfeksiyonlar da gorulebilmektedir. B.multivorans’la en-
fekte hastalarin %47’sinde, B.cenocepacia ile enfekte hastalarin %1‘inde gecici enfeksiyon
oldugu bildirilmistir?2. Baska bir calismada ise 70 olgunun sekiz tanesinin (%11) B.stabilis
oldugu ve bunlarin tamaminin gegici enfeksiyon oldugu bildirilmistir?®>. Calismamizda
B.multivorans klinik izolatlarin %5’inde saptanmistir. Bu izolatlar ayni KF hastasinin farkl
yillardaki 6rneklerinden izole edilmis, ayni sekans tipine sahip izolatlardir ve kalici enfek-
siyon olarak degerlendirilmistir.
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Biyofilm olusturan bakterilerle gelisen enfeksiyonlarda dogru antibiyotik secimi bak-
terinin eradikasyonu icin cok 6nemlidir. Bakterilerin biyofilm olusturma 6zelligi ve an-
tibiyotik duyarhhginin iliskisi cesitli bakteri turleri icin ¢ok sayida calismada incelenmis
olup, son yillarda yapilan calismalarda biyofilm olusturan bakterilerin antibiyotiklere in
vitro kosullarda daha duyarl oldugu, ancak biyofilm icine gdmuli bakterilerin biyofilmin
bariyer etkisi sayesinde antibiyotiklere maruz kalmadigi icin persistant olmaya yatkin ol-
dugu vurgulanmistir?®. Burkholderia tiirleri ile yapilan benzer calismalarda, Peeters ve ar-
kadaslari®® tarafindan planktonik ve biyofilm olusturan izolatlarin antibiyotik duyarliliklari
arasinda anlamli fark olmadigi bildirilirken, VanAcker ve arkadaslan?® planktonik hiicrelere
etkili dozda tobramisin uygulamasi durumunda biyofilm icinde fazla miktarda persistant
bakteri kaldigini géstermislerdir. Dales ve arkadaslari?’ tarafindan yapilan bir calismada
ise biyofilm olusturan tirlerin daha direncli oldugu bildirilmistir. Bu calismada ytiksek
doz tobramisin ve meropeneme ilave olarak piperasilin tazobaktam, trimetroprim sil-
fametoksazol, amikasin veya seftazidimden birini iceren U¢li tedavi kombinasyonlarinin
kullanilmasi onerilmistir. Bizim ¢calhismamizda biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatla-
rin antibiyotik direncleri de birbirine benzer saptanmistir. Ancak calismamizda degerlen-
dirilen izolat sayisinin az olmasi nedeni ile sonuglarin farkli ¢cikabilecegi disiinilmektedir.

Tdm izolatlarin seftazidim, meropenem, TMP-SMZ ve levofloksasin antibiyotiklerine
direncleri degerlendirildiginde sirasiyla %34, %66, %50 ve %40 olarak saptanmis, turler
arasinda antibiyotik direnci acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. KF'li
hastalardan elde edilen izolatlarin KF olmayan hastalardan izole edilenlere gore sefta-
zidim acisindan daha duyarli bulunmasina ragmen test edilen diger antibiyotikler icin
benzer duyarlilik profiline sahip oldugu gériilmiistiir. Lupo ve arkadaslan?® tarafindan
yapilan calismada B.cenocepacia izolatlarinin seftazidim duyarlihiginin (%93), tim test
edilen izolatlarin seftazidim duyarlili§i (%86) ile karsilastinldiginda anlamli olarak farkli
oldugu ve B.multivorans izolatlarinin test edilen tiim antibiyotiklere duyarli oldugu bulun-
mugstur. Literatlrdeki bazi arastirmalarda Burkholderia tiirlerinde meropenem duyarlihg
yiiksek bulunmus?’, ancak bizim calismamizda en fazla direng meropenemde gézlen-
mistir. Bu sonuclar tedavi alternatiflerinin belirlenmesinde bélgesel verilerin bilinmesi ve
bu dogrultuda antibiyotik secilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar tedavi
alternatiflerinin belirlenmesinde boélgesel verilerin bilinmesi ve bu dogrultuda antibiyotik
secilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Klinik izolatlarin iki tanesinde (%5) meropenem ve TMP-SMZ arasinda sinerji sap-
tanmugtir. Burkholderia tiirlerinin tedavisinde birinci basamak secilen ilac TMP-SMZ olup
genellikle bir beta-laktam ile kombine edilmektedir. Tedavide kullanilan antibiyotiklerin
kombinasyonlarini degerlendiren literattirdeki en kapsamli ¢calismalardan biri olan Zhou
ve arkadaslar®® tarafindan yapilan calismada, %4 meropenem ve TMP-SMZ sinerjisi
saptanmistir. Bu bulgu bizim calismamiz ile benzer bulunmustur. Antibiyotiklerin in vit-
ro kombinasyonlarinin degerlendirilmesi ile 15 klinik izolatta antagonizma saptanmis,
bunlarin 12’sinin meropenem ve seftazidim arasinda oldugu belirlenmistir. Gram-negatif
bakterilerde beta-laktamlara diren¢ gelismesinde en dnemli mekanizma beta-laktamaz
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olusturmalaridir. Burkholderia tiirlerinde sinif A beta-laktamazlar olan PenA ve Penl, kar-
bapenemler ve beta-laktamaz inhibitorlerini iceren ¢ok genis bir substrat profiline sahip-
tir. Bu calismada; 12 izolatta goriilen meropenem-seftazidim antagonizmasinin glicli bir
beta-laktamaz induikleyicisi olan meropenem tarafindan indiiklenen beta-laktamazlarin
ekspresyonuna baglanabilir.

Bu calismada KF ve KF olmayan hastalardan izole edilen Burkholderia tirlerinin tir
dizeyinde dagilimi, tir diizeyinde tanimlamada glivenilir analiz yontemi, biyofilm olusu-
mu, in vitro antibiyotik ve kombine antibiyotiklere duyarliliklari degerlendirilerek bolge-
sel diizeyde 6nemli veriler elde edilmistir. Calismada KF ve KF olmayan hastalardan izole
edilen tirler arasinda antibiyotik direncinde ve biyofilm yapiminde anlamli bir fark tespit
edilmemis olmasina ragmen calisilan izolat sayisinin sinirli olmasi nedeni ile daha buyiik
Olcekli bir calisma gerekli oldugu kanisindayiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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