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BEYAN

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda virulans genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile tespiti ve yiiksek riskli klonlarin matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi yontemi (MALDI-TOF
MS) ile aragtirilmasi” baglikli tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, baska bir
calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitlin bilgileri akademik ve
etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklart da kaynaklar listesine aldigimi, bu
tezin c¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

Giilsah KARACAN TEMUR



OZET

Giris ve Amac: Pseudomonas aeruginosa, nonfermentatif Gram negatif basildir. P.
aeruginosa patogenezinde, birgok viriilans faktorii rol oynamaktadir. Bu ¢alismada
P.aeruginosa c¢oklu ilag direnci ile birlikte artmis salgin yapma potansiyeli olan
yiiksek riskli klonlar1 olarak adlandirilan ST111, ST175, ST235, ST253, ST395’in
MALDI-TOF MS yontemi ile erken tespiti ve P. aeruginosa virulans faktorlerinin
iiretiminde rol alan genlerin PZR ile arastirilmas1 amaglanmistir.

Gerec¢ Ve Yontem: Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarma 01.01.2021-07.06.2022 tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden
gonderilen 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlari (n:100) kullanilmustir.
P. aeruginosa izolatlarinda, tox A tespiti i¢in uniplex; algD, plcN, lasB, plcH tespiti
icin multiplex PZR yapilmistir. Yiiksek riskli klonlara 6zgii piklerin arastirilmasi,
MALDI-TOF MS yontemiyle, Vitek- MS (Biomeriux, France) kullanilarak
yapilmistir.

Bulgular: PZR islemi sonug¢larinda ToxA %89, LasB %99, PlcH %98, PIcN %100
ve AlgD %100 oraninda pozitif olarak saptanmistir. MALDI-TOF MS ile yiiksek
riskli klonlarinin varligi degerlendirildiginde en sik saptanan yiiksek riskli klon
ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6) takip etmektedir. ST235 ile
ST395 klonlari ise ¢alismamizda saptanmamustir.

Tartisma ve Sonuc: Virulans faktorleri hem yiiksek riskli klonlarda hem de diger
suslarda yiiksek oranlarda tespit edilmis olup, yliksek riskli klonlar ile virulans
faktorleri arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir. Bu iliskiyi degerlendirmek
i¢cin daha ileri molekiiler ¢caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
Yiiksek riskli klonlarin erken tespiti ve uygun antimikrobiyal tedavi gibi stratejik
tedavi seceneklerinin gelistirilebilmesi yliksek riskli klonlarin diinya c¢apinda
yayilimini engellemeye yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Virulans faktorleri, Yiiksek riskli klon, MALDI-TOF MS.



ABSTRACT

Objective: Pseudomonas aeruginosa is a nonfermentative Gram negative bacillus.
Many virulence factors play a role in the pathogenesis of P. aeruginosa. In this study,
early detection of ST111, ST175, ST235, ST253, ST395, which are high-risk clones
with increased epidemic potential with P.aeruginosa by MALDI-TOF MS method and
It was aimed to investigate the genes involved in the production of virulence factors
by PCR.

Materials and Methods: P. aeruginosa isolates (n:100) isolated from samples sent
from various clinics to Ondokuz Mayis University Hospital Medical Microbiology
laboratory between 01.01.2021 and 07.06.2022 were used. Uniplex PCR for toxA;
multiplex PCR was performed for the detection of algD, plcN, lasB, plcH.
Investigation of peaks specific to high-risk clones was performed using MALDI-TOF
MS method using Vitek-MS (Biomeriux, France).

Results: In the PCR results, ToxA 89%, LasB 99%, PIcH 98%, PIcN 100% and AlgD
100% were positive. When the presence of high-risk clones was evaluated with
MALDI-TOF MS, the most frequently detected high-risk clone was ST111 (49%),
followed by ST253 (7%) and ST175 (6%). ST235 and ST395 clones were not detected

in our study.

Conclusion: Virulence factors were detected at high rates in both high-risk clones and
other strains, and no significant relationship was found between high-risk clones and
virulence factors. It is thought that further molecular studies are needed to evaluate
this relationship. Early detection and appropriate antimicrobial therapy will help
prevent the worldwide spread of high-risk clones.

Keywords: Virulance factors, High-risk clones, MALDI-TOF MS.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C

pL
AlgD
BOS
CiD
DNA
dNTP
EUCAST
Exo
GES
GIM
GSBL
IL

KF
KOAH
KPC
kV
LasB
m/z

MALDI-TOF MS :

MBL
MCR
MIK
MLST
MLVA
mM
NDM
NPD
Opr
OXA
PlcH
PIcN
pM
PPD
Psl
PZR
Qnr
QS
rRNA
ST
Taq
ToxA
VIM
YBU
YiD

: Santigrat derece

: Mikrolitre

: Alginat

: Beyin Omurilik Sivisi

: Coklu ilaca Direncli

: Deoksiriboniikleik Asit

. Deoksiriboniikleotit Trifosfat

: European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
: Ekzoenzim

: Guiana Extended Spectrum

: German imipenemase

: Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
. Interldkin

- Kistik Fibrozis

: Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig

: Klebsiella pneumoniae Carbapenemase
: Kilovolt

: Elastaz

: Mass-to-Charge Ratios

Matrix Assisted Lazer Desorption lonization Time of Flight
Mass  Spectrometry (Matriks Ile Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi)

: Metallobetalaktamaz

: Mobilized Colistin Resistance

: Minimum Inhibitér Konsantrasyon
: Multilocus Sequence Typing

: Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis
: Milimol

: New Delhi metallo beta laktamaz
: Negatif Prediktif Deger

: Outer Membrane Protein

: Oksasilinaz

: Fosfolipaz C Hemolitik

: Fosfolipaz C Non-hemolitik

: Pikomol

. Pozitif Prediktif Deger

: Polisakkarit Sentez Lokusu

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Quinolone Resistance

: Quorum Sensing

: Ribozomal Riboniikleik Asit

: Sequence Type

: Thermus aquaticus

: Ekzotoksin A

- Veronese imipenemase

: Yogun Bakim Unitesi

: Yaygin ilaca Direngli
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1.GIRIS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, hareketli, nonfermentatif Gram negatif
basildir. Genellikle dogada ve nemli ortamlarda bulunan P. aeruginosa, hastanelerde
dezenfektanlarda, yanik iinitelerinde, entiibasyon tiipleri ve stentler gibi birgcok
implante medikal aletlerde kolonize olarak nozokomiyal enfeksiyonlara sebep
olmaktadir (1). Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmus, kistik fibrozis hastalarindan
izole edilen ¢oklu ilaca direncli (CID) ve yaygin ilaca direncli (YID) izolatlar1 kronik
enfeksiyonlara sebep olan firsatg1 bir patojendir (2). Son yillarda artan insidansi,
tirettigi viriilans faktorlerinin gesitliligi ve slirekli artan antibiyotik diren¢ oranlariyla
tedavisi zor, sik rastlanan, mortalite ve morbiditesi yiiksek enfeksiyonlara neden

olmaktadir(3,4).

P. aeruginosa patogenezinde, ¢esitli genler araciligiyla salgilanan viriilans faktorleri
ve toksinler gibi hiicre dis1 proteinlerle iliskili birgok faktor rol oynamaktadir. Alginat,
pili, lipopolisakkarid, ekzotoksin A, fosfolipaz, elastaz, piyosiyaninler tanimlanmis
virilans faktorlerinden bazilaridir (5). Alginat biyofilm olusumunu saglayarak
bakteriyi antibiyotiklerin ve immun yanitin etkisinden korur (6,7). Ekzotoksin A lokal
doku hasari, protein sentezinin inhibisyonu, hiicresel aktivite ve makrofaj yanitinin
bozulmasinda rol alir (5). Fosfolipaz C sitoplazmik membran ve akciger siirfaktani
yikimina neden olur. Opsoninleri inaktive ederek bakteriyi fagositozdan korur (8).
Elastaz immiinglobulinler ve kompleman komponentlerinin par¢alanmasina sebep
olur, noétrofillerin aktivitesini bozar (9). Piyosiyaninler diger bakterilerin
baskilanmasina, solunum yolu silier aktivitesinin bozulmasina ve dokularda oksidatif
hasara neden olurlar. Viriilans faktorlerinin tiretiminin ve patogenezdeki islevlerinin
tespiti, tedavi se¢imi ve yeni antibakteriyel stratejilerin gelistirilmesinde 6nem arz

etmektedir.

P. aeruginosa diinya ¢apinda hastanelerde salginlardan sorumlu, ¢oklu ilaca direngli
yiiksek riskli klonlara sahiptir. ST235, ST111 ve ST175 daha yaygin olanlaridir.
Yiiksek riskli klonlarin &zellikle de ST235’in aktarilabilir direngle iliskisi
bulunmaktadir. ST235 izolatlarinda simdiye kadar 100°den fazla kazanilmis direng ve
60 kadar edinilmis beta-laktamaz bildirilmistir (10). Yiiksek riskli klonlarin kiiresel

yayiliminin kontrolii ve ¢oklu antimikrobiyal dirence etkilerinin aragtirilmasi yeni



terapotik segenekler gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada P.aeruginosa
coklu ilag direnci ile birlikte artmis salgin yapma potansiyeli olan yiiksek riskli klonlar1
olarak adlandirilan ST111, ST175, ST235, ST253, ST395’in hizli, pratik bir yontem
olan matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) yontemi ile erken tespiti ve P. aeruginosa toksin
A, alginat, fosfolipaz, elastaz virulans faktorlerinin tretiminde rol alan gen
bolgelerinin (toxA, algD, plcN, lasB, plcH) polimeraz zincir reaksiyonu ile

arastirilmasi amaglanmistir.

Yiiksek riskli klonlarin  varligni ile virulans genleri arasindaki iligki
degerlendirilecektir. Elde edilecek verilerin enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin hizli bir
sekilde uygulanabilmesine, tanida ve antimikrobiyal tedavide yeni stratejiler

gelistirilmesine ve epidemiyolojik verilere katki saglayacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, Pseudomonaceae ailesi i¢inde yer almakta olup Pseudomonas cinsi
icinde siniflandirilan nonfermentatif Gram negatif basildir. Ilk kez 1882 yilinda
Gessard’in enfeksiyon bolgelerinde mavi- yesil piliy etkeni olarak izole ettigi bu
mikroorganizmalari, 1894’te Migula tanimlamistir (11). Pseudomonas tiirleri rRNA
gruplarindaki farkliliklara bagh olarak taksonomik olarak bes gruba ayrilirlar (5). P.

aeruginosa grup 1°de yer almaktadir.

Tablo 1. Pseudomonadlarin siniflandirilmasi.
rRNA grubu Alt Grup, Cins ve Tiir

I Floresan grup Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Stutzeri grubu Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina

Alkaligenes grubu  Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas pseudoalcaligenes

I Pseudomallei grubu  Burkholderia mallei

B. pseudomallei

B. cepacia kompleks

B. gladioli

i Zayif oksidan grup  Acidovorax delafieldii
Acidovorax facilis

Comamonas terrigena
Comamonas aquatica

v Diminuta grubu Brevundimonas diminuta
Brevundimonas vesicularis

\ Stenotrophomonas maltophilia

2.1.1. P. aeruginosa mikrobiyolojik ézellikleri

P. aeruginosa bir ugta tek flagellas ile hareketli, diiz veya hafif kivrimli Gram negatif
basildir. Klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiirdiir. Karbonhidratlar1 son elektron
alicisinin oksijen oldugu aerobik solunum ile kullanirlar (1). Koyun kanli agarda
tirediginde karakteristik bir goriinlim olusturur. Cevreye yayilan genis gri koloniler
seklinde goriiniir ve beta hemoliz yapar. Koloniler siklikla timsah derisi goriinimdedir
ve metalik parlaklik verir. Piyosiyanin (mavi), piyoverdin (yesil- sar1), piyorubin
(kirmizi1), piyomelanin (kahverengi- siyah) pigmentlerini olusturur. Klinik izolatlarin
yaridan fazlasi piyosiyanin pigmentini olusturur (12). Kiiltiirde P. aeruginosa’ nin

hizl1 tanimlanmas tipik koloni morfolojisi, pigment iiretimi, meyvemsi kokusu ve



oksidaz pozitifligi ile yapilabilir. Piyosiyanin {iretimi ve 42°C’de iireyebilme yetenegi

ile floresan grubunun diger tiyelerinden ayrilir (5).

2.1.2. Virulans faktorleri

P. aeruginosa firsat¢1 bir patojen oldugundan enfeksiyon olusturmasinda konaga ve
bakteriye ait faktorler rol oynamaktadir. P. aeruginosa 'nin enfeksiyon patogenezinde
ve antimikrobiyal diren¢ gelisiminde virulans faktorleri islev gormektedir. Virulans
faktorlenin saliimi liremenin arttigr logaritmik fazda artis gosterir. Salinimlarinin
diizenlenmesinde hiicreler arasi iletisim sistemi gorev yapmaktadir. Virulans

faktorlerinin tiretimi genetik diizeyde kontrol edilir (13).

;
\ /
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Sekil 1. P. aeruginosa virulans faktorleri ve mekanizmalar1 (13)

2.1.2.1. Adezinler

P. aeruginosa’nin piluslar ve tutunucu hiicre ylizey yapilari olmak tizere iki protein
adezini bulunmaktadir. Bu yapilar epitele tutunmadan sorumludur. Piluslar ile
oncelikle sialik asitsiz gangliosid reseptorlere tutunur (14). Piluslar musine tutunmaz.
Non- pilus adezinlerin bir boliimii ise hem epitele hem de musine tutunmayi
saglamaktadir. Piluslar solunum yollarinda kolonizasyon ve biyofilm olusumunda da

gorev almaktadirlar (15).
2.1.2.2. Alginat

Alginat tekrar eden yapilar seklinde mannuronik asit ve glukuronik asitten



olugsmaktadir. Hiicre disinda bu yapiya slime tabaka denilmektedir. P. aeruginosa
biyofilminin ana bilesenidir. Bakterinin etrafinda bakteriyi iyice tespit ederek onu
mukosiliyer aktivite, fagositoz, antikor ve kompleman gibi konak¢1 savunmasindan
korumaktadir (16). Alginat iireten mukoid suslar, siklikla kistik fibrozisli (KF)
hastalarin  solunum yollarindan izole edilir. Ayrica alginat tobramisin gibi

aminoglikozidlerin bakterisidal etkisini inhibe edebilir. (17,18).
2.1.2.3. Lipopolisakkarit

Bakteri hiicre duvarinin dis membranin dis yiizeyinde bulunan kompleks bir
glikolipiddir. Lipopolisakkarit tabaka lipid A, g¢ekirdek bolge ve O-polisakkaridi
olmak tiizere li¢ bolimden olusur (19). Astim, kronik obstruktif akciger hastalig
(KOAH) ve KF hastalarinin morbidite ve mortalitesi ile iliskili olan hava yolu epitel
hiicrelerinde serbest oksijen radikalleri ve miisin tretimini uyarir (20). Lipid A
fraksiyonu endotoksin islevi goriir ve mikroorganizmanin biyolojik aktivitesini
diizenler. Ozellikle sepsis gelisiminde dnemli rol oynamaktadir. O polisakkaridi majér

ylizey antijenidir. Membran atak kompleksinin lizis etkisinden bakteriyi korur (21).
2.1.2.4. Elastaz

P. aeruginosa’nin hiicre dis1 proteazlarindan biridir. Elastini pargalayarak doku
hasarina sebep olur. Elastin solunum yolu epitelindeki siki baglantilar arasinda
bulundugundan elastini parcalandiginda epitel gecirgenligi artarak enfeksiyon
bolgesindeki inflamasyonu artirir (22). Elastin akciger ve damar duvarinin major
komponentidir. Pnomoni ve bakteri yayilimi ile beraber hemorojik lezyonlar olan
ektima gangrenozum olusumu ile iligkilidir. LasA bir serin proteaz, LasB ¢inko
bagimli bir metalloproteazdir. LasA elastin i¢indeki glisin- glisin baglarin1 pargalar.
Bu islevi LasB’nin proteolitik aktivitesini artirir (23). LasB en bol bulunan proteazdir

ve ana hiicre dis1 viriilans faktorii olarak kabul edilir. Giiglii proteolitik 6zellige sahiptir
(24).

2.1.2.5. Fosfolipaz C

Fosfolipaz hemolitik aktivite 6zelliklerine gore iki tipe ayrilir. Hemolitik fosfolipaz C
fosfotidilkolin ve sfingomiyelini hidrolize ugratir. Hemolitik olmayan fosfolipaz C ise

fosfotidilkolin ve fosfotidilserini hidrolize ugratir. Akut akciger hasar1 patogenezinde

onemli rol almaktadir. Akciger siirfaktanin1 pargayarak etki gosterir. Kistik fibrozis



hastalarimin akcigerinde IL-8 iiretimini modiile eder. ( 25,26).
2.1.2.6. Ekzotoksin A

Hiicre dis1 bir enzim olup ¢ogu P. aeruginosa tarafindan salgilanmaktadir. Difteri
toksini i¢in tanimlanan mekanizma ile adenozin difosfat transferini katalize eder. Bu
reaksiyon elongasyon faktor 2’yi inaktive ederek konake1 protein sentezini inhibe eder
(27). Invazyondan ve bdlgesel doku hasarindan sorumludur. Ayrica apoptoz siirecinde
yer alan kaspazlarin aktivasyonunu da tetikler (28). Bu toksini iireten suslarin ¢ok daha

virulan oldugu belirtilmistir (5).
2.1.2.7. Piyosiyanin

Oncii molekiilii korizmik asit olan mavi pigment metabolitidir (29). Piyosiyanin
oksijenin toksik formu olan hidrojen peroksit ve siiperoksit olusumlarini katalize
ederek oksidatif hasara sebep olur. Serbest radikal ve proinflamatuar etkileri nedeniyle
hastalik siddeti ve akciger fonksiyonu azalmasi ile iliskilidir. Akcigerde kalsiyum
homeostazin1 bozdugu, hiicre solunum inhibisyonu, siliyer aktivite bozuklugu ve

epidermis ¢ogalmasini durdurdugu gosterilmistir (30).
2.1.2.8. Biyofilm

P. aeruginosa antibiyotiklere, dezenfektanlara ve konak savunmasina yiiksek direngli
saglam biyofilmler gelistiren bir bakteridir. Biyofilm bir yiizeye tutunan ve bakteriyel
enfeksiyonlarin kaliciliginda 6nemli rol oynayan mikroorganizma topluluklaridir.
Biyofilm igerisinde bulunan bakteriler planktonik bakterilere kiyasla birkag¢ kat daha
direnglidir. Biyofilm gelisimi birkag yol ile kontrol edilmekle birlikte hiicreler arasi
iletisimi saglayan “quorum sensing” sinyal sisteminin, stres tepkilerini diizenleyen
genlerin ekspresyonun, oksijen ve demir miktarina bagl olarak ortama adaptasyonun
bu siire¢ igin hayati 6nem tagidigi gosterilmistir (31). Biyofilmler insan viicudunda
akcigerde mukus tikacglarinda, kateter, protez, kontakt lensler gibi canli ve cansiz
yiizeylerde olusabilir (32). P. aeruginosa biyofilminde hiicreleri ¢evreleyen ve
gevresel stresten korunmasini saglayan bir matriks bulunur. Matriks polisakkarit,
protein, lipid ve hiicre dis1t DNA’dan olusur. Polisakkarit yap1 Pel, Psl ve Alginat’tan
olusur (33,34). Psl biyofilm hiicrelerini baglayarak matriks olusumunu saglar (35). Pel
hiicreleri baglamak ve hava-sivi molekiilleri arasinda bir diizenek olusmasini saglamak

icin gereklidir (36). Alginat 6zellikle mukoid P. aeruginosa suslarinin biyofilmlerinde



yogun olarak bulunur. Mukoid suslar mukoid olmayanlara gore biyofilm yapisindan

dolay1 antibiyotiklere daha direnclidir (37).
2.1.2.9. Quorum sensing (Cogunlugu algilama)

Quorum sensing (QS) bakteriyel virulans ve biyofilm olusumunun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayan hiicre yogunluguna dayali hiicreler arasi iletisim sistemini
olusturmaktadir. QS aginin yalnizca bakteriyel popiilasyondaki degisikliklere yanit
vermekle kalmayip ayni zamanda ¢evresel stres faktorlerine de yanit verdigi
bilinmektedir. Bakteriler tarafindan kullanildigi bilinen {ig tip QS sinyali vardir. Gram
negatif bakteriler tipik olarak agil-homoserin laktonlar (AHL) iiretirken, Gram pozitif
bakteriler kiiciik peptidler kullanir. Otoindiikleyici-2 (Al-2) sinyal molekiilii hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde tespit edilmistir. Bu nedenle bakterinin
diger bakteri popiilasyonlarin1 algilamasina izin veren evrensel bir sinyal molekiilii
oldugu diisiinilmektedir (38,39,40). Quorum sensing agini las, igs, pgs, rhl dahil
olmak tizere birkag baglantili sistem olusturmaktadir (13). Bakteri popiilasyonu
arttikca P.aeruginosa, N- (3 oxohexanoyl)- L homoserin lakton (OHHL) ve N- biitiril
homoserin lakton tarafindan iiretilen otoindiikleyici sinyal molekiilleri birikir ve hiicre
i¢i esik konsantrasyonu elde edilir edilmez bu molekiiller ayni kokenli transkripsiyonel
diizenleyicilere baglanir ve aktive eder (41). Las ve rhl sistemleri ¢oklu virulans
faktorlerinin iretimini diizenlemektedir. Ana g¢ekirdek algilayici sistem lasR’deki
mutasyonlar ozellikle kistik fibrozis hastalarmin akciger enfeksiyonlarindan izole

edilen P. aeruginosa suslarinda yaygindir (42,43).
2.1.3. Epidemiyoloji

P.aeruginosa tiim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir. Sudan, havadan,
hayvanlardan ve bitkilerden izole edilebilir. Uremek igin ¢ok az besin maddesine
ihtiyag duymaktadir. Distile su iginde dahi tireyebilmektedir. Farkli fiziksel kosullara
cok kolay adapte olabilmektedir. Bu ozellikleri etkili bir firsatg1 patojen olmasin

saglamistir.

P. aeruginosa nemli ortamlarda kolay yasabilmektedir. Insanlarda kulak, koltuk alti,
perine gibi nemli bolgelere yerlesir (1). Solunum cihazlari, dezenfektanlar, kiivet ve

paspaslar 6nemli P. aeruginosa rezervuarlaridir.

P. aeruginosa insanlarda normal florada nadiren de olsa bulunabilir. Deride % 0-2,



burun mukozasinda % 0-3,3, bogazda % 0-6,6, diskida % 2,6-24 oranlarinda
goriilebilmektedir. Hastaneye yatan yanikli, solunum cihazina bagli, kemoterapi alan
ve genis spektrumlu antibiyotik kullanilan hastalarda tasiyiciik % 50’lere kadar

yiikselmekte ve enfeksiyonlara zemin olusturmaktadir (44).
2.2 Klinik Hastaliklar
2.2.1. Solunum yolu enfeksiyonlari

Alt solunum yollarinda P. aeruginosa enfeksiyonlar1 asemptomatik kolonizasyon,
trakeabronsit, pnomoni veya ciddi nekrotizan bronkopnémoniye kadar farkli klinik
cesitlilikte goriilebilmektedir. Kolonizasyon ndtropenik hastalarda, kistik fibrozis veya
diger kronik akciger hastaliklar1 olan kisilerde goriilmektedir. Genis spektrumlu
antibiyoterapi kullanimi, mikroorganizmanin kolonizasyonu kolaylastiran mekanik
ventilator kullanimi 6zellikle immiin sistemi bozuk olan hastalar1 P.aeruginosa
enfeksiyonlarina yatkin hale getirmektedir (1). Bu tip hastalarda genellikle akciger
enfeksiyonu diffiiz, bilateral ve nodiiler infiltratlar igeren bronkopnomoni seklindedir.
Kistik fibrozis hastalarindan siklikla mukoid suslar izole edilmektedir. Agir ve
progresif seyirli akciger hastaligi olanlarda daha fazla P. aeruginosa enfeksiyonu
goriilmekle birlikte P. aeruginosa enfeksiyonu gecirenlerde kistik fibrozis daha agir

seyirli olmaktadir (45).
2.2.2. Bakteriyemi

Bakteriyemi fokal bir enfeksiyon odagi yoksa primer olarak kabul edilir. Genellikle
immun sistemi baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Hematolojik malignite,
diabetes mellitus, nd&tropeni, agir yaniklar, organ transplantasyonu ve AIDS
predispozan faktorlerdir. P. aeruginosa bakteriyemisinde diger Gram negatif
bakterilerden farkli olarak solunum yetmezligi ve sarilik daha sik goriliir. Ektima
gangrenozum gibi patognomonik deri lezyonlar1 goriilmektedir. Ektima gangrenozum
vezikiiller seklinde baslar. Hemoroji, nekroz ve tilserasyon ile kii¢iik yuvarlak nodiil

seklini alir. Lezyondan Gram boyama ve kiiltiir ile etken gosterilebilir (1,45).
2.2.3. Santral sinir sistemi enfeksiyonlar:

P. aeruginosa enfeksiyonlarinda beyin absesi ve menenjit gelisimi kulak, paranasal

sinus gibi bir kaynaktan komsuluk yoluyla, kafa travmasi veya invaziv bir girisimle,



nadir olarak da uzak bir kaynaktan bakteriyemi sirasinda olabilmektedir (45).
2.2.4. Kulak enfeksiyonlar:

P. aeruginosa normal kulak florasinda nadiren bulunur. Yiiziicii kulag1 olarak tabir
edilen eksternal otit enfeksiyonunda yiizmek 6nemli bir risk faktoriidiir. Bu enfeksiyon
kendini sinirlayici, iyi huyludur. Malign eksternal otit ise daha ¢ok diyabetli, yash
hastalarda ve kiiciik damar hastalig1r olan kisilerde goriilmektedir. Bu enfeksiyon

alttaki yumusak dokulara invaze olabilen daha virulan formdur (1).
2.2.5. Goz enfeksiyonlari

P. aeruginosa bakteriyel keratitin en sik etkenlerindendir. Kontakt lens kullaniminda,
onceden g6z radyasyonu almis, yogun bakim hastalarinda daha sik goriilmektedir.
Erken tedavi baslanilmazsa korneal iilser ve perforasyona kadar ilerleyebilmektedir
(45).

2.2.6. Gastrointestinal enfeksiyonlar

P. aeruginosa gastrointestinal enfeksiyonlari en sik yenidoganlarda ve noétropenik
hastalarda goriilmektedir. Sepsis gelisimi i¢in gastointestinal yol 6nemli bir giris
kaynagidir. Hastanede uzun siireli kemoterapi tedavisi alan nétropenik kanser
hastalarinda, genis spektrumlu antibiyotik kullanim Oykiisii de olmast P.
aeruginosa’nin gastrointestinal sistemde kolonize olmasina ve hastalarin enfeksiyona
yatkin hale gelmesine sebep olmaktadir. Yenidogan ve nétropenik hastalarda agir

seyirli nekrotizan enterokolite etken olabilmektedir (45).
2.2.7. Uriner sistem enfeksiyonlar

P. aeruginosa’nin firiner sistem enfeksiyonlar1 siklikla sonda, kateterizasyon ve
cerrahi girisime bagli olarak hastane kaynakli gelismektedir. Enfeksiyon asendan
olabilecegi gibi primer bir odaktan bakteriyemi ile de gelebilmektedir. Ozellikle ¢oklu

antibiyoterapi kullanan hastalarda P. aeruginosa etken olmaktadir (1,45).
2.2.8. Kemik ve eklem enfeksiyonlari

Bu enfeksiyonlar hematojen ve komsuluk yolu ile olmak iizere iki yol ile olusmaktadir.
Hematojen enfeksiyonlar daha ¢ok intravendz ilag bagimlilarinda gelisir. Eklem

araligi, kikirdak ve komsu kemigi tutar. Komsuluk yolu ile gelisen enfeksiyonlar



travma, cerrahi girisim ya da yumusak doku enfeksiyonuna bagli olarak gelisir. Kemik
ve eklem enfeksiyonlar1 ¢ocuklarda, yaslilarda ve altta yatan hastalig1 olan kisilerde

goriiliir (45).
2.2.9. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

P. aeruginosa gesitli primer deri ve yumusak doku hastaliklarina sebep olur. Yanik,
travma gibi biitiinliigli bozulmus deride nem de varsa primer enfeksiyon meydana
gelebilmektedir. Ornegin agir yaniklarda deride hakim olan Gram pozitif bakteri
floras1 yerini Gram negatif bakterilere 6zellikle de P. aeruginosa’ ya birakir (45).
Lenfatikler boyunca ilerleyip, perivaskiiler dokuda gogalarak kan dolasima gecer ve
bakteriyemi ile sonuglanir. Yanikli hastalardaki P. aeruginosa sepsisinde mortalite

oranlar yiiksek diizeydedir (1).
2.2.10. Endokardit

P. aeruginosa ilag bagimlilarinda dogal kapakta yerleserek, diger hastalarda ise
prostetik kalp kapagina yerleserek enfektif endokardite neden olmaktadir. Trikiispit
kapak tutulumu daha siktir. Aortik veya mitral kapak endokarditlerine gore
kroniklesmeye daha egilimlidir fakat daha ilimli seyretmektedir (1).

2.3. P. aeruginosa Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Son yillarda ¢ok ilaca direngli (CID)/ yaygn ilaca direngli (YID) P. aeruginosa yiiksek
riskli klonlarinin diinya ¢apinda yayilimi ile birlikte P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisi bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Bu durumun baslica nedenleri; P.
aeruginosa’ nin Ozellikle hastane ortaminda ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olmasi, antimikrobiyal direng gelisimi ve
aktarilmasi igin yiiksek kapasiteye sahip olmasidir ( 46,47). Terapotik alternatiflerin
olmamasi nedeniyle bu antibiyotik direngli bakterilere bagli enfeksiyonlar diinya
capinda 6nemli morbidite ve mortaliteye sahip bir tehdit unsuru olmaktadir. Diinya
Saglik Orgiiti 2017 yilinda karbapenem direngli P. aeruginosa’ nimn yeni

antibiyotiklerin acilen gerekli oldugu “kritik™ grupta listelendigini bildirmistir (48).
2.3.1. Beta-laktamlar

Beta laktam antibiyotikler penisilin baglayan proteinlere baglanarak transpeptidaz

aktivasyonunu inhibe edip peptidoglikan sentezini engellemektedirler. Boylece bakteri
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hiicre duvar sentezi ger¢eklesemez ve bakterisidal etki gostermis olurlar (49).
2.3.1.1. Penisilinler

Aminopenisilinler P. aeruginosa’ ya kars1 etkisizdirler. Karboksipenisilin grubunda
yer alan tikarsilin, karbenisilin ile tireidopenisilin grubunda yer alan piperasilin,
mezlosilin, azlosilin antipseudomonal penisilinlerdir. Karboksipenisilinler yiiksek
oranda tuz igerigi ve yiiksek diren¢ nedeniyle klinik olarak kullanilmamaktadir.
Urediopenisilinler, tazobaktam ve aminoglikozidlerle kombine kullanimda sinerjik

etki gosterirler (49).
2.3.1.2. Sefalosporinler

Birinci ve 2. kusak sefalosporinler P. aeruginosa’ ya karsi etkisiz iken Gram negatif
etkinligi yiiksek olan 3. kusaktan sefoperazon ve seftazidim P. aeruginosa’ ya etkili
sefalosporinlerdir. 4. kusakta bulunan sefepim ve sefpirom da P. aeruginosa’ ya karsi

etki etmektedir ve parenteral olarak kullanilmaktadir (50).
2.3.1.3. Karbapenemler

Bu grupta klinikte siklikla kullanilan imipenem ve meropenem bulunmaktadir. P.
aeruginosa bir diger karbapenem olan ertapeneme karsi dogal direnglidir. Doripenem
P. aeruginosa’ya en etkili karbapenemdir. Meropenemin Gram negatif bakterilere,
imipenemin ise Gram pozitif bakterilere etkinligi biraz daha fazladir. Coklu ilaca
direngli P. aeruginosa suslarinda yeni stratejilere ihtiya¢ duyuldugundan kullanilan
dozun artirilmast, infiizyon siiresinin uzatilmasi veya kombinasyon rejimleri gibi
secenekler uygulanmaktadir. Ornegin; ciddi P. aeruginosa enfeksiyonlarinda

karbapenemler aminoglikozidlerle kombine kullanilmaktadir (51).

2.3.1.4. Monobaktamlar

Bu grupta klinik olarak kullanimda bulunan tek iiye aztroenamdir. Gram negatif
bakterilere karsi etkili iken Gram pozitif bakterilere ve anaerop bakterilere karsi
etkinligi yoktur. P. aeruginosa’ ya karsi etkilidir. Ancak dar spektrumlu bir antibiyotik
oldugundan polimikrobiyal ve nedeni bilinmeyen enfeksiyonlarda tek basina

kullanilmamalidir (52).
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2.3.2. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler genel olarak hiicrenin protein sentezini engelleyerek bakterisidal
etki gosterirler. Gram negatif bakterilere kars1 etkinlik gosterirler. Anaeroblara karsi
etkileri yoktur. P. aeruginosa’ nin etken oldugu idrar yollar1 enfeksiyonlarinda
monoterapide kullanilabilmelerine ragmen CiD/YID P. aeruginosa suslariin neden
oldugu daha ciddi enfeksiyonlarin tedavisi i¢in diger antimikrobiyallerle kombine
kullanilmalidirlar (53). Pnomoni ve menenjit gibi enfeksiyonlarda farkli uygulama
yollar1 kullanilabilir. Pndmoni tedavisi i¢in inhale, menenjit tedavisi igin
intraventrikiiler aminoglikozidler, sistemik yolla uygulanan bir ila¢ ile kombine
verilebilmektedir. Boylelikle enfeksiyon odaginda yiiksek konsantrasyon elde edilir

ve sistemik toksisitenin etkilerinden kaginilmis olunur (54,55).
2.3.3. Kinolonlar

Bu grup antibiyotikler DNA giraz ve topoizomeraz 4’iin aktivitesini inhibe ederek
bakterisidal etki gosterirler. Ozellikle siprofloksasin P. aeruginosa enfeksiyonlarinda
oral yolla kullanim avantajlarindan 6tiirii siklikla tercih edilir. Tek basina ya da
kombine olarak kullanilabilmektedir (56).

2.3.4. Kolistin

Kolistin (Polimiksin E) ve polimiksin B klinik kullanimda olan polimiksinlerdir.
Polimiksinler pozitif yiiklidiir ve lipopolisakkarit tabakanin negatif yiiklii fosfat
gruplariyla etkilesime girerler. Ayrica lipopolisakkarit tabaka ile etkilesime girebilen
hidrofobik bolgelere sahiptirler. Bu etkilesimler sonucu sitoplazmik membranda porlar
acarak bakterisidal etki gosterirler. Kolistin CID/YID P. aeruginosa enfeksiyonlarimnin
tedavisinde bir veya daha fazla ajanla kombinasyon halinde kullanilmalidir (57,58).

2.3.5. Yeni antipsodomonal antibiyotikler
2.3.5.1. Sefiderokol

Sefiderokol bir siderefor sefalosporindir. Bakteriyel demir tasima mekanizmasini
kullanarak bakteri disg zarindan gecer. Metallo betalaktamazlar dahil dort beta laktamaz
sinifinin tiimiine kars1 etkindir ve ¢oklu ilaca direngli suslar dahil olmak tizere birgok

gram negatif bakteriye kars1 etkilidir (59).
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2.3.5.2. Seftolozan-tazobaktam

Ozellikle CID/YID P. aeruginosa olmak iizere birgok CID gram negatif basile karsi
etkili bir kombinasyondur. Seftolozan en aktif antipsddomonallerden biridir. AmpC’
ye karsi etkili ancak KPC, MBL’ e karsi etkinligi yoktur. Seftolozan-Tazobaktam, doz
optimizasyonu yapilarak ve olasi bir diren¢ gelisiminin Oniine gegmek igin

kombinasyon tedavisi segilerek kullanilmalidir (60).
2.3.5.3. Meropenem-vaborbaktam

Vaborbaktam siklik boranik asit bazli beta laktamaz inhibitoriidiir. Serin beta
laktamazlara kars1 inhibitor etkiye sahiptir. Sinif A ve C beta laktamazlara etkilidir
(61).

2.3.5.4. Seftazidim-avibaktam

Avibaktamin seftazidime eklenmesi seftazidimi P. aeruginosa’nin Amp- C, GSBL ve
GES’in neden oldugu enzimatik bozulmadan korur ve seftazidimin minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin diismesini saglar. MBL iireten suslara
kars1 etkinligi yoktur. Avibaktam sinif A,C ve kismen de D beta laktamazlara kars1
etkili iken, Acinetobacter izolatlarinin tirettigi sinif D beta laktamazlara kars1 etkinligi
yoktur. Yeni antipsddomonal antibiyotiklerin etkinlikleri ile ilgili daha ayrintili bilgi
icin, bu antibiyotiklerle tedavi edilmis daha fazla CID/YID P. aeruginosa

enfeksiyonlarinin verilerine ihtiyag vardir (62,63).
2.4. P. aeruginosa Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari
2.4.1. Beta-laktam direnci

Bu antibiyotiklere direngten baslica sorumlu mekanizma Beta-laktamaz enzim
grubudur. Enzim beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii
kurarak siklik amid bagini pargalar (64,65). Ambler smiflandirmasinda beta-
laktamazlar aminoasit ve niikleotid sekans analizine gore 4 ayr1 simf olarak
tamimlanmistir. Bush, Jacoby ve Medeiros smiflandirmasina gore beta-laktamazlar
substrat profilleri, inhibitorlere duyarliliklari, molekiil agirliklart gibi 6zelliklerine
gore siniflandirilmistir. A,C,D sinifi serin-ester araciligiyla islev goriirken, B sinifi
¢inko iyonuna gereksinim duyan metalloenzimlerdir. A smifinin temel substrati

penisilinlerdir. Birinci kusak sefolosporinleri ve karbapenemleri de parcalar. Cogu
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plazmidle tasinir (66,67). B smifi ¢inko iyonuna gereksinim duyan thiol grubu
bulundurur. Cogu karbapenemaz aktivitesi tasimaktadir ve penisilin, sefolosporinlerin
yaninda karbapenemleri de pargalamaktadir (68). C sinifi esas olarak sefolosporinaz
aktivitesi gosterir. Kromozomlarda lokalize AmpC geni tarafindan kodlanirlar.
Genellikle indiiklenebilir niteliktedir. Beta-laktam varliginda iiretimleri artar ve
klavulanik asitle inhibe edilemezler. P. aeruginosa tarafindan da aktif olarak
tiretilirler. D sinifi ise oksasilini hidrolize edebilme yetenegine sahip enzimlerdir ve
bu smifin tamamina yakini Acinetobacter baumannii’ de saptanmustir (64,65).
Karbapenemazlar, ¢cogunlukla plazmid iizerinde transpozonlarda kodlanan, kolayca

aktarilabilen enzimlerdir.

Tablo 2. Karbapenemazlarin siniflandirilmasi

Ambler Siif Bush Jacoby Medeiros Enzimler
Stif
A 2f KPC, GES, IMI
B 3 IMP, VIM, GIM, NDM
D 2d OXA

Metallobetalaktamazlar aztreonam hari¢ tim beta-laktamlar1 hidroliz edebilirler.
P.aeruginosa’da tanimlanmis karbapenemazlarin biiyliik ¢ogunlugunu olustururlar.
Di1s membran proteinlerindeki degisiklikler ile de Gram negatif bakterilerde porin
degisikliklerine bagli olarak direng gelisimi gozlenebilir. P. aeruginosa’da 6zel bir
kanal proteini olarak bulunan OprD kaybu ile karbapenemlere direng gelisir. Bir diger
diren¢ mekanizmasi aktif pompa sistemleriyle antibiyotigin hiicre i¢inde birikimi
azalarak direng gelisimidir. Aktif disa atim (effluks) pompalama sistemleri gogunlukla
yapisal olup diizenleyici genler tarafindan kontrol altindadir. Bu genlerdeki
mutasyonlar ile direng gelisimi goriilmektedir. P. aeruginosa’da MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN gibi aktif disa atim pompalar1 bulunmaktadir. Bunlardan
en bilineni MexAB-OprM aktif pompalama sistemidir. Bu sistem imipenem harig tiim

beta-laktamalara ve kinolonlara diren¢ olusturmasi ile dikkat ¢cekmektedir (69).
2.4.2. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozidlere kars1 direng gelisiminde en Onemli mekanizma enzimatik
inaktivasyon olmakla birlikte ribozomal ve aktif pompa sistemleri ile de direng

gelisimi gozlenebilmektedir. P. aeruginosa ‘da en yaygin saptanan enzimler amikasin,
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gentamisin, tobramisin direncine yol agan niikleotidiltransferaz enzimidir (48).
2.4.3. Kinolon direnci

P. aeruginosa’da kinolon direncinde aktif pompa sistemleri tanimlanmistir. Bunun
disinda kromozomal kaynakli DNA giraz enzim mutasyonlar1 ile direng gelisimi
olmaktadir. DNA giraz enziminin alt birimlerine kars1 direng gelismektedir. Bunlardan
GyrA gen mutasyonlari tiim kinolonlara kars1 direng gelisiminden sorumlu iken GyrB
mutasyonu tarafindan olusturulan direng tiim kinolonlara kars1 olmayabilir. GyrB gen
mutasyonlar1 daha ¢ok P. aeruginosa ve E. coli’ de tanimlanmistir (70). Qnr genleri

ile de plazmid aracil1 aktarilabilir florokinolon direnci goriilmektedir (71).
2.4.4. Kolistin direnci

P. aeruginosa’ da kolistin direnci diger antibiyotiklere oranla daha az goriilmektedir.
Ancak coklu ilaca direngli P. aeruginosa izolatlarinda artan kolistin kullanimi
nedeniyle diren¢ gelisimleri goriilmektedir. Lipopolisakkarid tabakanin lipid A
kismindaki degisimlerden kaynaklanan PmrAB, PhPQ ile baglantili mutasyonlar ile
kolistin direnci goriilebilmektedir. Bunun disinda P. aeruginosa’da plazmid aracili

mcr-1 gen mutasyonu ile de direng gelisimi goriilebilmektedir (72).
2.5. P. aeruginosa Yiiksek Riskli Klonlar:

Cok ilaca direngli (CID) ve yaygin ilaca direngli (YID) fenotipik dzelliklerle iliskili
kiiresel P. aeruginosa tiirleri, yiiksek riskli klonlar olarak adlandiriimaktadir. Yiiksek
riskli klonlar diinya ¢apinda hastanelerdeki salginlarla iligkilidir. Siirl sayida tedavi
segenegi mevcut olmasindan dolayi biiyliyen bir tehdit olusturmaktadir (73,74).
Ozellikle genis spektrumlu beta- laktamaz (GSBL) ve karbapenemaz enzimi
tiretimlerine gore kiiresel anlamda en 6nemli yeri ST111, ST175, ST233, ST235,
ST244, ST277, ST298, ST308, ST357, ST654 almaktadir (75). ST235 A ve B
siniflarindan ¢oklu karbapenemazlar dahil, 60’ dan fazla ¢esitli varyasyonla beta
laktamaz iiretimi ile hastanelerde yayilimdan sorumludur ve diinya ¢apinda baskin
olan tiptir. Belgika, Portekiz, Yunanistan, Almanya, Kore, Japonya, Brezilya ve
Rusya’da izole edilmis olup genis bir cografik dagilim gostermektedir. ST235
suslarinda kolistin direnci yaygmn degildir fakat mcr pozitif ST235 suslan
bildirilmistir. ST175 daha siklikla bazi Avrupa iilkelerinde bulunur ve spesifik

kromozomal mutasyonlar ile CID/YID izolatlar olusturur ve diger yiiksek riskli
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klonlara istinaden daha diisiik virulansa sahiptir. 2019°da Ispanya’da CID bir
P.aeruginosa susunun OXA-681 tasidigi tespit edilmistir. OXA-681 seftolozan dahil
olmak ftizere sefolosporinleri hidroliz edebilmektedir. Seftolozan-tazobaktam ve
seftazidim-avibaktam gibi yeni kombine antipseudomonal antibiyotiklere kars1 ¢apraz
direng gelisimine sebep olabilmektedir (76). ST298, ST308, ST357 bir sitotoksin olan
ekzoenzim U firetirler bu nedenle yiiksek virulansa sahiptirler. ST277 Brezilya’da
yaygin olarak bulunmaktadir. Ozellikle SPM tip metallobetalaktamaz iiretimi ile
iliskilidir ve ¢ogu sus sadece kolistine duyarlidir. (77,78). ST277 susunun yayilimda
gocmen kuglarin 6nemli rol oynadigi ve ayrica g¢evresel su kaynaklarinda da
ST277’nin izole edildigi bildirilmistir (79). ST111 ¢ogunlukla Avrupa iilkelerinde
raporlanmistir ve OprD karbapenem porin kaybi, effluks pompasinin asir1 ekspresyonu
ve GSBL iiretimi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (80). ST233 ilk baslarda kolistine
duyarl bir klon olarak rapor edilmistir fakat son yillarda kolistine direngli YID bir
klon olarak bildirilmistir (81).

2.6. Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/ iyonizasyon Ucus Zamam
Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS klinik o6rneklerden mikroorganizmalarin tanimlanmasinda en
yaygin  kullanilan  yontemlerden  biridi. MALDI-TOF MS  kullanilarak
mikroorganizmalarin tanimlanmasi hizli, pratik ve uygun maliyetlidir. Boylelikle bu
yontem mikrobiyoloji laboratuvarlarinda adeta bir devrim yaratmistir (82,83). Bu
yontemde kiiltiir plaklarinda iiretilen bakteri kolonileri kullanilmaktayken, kiiltiire
thtiya¢c duymadan klinik Orneklerden direkt bakteri izolasyonunun gelistirilmesi
MALDI-TOF MS ‘in kullanighiligint artirmistir. Kiiltiirde tireyen bakteri kolonisi bir
plaka iizerine yerlestirilir ve matriks eklenir. En sik kullanilan matriks a-siyano-4-
hidroksisinamik asittir (CHCA). Matriks lazerin enerjisini verimli bir sekilde emer,
molekiile proton transfer ederek molekiiliin 1yonlasmasini saglar. Matriks eklenip
kurumasi beklenen plaka daha sonra MS cihazina yerlestirilir. Plaka daha sonra mor
otesi (UV) isinlar kullanilarak 1sinlanir ve bakterilerdeki proteinler (esas olarak
ribozomal proteinler) iyonize edilir. Iyonizasyon islemi sonrasinda kat: veya likit halde
bulunan molekiiller yiiklii iyonize gaz molekiilleri haline doniistiiriiliirler. Ardindan bu
iyonlasan molekiiller plaktan ayrilarak serbest hale gecerler. Ugus zamanh kiitle

analizorlerinde, Uretilen iyonlarin dedektére ulasmak icin sabit bir mesafeyi
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katetmeleri gerekmektedir. Bu nedenle iyonlara yaklasik uzunlugu 1 metre olan bir tiip

icerisinde hareket etmeleri i¢in hizlandirict voltaj (20 kV) uygulanir (84). Levhadan
ayrilan iyonize analit molekiilleri, uygulanan voltaj ile ugus tiipii i¢erisinde dedektore
ulasana kadar siiriiklenirler. Analit molekiillerinin ugus tliptinii katetme siireleri,
molekiillerin kiitlesi ile orantilidir. Bu iyonize proteinlerin dedektére u¢masit igin
gereken siire kiitle/yiik (m/z) oranmi belirler. Bilesen proteinlerin ve sinyalin
yogunlugu kiitle spektrumlarini olusturur ve tepe noktalar1 2000-20000 m/z arasinda
degisen kiitle spektrumlariyla sonuglanirlar. Elde edilen kiitle spektrumu bakterinin
tanimlanmasi igin referans veri tabanindaki bilgiler ile karsilagtirilir. Karsilagtirma
sonrasinda cins ve tiir diizeyinde tanimlama yapilabilmektedir. MALDI-TOF MS
bakterinin tanimlanma siiresini yaklasik bir giin kisaltabilmektedir. Boylelikle daha
erken antibiyoterapi ve miidahale ile hizli klinik yanit saglayabilmektedir (85,86).
MALDI-TOF MS diger teknolojilerle de birlikte uygulanmaya baslandigindan bu
alandaki gelismeler ile mikrobiyal tiplendirme ¢alismalar1 ve direngli bakterilerin

tespiti i¢in daha yaygin kullanim alan1 bulabilecektir (87,88).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez caliymasma dair etik kurul onayi, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 23.02.2022 tarihli 2022/96 karar nolu

mikrobiyoloji ¢alismasi olarak verilmistir. Etik kurul onay1 EK-1’de verilmistir.

Bu ¢alismada Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
cesitli kliniklerden 01.07.2020- 07.06.2022 tarihleri arasinda gonderilen 6rneklerden
izole edilen imipenem veya meropenem antibiyotiklerinden en az birine direngli
oldugu saptanan 100 adet P. aeruginosa izolati dahil edilmistir. Her hastanin tek

Ornegi calismaya alinmistir.
3.1. Bakterilerin Tamimlanmasi ve Duyarhlik Testleri

Laboratuvara gelen Klinik 6rnekler %35 koyun kanli agar ve Eozin Metilen Blue agara
ekilip 35°C” de 18-24 saat inkiibe edildi. Ureyen bakterileri tiir diizeyinde tanimlama,
Vitek MS (BioMeriux, Fransa) otomatize sistemi veya konvansiyonel yontemler ile
yapildi. Gram negatif, karakteristik koloni morfolojisine sahip, laktoz negatif, oksidaz
pozitif, mavi-yesil pigment olusturan mikroorganizmalar P. aeruginosa olarak
tanimlandi. Antibiyotik duyarliliklar1 Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi
veya Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) onerilerine gore yapildi ve yorumlandi (89).

Izolatlar molekiiler testler yapilana kadar -20 °C’ de saklandu.
3.2. Virulans Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Tespit Edilmesi
3.2.1. P. aeruginosa DNA’ sinin izolasyonu

DNA ekstraksiyonu kaynatma yontemi ile yapilmistir.

1. Bakteriler kanl1 agara pasajlanarak 35 °C’ de 18-24 saat inkiibe edildi.

2. Elde edilen saf kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak 500 pl distile su iceren
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

3. Vorteks ile homojenizasyon islemi yapildi.

4. Tipler 100 °C’de 15 dakika bekletilecek sekilde kuru 1s1 bloguna yerlestirildi.

5. Tiipler sogutmali santrifiij cihazina yerlestirilerek 4 °C ve 15000 x g’de 20 dakika
santrifiij edildi.

6. Daha sonra iistte kalan siipernatant DNA kullanmak {izere -20 “C’ de sakland.
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3.2.2. DNA amplifikasyonu
Virulans genlerinin tespiti optimizasyon calismalar1 yapilarak bir otomatik termal

dongiileyicide (Eppendorf, Hamburg, Almanya) toxA igin unipleks; algD, plcN, lasB,

plcH i¢in multipleks PZR islemi gergeklestirildi (90).

Tablo 3. ToxA, LasB, AlgD, PIcN, PIcH gen bdlgelerine ait spesifik primer dizileri (90).

Forward Primer Reverse Primer bp
tox A | 5-CTGCGCGGGTCTATGTGCC-3’ 5’-GATGCTGGACGGGTCGAG-3’ 270
las B 5’-GGAATGAACGAACGAAGCGTTCTCCGAC-3’ 5’-TTGGCGTCGACGAACACCTCG-3’ 284
alg D 5’-CGTCTGCCGCGAGATCGGCT-3’ 5’-GACCTCGACGGTCTTGCGGA-3’ 313
plc N 5’-TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG-3’ 5’-TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC-3’ 481
plc H 5’-GCACGTGGTCATCCTGATGC-3’ 5’-TCCGTAGGCGTCGACGTAC-3’ 608

Tablo 4. ToxA PZR karigimi (90).

10X taq buffer 2,5l
25 mM MgCl, 2 ul
10 mM dNTP mix 1ul
20 pmol ToxA-F primer 1ul
20 pmol ToxA-R primer 1ul
5 U/ ul Tag DNA polimeraz 0,5 ul
Kalip DNA 2 ul
Saf Su 15 ul
Toplam 25 ul

Tablo 5. LasB, AlgD, PIcN, PIcH PZR karisimi (90).

10X taq buffer 2,5l
25 mM MgCl, 2 ul
10 mM dNTP mix 1l
20 pmol lasB-F primer 1ul
20 pmol lasB-R primer 1ul
20 pmol AlgD-F primer 1ul
20 pmol AlgD-R primer 1ul
20 pmol PIcN-F primer 1ul
20 pmol PIcN-R primer 1ul
20 pmol PIcH-F primer 1ul
20 pmol PIcH-R primer 1ul
5 U/ pl Tag DNA polimeraz 0,5 ul
Kalip DNA 2 ul
Saf Su 9ul
Toplam 25 ul
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Tablo 6. Virulans genlerinin PZR amplifikasyon programi (90).

[k denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
ToxA Baglanma 63 °C 1,5 dakika 30 dongii
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 5 dakika 1 dongii
[k denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 dongii
LasB,AlgD, Denatiirasyon 94 °C 1 dakika
PIcN, PlcH Baglanma 60 °C 1,5 dakika 30 dongii
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 5 dakika 1 dongii

3.2.3. DNA elektroforezi

Amplifikasyon iiriinlerinin elektroforezi, konsantrasyonu %2 ‘lik TBE (Tris- Borik
Asit-EDTA) tamponu iginde %1,5°lik agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda eritilen
agaroz yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve 30 dk sogumaya birakildi. Agaroz jel
kuyucuklarma 10 pl amplifikasyon {iriinii 2 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak
uygulandi. 120 V 50 dk siiresince molekiiler boyutlarina gére DNA bantlari
ayristirildi. 0,5 pg/ml etidyum bromid igeren distile suda 20 dk boyunca jel boyandi.
DNA bantlar1t GeneRuler 100 bp DNA ladder plus belirtecleri ile karsilastirilarak BIO-

RAD jel goriintiileme cihazinda incelendi.
3.3. MALDI-TOF MS ile Yiiksek Riskli Klonlarin Varhginin Arastirilmasi

Kanlh agarda iiremis olan bakteri kolonisi 6ze ile alimarak MALDI-TOF MS
slaytlarindaki kuyucuklara yayilarak, lizerine 1 ml CHCA matriks soliisyonu
damlatildi. Slaytlar kuruduktan sonra Vitek MS (BioMeriux, Fransa) cihazina
yerlestirilerek degerlendirmeye alindi. ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395
yiiksek riskli klonlarinin varligit MALDI-TOF MS ile kiitle spektrumlarinin analizi
yapilarak Saramis (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yazilimmin spektrum
goriinimii kullanilarak yiiksek riskli klonlara 6zgii pik biyobelirteclerinin varlig
arastirilmustir (Tablo 7) (91, 92).
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Tablo 7. P. aeruginosa yiiksek riskli klonlarina ait pik biyobelirtegleri (91,92).

Yiiksek riskli klonlar Pik biyobelirtecleri (m/z)
ST111 3657, 10538

ST175 6911,7359

ST235 11610

ST253 5813

ST395 8550

3.4. istatistiksel Analiz

Tanimlayic1 istatistik olarak kategorik degiskenler icin sayr ve yiizde degerleri
verilmistir. Kategorik degiskenler icin gruplar arasi farklilik Pearson Ki kare testi ile
incelenmistir. Calismada P degeri 0,05’den kiiclik oldugunda istatistiksel agidan
anlamli kabul edilmistir. Tiim analizler, IBM SPSS (Statistical Package for Social

Science) Statistics 20.0 programindan yararlanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. P. aeruginosa izolatlarin Ozellikleri

Bu calismada Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
cesitli kliniklerden 01.07.2020- 07.06.2022 tarihleri arasinda gonderilen 6rneklerden
izole edilen imipenem veya meropenem antibiyotiklerinden en az birine direngli
oldugu saptanan 100 adet P. aeruginosa izolat: dahil edilmistir. izolatlar en ¢ok yogun
bakim iinitelerinden (%45), solunum yolu érneklerinden (%46) izole edilmistir. Ornek

tiiriine ve gonderildikleri kliniklere gére dagilimlar: Tablo 8’ de gosterilmistir.

Tablo 8. P. aeruginosa izolatlarinin 6rnek tiirii ve génderildikleri kliniklere gore dagilimi.

Yogun Dabhili Cerrahi Toplam

bakim klinikler  klinikler

n(%) n(%o) n(%)
Solunum Yolu Ornegi 30 (66,7) 15(39,47) 1(5,88) 46
Yara/Abse 1(2,22) 5(13,16) 11 (64,71) 17
Kan 4(8,89) 8(21,05) 2(11,76) 14
Idrar 5(11,11) 8(21,05) 1(5,88) 14
Steril Viicut Sivisi - 2 (5,26) 2 (11,76) 4
Kateter 2 (4,44) - - 2
Kulak/Gobek Siiriintii 2 (4,44) - - 2
Ornegi
BOS 1(2,22) - - 1
Toplam 45 38 17 100

4.2. P. aeruginosa Antimikrobiyal Duyarhlik Profilleri

Calismaya dahil edilen imipenem veya meropenemden en az birine direngli 100 adet
P. aeruginosa izolat1 karbapenem grubu antibiyotikler diginda degerlendirildiginde, en
duyarli oldugu antibiyotik amikasin iken, en direngli oldugu antibiyotik ise piperasilin

olarak saptanmistir. Antibiyotik duyarliliklari tablo 9” de verilmistir.
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

Antibiyotikler Duyarh Orta Duyarhi* n Direncli
n (%) (%) n (%)
Amikasin 78 (78) 0 22 (22)
Imipenem 0 0 100 (100)
Meropenem 0 36 (36) 64 (64)
Siprofloksasin 0 38 (38) 62 (62)
Levofloksasin 0 27 (28,12) 69 (71,88)
Piperasilin 0 12 (12,50) 84 (87,50)
Piperasilin/ 0 29 (29,29) 70 (70,71)
Tazobaktam
Sefepim 0 45 (45) 55 (55)
Seftazidim 0 61 (61) 39 (39)

*Orta Duyarli: Duyarli, yiliksek dozda- Bir mikroorganizmanin, antibiyotigin dozlama rejimi
degistirilerek veya enfeksiyon yerinde antibiyotik konsantrasyonu artirilarak tedavi edilmesi
durumunda basar1 olasilif1 yiiksek oldugunda “artmis dozda duyarli” olarak kategorize edilir.

4.3. Virulans Genlerinin Tespiti icin Yapilan PZR Sonuclar:

Calismaya alinan 100 izolatin PZR islemi sonuglarinda ToxA 89 izolatta pozitif, LasB
99 izolatta pozitif, PIcH 98 izolatta pozitif, PIcN ve AlgD tiim izolatlarda pozitif olarak
saptanmigtir. Tiim PZR ¢aligmalarinda ToxA, LasB, PlcH, PIcN, AlgD genleri i¢in
pozitif kontrol ¢alisilmis olup hepsi olumlu sonu¢ vermistir. PZR islemleri sonucunda
olusan bantlara o6rnekler sekil 2,3 ve 4’te gosterilmistir. P. aeruginosa’ larin izole
edildikleri 6rnekler ve virulans genlerinin dagilimi tablo 10’ da verilmistir. LasB geni
varlig1 agisindan izole edildikleri 6rnekler arasinda anlamli farklilik bulunmustur
(p<0,05). Antibiyotik diren¢ oranlari ile virulans genleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir (p>0,05) (tablo 11).

300 b A ““ o A A

200 bp A

Sekil 2. ToxA genine ait amplifikasyon iiriinlerinin %1,5’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. M:
marker (100 bp), 1: Pozitif kontrol, 2-6: ToxA pozitif hasta susu, 7: ToxA negatif hasta susu.
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Sekil 3. AlgD, LasB, PIcN, PIcH genlerine ait amplifikasyon iiriinlerinin %1,5’lik agaroz jelde
goriintillenmesi. M: Marker, 1: Pozitif kontrol, 2,3,4,6,7,8: AlgD, LasB, PIcN, PlcH pozitif hasta
suslari, 5: AlgD, PIcN, PIcH pozitif; LasB negatif hasta susu.
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Sekil 4. AlgD, LasB, PleN, PlcH genlerine ait amplifikasyon iiriinlerinin %1,5’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi. M: Marker, 1: Pozitif kontrol, 2-3: AlgD, LasB, PIcN pozitif, PIcH negatif hasta

suslari, 4-8: AlgD, LasB, PIcN, PlcH pozitif hasta suslari.
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Tablo 10. P. aeruginosa’ larin izole edildikleri 6rnekler ve virulans genlerinin dagilimi

ToxA LasB PlcH PlcN AlgD
Solunum Yolu Ornegi n(%) 39 (84,78) | 46 (100) | 45 (97,83) | 46 (100) | 46 (100)
lYara/Abse n(%0) 15 (88,24) | 17 (100) | 16 (94,12) | 17 (100) | 17 (100)
Kan n(%) 13(92,86) | 14 (100) | 14 (100) 14 (100) | 14 (100)
idrar n(%) 13(92,86) | 14 (100) | 14 (100) 14 (100) | 14 (100)
Steril Viicut Sivist n(%) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) | 4 (100)
Kateter n(%) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) | 2(100)
Kulak/ Gobek Siiriintii Ornegi 2 (100) 1 (50) 2 (100) 2 (100) | 2 (100)
n(%o)
BOS n(%) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1(100) | 1(100)
P degeri 0,936 < 0,05 0,956 > 0,05 > 0,05

Tablo 11. P. aeruginosa’ larin antibiyotik direng oranlari ile virulans genlerinin dagilimi.

ToxA n(%) LasB n(%) PlcH n(%) PIcN n(%0) AlgD n(%)
Amikasin 18 (20,22) 21(21,21) 22 (22,45) 22 (22) 22 (22)
Imipenem 89 (100) 99 (100) 98 (100) 100 (100) 100 (100)
Meropenem 58 (65,17) 63 (63,64) 63 (64,29) 64 (64) 64 (64)
Siprofloksasin 62 (62) 61 (61,62) 61 (62,24) 62 (62) 62 (62)
Levofloksasin 62 (72,89) 68 (71,58) 68 (72,34) 69 (71,88) 69 (71,88)
Piperasilin 75 (88,24) 83 (87,37) 82 (87,23) 84 (87,50) 84 (87,50)
Piperasilin/ 62 (70,45) 69 (70,41) 68 (70,10) 70 (70,71) 70 (70,71)
Tazobaktam
Sefepim 49 (55,06) 54 (54,55) 55 (56,12) 55 (55) 55 (55)
Seftazidim 36 (40,45) 39 (39,39) 39 (39,80) 39 (39) 39 (39)
P degeri 0,223 0,887 0,982 >0,05 >0,05

4.4. Yiiksek Riskli Klonlar1 Tanimlama I¢in Yapilan MALDI-TOF MS Sonuglar

Calismaya dahil edilen 100 adet P. aeruginosa izolatinin 49’ unda ST111 klonuna ait
biyobelirteglerden sadece 3657 m/z’ de pik gorilmiis; 10538 m/z’ de pik
goriilmemistir. 7 izolatta ST253 klonuna ait 5813 m/z’ de pik goriilmiistiir. ST175
klonuna ait biyobelirteglere bakildiginda 1 izolatta sadece 6911 m/z’de, 3 izolatta
sadece 7359 m/z’de, 2 izolatta ise her iki pik degeri de saptanmistir. ST235 ve ST395
klonlarna ait pik biyobelirtegleri higbir izolatta saptanmamustir. Yiiksek riskli klonlara
ozgi pikler sekil 5° te gosterilmistir. Yiiksek riskli klonlar ile izole edildikleri 6rnek
tiirleri arasinda anlaml fark bulunmustur (p=0,034) (tablo 12). Bu fark solunum yolu
orneklerinden kaynaklanmaktadir. ST111 klonlarinin %36,73°1, ST175 klonlarinin
%66,66’s1 ve ST253 klonlarinin %28,57’si solunum yolu o&rneklerinden izole
edilmistir.Yiiksek riskli klonlar ile antibiyotik diren¢ oranlari arasinda anlamli fark
bulunmamustir (p=0,990) (tablo 13).Yiksek riskli klonlar ile virulans genleri arasinda
anlaml1 bir fark bulunmamustir (p=1,00) (tablo 14).

25



6911.8643{r208)

Sekil 5. MALDI-TOF MS
biyobelirtecleri. A: ST111 klonuna 6zgii 3657 m/z pik, B: ST253 klonuna 6zgii 5813 m/z pik, C-D:
ST175 klonuna 6zgii 6911, 7359 m/z pikleri.

2 52584r645)

ile tespit edilen ST111,ST175,ST253 Kklonlarina 6zgii pik

Tablo 12. P. aeruginosa yiiksek riskli klonlarinin izole edildigi 6rnek tiirlerinin dagilimi (p=0,034).

ST111 ST175 ST253 Yiiksek Riskli Klon Dis1 Toplam
izolatlar

Solunum Yolu Ornegi 18 4 2 22 46
Yara/Abse 9 1 - 7 17
Kan 9 - 2 3 14
Idrar 9 1 - 4 14
Steril Viicut Sivisi 1 - 1 2 4
Kateter 2 - - - 2
Kulak/ G6bek Siiriintii 1 - 2
Ornegi 1 -

BOS - 1 - 1
Toplam 49 6 7 38 100

Tablo 13. P. aeruginosa yiiksek riskli klonlarinin antibiyotik diren¢ oranlarinin dagilimi (p=0,990).

ST111 ST175 ST253 Yiiksek Riskli Klon Dis1

n (%) n(%o) n(%o) izolatlar n(%)
Amikasin 15 (30,61) 0 (0) 0 (0) 7 (18,42)
Imipenem 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100)
Meropenem 41 (83,67) 3 (50) 3 (42,86) 17 (44,74)
Siprofloksasin 35 (71,43) 3 (60) 5 (71,43) 19 (50)
Levofloksasin 39 (84,78) 3 (60) 7 (100) 20 (52,63)
Piperasilin 44 (95,65) 5 (100) 6 (85,71) 29 (78,38)
Piperasilin/ Tazobaktam 39 (79,59) 5 (100) 4 (57,14) 22 (57,89)
Sefepim 33 (67,35) 3 (50) 4 (57,14) 15 (39,47)
Seftazidim 20 (40,82) 3 (50) 3(42,86) 13 (34,21)
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Tablo 14. P. aeruginosa yiiksek riskli klonlarinda virulans genlerinin saptanma oranlarinin dagilimi

(p=1,00).
ST111 ST175 ST253 Yiiksek Riskli Klon Dis1 Toplam
n (%) n (%) n (%) izolatlar n (%) n (%)

ToxA | 44(89,80) | 5 (83,33) 7 (100) 33 (68,75) 89 (89)
LasB | 48(97,96) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 99 (99)
PicH 49 (100) 6 (100) 7 (100) 36 (75) 98 (98)
PIcN 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 100 (100)
AlgD 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 100 (100)

27



5. TARTISMA

Dogada genis yayilimi ile firsat¢1 enfeksiyon olusturma potansiyeline sahip olan P.
aeruginosa hastane kaynakli ciddi enfeksiyonlardan izole edilmektedir (93). Son
yillarda CID/YID P. aeruginosa enfeksiyonlarmimn sikliginda artis gériilmektedir.
Virulans faktorlerinin liretimindeki ¢esitlilik ve yiliksek riskli klonlarin hizla yayilmasi
ile antimikrobiyallere karsi diren¢ gelisim ve aktarim kapasiteleri kiiresel halk
sagligini tehdit edici unsurlar olmustur (10). Diinya Saghk Orgiitii 2017 yilinda
karbapenem direngli P. aeruginosa nin yeni antibiyotiklerin acilen gerekli oldugu
“kritik” grupta listelendigini bildirmistir (48). Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi 2015 ve 2016 yilindaki epidemiyolojik verilerinde, P. Aeruginosa
izolatlarinin %13,7' sinin en az ii¢ antimikrobiyal gruba ve %5,5' inin en az bes
antimikrobiyal gruba direngli oldugunu belirtmistir (94). Ayrica P. aeruginosa'nin
pndmoni alevlenmeleri, idrar yolu enfeksiyonlari ve kan dolasim1 enfeksiyonlart dahil
olmak iizere gesitli yogun bakim iinitesi (YBU) ve hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden oldugunu bildirmistir (95,96). Bir diger ¢alismada Avrupa hastanelerinin
dordiincii en yaygin patojeni olarak bildirilen P. aeruginosa nin, hastane kaynakli
enfeksiyonlarin %9' una neden oldugu belirtilmistir (97). Benzer sekilde, Birlesik
Devletler'de hastane enfeksiyonlarinin %7,1'ine P. aeruginosa nin neden oldugu
bildirilmistir (98). Ayrica, Cin Antimikrobiyal Gozetim Ag1 yayinladigi verilerinde P.
aeruginosa'nin %7,96 goriilme orantyla Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus'tan sonra dordiincii hastane enfeksiyonu etkeni oldugunu
bildirmistir (99).

Son zamanlarda karbapenem grubu antibiyotiklere karsi artan direng oranlari dikkat
¢cekmektedir. OprD porin kaybi, effluks pompas1 ve karbapenemaz enzim iiretimleri
gibi ¢esitli mekanizmalar direng gelisimden sorumludur. Karbapenem direngli suslar
cogunlukla diger antibiyotiklere de daha yiiksek direng oranlarina sahiptir. Bu durum
tedavi segeneklerini  kisitlayarak mortalitesi ve morbiditesi daha yiiksek
enfeksiyonlara neden olmaktadir (100,101). Buehrle ve ark. 37 karbapenem direngli
P. aeruginosa izolatiyla yaptiklari ¢alismada amikasin direncini %8, gentamisin
direncini %27, sefepim direncini %32, piperasilin/tazobaktam direncini %43,
siprofloksasin direncini %43, levofloksasin direncini %62 olarak bildirmislerdir (102).

Hosbul ve ark. karbapenem direngli 100 adet P. aeruginosa ile yaptiklari ¢aligmada
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diren¢ oranlarini piperasilin %388,7, piperasilin/tazobaktam %86, sefepim %71,
amikasin %39, siprofloksasin %84, levofloksasin %90 olarak bildirmislerdir (103).
Ustiin ve ark. 150 P. aeruginosa izolat ile yaptiklar1 ¢alismada karbapenem direngli
izolatlarda amikasin direncini %61, siprofloksasin direncini %60, sefepim direncini
%93, seftazidim direncini %89 oraninda saptayarak, yiiksek antibiyotik direng oranlari
tespit edildigini bildirmislerdir (104). Azizoglu ve ark. 301 P. aeruginosa ile yaptiklari
calismada karbapenem direngli izolatlarda amikasin direncini %40, siprofloksasin
direncini %68, seftazidim direncini %70, piperasilin/tazobaktam direncini %82 olarak
bildirmislerdir (105). Calismamizdaki yiliksek diren¢ oranlari, diger ¢alismalardaki
karbapenem direngli izolatlarda goriilen yiiksek antibiyotik direng oranlarini

destekleyici niteliktedir.

Cesitli calismalarda P. aeruginosa’ min izole edildigi 6rnek tiirleri ve virulans
faktorleri arasindaki iligki incelenmis ve patogenezine dair arastirma yapilmistir.
Badamchi ve ark. idrar yolu orneklerinden izole edilen 150 adet P. aeruginosa
izolatiyla yaptiklar1 galismada virulans genlerini sirasiyla lasB (%92,9), aprA (%81,2),
toxA (%69,4), algD (%60), plcH (%38,8) ve plcN (%38,8) olarak tespit etmislerdir.
Viriilans faktor genlerinin ¢ogunun, izolatlarin 6nemli bir kisminda tespit edildigini
gostermislerdir. Idrar 6rneklerinden alian P. aeruginosa izolatlarinda AprA geninin
yiiksek derecede varligini tespit etmislerdir. Alkalin proteaz (aprA), temel mikrobiyal
molekiillerden biri olan monomerik flagellini parcalar. Ayrica aprA, kompleman
proteinleri ve sitokinler gibi konake1 proteinleri degrade eder. Yiiksek oranda algD
varhiginin kateterle ilgili biyofilm olusumu ile iligkili olabilecegini bildirmislerdir
(106). Fazeli ve ark. 102 P. aeruginosa izolati ile yaptiklar1 ¢aligmada virulans
genlerini siklik sirasina gore exoS (%67,64) plcH (%45,09), toxA (% 35,29), plcN
(%33,33), lasB (%17,4), algD (%7,84) olarak tespit etmislerdir. Yanik
enfeksiyonlarinin en yiiksek virulans gen oranina sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Ozellikle akciger enfeksiyonlari patolojisinde énemli rol oynayan ExoS geninin yara,
solunum ve idrar yolu enfeksiyonlari olmak tiizere klinik orneklerde en yiiksek
insidansa sahip oldugunu bildirmislerdir (107). Ullah ve ark. beta-laktamaz iireten 54
P. aeruginosa ile yaptiklar1 ¢alismada virulans genlerini sirastyla oprl (%40,74), toxA
(%33,3), lasB (%24) ve PlcH (%]18,5) olarak saptamislardir. Oprl P. aeruginosa’ ya

kars1 bagisiklama calismalari yiiriitiillen dis membran proteindir. P. aeruginosa'da
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virulans faktorlerinin varligi ile beta-laktamaz {iretimi arasinda gii¢lii bir korelasyon
oldugunu savunmuglardir (108). Nikbin ve ark. 118 solunum yolu 6rnegi, 100 yanik
ve 50 yara 6rnegindeki P. aeruginosa ile yaptiklari ¢alismada tiim izolatlarda lasB,
oprl,opL genlerini tespit etmislerdir. Yanik 6rneklerinde toxA (%97) genini solunum
yolu orneklerinden (%85,6) daha yiiksek bulmuslardir (109). Dawodeyah ve ark. 61
solunum yolu drneginden izole edilen P. aeruginosa ile yaptiklart ¢alismada algD,
lasB, toxA virulans genlerini sirasiyla %98, %98, %80 olarak bildirmislerdir. CID P.
aeruginosa izolatlarinin tiimiiniin algD, lasB, toxA geni pozitif oldugunu tespit
etmislerdir. Bu genlerin daha ¢ok solunum yolu 6rnekleri ile iliskili oldugu kanisina
varilabilecegini bildirmislerdir (110). Haghi ve ark. yanik yara 6rneklerinden izole
edilen 93 P. aeruginosa izolat1 ile yaptiklari ¢alismada en yaygin viriilans genini toxA
(%97,8) olarak, bunu plcH (% 96,7), phzl ( %96,7), exoY (%93,1) ve phzll (%90,3)’
nin takip ettigini bildirmislerdir. Tiim CID izolatlarin en az 5 virulans geni tasidigimi
tespit etmislerdir (111). Lanotte ve ark. 81’ i KF hastalarina ait toplam 162 P.
aeruginosa izolati ile yaptiklar1 ¢alismada izolatlarin tamaminda algD, lasB, toxA,
plcH, plcN genlerini tespit etmislerdir. ExoS genini ise %84,5 oraninda tespit
etmislerdir. ExoS prevalansini, KF solunum izolatlarinda anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir (112). Bizim g¢alismamizda arastirilan bes virulans geni de yiiksek
oranlarda bulunmustur. 100 izolatin hepsinde en az {i¢ Virulans geninin varlig tespit
edilmistir. Virulans genleri i¢erisinde en az toxA (%89) saptanmistir. ToxA’nin en az

saptandig1 6rnek solunum yolu 6rnekleri (%84,78) olmustur.

P. aeruginosa’da diger ¢ogu bakterinin aksine antibiyotiklere diren¢ bir viriilans
faktorii olarak sayilmaktadir. Clinkii P. aeruginosa firettigi enzimler ve disa atim
pompalar1 sayesinde bir¢cok antibiyotige dogal direng gostermekte, gecirdigi
mutasyonlar ile antibiyotiklere karst hizli direng kazanabilmektedir (22).Virulans
faktorleri ile antibiyotik direngleri arasindaki iligkiyi aragtiran caligmalarda Karatuna
ve ark. solunum yolu drneklerinden izole edilen 100 adet P. aeruginosa’ da lasB
pozitif izolatlarin piperasilin ve seftazidime daha duyarli olduklarini; aprA pozitif
izolatlarin tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, sefepim, imipenem ve
siproflokasine daha duyarli olduklarini bildirmislerdir (113). Magin ve ark. 50’ si KF
hastasina ait 100 adet P. aeruginosa ile yaptiklar1 ¢alismada elastaz {iretimi ile

antibiyotik direnci arasinda anlamli bir iliski olmadigini; alkali proteaz iireten suslarin
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bu enzimi iretmeyen suglara gore amikasine, seftazidime, siprofloksasine,
piperasiline, tobramisine, sefepime, gentamisine ve levofloksasine daha duyarli
olduklar1 bildirmislerdir (114). Calismamizda ise TOXA saptanan izolatlar
saptanmayanlara gOre amikasin ve piperasilin/tazobaktama daha duyarl, plcH
saptanan izolatlar saptanmayanlara gore piperasilin, piperasilin/tazobaktam ve
seftazidime daha duyarli bulunmuslardir. LasB saptanan izolatlar ise saptanmayanlara
gore  amikasin, meropenem,  siprofloksasin, levofloksasin,  piperasilin,
piperasilin/tazobaktam ve sefepime daha duyarli bulunmakla birlikte; ¢alismamizda
toxA, lasB, algD, plcH, plcN virulans genleri ile antibiyotik direngleri arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

P. aeruginosa’nin kiiresel yayilim gosteren ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395
yiiksek riskli klonlar1 cogunlukla CID/YID ile iliskilidir. Bununla birlikte yiiksek riskli
Klonlar diinyadaki yayilimlarina, GSBL, karbapenemaz gibi beta-laktamaz
tiretimlerine bagl olarak tanimlanmistir. ST111, ST175 ve ST235 yiiksek riskli
klonlar1 diinya ¢apinda en genis yayilimi olan, hizla artmakta olan yiiksek riskli
klonlardir. Pena ve ark. 81 YID susu ile yaptiklar1 ¢alismada 62 susun ST175, 9 susun
ST111 ve 2 susun ST235 klonu oldugunu tespit ederek beklendigi gibi izolatlarin
bliyiik c¢ogunlugun oOnceden tanimlanmis yiliksek riskli klonlara ait oldugunu
bildirmislerdir (115). Ug biiyiik yiiksek riskli klondan ST235, bes kitadan birgok
iilkede bulunan, en genis dagilima sahip olanidir (10). Rusya’ da CID, VIM iireten
ST235 klonunun Rusya’dan Belarus ve Kazakistan’a yayildig1 ortaya ¢ikmistir (73).
Ulkemizde de ST235 klonunun varligi bildirilmistir (116). Ancak bu yiiksek riskli
klonlara ait mutasyonel ve kazanilmis direng mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (117). Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, yiiksek riskli klonlarin tespiti,
epidemiyoloji, enfeksiyon kontrolii ve dnlem alma agisindan 6nemlidir. Molekiiler
yontemler bu Klonlarin tespitinde baslica yontemlerdir. Bunun disinda basit ve hizli
bir tarama teknigi olarak O-antijeni serotiplendirmesi 6ne ¢ikmaktadir. ST235 i¢in
O11, ST111 i¢in O12, ST175 igin O4 serotipinin belirlenmesi yiiksek riskli klonlarin
saptanmasini saglamaktadir (118). Son doénemde yiiksek riskli klonlarin tespitinde
MALDI-TOF MS sisteminin kullanimi dogru ve hizli tespit olanagi saglamaktadir.
Cabrolier ve ark. yiiksek riskli klonlara ait oldugu bilinen izolatlarin MALDI-TOF MS
ile saptanmasina yonelik yaptiklar1 calismada MALDI-TOF MS’ in 6zgilligiini
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ST111, ST175, ST253 ve ST395 igin %96,6 ve ST235 igin %82,5 olarak tespit
etmiglerdir. Pozitif prediktif degerin (PPD) %41,2 ile %89,5 arasinda ve negatif
prediktif degerin (NPD) %97,0 ile %100 arasinda degistigini bildirmislerdir (91).
Mulet ve ark. ST175 klonunun MALDI-TOF MS ile saptanmasina yonelik 506 P.
aeruginosa susu ile yaptiklart ¢alismada 35 (%6,9) izolatin ST175 klonuna ait
oldugunu saptamislardir. 6911 m/z tepe noktasin1 tiim ST175 izolatlarinda
bulduklarini, ancak 7359 m/z tepe noktasinin izolatlarin sadece birinde olmadigini
bildirmislerdir. Tiim YID izolatlarin %41,7 kadar1 ST175 klonuna ait oldugunu ve
bunlarin ¢ogunun sadece seftolozan/tazobaktam ve kolistine duyarli oldugunu
saptamiglardir. ST175 izolatlarinin meropenem direncini %88,6, amikasin direncini
%38,6 olarak bildirmiglerdir (119). ST175 klonuna ait oldugu dogrulanmus izolatlar ile
yapilan baska bir ¢calismada 7359 m/z zirvesinin varliginin ST175 tespiti i¢in yiiksek
duyarhilik (%100) ve NPD’ye (%100) sahip oldugunu ancak; ST175 olmayan 26
izolatta da 7359 m/z piki saptandigini, bu durumda ozgiillik (%92,6) ve PPD’in
(%41,2) daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. 6911 m/z ve 7359 m/z tepe noktalarinin
her ikisinin birlikte saptandig1 izolatlarin ig¢inde ise ST175 olmayan sadece 4 sus
oldugunu ve iki pikin birlikteliginin 6zgiilligii ve PPD' i 6nemli dlgiide artirdiginm
saptamislardir (92). Ulkemizde Cekin ve ark. 45 P. aeruginosa izolatinda 5 yiiksek
riskli klonun varligini arastirdiklart ¢alismada MALDI-TOF MS analizine gore,
karbapenemaz {ireten izolatlarda yiliksek riskli klonlara ait karakteristik tepe
noktalarin1 saptamadiklarini, karbapenemaz tliretmeyen bir izolatin ST253 i¢in 5813
m/z’ te karakteristik pik verdigini bildirmislerdir. ST253’ iin yogun bakim {initesinden
izole edildigini ve kolistin disindaki tiim antibiyotiklere direngli oldugunu
bildirmislerdir (120). Ulkemizde yapilan bir diger ¢calismada Malkogoglu ve ark. 84
karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395
varhigimi aragtirmiglardir. MALDI-TOF MS analizine gore, karbapenemaz {ireten
suslarin higbirinin yiiksek riskli klonlara ait olmadigini bildirmislerdir (121). MALDI-
TOF MS ile yiiksek riskli klonlarinin varligini arastirdigimiz ¢alismamizda en sik
saptanan yiiksek riskli klon ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6) takip
etmektedir. Ulkemizde daha once bildirilmis olan ST235 ile ST395 klonu ise
calismamizda saptanmamistir. ST111 klonlarin %46,93” i, ST175 klonlariin %350’

si ve ST253 klonlarinin %28,57’ si yogun bakim {initelerinden gelen drneklerde izole
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edilmistir. Yiiksek riskli klonlarin en sik izole edildigi drnek tiirii solunum yolu
ornekleri olmustur. ST111 klonlarinin %36,73’i, ST175 klonlarinin %66,66’s1 ve
ST253 klonlarinin %28,57’si solunum yolu orneklerinden izole edilmistir. ST111
izolatlarinin en duyarli olduklar1 antibiyotikler amikasin (%69,39) ve seftazidim
(%59,18) olarak bulunmustur. ST175 izolatlarinda amikasine karsi direng
saptanmamis olup, ST253 izolatlarinda da amikasine karsi diren¢ saptanmamistir.
Karbapenem direngli yiiksek riskli klonlara kars1 test edilen antibiyotikler igerisinde
en etkili antibiyotik grubu aminoglikozidler olarak goériilmektedir. Yunanistan’ da
meropenem minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) 2 mg/L’ den yiiksek olan 120
P. aeruginosa izolatinda multilokus sekans tipleme (MLST) ile yiiksek riskli klonlari
arastiran bir ¢alismada sirasiyla ST111 (%42,5), ST235 (%30,83), ST395 (%13,33),
ST253 (%1,66) olarak tespit etmislerdir. Yiiksek riskli klonlarda énemli oranlarda
MBL iiretimi tespit etmisler. ST111 klonlarinin %66,66’s1, ST235 klonlarinin
%40,54°i ve ST395 klonlarinin %62,5’inin VIM firettigini bildirmislerdir (122).
ABD?’ de yapilan bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen 57 adet P. aeruginosa
izolatinin MLST ile analizinde en yliksek oranda ST111 (%38,6) klonunu tespit
etmiglerdir. Yirmi iki ST111 klonunun 21’inin hastane kaynakli enfeksiyon etkeni
oldugunu ve 15’inin meropenem direngli oldugunu bildirmislerdir (123). Hollanda’da
yapilan bir ¢alismada 168 P. aeruginosa izolatinin MLST ile analizinde %45’inin
ST111 klonuna ait oldugu saptanmigtir. ST111 izolatlarinin 73 tiniin VIM, 1’inin IMP
tirettigi ve geri kalan 1 susun ise karbapenemaz iiretmedigi bildirilmistir (124).
Kolombiya’da yayimlanmis bir raporda, ST111 klonuna ait bir P. aeruginosa susunda
VIM-2 ve KPC-2’nin birlikte bulundugu ve karbapenem, aztreonam dahil tiim beta-
laktamlara ve amikasin, siprofloksasin, kolistine direngli oldugu bildirilmistir (125).
Ispanya’da karbapenemaz iireten 71 P. aeruginosa izolatinin MLST ile analizinde en
yaygin yiiksek riskli klonun ST175 (%46,47) oldugunu, iki izolatin ST111, iki izolatin
da ST253 klonuna ait oldugunu tespit etmislerdir. ST175 izolatlarinin diger izolatlara
gore antibiyotiklere daha direngli oldugunu bildirmislerdir (126). Baska bir ¢alismada,
calismaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlarinin 19°u YID, 4’ ii CID olmak iizere
23’linde ST175 klonu tanimlanmigtir. ST175 yiiksek riskli klonuna ait 23 izolatin biri
disinda  digerlerinin;  sefalosporinler,  penisilin  beta-laktamaz  inhibitor

kombinasyonlari, aztreonam, karbapenemler, florokinolonlar ve aminoglikozidleri
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iceren benzer bir direng profiline sahip oldugunu bildirmislerdir (127). Baska bir
calismada 183 P. aeruginosa izolatinin MLST ile analizinde 104 {iniin ST175 klonuna
29’unun ST235 klonuna ait oldugunu tespit etmislerdir. ST175 klonlarin 103’ {iniin
VIM, 1’inin IMP trettigini; ST235 klonlarmin hepsinin GES {irettigini saptamislardir.
ST175 klonlarinin sadece piperasilin/tazobaktama (%79,8), aztreonama (%86,5),
amikasine (%75) ve kolistine (%100) duyarli olduklarini bildirmislerdir. ST235
izolatlarinin ise sadece aztreonama (%13,8), tobramisine (%70,4), amikasine (%13,8),
siprofloksasine (%3,6) ve kolistine (%100) duyarli olduklarini1 bildirmislerdir (128).
Polonya’ da metallobetalaktamaz iireten 454 P. aeruginosa izolatinin MLST ile
yapilan analizinde en ¢ok ST235 (%31,3) ve ST111 (%16,7) klonlar1 saptanmigtir
(129). Ulkemizde yapilan bir calismada OXA-48 ve NDM-1" in birlikte tespit edildigi
11 P. aeruginosa izolatinin MLST ile analizinde 8’ inin ST235 klonuna ait oldugunu

ve tiim izolatlarin karbapenemlere ve kolistine direngli oldugunu bildirmislerdir (116).

Calismamizda virulans faktorleri ve yiiksek riskli klonlar arasindaki iliski
arastirilmistir. Virulans faktorleri hem yiiksek riskli klonlarda hem de diger suslarda
yiiksek oranlarda tespit edilmis olup, yiiksek riskli klonlar ile virulans faktorleri
arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=1,00). Virulans faktorleri ve
antibiyotik direncleri arasindaki iliskiler de dikkate alinarak yiiksek riskli klonlarin
global yayilimini etkileyen faktorler arastirilmalidir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uluslararas1 CID/YID vyiiksek riskli klonlarm tespiti epidemiyolojik, enfeksiyon
kontrolii ve halk sagligi agisindan 6nem tasimaktadir. MLST su an icin en yaygin
olarak kabul edilen altin standart yontemdir. Ancak Coklu Lokus Degisken Sayisi
Tandem Tekrar Analizi (MLVA), O-antijen serotiplendirmesi ve MALDI-TOF MS
gibi daha ucuz ve daha hizli tiplendirme tekniklerinin uluslararasi yiiksek riskli
klonlarin tespiti i¢in karsilastirilabilir sonuglar sagladigi gosterilmistir (73, 91). Biz de
calismamizda MALDI-TOF MS’in yiiksek riskli klonlar1 saptama yetenegini
gostermis olduk. Yiksek riskli klonlarin erken tespiti, enfeksiyon kontrolii i¢in 6nemli
sonuglara sahiptir ve hastane ortaminda yayilmalarini1 dnlemeye yardimcidir. Erken ve
uygun antimikrobiyal tedavi, monoklonol antikorlar gibi stratejik tedavi
seceneklerinin gelistirilebilmesi yiiksek riskli klonlarin diinya ¢apinda yayilimim

engellemeye yardimci olacaktir.
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6. SONUCLAR

e Klinik orneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin (n:100) antibiyotik
direng oranlart; amikasin %22, imipenem %100, meropenem %64, siprofloksasin
%62, levofloksasin %71,88 piperasilin %87,50, piperasilin/tazobaktam %70,71,
sefepim %055, seftazidim %39 olarak saptanmistir. Calismamizda sectigimiz
izolatlar imipenem veya meropenem antibiyotiklerden en az birine direngli olacak
sekilde secildiginden yiliksek direng oranlart goriilmektedir. Calismamizdaki
yiiksek direng oranlar1 diger ¢aligmalardaki karbapenem direngli izolatlarda gériilen
yiiksek antibiyotik direng¢ oranlarini destekleyici niteliktedir.

e Tium P. aeruginosa izolatlarinin (n:100) virulans faktorleri degerlendirildiginde
ToxA %89, LasB %99, PlcH %98, PIcN %100 ve AlgD %100 oraninda pozitif
saptanmistir. LasB geni varlig1 agisindan izole edilen 6rnekler arasinda anlaml
farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Antibiyotik diren¢ oranlar1 ile virulans
faktorlerinin varlig1 arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).

e MALDI-TOF MS ile yiiksek riskli klonlarin varlig1 degerlendirildiginde en sik
saptanan yiiksek riskli klon ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6)
takip etmektedir. ST235 ile ST395 klonu ise calismamizda saptanmamustir. Yiiksek
riskli klonlar ile izole edildikleri 6rnek tiirleri arasinda anlamli fark bulunmustur
(p=0,034). Yiiksek riskli klonlar en sik solunum yolu 6rneklerinden izole edilmistir.
Yiiksek riskli klonlar ile antibiyotik direng oranlar1 degerlendirildiginde anlamli
farklilik tespit edilmemistir (p=0,990).

e Virulans faktorleri hem yiiksek riskli klonlarda hem de diger suslarda yiiksek
oranlarda tespit edilmis olup, yliksek riskli klonlar ile virulans faktorleri arasinda
anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=1,00). Bu durum P. aeruginosa
izolatlarinda virulans faktorlerinin yiiksek oranda tiretildigini géstermektedir.

e Calismamizda MALDI-TOF MS’in yiiksek riskli klonlar1 saptama yetenegini
degerlendirmis olduk. Yontemin gelistirilerek yiiksek riskli klonlarin erken

tespitiyle, enfeksiyon kontrolii i¢in 6nemli sonuglar alinabilecektir.
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Sayin Dog. Dr. Yeliz Tannverdi CAYCI

Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Pseudomonas aeruginosa izolatlannda virulans
genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespiti ve yiiksek riskli klonlann matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamam kiitle spektrometresi ydntemi
(MALDI-TOF MS) ile aragtinlmasi baghkli OMU KAEK 2022/96 Karar nolu Mikrobiyoloji
calismast nitelikli arasurma projeniz amag, gerekge, yaklagim ve yontemle ilgili agiklamalan
agisindan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu ySnergesine gore incelenmis ve etik agidan bir
sakinca olmadigina, galigmanin sfiresi 6 ay1 gegerse 6 aylik bildirimlerinin yapiimasina,
calisma tamamlandiktan sonra sonucunun tarafimiza en geg Ug(3) ay igerisinde bildirilmesine
23.02.2022 tarihli Etik kurulumuzda oy birligi ile karar verilmistir,

Bilgilerinize arz/rica ederim.
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