Ankara Ecz. Fak. Derg. / J. Fac. Pharm. Ankara, 49(1): 62-70, 2025 \3&?
Doi: 10.33483/jfpau.1537478

OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

ACINETOBACTER BAUMANNIT iZOLATLARINDA DNA GYRASE
DIRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF DNA GYRASE RESISTANCE GENES IN ACINETOBACTER
BAUMANNII ISOLATES

Ugur KAYIS*™* (&, Tammam SIPAHI? @@, Suzan OKTEN? (@,
Fatma KAYNAK ONURDAG?

!Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Pazaryeri Meslek Yiiksekokulu, Eczane Hizmetleri, 11800, Bilecik, Tiirkiye
2Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyofizik Ana Bilim Dali, 22030, Edirne, Tiirkiye
3Trakya Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, 22030, Edirne, Tiirkiye

0z

Amag: Hastane ortamindaKi antimikrobiyal ajanlara diren¢li bakterilerin topluma yayilabilecegi
bilinmektedir. Acinetobacter baumannii, antibiyotik diren¢ genleri sebebiyle tedavisi olduk¢a zor
olan bir mikroorganizmadir. Florokinolonlar da dahil olmak iizere bircok antibiyotige direnglidir.
A. baumanni’nin kinolon direnci DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerindeki mutasyonlarinin
belirlenmesiyle tespit edilir. Calismamizda Real Time PCR yontemi kullamilarak, A. baumannii
izolatlarinda kinolon direncine sebep olan (gyrA, gyrB, parC) DNA giraz direng genlerine ait
mutasyonlarin belirlenmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada 73 adet A. baumannii direngli klinik izolati kullanildr. A. baumannii
ayrd, parC, gyrB genlerine ait primerler kullanmilarak amplifiye edildi. HRM analizi kullanarak
gyrA, gyrB, parC geni Real-Tune PCR amplikonlart DNA sekanslarina gore gruplara ayrildi. A.
baumannii izolatlar: farkli HRM profillerine gore P1, P2, P3, GAl, GA2, GA3, GB1 ve GB2 olarak
gruplandirildi ve her gruptan 2 farkli Real-Time PCR iirtiniiniin DNA dizi analizi yapildi.

Sonug ve Tartisma: GAl, GA2, GA3 genotipinde mutasyonu tespit edildi. P1, P2, P3 ve GB1, GB2
genotiplerinde mutasyon gozlemlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, DNA giraz, HRM, RT-PCR

ABSTRACT

Objective: It is known that bacteria resistant to antimicrobial agents can spread to the community
in the hospital environment. Acinetobacter baumannii is a difficult-to-treat pathogen due to its
antibiotic resistance genes. It is resistant to many antibiotics, including fluoroquinolones. By
identifying mutations in DNA gyrase and topoisomerase 1V genes, quinolone resistance of A.
baumanni is found. Our study, aimed to determine mutations in DNA gyrase resistance genes that
cause quinolone resistance (gyrA, gyrB, parC) in A. baumannii isolates using the real-time PCR
method.

Material and Method: 73 A. baumannii resistant clinical isolates were used in the study. A.
baumannii was amplified using primers for gyrA, parC, gyrB genes. Using HRM analysis, gyrA,
gyrB, parC gene Real-Time PCR amplicons were grouped according to their DNA sequences. A.
baumannii isolates were grouped as P1, P2, P3, GA1l, GA2, GA3, GB1 and GB2 according to
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different HRM profiles, DNA sequence analysis of 2 different Real-Time PCR products from each
group was performed.

Result and Discussion: Mutations were detected in GAL, GA2, GA3 genotypes. No mutations were
observed in the P1, P2, P3 and, GB1, GB2 genotypes.

Keywords: Acinetobacter baumannii, DNA gyrase, HRM, RT-PCR

GIRiS

Acinetobacter tiirleri {irogenital sistemde, gastrointestinal sistemde, agiz i¢i florada, solunum
yollarinda ve deri florasinda bulunur. Acinetobacter baumannii ise deri florasinda az rastlanan bir tiir
olmasina ragmen saglikli kisilerin %40’mnin tasiyict oldugu saptanmistir [1]. Saglikh kisilerde az
rastlanan bir tirdiir fakat hastanede yatan immiin sistemi diisiik ve yash kisilerde hastane
enfeksiyonlarina sebep olur [2]. A. baumannii, hastane enfeksiyonlarinda sik¢a rastlanan tiirlerden
biridir [3]. A. baumannii diinyada antibiyotik direnci sebebiyle 6liime yol agan dordiincii tiirdiir fakat
standart bir tedavisi hala yoktur ve enfeksiyonlarinin tedavisi kinolonlar, aminoglikozidler ve
karbapenemler ile gergeklestirilir. Cogu antibiyotige direncli olmasina ragmen en sik kinolonlara direng
gosterir [4-7]. Kinolonlar DNA giraz ve topoizomeraz IV enzim aktivitesini engelleyerek ¢alisir. Bu iki
enzim tip Il topoizomeraz olarak adlandirilir ve kromozom siipersarmalini kontrol eder. Kinolon grubu
antibiyotikler DNA ipliginin tekrar baglanmasini engelleyip hiicre boliinmesini durdururarak etki eder
[8]. DNA giraz ve topoizomeraz IV’i kodlayan genlerde olusan mutasyonlar kinolon grubu
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelismesine sebep olur. Ozellikle DNA giraz alt birimi A (gyr A) ve
topoizomeraz IV alt birimi C (par C) genlerinde meydana gelen mutasyonlar ila¢ hedef bolgesindeki
degisiklikleri sebebiyle kinolon direnci ile iligkilendirilir [9]. A baumannii'de siprofloksasin ve
nalidiksik aside kars1 direng, gyrA ve parC'nin kinolon direncini belirleyen bolgelerindeki koromozom
direnci ile meydana gelir. gyrA ve gyrB tarafindan kodlanan DNA giraz, parC ve parE tarafindan
kodlanan topoizomeraz IV’da meydana gelen hedef enzimindeki degisiklige sebep olan mutasyon en
yaygin gozlemlenen ilaca direng mutasyonudur. GyrA'daki tek amino asit degisikligi (Ser83Leu),
siprofloksasin ve nalidiksik aside karsi yiliksek diizeyde direncle iliskilidir. ParC'de ¢ogunlukla
Ser80Leu olmak tizere ek bir amino asit degisikligi, A. baumannii'de daha yiiksek direngle iliskilidir
[10].

Bu ¢alismamizda A. baumannii DNA Gyrase direng genleri olan gyrA, gyrB ve parC’de meydana
gelen mutasyonlarin neden oldugu ilag direncinin Real Time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
yontemiyle arastirilmasin1 amaglanmastir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan 73 adet A. baumannii direngli klinik izolati, Trakya Universitesi Saglik
Aragtirma ve Uygulama Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edildi. Bu kiiltiir 6rnekleri
farkli klinik 6rneklerden izole edildi ve merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda otomatize sistem ile
tanimlamas yapildi. izolatlar ¢alismaya alinmadan énce API20E (Biomerieux) identifikasyonu Kiti
kullanilarak identifikasyonu dogrulandi. Daha sonra DNA izolasyonu gerceklestirildi. Tablo 1’de
belirtildigi tizere, izolasyonu gergeklestirilen 6rneklerde uygun primerler kullanilarak DNA giraz
direncini kodlayan gyrA, gyrB ve parC gen bolgeleri amplifiye edildi.

Tablo 1. RT-PCR’de kullanilan gen bélgelerine ait primer dizileri

Gen bolgesi Primer dizisi
Forward Reverse
gyrA 5’-AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT-3’ 5’-GCCATACCTACGGCGATACC-3
gyrB 5’-CGTGCGCGCTTTGATAAAAT-3’ 5’-ACAGTTACACGTGGCCAGTA-3’
parC 5’-ATGAGCGAGCTAGGCTTAAA -3' 5’-TTAAGTTGTCCTTGCCATTCA-3'
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Cihazda optimizasyon su sekilde ayarlanmustir:

e 1 dongii 5 dk - 95 °C,

e 45 dongii 10 sn - 95 °C,

¢ 10 sn - 55°C,

e 20 sn - 72°C.

Sadece hedef bolgenin ¢ogaltildigini belirlemek ve HRM analizi i¢in, RT-PCR sirasinda 65°C-
95°C arasinda 0.2 sn rampa hiz ile erime egrisi analizi yapildi. Biospeedy HRM Analyzer (Bioeksen,
Tiirkiye) yazilimi ile, erime egrisi verileri degerlendirildi. HRM analiz yontemi, RT-PCR ile farkli
kiiltiirlerden gogaltilan gen dizilerini DNA dizilimlerine gore gruplandirma yaptigi i¢in tercih edildi.
Dolayisiyla HRM analizinden yararlanilarak parC, gyrA ve gyrB genlerinin RT-PCR’da ¢ogaltilan
bolgeleri DNA dizilerine gore gruplandirildi. Yapilan analiz sonucunda ise A. baumannii kiiltiirleri
farkli HRM profillerine gore P1, P2, P3, GA1, GA2, GA3, GB1 ve GB2 olarak gruplara ayrildi. Ayrilan
gruplardan her bir gen bolgesi i¢in iki adet 6rnek alindi ve sekans analizi yapildi. Alinan
orneklerin gen bankasinda en ¢ok benzer oldugu DNA dizilimlerinin verileri ise Tablo 2’de verildigi
gibi sonuglandi.

Tablo 2. Farkli genotiplerin DNA dizilimlerinin BLAST analizi sonuglari

Gen bankasinda en ¢ok benzedigi DNA dizisi
Gen Genotip Numarasi Benzerlik yiizdesi (%)
GAl EU886740.1 100
GA2 DQ270238.1 99
gyrA GA3 AY596923.1 100
P1 CP010779.1 98
P2 CP010779.1 97
parC P3 CP007549.3 97
GB1 CP000863.1 100
gyrB GB2 AP014649.1 99

Dizi analizleri, ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak Sanger yontemiyle, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da belirlendi [11]. Dizi analizi iki
yoOnlii uygulandi ve ulagilan diziler 4peaks yazilimi kullanilarak degerlendirildi. NCBI BLAST programi
vasitasiyla, dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldugu dizilerin yiizdelikleri belirlendi
[12,13]. Son olarak, Clustal W2 ile elde edilen dizilerdeki parC (S80L, S80W ve S84K), gyrA (S83L),
ve gyrB (E479D, D644Y ve A677V) mutasyonlar1 karsilastirmali olarak incelendi [14].

SONUC VE TARTISMA

Sekil 1’de RT-PCR uygulanan genlerin erime ve ¢ogalma egrileri verilmistir. Negatif kontrol
orneklerde ¢ogalma tespit edilmemistir. RT-PCR sonuglarinda, Ct sonuglarimin 30 altinda olmasi ve
Tm sonuglarmnin ise sabit olmasi uygun genlerin dogru ¢ogaldiginin gostergesidir.

Farkli kiiltiirlerden elde edilen genlerin DNA dizilimine gore gruplandirmasit HRM analizi ile
yapilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan DNA iiriinleri HRM profilleri Sekil 2°de verilmistir. Tablo 3’te ise
HRM gruplandirmasi verilmistir.

HRM gruplarina gore olusan iki adet 6rnegin DNA dizisi ¢ikarilmistir. DNA dizileri her bir grup
icin aynt DNA dizilimini gostermistir.

Elde edilen dizilerde parC S80(TCG)nin L80O(TTG) veya WS80(TGG) mutasyonu,
E84(GAA)’nin K84(AAA) mutasyonu; gyrA S83(TCA)’in L83 (TTA) mutasyonu; ve gyrB
E479(GAA)’ nin D479(GAT) mutasyonu, D644(GAT) nin Y644(TAT) mutasyonu, A677(GCG)’nin
V677(GTG) mutasyonu belirlenmeye ¢alisilmigtir. Bu ¢alismada elde edilen DNA dizileri ile mutasyon
icermeyen referans diziler Clustal W2 programi ile karsilastirilmis boylece hangi dizilerin mutasyon
icerdigi tespit edilmistir. parC igin referans dizi gen bankasi ulasim numarast HM570038.1, gyrA i¢in
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referans dizi gen bankasi ulagim numaras1 DQ270238.1 ve gyrB i¢in referans dizi gen bankasi ulasim
numarasi CU468230.2°dir. DNA karsilastirmalar1 ve referans gen dizilimleri Sekil 3, Sekil 4 ve Sekil
5’te verilmistir. Sar1 ile isaretlenmis bolgeler, DNA dizilimleri {izerinde analiz edilecek mutasyon
noktalar olarak belirtilmistir. Sekillerdeki verilere gore, GA2, GA1, ve GA3 genotipinin her tiglinde de
S83 (TCA)’in L83 (TTA) mutasyonu tespit edilmis iken parC ve gyrB genotiplerinde mutasyon
gozlemlenmemistir.
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Sekil 1. RT-PCR ¢ogalma (g, c, €) ve erime (b, d, f) egrileri; (a-b): gyrA hedefli, (c-d): gyrB hedefli,
(e-f): parC hedefli

2009 yilinda Wang-Huei Sheng ve ark. tarafindan, Tayvan Taipei hastanesinde 2005-2006 yillar
arasinda 82 adet izole edilen A. baumannii iizerinde c¢alisma yapilmustir. Siprofloksasin duyarlilik
testleri sonucunda ise, 49 adet A. baumannii izolatinin gyrA geninde Leu83 (TTA) mutasyonuna
rastlanmistir.  Ser83 (TCA)-Leu83 (TTA) mutasyonunu siprofiloksisine karsi direng gelisimini
destekledigi seklinde degerlendirilmistir. Caligmamizdaki S83 (TCA)-L83 (TTA) mutasyonu ile Wang-
Huei Sheng ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumludur [15].

Mohamed Elshahat ve ark. 2021 yilinda Al-Azhar Universitesinden 100 A. baumannii izolat:
tizerinde ¢alismistir. Calismada gyrA, gyrB, parC ve parE alt birimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonu
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saptanmistir. Sonucunda ise florokinolonlara direngli A. baumannii'de en sik gyrA ve parC mutasyonlari
tespit edilmistir. Bu sonuglar bizim ¢aligmamizdaki gyrA mutasyonu ile ortiismektedir [16].
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Sekil 2. RT-PCR amplikonlarindan elde edilen HRM profilleri

Tablo 3. RT-PCR amplikonlarindan elde edilen HRM profillerine gére gruplandirma

Genotip Grubu Numune No

GAl | 3,4,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,28,29,30,31,32,33,34,35,3

6,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,58,59,61,62,75,76,77,7

gyrA 8,79,81,82,84,86,87,88.

GA2 5,57,60,80,85.

GA3 1,2

GBl1 | 1,2,3,45,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,28,29,31,32,33,34,3
gyrB 5,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,58,59,61,62,75,76,7

7,78,79,80,81,82,84,85,86,87,88.

GB2 30,57,60.

P1 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11,14,15,17,18,19,20,21,22,24,25,26,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,
parC 38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,61,62,75,76,77,

78,79,81,82,84,85,86,87,88.
P2 12,13,23.
P3 5,80.
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GRE olloe ] 20 B ~TATCACCCGCATGGTGACTTAGCT 24
DQ270238.1 AR A TCTGCCCGT eI CST TGGTGACGTAATCGETAAATATCACCCGCATGETGACTCAGTT €0
GAY = e e — CGCATGETGACTTAGTT 17
ca3 AR A TCTGCCCGTI I CEITEEIGACGTAATCGETARATATCACCCGCATGETGACT TAGTT €0
sasazasiasas aasa
caz ST IATGAAACCATTGITCGTATGECTICAAGACT I TAGCITACSITATITATIGSITGRAT 84
DQ270238.12 SITTATGARACCATTGITCGTATGGCTICARGACTITTAGCITACGTITATITATIGETIGAT 120
Gaa ST TATGARACCATTGITCGTATGGCICAAGACT ITAGCTTACGTITATTITATIGESITGRT 77
SA3 ST TATGARACCATTGITCGTATGGCTICAAGACT T TAGCITACGTITATITATIGETTIGAT 120
i iiasasssssssssdissdsdsdddssddsddddddddsssssssddassdssacsan
caz GGTCAGGETAACTICGGTICGAT CEATGETGATAGCECTGCGGCAATGTIGITATACCGRA 1494
DQ270238.1 SETCAGGSIAACTICGGIICEAT CEATEST GATAGCSCIGCGECAATSISTITATACCSERA 180
SRa GGTCAGGGIAACTICGSIICGAT CGATGETGATAGCECIGCGGCAATGCOSITATACTGRA 137
caz SeTCAGGGTAACTICGETITCEAT CEATGECERTAGCECCECGECAATGOESTTATACTGRR 180
S A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAsdda AAAAddsd Addddddda dsdddsdssan
saz ST COSTATGAATAAGCTIGGCACATGAGCITCITGCAGATITAGARRARGACACASTTIGAS 204
DQZ270238.1 ST CCSTATGACTAAGCTIGECACATGAGCITCITGCAGATITAGARRRAAGACACAGTTIGAT 240
S X1 STCCSTATGACTAAGCTIGECACATGAGCTITCITCCAGATITAGARRAAAGACACASTTGAC 197
ca3 ST CCSTATGACTAAGCTIGECACATGAGCITCITGCAGATITAGARARAGRCACASTTGAT 240
Aaiiaiadss Asssddadddcsssddisddsddddddddsdaddsdddsdddadsdsnss
caz I SGERAGAT AACTACGACSGT TCGGARCGTATCCCTGAAGIACTITCCGACACSTGTITCODA 264
DQ270238.1 I GG AGAT AACTACGACGETI TCGGAACGT AT COCTGAAGTACTTCCGACACETGTTCCA 300
cxa T oG AGAT AACTACCACSSI TCGGAACGTATCCCTGAAGTACTTCCGACACGTSTITOCA 257
Sas TeGEAAGAT ARCTACGACSGT TCGGARCGTATCCCTGAAGTACTTICCGACACSTGTITOTA 300
L T T L L L L LT L Tl
saz AACTIGITAATTAACGEIGCIGCIGETATCSC —————————— zse
DQ270238.2 AACTTGTITRAATTAACGGETGCIGCTIGGTATCGCCSTAGGTATGES 344
Gal AACTITGITAATTAACGGIGCIGCIGGTATCEC—————————— 289
sa3 AR CTTGITAATCAACGETECISCSEETATCSCCGTASGT ———— 2339
assisssssss sssssssssss assssssa

Sekil 3. gyrA DNA dizilimi karsilastiriimast

P23 ATGAGCGAGCTAGGCITAARAAGCACTGCCAAGCCARARA A A ATCACGCECGTACAGIGGET €0
P2 ATGAGCGAGCTAGGCITAARAAGCACTGECAAGCCAARA AR ATCAGCECGTACAGTIGGEET €0
Pl ATGAGCGAGCTAGGCTITAAAAAGCACTGCCAAGCCAARA A A ATCAGCECGTACAGTIGGGET €0
H4S570038.1 ATGAGCGAGCTAGGCITAAAAAGCACSTGCCAAGCCAARA A A ATCAGCSCGTACAGTIGGSGT €0

N T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T YT

3 GAIGTACTITGCTAAATACCACCCACATGCIGACTATCGCATGCTITATGAAGCCATGGTACTC 120
P2 GCAIGITACTITGCIAAATACCACCCACATGCIGACTATGCATCTITATGAAGCCATGETICCTIC 120
Pl GATGTACTITGGCIARAATACCACCCACATGCIGACTATGCATGTTATGAAGCCATGGTACTC 120
HMS70038.1 GCATGTACTITGCIAAATACCACCCACATGOIGACTATCGCATGCTTATGAAGCCATGGTACTC 120

A A A A ddAsai i A sas A aaAsiaArsiariAssrirAlslrlslAALAALALAALAALAALALALALALAALL aaa

23 ACSGCTITCGACATTTAGTTACCGCTATCCITTAAT CCAAGCTCAGGCEGAACTGGGSEITCA 180

2z ACGGCITAGCATTTACTTACCGCTATCCOITTARI CCATGCTCAGGCEGAACTGGEEITCA 180

Pl ATGGCTICAGACATTTIAGCTITACCGCTATCOTTAAT CGAAGGTCAGGCGAACTIGGGGITCA 180

HMS70038.1 ATGGCTICAGCATTTAGTITACCGCTATCCOITTANITGAAGGTCAGGGGAACTGGGECTICA 180
R - . R

23 CRAGATGATCCIAAATCITIIGCIGCGATGOGTTATACCGAAGCCARACTTITCGGCITAT 240

P2 CRAGATGATCCTIAAATCTIITIGCIGCGATGCGTTATACCGAAGCCARACTITTCGGCITAT 240

Pl CAGATGATCCTAAATCITTIGCTCCGATGCCTTATACCGAAGCCAAACTCTCGGCITAT 240

HMS70038.1 CCTGATGATCCTAAATCTITTIIGCTICCGATGCGTTATACCGAAGCAA2ACTCTCGGLTITAT 240
A4 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALAAALAAAA AArsa arrarsaaaa

P3 AGTGANTTATIGCTIGAGCGAATTAGCTCAGGGCACTAGIGAATGCGCAAGACAAC 294

P2 AGTGAXNITATIGCTIGACGCGAATTAGCTCACGGGCACTAGTIGAATGEGCAGGACAAC 254

Pl AGCTGANITATIGCIGACGCGAATTAGCTCAGGGCACTAGIGAATGGCAGGACAALC 294

HMS70038.1 AGTGAXNITATTIGCTIGACGCGAATTAGCTCAGGCGCACTAGIGAATGGCAAGACAAC 294

A A A AA A s s aAaasaisissrslsisslrliilsrilririlrlrlrarsrsssrssrsssrass aasraaa

Sekil 4. parC DNA dizilimi karsilastiriimasi

Choong Ki Hong ve ark. 2017-2019 yillar1 arasinda 98 A. baumannii izolat: ile ¢alismistir.
Yapilan calismada gyrA ve ParC sekans analizine bakilmistir. A. baumannii 'nin 50 susunun tamaminda
gyrA dizisinde Ser83 (TCA)’iin Leu83 (TTA)’ye yer degistirdigi sonucuna varilmig, 43 susta parC
dizisinde Ser80 (TCG)’iin Leu (TTGQG) ile yer degistirdigi sonucuna ulagilmistir. Bizim ¢alismamizda
gyrA dizisinde Ser83 (TCA)’tin Leu83 (TTA)’ye yer degistirdigi sonucuyla ortiismekte fakat calismada
bulunan parC mutasyonu bizim ¢alismamizla ortiismemektedir [17].

Enas A. Tantawy ve ark. 2020 yilinda yaptig1 calismada 106 yogun bakim hastasindan izole
edilen A. baumannii izolati tizerinde ¢alismistir. Yapilan ¢alismada gyrA ve parC mutasyonlarini
taramis ve her iki gen bolgesinde de tiim kiiltirlerde gyrA dizisinde Ser83 (TCA) - Leu83 (TTA), parC
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dizisinde ise Ser80 (TCG) - Leu (TTG) mutasyonuna rastlamigtir. Bizim ¢aligmamizda S83 (TCA)’in
L83 (TTA) mutasyonu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma gyrA dizisinde Ser83 (TCA) - Leu83 (TTA)
mutasyonu ile 6rtiigmekte fakat parC mutasyonu sonucumuz ortiismemektedir [18].

T I I T T T T T T T T T TS T T T """ """ """ """ T"“''T™

GB1 ITCCETCAAATGCCGCGAGITGGOIGGAACGTIGETCATATTTATATIGCACAGCCACCITIC 2490

GBZ2 IO TICAA AT GO GGAGITGOIGGARCGTIGEGTCATATTTATATIGCACAGCCALCCTITIICG 240

CU4€8230.2 r‘rcc;'rM'rm&ﬂ*xrsﬂrﬁhﬁ.’rs@ruﬂmramaxc&"'r‘n'o 240
ALLsLsssssssssssssrsssnna sdsssssrssssa “Lssssssssssssssssnaa ana

GBl TATAAGCTCAA A A AGCTAAGCGCAAGACGCAATATATTAA AGATAACCGACGCATTAGAARTT 300

GB2 TATRAGCTICAA A A2 2 GCTAAGCGCARAGACCAATATATTAAAGATAACGACGCATTAGAARLT 300

CU4€8230.2 TATAAGCTICAAA AR AGCTAAGCGCAAGACGCAATATATTAAAGATAACCGATGCCATTAGAARLT 300
A LA AL A AL AL A A A AL A A AL A A A AL A A AL ALALAALMLALALMALALAAAL Ahsrsdasssaas

GBl TACTTIGATITCAAATGCCAGATTGATGACGCTITEITTATATAITAGCGIGCTGATGCOGCCTIGCA 360

GBZ2 TACITIGATITCAAATGCARATTGATGAGCITITTACATAITAGIGCTGATGCOGCCTIGCA 360

CU4€8230.2 TACTIGATITCAAATGCGATTGATGAGCTITITTACATAITAGIGCTIGATGOGCCTIGCA 360
e e A A A A A AL A A A A ALt lAAtlLlAtlldAdds Ahdbdddscccddccccacrccaan

GBl1 ATTACAGGCIGAAGCGCTGCGECAAAACTAATTCAAGACTATCAAGTITTCACRAAAGAGCTITA 420

GEBEZ ATTACAGGIGAAGCGCIGEGCAAAAGTAATTCRAAGACTATCRAGITICACRAAAGAGCTITA 420

CU4€8230.2 ATTACAGGIGAAGCGCIGGCAAAAGTAATTCAAGACTATCRAAGITICACRAAAGAGCTITA 420
A A At A A A LA s cL At A s A b ALt Ac Al d LA db s bbb AL ddcccdccccdscccsn

GB1 CAACGCTTAACGTITACGCGITATCCAGCAAGCTITACITCGATCCATTACTCGAAGTCGACGCA 480

GB2 CAACECTTAACGITACGITATCCAGCAAGCTITACTGGATCCATTACTCEAGTAGATGCA 480

CU4€8230.2 CAACCCTTAACGTITACCGTTATCCAGCAAGCTITACTCCATECATTACTCGRAGTCGACGCA 4980
....... A A AR AL A AL AA AL AALLALLALALALLALAAsr AL AL LA ALALLdrscs A aaa

GBl ITTTAAAGCAGATCGA A A ACCATGATCAARGCTTATCTACAACAATGCGGCGGATCAAGTACET 5490

GBZ2 ITITAAACCAGATCRA A ACCATARATCAAGCTITATGCTCCAGCAATGCGCGGATCARGTACET 5S40

CU<€8230.2 mmsaghrm&rmrmramumrsmmrmam sS40
B . ALLLALALLALLALALALL 4L AALAALALA Adsscsrscsans

GBl GCAASCTGCTACAAARGACTACAGCCAAGITITIGCECCCTIGAANTITACKTITGRRAACAITTGAR €00

GEZ GCAACTGCTACAAACACTACAGCCAAGITITGCECCCIGAA T TACKTITGRRAACAITTGRA €00

CU4€8230.2 GAAGCIGIAGAGAAGTITGCAACCAAGCITACGESTICCGGAAN T TACKTITGAAACATITTGAA €00
sAssssssss & & A AL LALALL Ls LA AL AsLdALLArrsbsrsssrssssssan

GB1 CECRAGCGAATIGCTCAAGCGCEAGAAAT CICGCCCATTACTGGCCACGIGTAACTGT €523

GBZ CCGCERAGAAIGCTCAAGGCGAGAAAT CIGCCGCATTACIGGCCACGIGTAALTGT €53

CU4€8230.2 CeTRAGAANTIGCTCAAGGCGAGAAAT CIGCCCATTACTIGGCCACGIGTAATTIGT €53

Al AR A A AA AR AAAAAAAAAAAAALLAALAAAALArsslrrsslrsrscsssns

Sekil 5. gyrB DNA dizilimi karsilastirilmasi

Park ve ark. 56 adet farkli A. baumannii izolatinda parC (S80L, S80W, S84K), gyrA (S83L) ve
gyrB (E479D, D644Y, A677V) mutasyonlarini arastirmistir. Calismada bulunan gyrA (S83L)
mutasyonu bizim ¢alismamizla uyumludur [9].

Marich Amilia Rizka ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 7 A. baumannii klinik izolatt
iizerinde gyrB mutasyonu arastirilmistir. Sonuglarma goére 7 izolattan 5 tanesinde tek nokta
mutasyonuna rastlanmis ve gyrB geninde meydana gelen mutasyon nedeniyle siprofiloksasine direngli
oldugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise gyrB gen bolgesinde mutasyona rastlanmamigtir
[19].

Cheng-Hsun Chiu ve ark. ¢aligmalaria 35 adet A. baumannii izolat1 dahil etmistir. parC ve gyrA
gen mutasyonlarmin disa atim pompasi gen ekspresyonuyla (AdeB) iliskisi incelenmis olup parC (SSOL,
L59G) ve gyrA (S83L) mutasyonlar1 belirlenmistir. Mutasyonlu gene sahip kiiltiirlerde siprofloksasin
direnci gozlemlenmistir. Meydana gelen mutasyonlarin siprofiloksasine direng gelisimine katki
sagladig1 sonucuna ulasilmustir. izolatlarm tamaminda parC (S80L) mutasyonu saptanmustir. 13 adet
direngli izolatin, 9 tanesinde parC (L59G) mutasyonu ve 11 tanesinde gyrA (S83L) mutasyonu
saptanmustir. parC (S80L) mutasyonu sonucunda, A. baumannii direncinin gelistigi belirlenmistir.
Caligmamizdaki gyrA (S83L) mutasyonu ile sonuglar uyusmakta fakat parC mutasyon sonucu ile
uyusmamaktadir [20].

Ahmed Hamouda ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada iskocya’da builunan 5 hastaneden 9 adet
A. baumannii direngli izolatta parC ve gyrA gen mutasyonlarinin siprofloksasin direncine sebep olup
olmadig1 aragtirilmigtir. 9 adet direngli izolatin tamaminda gyrA geninde mutasyon tespit edilmis fakat
yalnizca 2 &rekte parC geninde mutasyon saptanmustir. Yani Iki kiiltiirde iki gen bolgesinde de
mutasyon saptanmustir. Her iki gen bdlgesinde mutasyon saptanan izolatlarin ayni zamanda MIK
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degerleri de yiiksek bulunmustur. Bu sebeple gyrA ve parC’de meydana gelen mutasyonlarin
siprofiloksasin direncine sebep oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu ¢alismadaki sonuglara gore, bizim
calismamizda sadece gyrA geninde meydana gelen mutasyon sonucu ile uyumludur [21].

2005 yilinda Jeom Kyu Lee ve ark., Kore’de farkli hastanelerden toplanan 59 adet A. baumannii’
izolat1 iizerinde ¢alismustir. Siprofloksasin direnci ile gyrA-parC genlerinin mutasyonlar1 arasindaki
iliskiyi arastirnlmistir. gyrA genindeki (S83L) mutasyonu ve parC geninde S80L mutasyonu
siprofloksasin direnci ile iliskilendirilmistir. Bizim c¢alismamizda gyrA (S83L) mutasyonu ile
ortlismektedir fakat parC mutasyonu ile ortiismemektedir [22].

Bu sonuglar gbz o6niinde bulundurarak yapilan ¢alismalarda yalnizca gyrA (S83L) gen bolgesinde
meydana gelen mutasyon ile elde ettigimiz sonuglar ortiismektedir.

Calismamizda 73 A. baumannii direngli klinik izolat1 kullanildi. Bu kiiltiirlere DNA izolasyonu
yapildi ve Real Time PCR uygulanarak gyrA, gyrB ve parC mutasyonu HRM analizi vasitasiyla gruplara
ayrildi. Ayrilan gruplardan her bir gen bdlgesi icin iki adet drnek alindi. Sekans analizi uygulandi ve
sonucunda biitiin izolatlarda gyrA (S83L) gen bdlgesinde mutasyon saptandi fakat gyrB ve parC gen
bolgelerinde mutasyona rastlanmadi. Bu sebeple elde edilen bulgular dogrultusunda belirledigimiz
hipotezin dogru oldugu sonucuna ulagilabilir. Bu sonuglar dogrultusunda ¢aligmamizda, siprofiloksasin
direnci gyrA (S83L) gen bélgesinde meydana gelen mutasyon ile iligkilendirilmistir.
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