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SIMGE VE KISALTMALAR

A. baumannii : Acinetobacter baumannii

CLSI
CFU
Ct
DNA
FiK
MDR
kDa
MRNA
nm
MBK
MHA
MiK
PDR
RNA
PCR
RT-PCR
tRNA
Tm
QRDR
GSBL

: Clinical Laboratory Standarts Institute

: Colony Forming Unit

: Dongui Sayist

: Deoksiriboniikleik asit

: Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu

> Multi-drug resistant

: Kilodalton

: Messenger Ribonucleic acid

: Nanometre

: Mininum Bakterisidal Konsantrasyonu

: Mueller-Hinton Agar

: Minimum inhibasyon Konsantrasyon

. Pan-drug resistant

: Riboniikleik asit

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Sayimsal Ger¢ek Zamanli Polimer Zincir Reaksiyonu
: Transfer Ribonucleic acid

: Erime sicakligi

: Quinolone resistance Determining Region

: Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz



GIRIS VE AMAC

Antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ kazanan patojen bakteri suslarinin ozellikle
hastane ortaminda geliserek topluma yayilabildigi bilinir. Cogu antibiyotige karsi direng
kazanmis Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus aureus gibi bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar, tedavisi zor Oliimciil hastaliklara neden olur (1-4). A. baumannii,
antibiyotiklere diren¢ gelisimi nedeniyle tedavi edilmesi zor bir firsatg1 patojendir. Bazi
suglar1 florokinolonlar dahil olmak iizere birgok antimikrobiyal ajana direnglidir. Bu nedenle
antibiyotik tedavilerine cevap alinamaz. Son zamanlarda, A. baumannii’nin birgok klinik
izolatinin florokinolonlara direngli oldugu gosterilmistir. A. baumannii’de kinolon direncinin
belirlenmesi, DNA Gyrase ve topoizomeraz IV genlerindeki mutasyonlarin saptanmasiyla
gerceklestirilir.  Kinolonlara karsi direng DNA Gyrase alt {initesi olan gyrA veya
topoizomeraz alt finitesi olan parC genleri ile iliskilendirilmistir. Kinolonlar DNA
replikasyonu sirasinda enzim kompleksine hizla baglanarak DNA replikasyonunu engeller. A.
baumannii gyrA geni belirleyen bolgelerindeki mutasyonlarin yiiksek kinolon direnci ve
siprofloksasin direngli ara madde ile iliskili oldugu gosterilmistir (5-8). A. baumannii’ye
normal insan florasinda nadiren rastlanir (9). A. baumannii hareketsiz, oksidaz negatif, katalaz
pozitif, Gram negatif, fermentasyon yapmayan bakterilerdir. Acinetobacter icinde yer alan
bakteriler normal florada, toprakta dogada veya suda izole edilebilir (10). Acinetobacter
icinde yer alan bakteriler firsat¢1 patojen olup hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olur ve
A. baumannii’nin ¢ok ilaca direngli (MDR) suslarinin hastane ortaminda yayilmasi son

yillarda 6nemli bir problem haline gelmistir (11,12). A. baumannii izolatlar1 kromozomal ve
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plazmid kaynakli farkli mekanizmalar ile antibiyotiklere direng gelistirebilir. Beta-laktamaz
tiretimi (13), aminoglikozid modifiye edici enzimlerin iiretimi (14), hedef bolge mutasyonlari
(15) ve disa attm pompa proteinleri (16) direng gelisiminde rol oynayan mekanizmalardir. Bu
calismamizda enfeksiyonlara yol agan Acinetobacter baumannii DNA Gyrase direng genleri
olan gyrA, gyrB ve parC’lerdeki mutasyonlarin neden oldugu ilag direncini aragtirmayi

amacladik.



GENEL BIiLGILER

ACINETOBACTER CINSi

Acinetobacter’lerin adi morfolojik 6zelliklerini bulan iki bilim adamiin isimlerine
atfen ‘Morax-Axenfeld basilleri’ olarak adlandirilmigtir.  “Beijerinck’ 1911 yilinda
Micrococcus calcoacetius olarak isimlendirmis topraktan izole etmis ve daha sonra ‘DeBord’
tiretral 6rnekten Gram negatif kokobasilleri izole etmesiyle tanimlanmistir. ‘Brisou ve Prevot’
ayni morfolojide olan mikroorganizmalar iginde bazilarimin hareketsiz olduklarin
gostermistir. Yunanca hareketsiz anlamina gelen ‘Akinetos’ kelimesinden alint1 yaparak bu
bakterilere ‘Acinetobacter’ olarak adlandirmigtir. 1968 yilinda Acinetobacter’lerin
biyokimyasal ve morfolojik o&zelliklerini tiim ayrintilariyla  agiklanmigtir.  1971°de
Acinetobacter’de yer alan bakteriler Moraxellaceae ailesi iginde smiflandirilmustir.
Acinetobacter iiyeleri 1986’da DNA-DNA hibridizasyon yontemiyle 12 tiire ayirilmustir.
Takip eden yillarda bu tiirlere yenileri eklenmis ve Acinetobacter bakteriler 25 farkli tiir
olarak smiflandirilmistir. Acinetobacter baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genomik

tiir 3 ve Acinetobacter genomik tiir 13TU sakkarolitik 6zelliktedir (Tablo 1).



Tablo 1. Acinetobacter bakterilerinin genomik tipleri ve tiir isimleri (9)

Tiir ada

Genomik tipi

A. baunmanni
A. baylyi

A. bauvetii

2

A.calcoaceticus

A. gerneri

A. grimontii

A.haemolyticus

A. jonhsonii
A. junii
A. lwoffii

isimlendirilen tiirler

(62 BN NN

8/9

A. parvus

Isimlendirilemeyen tiirler

A.radioresistens

12

A. schindleri

A. tandoii

A. tjernbergia

A. towneri

A. ursingii

A. venetianus

Tiir ada

Genomik tipi

3
6
10

11

13TU?

14BJ?,14TU!

14BJ?

15 BJ?
15 TU!
16

17

1-3 arasindaki tiir

13TU? benzeri

TU: Tjenberg ve Ursing tarafindan gosterilen genomik tipler

BJ?%: Bouvet ve Jeanjean tarafindan gosterilen genomik tipler

DNA dizi analizi, DNA hibridizasyon ve genetik transformasyon c¢alismalarinda en az
17 genotip belirlenmis ve 7 tanesi farkli tiir olarak tanimlanmistir (A. radiorezistens, A.
haemolyticus, A. baumannii, A. calcoaceticus, A.johnsonii, A. junii, A. lwoffii,). Tanimlanan
yedi tiir iginden dort tanesi birbirine ¢ok yakin olduklarindan A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleksi olarak isimlendirilmistir. iki yeni tiir 2001 y1linda tanimlanmustir. Yeni tanimlanan
tirler ile beraber son yillarda genotip sayisi 20°den fazladir. Tanimlanan tiirlerin iginde A.
baumannii en 6nemli klinik tablolara yol agan tiirdiir. A. baumannii dogada yaygin olarak

goriilmekte ve insan deri florasindada bulunabildiginden klinik 6rneklerden siklikla izole

edilir (9,17-19).




MORFOLOJIK, MIKROBIYOLOJIK VE BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Acinetobacter icinde yer alan bakteriler; 35-37°C’de iireyen, Gram negatif,
nonfermentatif, hareketsiz, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve zorunlu aerob bakterilerdir (18).
Acinetobacter tyeleri iginde A. baumannii Klinik tablolara en sik yol agan tiirdiir (17).
Mikroskoptaki sekilleri diplokok, kokobasil veya Gram negatif basildir. Gram pozitif seklinde
goriiniimleri taze kiiltiirlerinde olabilir (9). Uremeleri esnasinin logaritmik fazinda 1-1.5 x
1.5-2.5 um boylarinda basil, duraklama fazinda kokobasil ve subkiiltiirlerinde veya penisilinli
ortamda basil seklindedir (18,19). Gram boyandiginda Haemophilus ve Neisseria ile
karistirilabilir (18). Acinetobacter i¢inde yer alan bakteriler rutin olarak klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda triptik soy agar, koyun kanli agar ve MacConkey agar gibi besiyerlerinde
tirerler. Koyun kanli agardaki koloni sekilleri zeminden kabarik 0,5-2 mm c¢apinda, seffaf
veya opaktir (9). MacConkey agar besiyerinde S tipi koloniler olusturur ve pigmentsizdir.
Opak seklinde ve Enterobakter’lerden daha kiigiiktiir (18). Cogu zaman diizgiin sekillidir.
Rengi ise yesil, soluk sar1 veya beyazdir. Bazen mukoid olusturabilir. Kahverengi pigment
olusturanlar genellikle ¢evresel kaynaklidir (19). Secici-ayirici besiyerleri  klinikte
kullanabilmek igin gelistirilmistir ve en ¢ok Herellea agar ve Leeds Acinetobacter Medium
kullanilir. Amonyum tuzu, asetat veya nitrat tuzlari igeren, pH’1 5.5-6.0 olan ¢ogaltic1 sivi
mineral besiyeri kontamine 6rneklerden (digki, toprak vb.) izole etmek amagli kullanilabilir
(18,19). Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda A. baumannii tanimlanmasi geleneksel yontemler
ile olur. Ayrica tanimlanmasi karbon kaynaklarinin asimilasyonu temeline dayanan yari
otomatize ve otomatize sistemlerle de olabilir (9). DNaz ve indol negatiftir. Flajellalar: yoktur
yani haraketsiz bir bakteridir. Oksidatif fermentatif besiyerinde ve {i¢ sekerli demirli besiyeri
iginde asit olusturmaz, nitratlari rediikte etmezler.

Acinetobacter tiir ayrimi rutin laboratuarlarda iireme 6zelliklerine ve biyokimyasal
reaksiyonlara gore yapilir. Glukoza oksidatif etki, 44°C’de iireyebilme ve hemoliz 6zellikleri
bu ayirimda yeterlidir. A. baumannii hemoliz yapamayan, glukozu oksitleyen izolatlar olarak
tanimlanir. 44°C’de iireyebilme yetenegiyle A. baumannii digerlerinden ayirt edilir (18). A.
baumannii Trakya Universitesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi (TUEAUH) nde

otomatize mikrobiyal identifikasyon sistemiyle tanimlanur.



Tablo 2. Acinetobacter tiirlerinin tammmlanmasi icin basitlestirilmis sema (19)

5oy g g | 5| e
3 = | & 3 5 s | & 2
TEST I - g | % g | & | ¢
S £ 2 £ = 2 2 £ [ 5 2
s | B 5 25| £ |5 | ¢ 5|5 |¢%
s | s E s S ld sl sls1e s
= o] 3¢) < o) &b . & & = =
Ureyebildigi
181
44°C’de - + - - - -
41°C’de - + + - + - - _ _ N ;
37°C’de + + + + + + - + + + +
Glukozdan + + + D - D - D + - D
asit
Jelatin - - - + - + - - - - _
Hidrolizi
Karbonhidrat
d1-Laktat + + + - + - + + + T +
d1-4- + + + + D - D D + n n
aminobutirat
Trans- + + + D - - B ; i : .
akonitat
Sitrat + + + + D + + - ¥ n _
Glutarat + + + - - - - - . n ¥
Aspartat + + + D D D D - + D -
Azelat + + + - - - - + D D "
B-Alanin + + + - - - - - " " -
I-Histidin + + + + + + - - + + -
d-Malat - + + + + D D D " n N
Malonat + + D - - - D - - _ +
Histidin - - - - - - - - D n N
I-Fenilalanin | + D D - - - - - - - ¥
Fenilasetat | + D D - - - - + D D +

3, 6,9, 10: Isimlendirilmemis Tiirler, +: %90-100 pozitif, -: %0-10 pozitif, D: (degisken) %11-89 pozitif.

EPIDEMIYOLOJI

Acinetobacter, son otuz yil iginde patojen olup olmadigi sorgulanan bir bakteri
olmaktan ¢ikip tiim diinyada sik goriilen ve kontrol altina alinmasi zor olan bir hastane
enfeksiyonu etkeni haline gelmistir. Acinetobacter enfeksiyonlarinin bu kadar hizla
yayginlasmasinin iki dnemli nedeni vardir; birincisi Acinetobacter tiirlerinin kuruluk da dahil
dis ortam kosullarina dayanikli olmasi; ikincisi ise bir¢ok antibiyotige direngli olabilmesidir

(20).



Acinetobacter tiirleri kuru, cansiz nesnelerde yasayabilir. Acinetobacter’lerin kuruluga
kars1 direngli oldugu farkli 151 ve pH derecelerinde canli kalabilir ve boyle ortamlarda yaklasik
21-30 giin yasayabilir (18,21). Acinetobacter iiyeleri solunum yollarinda, agiz florasinda,
saglikli insanlarin derisinde, alt gastrointestinal sistemde ve genitoiiriner sistemde
bulunmustur. A. baumannii deri florasinda nadir olarak bulunan bir tiir olmasina ragmen
saglikli goniilliilerinin %40’ mmin derilerinde gesitli Acinetobacter tiirleri tasidigi bulunmustur
(19,12). Ayrica pastorize siit, donmus yiyecekler, hastane havasi, hasta yataklari, kontamine
eldivenler, hastanede kullanilan aletler ve sabun gibi birgok ortamdan izole edildikleri de
gosterilmistir.

Son yillarda, 6zellikle yogun bakim finitelerinde salginlar yaparak dikkatleri tizerine
¢eken bu bakteri basta iilkemiz olmak iizere tiim diinyanin basina dert olmakta; ‘multi-drug
resistant’ (MDR) ve hatta ‘pan-drug resistant’ (PDR) A. baumannii ile gelisen agir enfeksiyon
insidanst her gegen giin artmaktadir (22).

Genellikle hastane kaynakli firsatgr enfeksiyonlara neden olur ve Acinetobacter
tiyelerinden bir tanesi hastane ortaminda bir kez izole edilirse, yogun bakim fiinitesindeki
hastalar i¢in biiyiik risk olusturur. Hastaneye yatirilmig bireylerde salgin donemlerinde %7-18
oraninda bogaz tasiyiciligi goriilmekte iken trakeostomi siirlintiilerinde bu oran %45°dir
(12,19,23).

Acinetobacter bakterileri Tiirkiye’de yogun bakim tinitelerinde yapilan ¢ok merkezli
bir ¢alismada Gram negatif comaklar arasinda tiglincii siradadir ve antibiyotik direnci oldukca
yiksek ¢ikmigtir (18).

Direng, tip ve veteriner hekimligi alaninda yaygin bir sekilde antimikrobiyal ilag¢
kullanilmast sonucu gelisebildigi gibi, antimikrobiyal ilag kirliligine bagli olarak cevrede de

gelisebilir ve yayginlasabilir (24).

PATOGENEZ VIRULANS

A. baumannii nozokomiyal enfeksiyonlara yol acan 6nemli bir tiirdiir. Normal olan
bireylerde konak savunma mekanizmalari enfeksiyon olusturmazlar. Genelde hastane
kaynakli firsatg1 enfeksiyonlara neden olur. Enfeksiyon gelisimini kolaylastiran faktorler
konagin savunma sistemini baskilayan durumlar, konagin yasi, malignite ve yaniktir. Uzun
stireli antibiyotik kullanimi, trakeostomi varligi, endotrakeal tiip, uzun siire yogun bakim
tinitesinde kalma, agir cerrahi girisim, damar igi kateterizasyon, enteral beslenme, idrar

sondasi ve uzun siire mekanik ventilatore bagli kalma en basta gelen risk faktorleridir (18,25).
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Acinetobacter tiirlerinin bilinen bir sitotoksini olmamasina ragmen disiik 1sida asidik pH
ortaminda devitalize dokulara yerlesme 6zelligi vardir. Bakterinin viriilans hale gelebilmesi
i¢in insan viicudunda gerekli olan demiri saglayabilmelidir. Baz1 Acinetobacter’lerin siderofor
tirettikleri gosterilmistir. Sideroforlar demirle ve aerobaktin ile baskilanabilen dis membran
reseptor proteinleridir (21).

1- Polisakkarit kapsiil: D-mannoz, D-glukoz, L-ramnoz, D-glukronik asitten olusan
polisakkarit yapidadir. Bu kapsiil bakteriyi fagositozdan korur ve yiizeyinin hidrofilik
ozelligini saglar.

2- Kapsiiler polisakkarit veya fimbria: Insan epitel hiicrelerine baglanmay saglar.

3- Lipid A ve lipopolisakkarit: Lipid A hiicre duvarinda bulunur ve toksik etki gostererek
patojenite 6zelligini arttirir.

4- Urettikleri enzimler dokulardaki lipidleri yikar.

5- Siderofor ve aerobaktin gibi demir tutucu dis membran reseptdr proteinlerinin iiretimi
ile bakteri tiremesi i¢in gerekli demir saglar (9,17,18).

Acinetobacter ile ilgili esas tehlikenin bakterinin viriilansindan degil bir¢ok direng

mekanizmasini ayni anda edinebilmesinden kaynaklanir (20).

ACINETOBACTER ENFEKSIYONLARI

Acinetobacter tiirleri dogada bulunabilir. Insanin dogal florasinda da bulunur ve
genellikle firsat¢1 patojen olarak tanimlanir (17). Acinetobacter tiirlerinden biri olan A.
baumannii en fazla klinik tablolara yol acar (18). Ulkemizde yapilan bir galigmada A.
baumannii, hastane kokenli pnomoni nedenleri arasinda %24 oran ile ilk siradadir.
Ventilatorle iliskili pnodmoni bu olgularin 6nemli bir kismii olusturur (19). Pnémoni,
menenjit, lriner sistem enfeksiyonlar: tiirleri septisemi, endokardit ve yara gibi cesitli
enfeksiyonlardan Acinetobacter izole edilir (26).

Hastane enfeksiyonlar1 genellikle baska bir nedenle hastaneye basvuran hastada, hasta
hastaneye yattigi zaman inkiibasyon doneminde degilse hastanede kalma siiresince gelisen
enfeksiyonlardir veya bir diger deyisle enfeksiyon belirtileri hastanede ¢ikmissa bu olgu
hastane enfeksiyonudur (27).

Hastane enfeksiyonlari, kulugka siiresi hastanede yattigi donemde olusan, hasta
hastaneye yattiginda kulugcka doneminde olmayan, klinik bulgular1 saptanmayan, hastaneye
bagvurduktan 48—72 saat sonra klinik bulgular1 olusan ya da hastanede gelisip hasta taburcu

olduktan sonra 10 giin i¢inde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir (17,18). Hastane enfeksiyonlari
8



yiiziinden hastaneye yatirilan hastalarin iyilesmesi beklenirken bu siire¢ uzamakta, tedavi
maliyeti artmakta ve hatta bazi hastalar yasamin yitirmektedir (28).

Hastane enfeksiyonlarinin meydana gelmesinde hastane isleyisine,
mikroorganizmalara ve konaga bagli birgok etken vardir. Basta el yikama olmak iizere
alisilmis hijyen davranislari, tibbi prosediir hatalari, altta yatan hastaliklar, bagisiklik, invaziv
tan1 sisteminin baskilanmasi ve tedavi girisimleri bu etkenler arasinda yer alir (29).

Trakya Universitesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi (TUEAUH) nde
hastane enfeksiyonu gelistigi bildirilmistir. Durumu agir olan hastalar genellikle yogun bakim
tinitesinde yatan hastalardir. Antibiyotiklerin en fazla kullanildigi ve yapilan tibbi girisimlerin

siklig1 en fazla olan yine durumu agir hastalardir (17,18,30).

Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Yogun bakim iinitelerinde nozokomiyal pulmoner enfeksiyon salginlart c¢esitli
aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Bunlarin basinda ventilatér kaynakli pnodmoniler ilk
sirada yer alir. En 6nemli risk faktorleri endotrakeal ve gastrik tiip, cerrahi girisim, genis
spekturumlu antibiyotik kullanimi, mekanik ventilasyon, ileri yas, kronik akciger hastaligi ve
bagisiklik sisteminin baskilanmasidir. Hastane kaynakli bulagsmadan eldivenler, beslenme
sivilari, kolonize saglik calisanlari, ventilator cihazlar1 ve kontamine parenteral neden
olmustur. Ventilator kaynakli Acinetobacter hastane enfeksiyonu pnomonisi olan hastalarda
oliim oranm1 %30-75’dir (18,19,26).

Bakteriyemi

Intravendz kateterler, batin ici enfeksiyonlar, iiriner sistem enfeksiyonlari, yara ve deri
enfeksiyonlart bakteriyeminin kaynaklarini olusturur (17,18). Yetigkinlerde bakteriyemi ile
sonuglanan cerrahi yara ve yanik enfeksiyonlar1 siklikla goriiliir. En 6nemli ikinci grup
hastalar1 yenidoganlar olusturur. Predispozan faktérler; dogum agirhigi diisiik olan bebekler,

daha once antibiyotik tedaviler ve neonatal konviilsiyonlar olarak sayilabilir (26).

Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlar:
Beyin cerrahisi girisimi, ventrikiilografi, travma, lomber ponksiyon ve myelografi
Acinetobacter bakterilerinin yaptigi enfeksiyonlara neden olur. Baslica risk faktorlerini bes

giinden fazla tutulan ventrikiiler kateterler, serebrospinal sivi kagagi, ventrikiilostomi, beyin-



omurilik sivist fistiilleri, beyin cerrahisi yogun bakim iinitelerinde asir1 antibiyotik kullanimi

ve ventrikiilostomi olustur (18,19,26).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar:

Acinetobacter tiirleriyle olusan iiriner sistem enfeksiyonlar1 olduk¢a nadirdir. Yogun
bakim tiinitesinde kalan genellikle yash, bobrek tasi olan ve uzun siiredir sondali erkek
hastalarda goriiliir. Prostatik genisleme nedeniyle kateter kullanimina bagli olarak hastalarin
%380’i erkektir. Baslica risk faktorleri; yanik, travmatik yaralar, cerrahi insizyon bdolgeleri,

bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve vendz kateter uygulamalaridir (17-19,26).

Diger Enfeksiyonlar

Infektif endokardite azda olsa sebebiyet verebilir. infektif endokardite agik kalp
ameliyatlar1 veya dental girisimler neden olabilir. Peritonitler ambulatuvar peritoneal diyaliz
uygulanan hastalarda meydana gelebilir. Osteomiyelit ve ekstremite enfeksiyonlar1 genellikle
kazalardan sonra olur. Travma, keratoplasti ve kontakt lens uygulamalarinda Acinetobacter ile
olusan oftalmik enfeksiyonlar s6z konusudur. Yogun bakim {initesinde 5 yilda goriilen
nozokomiyal enfeksiyonlarinin en sik etkeni Acinetobacter tiirleridir. Diger nadir olgular;
Protez kalp kapag: endokarditi, otolog kemik iligi transplantasyonundan sonra gelisen tiflit,
periton diyalizi ile iliskili peritonit, perkiitan safra drenajiyla iliskili kolanjit, perkiitan
transhepatik kolanjiografi, osteomyelit, septik artrit endoftalmittir (17-19,26).

A. baumannii suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere kars1 giin gectikge artan direng tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de ciddi
saglik sorunu olmaya baslamistir ve birgok antibiyotikle hastaliklar tedavi edilebilirken ¢ogul
antibiyotik direncinin artmasiyla tedavi olanagi azalir (31,32). Acinetobacter tiirlerinin
%10’unun in vitro duyarliligi %99, %50’si karbapenemlere duyarli ve kolistin disindaki
aminoglikozid, karbapenem, sefalosporin, kinolon grubu gibi diger antibiyotiklere karsi ¢ok
yiiksek direnglidir (31,33).

ACINETOBACTERLERDE ANTIBIYOTIKLERE DIRENC MEKANIZMALARI

1970’lerden itibaren gelisen Gram negatif mikroorganizmalarin meydana getirdigi
direng sorunu giiniimiizde olduk¢a dénemli hale gelmistir. Yogun bakim iinitelerinde yatan ve
immiin sistemi bozulmus hasta sayisinin artmasi, antibiyotiklerin diizensiz kullaniminin

artmast ve gida endiistrisinde  antibiyotik  kullanimi1  gibi  ¢esitli  nedenlerle
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mikroorganizmalarda meydana gelen antibiyotiklere direng giin gectikge artar. Direng sorunu
en ¢ok hastanelerde meydana gelir ¢ilinkii antibiyotik kullanimi en fazla oldugu yerdir.
Tiirkiye’de nozokomiyal olarak en sik direng sorunu yasanan mikroorganizmalar; Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Koagiilaz Negatif Stafilokoklar,
Enterobacter spp, Enterokoklar, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp.’dir (19,21).
Pek ¢ok klinik izolat in vitro ¢aligmalarda gentamisin, ampisilin, nalidiksik asit ve
kloramfenikol gibi fazla kullanilan antimikrobial ajanlara duyarli bulunmustur. A.
baumannii’ye ait klinik izolatlarin direnci zaman iginde artmistir. A. baumannii dogal direng
gosterdigi antibiyotikler; amoksisilin, ampisilin, ve birinci kusak sefalosporinlerdir. A.
baumannii yogun bakim tinitelerindeki mortalitenin %19-25’ini olusturur ve diger tiirlerden

daha direnglidir (17,34).

Antibiyotik Direnci
Bir bakterinin antimikrobiyal ajanin iiremeyi engelleyici veya oldiirlicii etkisinden
korunabilme kapasitesidir. Bakterilerin antibiyotiklere direnci ¢esitli nedenlerden

kaynaklanabilir.

A. Dogal Diren¢: Bazi antibiyotikler bakterinin genetik 6zelligi sebebiyle bakteriyi

etkilemez bu 6zellik bakterinin dogal direnci olarak tanimlanir.

B. Kazanilmis Direng: Bakteride ki genetik 6zelliklerin degisimi transpozon veya
plazmid DNA’sinda meydana gelen mutasyonlarla olur. Direngli bakteri tarafindan

konjugasyon, transformasyon ya da transdiiksiyon aktarilmasiyla meydana gelen direngtir.

C. Cevre ve Kosullara Bagh Direnc: Antibiyotikler in vivo ve in vitro kosullarda
farkli etkinlik gosterir. Bu da bakteride dirence sebep olur. Oksijen basinci degsiklikleri,
dokudaki pH degisiklikleri ve antibiyotigin enfeksiyon bolgesine ulasamamasi gibi nedenlerle
in vitro testlere yanit veren antibiyotik in vivo ortamda yanit vermeyebilir (19).

Bakterilerin  antimikrobiyal ilaglara karsi gosterdigi  biyokimyasal direng

mekanizmalari ti¢ grup altinda toplanabilir:
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1. flag hedefindeki degisiklik

2. Tlacin enzimatik inaktivasyonu

3. Hiicre icindeki ila¢ dozunun azaltilmasi
a) Permeabilitenin azaltilmasi

b) Aktif pompa ile ilacin disar1 atilmasi (35).

1. fla¢ hedefindeki degisiklik: Bircok bakteri DNA Gyrase ve topoizomeraz 1V
esansiyel enzimlerinin ikisine de sahip olmakla birlikte, az sayida bakteride sadece DNA
Gyrase enzimi bulunur. Gram negatif bakterilerde Gyrase enzimi, topoizomeraz IV’den daha
fazla kinolon inhibisyonuna duyarlidir. Kinolon direncinden sorumlu mutasyonlarin bir¢gogu
Gyrase enzimini kodlayan genlerde goriiliir. Gliniimiizde en ¢ok bilinen kromozomal
mutasyonlar gyrA alt tnitesinde meydana gelen mutasyonlardir. Direngli bakterilerin
gyrA’daki aminoasit degisikliklerinin genellikle enzimin amino ucundaki aktif bolgesinde
bulunan tirozin molekiiliiniin (Tyr-122) etrafinda yer alir. gyrA’da Ala67-GIn106, gyrB’de ise
Asp426-Lys447 aminoasitleri ‘kinolon direnci belirleyici bolge’ (QRDR) olarak bilinir (36).

Bazi bakterilerde hedef degisimlerinden farkli olarak ilaca duyarli hedefe gereksinimi
ortadan kaldiracak yeni bir metabolik yol gelistirebilir. Ornegin,
Trimetoprim/sulfametoksazol kombinasyonu, bakterinin yasamsal énemi olan kromozomun
replikasyonununda rol oynayan enzimleri inhibe eder. Bakteriler folat sentez etme yerine

ortamdan hazir folat alarak alternatif bir metabolik yol kullanir (35).

2. ilacin enzimatik inaktivasyonu: flacin enzimatik inaktivasyonu antibiyotigi
pargalayan ya da modifiye edici enzimler olusturarak meydana gelir. Gram negatif ve Gram
pozitif bakteriler antibiyotikleri parcalayan enzimler sentezler. Ornegin beta laktam
antibiyotiklerini pargalayan beta laktamaz enzimi, amin glikozitleri inaktive eden fosforilaz,
asetilaz ve adenilaz enzimleri, kloramfenikolu inaktive eden asetil transferaz enzimi ve
eritromisini inaktive eden esteraz enzimi direng gelisiminde olduk¢a Onemli enzimlerdir

(35,37).

3. Hiicre icinde Ki ila¢ dozunun azaltilmasi:
a) Permeabilitenin azaltilmasi: Antibiyotiklerin etkili olabilmesi i¢in bakteri hiicresine
penetre olmasi gerekir. Gram negatif bakterilerde antibiyotiklerin hiicre igine girmesi, dis

membrandaki porinler araciligi ile olur. Mutasyonlar ile dig membran porinlerindeki degisim
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sonucu gecirgenlik azalir ve direngli suslar ortaya ¢ikar. Kinolonlar, sitoplazmadaki
hedeflerine ulasabilmek igin, Gram pozitif bakterilerde hiicre duvari ve sitoplazmik
membrani, Gram negatif bakterilerde ise ek olarak dis membran engelini asmak zorundadir.

b) Aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi: Gram negatif ve Gram pozitif, bakteriler
Ozgiil olmayan, enerjiye bagiml aktif pompa (efluks) sistemlerine sahiptir. Aktif pompa
sistemlerinden bazilar1 yapisal olarak ifade edilirken, bazilar1 mutasyonla indiiklenebilir. Aktif
pompalama sistemleri diizenleyici genler tarafindan kontrol altinda bulunur. Diizenleyici
genlerdeki mutasyonlar aktif disa atim pompa sistemlerinin fazla ¢alismasina ve
antimikrobiyal ajanlarin digar1 atilmasina sebep olur (35,36).

Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin bazilar1 Tablo 3°de

gosterilmistir (17).

Tablo 3. Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalari (17)

ANTIBIYOTIKLER MEKANIZMA
Beta laktamlar Beta laktamaz (plazmid ve/veya kromozom
kokenli)

Penetrasyonun azalmasi

Hedef molekiilde degisiklik

Aminglikozidler Enzim ile modifikasyon

Igeri alinmanin azalmasi

Florokinolonlar Hedef molekiilde degisiklik

Penetrasyonun azalmasi, aktif digar1 atim

KINOLONLAR

Ik kinolon grubu nalidiksik asittir ve antimalaryal ajan olan klorokininin
saflastirilmast ile elde edilmistir. Enoksasin, siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin,
levofloksasin kinolonlar arasinda en fazla kullanilanlardir. Bu kinolon antibiyotiklerini
lomefloksasin, pefloksasin ve moksifloksasin izler. Cok sayida yeni kinolon tiirevi elde
edilmesine ragmen az bir kismi insan enfeksiyonlarinda kullanilir. Kinolon grubu
antibiyotikler tamamen sentetiktir ve temel yapisi, 1. pozisyondaki nitrojen, 3. pozisyondaki
karboksil grubu ve 4. pozisyondaki karbona ¢ift bagla baglanmis oksijenin bulundugu ikili
halkadan olusur. Bazilarinda 6. pozisyonda bazilarinda 8. pozisyonda flor vardir. 7. karbona
piperazinil halkas1 baglidir (35,36,38).
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Ikili halka yapisinin 6. karbonuna baz tiirevlerde flor ilavesi yapilarak antibakteriyel
etkinlikte artis saglanmistir. Bu tiirevlerde 7. karbona eklenen piperazinil, metil piperazinil ya
da dimetil piperazinil halkasi1 Gram negatif bakterilere karsi etkinligi artirmistir. Yeni
kinolonlarin ¢ogunda bulunan piperazinil halkasina bagli olan metil grubu oral
biyoyararlanimin artmasini saglamistir. Gemifloksasin, klinofloksasin, moksifloksasin ve
travofloksasin gibi yeni kinolonlarda, 7. pozisyona pirolidinil ya da ikili halka eklenmesi ile
Gram pozitif bakterilere karsi etkinlik arttirilmistir. 8. pozisyonlarina halid ya da metoksi
gurubunun baglanmasi ile anaerop bakterilere kars1 antibakteriyel etkinlik saglanir. Birinci
azota degisik tiirevlerde degisik gruplar baglanarak Gram negatif bakterilere etkinlik
giiclendirilmistir (39).

Genellikle kendi aralarinda ufak farkliliklar olmasina ragmen kinolon grubundaki
ajanlarin timii Enterobacteriaceae ailesine ¢ok iyi etkinlik gosterir. P.aeruginosa’ya karsi en
iyi etkili olan kinolon siprofloksasindir (40). Kinolonlar arasindaki antibakteriyel etkinlik,
farmakokinetik ve bazi yan etkiler yoniinden farkliliklar kimyasal yapilarindaki farkliliklardan
kaynaklanir.  Kinolon grubu antibiyotikler = farmakodinamik  o6zelliklerine  gore
siniflandirilmigtir (Tablo 4.). Bu grup antibiyotiklerin kusaklar1 arttikca yeni bakteri
gruplarina etkileri ve viicutta dagilabildigi bolgeler de artmistir. Etki 6zelliklerine gore dort
farkli kusaga ayrilir. Birinci kusakta, nalidiksik asit, oksolinik asit ve sinoksasin; ikinci
kusakta florokinolon olarak nitelendirilen, siprofloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin,
danofloksasin, difloksasin, norfloksasin ve enoksasin; iiglincii kusakta orbifloksasin,
levofloksasin, sparfloksasin ve grepafloksasin; dordiincii kusakta ise travofloksasin,

gatifloksasin, moksifloksasin, gemifloksasin ve sitafloksasin yer alir (24,35,40).

Tablo 4. Kinolon grubu antibiyotiklerin farmakodinamik o6zelliklerine gore

siniflandirilmasi (40)

1. kusak 2. kusak 3. kusak 4. Kkusak
NA NOR OFX LEV TVA
PEF CIP MXF

CIP: Siprofloksasin, PEF: Peflofloksasin, MXF: Moksifloksasin, LEV: Levofloksasin, OFX: Oflofloksasin,
NOR: Norfloksasin, TVA: Travofloksasin NA: Nalidisik asit

Florokinolonlar aerobik Gram negatif basillere (Enterobactericeae, Haemophilus,

P.aeruginosa), Gram negatif koklara (Neisseria spp., Moraxella spp.) ve stafilokoklara
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etkilidir. Anaerobik bakterilere ve streptokoklara karsi etkinlikleri sinirlidir. Fakat yeni kusak
kinolonlar bu konuda oldukga genis bir spektruma ulasmistir (41).

Gunimiizde  florokinolonlar  genitoiiriner,  kemik-eklem,  yumusak  doku,
gastrointestinal sistem ve solunum yolu sistemlerini ilgilendiren ¢ogu enfeksiyonun

tedavisinde kullanilir. Ayrica florokinolonlar veterinerlikte de siklikla kullanilir (38).

Etki Mekanizmasi

Bakterilerde ¢ogalma kromozomal DNA replikasyonuna dayanir. Bakteri kromozomu
hiicre uzunlugundan daha fazla oldugu icin iki kivrilma olay1 gerceklestirir; birincisi kendi
etrafinda olusturdugu kivrimlar ikincisi ise RNA ¢ekirdegi etrafinda ters yonde yaptigi
kivrilmalardir. Bu iki kivrilma olayma siipersarmal olusumu adi verilir. Bu siipersarmal
olusumunu gergeklestiren enzim DNA Gyrase enzimidir. Replikasyon sirasinda da bu
kivrimlart agan enzim DNA Gyrase enzimidir ve ATP yardimiyla islemi tamamlar. DNA
Gyrase ayn1 zamanda, DNA replikasyon c¢atali boyunca yigilan siiper helikslerin
ilerlemesinden de sorumludur. Iste kinolonlar bakteri hiicresine girdiklerinde DNA Gyrase
enzimine baglanir ve enzim fonksiyonlarini inhibe eder. Boylelikle DNA’nin negatif yondeki
‘supercoiling’i engellenerek boliinemeyerek oliirler (36,39).

Kinolonlarin etki mekanizmasi ¢ogunlukla birbirine benzer. Yukarda belirtildigi {izere
kinolonlar DNA replikasyonunda rol oynayan iki topoizomeraz (DNA Gyrase ve
topoizomeraz 1V) ile reaksiyona girip enzimi inhibe ederek DNA sentezini durdurur. DNA
Gyrase, tetramerik bir enzimdir ve iki gyrA ve iki gyrB alt birimlerinden olusan gyrA ve gyrB
genleriyle kodlanir. A alt birimi 97.000 dalton, B alt birimi 90.000 dalton agirligindadir. DNA
Gyrase molekiiliiniin toplam agirligi 374.000 daltondur. DNA Gyrase DNA replikasyonu,
rekombinasyonu ve onariminda gorev alir. Topoizomeraz IV, parC ve ParE alt birimlerinden
olusur ve replikasyon sirasinda olusan yeni DNA iplik¢iklerinin birbirinden uzaklasarak yavru
hiicrelere gegmelerini saglar. gyrA ve parC DNA’y1 keserken gyrB ve parE bu reaksiyon igin
gereken enerjiyi karsilar. parC 75 kDa (kilodalton), ParE 70 kDa’dur. Her iki enzim de biiyiik
homoloji gosterir. Florokinolonlar Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde farkli enzimleri
hedefler. Gram pozitif bakterilerde topoizomeraz IV, Gram negatif bakterilerde ise birincil
hedef DNA Gyrase’dir (17,35,38,39,41).

15



Gram pozitif aktivite Giraz enzimine baglama
Fototoksisite bakteri hiicresine qiris (Bu
Genetik toksisite bdlge modifiye edilemez)
metallere ba%lanma, selat
Etkinlik | yapma oOzellikleri
Giraz enzimi
kontrolil 0|
F C —— OH
Giraz enzimine
Etkinlik baglama bolgesi
Spektrum ile igkili
Farmakokinetik Rz R2
SSS* toksisitesi (major) e
NSAI*™* etkilesimi (major) | e . T
Teofilin etkilesimi (majér) Farmakokinetik R TS
ozellikler 1
Enaerokbik etkinlik
(e Etkinlik
Genetik toksisite Farmakokinetik ozelliklerden bazilar
NSAI etkilesim Teofilin etkilesimi
(major) Genetik toksisite

Sekil 1. Kinolon halkasi (41)

Topoizomeraz IV, florokinolonlarin Gram pozitif bakterilerde birincil, Gram negatif
bakterilerde ise ikincil hedef bolgesidir. Gatifloksasin, moksifloksasin ve trovafloksasin gibi
yeni kusak florokinolonlar ikili olarak baglandiklarindan hem DNA Gyrase hem de
topoizomeraz IV enzimini es zamanli olarak inhibe eder. Boylece florokinolonlar, DNA
Gyrase ve topoizomeraz IV’iin olusturdugu kirilmalart durdurarak DNA’nin sentezlenmesini
baskilar (24).

Insan hiicrelerinde DNA Gyrase bulunmayip ayn1 islevi bu enzime benzeyen baska bir
topoizomeraz II tiirii yerine getirir. Klinik kullanimda olan kinolonlarin bu enzimlere
etkinligi, bakteri DNA Gyrase’1 lizerindekine gore 54-2460 kez daha diigiiktiir. Bu durum,
kinolonlarin bakterisidal etkilerini segici olarak bakteride olusturmalarini ve insan hiicresinde

belirgin bir toksik etki yapmamalarini agiklar (36).

KINOLONLARA KARSI DIRENC MEKANIZMALARI

Kinolonlar 1988-1990’11 yillara kadar Acinetobacter tiirlerine kars1 oldukga etkiliyken
daha sonra klinik izolatlar bu antibiyotiklere hizla diren¢ gelistirmistir. Gram negatif
bakterilere kinolonlar hiicre i¢ine dig membrandaki porinlerden ya da fosfolipitten difiizyon

yoluyla girer. Kinolonlara direncin mekanizmasi; kromozomal mutasyon yolu iledir ve iki
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temel mekanizma vardir; hedef enzimde degisiklik ve hiicre i¢ine ilacin girisinin azaltilmasina
neden olan temel mekanizmalardir. Kinolonlara karsi plazmid yoluyla direng gelisimi pek
goriilmez.

Acinetobacter tiirlerinde dis membran gecirgenligi E.coli’dekinin %1-3’( kadardir
¢linkii porin sayist kiigiik ve azdir. Mutasyonlarla porinlerin kayb1 bu gegirgenligi daha da
azaltir fakat tek basina porin kaybi yeterli degildir. Direng gelisiminde porinlerdeki azalma ile
birlikte disa atim pompalar1 da gereklidir. Baska bir mekanizma ise ilacin hiicre iginde
birikiminin engellenmesidir. P. aeruginosa’da mex ABopr M operonu aktif disa atim
sistemini kodlar ve florokinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikola karsi direng gelisimine neden
olur. Bu diren¢ norA geni mutasyonu ile Gram pozitif koklarda da belirlenmistir. Bu
mekanizma ile diren¢ gelismesi halinde ise sadece kinolonlara degil baska antibiyotiklere
kars1 da diren¢ gelismesi soz konusudur. Ayn1 mekanizmanin Acinetobacter tiirlerinde de
etkili oldugu diisiiniilmektedir.

A. baumannii suslar1 pek ¢ok antimikrobiyal ajanlara direnglidir, florokinolon dahil
cok ilaca diren¢ genellikle antibiyotik tedavisinin basarisizligindan sorumludur. Genlerdeki
ilag¢ hedefi degisiklikleri DNA Gyrase alt biriminin A (gyrA) ve topoizomeraz IV alt biriminin
C (parC) florokinolon karsi yiiksek direng seviyeleri ile iliskilendirilmistir (5).

A. baumannii tiirinde en ¢ok meydana gelen kinolon direnci mutasyon tipi gyrA’nin
83. kodonunda Ser yerine Leu degisimidir ve siprofloksasinin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) degerinin >4 png/mL olmasiin sebebidir.

gyrA ve parC genlerinde ciftli mutasyon gergeklestiginde siprofloksasine yiiksek
direng (MIK >64 pg/mL) meydana gelir. parC’de en ¢ok meydana gelen mutasyon 80.
kodonunda Ser yerine Leu degisimidir.

Mutasyon lokalizasyonu siklikla gyrA biriminde Ala 67-GIn 106, gyrB biriminde ise
Asp 426- Lys 447 bolgesi amino asitleridir. Mutasyonun sik goriildiigi bu amino asitler,
DNA Gyrase’in aktif bolgesine yakin olarak konumlanmis 83 ve 87 numarali kodonlara
karsilik gelir. 83. kodonda meydana gelen niikleotid degisimi laboratuvar ve klinik olarak en
yaygin karsilasilan gyrA mutasyonudur. Mutasyon sonucu florokinolonlarin baglandig: aktif
bolgelerin yapist degisir ve buna bagli olarak direng gelisir (24).

gyrA geninin Ser-83 kodunundaki tek mutasyonuyla klinik izolatlarda siprofloksasin
icin MIK degerini 32 ng/mL’ye kadar ¢ikarirken moksifloksasin i¢cin MIK degerinin 1 pg/mL
diizeyinde kaldig1, tiimii moksifloksasin direngli (MIK >2 pg/mL) klinik izolatlarm parC
geninde 80. kodonunda ikinci bir mutasyon oldugu bilinir (34).
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Ser 83 kodonunda meydana gelen bir mutasyon, Asp 87 kodonunda meydana gelen
mutasyondan daha etkili bir direng olusturur. Bu durum yiiksek etkili florokinolon direncinde
Ser 83 mutasyonuna daha sik rastlanmasinin nedenini agiklar. gyrA biriminin daha nadir
rastlanan mutasyonlar1 Ala 67, Gly 81, Ala 84, Tyr 122 GIn 106’dir. Bu mutasyonlar sadece
in vitro mutant suslarda goriilebilir. Kinolon direnci belirleyici bolge (QRDR) mutasyonlari
Ala 196’ nin glutaminle ve Ala 51’in valinle yer degistirmesi seklindedir. Genel olarak gyrA
birimi mutasyonlar1 gyrB birimi mutasyonlarindan daha yaygindir.

Topoizomeraz 1V, DNA Gyrase kadar kinolonlara karsi duyarli olmadigindan
florokinolonlarin  Gram negatif bakterilerde ikincil hedef bolgesidir. parC ve parE
birimlerindeki mutasyonlar siklikla gyrA birimi mutasyonlari ile birlikte meydana gelir. Bu
nedenle parC biriminde meydana gelen bir mutasyon tek basina bakterinin florokinolon
duyarliligimi degistirmez. Buna ragmen, parC ve parE birimlerindeki mutasyonlar yiiksek
etkili direncin olugsmasi bakimindan 6nemlidir (24,39)

Sonug olarak yanlizca gyrA da meydana gelen mutasyon orta diizey kinolon direncine
neden olurken; gyrA ve parC’de meydana gelen mutasyon yiiksek diizey kinolon direncine
neden olur ve Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) iiretimi ile kinolon direnci

arasinda gii¢lii bir baglanti oldugu gosterilmistir (9,40).

Hiicreyi Ilacin Letal Etkilerinden Koruyan Plazmidler

Plazmid araciligiyla aktarilan bu direng genine gnr (gnrAl) ismi verilmistir. gnr geni,
219 aminoasitten olusan tekrarlayan pentapeptid ailesine ait bir Qnr proteinini kodlar. In vitro
caligmalarla, saflastirilmig Qnr proteinin DNA Gyrase veya topoizomeraz IV’e baglanarak
siprofloksasinin inhibisyonundan korur (36).

ANTIMIKROBIYAL DIRENCIN SAPTANMASI

Laboratuvarda, besiyerlerinde iretilen enfeksiyon etkeninin, in vitro olarak
antibiyotiklerle muamele edilmesi ve enfeksiyonun tedavisi i¢in en etkili ilacin segilmesi
amaciyla yapilan teste yani antibiyotigin antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasina antibiyotik
duyarhilik testi denir. Duyarlilik testinin amaci, hastanin tedavisinde kullanilabilecek
antimikrobiyalin in vitro sartlardaki etkinligini tahmin etmektir (35,30).

Maddelerin antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek i¢in bakteriler ile antibakteriyel
aktivite ¢alismalar1 yapilir. Bakterilerin iiremelerini durduran veya inaktive eden en diisiik

dozdaki madde konsantrasyonuna MIK denir. Mininum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)
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ise mikroorganizmay1 Oldiiren en diisiik konsantrasyon olarak ifade edilir. Yontemin
belirlenmesinde, denenecek maddelerin  sayisi, miktar, ¢ozinirligi, kullanilacak
mikroorganizmanin cinsi ve 06zelligi de rol oynar. Antibakteriyel aktivite yontemleri
antimikrobiyal miktarinin saptanmasiyla kantitatif olarak, antimikrobiyal igeren diskler
kullanilarak duyarli, orta duyarli, direngli gibi degerlerin verilmesiyle kalitatif olarak ya da

molekiiler olarak saptanir (35,42).

Konvansiyonel Yontemler

Bakterinin once besiyerinde lretilmesi esasina dayanir ve bu bakterininin degisik
konsantrasyonlarda etkili madde igeren antimikrobiyal maddelerle uygun kosullarda test edilir
(35). Diliisyon ve difiizyon yontemleriyle yapilir. Diliisyon ve difiizyon yontemleri, uygun
standart test organizmalarinin kullanilarak ilagla karsilastirilmast ve mikroorganizmanin
duyarliligmin arastirllmas1 esasina dayanir. Klinik Labaratuvar Standartlar1 Endistrisi
(Clinical Laboratory Standarts Institute- CLSI), antimikrobiyal duyarlilik testleri igin farkli

mikroorganizma gruplarina yonelik uygulama standartlar1 6nerir (42).

Diliisyon Yontemleri

Sivi diliisyon yontemi: Sivi besiyerinde duyarliligi saptama yontemi en hassas
yontemdir. Mueller Hinton buyyonu besiyeri olarak kullanilir. Antibiyotigin seri
sulandirimlart hazirlanir. Yapilan sulandirimlarin her birine, son yogunlugu 5x10° CFU/ml
(Colony forming unit) olacak sekilde bakteri ekimi yapilir. 18-24 saat inkiibasyonun ardindan
MIK ve MBK degerleri belirlenir (35).

Stvi makrodiliisyon yontemi: Ozel c¢oziiciileri icinde teste tabi tutulacak olan
antibiyotikler hazirlanir ve daha sonra sivi besiyerinde iki kat azalan sulandirimlart yapilir.
Mikroorganizmalarm standart inokiilumu vardir (5x10° CFU / ml). Bu standart inokiilum
hazirlandiktan sonra antimikrobiyal madde degisik diliisyonlarini iceren her tiipe esit bir
sekilde eklenir. Kontrol tiipiine antimikrobiyal madde eklenir bu da tiremenin gostergesidir.
Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri konmus tiip besiyeri kontrolii olarak hazirlanir.
Besiyerleri 35°C’de bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri liremesini gosteren
bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin liremesini onleyen, gozle goriiniir bir bulanikligin
olmadig1 en diisiik ilag konsantrasyonu MIK olarak degerlendirilir. Sivi besiyerinde

bulaniklik goriilmedigi halde bu tiiplerden yapilan ekimlerde lireme goriilmesi o tiliplerde
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bakteriyostatik etkinligin olmasia ragmen, bakterisidal etkinligin olmadig1 anlamina gelir.
Antibiyotigin kat1 besiyerinde iiremeyen son tiipteki konsantrasyonu o antibiyotigin MBK

degerini verir (35,43).

Sivi mikrodiliisyon yontemi: Makro diliisyon yonteminin plaklarda hazirlanmig
halidir. Mikrodilisyon plaklarinin  tim kuyucuklart 100 pl besiyeri igermelidir.
Antimikrobiyal maddeden en az 10 ml hacminde hazirlanan stok soéliisyonlarindan,
mikrodilisyon plaklarinin ilk kuyucuklarima 100 ml eklenir ve daha sonra CLSI’da sivi
diliisyon ile yapilan duyarlilik testleri i¢in Onerilen diliisyon semas1 kullanilarak c¢ift katl
olarak sulandirilir. McFarland eseligine gore hazirlanmig olan inokiiliim, sivi besiyerine
ekildiginde son konsantrasyon 10* CFU/ml olacak sekilde diliie edildikten sonra kuyucuga 10
pL eklenir. 16-24 saat 35-37 °C’de inkiibe edilen mikrodiliisyon plaklarinda iiremeyi inhibe
eden en diisiik ilag konsantrasyonu MIK olarak bildirilir. MIK kuyucuklarindan alinan
ornekler kat1 besiyerlerine ekilerek iiremenin olup olmadig1 arastirilir. Uremenin olmadigi sivi

ornekteki ila¢ konsantrasyonu MBK degerini gosterir (42).

Agar diliisyon yontemi: Antimikrobiyal madde igeren ¢ozeltilerin  uygun
diliisyonlar1, 45-50°C’ye sogutulmus Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine eklenir ve iyice
kanigtirildiktan sonra besiyerinin kalinligi 3-4 mm olacak sekilde petri plaklarima dokiiliir.
Agar diliisyonda 5-8 mm bir alan igin damlatilan inokiiliimde 10* CFU/mL bakteri olmasi
istenir. En diisiik konsantrasyondan baglanarak farkli konsantrasyonlarda antibiyotik igeren
plaklara inokiilasyon yapilir. Inokiilasyon damlalar1 kuruduktan sonra plaklar ters gevrilerek
inkiibasyonuna kaldirilir. 16-20 saat 35-37°C’de inkiibe edilen plaklarda iiremeyi inhibe eden
en diisiik ila¢ konsantrasyonu MIK olarak kabul edilir.

Difiizyon Yontemleri

Disk difiizyon yontemi: Disk difiizyon yonteminde esas, kati besiyerine inokiile
edilen mikroorganizmalarin, besiyerinin yiizeyine konan disklerden yayilan antimikrobiyal
madde ile birlikte iiremeleridir. Antimikrobiyal maddenin etkinligi, disklerin ¢evresinde
olusan iiremenin engellendigi zonlarin Olgiilmesiyle belirlenir. McFarland 0.5 yogunlugu
kullanilarak hazirlanan bakteri inokiliimunden steril ekiivyon ile alinarak MHA igeren

plaklara siiriiliir. Ekiivyon plaga siirliliitken plak ¢evrilerek her yerine esit inokiilasyon
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yapilmasi saglanir. Ticari olarak saglanan ya da 5-6 mm c¢apinda iyi emici 6zelligi olan
kagitlardan hazirlanan ve belirli miktarda antibiyotik iceren diskler bu besiyeri iizerine
birbirlerine ve petrinin duvarina yakin olmayacak sekilde steril penslerle yerlestirilir. 16-20
saat 35-37°C inkiibe edilen plaklar ¢ikarilir ve disklerin etrafinda olusan zon caplar1 6l¢iiliir.
CLSI standarti kullanilarak zon c¢aplar1 degerlendirilir ve duyarli, orta duyarli, direngli

seklinde sonug bildirilir.

Kuyucuk difiizyon yontemi: Besiyerinin yiizeyine acilan standart c¢aptaki
kuyucuklara konan etken maddenin degisik sulandirimdaki ¢ozeltilerinin kat1 besiyerine
difiizyonu ve kati besiyeri yiizeyine inokiile edilmis mikroorganizmalarin {iremelerine olan

etkisinin arastirilmasidir.

Oluk yontemi: Kat1 besiyerine agilan uzunca bir oluk i¢ine antimikrobiyal madde
¢ozeltisi konur. Agilan oluga farkli noktalardan degecek sekilde ¢esitli mikroorganizmalarin
0ze ile cizilerek ekilmesi esasina dayanir. Oluktan difiize olan antimikrobiyal maddenin,
¢izilen mikroorganizmanin iiremesine etkisi saptanir. Tek antimikrobiyal madde ve ¢ok sayida

mikroorganizma kullanilir (42).

E-test: Bakteri 0.5 McFarland yogunluguna ayarlanip steril bir ekiivyonla MHA
ylizeyine yayilir. Daha sonra agar yiizeyine, her noktasinda farkli konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren plastik seritler yani E-test seritleri yerlestirilir. Seritler {izerinde giderek
azalan konsantrasyonda antibiyotik emdirilmis plastik bulunur. Plaklar 35°C’de 18-24 saat
siireyle inkiibasyona birakilip MIK degeri belirlenir. Serit etrafinda olusan inhibisyon

elipsinin serit iizerindeki 6lcekle kesistigi nokta MIK degeridir (35,43).

Otomatik ve hizlh direng¢ saptama yontemi: Mikroorganizmalarin otomatik aletlerle
hizli identifikasyonlar1 ve antibiyotiklere karst direncini Ol¢me temeline dayanir.
Mikroorganizmalarin uygun konsantrasyonlarda siispansiyonlari, belirli miktarlarda
antibiyotik bulunduran mikroplaklara ekimi yapilir. Otomatik cihazlarin yodntemine ve
incelenen mikroorganizmanin ozelligine gore sonuglar 4-24 saat sonra MIK degerleri ile

birlikte degerlendirilerek verilir (35).
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Sinerji testleri: Antibiyotik kombinasyonlarinin etkinliklerinin test edilmesine sinerji

testleri denilir.

Dama tahtas:1 testi: Farkli ilaglarin, farkli konsantrasyonlari 96 kuyucuklu plak
iizerinde karsilastirilarak kombinasyon etkinlikleri test edilir. flaglarin kombinasyondan elde
edilen MIK degerleriyle tek baslarina olan MIK degerleri oranlanir ve fraksiyonel inhibitor
konsantrasyonu (FIK) bulunur. Ardindan kombinasyondaki ilaglarin FiK degerleri toplanir ve
FiK indeksi (FIKI) hesaplanir. Sinerji FIKI < 0.5, aditif etkilesim FIKI = 1 ve antagonizma

FIKi = 2 baz alinarak tanimlanir.

Time kill yontemi: Antibiyotik yogunluguna ve zamana bagli antibiyotigin
bakterisidal etkisini gosteren bir yontemdir. Bakteri miktarindaki azalma zamana bagl olarak
her bir bakteri yogunlugu icin ayri verilir. Zamana bagli azalma i¢in farkli zamanlarda canl

bakteri sayimi1 yapilir. Dama tahtasiyla birlikte yapilir (44).

Molekiiler Yontemler

Geligsmekte olan teknolojiyle birlikte mikrobiyoloji alaninda meydana gelen en 6nemli
yeniliklerden biri molekiiler yontemlerdir. Molekiiler yontemlerin kendisine 6zgii avantajlara
ve dezavantajlara sahiptir ve tim diinyada yaygin olarak yararlanilmaya devam edilir.
Antimikrobiyal diren¢ saptanmasi amaciyla kullanilan molekiiler yontemlerin pek ¢ogu ii¢

asamadan meydana gelir;

a) DNA saflastirilmasi: Kaynatma ve mekanik pargalama gibi basit teknikler DNA’y1
elde etmek igin yeterlidir.

b) Hedef DNA’nin amplifikasyonu: Cogu kez Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
kullanilir.

¢) Mutasyonlarin Saptanmasi: Uygun primerlerle amplifiye edilen hedef DNA’daki

mutasyonlar gesitli yontemlerle saptanir (35,45).

POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIiYONU
Amerika Birlesik Devletleri’nde 1985 yilinda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall
K. Saiki tarafindan gelistirilen yontem, niikleik asitlerin, uygun in vitro kosullarda

cogaltilmas: esasina dayanir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) hem bilimsel arastirmalar
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hem de klinik laboratuvar tamisindaki uygulama alanlariyla biiyilk 6neme sahiptir. PCR
gelistirilmesindeki calismalar1 nedeniyle Kary Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiilii’nii
almaya hak kazanmistir. PCR bir gesit in vitro klonlamadir (46).

Otomatize termal sikliis cihazlar1 ‘Thermus aquaticus’ bakterisinden saflastirilan, 1siya
dayankli polimerazin (Tag polimeraz) kullanimi sayesinde gelistirilmistir. Floresan isima
tekniklerinin kullanimiyla birlikte kinetik revers transkriptaz-PCR baslamistir (47).

Real Time PCR DNA’nin veya mRNA orneklerinin {riinlerinin miktarini bir tiipte
tespit edebilen ve gogaltan son yillarda popiiler olmus bir yontemdir. Floresan isaretli prob ile
monitdrize edebilen ve boyalarin kullanildigt PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma yoOntemi olmasi
dolayistyla “Sayimsal Gergek Zamanli Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)”, “izlenebilir
PCR, “Floresan Sayimsal RT-PCR” gibi degisik adlarla da isimlendirilir (48).

Klinik mikrobiyoloji alaninda o6ne ¢ikmasinin nedeni; hizli sonu¢ vermesi,
konvansiyonel yontemlerle saptanmasi zor veya imkansiz mikroorganizmalari saptayabilmesi
ve yiksek duyarliligidir. Hastalardan almman Ornekler icginde, hastalik etkeni
mikroorganizmanin niikleik asitlerinin varliginin saptanmasi rutin mikrobiyolojik tanida PCR

yonteminin kullanim amacidir (49).

PCR Basamaklari

PCR reaksiyonu; ¢ift zincirli DNA’nin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilip tek sarmal
hale gelmesi (denatiirasyon), sonra sirasiyla sentetik oligoniikleotidlerin yani primerlerin
hedef DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon), Mg® iyonu varhginda katalizor olan DNA
polimeraz ile primerlere niikleotid eklenerek zincirin uzamasini (polimerizasyon) ve biitiin bu
sikluslarin belli sayida tekrar etmesini kapsar. Otomasyon olarak PCR teknigi; 1sitma ve
sogutma islemlerini her bir siklusta yazilim programlari dogrultusunda gergeklestiren
thermocycler adinda PCR cihazlari1 yardimiyla saglar.

Firmalar artik siklus sayisi, inkiibasyon siiresi ve sicakligin ayarlanabildigi

thermocycler cihazlarini ticari olarak piyasaya siirmektedir (46,50).

DNA’nin Denatiirasyonu
Hiicre DNA’s1 PCR yonteminde 94°C civarinda yiiksek bir 1s1 uygulanarak zincirlerin
birbirlerinden ayrilip tek sarmal hale gelmesi saglanirken bakterilerde bu islem helikaz enzimi

tarafindan gerceklestirilir. Denatiirasyonda yiiksek sicaklik dereceleri G+C yoniinden zengin
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olan hedef zincirler i¢in daha uygun olsa da, sik kullanilan denatiirasyon sicakliklart 95°C’de
30 saniye veya 97°C’de 15 saniyedir. DNA {izerinde polimerazin baglanacagi RNA dizisi
bakterilerde primaz enzimi ile gergeklestirilirken PCR’da sentetik olan yaklasik 20 niikleotit
uzunlugunda DNA primer dizileri kullanilir. PCR yonteminde yiiksek sicakliklarda
caligabilen Taq polimeraz enzimi replikasyon i¢in kullanilir. Normalde bakteriyel replikasyon,
uygun ¢alisma sicakligi 37°C olan DNA polimeraz enzimi tarafindan yapilir (46,49).

Primerlerin Baglanmasi (Hibridizasyon, Annealing):

Prob veya primerler hedef diziyi tamamlayan ve spesifik bir DNA veya RNA
bolgesini tespit etmek i¢in kullanilan niikleotid dizisidir. Bu dizi birkag baz ¢ifti veya binlerce
baz ¢ifti olabilir. Primerler genellikle daha kisadir (15-20 niikleotid). Bu asamada, primerler
ve ¢ogaltilmas: istenen DNA i¢in spesifik olan oligoniikleotidler, denatiirasyonda elde edilen
tek sarmallt DNA {izerinde kendisine komplementer olan diziye hidrojen baglariyla baglanir.
Programlanan thermocycler sicakligir 37-65°C’ye indirmesinin nedeni ortamda bulunan iki tiir
primerin her birinin komplementeri oldugu tek iplik¢ikli hedef DNA {izerindeki spesifik
bolgelere baglanmasi igindir. Primerlerden birinin kendine ait olan 5’ ucu, hedef DNA’nin
birinin 3’ ucuyla, diger primer de ikinci tek iplikgik DNA’nin anti paralel olan diger ucunda
bulunan 3° ucuna DNA polimerazin galisma yoniine uygun olarak (5’—3”) baglanir. Yaklasik
0.5-1 dakikada bu islemlerin tamamlanmas: siirer. Sicaklik ve siirenin uzunlugu Primerlerin
baglanmasi asamasinda degisir bunun nedeni ise; primerlerin uzunluguna, niikleotid yapisina

ve PCR soliisyonundaki konsantrasyonlarina baglidir (46,49,51).

Primerlerin Uzatilmasi

Bu asama genellikle 72°C’de  gergeklestirilir. ~ Primerlerin  baglanmasi
tamamlandiginda, DNA polimeraz tarafindan primerlerin hibritlestigi tek sarmallarin karsilig:
sentezlenir. Ortalama her baz i¢in (DNA fragmanlarinin ¢ogaltilabilmesi igin) bir dakika
eklenmesi Onerilir. Taq polimeraz enzimi 5°—3’ yoniinde aktifleserek, primerlerin 3’
uclarindan baslar ve ortamdaki niikleotidleri kullanarak hedef DNA dizisinin kopyasini yapar.
Son uzama sicakligi 95°C’ye yiikseltilip reaksiyon sicaklig: tekrar arttirilir. Boylelikle PCR’1n
yaklasik olarak 10-15 dakika kadar devam eden ii¢ asamadan olusan birinci amplifikasyon
asamasi, tekrar sicakligin 95°C’ye yiikseltilmesi ve aymi asamalarin 25-30 kez
tekrarlanmasiyla sonlandirilir (46,50).
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MUTASYON TARAMA YONTEMLERI

Darbeli Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

Ik asamada genomik DNA saf olarak elde edilir. Agaroz kaliplar1 karbonhidrat,
protein ve hiicre iceriklerinden arindirilmak i¢in yikanir. Nadir kesim yapan bir restriksiyon
enzimi ile agaroz igerisine gémiilii olan kromozomal DNA muamele edilir. Kat1 matrikse
(agaroz ya da poliakrilamit) DNA o6rneklerinin yerlestirilmesi ve jel i¢indeki molekiillerin

statik elektrik alaninda gog ettirilmesi esasina dayanir (45,52).

Heterodupleks Analiz

Normal ve mutant DNA’lar arasinda heterodupleksler olusturulur. Mutasyonun oldugu
bolgede DNA yanlis eslenme nedeni ile biikiilir veya balonlasir. Denatiiran igermeyen
poliakrilamid jellerde homodupleksler ve heterodupleksler farkli hareket ederler. Tek baz

degisikliklerinin, kiigiik delesyon ve insersiyonlarin taranmasinda siklikla kullanilir.

Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi Yontemi (DGGE)

DNA iire veya formamid gibi denatiire edici bir ajanin artan konsantrasyonlarinda ve
60°C’de elektroforeze uygulanir. Erime sicakliklarina géore DNA’da bulunan domainler
ayrilir. DNA’daki 1 baz degisikligi bile erime sicakligin1 1°C veya daha fazla degistirir ve
zincirlerin ayrilmasi i¢in gerekli denatiiran konsantrasyonunu degistirir. Domainlerdeki
ipliklerin ayrilmast DNA’nin elektroforezdeki hizini azaltir. Heteroduplekslerde bazlarin
yanlig eslenmeleri elektroforezde homoduplekslerle aralarinda 6°C’ye kadar farklilik yaratir.
Bu nedenle nokta mutasyonlarini analiz etmek icin siklikla normal ve mutant DNA’lardan
olusan heterodupleksler kullanilir. DGGE ile en fazla 1000 baz cifti biiyiiklilkteki DNA analiz
edilebilir.

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi Yoéntemi (SSCP)

Cift iplikli PCR firiinleri formamid gibi denatiiran maddeler ile 1sitilarak denatiire
edilir ve poliakrilamid jellerde elektroforetik olarak ayrilir. Glimiis veya floresan boyalarla
boyanarak goriintiileme yapilir. Herhangi bir baz degisikligi konformasyonda degisiklige
neden olabilir. Cogu konformasyonlar, mutant dizi aynmi1 yiike sahip olsa bile fiziksel sekil

veya biiylikligl yeterince degistirirler ve akrilamid gibi bir matriks ile yapilan elektroforezde
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hareket farkliligina neden olur. Elektroforezdeki farkli hareket, tek zincirli DNA pargalarinin

ikincil yapilarinda degisik sekillerin olusumuna baglhdir (35,53).

Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Prokaryotlarda bulunan restriksiyon endoniikleazlar, dkaryotlarda bulunmayan gift
zincirli olan ve DNA’daki i¢ fosfat baglarini rastlantisal kiran endoniikleazlardan (DNaz,
fosfodiesteraz) farkli olarak 4, 6 ve 8 niikleotidden olusan ve ¢ogunlukla genomda iki yonlii
simetri olusturan polindromik bolgelerdeki baz dizilerini taniyip kesen endoniikleazlardir. Bu
yontemde standart PCR iglemi ile iizerinde durulan lokus g¢ogaltilmakta ve cesitli kesim
enzimleri ile elde edilen PCR parcacigi kesilir. Kesim sonucu olusan kesim pargacik
modellerine gore kesim noktasinin varligi veya yokluguna gore bireyler arasindaki farkliliklar

tespit edilir (54,55).

Yiiksek Coziiniirliikli Erime (HRM) Analizi Yontemi

Akademi ve sanayinin igbirligi ile DNA analizleri i¢in gelistirilmis HRM; 2002°de
ortaya ¢ikan, Real Time PCR cihazinda bulunan yeni bir metottur. Real Time PCR baslangig
miktarina gére olusan son PCR {irliniiniin kantifikasyonu i¢in kullanilan hassas, 6zgiin ve
kolay bir yontemdir. Reaksiyon karigiminda kullanilan floresan 6zellikteki boyalar ya da
proplarin olusturduklar1 sinyaller sayesinde ¢ift zincirli DNA olusumu es zamanli olarak
goriliir. Yiiksek ¢oztiniirliiklii erime analizinde 6nce ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan
boya ile hedef DNA bélgesine 6zgiil primerler kullanilarak ¢ogaltilir. Kullanilan floresan
boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak i1sima verir tek zincirli DNA ile etkilesim
gostermez. Floresan Ozellikteki boya ile hem amplifikasyon sirasinda DNA
konsantrasyonundaki artis hem de HRM analiziyle DNA’nin erimesi goriintiilenir.
Amplifikasyon basamagindan sonra gergeklesen erime analizinde baslangicta floresan 1s1ma
yiiksektir. Sicaklifin artmasiyla ¢ift zincirli DNA’ya satiire olmus floresan boya ortamdaki
soliisyona gececegi icin floresan siddetinde azalma goriilecektir. Belirli DNA 06rnegi igin
gozlenen erime profili karakteristiktir. Yani; mutasyonun yer aldigr bolgede kullanicinin
DNA’y1 ¢ogaltmak icin HRM analizden 6nce gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
kullanir. Daha sonra HRM analizi baslar. Amplikon DNA sicakligi 55°C den 95°C’ye ¢ikar.
Bu islem sirasinda bir noktada amplikon erime sicakligina ulasir ve DNA’nin iki zinciri

birbirinden ayrilir. HRM nin sirr1 bu siireci es zamanli olarak izlemesidir (56-58).
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REAL TIME POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (RT PCR)

SYBR Green |

SYBR Green I yontemi Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinda
kullanilir. Floresan boya yanlizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi i¢in ¢ogalmis olan DNA
miktarindaki artis ile birlikte Real Time PCR cihazindaki floresanin miktari da es zamanl
olarak artar. En fazla kullanilan boya gesidi ‘SYBR Green I’dir ve 497 nm (nanometre) dalga
boyunda yiikseltgenir, 520 nm dalga boyunda indirgenir. DNA’nin kii¢iik oluguna baglanan
¢ift sarmal boya 30 amplifikasyon dongiisiinden sonra yalnizca aktivitesinin % 6’sin1
kaybeder.

DNA’ya baglanan boya miktart DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle artar boylelikle
yayilan floresans miktar1 da artar. Elde edilen floresansin istenen hedef bdlgenin
amplifikasyonuyla sonucunda m1 gergeklestigi, yoksa non spesifik bir tirin mii oldugunu
anlayabilmek i¢in ‘melting curve’ (erime egrisi; Tm) analizi yapilir. Tm analizi yapilmak
istendiginde cihaz PCR tiiplerini yavasca 1sitmaya baglar. Cift zincirli DNA birbirinden
ayrilmaya basladiginda floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her
bir DNA’nin belirli bir erime sicakligi derecesi vardir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA
parcalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranmna baghdir. Spesifik olmayan iirlinlerin
cogalmasinda (primer dimerlerinde) aradi§imiz DNA parcasinin Tm derecesi arasinda
farklilik olacaktir. Tm derecesinin farkli olmasi her iiriiniin kendine 6zgii uzunlugu ve gen
dizisi igermesindendir. Bu ylizden Tm sicakligi her iiriin i¢in 6zeldir. Cogunlukla bu yontemle
bilinmeyen iki DNA dizisi Karsilastirilmak istendiginde yontem gilivenilir bir sekilde
kullanilabilir.

Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler ile cok

fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak verir (48,59).

TaqMan® Probe Yontemi

Cogaltilmak istenen DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli
bir prob igerir. 3’ uctaki baskilayict TAMRA boyast 5’ ugtaki FAM boyasinin sinyal
olusturmasini engeller. Prob hedef DNA’ya baglandigi zaman bile floresan sinyal 6l¢timii
diistiktiir. Cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi tizerinde primer baglanma bolgeleri
arasinda ‘Taq Man’ problar baglanir. Primerler baglandiktan sonra yeni zincir olusmaya

baglar. Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz
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aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur. DNA zincir
sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin ¢cogalimi arttik¢a floresanda ona baglh

olarak artmaya devam eder.

Molekiiler Boncuk Yontemi

Bu yontem yapist ve c¢alisma prensibi ile ‘TagMan® probe’ ve ‘SYBR Green I’
yonteminden farklidir. Sag tokasi seklindeki yapinin yuvarlak u¢ kismi ¢ogaltilacak DNA ile
komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapmin diiz olan ug¢ kisimlari 2 adet
florokrom boya igerir. Bunlardan baskilayict florofor diger boyanin floresansini engeller.
Cogaltilmak istenilen DNA bolgesi PCR ile ¢ogalmaya basladiginda prob hedef DNA dizisine
gore dizayn edildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degisir ve diiz hale
gecer. Molekiiler boncuk hedef niikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz boncuk
molekiiliiniin yapis1 degistiginden ve boyalarda birbirlerinden uzaklastigindan floresan

miktar artar.

Hibridizasyon Prob Yontemi

Iki farkli prob dizayn edilmistir. 3> ucunda floresans isaretli boya (donor), 5’ ucunda
alic1 boya (acceptor) bulunur. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine
baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur. Enerji floresans isaretli boyadan alici
boyaya transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince

olusan tiriin miktar1 ile dogru orantili olarak artar (59).
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GEREC VE YONTEM

GERECLER

Bu ¢alismada, Acinetobacter baumannii izolatlarinda DNA Gyrase direng genleri olan
gyrA, gyrB ve parC mutasyonlarinin Real Time PCR yontemiyle arastirilmasi amaciyla
“Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” izni
alinds. Ilgili belge Ek’te sunulmustur.

Trakya Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik Orneklerden izole edilip otomatize sistem ile
Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmis ve stoklanmig Acinetobacter baumannii direngli
Klinik izolatlar boncuklu bakteri saklama tiiplerine alindi ve 37°C’de bir gece iiremeleri
saglandiktan sonra -20 °C’de saklandi. DNA izolasyonu i¢in -20°C’de Saklanilan bakteriler,
petrilere konulmus olan kat1 besiyerlerine alindi. Bir giin etiivde 37°C’de bekletildi. Uremesi
saglanilan bakteriler petri i¢cinden 6ze ile bir koloni alindi ve DNA izolasyonu yapildi. Real
Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak DNA Gyrase direng genleri olan
gyrA, gyrB ve parC gen bolgeleri ¢cogaltildi. RT-PCR sonuglarina gore istatistiksel olarak

mutasyon degerlendirmesi yapildi.
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KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler
e dH0
e Tris (Applichem)
e Binding buffer (Bioeksen)
e izoproponol (Sigma)
e Wash buffer (Bioeksen)
e Elisyon soliisyonu (Bioeksen)
e Evagreen (BioRad)
e dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Gene On)
e Primerler (Macrogen)
e Taq DNA polimeraz Seti (Gene On)
e Besiyeri (Merck)

Calismada Kullamilan Cihazlar
e Otoklav (Niive)
e Otomatik Mikro Pipetler (Axygen)
e Piper ucu (Axygen)
e Santriftij (Vwr)
e Terazi (Ohaus)
e Vortex (VELP)
e ETUV (Redline by binder)
e Petri kab1 (Firatpen)
e Derin Dondurucu (Argelik)
e Manyetik Karistirici (VELP)
e Boncuklu Bakteri Saklama Tiipii (Or- Bak)

YONTEMLER

DNA izolasyonu

DNA izolasyon yontemi diger sayfadaki adimlar uygulanarak gerceklestirildi.
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e 50 mg Acinetobacter baumannii izolati, igerisinde 100 ul steril deiyonize su
bulunan tiiplerin icerisine transfer edildi.

e Pipetajla siispanse edilen koloniler 10 dk 95 °C inkiibe edildikten sonra 13000
RPM’de 1 dk santrifiij edildi.

e Ust sivi yeni bir tiipe aktarilmis ve daha sonraki asamalarda RT-PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi.

e Ekstrakte edilen DNA’lar analize kadar -20 °C’de saklandi.

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

A. baumannii RT-PCR Uygulamasi

RT-PCR’ da kullamlan Primer Dizileri

gyrA, gyrB ve parC alt iinitesini kodlayan genlerin amplifikasyonu, RT-PCR

yontemiyle 6zgiin primerler kullanilarak ¢ogaltilmaya baslandi.

RT-PCR’de kullanilan Primer Dizileri:

gyrA icin:

gyrA Forward: 5’-AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT-3’
gyrA Reverse: 5’-GCCATACCTACGGCGATACC-3°

gyrB i¢in:
gyrBForward: 5’>-CGTGCGCGCTTTGATAAAAT-3’
gyrB Reverse: 5’-ACAGTTACACGTGGCCAGTA-3’

parC icin:
parC Forward: 5’-ATGAGCGAGCTAGGCTTAAA -3’
parC Reverse: 5’-TTAAGTTGTCCTTGCCATTCA-3’

PCR Kosulu

PCR karisimi, asagidaki {riinler kullanilarak 780 ul’lik PCR tiipleri igerisinde
hazirlandi.

1.5 mM MgCl>

0.2 mM dNTP mix

1x Reaksiyon Tamponu
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0.1U Proof Reading Rekombinant Tag DNA Polimeraz
1x Eva Green

4 ng/ul kalip DNA

Her bir primerden 0.5 uM

Toplam hacim: 10 pl

PCR Dongiisii

Her ii¢ gen bolgesi i¢in (gyrA, gyrB, parC)’de 95°C’de 1 dk denatiirleme, 55°C’de
1dk tutunma, 72°C’de 1dk uzamadan olusan toplam 45 dongiilik bir PCR programi
uygulandi.

Baslangic: 95°C, 5 dakika

95°C, 10 saniye

55°C, 10 saniye } 45 dongi
72°C, 20 saniye

Sonlanma: 72°C, 5 dakika

Cihazda optimizasyonu saglanmis, 1 dongii 95°C-5 dk, 45 dongii 95°C-10 sn, 55°C-10
sn ve 72°C-20 sn 151 dongiisii programi uygulandi. RT-PCR sirasinda sadece istenilen {iriiniin
cogaltildigini belirlemek ve HRM analizi i¢in 65°C-95°C arasinda, 0.2 sn rampa hizi ile erime
egrisi analizi yapildi. Erime egrisi verileri HRM analizi yapan, Biospeedy HRM Analyzer
(Bioeksen, Tirkiye) yazilimi ile degerlendirildi. RT-PCR iiriinlerinin HRM profilleri
mutasyon spesifik oldugu i¢in, farkli HRM profili veren iiriinler farkli gruplara ayrildi, her
grubu temsilen 2 farkli RT-PCR iriiniinin DNA dizi analizi yapildi. Dizi analizleri Sanger
yontemiyle, ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) belirlendi. Dizi
analizi  ¢ift yonli  gergeklestirildi. Elde edilen diziler 4peaks  yazilimi
(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile analiz edildi. Dizilerin DNA Data bankasinda
en cok benzer oldugu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi
kullanilarak belirlendi. Elde edilen dizilerde gyrA (S83L), parC (S80L, S80W and S84K) ve
gyrtB  (E479D, D644Y and A677V) mutasyonlarr, Clustal W2  yazilimi

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) kullanilarak yapilan karsilagtirmalar ile tarandi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar say1 (yiizde) veya ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Yapilan
calisma ig¢in tanimlayici istatistik kullanildi. Bu tiir istatistiklerin genel olarak kullanim
alanlar1 verilerin siniflandirarak 6zet tablolarin olusturulmasi ve egilim ve dagilim olgiilerinin

elde edilmesidir (60). Analiz igin http://www.tableau.com/ adresinden yararlanildi.
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BULGULAR

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik Orneklerden izole edilip otomatize sistem ile
Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmis ve stoklanmig 73 direngli klinik izolat
kullanildi. RT-PCR sonuglarina gére benzer gen bolgesi olanlar gruplandirildi.

RT-PCR sonucu elde edilen esik dongii sayisi (Ct) ve erime sicakligi (Tm) degerleri
Tablo 5.”de verilmis, ¢cogalma ve erime egrileri ise Sekil 2-7°de gosterilmistir. Negatif kontrol
reaksiyonlarinda ¢ogalma gozlenmedi. Deneysel RT-PCR’larda ise Ct degerlerinin 30’un
altinda olmas1 ve g¢ogalma sonucunda beklenen sicakliklarda tek bir Tm degerinin elde

edilmesi, hedef genlerin basarili bir sekilde gogaltildigini gosterir.

Tablo 5. Ct ve Tm degerleri

Hedef Gen

Numune
No gyrA gyrB parC

Ct Tm Ct Tm Ct Tm
1 17,4 85 16,45 84,5 22,36 85
2 17,72 85 19,33 84,5 22,31 85
3 16,72 86 15,26 85 18,24 85
4 17,37 86 15,99 85 18,95 85
5 21,25 90 26,97 84,5 28,74 84
6 18,01 86 16,44 85 19,39 85
7 16,45 86 15,01 84,5 18,25 85
8 16,7 86 16,53 84,5 18,5 85
9 16,08 86 15,35 85 18,35 85
10 18,26 86 16,4 85 20,28 85
11 16,82 85,5 12,69 84,5 19,04 85
12 16,4 85,5 9,46 85 18,31 84,5
13 16,32 85,5 14,16 84,5 18 85
14 20,48 85,5 19,33 84 21,62 85
15 16,3 86 15,3 84,5 18,41 85
17 16,82 86 13,71 85 18,41 85
18 16,97 86 15,69 84,5 18,85 85
19 16,25 86 15 84,5 17,98 85
20 17,47 86 16,47 84,5 19,14 85
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Tablo 5 (devam). Ct ve Tm degerleri

21 17,08 86 14,84 85 18,16 85
22 17,91 86 16,27 84,5 19,18 85
23 21,11 85,5 25,88 83,5 20,21 84,5
24 17,72 85,5 16,84 84,5 19,39 85
25 16,88 86 15,73 84,5 19,13 84,5
26 17,51 85,5 15,68 84,5 19,08 84,5
28 16,64 86 154 84,5 18,44 85
29 16,55 86 15,28 84,5 18,62 84,5
30 15,95 86 19,68 84,5 20,46 85
31 16,08 86 15,17 84 18,29 85
32 16,72 86 16,13 84,5 19,18 85
33 17,13 86 17,03 84,5 20,42 85
34 15,61 85,5 15,27 84,5 19,24 84,5
35 16,38 85,5 14,72 84,5 19,38 85
36 16,23 86 14,44 85 19,34 85
37 16,7 86 15,49 84,5 19,67 85
38 16,37 85,5 14,89 85 18,59 84,5
39 16,25 86 16,01 84,5 19,23 85
40 16,67 85,5 15,22 84,5 19,26 85
41 16,03 86 15,54 84,5 19,7 85
42 16,06 86 20,3 84,5 20,47 85
43 16,45 86 15,61 84,5 19,35 85
44 17,5 85,5 16,38 84,5 19,46 85
45 15,82 86 30,55 84,5 20,58 85
46 16,18 86 15,25 84,5 19,27 85
47 15,97 86 20,1 84,5 19,63 85
48 16,46 86 15,65 84,5 18,68 85
49 15,64 86 13,93 85 18,09 84,5
50 16,3 86 10,15 85 18,18 84,5
51 16,22 86 15,11 85 18,21 85
52 16,35 86 15,04 85 18,16 85
53 16,58 86 14,93 84,5 18,39 85
54 16,84 86 15,05 85 18,46 85
55 16,73 86 16,02 84,5 21,46 84,5
56 15,77 86 14,53 85 18,01 85
57 18,82 90 32,53 84,5 34,09 85
58 16,19 86 15,53 85 19,29 84,5
59 15,92 85,5 14,44 85 18,22 84,5
60 18,33 90 33,36 85 34,65 84,5
61 15,93 86 17,03 84,5 20,08 84,5
62 15,97 86 26,1 84,5 19,01 85,5
75 16,62 86 14,05 84,5 19,17 85
76 18,06 86 15,96 85 19,21 85
77 16,58 86 15,03 84,5 18,91 85
78 16,77 86 15,74 84,5 18,89 85
79 15,53 85,5 14,31 85 17,42 85
80 20,55 90 28,3 85 29,69 83,5
81 16,41 85,5 15,13 85 18,66 85
82 16,18 85,5 14,7 85 18,55 84,5
84 16,45 85,5 16,8 85 19,58 84,5
85 15,45 90 19,23 85 21,54 85
86 15,25 85,5 17,71 84,5 19,42 85,5
87 16,13 85,5 15,55 84,5 18,96 85,5
88 15,5 85,5 16,18 84,5 18,98 85,5
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Amplification

RFU (10°3)

Sekil 2. gyrA hedefli RT-PCR cogalma egrisi

Melt Peak

A RFUYT

33 FL T3 &l B3 =0 a3

Temperature, Celsius

Sekil 3. gyrA hedefli RT-PCR erime egrisi

36



Amplification

15 4.

10 4.

RFU (10%3)

Sekil 4. gyrB hedefli RT-PCR ¢ogalma egrisi

Melt Peak

-d[RFUYAT

55 i T 240 5 al =

Temperature, Celsius

Sekil 5. gyrB hedefli RT-PCR erime egrisi
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Amplification

RFU {10*3]

Cycles
Sekil 6. parC hedefli RT-PCR c¢ogalma egrisi

-di RFU T

55 T 75 & &5 2 ]

Temperature, Celsius

Sekil 7. parC hedefli RT-PCR erime egrisi
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HRM Analizi

HRM analizleri, RT-PCR ile farkli izolatlardan ¢ogaltilan gen dizilerinin, DNA
dizilimlerine gore gruplandirilmasi amaciyla gerceklestirilmistir. RT-PCR amplikonlarindan
elde edilen HRM profilleri Sekil 8-10’da gosterilmis, gruplandirma sonuglar1 Tablo 6’da

verilmisgtir.

100+

70+

40

104

Relative Signal Difference

-204

-50

74 Fi:) 78 al a2 24 a6
Temperature (C)

Sekil 8. gyrA geni RT-PCR amplikonlarinin HRM profilleri

100
70
40

10+

Relathve Signal Difference

-20

50

74 76 75 a0 a2 24 a6
Temperature (C)

Sekil 9. gyrB geni RT-PCR amplikonlarinin HRM profilleri
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Sekil 10. parC geni RT-PCR amplikonlarinin HRM profilleri

Tablo 6. gyrA, gyrB ve parC gen RT-PCR amplikonlarimn DNA dizilimlerine

100+

70+

40

Relatve Signal Difference

74 76

7B

80

Temperature (C)

gruplandiriimasi
Genotip Grubu
Numune gyrA parC gyrB
1 GA3 P1 GB1
2 GA3 P1 GB1
3 GAl P1 GB1
4 GAl P1 GB1
5 GA2 P3 GB1
6 GAl P1 GB1
7 GAl P1 GB1
8 GAl P1 GB1
9 GAl P1 GB1
10 GAl P1 GB1
11 GAl P1 GB1
12 GAl P2 GB1
13 GAl P2 GB1
14 GAl P1 GB1
15 GAl P1 GB1
17 GAl P1 GB1
18 GAl P1 GB1
19 GAl P1 GB1
20 GAl P1 GB1
21 GAl P1 GB1
22 GAl P1 GB1
23 GAl P2 GB1
24 GAl P1 GB1
25 GAl P1 GB1
26 GAl P1 GB1
28 GAl P1 GB1
29 GAl P1 GB1

40

gore



Tablo 6 (devami). gyrA, gyrB ve parC gen RT-PCR amplikonlarimin DNA dizilimlerine

gore gruplandirilmasi

30 GAl P1 GB2
31 GAl P1 GB1
32 GAl P1 GB1
33 GAl P1 GB1
34 GAl P1 GB1
35 GAl P1 GB1
36 GAl P1 GB1
37 GAl P1 GB1
38 GAl P1 GB1
39 GAl P1 GB1
40 GAl P1 GB1
41 GAl P1 GB1
42 GAl P1 GB1
43 GAl P1 GB1
44 GAl P1 GB1
45 GAl P1 GB1
46 GAl P1 GB1
47 GAl P1 GB1
48 GAl P1 GB1
49 GAl P1 GB1
50 GAl P1 GB1
51 GAl P1 GB1
52 GAl P1 GB1
53 GAl P1 GB1
54 GAl P1 GB1
55 GAl P1 GB1
56 GAl P1 GB1
57 GA2 P1 GB2
58 GAl P1 GB1
59 GAl P1 GB1
60 GA2 P1 GB2
61 GAl P1 GB1
62 GAl P1 GB1
75 GAl P1 GB1
76 GAl P1 GB1
77 GAl P1 GB1
78 GAl P1 GB1
79 GAl P1 GB1
80 GA2 P3 GB1
81 GAl P1 GB1
82 GAl P1 GB1
84 GAl P1 GB1
85 GA2 P1 GB1
86 GAl P1 GB1
87 GAl P1 GB1
88 GAl P1 GB1

Tablo 6°da verildigi iizere, olusan gruplardan ikiser 6rnegin DNA dizi analizleri

yapilmistir. Yapilan DNA dizi analizleri her bir grup icin aymt DNA dizilimi ile
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sonuglanmistir. Elde edilen DNA dizileri, genotip isimlerine gore asagida verilmistir. Bu

dizilerin gen bankasinda en ¢ok benzedigi DNA dizilimleri ise Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Farkh genotiplerin DNA dizilimlerinin BLAST analizi sonuclari

Gen bankasinda en ¢ok benzedigi DNA dizisi

Genotip Gen Ulasim No Benzerlik

GAl Acinetobacter baumannii gyrA geni EU886740.1 | 289/289 (100%)
GA2 Acinetobacter baumannii gyrA geni DQ270238.1 | 294/296 (99%)
GA3 Acinetobacter baumannii gyrA geni AY596923.1 | 339/339 (100%)
P1 Acinetobacter baumannii parC geni CP010779.1 | 288/294 (98%)
P2 Acinetobacter baumannii parC geni CP010779.1 | 284/294 (97%)
P3 Acinetobacter baumannii parC geni CP007549.3 | 285/294 (97%)
GB1 Acinetobacter baumannii gyrB geni CP000863.1 | 653/653 (100%)
GB2 Acinetobacter baumannii gyrB geni AP014649.1 | 649/653 (99%)

>GAl

CGCATGGTGACTTAGCTGTTTATGAAACCATTGTTCGTATGGCTCAAGACTTTAGC
TTACGTTATTTATTGGTTGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCGATCGATGGTGATAG
CGCTGCGGCAATGCGTTATACCGAAGTCCGTATGACTAAGCTGGCACATGAGCTT
CTTGCAGATTTAGAAAAAGACACAGTTGACTGGGAAGATAACTACGACGGTTCG
GAACGTATCCCTGAAGTACTTCCGACACGTGTTCCAAACTTGTTAATTAACGGTG
CTGCTGGTATCGC

>GA2
TATCACCCGCATGGTGACTTAGCTGTTTATGAAACCATTGTTCGTATGGCTCAAGA
CTTTAGCTTACGTTATTTATTGGTTGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCGATCGATG
GTGATAGCGCTGCGGCAATGTGTTATACCGAAGTCCGTATGAATAAGCTGGCACA
TGAGCTTCTTGCAGATTTAGAAAAAGACACAGTTGACTGGGAAGATAACTACGAC
GGTTCGGAACGTATCCCTGAAGTACTTCCGACACGTGTTCCAAACTTGTTAATTA
ACGGTGCTGCTGGTATCGC
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>GA3
AAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATATCACCCGCATGGTGACT
TAGCTGTTTATGAAACCATTGTTCGTATGGCTCAAGACTTTAGCTTACGTTATTTA
TTGGTTGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCGATCGATGGCGATAGCGCCGCGGCAA
TGCGTTATACCGAAGTCCGTATGACTAAGCTGGCACATGAGCTTCTTGCAGATTT
AGAAAAAGACACAGTTGACTGGGAAGATAACTACGACGGTTCGGAACGTATCCC
TGAAGTACTTCCGACACGTGTTCCAAACTTGTTAATCAACGGTGCTGCGGGTATC
GCCGTAGGT

>P1
ATGAGCGAGCTAGGCTTAAAAAGCAGTGGCAAGCCAAAAAAATCAGCGCGTACA
GTGGGTGATGTACTTGGTAAATACCACCCACATGGTGACTATGCATGTTATGAAG
CCATGGTACTCATGGCTCAGACATTTAGTTACCGCTATCCTTTAATCGAAGGTCAG
GGGAACTGGGGTTCACCAGATGATCCTAAATCTTTTGCTGCGATGCGTTATACCG
AAGCCAAACTCTCGGCTTATAGTGAATTATTGCTGAGCGAATTAGGTCAGGGCAC
TAGTGAATGGCAGGACAAC

>pP2
ATGAGCGAGCTAGGCTTAAAAAGCAGTGGCAAGCCAAAAAAATCAGCGCGTACA
GTGGGTGATGTACTTGGTAAATACCACCCACATGGTGACTATGCATGTTATGAAG
CCATGGTCCTCACGGCTTAGCCATTTAGTTACCGCTATCCTTTAATCGATGGTCAG
GGGAACTGGGGTTCACCAGATGATCCTAAATCTTTTGCTGCGATGCGTTATACCG
AAGCCAAACTTTCGGCTTATAGTGAATTATTGCTGAGCGAATTAGGTCAGGGCAC
TAGTGAATGGCAGGACAAC

>P3
ATGAGCGAGCTAGGCTTAAAAAGCAGTGGCAAGCCAAAAAAATCAGCGCGTACA
GTGGGTGATGTACTTGGTAAATACCACCCACATGGTGACTATGCATGTTATGAAG
CCATGGTACTCACGGCTTCGACATTTAGTTACCGCTATCCTTTAATCGAAGGTCAG
GGGAACTGGGGTTCACCAGATGATCCTAAATCTTTTGCTGCGATGCGTTATACCG
AAGCCAAACTTTCGGCTTATAGTGAATTATTGCTGAGCGAATTAGGTCAGGGCAC
TAGTGAATGGCAAGACAAC
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>GB1
CGTGCGCGCTTTGATAAAATGATCTCTAGTCAGGAAGTGGGTACATTAATTACAG
CACTTGGCTGTGGTATTGGCCGTGAAGAATATAACCCTGACAAGCTCCGTTATCA
TAAAATTATTATTATGACCGATGCCGATGTCGATGGTTCGCACATCCGTACATTGT
TATTAACATTCTTCTTCCGTCAAATGCCGGAGTTGGTGGAACGTGGTCATATTTAT
ATTGCACAGCCACCTTTGTATAAGCTCAAAAAAGGTAAGCAAGAGCAATATATTA
AAGATAACGACGCATTAGAAACTTACTTGATTTCAAATGCGATTGATGAGCTTGC
TTTATATATTAGTGCTGATGCGCCTGCAATTACAGGTGAAGCGCTGGCAAAAGTA
ATTCAAGACTATCAAGTTTCACAAAAGAGCTTACAACGCTTAACGTTACGTTATC
CAGCAAGCTTACTTGATGCATTACTCGAAGTCGACGCATTTAAAGCAGATCAAAA
CCATGATCAAGCTTATGTACAACAATGGGCGGATCAAGTACGTGAAGCTGTACAA
AGACTACAGCCAAGTTTGCGCCCTGAAATTACGCTTGAAACATTTGAACGCGAGA
ATGCTCAAGGCGAGAAATCTGCGCATTACTGGCCACGTGTAACTGT

>GB2
CGTGCGCGCTTTGATAAAATGATCTCTAGTCAGGAAGTGGGTACATTAATTACAG
CACTTGGCTGTGGTATTGGCCGTGAAGAATATAACCCTGACAAGCTCCGTTATCA
TAAAATTATTATTATGACCGATGCCGATGTTGATGGTTCGCACATCCGTACATTGT
TATTAACATTCTTCTTCCGTCAAATGCCGGAGTTGGTGGAACGTGGTCATATTTAT
ATTGCACAGCCACCTTTGTATAAGCTCAAAAAAGGTAAGCAAGAGCAATATATTA
AAGATAACGACGCATTAGAAACTTACTTGATTTCAAATGCGATTGATGAGCTTGC
TTTACATATTAGTGCTGATGCGCCTGCAATTACAGGTGAAGCGCTGGCAAAAGTA
ATTCAAGACTATCAAGTTTCACAAAAGAGCTTACAACGCTTAACGTTACGTTATC
CAGCAAGCTTACTGGATGCATTACTCGAAGTAGATGCATTTAAAGCAGATCAAAA
CCATGATCAAGCTTATGTCCAGCAATGGGCGGATCAAGTACGTGAAGCTGTACAA
AGACTACAGCCAAGTTTGCGCCCTGAAATTACGCTTGAAACATTTGAACGCGAGA
ATGCTCAAGGCGAGAAATCTGCGCATTACTGGCCACGTGTAACTGT
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TARTISMA

Acinetobacter tiirleri yogun bakim iinitelerinde nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olur (25). Genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi nedeniyle artan direngli
patojenler hastane enfeksiyonlarina yol agar (26). Acinetobacter tiirlerinde ¢ogul antibiyotik
direncinin ortaya ¢ikmasi ciddi infeksiyonlarin tedavisini zorlastirir (12). Gram Negatif
bakterilerde oldugu gibi, enzimleri kodlayan ve kromozoma lokalize genleri kodlayan alanda
meydana gelen mutasyonunun neden oldugu direng; siklikla DNA Gyrase veya topoizomeraz
IV’in yapisal degisikligini igerir (34). Genotipik yontemlerin fenotipik yontemlere gore
duyarhilig1 daha yiiksektir. DNA problar1 kullanilarak da bu direng genleri tespit edilebilir
(12).

Park ve ark. (5) 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 56 farkli A. baumannii izolatinda
gyrA (S83L), parC (S80L, S80W and S84K) ve gyrB (E479D, D644Y and A677V)
mutasyonlarimi taramistir. Her {ic gende de mutasyon igeren izolatlarin, iki gende (gyrA ve
parC) mutasyon igeren izolatlara oranla siprofloksasin direncinin yiiksek oldugunu tespit
etmistir. Ayrica parC S80L ve E84K mutasyonlarmin A. baumannii disa atim pompalarinin
aktivitelerini etkiledigini tespit etmistir. Cheng-Hsun Chiu ve ark. (61) 2010 yilinda yaptiklar
caligmada 35 A. baumannii klinik izolatta gyrA ve parC nokta mutasyonlariyla disa atim
pompasi gen ekspresyonuyla (AdeB) iliskisi arastirmistir. 4 orta direngli izolatta gyrA ve
parC nokta mutasyonu olmamasimna ragmen yiiksek AdeB gen ekspresyonu ifadesi
gozlenmistir. gyrA (S83L) ve parC (S80L, L59G) mutasyonlarini taranmis ve yeni mutasyona
ugrayan izolatlar siprofloksasin tam direncine neden olmustur. 18 duyarli izolat, 4 orta

direngli izolat ve 13 tam direngli izolatlarin hepsinde parC (S80L) mutasyonu gozlenmistir.
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Coklu mutasyon siprofloksasin direncine neden olmustur. 13 direngli izolattan 11 izolatinda
gyrA (S83L) 9 izolatta ise parC (L59G) mutasyonu bulunmustur. A. baumannii tam olarak
direngli olmasiin 6n kosulu parC (S80L) mutasyonu oldugu sonucuna ulasilmistir. Park ve
ark.(5) 2011 yilinda yaptiklar1 calismada bulunan sonuglar ile 6rtiismektedir.

Liu Hongbo ve ark. (62) 2013 yilinda yaptig1 ¢caligmada 11 klinik izolat ve bir yabanil
tip susun gyrA ve parC gen dizisinde mutasyon incelenmistir. Tiim suslarda 1-2 niikleotid
mutasyonu bulunmus fakat bu mutasyon amino asit degisikligine neden olmamistir. iki
izogenik mutant sus C transversiyonla bir G’ye doniigsmiistiir ve bu gyrA gen bolgesi i¢inde
Thr amino asidinden Ser-97 amino asit degisimine yol agar. Baska bir izogenik mutant sus
transversiyonla G’ye doniismistiir ve bu gyrA i¢inde His amino asidinden Asp-150 amino asit
degisikligine neden olur. 11 klinik izolatta parC gen dizisi 3-4 niikleotid transversiyonlarina
sahiptir. Sadece izogenik mutant sus Pro amino asidinden Ala-85 aminoasit degisimine yol
acar. Bu mutasyonlar gbz dniinde bulundurularak MIK yiikselmesinin nedeni izogenik mutant
suslarda meydana gelen mutasyonlardir sonucuna ulasilir ve hastane enfeksiyonu izolatlar
kismen ¢oklu ilag direnci olan sebebini agiklar. Ahmed Hamouda ve ark. (15) 2004 yilinda
yaptiklar1 calismada 5 Iskogya hastanesinden 9 A. baumannii direncli izolat iizerinde, gyrA ve
parC genlerinin mutasyonu ile siproflokosin arasindaki iligki arastirmistir. Tiim izolatlarda
gyrA geninde mutasyon gozlenmis, parC geninde ise 2 izolatta mutasyon goézlenmistir.
Yapilan ¢alismada iki izolatta hem gyrA hem de parC genlerinde mutasyon bulunmus ve MiK
degeri yiiksek ¢ikmistir. gyrA ve parC’de gergeklesen mutasyonun siprofloksasine dirence ve
MIK degerlerinde artisa neden oldugu saptanmistir. Yapilan calismaya gyrB gen bolgesi dahil
edilmedigi i¢in Park ve ark. (5) ¢alismasindan gyrA ve parC mutasyonu ile ortiismektedir
fakat Liu Hongbo ve ark. (62) yaptigi ¢alismada ise iki gen bolgesinde meydana gelen
mutasyonlar Ortlismektedir. Bizim ¢alismamizda buldugumuz sonug ise yalnizca gyrA’da
meydana gelen mutasyonla ortiismektedir.

Wang-Huei Sheng ve ark. (6) 2009 yilinda yaptigi calismada 2005-2006 yillarinda
Tayvan Taipei hastanesinden 82 A. baumannii izolat toplamistir. 82 izolatta siprofloksasin
duyarlilik testleri yapilmistir. 49 A. baumannii izolatinda gyrA geninde Leu83 (TTA)
mutasyon bulunmustur. gyrA genindeki amino asidi olan Ser83 (TCA)’iin Leu83 (TTA)’ye
yer degistirmesi siprofiloksisin ile iligkili bulunmustur. Jordi Vila ve ark. (8) 1997 yilinda
yaptig1 calismada Ispanya hastanesinden alinan 21 direngli A. baumannii susunda gyrA ve
parC mutasyonlar1 incelemistir. MIK degerleri ve diger bakterilerin gen bolgeleriyle

karsilagtirma yapilmistir. gyrA ve parC gen bdlgeleri QRDR iginde kalan bolgesi belli bir
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fragmant uzunlugundadir ve parC gen boélgesi E.coli ile %72, Salmonella typhimurium ile
%71, Haemophilus influenzae ile %72 benzer. Bununla birlikte ayni tiirlerdeki gyrA geni ile
sadece % 49 benzer oldugu goriiliir. A. baumannii’ nin parC gen bolgesinden elde edilen
amino asit dizisi E.coli ile %89, S. typhimurium ile %84 ve Haemophilus influenzae ile %84
benzer. Calismanin sonucunda gyrA ve parC’de meydana gelen mutasyonlar siprofloksasin ve
nalidiksik asit direncini etkilemistir. Bu ¢alismayla Ahmed Hamouda ve ark. (15) ve Liu
Hongbo ve ark. (62) yaptig1 ¢calismalarla ortiismiis bizim ¢alismamiz ile gyrA gen bolgesinde
meydana gelen mutasyon ortiismektedir.

Jeom Kyu Lee ve ark. (7) 2005 yilinda yaptiklart ¢alismada Kore’de gesitli
hastanelerden elde edilen 59 izolat 4. baumannii’de gyrA ve parC genlerinin mutasyonu ile
siprofloksasin arasindaki iliski arastirmistir. parC geninde Ser80 amino asidinin Trp amino
asidine doniismesi A. baumannii’de daha 6nce rapor edilmemistir. Bu mutasyon sonucunda
florokinolon MIK degeri digerlerinden daha yiiksek bulunmustur. Daha énce bu mutasyon
Pseudomonas aeruginosa’da gosterilmistir. Bu ¢alismada gyrA mutasyonu kaynakli (Gly81-
Val, Ala24-Pro amino asit degisimleri) ve parC mutasyonu kaynakli (Ser-Pro) amino asit
degisimi siprofloksasin direnci kaydedilmemistir. Cift mutasyonlarin siprofloksasin direnci
tek mutasyonlarin siprofloksasin direncinden daha fazla bulunmustur. A. baumannii’'de ¢ift
mutasyonlar yiiksek siprofloksasin direncine neden olur. Cift mutasyonlarin siprofloksasin
direnci tek nokta mutasyonu olan izolatlara gore daha fazladir. gyrB ve parE is birligi ile olan
mutasyonlar A. baumannii’de florokinolonlara direng gelistirdigi disiiniiliir. A. baumannii’de
florokinolon direncine nedenlerin arasinda gen mutasyonlarinin yaninda enzimler, disa atim
pompalart AdeABC pompas1 gibi nedenlerde bulunur.

Bizim ¢alismamizda direng genleri olan gyrA, gyrB ve parC mutasyonu Real Time
PCR ile tarandi ardindan HRM analiziyle ile gruplandirildi ve gruplardan ornekler alinarak
sekans analizi yapildi. Bunun sonucunda tiim izolatlarda gyrA (S83L) gen bolgesinde
mutasyona rastlanmis diger iki bdlgede tiim izolatlarda mutasyona rastlanmamistir. Bu
sonuglar goz 6niinde bulundurularak hipotezimiz dogrulanmig A. baumannii direncinin nedeni
mutasyonardir diyebiliriz.

Bu sonuglar g6z oniinde bulundurarak yapilan ¢alismalarin sonuglari ile bizim elde
ettigimiz sonuglar oOrtiismektedir fakat arastirmanin daha kapsamli olabilmesi i¢in bu
calismanin yaninda bakterilerin MIK degerleri ve disa atim pompalarinin gen ekspresyonu

aragtirtlmasi gerekmektedir.
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SONUCLAR

Bizim ¢alismamizda, Trakya Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilip otomatize
sistem ile Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmis ve stoklanmis direngli klinik
izolatlarda DNA Gyrase direng genleri olan gyrA, gyrB ve parC’nin RT-PCR yontemiyle
arastirilmis olup antibiyotiklere kars1 direncin mutasyon kaynagini incelenmistir.

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen 73 klinik &rnek arastirmaya dahil edilmistir. Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalinda, DNA izolasyonu ve RT-PCR teknikleri
kullanilarak, gyrA, gyrB ve parC gen mutasyonlar1 incelenmistir.

Sonug olarak; gerceklestirdigimiz ¢alismada elde edilen dizilerde gyrA S83(TCA)’in
L83 (TTA) mutasyonu; parC S80(TCG)’nin L8O(TTG) veya WS80(TGG) mutasyonu,
E84(GAA)’nin K84(AAA) mutasyonu; ve gyrB E479(GAA)nin D479(GAT) mutasyonu,
D644(GAT)’nin  Y644(TAT) mutasyonu, A677(GCG)’nin  V677(GTG) mutasyonu
taranmistir. Mutasyon taramalarinda, mutasyon igermeyen referans dizilerle, bu calismada
elde edilen DNA dizileri Clustal W2 programi kullanilarak karsilastirildi. gyrA icin referans
dizi gen bankasi ulasim no DQ270238.1, gyrB i¢in referans dizi gen bankasi ulagim no
CU468230.2, parC i¢in referans dizi gen bankasi ulasim no HM570038.1°dir. Referans gen
dizilimleri ve DNA karsilastirmalar1 sekil 11-13’te verilmistir. DNA dizilimleri iizerinde
analiz edilecek mutasyon noktalar1 sar1 ile isaretlenmistir. Asagidaki veriler incelendiginde,
GA1, GA2 ve GA3 genotipinin her tigliinde de S83(TCA)’in L83 (TTA) mutasyonu tespit

edilmigstir. parC ve gyrB genotiplerinde mutasyon gbzlemlenmemistir.
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>DQ270238.1 gyrA referans DNA dizisi
AAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATATCACCCGCATGGTGACT
CAGCTGTTTATGAAACCATTGTTCGTATGGCTCAAGACTTTAGCTTACGTTATTTA
TTGGTTGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCGATCGATGGTGATAGCGCTGCGGCAA
TGTGTTATACCGAAGTCCGTATGACTAAGCTGGCACATGAGCTTCTTGCAGATTT
AGAAAAAGACACAGTTGACTGGGAAGATAACTACGACGGTTCGGAACGTATCCC
TGAAGTACTTCCGACACGTGTTCCAAACTTGTTAATTAACGGTGCTGCTGGTATCG
CCGTAGGTATGGC

-+ ~TATCACCOGCATETEACTTAGCT 24
DQZT0238.1  ARRTCTGOCCGTGICSTTRGTEACETANTCRRTARATATCRCCCGCATGETGACTCARTT 60
S CECATESTEACTTAGCT 17
3A3 ARATCTGOCCRTETCRT TRAT GG AT CRRTARATATCRCCOGCATERT SACTTARCT 60

diiidizisias zaaz

GAZ GITTATGAARCCATTGT TOGT AT GECTCAAGACT TTAGCTIACGTTATTTATTIGEITET A4
Dg2T024e.1 GITTATGAARCCATTGTTOFT AT GECTCAAGCTTTAGCTIACGTIATTIATIGRITET 120
GAl GLTTATGAARCCATTGTTOFT AT GECTCAAGCTTTAGCTIACGTIATTIATIGRITET 17
GAd GTTTATGAARCCATTGT TOFT AT GECTCAAGACT TTAGCTIACGTTATTIATTGRITET 120

A T A T A

GAZ GETCAGGEIARCTT CGETI CEAT CEATEET A TAGOECTGOGECRATGTGI TATACCEAA 144
DQ270238.1 GETCAGGEIARCTT CGETI CEAT CEATEET A TAGOECTGOGECRATGTGI TATACCEA 160
GAl GETCAGGEIARCTI CGETI CEAT CEATEET AT ACOECTGOCECAATGOCT TATRCCEA 127
EA3 EETCRGGEIARCTI O GETI CEAT CEATEE O TACOECCEOCEC AT ORI TATRCCEA 160D

didiiicisisisiiiidisiariiianiy driciadr aririaiid ciziariaias

GAZ GTCOSTATGART AAG T G ACRTGAGCTTCTTGCAGATTTAGARA ARG CACARTTERC 204
DQ270238.1 GTCORTATGACT ARG T G ACRTGAGCTTCTTGCAGATTTAGRRA ARG CACARTTEC 240
GAl GICOETATGACT ARG R AR TCAGCTTCTTGCACATTTAGR AR ARG CACAETTEC 197
EA3 GICOETATGACT ARG R ACRTGAGCTTCTTGCAGATTTAGRAA ARG CACAETTEC 240

A O T T T R A A e

GAZ TEGEAAGAT AR CTACEAGET TO AN GTAT O TEARGTACTTOCGACACETGTITO A 264
D2702368.1 TEGERAGAT AR CTACEA eI TOGEAA T AT O TEAR ST ACT TOCRACACETGTITO A 400
GAl TEGRAGAT AR CTACEAGEI TOGEAR T AT O CTRAR ST ACT TOCRATRCETGITOMA 257
Eh3 TN AT AR CTAC A DR TOCEAACET AT COCTEARCT ACT TCCGACACETETIONA 200

A T A T A

GAZ AR CTTETTAATTAACEETG TR T GEAT O ——— 296
DZ702368.1 ARCTTCTTAATTARCEETGCTE T GETATCGOOGTAGETATGED 344
GAl A CTT T TARTTAACEETE T eI GETAT O —— 2845
Eh3 A CTT T TART CRA eI T GO CEETAT RN OETAGET —— 338

Addddiddiis Ldiiiaiddal dddzaiaa

Sekil 11. gyrA DNA dizilimi karsilastirilmasi
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>HM570038.1 parC referans DNA dizisi
ATGAGCGAGCTAGGCTTAAAAAGCAGTGGCAAGCCAAAAAAATCAGCGCGTACA
GTGGGTGATGTACTTGGTAAATACCACCCACATGGTGACTATGCATGTTATGAAG
CCATGGTACTCATGGCTCAGCCATTTAGTTACCGCTATCCTTTAATTGAAGGTCAG
GGGAACTGGGGCTCACCTGATGATCCTAAATCTTTTGCTGCGATGCGTTATACCG
AAGCAAAACTCTCGGCTTATAGTGAATTATTGCTGAGCGAATTAGGTCAGGGCAC
TAGTGAATGGCAAGACAAC

23 ATCAGO-AGCTAGECTI AR AR RGCACTGECARGOTAA AR AR ATCACIECET ACAGTREET €0
¥ ATCAGO-AGCTAGECTI AR AR RGCACTGECARGOTAA AR AR ATCACIECET ACAGTREET €0
Pl ATGAGM-AGCTAGECTTAAARAGTART GECAAGOCAARR A A ATCAGIECGTACAGTGEET €0
HM370038.1 ATCAGO-AGCTAGECTI AR AR RGCACTGECARGOTAA AR AR ATCACIECET ACAGTREET €0

ddddddddddididdddsiiddddddsdddddsdditddtsdsdddsiiaaaa s

23 GATGTACTTGEIAAATACCATCCACATCEIGACTATGCATCTTATGAAGCCATGETACIC 120
¥ GATGTACTTGETAAATACCACCCAATGEIGACTATGCATGTTATGAAGCCATGGTCCIC 120
Pl GATGTACTTGEIAAATACCATCCACATCEIGACTATGCATCTTATGAAGCCATGETACIC 120
HM5370038.1 GATGTACTTGETAAATACCACCCAATGEIGACTATGCATCTTATGAAGCCATGGTACTC 120

R T T A

23 AR ECT CCACRTTTACT TACCGTTAT O TTAAT CEARGET CAGEEEARCTEEGEITCR 180
¥ AGECTTAGC AT TTAGT TACCG AT T TTAAT CGAT GET CAGGEEARCTEGGEITCA 180
Pl ATECTCA AR T TTACT TACCGCTAT I TT AT CGARGET CAGGEEARCTERGEITCR 180
HM5370038.1 ATGE TR G R T TTAGT TACCG AT T TTAAT TGARGET CAGEEEARCTEGGECTCR 180

4 4i4z 4 diddliisiisissiciisicicias 4o ddiidziciizaziag o ans

B3 OO GATGAT CCTAAATCTTTI GCTGCGATGCGT TRTACCGAAGCCARACTTTICGGCTTAT 240
¥ OO GATGATCCT AR ATCTTTT GCT G CATGCET TATACCGAAGCCARACTTTCGGCTTAT 240
Pl OO GATGAT CCTAAATCTTTI GCTGCGATGCGT TRTACCGAAGCCARACT CTCGGTTTAT 240
HM370038.1 CCTGATGAT CCT AR ATCTTTT GCTGCCATGCET TATACCGAACCAR AACTCTCGGCTTAT 240

44 dddidsiiisisdiiiiridsidsisiciiiiiiazaaar A2ty dAozazaas

B3 AGIGAATTATTG T GAGCGAAT TAGET CAGEECACTAGT GAATGGCAAGACAAC 794
¥ ACIGARTTATTGCTGAGCGAATTAGET CAREECATTAGT GAATGECAGEACRAC 294
Pl AGIGAATTATTG T GAGCGAAT TAGET CAGGECACTAGT GAATGGCAGGACAAC 794
HM370038.1 ACIGARTTATTGCTGAGCGAATTAGET CARCECATTAGT GAATGECAAGACRAC 294

ddddddddddddddddddiidddidscddsdsdiditdaccadnaae s

Sekil 12. parC DNA dizilimi karsilagtirilmasi
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>CU468230.2 gyrB referans DNA dizisi
CGTGCGCGCTTTGATAAAATGATCTCTAGTCAGGAAGTGGGTACATTAATTACAG
CACTTGGCTGTGGTATTGGCCGTGAAGAATATAACCCTGACAAGCTCCGTTATCA
TAAAATTATTATTATGACCGATGCCGATGTCGATGGTTCGCACATTCGTACATTGT
TATTAACATTCTTCTTCCGTCAAATGCCGGAGTTGGTGGAACGTGGTCATATTTAT
ATTGCACAGCCACCTTTGTATAAGCTCAAAAAAGGTAAGCAAGAGCAATATATTA
AAGATAACGATGCATTAGAAACTTACTTGATTTCAAATGCGATTGATGAGCTTGC
TTTACATATTAGTGCTGATGCGCCTGCAATTACAGGTGAAGCGCTGGCAAAAGTA
ATTCAAGACTATCAAGTTTCACAAAAGAGCTTACAACGCTTAACGTTACGTTATC
CAGCAAGCTTACTGGATGCATTACTCGAAGTCGACGCATTTAAAGCAGATCAAAA
CCATGATCAAGCTTATGTACAACAATGGGCAGATCAAGTACGTGAAGCTGTAGA
GAAGTTGCAACCAAGCTTACGTCCGGAAATTACGCTTGAAACATTTGAACGTGAG
AATGCTCAAGGCGAGAAATCTGCGCATTACTGGCCACGTGTAACTGT

=Bl
=E2

CIrd EBZ230 .

=Bl
[=-53

CIrd 8230 .

=Bl
=EB2Z

CIrd 8230 .

[=-= 1§
[=-53

CIrd EBZ230 .

[=-= 1§
B2

CIrd EBZ230 .

=Bl
B2

oA Ee8230 .

=Bl
=E2

Cira E8230 .

=Bl
=E2

oA Ee8230 .

=Bl
=E2

CIrd EBZ230 .

[=-= 1§
[=-53

oA Ee8230 .

=Bl
=E2

oA Ee8230 .

T e e T e T T T e A T AR A AT A T T T A T A AR T oSS TRACATT AR T T AT RS RT TT
T e e T T T T e A T AR AR T S A T T T A T A A AT T S S TRC AT TRARTTAC RS TR TT
T e e T T T T e A T AR AR T A T T T A T A R AT T O S TRC AT TRAR T TAC RS TR TT
............................................................

T T S T e S T AT T e s T S S T S A R S A AT AT AR T T o R R RS T T OO S TTAT O ATARARTTRTT
ST ST oS TATT DO T SRR THRT i o T oS TITATCATARARATTATT
D I e T AT T e e S T e AR S AR T AT AR O O TS AT A RSO T OO T TATCATARRRATTIATT

AT TR T S R S AT O S R T S T S A T S T T O AR AT OO S TACATI ST TATTARCATTOT TC
AT TART SR O COGAR T D ORI eI T AT e T T O AT AT OO TACATI G I TATITARCATI T T
A TR A AT S O AT ST O AT S T T oS AT AT T O T ACAT T ST TATTARCATT O T

I s T AR A T s e D e S R s T T e S T e AR T T S S T T AT AT T TATAT T O C RC RSO RDTTT TS
I s T AR A T s e D e S R s T T e S T e AR T T S S T T AT AT T TATAT T O C RC RSO RDTTT TS

I S T R R AT e S L R S T T S S T e e A R S T S S T O A TAT T TATAT T O O R RSO ROTTT TS
............................................................

TATRADCTT TRADT FUST TATATT T ST RTT =T
IR T AR T AR A AR RS T A R S AR SR S A AT ATAT I AR ACATA RO SRS CATTI SRR T
TR T AR T T AR R R R R T T R R A R R T R AT A TA T T ARRCATARO S AT SO RTTRASR AR OT
-----------------------------------------------------------

IR AT T T A AR T S AT T AT A T T e T T TATATATIAST SO T EAT SOOI TIT TR
IR AT T I A AR T S AT T AT A T T e T T T ACATATIAST SO T EAT SOOI TIT TR

TR T AT T I A RAR T S O AT T O AT R T T T ST T T TRCATATITAS T OO T S AT OO DT TR
-----------------------------------------------------------

AT R R T e A A e T e e A R A RS T AR T T A RS AC T AT C RS T T T C AT AR A RSSO T TR
AT T R R T S R R T T S T R A R R S T A AT T AR R T TRTCARS T T T O RO AR A RS RS TT TR
AT TRCASSTORARSDSDT DD TR THAARTT TAITCARSTTICARC ARSI TR
............................................................

R R T T T A AT S T T R S T T AT O R A R T T T RO T T SR T SO AT T RO T OSSR RS T O ROT TR
R R T T T AR AT S T T R S T T AT O R R R T T T RO T O AR T S AT T RO T OSSR RS TRSART S CR

AR T T T AR S T T R S T T AT O A A RS T T T R T O AT O AT T AT T O A RS T O RS TR
.........................................................

I I T AR R AT T AR R A AT AT T ARSI TATS T ACARCARAT SO EATC RS TR ST =
T I T AR R AT AR R R T AT O R T T RS T TATS T O RS T ARATODODODOATORASTROST =
T I T AR R AT AR R R AT O R T T AR TTATS TRCARCRAATODOIRCATORASTROST =

TTT T T A RS T T T O O T e AR AT T RO T T T S ARACTATTI TS AR
TTT T T A RS T T T O O T e AR AT T RO T T T S ARACTATTI TS AR
TTT L e R R T R R T T T RO T T O O S S AR AT TR DT T T O ARATCTRTT T ST AR
aaaaaaaaaa - B ok E R R R R R bk e s e s s e

T R S R AT ST T R RSSO S RS A R AT T OOSCATTROCT DO CARCS TS TRACTST EE2
T R S R AT ST T R RSSO S RS A R AT T OOSCATTROCT DO CARCS TS TRACTST EE2
O TSRS ARATOCT T R TT TTRCOCTODSDODOCACDSTTSTRACTST EE3
....................................................

Sekil 13. gyrB DNA dizilimi karsilastirilmasi
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Sekil 14. gyrA, gyrB ve parC’de mutasyonun tabloda gosterilmesi
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OZET

A. baumannii, antibiyotik diren¢ genleri yiiziinden tedavi edilmesi zor bir patojendir.
Bazi suslar1 florokinolonlar dahil olmak iizere bircok antimikrobiyal ajanlara direnglidir. A.
baumannii kinolon direnci belirlenmesi, DNA Gyrase ve topoizomeraz IV genlerinin
mutasyonlariin saptanmasiyla gergeklestirilir. Kinolonlar DNA replikasyonu sirasinda enzim
kompleksine baglanarak DNA ¢ogalmasini engelleyerek bakteri aktivitesini engeller. Bu
caligmada A. baumannii izolatlarinda DNA Gyrase direng genleri olan gyrA, gyrB ve parC
mutasyonlarinin Real Time PCR yontemiyle aragtirilmasi amaglanmustir.

Calismaya, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen g¢esitli klinik Orneklerden izole edilip otomatize sistem ile A.
baumannii olarak tanimlanmis ve stoklanmis 73 A. baumannii direngli klinik izolatlar
kullanildi. A. baumannii izolatlar1 boncuklu bakteri saklama tiiplerine alinmistir ve 37°C’de
bir gece iiremeleri saglandiktan sonra -20 °C’de saklanmistir. -20 °C’de saklanilan bakteriler,
bir giin etiivde 37°C’de bekletilmistir. Uremesi saglanilan bakterilerin DNA izolasyonu
yapilmistir. RT-PCR sonuglarina gore benzer gen bolgesi olanlar gruplandirilmistir (GAI,
GA2, GA3, P1, P2, P3, GB1, GB2). Gergeklestirdigimiz ¢alismada elde edilen dizilerde gyrA
S83(TCA)’'in L83 (TTA) mutasyonu; parC S80(TCG)’nin L8O(TTG) veya WSO(TGQG)
mutasyonu, E84(GAA)’nin K84(AAA) mutasyonu; ve gyrB E479(GAA)’nin D479(GAT)
mutasyonu, D644(GAT)’nin Y644(TAT) mutasyonu, A677(GCG)’nin V677(GTG)
mutasyonu taranmistir. Mutasyon taramalarinda, mutasyon icermeyen referans dizilerle, bu
calismada elde edilen DNA dizileri Clustal W2 programi kullanilarak karsilastirilmistir. gyrA

i¢cin referans dizi gen bankasi ulasim no DQ270238.1, gyrB i¢in referans dizi gen bankasi
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ulasim no CU468230.2, parC i¢in referans dizi gen bankasi ulastm no HM570038.1 dir.
Veriler incelendiginde, GA1, GA2 ve GA3 genotipinin her iiclinde de S83(TCA)’in L83
(TTA) mutasyonu tespit edilmistir. parC ve gyrB genotiplerinde mutasyon

gozlemlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, gyrA, gyrB, parC, Kinolon, Mutasyon,

Direng
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Acinetobacter baumannii ISOLATES RESISTANCE GENES IN DNA
Gyrase gyrA, gyrB ve parC INVESTIGATION OF THE MUTATION
REAL TIME PCR

SUMMARY

Resistance to antimicrobial agents against strains of pathogenic bacteria winner,
especially in the hospital environment it is known to spread to the community developed. A.
baumannii treating antibiotic resistance genes difficult because of a pathogen. Some strains
are resistant to many antimicrobial agents, including fluoroguinolone. Acinetobacter
baumannii quinolone resistance determining, DNA Gyrase and topoisomerase IV it is
performed with the detection of mutations in genes. Modifications of gene dependent
resistance to quinolones DNA Gyrase the subunits gyrA or topoisomerase the subunits parC it
is associated with. Quinolones during DNA replication binds rapidly to the enzyme complex
activity inhibits bacterial DNA replication by inhibiting and the bacterial activity.
Acinetobacter baumannii mutations in the gyrA gene high quinolone resistance determining
region of or ciprofloxacin resistant it was determined to be associated with intermediate.
Therefore, it should be understood by this mechanism. In this study Acinetobacter baumannii
isolates resistance genes in DNA Gyrase gyrA, gyrB and parC investigation of the mutation
Real Time PCR intended.

In this study Trakya University Health Research Center Microbiology Laboratory sent

isolated and automated systems from various clinical specimens Acinetobacter baumannii as

55



defined and stockpiled 73 Acinetobacter baumannii resistant clinical isolate was used.
Acinetobacter baumannii isolates taken to Microbank and 37°C after a night reproductive
supplied -20°C stored. For DNA isolation -20°C covert bacteriaone day in the oven was
heated to 37°C. Providing bacteria growth petri through a colony was collected by self and
DNA isolation was performed.

Keywords: Acinetobacter baumannii, gyrA, gyrB, parC, Quinolone, Mutation,
Resistance.
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Fakaltemiz Biyofizik Anabilim Dah Ogretim Uyesi. Dog. Dr. Tammam SIPAHI nin sorumlulugunda yapiimasi planlanan ve
vukarida bagvuru bilgileri verilen Yuksek Lisans Ogrencisi Ugur KAYIS in tez ¢aligmasmmn aragtirma bagvura dosyasi ve ilgili
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eonilluye ve/veya baglt bulundugu sosyal guvenlik kurumuna ddetilmedigi kogullarda gergeklestirilmesinde etk bilimsel
standartlar agisindan sakinca bulunmadizina meveudun oy birligiile Karar verilmigtir.
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Ogrencinin Adi Soyadi: Ugur KAYIS

Numarasi:1138303102

Anabilim Dali: BiYOFiziK

Program:: @) Yiiksek Lisans O Doktora

Tez bashgi/Konusu: Acinetobacter baumannii izolatlarinda DNA Gyrase Direng Genleri Olan gyra, gyrb ve

parC Mutasyonlarinin Real Time Pcr Yontemiyle Aragtirilmasi

Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Yukarida agik adi bulunan tezimin “Kapak Sayfasi, Girig ve Amag, Genel Bilgiler, Bulgular, Tartisma, Sonuglar,
Ozet ve Summary” bélimlerinden olusan toplam 62 sayfalik kismina iliskin 10/12/2015 Tarihinde tez
danismanim tarafindan turnitin adl intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanmis
olan orijinallik raporuna gore tezimin benzerlik oram % 17 olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler;

1-Kabul ve Onay Sayfasi harig 6-Kaynaklar harig
2-Tesekkir harig 7-Sekiller Listesi harig
3-igindekiler harig 8-Ozgegmis harig
4-Simge ve Kisaltmalar harig 9-Ekler harig

5-Gereg ve Yontemler Harig
Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez ¢ahsmasi Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarini inceledim ve
bu uygulama esaslarinda belirtilen maksimum benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini, aksinin ispat edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii sorumlulugu kabul ettigimi ve
yukarida vermis oldugum bilgilerin dogrulugunu beyan ederim 10/12/2015
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