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ÖZ  

Amaç: Hastane ortamındaki antimikrobiyal ajanlara dirençli bakterilerin topluma yayılabileceği 

bilinmektedir. Acinetobacter baumannii, antibiyotik direnç genleri sebebiyle tedavisi oldukça zor 

olan bir mikroorganizmadır. Florokinolonlar da dahil olmak üzere birçok antibiyotiğe dirençlidir. 

A. baumanni’nin kinolon direnci DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerindeki mutasyonlarının 

belirlenmesiyle tespit edilir. Çalışmamızda Real Time PCR yöntemi kullanılarak, A. baumannii 

izolatlarında kinolon direncine sebep olan (gyrA, gyrB, parC) DNA giraz direnç genlerine ait 

mutasyonların belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmada 73 adet A. baumannii dirençli klinik izolatı kullanıldı.  A. baumannii 

gyrA, parC, gyrB genlerine ait primerler kullanılarak amplifiye edildi. HRM analizi kullanarak 

gyrA, gyrB, parC geni Real-Tıme PCR amplikonları DNA sekanslarına göre gruplara ayrıldı. A. 

baumannii izolatları farklı HRM profillerine göre P1, P2, P3, GA1, GA2, GA3, GB1 ve GB2 olarak 

gruplandırıldı ve her gruptan 2 farklı Real-Tıme PCR ürününün DNA dizi analizi yapıldı. 

Sonuç ve Tartışma: GA1, GA2, GA3 genotipinde mutasyonu tespit edildi. P1, P2, P3 ve GB1, GB2 

genotiplerinde mutasyon gözlemlenmedi. 

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

ABSTRACT 

Objective: It is known that bacteria resistant to antimicrobial agents can spread to the community 

in the hospital environment. Acinetobacter baumannii is a difficult-to-treat pathogen due to its 

antibiotic resistance genes. It is resistant to many antibiotics, including fluoroquinolones. By 

identifying mutations in DNA gyrase and topoisomerase IV genes, quinolone resistance of A. 

baumanni is found. Our study, aimed to determine mutations in DNA gyrase resistance genes that 

cause quinolone resistance (gyrA, gyrB, parC) in A. baumannii isolates using the real-time PCR 

method. 

Material and Method: 73 A. baumannii resistant clinical isolates were used in the study. A. 

baumannii was amplified using primers for gyrA, parC, gyrB genes. Using HRM analysis, gyrA, 

gyrB, parC gene Real-Time PCR amplicons were grouped according to their DNA sequences. A. 

baumannii isolates were grouped as P1, P2, P3, GA1, GA2, GA3, GB1 and GB2 according to 
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different HRM profiles, DNA sequence analysis of 2 different Real-Time PCR products from each 

group was performed.  

Result and Discussion: Mutations were detected in GA1, GA2, GA3 genotypes. No mutations were 

observed in the P1, P2, P3 and, GB1, GB2 genotypes.  

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

GİRİŞ 

Acinetobacter türleri ürogenital sistemde, gastrointestinal sistemde, ağız içi florada, solunum 

yollarında ve deri florasında bulunur. Acinetobacter baumannii ise deri florasında az rastlanan bir tür 

olmasına rağmen sağlıklı kişilerin %40’ının taşıyıcı olduğu saptanmıştır [1]. Sağlıklı kişilerde az 

rastlanan bir türdür fakat hastanede yatan immün sistemi düşük ve yaşlı kişilerde hastane 

enfeksiyonlarına sebep olur [2]. A. baumannii, hastane enfeksiyonlarında sıkça rastlanan türlerden 

biridir [3].  A. baumannii dünyada antibiyotik direnci sebebiyle ölüme yol açan dördüncü türdür fakat 

standart bir tedavisi hala yoktur ve enfeksiyonlarının tedavisi kinolonlar, aminoglikozidler ve 

karbapenemler ile gerçekleştirilir. Çoğu antibiyotiğe dirençli olmasına rağmen en sık kinolonlara direnç 

gösterir [4-7]. Kinolonlar DNA giraz ve topoizomeraz IV enzim aktivitesini engelleyerek çalışır. Bu iki 

enzim tip II topoizomeraz olarak adlandırılır ve kromozom süpersarmalını kontrol eder. Kinolon grubu 

antibiyotikler DNA ipliğinin tekrar bağlanmasını engelleyip hücre bölünmesini durdururarak etki eder 

[8]. DNA giraz ve topoizomeraz IV’ü kodlayan genlerde oluşan mutasyonlar kinolon grubu 

antibiyotiklere karşı direnç gelişmesine sebep olur. Özellikle DNA giraz alt birimi A (gyr A) ve 

topoizomeraz IV alt birimi C (par C) genlerinde meydana gelen mutasyonlar ilaç hedef bölgesindeki 

değişiklikleri sebebiyle kinolon direnci ile ilişkilendirilir [9]. A baumannii'de siprofloksasin ve 

nalidiksik aside karşı direnç, gyrA ve parC'nin kinolon direncini belirleyen bölgelerindeki koromozom 

direnci ile meydana gelir. gyrA ve gyrB tarafından kodlanan DNA giraz, parC ve parE tarafından 

kodlanan topoizomeraz IV’da meydana gelen hedef enzimindeki değişikliğe sebep olan mutasyon en 

yaygın gözlemlenen ilaca direnç mutasyonudur. GyrA'daki tek amino asit değişikliği (Ser83Leu), 

siprofloksasin ve nalidiksik aside karşı yüksek düzeyde dirençle ilişkilidir. ParC'de çoğunlukla 

Ser80Leu olmak üzere ek bir amino asit değişikliği, A. baumannii'de daha yüksek dirençle ilişkilidir 

[10]. 

Bu çalışmamızda A. baumannii DNA Gyrase direnç genleri olan gyrA, gyrB ve parC’de meydana 

gelen mutasyonların neden olduğu ilaç direncinin Real Time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

yöntemiyle araştırılmasını amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmada kullanılan 73 adet A. baumannii dirençli klinik izolatı, Trakya Üniversitesi Sağlık 

Araştırma ve Uygulama Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarı’ndan temin edildi. Bu kültür örnekleri 

farklı klinik örneklerden izole edildi ve merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda otomatize sistem ile 

tanımlaması yapıldı. İzolatlar çalışmaya alınmadan önce API20E (Biomerieux) identifikasyonu kiti 

kullanılarak identifikasyonu doğrulandı. Daha sonra DNA izolasyonu gerçekleştirildi. Tablo 1’de 

belirtildiği üzere, izolasyonu gerçekleştirilen örneklerde uygun primerler kullanılarak DNA giraz 

direncini kodlayan gyrA, gyrB ve parC gen bölgeleri amplifiye edildi.  

Tablo 1. RT-PCR’de kullanılan gen bölgelerine ait primer dizileri  

Gen bölgesi Primer dizisi 

Forward Reverse 

gyrA 5’-AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT-3’ 5’-GCCATACCTACGGCGATACC-3’ 

gyrB 5’-CGTGCGCGCTTTGATAAAAT-3’ 5’-ACAGTTACACGTGGCCAGTA-3’ 

parC 5’-ATGAGCGAGCTAGGCTTAAA -3' 5’-TTAAGTTGTCCTTGCCATTCA-3' 
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Cihazda optimizasyon şu şekilde ayarlanmıştır:  

• 1 döngü 5 dk - 95 °C,  

• 45 döngü 10 sn - 95 °C,  

• 10 sn - 55°C,  

• 20 sn - 72°C. 

Sadece hedef bölgenin çoğaltıldığını belirlemek ve HRM analizi için, RT-PCR sırasında 65°C-

95°C arasında 0.2 sn rampa hızı ile erime eğrisi analizi yapıldı. Biospeedy HRM Analyzer (Bioeksen, 

Türkiye) yazılımı ile, erime eğrisi verileri değerlendirildi. HRM analiz yöntemi, RT-PCR ile farklı 

kültürlerden çoğaltılan gen dizilerini DNA dizilimlerine göre gruplandırma yaptığı için tercih edildi.  

Dolayısıyla HRM analizinden yararlanılarak parC, gyrA ve gyrB genlerinin RT-PCR’da çoğaltılan 

bölgeleri DNA dizilerine göre gruplandırıldı. Yapılan analiz sonucunda ise A. baumannii kültürleri 

farklı HRM profillerine göre P1, P2, P3, GA1, GA2, GA3, GB1 ve GB2 olarak gruplara ayrıldı. Ayrılan 

gruplardan her bir gen bölgesi için iki adet örnek alındı ve sekans analizi yapıldı. Alınan 

örneklerin gen bankasında en çok benzer olduğu DNA dizilimlerinin verileri ise Tablo 2’de verildiği 

gibi sonuçlandı. 

Tablo 2. Farklı genotiplerin DNA dizilimlerinin BLAST analizi sonuçları 

Gen 

Gen bankasında en çok benzediği DNA dizisi 

Genotip Numarası Benzerlik yüzdesi (%) 

gyrA 

GA1 EU886740.1 100 

GA2 DQ270238.1 99 

GA3 AY596923.1 100 

parC 

P1 CP010779.1 98 

P2 CP010779.1 97 

P3 CP007549.3 97 

gyrB 

GB1 CP000863.1 100 

GB2 AP014649.1 99 

Dizi analizleri, ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

kullanılarak Sanger yöntemiyle, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da belirlendi [11]. Dizi analizi iki 

yönlü uygulandı ve ulaşılan diziler 4peaks yazılımı kullanılarak değerlendirildi. NCBI BLAST programı 

vasıtasıyla, dizilerin DNA Data bankasında en çok benzer olduğu dizilerin yüzdelikleri belirlendi 

[12,13]. Son olarak, Clustal W2 ile elde edilen dizilerdeki parC (S80L, S80W ve S84K), gyrA (S83L), 

ve gyrB (E479D, D644Y ve A677V) mutasyonları karşılaştırmalı olarak incelendi [14]. 

SONUÇ VE TARTIŞMA  

Şekil 1’de RT-PCR uygulanan genlerin erime ve çoğalma eğrileri verilmiştir. Negatif kontrol 

örneklerde çoğalma tespit edilmemiştir. RT-PCR sonuçlarında, Ct  sonuçlarının 30 altında olması ve 

Tm sonuçlarının ise sabit olması uygun genlerin doğru çoğaldığının göstergesidir. 

Farklı kültürlerden elde edilen genlerin DNA dizilimine göre gruplandırması HRM analizi ile 

yapılmıştır. RT-PCR ile çoğaltılan DNA ürünleri HRM profilleri Şekil 2’de verilmiştir. Tablo 3’te ise 

HRM gruplandırması verilmiştir. 

HRM gruplarına göre oluşan iki adet örneğin DNA dizisi çıkarılmıştır. DNA dizileri her bir grup 

için aynı DNA dizilimini göstermiştir. 

Elde edilen dizilerde parC S80(TCG)’nin L80(TTG) veya W80(TGG) mutasyonu, 

E84(GAA)’nin K84(AAA) mutasyonu; gyrA S83(TCA)’in L83 (TTA) mutasyonu; ve gyrB 

E479(GAA)’nın D479(GAT) mutasyonu, D644(GAT)’nin Y644(TAT) mutasyonu, A677(GCG)’nin 

V677(GTG) mutasyonu belirlenmeye çalışılmıştır. Bu çalışmada elde edilen DNA dizileri ile mutasyon 

içermeyen referans diziler Clustal W2 programı ile karşılaştırılmış böylece hangi dizilerin mutasyon 

içerdiği tespit edilmiştir. parC için referans dizi gen bankası ulaşım numarası HM570038.1, gyrA için 
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referans dizi gen bankası ulaşım numarası DQ270238.1 ve gyrB için referans dizi gen bankası ulaşım 

numarası CU468230.2’dir. DNA karşılaştırmaları ve referans gen dizilimleri Şekil 3, Şekil 4 ve Şekil 

5’te verilmiştir. Sarı ile işaretlenmiş bölgeler, DNA dizilimleri üzerinde analiz edilecek mutasyon 

noktaları olarak belirtilmiştir. Şekillerdeki verilere göre, GA2, GA1, ve GA3 genotipinin her üçünde de 

S83 (TCA)’in L83 (TTA) mutasyonu tespit edilmiş iken parC ve gyrB genotiplerinde mutasyon 

gözlemlenmemiştir. 

 

Şekil 1. RT-PCR çoğalma (a, c, e) ve erime (b, d, f) eğrileri; (a-b): gyrA hedefli, (c-d): gyrB hedefli,               

(e-f): parC hedefli 

2009 yılında Wang-Huei Sheng ve ark. tarafından, Tayvan Taipei hastanesinde 2005-2006 yılları 

arasında 82 adet izole edilen A. baumannii üzerinde çalışma yapılmıştır. Siprofloksasin duyarlılık 

testleri sonucunda ise, 49 adet A. baumannii izolatının gyrA geninde Leu83 (TTA) mutasyonuna 

rastlanmıştır. Ser83 (TCA)-Leu83 (TTA) mutasyonunu siprofiloksisine karşı direnç gelişimini 

desteklediği şeklinde değerlendirilmiştir. Çalışmamızdaki S83 (TCA)-L83 (TTA) mutasyonu ile Wang-

Huei Sheng ve ark. tarafından yapılan çalışma ile uyumludur [15].  

Mohamed Elshahat ve ark. 2021 yılında Al-Azhar Üniversitesinden 100 A. baumannii izolatı 

üzerinde çalışmıştır. Çalışmada gyrA, gyrB, parC ve parE alt birimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonu 

https://journals.ekb.eg/?_action=article&au=331240&_au=Mohamed++Elshahat
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saptanmıştır. Sonucunda ise florokinolonlara dirençli A. baumannii'de en sık gyrA ve parC mutasyonları 

tespit edilmiştir. Bu sonuçlar bizim çalışmamızdaki gyrA mutasyonu ile örtüşmektedir [16]. 

 

Şekil 2. RT-PCR amplikonlarından elde edilen HRM profilleri 

Tablo 3. RT-PCR amplikonlarından elde edilen HRM profillerine göre gruplandırma 

Genotip Grubu Numune No 

 

 

gyrA 

GA1 3,4,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,28,29,30,31,32,33,34,35,3

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

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

GA2 5,57,60,80,85. 

GA3 1,2. 

 

gyrB 

GB1 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,28,29,31,32,33,34,3

5,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,58,59,61,62,75,76,7

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

GB2 30,57,60. 

 

parC 

P1 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11,14,15,17,18,19,20,21,22,24,25,26,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,

38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,61,62,75,76,77,

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

P2 12,13,23. 

P3 5,80. 
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Şekil 3. gyrA DNA dizilimi karşılaştırılması 

 

Şekil 4. parC DNA dizilimi karşılaştırılması 

Choong Ki Hong ve ark.  2017-2019 yılları arasında 98 A. baumannii izolatı ile çalışmıştır. 

Yapılan çalışmada gyrA ve ParC sekans analizine bakılmıştır. A. baumannii’nin 50 suşunun tamamında 

gyrA dizisinde Ser83 (TCA)’ün Leu83 (TTA)’ye yer değiştirdiği sonucuna varılmış, 43 suşta parC 

dizisinde Ser80 (TCG)’ün Leu (TTG) ile yer değiştirdiği sonucuna ulaşılmıştır. Bizim çalışmamızda 

gyrA dizisinde Ser83 (TCA)’ün Leu83 (TTA)’ye yer değiştirdiği sonucuyla örtüşmekte fakat çalışmada 

bulunan parC mutasyonu bizim çalışmamızla örtüşmemektedir [17]. 

Enas A. Tantawy ve ark.  2020 yılında yaptığı çalışmada 106 yoğun bakım hastasından izole 

edilen A. baumannii izolatı üzerinde çalışmıştır. Yapılan çalışmada gyrA ve parC mutasyonlarını 

taramış ve her iki gen bölgesinde de tüm kültürlerde gyrA dizisinde Ser83 (TCA) - Leu83 (TTA), parC 
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dizisinde ise Ser80 (TCG) - Leu (TTG) mutasyonuna rastlamıştır. Bizim çalışmamızda S83 (TCA)’in 

L83 (TTA) mutasyonu belirlenmiştir. Yapılan çalışma gyrA dizisinde Ser83 (TCA) - Leu83 (TTA) 

mutasyonu ile örtüşmekte fakat parC mutasyonu sonucumuz örtüşmemektedir [18]. 

 

Şekil 5. gyrB DNA dizilimi karşılaştırılması 

Park ve ark. 56 adet farklı A. baumannii izolatında parC (S80L, S80W, S84K), gyrA (S83L) ve 

gyrB (E479D, D644Y, A677V) mutasyonlarını araştırmıştır. Çalışmada bulunan gyrA (S83L) 

mutasyonu bizim çalışmamızla uyumludur [9]. 

Marich Amilia Rizka ve ark. 2014 yılında yaptıkları çalışmada 7 A. baumannii klinik izolatı 

üzerinde gyrB mutasyonu araştırılmıştır. Sonuçlarına göre 7 izolattan 5 tanesinde tek nokta 

mutasyonuna rastlanmış ve gyrB geninde meydana gelen mutasyon nedeniyle siprofiloksasine dirençli 

olduğu sonucuna varılmıştır. Bizim çalışmamızda ise gyrB gen bölgesinde mutasyona rastlanmamıştır 

[19].  

Cheng-Hsun Chiu ve ark.  çalışmalarına 35 adet A. baumannii izolatı dahil etmiştir. parC ve gyrA 

gen mutasyonlarının dışa atım pompası gen ekspresyonuyla (AdeB) ilişkisi incelenmiş olup parC (S80L, 

L59G) ve gyrA (S83L) mutasyonları belirlenmiştir. Mutasyonlu gene sahip kültürlerde siprofloksasin 

direnci gözlemlenmiştir. Meydana gelen mutasyonların siprofiloksasine direnç gelişimine katkı 

sağladığı sonucuna ulaşılmıştır. İzolatların tamamında parC (S80L) mutasyonu saptanmıştır. 13 adet 

dirençli izolatın, 9 tanesinde parC (L59G) mutasyonu ve 11 tanesinde gyrA (S83L) mutasyonu 

saptanmıştır. parC (S80L) mutasyonu sonucunda, A. baumannii direncinin geliştiği belirlenmiştir. 

Çalışmamızdaki gyrA (S83L) mutasyonu ile sonuçlar uyuşmakta fakat parC mutasyon sonucu ile 

uyuşmamaktadır [20]. 

Ahmed Hamouda ve ark.  tarafından yapılan çalışmada İskoçya’da buılunan 5 hastaneden 9 adet 

A. baumannii dirençli izolatta parC ve gyrA gen mutasyonlarının siprofloksasin direncine sebep olup 

olmadığı araştırılmıştır. 9 adet dirençli izolatın tamamında gyrA geninde mutasyon tespit edilmiş fakat 

yalnızca 2 örnekte parC geninde mutasyon saptanmıştır. Yani İki kültürde iki gen bölgesinde de 

mutasyon saptanmıştır. Her iki gen bölgesinde mutasyon saptanan izolatların aynı zamanda MİK 
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değerleri de yüksek bulunmuştur. Bu sebeple gyrA ve parC’de meydana gelen mutasyonların 

siprofiloksasin direncine sebep olduğu sonucuna ulaşılmıştır. Bu çalışmadaki sonuçlara göre, bizim 

çalışmamızda sadece gyrA geninde meydana gelen mutasyon sonucu ile uyumludur [21]. 

2005 yılında Jeom Kyu Lee ve ark., Kore’de farklı hastanelerden toplanan 59 adet A. baumannii’ 

izolatı üzerinde çalışmıştır. Siprofloksasin direnci ile gyrA-parC genlerinin mutasyonları arasındaki 

ilişkiyi araştırılmıştır. gyrA genindeki (S83L) mutasyonu ve parC geninde S80L mutasyonu 

siprofloksasin direnci ile ilişkilendirilmiştir. Bizim çalışmamızda gyrA (S83L) mutasyonu ile 

örtüşmektedir fakat parC mutasyonu ile örtüşmemektedir [22]. 

Bu sonuçlar göz önünde bulundurarak yapılan çalışmalarda yalnızca gyrA (S83L) gen bölgesinde 

meydana gelen mutasyon ile elde ettiğimiz sonuçlar örtüşmektedir. 

Çalışmamızda 73 A. baumannii dirençli klinik izolatı kullanıldı. Bu kültürlere DNA izolasyonu 

yapıldı ve Real Time PCR uygulanarak gyrA, gyrB ve parC mutasyonu HRM analizi vasıtasıyla gruplara 

ayrıldı. Ayrılan gruplardan her bir gen bölgesi için iki adet örnek alındı. Sekans analizi uygulandı ve 

sonucunda bütün izolatlarda gyrA (S83L) gen bölgesinde mutasyon saptandı fakat gyrB ve parC gen 

bölgelerinde mutasyona rastlanmadı. Bu sebeple elde edilen bulgular doğrultusunda belirlediğimiz 

hipotezin doğru olduğu sonucuna ulaşılabilir. Bu sonuçlar doğrultusunda çalışmamızda, siprofiloksasin 

direnci gyrA (S83L) gen bölgesinde meydana gelen mutasyon ile ilişkilendirilmiştir.  
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