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TESEKKUR

Oncelikle bana her zaman inanan ve kararlarimi destekleyen, bugiinlere gelmemi saglayan
aileme; Tibbi Mikrobiyoloji tipta uzmanlik tezi olarak sundugum bu calismayir bilgi ve
katkilariyla yoOneten, tezimin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen, uzmanlik egitimim
siiresince yetismemde biiyiik katkisi olan ve emegi gecen degerli danisman hocam Dr. Ogrt.

Uyesi Ilkay Bahgeci’ ye 6zel tesekkiirlerimi sunuyorum.

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini ayni zamanda desteklerini esirgemeyen
tiim hocalarima , tezimle ilgili bilgi ve emeklerini esirgemeyen degerli ¢alisma arkadasim Dr.
Omer Faruk Duran’ a , birlikte calismaktan mutluluk duydugum asistan hekim arkadaslarima,
klinik laboratuvarimizda her daim uyum i¢inde ¢alistigimiz ¢ok degerli teknisyen arkadaslarima

ve mesai arkadaslarima tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Bu Tipta Uzmanlik Tezi Recep Tayyip Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi Birimi

tarafindan TTU-2020-1102 numarali bilimsel arastirma projesi olarak desteklenmistir.

Dr. Nuray ARSLAN




OZET

Kolistin Direncli Acinetobacter Baumannii Suslarinda PmrA Gen Polimorfizmi ve

Mutasyonu

Acinetobacter baumannii, son yillarda diinya ¢apinda yaygin yiiksek morbidite ve mortalite
oranlar ile iligkili nozokomiyal salginlarin majér nedeni olarak tanimlanmaktadir. Yogun bakim
iiniteleri(YBU)basta olmak iizere hastane enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etkenlerin basinda
gelmektedir.Coklu ilaca direngli (CID) A. baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklerin sayisinin sinirli olmasi ciddi klinik problemlere neden olmaktadir. Son yillarda
izlenen CID Gram negatif bakteriler ile olusan enfeksiyonlarin sikliginda artis ve tedavilerinde
yasanan sorunlar kolitsinin iyesi oldugu polimiksinler gibi eski antibiyotiklerin yeniden
kullanimin1 zorunlu kilmistir.Tedavide kullanilmaya baslanmasini takip eden siiregte kolistine
direngli A. baumannii suslar1 rapor edilmistir. A. baumannii‘deki Kkolistin direncinin esas
mekanizmasi, lipopolisakkarit (LPS) tabakaya PmrAB gen bolgesindeki mutasyona bagh
katyonik grup eklenmesidir. Calismamizda kolistin tedavisi alan hastalardan gonderilen ¢esitli
klinik ornekler arasindan etken olarak izole edilen kolistine direngli A. baumannii izolatlarinda
PmrA gen polimorfizminin ve mutasyonunun belirlenmesi , PmrA genleri arasindaki filogenetik
iliskinin anlasilmas1 amaglanmistir.Calismamizda Haziran 2019-Haziran 2020 tarihleri arasinda
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
yogun bakim fnitelerinde ve servislerde takip edilen hastalardan gonderilen ¢esitli klinik
orneklerde tireyen 29 A.baumannii susu dahil edilerek dizi analizi yapildi. A. baumannii strain
ABO030 referans susu kullanilarak , Clustal 2.1 Multiple Sequence Alignment’te filogenetik
analizi yapildi. PCR sonrasi PmrA pozitif olan suslarin PCR f{irlinlerinin sekans sonuglarinin
filogenetik analizinde amplifiye edilen bdlgenin tamamina yayilan nokta mutasyonlar (SNPS)
goriilmekle birlikte nokta mutasyonlarin ilk 60 bp’lik kisimda nispeten daha fazla oldugu
goriildii. Igerdigi daha fazla sayida SNPs ile referans sustan farklilik gdsteren 6 sus oldugu tespit
edildi.Calismamiz filogenetik iliski agisindan degerlendirildiginde 6rneklerde olusan mutasyonlar
birbirleriyle yakin iligki i¢indeydi.PmrA geninin 175bp’lik boélgesinde saptanan mutasyonlarla
kolistin direncini iligkili bulmamiz bu bdlgedeki mutasyonlarin kolistin direnci ile iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir. PmrA gen bdlgesinin dizi analizinin yapilmasi ve ortaya ¢ikan
degisikliklerin belirlenmesi; bu alanda iilkemizde yapilan ilk ¢alismalardandir. Bu ¢alismanin, bu

alanda yeni yapilacak calismalara zemin hazirlayacagini diisinmekteyiz. CIDA. baumannii



izolatlarinda kolistin diren¢ mekanizmasimin tam anlamiyla ortaya ¢ikarilmasi i¢in yeni nesil
genom teknolojileri ¢ok iyi bir segenektir. Bununla birlikte maliyeti yiiksek teknolojiler oldugu
icin bu konuda referans merkezler olusturulmali ve iilkede tanimlanan direngli suslar burada ileri

arastirilmaya tabii tutulmalidir.
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ABSTRACT

PmrA Gene Polymorphism and Mutation in Colistine Resistant Acinetobacter Baumannii
Strains

Acinetobacter baumannii has been identified as the major cause of nosocomial outbreaks
associated with high morbidity and mortality worldwide in recent years. It is one of the most
frequently isolated agents in nosocomial infections, especially in intensive care units. The limited
number of antibiotics that can be used in the treatment of multiple drug resistant (MDR) A.
baumannii infections causes serious clinical problems. The decreasing number of antibiotic
options combined with the increase in the frequency of infections with Gram negative bacteria
with MDR and the problems experienced in their treatment have necessitated the reuse of older
antibiotics such as colistin and other polymyxins. Colistin resistant A. baumannii strains have
been reported following its use in treatment. The main mechanism of colistin resistance in A.
baumannii is the addition of a cationic group to the lipopolysaccharide (LPS) layer due to
mutation in the PmrAB gene region. In our study, we aimed to determine the PmrA gene
polymorphism and mutation in colistin-resistant A. baumannii isolates obtained from clinical
samples and to understand the phylogenetic relationship between PmrA genes.A total of 29
A.baumannii strains isolated between June 2019 and June 2020 from patients who received
colistin treatment and were followed in intensive care units and services of the Research and
Training Hospital of RTE University were used to perform sequence analysis. Phylogenetic
analysis was performed in Clustal 2.1 Multiple Sequence Alignment using the reference strain
ABO030 of the A. baumannii. Sequencing of the PCR products of the strains that were PmrA
positive revealed, point mutations (SNP) spread to the entire amplified region, which were
relatively higher in the first 60 bp. It was determined that there were 6 strains that differed from
the reference strain with the higher number of SNPs they contained. When our study was
evaluated in terms of phylogenetic relationship, the mutations that occurred in the samples were
closely related to each other. Our finding that mutations detected in the 175 bp region of the
PmrA gene are related to the resistance of the colistin, suggests that mutations in this region may
be related to the resistance of the colistin. Sequence analysis of the PmrA gene region and
determination of the resulting changes; it is one of the first studies in this field in our country. We
think that this study will pave the way for new studies to be carried out in this field.New

generation genome technologies are a very good option for fully revealing the resistance



mechanism of colistin in MDR A. baumannii isolates. However, because of the high cost of
technologies, reference centers should be established on this subject and resistant strains
identified in the country should be further investigated here.
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