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ELAZIG YORESINDE TUBERKULOZLU HASTALARIN BALGAM
ORNEKLERINDE MIKOBAKTERi TUR DAGILIMININ PCR-RFLP
YONTEMi iLE BELIRLENMESI

DETECTION OF MYCOBACTERIUM SPECIES DISTRIBUTION IN THE
SPUTUM SAMPLES OF TUBERCULOSIS PATIENTS BY
PCR-RFLP METHOD IN ELAZIG PROVINCE

Ahmet AéAQAYAK’, Yasemin BULUT', Adnan SEYREK'

OZET: Bu calismada, Elazi§ yoresindeki tUberklloz olgularindan alinan balgam
orneklerinde Mycobacterium tirlerinin PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism) yéntemi kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Elazig
Verem Savas Dispanseri’nde kdltir pozitifligi ile tiberkuloz tanisi konulmus toplam 60
(32 erkek, 28 kadin) hastanin balgam érneklerinden izole edilen DNA’lar, mikobakterilerin
65 kDa proteinini kodlayan gen bdlgesine ait primerler (birinci asamada: TB1; 5-GAG
ATC GAC TGG AGG ATC C-3’ ve TB2; 5-AGC TGC AGC CCA AAG GTG TT- 3,
ikinci asamada: TB1 ve TB3; 5-GTG TTG GAC TCC TCG ACG GT-3’) kullanilarak iki
adimli (seminested) PCR ile cogaltimistir. Calismada, hsp65 gen boélgesine gére 51
(%85) balgam 6rnegi pozitif olarak saptanirken dokuz (%15) érnek tanimlanamamistir.
Bu PCR Urtnlerinin Haelll enzimiyle kesim deneyi sonunda, 52 6rnegin 44’0 (%86.3)
M.tuberculosis kompleksi, dérdi (%7.8) M.scrofulaceum, ikisi (%3.9) M.avium ve biri
(%1.9) M.intracellulare olarak tanimlanmistir. M.tuberculosis kompleks turlerinin ayirt
edilebilmesi icin ise, 44 DNA o6rneginden gyrB gen bélgesi 6zgul primerler (MTUB-;
5-TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC-3' ve MTUB-r; 5-ACA TAC AGT TCG GAC TTG
CG-3)) ile cogaltiimis ve Grlnlerin Rsal ve Taqgl enzimleriyle kesimi sonunda, 6rneklerin
34’Un0n (%77.3) M.tuberculosis, sekizinin (%18.2) M.bovis, birinin (%2.3) M.microti ve
birinin (%2.3) de M.africanum oldugu belirlenmistir. Calismamizin verileri, yéremizde
tuberkuloz etkeni olarak en az yedi farkli mikobakteri tirinin varigini ortaya koymustur.
Sonug olarak, ulkemizin tim bdlgelerindeki tir dagihminin molekuler yéntemlerle
belirlenmesinin ve bunlarin antitiberkuloz ilaclara diren¢c durumlarinin bilinmesinin
tuberkuloz ile savasta basarili olabilmek icin gerekli oldugu distntlmustur.

Anahtar sézclikler: Mikobakteri ttirleri, tiiberkiiloz, PCR-RFLP.

ABSTRACT: The aim of this study was to detect the Mycobacterium species in
the sputum samples collected from tuberculosis patients in Elazig province (located in
Eastern Anatolia, Turkey), by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism) method. A total of 60 samples from patients (32 male, 28 female)
who were diagnosed as tuberculosis by culture positivity at Elazig Tuberculosis Control
Dispensary, were included to the study. After DNA extraction and isolation from the
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samples, gene region encoding for 65 kDa protein of mycobacteria was amplified with
specific primers (first step primers: TB1; 5-GAG ATC GAC TGG AGG ATC C-3' and
TB2; 5-AGC TGC AGC CCA AAG GTG TT- 3, second step primers: TB1 and TB3;
5-GTG TTG GAC TCC TCG ACG GT-3’) by using seminested PCR method. According
to hsp65 gene region amplification, 51 (85%) samples yielded positive results, while
nine (15%) samples could not be identified. Of 51 samples, 44 (86.3%) were identified
as M.tuberculosis complex, four (7.8%) were M.scrofulaceum, two (3.9%) were M.avium
and one (1.9%) was M.intracellulare, in the restriction assay by Haelll of the PCR
products. In order to identify the species of M.tuberculosis complex, gyrB gene region
was amplified in those of 44 samples with specific primers (MTUB-f; 5-TCG GAC GCG
TAT GCG ATA TC-3' and MTUB-r; 5-ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG-3’), and the
PCR products were restricted by Rsal and Tagl enzymes. In this assay, 34 (77.3%),
eight (18.2%), one (2.3%) and one (2.3%) of the 44 M.tuberculosis complex samples
were detected as M.tuberculosis, M.bovis, M.microti and M.africanum, respectively. Our
data indicated that at least seven different Mycobacterium species were the causative
agents of tuberculosis in our region. As a result, researching for species distributions
of mycobacteria in all of the parts of Turkey by molecular methods and clarifying their
resistance patterns against antituberculous drugs are needed for the effective control
of tuberculosis.

Key words: Mycobacterium spp, tuberculosis, PCR-RFLP.

GiRiS
Mycobacteriacea ailesinde yer alan bakterilerin neden oldugu tiberkiloz,
halen 6limle sonuclanan énemli ve 6ncelikli hastaliklardan biridir ve halk
saghgi acisindan kalici bir tehdit olmaya devam etmektedir'. Aerop, geg ve
guc ureyen, aside direncli, hareketsiz ve sporsuz basiller olan mikobakteriler,
standart kultirlerde ortalama G¢ haftada (4-8 hafta) Gretilebilmektedir.

Standart kulturler, klinik 6rneklerde sadece Mycobacteriacea Uyelerinin
varligi ortaya konmakta, ancak tir dlizeyinde tanimlama yapamamaktadir.
Mycobacteriacea ailesindeki turlerin tanimlanmasi, 6zellikle olgularin
epidemilerinin anlasiimasi, hastaligin kaynaginin belirlenmesi ve bu kaynaga gére
tedbir alinmasi bakimindan oldukca 6énemlidir. TUberkulozun etkili kontroll igin,
kiltire alternatif olabilecek, klinik 6érnekte dogrudan calisilabilecek, hizli, 6zgul
ve duyarli tani ve ayni zamanda tiplendirme yapabilecek yéntemlere gereksinim
vardir. Bu amacla, PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism) yéntemi yaygin olarak tercih edilmektedir?®.

Tum mikobakteri tdrlerinde bulunan ve 65 kDa'luk 1si sok proteinini kodlayan
gen (hsp65) boélgesinin analizi, Mycobacterium tuberculosis kompleks ve diger
mikobakteri tdrlerinin ayinminda siklikla kullaniimaktadir*®. Bakteri DNA’sInIn
sUper sarmal reaksiyonunu ATP varliginda katalizleyen DNA giraz enziminin
bir alt Unitesi olan gyrB proteinini kodlayan gen (gyrB) bdlgesinin belirlenmesi
ise, M.tuberculosis kompleks tdrlerinin tanimlanmasinda énemlidir®.

Bu calismada, Elazi§ yoéresindeki tuberkiloz olgularinin balgam
Orneklerinde PCR-RFLP ydntemi ile mikobakteri tirlerinin dagiiminin belirlenmesi
amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Ornekler: Galismaya, Elazi§ Verem Savas Dispanseri’nde tiiberkiiloz tanisi
konulmus, kaltdr pozitif 60 (32 erkek, 28 kadin) hastadan alinan balgam érnekleri
dahil edildi. Ornekler iki esit miktara béliindii ve bir kismi direk DNA izolasyonunda
kullanildi. Orneklerin diger kismi, mikobakteri varliginin kontrolii amaciyla,
N-asetil-L-sistein (NALC)-NaOH yo6ntemiyle dekontaminasyon islemine tabi
tutuldu. Bu érneklere, aside direncli boyama (Ziehl-Neelsen karbolfuksin yéntemi)
ile mikroskopik inceleme ve kulttr [Lowenstein-Jensen besiyerinde (Oxoid, UK),
37°C’de 6-8 hafta inktubasyon] ydntemleri uygulandi. Bu érnekler, makroskobik
ve mikroskobik olarak incelenerek bakteri Gremeleri kontrol edildi’®.

DNA izolasyonu: Direk balgam érneklerinde DNA izolasyonu, ticari bir kit
(Wizard Genomic DNA kit, Promega Co, USA) ile gerceklestirildi. Kisaca, 3000
rpm’de 30 dakika (dk) santrifij sonrasi elde edilen ¢okintiye 10 mg/ml lizozim
enzimi ve 50 mM, pH: 8.0 EDTA katildi. Ornekler 37°C’de bir saat bekletildi.
Daha sonra tuplere nikleik lizis solisyonu eklenerek, tupler 80°C’de 10 dk.
tutuldu. Tuplere 3 ul RNaz ilave edilerek, bekleme suresi tekrarlandi. Beklemeyi
takiben, drneklerin Uzerine protein ¢oktirme sollsyonu katilarak hizh bir
sekilde karistirildi ve buzlu suda 10 dk. bekletildi. Daha sonra érnekler santriflj
edilerek Ust sivi yeni mikrosantrif(ij tlplerine aktarildi ve Uzerlerine ¢éktirme
icin izopropranolol eklenip bir gece oda isisina kaldirildi. Bu slre sonunda,
%70’lik etil alkol ile yikama iglemi yapildi ve elde edilen DNA 6rnekleri distile
su ile sulandirilarak, kullaniincaya kadar -80°C’de saklandi.

Calismada klinik érneklere ek olarak, standart pozitif kontrol suslarin (M.abcessus
19977, M.szulgai 35799, M.gordonea 14470, M.tuberculosis H37RV, M.avium 15769,
M.intracellulare 13950, M.fortuitum 6841, M.kansasii 12478, M.scrofulaceum 19981)
DNA’lan da ayni sekilde elde edilip, ayni sartlarda saklandi.

Mikobakteri hsp65 Geninin PCR’I ve Haelll RE ile Kesimi: Mikobakterilerin
65 kDa proteinini kodlayan gen bdlgesi iki adimh (seminested) PCR ile
cogaltilde®. Birinci agama PCR igin; 6énce 10X tampon, 25mM MgCl,, her biri
100 mM olan dNTP, 20 pmol/ul primer 1 (TB1; 5-GAG ATC GAC TGG AGG
ATC C-3’), 20 pmol/ul primer 2 (TB2; 5’- AGC TGC AGC CCA AAG GTG TT-
3’), 23.5 ul dH,0O ve 0.5 ul 1U Taq polimeraz enzimi (Bioron, Germany) iceren
karisim hazirlandi. On ul DNA érneklerinden ve 40 ul de PCR karisimindan
katilan &érnekler, bir dongl 94°C’de 2 dk. 6n isitmayi takiben, 94°C’de 1 dk.,
56°C’de 1 dk. ile 72°C’de 2 dk.’dan olusan toplam 36 déngu ve 72°C’de 10
dk. 1 déngli son uzatma olacak sekilde PCR’a kosuldu. ikinci asama PCR ise,
primer 1 (TB1) ve primer 3 (TB3; 5-GTG TTG GAC TCC TCG ACG GT-3)
kullanilarak hazirlanan karisimdan 48 ul ve birinci asama PCR 6rneklerinden 2
ul katilarak, yukaridaki sureklilik ve déngulerde gerceklestirildi. PCR érneklerine
%2’lik agaroz jelde elektroforez uygulandi ve géranttlendi.

iki asamall PCR’dan sonra hsp65 gen bélgesi Haelll RE enzimi (Fermentas,
Germany) ile kesime birakildi. Kesim 37°C’de 6-8 saat sure ile gergeklestirildi.
Bu slre sonunda kesim UrUnleri %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu
ve ultraviyole isinlar ile incelenerek degerlendirildi.
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M.tuberculosis Kompleks Ayinminda gyrB Geninin PCR’i, Rsal ve Taql RE
ile kesimi: M.tuberculosis kompleksi olarak belirlenen DNA &rneklerine, gyrB
geni icerisinde bulunan 1020 baz cift (bg)’lik bélgenin cogaltimasi icin tekrar
PCR uygulandi®®''. Cogaltma islemi balgam DNA’lari ile primer 1 (MTUB-f; 5’-
TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC-3’) ve primer 2 (MTUB-r; 5-ACA TAC AGT
TCG GAC TTG CG-3’) kullanilarak gerceklestirildi. PCR 6rnekleri %2’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutuldu ve elde edilen 1020 b¢’lik Urlnler Rsal ve Taql
RE enzimleri (Fermentas, Germany) ile kesime birakildi. Kesim 6rneklerine
%2’lik agaroz jelde elektroforez uygulandi ve gérintilendi.

BULGULAR

Calismaya alinan 60 hastanin timunin balgam 6rneklerinde aside direncli
boyanmis basil varligi ve kultirlerinde mikobakteri GUremesi tespit edilmigtir.

Mikobakteri turlerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan hsp65 gen
bélgesinin PCR’1 sonucunda, TB1-TB2 ve TB1-TB3 primerleri ile 368 b¢’lik
urun elde edilmistir (Sekil 1). Balgam &rneklerinin 51’inde (%85) bu Grinin
varligi saptanirken, 9 (%15) 6rnek tanimlanamamigtir. Elde edilen 368 bg¢’lik
PCR Urtnlerine Haelll restriksiyon enzimiyle kesim yapildiginda belirlenen kesim
motifleri Sekil 1’de goértlmektedir. Bu motiflere gore, 51 drnegin 44’0 (%86.3)
M.tuberculosis kompleksi, 4’0 (%7.8) M.scrofulaceum, 2’si (%3.9) M.avium ve
1’i (%1.9) M. intracellulare olarak tanimlanmistir.

Sekil 1. PCR sonucu elde edilen 368 bg¢’lik hsp65 gen bdlgesi ve bu bdlgenin
Haelll enzimi ile kesim Urlnlerinin agaroz jelde goérintasu.

[Hat 1; 368 b¢’lik PCR Urln0, hat 2; M.tuberculosis kompleksi (105/100/70 bg), hat 3; M.scrofulaceum
(100/90 bg), hat 4; M.avium (100/100/40 bg), hat 5; M.intracellulare (130/100/60 bg), M1 ve M2;
DNA agirlik standardi] Hat 2, hat 3 ve hat 4’de beklenen sayidan az bandin gorilmesi, bazi kesim
Urtnlerinin ayni veya yakin buyuklikte olmasindan dolayidir.
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M.tuberculosis kompleksi gyrB gen bolgesinin Rsal RE enzimi ile kesim
sonucu M.bovis ve M.microti birbirinden ayrilirken, M.tuberculosis ve M.africanum
birbirinden ayirt edilememektedir. Bunun icin 1020 b¢’lik PCR Grlnlerine Rsal
RE enzimine ek olarak Taql RE enzimi ile de kesim yapilmistir (Sekil 2 ve 3).
Buna gobre, 44 M.tuberculosis kompleks susunun 34’0 (%77.3) M.tuberculosis,
8’i (%18.2) M.bovis, 1’'i (%2.3) M.microti ve 1’i (%2.3) M.africanum olarak
tespit edilmistir.

Sekil 2. PCR ile gyrB gen bdlgesinden Sekil 3. PCR ile ¢ogaltilan 1020 bg¢’lik
elde edilen 1020 b¢’lik Grtnin Rsal gyrB gen bdlgesi ve bu bdlgenin Taql
enzimi ile kesim UrGnlerinin enzimi ile kesim Grdnlerinin
agaroz jelde goéruntusu. agaroz jelde géruntusu.

[Hat 1; kesimi yapilmamis gyrB geni (1020 [Hat 1; gyrB geni (1020 bg), hat 2; M.tuberculosis
bg), hat 2-3; M.tuberculosis veya M.africanum (440/250 bg), hat 3-4; M.africanum (440 bg),
(560/360 bg), hat 4; M.bovis (480/360 bg), M1; 100 b¢’lik DNA agirlik standardi, M2; 50

hat 5; M.microti (660/360 bg), M1; 100 b¢’lik bc’lik DNA agirlik standardi]

DNA agirlik standardi, M2; 50 bg’lik DNA
agirlik standardi]

TARTISMA

TUberkuloz tani ydntemlerinin amaci, klinik érneklerde mikobakteri varliginin
gbsterilmesi ve hastalik etkeni olan turln izole edilerek tanimlanmasidir.
Mikobakteri tarlerinin tespiti genellikle biyokimyasal testlerle yapiimaktadir,
ancak bu yéntem icin uygun bakteri kultirine ve uzun bir zamana gerek vardir.
Bu nedenle mikobakteri tirlerinin tanimlanmasinda, hizl, dogru, duyarllik ve
6zgullugu yuksek yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Son yillarda molekdler
yontemlerin 6n plana ¢cikmasi sonucu, PCR-RFLP metodu ile tirlere 6zgu
polimorfizmler belirlenerek érneklerden direk olarak mikobakterilerin tar tayini
hizl bir sekilde yapilabilmektedir+11-16,
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Tdm mikobakteri tdrlerinde bulunan hsp65 gen dizisinin analizi ile
Mycobacterium tuberculosis kompleks ve diger mikobakteri tlrlerinin ayirt
edilmesi mumkundurt. Bu gen bélgesinde, Haelll RE enzimi icin pek cok
(tarlerine gbre 6-7 adet) tanima bdlgesi olmasina ragmen, tanima bdlgelerinin bir
cogu 10-20 nukleotid uzunlugundadir. Kesilen bu kisa parcalar elektroforezden
sonra jelde goérulemeyebilirler ve bu nedenle turler arasindaki karsilastirmalar
blyUk parcalara gére yapilmaktadir®. Cavusoglu ve arkadaslarinin® calismasinda,
DNA probe ve hsp65 gen dizi analizi ydntemleri ile 10 mikobakteri tlrinuin
besi M.tuberculosis kompleks, Ucl M.chelonae ve birer sus da M.gordonae
ve M.intracellulare olarak tanimlanmistir. Hernandez ve arkadaslarinin',
180 mikobakteri susunun 65 kDa gen bdlgesini BstEll ve Haelll RE enzimleri
ile keserek yaptiklar calismada, 16’s1 M.tuberculosis kompleksi, 10’u M.avium,
sekizi M.scrofulaceum ve U¢U M.intracellulare olmak Uzere 22 farkh tar
tanimlanmistir. Telenti ve arkadaslar® ile Hidaka ve arkadaslar® da, ayni
gen bdlgesini kullanarak PCR-RFLP yéntemiyle M.tuberculosis kompleksi,
M.avium, M.intracellulare, M.marinum, M.gastri, M.fortuitum, M.scrofulaceum ve
M.chelonae turlerini tanimlayabildiklerini bildirmiglerdir. Ayni kriterleri temel alarak
gerceklestirdigimiz bu calismada, ARB ve konvansiyonel kultar yontemleri ile
pozitif olan tuberkulozlu hastalarin balgam 6rneklerine direk olarak uygulanan
PCR-RFLP y6ntemiyle, érneklerin %85’inde (51/60) tir tanimi yapilabilmigtir.
Orneklerde en sik saptanan etkenin M.tuberculosis kompleksi oldugu, bunu
M.scrofulaceum, M.avium ve M.intracellulare tUrlerinin izledigi belirlenmistir
(yaklasik oranlar sirasiyla; %86, %8, %4 ve %2).

M.tuberculosis kompleks icinde yer alan turlerinin tanimlanmasinda, gyrB
gen bdlgesinin dizi analizinin yapilmasi énem tasimaktadir®'®". Zanden ve
arkadaslarinin® calismasinda, 314 M.tuberculosis kompleks susunun %96.5’i
M.tuberculosis ve %2.8’i M.bovis olarak tanimlanirken, Parsons ve arkadaslar'®
605 M.tuberculosis kompleksi ile yaptiklari calismada bu oranlar sirasiyla
%96 ve %3 olarak bildirmektedirler. Niemann ve arkadaslari? ise, PCR-RFLP
yéntemiyle MTUB-f ve MTUB-r primerlerini kullanarak gyrB gen bdlgesini
cogaltmiglar; bu bdlgeyi Rsal ve Taql RE enzimleri ile keserek M.tuberculosis,
M.bovis, ve M.africanum turlerini ayirt edebilmislerdir. Bizim c¢alismamizda
da, PCR-RFLP yéntemi ile M.tuberculosis kompleks suslarinin blytk oraninin
M.tuberculosis oldugu, bunu M.bovis, M.microti ve M.africanum‘un izledigi
belirlenmigstir (yaklasik oranlar sirasiyla; %77, %18, %2 ve %2).

Calismamizda 6rneklerin toplandigi Elazig Verem Savas Dispanseri,
yalnizca Elazi§ ve ilgelerine hizmet vermekle kalmayip, Bing6l, Tunceli ve Mus
gibi yakin illerden gelen tuberkiloz olgularinin tani ve takibinde de énemli
bir goérev Ustlenmektedir. Bu nedenle elde ettigimiz verilerin, bir bakima
bdlgesel dizeyde mikobakteri tlrlerinin profilini ortaya koydugu disundlebilir.
Calismamizin sonuclari, bolgemizde tlberkiiloz etkeni olarak en az yedi farkli
mikobakteri tirinin varligini gostermekte ve disuk sosyoekonomik kosullara
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ragmen Ulkemizin Dogu ve Glineydogu Anadolu bdlgelerinde epidemiyolojik
verilerin toplanmasi ve tuberkuiloza karsi etkili nlemlerin alinmasi icin molekuler
yontemlerle tir tanimlamasinin yapilmasi gerekliligini vurgulamaktadir.

TESEKKUR
Calismada pozitif kontroller olarak kullanilan mikobakteri tlrlerinin

saglanmasindaki yardimlari igin Dr.Gonul Aslan’a tesekklr ederiz.
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