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OZET

Streptomisin (SM) bakterilerde protein sentezini etkileyerek antimikrobiyal etki gosteren ve tiiberkii-
loz (TB) tedavisinde kullanilan major anti-TB ilaclardan birisidir. Bu calismada fenotipik ilag duyarlilik testi
ile SM direnci belirlenen Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) izolatlarinda, SM direncinden sorum-
lu rpsL ve rrs gen bolgelerindeki mutasyon varliginin DNA dizi analizi ile arastirilmasi amaclanmistir. Calis-
maya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, 2003-2007
yillari arasinda izole edilen SM’ye direncli ve duyarli 10’ar olmak Ulzere toplam 20 MTC izolati dahil edil-
mistir. Suslarin tanimlanmasi ve primer anti-TB ilaglara duyarllik testleri BACTEC 460 TB (Becton Dickin-
son, MD, ABD) sistemi ile yapilmistir. izolatlarinin SM’ye karsi duyarliliklari ayrica agar proporsiyon yonte-
mi (APY) ile dusiik (2 pg/ml) ve yiiksek (10 pug/ml) ilag konsantrasyonlarinda tekrar calisilmistir. Genotipik
analiz icin izole edilen DNA'lar, SM’ye karsi direng ile iligkili oldugu bilinen rpsL ve rrs gen bdlgelerini he-
defleyen 6zguil primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmistir. Elde edilen
urtinlerde niikleotid degisiklikleri gtimis boyama DNA dizi analizi yontemi (Silver Sequence DNA Sequen-
cing System, Promega) ile arastinlmis ve GenBank veri tabanindan elde edilen rpsL gen bdlgesi icin
LO8011, rrs gen bolgesi icin ise X52917 kayit numarali dizilerle karsilastiriimistir. BACTEC 460 TB sistemin-
de SM'ye direncli olan 10 izolattan 8'i APY ile her iki SM diizeyine de (2 ug/ml ve 10 pg/ml) direncli bu-
lunmus, diger ikisi ise sadece disiik diizeyde (2 pg/ml) SM direnci gostermistir. Her iki ilac konsantrasyo-
nunda direngli bulunan 8 izolatin hepsinde rpsL gen bélgesinin 43. kodonunda AAG - AGG (Lys — Arg) do-
nistimu seklinde nokta mutasyonu belirlenmistir. Duslik ilag konsantrasyonuna direncli iki izolat ile duyar-
I1 10 izolatta ise mutasyonla iliskili olabilecek herhangi bir niikleotid degisikligi belirlenememistir. Sonug
olarak, TB tedavisinin basarisi icin MTC izolatlarinin molekiiler analizinin yapiimasinin yararli olacagi ve bu
konuda ulkemizde daha genis kapsamli calismalarin planlanmasi gerektigi distinGlmustar.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, streptomisin, direng, dizi analizi, rpsL, rrs.
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Streptomisine Direncli Mycobacterium tuberculosis Kompleks

Izolatlarinda rpsL ve rrs Gen Bolgesi Mutasyonlarinin Arastiriimasi

ABSTRACT

Streptomycin (SM) displays antimicrobial activity via inhibition of protein synthesis in bacteria and
it is one of the major antituberculous drugs used in chemotherapy of tuberculosis (TB). The aim of this
study was to investigate the presence of mutations in rpsL and rrs gene regions responsible for SM resis-
tance using DNA sequencing system in SM resistant Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) isolates
detected by a phenotypic drug susceptibility test. Ten SM resistant and 10 SM sensitive MTC strains iso-
lated between 2003-2007, in Mersin University Medical Faculty Department of Medical Microbiology La-
boratory, were included to this study. The identification of the strains and their susceptibility to primary
antituberculous drugs were performed by BACTEC 460 TB system (Becton Dickinson, USA). The SM sus-
ceptibility was retested by agar proportion method at low (2 pg/ml) and high (10 pg/ml) concentrati-
ons of SM. For genotypic analysis, isolated DNA samples were amplified with polymerase chain reacti-
on (PCR) using primers specific for rpsL and rrs gene regions associated with SM resistance. PCR pro-
ducts were analyzed for the presence of nucleotide changes by silver stained DNA sequence analysis (Sil-
ver Sequence DNA Sequencing System, Promega) and the data were compared to sequences encoded
as L08011 for rpsL gene region and X52917 for rrs gene region in GeneBank database. Of the 10 SM re-
sistant isolates 8 were resistant to SM at both low and high drug concentrations (2 pg/ml and 10 pg/ml)
while two were resistant to SM at low drug concentration (2 pg/ml) using agar proportion method. A
point mutation as AAG - AGG (Lys - Arg) was detected at codon 43 of rpsL gene region in eight isolates
resistant to SM at both low and high drug concentrations. Nucleotide changes associated with mutati-
on were not detected in 10 sensitive isolates and two low drug concentration resistant isolates. It was
concluded that molecular analysis of MTC isolates might aid to the success of TB treatment and larger
scale nationwide studies should be conducted to enlighten the molecular basis of drug resistance in MTC
isolates.
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GiRi$

Mycobacterium tuberculosisin neden oldugu tiiberkiloz (TB) hastaligi, gelisen ilac di-
renci nedeniyle halen diinyada en yaygin ve 6limcul bulasici hastaliklardan biri olmaya
devam etmektedir'. TB tedavisinde kullanilan streptomisin (SM), izoniazid (INH), rifam-
pisin (RIF), etambutol (EMB) ve pirazinamid (PZA) birinci secenek anti-TB ilaglardir?.
M.tuberculosis suslarindaki ila¢ direncinden sorumlu genlerdeki rastgele mutasyonlar so-
nucu ilag direnci gelismektedir®. 1944 yilindan beri TB tedavisinde kullanilan SM, ribo-
zomun 308 alt tnitesine baglanarak translasyonu inhibe edip polipeptid sentezini engel-
leyerek etki gostermektedir. Ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen bolgesindeki ve
16S ribozomal RNA'y1 kodlayan rrs gen bolgesindeki mutasyonlar SM direncinden so-
rumlu tutulmaktadir*>. rpsL gen bélgesinde en sik rastlanan mutasyon 43. kodondaki
AAG - AGG (Lys-Arg) degisimi, daha az rastlanilan ise AAG - ACG (Lys - Thr) degisimi ile
sonuclanan mutasyonlardir®®. rrs gen nokta mutasyonlari ise 530. ve 915. niikleotidle-
rin cevresinde kiimelenmistir®®8?,

Bu calismada, fenotipik ilag duyarlilik testi ile SM direnci belirlenen M.tuberculosis izo-
latlarinda rpsL ve rrs hedef gen bolgelerindeki mutasyonlarin varligi ve direnc ile ilgili
mutasyon paternlerinin DNA dizi analizi yontemiyle arastiriimasi amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM
Ornekler

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvarinda 2003-2007 yillari arasinda BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, MD,
ABD) sistemi ile izolasyonu ve tanimlamasi yapilarak, ayni sistemle primer anti-TB ilag
duyarlliklar saptanan izolatlardan SM’ye direncli ve duyarli 10’ar sus calismaya alind.
Yontemde kullanilan ilag konsantrasyonlari; SM 2.0 ug/ml, INH 0.7 pg/ml, RIF 2.0 ug/ml
ve EMB 2.5 pg/ml seklinde idi. Tim izolatlarin SM’ye karsi in vitro duyarliliklari, agar pro-
porsiyon yontemi ile farkli konsantrasyonlarda SM (2 pg/ml ve 10 pg/ml) kullanilarak ye-
niden test edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR icin kullanilacak DNA 6rnekleri, Lowenstein-Jensen besiyerinde ireyen M.tuber-
culosis kolonilerine hizli DNA izolasyon yéntemi uygulanarak elde edildi'®. Direncin aras-
tinlacagi hedef bélgeler ve ilgili primer dizileri Tracevska ve arkadaslarinin® calismasin-
dan secildi. rpsL gen bolgesi SM1 (5’-CCAACCATCCAGCAGCTGGT-3") ve SM2 (5'-ATC-
CAGCGAACCGCGGATGA-3’) primerleri ile, rrs geninin 530. ilmegi (rrs-1) SM3 (5’-GAT-
GACGGCCTTCGGGTTGT-3") ve SM4 (5’-TCTAGTCTGCCCGTATCGCC-3") primerleri ile
ve rrs geninin 915. bolgesi (rrs-2) SM5 (5'-GTAGTCCACGCCGTAAACGG-3") ve SM6 (5'-
AGGCCACAAGGGAACGCCTA-3") primerleri ile ¢cogaltildi. PCR Uriinlerine dizi reaksiyo-
nundan once saflastirma islemi uygulandi ve bu amacla Wizard PCR Preps DNA Purifica-
tion System (Promega, A21180) kullanildi.

Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi Yontemi

Sekans reaksiyonu, 1s1 dongi sistemi ile gimus boyama protokolliniin birlesiminden
olusan ve sekans jelinde DNA bantlarini belirlemeye yarayan Silver Sequence DNA Sequ-
encing System (Promega, Q4130) ile gerceklestirildi. Sekans reaksiyonu tamamlandiktan
sonra olusan Urunlerin elektroforezi, TBE tamponu ile hazirlanmis 7 M re iceren, 0.4
mm kalinliginda, %4-6’lik poliakrilamid jelde (19:1 akrilamid-bisakrilamid) uygulandi.
Elektroforez isleminden sonra jelin glimds ile boyanmasi ise uretici firmanin (Promega
Technical Manual, Q4130, Q4131 ve Q4132) onerdigi sekilde uygulandi.

BULGULAR

Calismada, BACTEC 460 TB ile SM’ye direncli bulunan 10 izolatin 8’i agar proporsi-
yon yontemi (APY) ile de SM'nin dustik (2 pg/ml) ve yuksek (10 pg/ml) konsantrasyon-
larina direncli bulunmus, 2 izolat ise dustk konsantrasyonda direncli iken yiksek kon-
santrasyonda duyarl olarak tespit edilmistir. SM’ye duyarli izolatlar ise her iki konsant-
rasyonda da yine duyarli olarak belirlenmistir.

GenBank veri tabanindan elde edilen rpsL gen boélgesi icin LO8011, rrs gen bolgesi icin
ise X52917 kayit numarali dizi ile ¢alisilan izolatlarin ilgili dizileri, 5" ucundan 3’ ucuna
dogru karsilastinlmis, bu sekilde saptanan niikleotid degisiklikleri ila¢ direncinden sorum-
lu mutasyon olarak kabul edilmistir (Resim 1).
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Resim 1. rpsL gen bélgesinin gtimiis boyama DNA dizi analizi jel gértintiisi. Kolon 1; mutasyonun gézlen-
medigi wild-tip izolat, kolon 2; mutasyon tespit edilen izolat (43. kodonda gériinen AAG — AGG ntikleotid
degisimi).

BACTEC 460 TB ve APY ile SM’ye direncli bulunan 8 izolatin hepsinde rpsL gen bél-
gesinin 43. kodonunda AAG’den AGG'ye doniisim (Lys- Arg) seklinde nokta mutasyo-
nu tespit edilmistir. Bu izolatlarin rrs-1 ve rrs-2 gen bolgelerinde direncle iliskili olabile-
cek herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir. APY ile sadece diisik SM kon-
santrasyonunda direncli olan 2 izolatta ise hedef gen bdlgelerinde herhangi bir niikle-
otid degisikligi saptanmamistir. Her iki fenotipik ilag duyarlilik testi ile SM’ye duyarli olan
10 klinik izolatta da calisilan hedef gen bolgelerinde herhangi bir nikleotid degisikligi
belirlenmemistir.

TARTISMA

SM, M.tuberculosis’e karsi etkinligi gosterilen ilk antibiyotik olup, 1960’ yillarda baz
Ulkelerde kullanimi azaltiimakla birlikte bakterinin ¢oklu ila¢ direnci sorunu nedeniyle son
yillarda TB kontrol programlarinda yeniden kullanilmaya baglanmistir®. Bu calismada,
SM'’ye direncli M.tuberculosis klinik izolatlarinda direngcten sorumlu olabilecek rpsL ve rrs
gen bolgelerindeki mutasyonlarin varligi aragtiriimis ve yiiksek diizey (10 pg/ml) SM di-
renci gosteren suslarda rpsL gen bolgesinin 43. kodonunda AAG - AGG (Lys - Arg) doni-
siimii seklinde nokta mutasyonu saptanmistir. Ulkemizde SM direncinden sorumlu ola-
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bilecek DNA mutasyonlari ile ilgili yapilmis calismalar bulunmaktadir. Oztiirk ve arkadas-
lan'!, Diizce ilinde SM‘ye direncli 5 izolatin 4’inde rpsL gen bélgesinin 43. kodonunda
Lys . Arg doniisiimii seklinde mutasyon bildirmistir. Adana’da Yasar ve arkadaslari'? rpsL
ve rrs gen bdlgelerine ait mutasyonlarin, Ankara’da ise Erdem ve arkadaslar'® rpsL gen
bolgesinin 43. kodonunda Lys - Arg donlisimu seklindeki mutasyonun tespit edildigini
rapor etmislerdir. Degisik Ulke ve bolgelerde yapilan calismalarda, SM’ye direncli izolat-
larda en sik rastlanan mutasyonlarin rpsL gen bolgesinde oldugu (%24, %30.7, %61),
rrs gen bolgesindeki mutasyonlara ise daha dislik oranda (%2.2, %12, %24) rastlandi-
g1 bildirilmistir*'*'S, Calismamizda, yiiksek konsantrasyonda (10 pg/ml) SM‘ye direncli
izolatlarin timiinde (n= 8) saptanan mutasyon rpsL gen bolgesinde olup, rrs gen bolge-
sinde direncle ilgili herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir. Bu durumun, or-
nek sayisinin az olmasiyla iliskili olabilecegi distinilmustar.

Duslk ilag konsantrasyonunda (2 pg/ml) direncli oldugu halde, ylksek konsantras-
yonda duyarli bulunan iki izolatin dizi analizinde, SM direnci ile iliskili olabilecek her-
hangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir. Bununla birlikte yapilan bir calisma-
da, ylksek dizey ila¢ direnci (MiK > 500 pg/ml) saptanan 24 izolatin hepsinde rpsL gen
bolgesinde 43. kodonda Lys - Arg donusimi seklinde mutasyon tespit edilirken, distk
diizey SM direncli (MIK, 10 pg/ml) 20 izolatin sadece birinde rrs gen bolgesinin 915.
ilmeginin 903. pozisyonunda C-G degisimi saptanmistir. Arastiricilar mutasyon tespit
edilmeyen bu dusiik diizey SM’ye direncli izolatlarda, hiicre gecirgenliginde degisiklik,
aminoglikozid modifiye eden enzimlerin Uretimi veya diger ribozomal molekillerdeki
degisiklikler gibi SM direncinden sorumlu alternatif mekanizmalarin olabilecegini belirt-
mislerdir”/8,

Sonug olarak calismamizda, SM’ye direncli klinik izolatlarda direncle iligkili yaygin mu-
tasyonlardan biri olan rpsL gen bolgesindeki tek bir mutasyon paterni ortaya konmustur.
Calismada kullandigimiz sekans analiz teknigi radyoaktif olmadigindan, uygulamasi di-
ger geleneksel radyoaktif yontemlerden daha guivenlidir. Ayrica, sonuglarin bir giin ice-
risinde elde edilebilmesi ve laboratuvar sartlari bir kez standardize edildikten sonra ol-
dukca ekonomik olmasi 6nemli avantaj saglamaktadir.
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