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ÖZET

Streptomisin (SM) bakterilerde protein sentezini etkileyerek antimikrobiyal etki gösteren ve tüberkü-
loz (TB) tedavisinde kullanılan majör anti-TB ilaçlardan birisidir. Bu çalışmada fenotipik ilaç duyarlılık testi
ile SM direnci belirlenen Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) izolatlarında, SM direncinden sorum-
lu rpsL ve rrs gen bölgelerindeki mutasyon varlığının DNA dizi analizi ile araştırılması amaçlanmıştır. Çalış-
maya, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarında, 2003-2007
yılları arasında izole edilen SM’ye dirençli ve duyarlı 10’ar olmak üzere toplam 20 MTC izolatı dahil edil-
miştir. Suşların tanımlanması ve primer anti-TB ilaçlara duyarlılık testleri BACTEC 460 TB (Becton Dickin-
son, MD, ABD) sistemi ile yapılmıştır. İzolatlarının SM’ye karşı duyarlılıkları ayrıca agar proporsiyon yönte-
mi (APY) ile düşük (2 µg/ml) ve yüksek (10 µg/ml) ilaç konsantrasyonlarında tekrar çalışılmıştır. Genotipik
analiz için izole edilen DNA’lar, SM’ye karşı direnç ile ilişkili olduğu bilinen rpsL ve rrs gen bölgelerini he-
defleyen özgül primerler kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmiştir. Elde edilen
ürünlerde nükleotid değişiklikleri gümüş boyama DNA dizi analizi yöntemi (Silver Sequence DNA Sequen-
cing System, Promega) ile araştırılmış ve GenBank veri tabanından elde edilen rpsL gen bölgesi için
L08011, rrs gen bölgesi için ise X52917 kayıt numaralı dizilerle karşılaştırılmıştır. BACTEC 460 TB sistemin-
de SM’ye dirençli olan 10 izolattan 8’i APY ile her iki SM düzeyine de (2 µg/ml ve 10 µg/ml) dirençli bu-
lunmuş, diğer ikisi ise sadece düşük düzeyde (2 µg/ml) SM direnci göstermiştir. Her iki ilaç konsantrasyo-
nunda dirençli bulunan 8 izolatın hepsinde rpsL gen bölgesinin 43. kodonunda AAG→AGG (Lys→Arg) dö-
nüşümü şeklinde nokta mutasyonu belirlenmiştir. Düşük ilaç konsantrasyonuna dirençli iki izolat ile duyar-
lı 10 izolatta ise mutasyonla ilişkili olabilecek herhangi bir nükleotid değişikliği belirlenememiştir. Sonuç
olarak, TB tedavisinin başarısı için MTC izolatlarının moleküler analizinin yapılmasının yararlı olacağı ve bu
konuda ülkemizde daha geniş kapsamlı çalışmaların planlanması gerektiği düşünülmüştür.
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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 µg/ml) and high (10 µg/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 µg/ml and 10 µg/ml)
while two were resistant to SM at low drug concentration (2 µg/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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GİRİŞ

Mycobacterium tuberculosis’in neden olduğu tüberküloz (TB) hastalığı, gelişen ilaç di-
renci nedeniyle halen dünyada en yaygın ve ölümcül bulaşıcı hastalıklardan biri olmaya
devam etmektedir1. TB tedavisinde kullanılan streptomisin (SM), izoniazid (INH), rifam-
pisin (RIF), etambutol (EMB) ve pirazinamid (PZA) birinci seçenek anti-TB ilaçlardır2.
M.tuberculosis suşlarındaki ilaç direncinden sorumlu genlerdeki rastgele mutasyonlar so-
nucu ilaç direnci gelişmektedir3. 1944 yılından beri TB tedavisinde kullanılan SM, ribo-
zomun 30S alt ünitesine bağlanarak translasyonu inhibe edip polipeptid sentezini engel-
leyerek etki göstermektedir. Ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen bölgesindeki ve
16S ribozomal RNA’yı kodlayan rrs gen bölgesindeki mutasyonlar SM direncinden so-
rumlu tutulmaktadır4,5. rpsL gen bölgesinde en sık rastlanan mutasyon 43. kodondaki
AAG→AGG (Lys→Arg) değişimi, daha az rastlanılan ise AAG→ACG (Lys→Thr) değişimi ile
sonuçlanan mutasyonlardır6-8. rrs gen nokta mutasyonları ise 530. ve 915. nükleotidle-
rin çevresinde kümelenmiştir4,6,8,9.

Bu çalışmada, fenotipik ilaç duyarlılık testi ile SM direnci belirlenen M.tuberculosis izo-
latlarında rpsL ve rrs hedef gen bölgelerindeki mutasyonların varlığı ve direnç ile ilgili
mutasyon paternlerinin DNA dizi analizi yöntemiyle araştırılması amaçlanmıştır.
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GEREÇ ve YÖNTEM

Örnekler 

Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikobakteriyoloji
Laboratuvarında 2003-2007 yılları arasında BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, MD,
ABD) sistemi ile izolasyonu ve tanımlaması yapılarak, aynı sistemle primer anti-TB ilaç
duyarlılıkları saptanan izolatlardan SM’ye dirençli ve duyarlı 10’ar suş çalışmaya alındı.
Yöntemde kullanılan ilaç konsantrasyonları; SM 2.0 µg/ml, INH 0.1 µg/ml, RIF 2.0 µg/ml
ve EMB 2.5 µg/ml şeklinde idi. Tüm izolatların SM’ye karşı in vitro duyarlılıkları, agar pro-
porsiyon yöntemi ile farklı konsantrasyonlarda SM (2 µg/ml ve 10 µg/ml) kullanılarak ye-
niden test edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR için kullanılacak DNA örnekleri, Löwenstein-Jensen besiyerinde üreyen M.tuber-
culosis kolonilerine hızlı DNA izolasyon yöntemi uygulanarak elde edildi10. Direncin araş-
tırılacağı hedef bölgeler ve ilgili primer dizileri Tracevska ve arkadaşlarının4 çalışmasın-
dan seçildi. rpsL gen bölgesi SM1 (5’-CCAACCATCCAGCAGCTGGT-3’) ve SM2 (5’-ATC-
CAGCGAACCGCGGATGA-3’) primerleri ile, rrs geninin 530. ilmeği (rrs-1) SM3 (5’-GAT-
GACGGCCTTCGGGTTGT-3’) ve SM4 (5’-TCTAGTCTGCCCGTATCGCC-3’) primerleri ile
ve rrs geninin 915. bölgesi (rrs-2) SM5 (5’-GTAGTCCACGCCGTAAACGG-3’) ve SM6 (5’-
AGGCCACAAGGGAACGCCTA-3’) primerleri ile çoğaltıldı. PCR ürünlerine dizi reaksiyo-
nundan önce saflaştırma işlemi uygulandı ve bu amaçla Wizard PCR Preps DNA Purifica-
tion System (Promega, A21180) kullanıldı.

Gümüş Boyama DNA Dizi Analizi Yöntemi

Sekans reaksiyonu, ısı döngü sistemi ile gümüş boyama protokolünün birleşiminden
oluşan ve sekans jelinde DNA bantlarını belirlemeye yarayan Silver Sequence DNA Sequ-
encing System (Promega, Q4130) ile gerçekleştirildi. Sekans reaksiyonu tamamlandıktan
sonra oluşan ürünlerin elektroforezi, TBE tamponu ile hazırlanmış 7 M üre içeren, 0.4
mm kalınlığında, %4-6’lık poliakrilamid jelde (19:1 akrilamid-bisakrilamid) uygulandı.
Elektroforez işleminden sonra jelin gümüş ile boyanması ise üretici firmanın (Promega
Technical Manual, Q4130, Q4131 ve Q4132) önerdiği şekilde uygulandı.

BULGULAR

Çalışmada, BACTEC 460 TB ile SM’ye dirençli bulunan 10 izolatın 8’i agar proporsi-
yon yöntemi (APY) ile de SM’nin düşük (2 µg/ml) ve yüksek (10 µg/ml) konsantrasyon-
larına dirençli bulunmuş, 2 izolat ise düşük konsantrasyonda dirençli iken yüksek kon-
santrasyonda duyarlı olarak tespit edilmiştir. SM’ye duyarlı izolatlar ise her iki konsant-
rasyonda da yine duyarlı olarak belirlenmiştir. 

GenBank veri tabanından elde edilen rpsL gen bölgesi için L08011, rrs gen bölgesi için
ise X52917 kayıt numaralı dizi ile çalışılan izolatların ilgili dizileri, 5’ ucundan 3’ ucuna
doğru karşılaştırılmış, bu şekilde saptanan nükleotid değişiklikleri ilaç direncinden sorum-
lu mutasyon olarak kabul edilmiştir (Resim 1).
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BACTEC 460 TB ve APY ile SM’ye dirençli bulunan 8 izolatın hepsinde rpsL gen böl-
gesinin 43. kodonunda AAG’den AGG’ye dönüşüm (Lys→Arg) şeklinde nokta mutasyo-
nu tespit edilmiştir. Bu izolatların rrs-1 ve rrs-2 gen bölgelerinde dirençle ilişkili olabile-
cek herhangi bir nükleotid değişikliğine rastlanmamıştır. APY ile sadece düşük SM kon-
santrasyonunda dirençli olan 2 izolatta ise hedef gen bölgelerinde herhangi bir nükle-
otid değişikliği saptanmamıştır. Her iki fenotipik ilaç duyarlılık testi ile SM’ye duyarlı olan
10 klinik izolatta da çalışılan hedef gen bölgelerinde herhangi bir nükleotid değişikliği
belirlenmemiştir.

TARTIŞMA

SM, M.tuberculosis’e karşı etkinliği gösterilen ilk antibiyotik olup, 1960’lı yıllarda bazı
ülkelerde kullanımı azaltılmakla birlikte bakterinin çoklu ilaç direnci sorunu nedeniyle son
yıllarda TB kontrol programlarında yeniden kullanılmaya başlanmıştır5. Bu çalışmada,
SM’ye dirençli M.tuberculosis klinik izolatlarında dirençten sorumlu olabilecek rpsL ve rrs
gen bölgelerindeki mutasyonların varlığı araştırılmış ve yüksek düzey (10 µg/ml) SM di-
renci gösteren suşlarda rpsL gen bölgesinin 43. kodonunda AAG→AGG (Lys→Arg) dönü-
şümü şeklinde nokta mutasyonu saptanmıştır. Ülkemizde SM direncinden sorumlu ola-
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Resim 1. rpsL gen bölgesinin gümüş boyama DNA dizi analizi jel görüntüsü. Kolon 1; mutasyonun gözlen-
mediği wild-tip izolat, kolon 2; mutasyon tespit edilen izolat (43. kodonda görünen AAG→AGG nükleotid
değişimi).
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bilecek DNA mutasyonları ile ilgili yapılmış çalışmalar bulunmaktadır. Öztürk ve arkadaş-
ları11, Düzce ilinde SM’ye dirençli 5 izolatın 4’ünde rpsL gen bölgesinin 43. kodonunda
Lys→Arg dönüşümü şeklinde mutasyon bildirmiştir. Adana’da Yaşar ve arkadaşları12 rpsL
ve rrs gen bölgelerine ait mutasyonların, Ankara’da ise Erdem ve arkadaşları13 rpsL gen
bölgesinin 43. kodonunda Lys→Arg dönüşümü şeklindeki mutasyonun tespit edildiğini
rapor etmişlerdir. Değişik ülke ve bölgelerde yapılan çalışmalarda, SM’ye dirençli izolat-
larda en sık rastlanan mutasyonların rpsL gen bölgesinde olduğu (%24, %30.7, %61),
rrs gen bölgesindeki mutasyonlara ise daha düşük oranda (%2.2, %12, %24) rastlandı-
ğı bildirilmiştir4,14,15. Çalışmamızda, yüksek konsantrasyonda (10 µg/ml) SM’ye dirençli
izolatların tümünde (n= 8) saptanan mutasyon rpsL gen bölgesinde olup, rrs gen bölge-
sinde dirençle ilgili herhangi bir nükleotid değişikliğine rastlanmamıştır. Bu durumun, ör-
nek sayısının az olmasıyla ilişkili olabileceği düşünülmüştür.

Düşük ilaç konsantrasyonunda (2 µg/ml) dirençli olduğu halde, yüksek konsantras-
yonda duyarlı bulunan iki izolatın dizi analizinde, SM direnci ile ilişkili olabilecek her-
hangi bir nükleotid değişikliğine rastlanmamıştır. Bununla birlikte yapılan bir çalışma-
da, yüksek düzey ilaç direnci (MİK > 500 µg/ml) saptanan 24 izolatın hepsinde rpsL gen
bölgesinde 43. kodonda Lys→Arg dönüşümü şeklinde mutasyon tespit edilirken, düşük
düzey SM dirençli (MİK, 10 µg/ml) 20 izolatın sadece birinde rrs gen bölgesinin 915.
ilmeğinin 903. pozisyonunda C→G değişimi saptanmıştır. Araştırıcılar mutasyon tespit
edilmeyen bu düşük düzey SM’ye dirençli izolatlarda, hücre geçirgenliğinde değişiklik,
aminoglikozid modifiye eden enzimlerin üretimi veya diğer ribozomal moleküllerdeki
değişiklikler gibi SM direncinden sorumlu alternatif mekanizmaların olabileceğini belirt-
mişlerdir7,8.

Sonuç olarak çalışmamızda, SM’ye dirençli klinik izolatlarda dirençle ilişkili yaygın mu-
tasyonlardan biri olan rpsL gen bölgesindeki tek bir mutasyon paterni ortaya konmuştur.
Çalışmada kullandığımız sekans analiz tekniği radyoaktif olmadığından, uygulaması di-
ğer geleneksel radyoaktif yöntemlerden daha güvenlidir. Ayrıca, sonuçların bir gün içe-
risinde elde edilebilmesi ve laboratuvar şartları bir kez standardize edildikten sonra ol-
dukça ekonomik olması önemli avantaj sağlamaktadır.
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