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TUBERKULOZ: KURESELLESEN
DUNYADA KURESEL BiR SAGLIK
SORUNU

insanoglunun toplayicilik ve avcilik yaptig,
yerlesik hayat yasamadidi paleolitik
dénemde, muhtemelen diger infeksiyon
hastaliklari gibi tiberkiloz (TB) da sporadik
olarak  goérulmekteydi. Milattan  ©nce
yaklagtk 8000 wyillarinda ilkel tarim
tekniklerini ve hayvanlari evcillestirmeyi
O0grenen insanoglu yerlesik hayata gecti. Bu
c¢aglarda TB daha sik olarak goériimekle
birlikte yine de seyrekti. Aradan binlerce yil
gecti, insanlar daha kalabalk topluluklar
halinde yasamaya bagladilar; c¢evresel
kosullardaki degisimler insan ve tiiberkiloz
basili arasindaki nazik dengeyi de etkiledi.
Nifus yogunlugunun artmasiyla birlikte
epidemik yayilm bagladi. Bin yedi yiz ve
1800’lerde yaklasik 75 yil sureyle TB Bati
Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde
(ABD) en yuksek dizeyine ulasti. O yillarda
TB en oOnemli 6lim nedeniydi. Yasam

kosullarinda belirgin bir dizelme

olmamasina karsin sonraki vyillarda TB
olgularinin sayisinda yavas da olsa bir
azalma goézlendi. Bu durum “genetik olarak
gelisen toplumsal bagisiklik” teorisiyle
aciklanmaktadir. Daha sonraki yillarda TB
Bati Avrupali gé¢cmenler tarafindan 6nce
Dogu Avrupa’ya, sonra Asya, Glney
Amerika ve Afrika’'ya yayildi. Yirminci
yuzyilda TB yeni yayildigi bolgelerde sorun
olmaya baslarken yasam kosullarinin da
dizelmesiyle Bati Avrupa ve ABD’nde TB
prevalansi hizla dismeye bagladi. Bin
dokuz kirk dokuz vyilinda streptomisinin
(STR), 1952 yilinda izoniazidin (INH)
kullanima girmesiyle TB tedavisinde
kemoterapi dénemi basladi. Antibiyotik
tedavisinin  klinik kullanima girmesinden
sonra TB prevalansi 6zellikle gelismis
Ulkeler basta olmak Uzere tim dinyada
surekli bir disme egilimi gdsterdi. Bu egilim
1980’lerin  ortasindan itibaren degisti.
Tlberkuloz ve c¢ogul ilag direnci gdsteren
TB olgularinin sayisi artmaya bagladi. Halk
Saghgi ile ilgili calismalardaki yetersizlikler,

AIDS’li  olgularin sayisindaki artis ve



Ozellikle gelismekte olan (lkelerde bozulan
sosyoekonomik yapi bu hizli artisin baslica

nedenleri olarak one suruldi.

Tlberkiloz bugun dinyada en sik gorulen
infeksiyon hastaliklarindan biridir. Dinyada
her yil 8 milyon yeni TB olgusu gortlmekte
ve yaklagik 2-3 milyon insan TB nedeniyle
Olmektedir.  Yillk yeni gorilen olgu
sayisinin 2005 yilinda 12 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir. TUberkiloz olgularinin
%95’inden fazlasi gelismekte olan ulkelerde
gorulmekte ve kuresel olgekte bakildiginda
infeksiyon  kaynakli  dnlenebilir  erigkin
Olimlerinin  %26’sina  yol agmaktadir.
Ozellikle ¢ogul ilag direnci gdsteren
olgularin sayisindaki artis antibiyotiklerin
B tedavisinde

baslamasindan vyaklasik 50 vyl sonra

kullaniimaya

insanligi  yeniden vyolun basina dénme
tehlikesiyle karsi karsiya birakmistir. Bu
olumsuz gelismeleri dikkate alan Dunya
Saglik Orgutli 1993 yilinda TB'yi kiresel

saglik sorunu olarak ilan etmigtir.

Hastaligin  erken tanisi ve  primer
antitiiberklloz ilag direncinin hizli bir sekilde
saptanmasi ¢ogul direncli  kdkenlerin
kontrolinde ve etkili tedavide yasamsal bir
rol oynamaktadir. Bu derlemede
antitiberklloz ilag  direncinin  genetik
temelleri ve antitiberkiloz ilag direncini
saptamada kullanilan molekiler yéntemleri

g6zden gegirilmistir.

iLAC DIRENCI: INSANOGLUNUN

YARATTIGI BiR SORUN

Bir ¢ok bakteride goérllenin aksine
Mycobacterium tuberculosis’de  plazmid

veya transpozonlar araciligi ile olusan
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horizontal gen transferine bagh direng
gorilmemektedir. Mycobacterium tuber-
culosis’de ilag direnci her antibiyotik igin
farkh  siklikta olmak (zere spontan
kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya
cikmaktadir.  Ornegin, rifampin  (RIF)e
direngli  mutantlarin  ilagsiz  ortamda
prevalansi 10%, INH'a direngli mutantlarin
ise 10°dir. Akciger TB’sinde bir kavite
biyiikligliine gore ortalama 10°-10° basil
icermektedir. Bu durumda teorik olarak
kaviter lezyonlarin iginde ¢ok az sayida da
olsa genetik olarak ilag direnci olan
kokenler bulunabilmektedir. Fakat ilaca
direncli bu mutantlar duyarh
mikroorganizmalar arasinda diltie
olmaktadirlar. Buna karsin 6zellikle biylk
kaviter lezyonlari olan hastalarda tedavide
tek bir antibiyotigin kullanilmasi ya da
dlzensiz antibiyotik kullanimi ile duyarl
mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca
direncli kokenler segilerek bakteri toplulugu
icinde baskin duruma gec¢mektedirler.
Bagka bir deyisle normal sartlarda dogada
var olan bir fenomen insanoglu tarafindan
amplifiye edilmektedir. Tedavi sirasinda
gelisen bu dirence kazanilmis direng ya da
sekonder direng, olusan direngli kdkenlerin
bagka bir hastaya bulastiriimasi ile ortaya
cilkan dirence ise primer ilag direnci
denilmektedir. Bir kavitenin igerebilecegi en
fazla basil sayisinin 10°, bir basilde hem
INH hem de RIF direncinin bir arada olma
olasihginin  10™ (10 X 10®) oldugu
g6zdéninde bulundurulursa teorik olarak
duyarh bir bakteri toplulugunda spontan
mutasyonlarla ¢ogul ila¢ direnci gelisme
olasiiginin  olmadigini  sdylemek yanhs

olmaz. Cogul direng¢ hemen daima belli bir
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antibiyotige direncli topluluktaki basillerde
yeni mutasyonlarla olusan mutant
kokenlerin antibiyotik baskisiyla secilip
topluluk icinde baskin duruma gecmesi

sonucunda gelismektedir.

ILAC DIRENCININ GENETIK TEMELLERI
RIFAMPIN VE DIGER RIFAMISINLERE
DIRENG

Rifampin  semi-sentetik  bir  rifamisin

tlrevidir. Rifampin bakterinin RNA

polimeraz enziminin B-alttnitesine
baglanarak transkripsiyonun baslamasini
engellemektedir. Rifampine direncli
M.tuberculosis  kokenlerinin ~ %95’'inden
fazlasinda RNA polimeraz enziminin [I-
altiinitesini kodlayan rpoB genin 507-533.
kodonlari arasindaki 81 baz cifti (bg)
uzunlugundaki rifampin resistance
determining region (RRDR) veya hot spot
adi verilen bolgede missense
mutasyonlarin, klglk delesyon veya
insersiyonlarin oldugu goésterilmistir. Buna
karsin RiF’e direngli  M.tuberculosis
kokenlerinin  yaklagsik %4’inde RRDR
degisiklik

saptanamamistir.  Bu  kokenlerin  bir

bdlgesinde genetik

bdliminde rpoB genin RRDR bdlgesinin
disinda kalan 146, 490, 505, 535, 541, 553
ve 572. kodonlarda mutasyonlarin oldugu
gOsterilirken ¢ok kiguk bir béliminde ise
direncin mekanizmasi agiklanamamaktadir.
Direncli kokenlerde mutasyonlar tek bir
kodonda bir nikleotidin dedismesi seklinde
olabilecegi gibi bir kodonda birden fazla
nikleotidin degismesiyle ya da birden fazla
kodonu kapsayan ikili, Gg¢li hatta dortli
kodon mutasyonlari seklinde de

olabilmektedir.

Yapilan ¢ok sayida c¢alismada
RiF’e direncli kokenlerin yaklagik %34-
57’sinde rpoB geninin 531. kodonunda
TCG-TTG (Ser531Leu)
saptanmistir.  Bunu  526.  kodondaki

mutasyonlar izlemektedir. Bazi istisnalar

mutasyonu

olmasina karsin genellikle belli
kodonlardaki amino asit degisiklikleri ile RIiF
icin MIK degerleri arasinda kuvvetli bir iligki
oldugu bilinmektedir. Kodon 531, 526 ve
513'deki mutasyonlar yilksek diizey RIF
direncine (MiK > 64ug/ml) neden olurken
514 veya 533. kodonlarda gorilen
mutasyonlar genellikle diisik diizey RIF

direncine yol agcmaktadir.

Rifampine direngli kokenlerde rifabutin,
rifapentin - ve KRM-1648 gibi diger
rifamisinlere karsi duyarlihklar da
arastinimistir. Yapilan ¢alismalarda RIF igin
MIK degerleri ile diger rifamisinler igin MiK
degerleri arasinda kuvvetli bir korelasyon
saptanmistir. Rifampine direngli kdkenlerin
timinde rifapentine de c¢apraz direng
goérulmekte ve her iki antibiyotik icin de ayni
MiK degerleri saptanmaktadir. Buna karsin
RiF’e direncli kdkenlerin rifabutin ve KRM-
1648’ye duyarli olabildigi bilinmektedir.
Ornegin, rpoB geninde Leu511Pro,
Asp516Tyr, Asp516Val, Ser522Leu ve
Leu533Pro mutasyonu olan RiF’'e direngli
M.tuberculosis
duyarli  (MIK

saptanmisgtir.

kokenlerinin rifabutine

<0.5pg/ml) olduklari

iZONIAZID VE ETIONAMID DIRENCI

Mycobacterium  tuberculosis  kompleks
diginda kalan tum diger mikobakteriler ve
prokaryotlar INH’a direngli oldugundan bu

ilag asil| olarak TB tedavisinde
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kullaniimaktadir. Tuberkiloz tedavisinde ve
proflaksisinde uzun vyillardan bu yana
kullanilmasina kargin ilacin  bakteriyel
hedefleri ve aktivasyon sekli tam olarak
anlasilamamistir. Mycobacterium
tuberculosis kokenlerinde INH direnci ile
katalaz-peroksidaz  aktivitesinin kaybi
arasinda iliski oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Katalaz-peroksidazin ilaci
aktif sekline doénusturerek etikili oldugu
distnldlmektedir. Yuksek dizey INH direnci
(MIK >50ug/ml) olan klinik M.tuberculosis
izolatlarinda katalaz-peroksidaz
aktivitesinde rol oynayan katG geninde
missense mutasyonlar, kiiglik delesyonlar
ve insersiyonlar saptanmaktadir. Kilinik
izolatlarda katG geninin timunin delesyonu
¢ok seyrek saptanan bir durumdur.
izoniazide diregli kékenlerde katG geninde
en sik saptanan degisiklik 315. kodonda
Ser315Thr

direngli kokenlerin bir boéliminde katG

mutasyonudur.  izoniazide
geninin 463. kodonunda tek basina basina
katalaz-peroksidaz aktivitesini
Arg463Leu

saptanmaktadir. Bu mutasyonun direncin

degistirmeyen mutasyonu
nedeni olmaktan ¢ok gostergesi oldugu

disunulmektedir.

Etionamid TB tedavisinde ikinci segenek
ilag olarak kullaniimaktadir. Etionamidin
mikolik asit sentezini inhibe ederek efkili
oldugu dusunulmektedir. Bitisik open
reading framelerden olusan iki genlik
mabA-inhA operonun kodladigi Griinler hem
INH hem de etionamid direncine yol
agmaktadir. MabA proteininin 3-ketoagil-
ACP rediktaz, InhA proteininin enoil-ACP
kodladigi

rediktaz enzimlerini
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distnllmektedir. Bu enzimler mikolik asit
biyosentezinde rol oynamaktadirlar. InhA
proteininin  NADH baglayan bdlgesinde
olusan amino asit degisikilikleri mikolik asit
biyosentezinin inhibisyonunu 6nleyerek INH
direncine yol agmaktadir. izoniazide direngli
kokenlerde mabA geninde herhangibir
mutasyon saptanmamistir. Operonun
(mabA-inhA operonu) yukarisinda bulunan
bdlgedeki mutasyonlar hedefin dizeyini
artirarak titrasyon mekanizmasi ile dirence
neden olmaktadir. izoniazide direncli
direncgli izolatlarin %10-15'inde InhA ve
katG geninde mutasyon

saptanamamaktadir.

Mikolik asit sentezinde rol oynayan [-
ketoacil ACP sentetaz enzimini kodlayan
kasA geni INH igin hedef oldugu yeni
anlagilimis bir gen bdlgesidir. izoniazide
direncgli kokenlerin yanisira INH’a duyarli
koékenlerde de kasA mutasyonlari
saptanmaktadir. izoniazide direngli
kokenlerde kasA mutasyonunun yaninda
codu kez katG ve inhA mutasyonlari da
bulunmaktadir. Bu nedenle kasA
mutasyonlarinin biyolojik 6éneminin daha
ayrintih olarak incelenmesi gerekmektedir.
oxyR  M.tuberculosis’de  bulunan  bir
pso6dogendir. Bir ¢cok katalaz negatif izolatta
ahpC bodlgesinin  promoter bolgesinde
mutasyon saptanmaktadir; ahpC genindeki
mutasyonlarin  INH tedavisi sirasinda
segilen ve katalaz-peroksidaz aktivitesi
azalmis katG mutantlarinda daha sonra
kompansatuvar olarak ortaya c¢iktigi
distndimektedir. Bu nedele  ahpC
genindeki mutasyonlar direkt olarak INH

direncinden sorumlu gibi gérinmemektedir.
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Sonu¢ olarak ¢ok sayida farkli gen INH
direnci ile iligkilidir. KatG ve inhA'nin INH
direncinde rol oynadigini gdsteren kanitlar
vardir. lzoniazide direngli kdkenlerde katG,
inhA ve ahpC gen bdlgelerinde
mutasyonlarinin yanisira katG-inhA, katG-
ahpC mutasyonlari da saptanmaktadir.
Butin bilinenlere karsin bir kisim INHa
direngli kokende direncin mekanizmasi

hentz aydinlatilamamigtir.
PIRAZINAMID DIRENCI

Pirazinamid (PZA) nikotinamidin yapisal

analogudur. Pirazinamid asidik kosullarda

semi-dorman durumdaki tiberkUiloz
basillerine etkilidir. Pirazinamidin
fagolizozomlarin asidik ortaminda

tiberkuloz basilinin Uretti§i  pirazinamidaz
ile aktif sekli olan pirazinoik aside
donuserek etkili oldugu dusunutlmektedir.
Pirazinamide direngli M.tuberculosis
izolatlarinda pirazinamidaz  aktivitesinin
olmamasi da bu hipotezi desteklemektedir.
Pirazinamide direngli kokenlerin  %72-
97’sinde pirazinamidaz enzimini kodlayan
pncA geninde cegitli tipte mutasyonlarin
oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarinin g¢ok
fazla degiskenlik gdstermesi ve gen
boyunca dagilmis olmasi pncA disindaki
direng genlerinde gorilmeyen bir durumdur.
Buna karsin pncA geninin U¢ bdlgesinde (3
ile 17, 61 ile 85 ve 132 ile 142. kodonlar
arasinda) belli bir kiimelesme
gorilmektedir. Bu boélgede missense
mutasyonlarin yanisira delesyon, insersiyon
ve terminasyon mutasyonlarinin da
olabilecegi bilinmektedir. Mycobacterium
tuberculosis’de kazanilmis PZA direncinde

¢ok sayida farkh mutasyon saptanmasina

karsin PZA’ya dogal olarak direngli olan
Mycobacterium bovis ve M.bovis BCG
kokenlerinde pncA geninin 169. kodonunda
M.tuberculosis  kokenlerindeki histidin

yerine aspartik asit bulunmaktadir.
ETAMBUTOL DIRENCI

Etambutoliin (EMB) bir arabinoz analogu
oldugu disindimektedir. EMB arabinozil
transferazin 6zgiil hedefidir. ilag arabinozun
arabinogalaktan ve lipoarbinomannana
polimerize olmasina aracilik eden arabinozil
transferaz enzimini inhibe ederek
arabinogalaktan ve lipoarabinomannanin
hicre duvarina tasinmasini
engellemektedir. Arabinogalaktan
mikobakteriyel hicre duvarinin en 6nemli
polisakkarididir. Arabinozil transferaz
enzimini kodlayan t¢ gen embC, embA ve
embB genleri 10 kbp’lik bir operon
(embCAB) olusturacak sekilde organize
olmustur. EmbCAB’In sekonder yapisal
analizi ile bu proteinin 12 adet
transmembran domaini igeren bir integral
transmembran proteini oldugu gdsterilmigtir.
EmbB proteininin sitoplazmik lupunda EMB-
resistance determining region (ERDR)nin
yer aldigi ve bu bélgenin farkli mikobakteri
turlerinde bulunan ve iyi korunan bir boélge
oldugu o6ne surilmektedir. Muhtemelen
EMB bir arabinoz analogu EmbB ise bir
arabinozil transferazdir. Etambutole direngli
M.tuberculosis  kokenlerinin  énemli  bir
béliminin EmbB  proteininde  duyarli
kokenlerde olmayan amino asit degisiklikleri
bulunmaktadir. EmbB proteininde saptanan
cok sayida amino asit degisikliginin EMB
direncine yola agtigi g6z 6ninde

bulundurulursa, embB geninindeki
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mutasyonlarin ilag direncini gosteren bir
gOsterge olmanin Otesinde direng
gelisiminde direkt olarak rol oynadigi
soylenebilir. Etambutole direncli kdkenlerde
embB geninde en sk rastlanan
mutasyonlar 306. kodondaki missense
mutasyonlardir. Yine Phe285Leu,
Phe330Val ve Thr630lle diger sik gorilen
mutasyonlardir. Met306Leu, Met306Val,
Phe330Val ve Thr63lle mutasyonlarinda
EMB icin MIK degerleri (MIK > 40ug/ml)

genellikle daha yuksektir.

Sonug olarak, M.tuberculosis’deki EMB
direncinin %47-65’inden embB genindeki
mutasyonlar sorumludur. Etambutol direnci
muhtemelen ilacin embCAB operonunun
Urtinlerinin degisen etkilesimlerine baghdir.
EmbB proteininin  ERDR  bdlgesinde
mutasyon saptanamayan EMB’ye direncli
mikroorganizmalarda ise EMB direncinin

nedeni bilinmemektedir.

STREPTOMISIN VE DIGER
AMINOGLIKOZIDLERE DIRENG

Streptomisin  16S rRNA’ya baglanarak
translasyonun baslamasini inhibe
etmektedir. Mycobacterium tuberculosis’de
16S rRNA geni (rrs) ve ribozomal S12
proteinin kodlyan rpsL genindeki
mutasyonlarin  STR direncine yol actig
gOsterilmigtir. Streptomisinin etkisini
ribozomal proteinlere baglanip translasyonu
engelleyerek gosterdigi dusunulmektedir.
Cok sayida rRNA geni igeren diger
bakterilerin tersine, M.tuberculosis
kompleks Uyelerinde yalniz bir adet rRNA
kopyas! bulunmaktadir. Bu nedenle tek bir
nikleotid degisikligi bile diren¢ gelismine

yol acabilmektedir. Streptomisin direncinin
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onemli bir bdliminden rpsL genindeki
nokta mutasyonlari sorumludur. Lys43Arg
STR’ye direncli kdkenlerde en sik saptanan
mutasyondur. 16S rRNA’y1 kodlayan rrs
genindeki nokta mutasyonlari ise genellikle
530 ve 915. nukleotidlerin ¢evresindeki
bélgelerde kiimelenmislerdir. RpsL
proteinindeki amino asit degisiklikleri
yiksek diizey (MIK>500 pug/ml) STR
direncine neden olurken rrs genindeki
mutasyonlar orta diizey (MiK<250 upg/ml)
STR direncine yol agmaktadirlar. Duislk
diizey STR direnci (MIK<50 pg/ml) olan
kokenlerde ise rpsL ve rrs genlerinde

mutasyon saptanamamaktadir.

Sonug olarak STR’ye direncli
organizmalarin %65-75’inde spsL veya rrs
geninde mutasyon saptanabilmektedir.
Direncli  izolatlarin ~ %25-30’'unda  bu
genlerde herhangi bir mutasyon
saptanamamasi STR direncinden sorumlu
baska mekanizmalarin da  oldugunu
kanitlamaktadir.  Gegirgenlik  bariyerinin
dislk dizey direngle iliskili olduguna iliskin
hipotezler daha ileri arastirmaya deger
niteliktedir. Bazi bakterilerde asetilasyon
yoluyla inaktivasyonun  aminoglikozit
antibiyotiklere karsi dirence yol agtiginin
bilinmesine karsin M.tuberculosis’de bu
mekanizmanin varhgi kanitlanamamistir.
Streptomisinle amikasin veya kanamisin
arasinda gapraz direng yoktur. Buna karsin
amikasin ile kanamisin arasinda c¢apraz
direnc¢ bildirilmigstir. YUksek dizey amikasin
ve kanamisin direncinden rrs geninin 1400.

kodonundaki mutasyonlar sorumludur.
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FLOROKINOLON DIiRENCI

Tlberkuloz tedavisinde ikinci segenek ya
da alternatif ilag olarak kullanilan
siprofloksasin  ve ofloksasin  sentetik
nalidiksik asit turevleridir. Florokinolonlarin
hedefi DNA'nin  negatif slpersarmal
olusturmasini katalizleyen ve bir ATP-
bagimli tip Il DNA topoizomeraz olan DNA
giraz enzimidir. DNA giraz gyrA ve gyrB
genleri tarafindan kodlanan iki adet A ve iki
adet B altiinitesinden olusan heterotetramer
yapida bir proteindir. Florokinolonlar giraz
enzimine baglanarak supersarmal
olusumunu o6nlemekte bodylece DNA’daki
topolojik degisikliklere bagl olarak hiicrenin
parcalanmasina neden olmaktadirlar.
Florokinolonlar arasinda c¢apraz direng
siktir. Yine, florokinolonlar ¢ogu kez ilaca
direncgli TB’nin tedavisinde kullanildidindan
kazaniimis florokinolon direnci ¢odu kez

RIF ve diger ilk kusak ilaglara direngle

birliktedir. Yuksek diizey florokinolon direnci
saptanan kdkenlerde GyrA proteininin 40
amino asitlik kisa bir  bdlimUundeki
guinolone resistance determining region
(QRDR) olarak adlandirilan  bdlgeyi
kodlayan gen bdlgesinde mutasyonlar
bulunmaktadir. Ayrica, spesifik gyrA allelleri
ile kinolon direncinin dizeyi arasinda iligki

oldugu bilinmektedir.

Sonug olarak M.tuberculosis kokenlerinde
kazaniimis florokinolon direncinin  %75-
94’inden QRDR

mutasyonlarinin

bolgesindeki  gyrA
sorumlu oldugu
gosterilmistir. ilaca gegirgenligin azalmasi
ve aktif ilag pompalanmasi florokinolon
direncine yol acabilen diger direng
mekanizmalaridir. Mycobacterium
tuberculosis’de ilag direncine yol agan
mutasyonlar ve ilaglarin etki mekanizmalari

Tablo1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis’de ilag direncinin mekanizmalari

ilag Etki mekanizmasi Diren¢ geni Gorevi Mutasyonun
sikhigi (%)
RIF Transkripsiyonun inhibisyonu rpoB ilacin hedefi 96-100
iNH Mikolik asit sentezinin inhibisyonu.  katG ilag aktivasyonu  42-58
DNA, lipid, karbonhidrat ve NAD inhA ilacin hedefi 21-34
metabolizmasini etkiler kasA ilacin hedefi -
ahpC Direnc gostergesi  10-15
PZA Sitoplazmanin asidifikasyonu pncA ilag aktivasyonu 72-97
EMB Arabinogalaktan sentezinin inhib. embCAB ilacin hedefi 47-65
STR Protein sentezinin inhibisyonu rpsL ilacin hedefi 52-59
s ilacin hedefi 8-21
AMI/KAN  Protein sentezinin inhibisyonu s ilacin hedefi 76
FQ DNA girazin inhibisyonu gyrA ilacin hedefi 75-94
gyrB ? -
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ANTIBIYOTIK DIRENCi iLE iLiSKILI
MUTASYONLARIN SAPTANMASINDA
KULLANILAN MOLEKULER
YONTEMLER

Mycobacterium tuberculosis’de ilag
direncinin  molekiler  mekanizmalarinin
anlasilmasindan sonra hizh ila¢ direnci
saptamaya yonelik molekiler uygulamalar
gelistirilmigtir. Molekduler direng
gOstergelerinin saptanmasi igin minimal bir
Ureme yeterlidir. Bu nedenle konvansiyonel
ilag duyarlilik yontemleriyle
karsilastirldiginda testlerin  sonuglanmasi
icin gecen sure haftalardan saatlere
inmistir. Yine bu teknikler otomasyona izin
vermekte ve laboratuvar tehlikelerini en aza
indirmektedir. Birden fazla gen bdlgesinin
direngten sorumlu oldugu durumlarda herbir
diren¢g geni icin ayri islem yapilmasini
gerektirmesi dirence yol agmayan sessiz
mutasyonlarin da saptanmasi bu tekniklerin
onemli dezavantajlaridir. Pratik
uygulamalarda molekiiler teknikler cogu kez
RIF  direncinin  saptanmasi amaclyla
kullanilimaktadir. Ciinkii, RIF en potent
antitiiberklloz ilaglardan biridir. Bu nedenle
RIF direnci 6zellikle beraberinde diger
antitiberklloz ilaglara da direng olmasi
durumunda ylksek oranda klinik relapslara
yol acmaktadir. Ayrica, RIF’e direngli
izolatlarin yaklasik %90’ninda INH direnci
de bulunmaktadir; dolayisiyla RIiF direnci
ayni zamanda INH direncinin de bir
gostergesidir. Dahasi  RIF  direncinin
tamamina yakin bir boéliminden rpoB
geninin 81 bp’lik bélgesindeki mutasyonlar

sorumludur. Bu da rpoB genini molekiler
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tenknikler icin uygun bir hedef haline

getirmektedir.

ilag  direncinin  saptanmasinda
kullanilan molekuler yéntemlerin bir cogu ¢
basamaktan olugsmaktadir: (i) DNA eldesi.
Mekanik parcalama ve kaynatma gibi basit
teknikler bile genomik DNA’nin eldesi igin
yeterli olmaktadir. (i) Hedef DNA’nin
amplifikasyonu. Bu amagla c¢codu kez
reaksiyonu  (PCR)

kullaniimaktadir. (i)  Mutasyonlarin

polimeraz  zincir

saptanmasi. Uygun primerle amplifiye
edilen hedef DNA’daki mutasyonlar asagida
anlatilan yontemlerinden biri kullanilarak

saptanmaktadir.
DNA Dizi ANALiZI

DNA dizi analizi mutasyonlari
saptamak igin en dolaysiz ve guvenilir
yontemdir; dnceden bilinen ve bilinmeyen
mutasyonlarin saptanmasina izin verir.
Buna karsin INH direncinde oldugu gibi
mutasyonlarin daginik ve blylik segmentler
halinde oldugu durumlarda her izolat igin
birden fazla sayida dizi analizi
gerekebileceginden kolay uygulanabilir bir
yontem degildir. Buna karsin rpoB gibi
yogun ve c¢ok kisa segmentte sinirli olan
diren¢ genlerinin saptanmasinda DNA dizi

analizi uygun bir tekniktir.

Gindmizde DNA dizi analizi amaciyla
Sanger’in  zincir sonlandirma temeline
dayanan dideoksinukleotid yontemi
kullaniimaktadir. Zincir sonlandirma
yontemi manuel ve otomatize sistem olarak
kullanilabilmektedir. Son yillarda otomatize

sistemlerin kullanima giremesi DNA dizi
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analizinin ¢ok genis capli kullanim alani
bulmasina olanak saglamistir. Otomatize
DNA dizi analizi su asamalardan
olusmaktadir: (i) Ozgil oligoniikleotid
primerin nikleotid dizisi belirlenmek istenen
DNA kalibina tutunmasi (i) Tag DNA
polimeraz, floresan boyali ddNTP ve
dNTP’lerin karisima ilave edilerek yeni DNA
zincirinin  sentezi (iii) Yeni sentezlenen
DNA’nin sekans-spesifik olarak sonlanmasi
(iv) Olusan urunlerin kapiller elktroforezde

yuratilmesi.

Zincir sonlandirma yontemine dayanan
otomatize DNA dizi analizinde PCR ile
¢ogaltilan hedef DNA ve bu DNA kalibina
tutunacak yaklasik 20 bp’lik bir primer
kullaniimaktadir. DNA polimeraz enzimi bu
karisima eklendiginde primerin tutundugu
kalip deoksinikleotid trifosfat (dNTP)
varliginda sentez reaksiyonunu baglatir.

Reaksiyon tupunde ayrica herbiri farkl

floresan  boyalarla isaretlenmis  2'-3'-
dideoksinikleotid (ddATP,
ddCTP, ddGTP ve ddTTP) bulunmaktadir.
Yapisal olarak dNTP’lere  benzeyen
ddNTP’lerin 3

bulunmamaktadir.

trifosfatlar

hidroksil gruplari

Dideoksinukleotid
trifosfatlar DNA polimeraz etkisiyle uzayan
DNA zinzirine katilirlar fakat 3' ugularinda
hidroksil grubu bulunmadigindan
kendilerinden sonra 5'-3' fosfat
baglanmasini engelleyerek zinciri
sonlandirirlar. Béylece DNA zincirinin daha
fazla uzamasina izin vermezler. Sekans-
spesifik olarak sonlandirilan DNA dizileri
kapiller elektroforez ile yurGtalir. Bu islem
sirasinda sonlanan her bir dizide bulunan
ddNTP’lerin yaydidi farkh dalga boyundaki
floresanslar sistemde bulunan saptayici
tarafindan kaydedilerek bilgisayar
ortaminda DNA dizilerine gevrilir. Otomatize
DNA dizi analizi ydnteminin asamalari Sekil

1'de sematize edilmistir.
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Sekil 1. Otomatize DNA dizi analizi yonteminin asamalari

Reaksiyon

karigimi Tutunma

50°C

+Tag DNApolimeraz

O Kalip DNA

—

TCATCTTG

o

«dNTP’ler
p Floresanli ddNTPler —
ArcO G T

Uriinler

—Tr

Uzama —TCO®
60°C —TCA%

—TCATL:

Denatiirasyon

*Prim er [
-Kalip DNA O“' - /85°C

Bilgisayar

» TCATCO
——TCATCT,

—_—
—TCATCTTG

—TCATCTT 2

Elektroforez

DERIGGOA

LINE PROBE ASSAY (SOLID FAz
HIBRIDIZASYON)

Line probe assay (LiPA) hizli RIF direnci
saptamak amaciyla gelistiriimis bir Kkittir.
Yoéntem reverz hibridizasyon temeline
dayanmaktadir. LiPA ydénteminde RIF
direncinden sorumlu rpoB geninin biyotinle
isaretlenmis PCR urlnleri denatiire edilerek
nitroseluldéz serit Uzerine yerlestirimis 10
farkli 6zgul probla hibridize edilmektedir.
Olusan hibridler alkalen fozfatazla konjuge
edilmis streptoavidin ve kromojen substrat
eklenerek saptanmaktadir. LiPA test
seritlerinde duyarl bakterinin rpoB geni icin
bes, 6zgll rpoB mutasyonlari i¢in dort adet

probla birlikte M.tuberculosis kontrol probu

ve konjugat kontrolu  bulunmaktadir.
Ornekte M.tuberculosis kompleks'in varligi
M.tuberculosis kompleks-spesifik prob ile
saptanmaktadir. Test edilen bakteride RIF
direncine yol agan mutasyonun varlig
amplifiye edilmis Griinin S-tip (S1'den S5’e
kadar olan duyarli problar) problarla
hibridizasyonu degerlendirilerek saptan-
maktadir. S problarinin altina yerlestiriimis
dort adet prob (R problari) sik rastlanan
spesifik diren¢ mutasyonlariyla hibridize
olacak sekilde tasarlanmistir: R2
(Asp516Val), R4a (His526Tyr), R4b

(His526Asp) ve R5 (Ser531Leu).

Sonug olarak S problari ile pozitif sinyal
verip R problariyla hibridize olmayan

kdkenler RiF’e duyarl olarak degerlendirilir.
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S problarindan herhangi
kaybi
hibridizasyon olmazsa LiPA S paternleri
olusur (AS1, AS2, AS3, AS4, AS5). Bu

durumda test edilen bakteri RiF’e direngli

birinde sinyal

olmasina karsin R problariyla

olarak degerlendirilir. Spesifik mutasyon-

lardan birini gdsteren R problardan birinin

Sekil 2. LiPA yonteminin asamalari

Hedel DNA
R
PCR
Kromojen .
(BCIP/NBT) Mor citkelti

Biotinle isaretli
t“&k amplikon
Alkalen fosfataz ¥

Streptavidin

- Blotin
PCR iirlind

DNA-prob

Nitroselliiloz ™
serit

RNA /RNA MISMATCH ANALIiz

RNA/RNA mismatch analizi ¢ift sarmall
RNA'nin RNazA enziminin yikici etkisine
dayanikli olmasi temeline dayanmaktadir.
Yéntem bes asamadan olugsmaktadir: (i)
Test edilen M. tuberculosis kdkeni ve ilaca
(dogal)
kékeninin hedef DNA’larinin RNA polimeraz

duyarli  wilde-type referans
enzimi igin promoter diziler de igeren 6zgul
PCR ile

amplifikasyonu (i) Test kdkeni ve referans

primerler kullanilarak

sinyal vermesiyle birlikte o proba uyan S
probunun kaybi 6zgil direng paterni olarak
degerlendirilir (R2, R4a, R4b, R5). LiPA
Sekil 2, LiPA'da

saptanan direng paternleri Sekil 3'de

ybnteminin asamalari

gOsterilmigtir.

Sekil 3. LiPA’da saptanan direng paternleri

RZ Réa R4b
KK - - -
MTEC probu+ - - -
51 — — =
52
Sprob ) o3 L - - -
5adet | oq -
55 mm - - -
R prob E,h B -
4 adet Rib =
RS

Asp516val  His526Tyr His526Asp Ser531Leu

AE‘L‘I AEZ AE‘L3 AE4
kokeninin PCR Uriunlerinden tek sarmalli

RNA transkriptlerinin elde edilmesi (iii) Test
ile referans kokenin RNA’larinin
hibridizasyonu, (iv) RNA/RNA dubleksinin
eslesmenin olmadidi mismatch noktasindan
RNazA ile kesilmesi, (v) RNazA'in etkisinin

nusieve 3:1

kokeni

agaroz jel elektroforez ile
incelenmesi. Duyarli kokenlerde, test ve
referans kokenlerinden elde edilen RNA
hibridlerde

yanlis eslesme olmamaktadir. Bu nedenle

transkriptlerinin  olusturdugu

olugan hibridler RNazA ile kesilmediginden

| A
wn

2S5




elektroforez sonucunda eslesen hibridlerin
olusturdugu tek bantli patern
saptanmaktadir. Direngli kdkenlerde, test ve
referans  kokenlerinden elde  edilen
transkriptlerin olusturdugu hibridlerde yanlis
eslesme olmaktadir. Bu hibridler yanhg
eslesmenin oldugu noktadan RNazA ile
kesilirek iKi pargaya ayrilmaktadir.

Hibridizasyon sirasinda duyarli ve diregli

Cengiz Cavusoglu

kokenlerin RNA transkriptlerinin bir kismi
yine duyarh ve direngli komplamenter RNA
transkriptleriyle hibridize  oldugundan
hibridizasyon sirasinda yanlis egslesmeyen
hibridler de olusmaktadir. Sonug¢ olarak
direncli kokenlerde U¢ banthh patern
saptanmaktadir. RNA/RNA Mismatch
yénteminin asamalari Sekil 1'de

gOsterilmigtir.

Sekil 4. RNA/RNA Mismatch yonteminin agsamalari

Direncli kéken

Duyarh kéken

Promoter
f - = Fa
= s = s
PCR
Test edilen/ 4 Df)QaI Test edilen D_(_)Qal
kdken koken kéKen kidken
] | m— [ m— ]
RNA polimeraz ) RNA po_lim_eraz
ile transkripsiyon ile transkripsiyon

v

|

By A A

Hibridizasyon
o ———

Agaroz jel
elektroforez

PCR-SSCP

Single strand conformation
polymorphism (SSCP) yo6ntemi yiksek
rezolusyonlu denatire olmayan
poliakrilamid jelde mutant ve dogal tip tek
sarmalli DNA'nin  farkl hareketlilik

gOstermesi temeline dayanmaktadir. Tek

Agaroz jel
elektroforez

sarmalll DNA’nin  katlanma  &zellikleri
nukleotid dizilisiyle iligkilidir. Farkh nukleotid
dizilerine  sahip tek sarmall  DNA
fragmanlarinin katlanmalari farkli
noktalardan olmaktadir. Katlanma yerlerinin
degismesi tek sarmalli DNA'nin tersiyer
yapisini  degistirerek  jel Uzerindeki
mobilitesini  etkilemektedir. PCR-SSCP



yonteminde ilk asamada dogal tip referans
koken ile mutant oldugu disinudlen kékenin
PCR ile amplifiye edilen hedef DNA’lari
denatiire edilirek tek sarmalli hale getirilir.
Daha sonra referans kdkenden elde edilen
tek sarmalli DNA’lar ile mutant oldugu
disunulen DNA’larin jeldeki mobilitileri

karsilastinlir. Mutant kdkenlerin tek sarmalli

Sekil 5. PCR-SSCP ydnteminin asamalari

RiF’e duyarl kdken
rpoB PCR uranu

Ser531 (TCG)

Cengiz Cavusoglu

DNA’lari  poliakrilamid jel elektroforezde
referans kokenin tek sarmalli DNA’larindan
farkli mobilite gbstermeleri ile ayrilabilirler.
PCR-SSCP manuel ve otomatize sistem
olarak  kullanilabilmektedir. = PCR-SSCP
yénteminin asamalari Sekil 4'de

gOsterilmigtir.

RiF’e direncgli kiken
rpol PCR Grind

Ser531>Leu (TCG>TTG)

l Denatlrasyon J‘
w\ F\_/——_
+ +

A~

N N

\ Elektroforez /

1

2
SSCP
- paternleri

HETERODUBLEKS ANALIZ

Heterodubleks analiz (HDA) jel
temelli bir mutasyon tarama ydntemidir.
Yoéntem kisa DNA fragmanlarinin tam dizilis
uygunlugu gdsterip gbstermeyislerine gére
farkli elektroforetik mobiliteler gostermeleri
temeline dayanmaktadir. Heterodubleks
analiz yonteminde ilag duyarliligi arastirilan
izolatin hedef DNA’'si PCR ile amplifiye

edilir. Elde edilen amplikonlar universal

heteroduplex generator (UHG) kullanilarak
saptanir. Sentetik olarak yapillan UHG
hedef DNA’da bilinen mutasyon bdlgelerine
uyan yerlerde bilinen nikleotid degisiklikleri,
insersiyon veya delesyonlar bulunduran bir
cift sarmalli DNA dizisidir. Heterodubleks
analizde UHG ile test edilen kékenin hedef
DNA’sI ayni reaksiyon karigimi icinde énce
denatlire edilir, daha sonra yeninden

tutunmalarina izin verilerek heterodobleks



ve homodublekslerin olugmasi saglanir.

Son asamada

heterodublekslerin

olusan

olusturduklari bant

Cengiz Cavusoglu

homo ve

Sekil 6. Heterodubleks analiz ydnteminin asamalari

rpo8 PCR urninu UHG
A Karigtirma c
T Y eon 4
T Heterodubleksler

A Denatlrasyon c
B l D

@ Homodubleksler

Tutunma
S R
A A A
1 gr_0 0 ot

@)

paternleri elektroforetik olarak

Sekil 6’de sematize edilmistir.

incelenir.

Heterodubleks analiz ydnteminin agsamalari

S

T

Elektroforez

O,

c
2) ¢ ——— 3) g?'_ Ty —

veya

Homodubleksler

REAL-TIME PCR

Real-time PCR amplifikasyon ve saptama
islemlerinin ayni kapall sistem icinde
gerceklestirildigi bir  ydntemdir. Bu
yontemde PCR sirasinda olusan Uridnler
O6zgul proplar veya cift sarmalli DNA’ya
baglanma
(SYBERGREEN, etidyum bromir v.b.)

Real-time

Ozelligi  goOsteren  boyalar
yardimiyla
PCR'da

ISISI) degerleri

saptanmaktadir.
olugsan amplikonlarin T,, (erime
belirlenerek 6zgul
mutasyonlar saptanabilmektedir. Amplikon
kontaminasyonun dusuk olmasi, islemlerin

tamamlanmasi igin gerekli olan sirenin ¢ok

Heteroduhbleksler

daha kisa olmasi, kalitasyon, kantitasyon
islemlerine, multipleks amplifikasyona ve
mutasyon saptanmasina izin vermesi ve
cok daha az miktarlardaki UGrlnin
saptanabilmesi Real-time PCR’In klasik

PCR’a olan temel usttnlikleridir.

Real-time PCR ybnteminde g farkl
formatta hazirlanmig saptama problar
kullanilabilmektedir; TaqMan, fluorescent
resonance energy transfer (FRET) ve
molecular beacons. TagMan sistemi, PCR
islemi sirasinda TagMan probunun Taq
DNA polimerazin 5' nlkleaz aktivitesi ile
temeline

pargalanmasi dayanmaktadir.



Probun 5' ucunda reporter (bildirici) 3'
ucunda quencher (bastirici) floresan boya
bulunmaktadir. PCR’In tutunma evresinde
TagMan probu tek sarmalli hedef DNA'ya
tutunur ve uzama evresinde DNA'nin karsit
zinciri sentezlenirken Taq DNA polimerazin
5' nlkleaz aktivitesi ile reporter boya
yerinden cikartilir. Bdylece reporter boya
guencher boyadan ayrilir ve reporter boya
floresans vermeye baglar. FRET problari iki
farkli floresan boya ile isaretli
oligonukleotidlerdir. Problardan birinin 3'
digerinin ise 5 ucu floresan boya ile
isaretlidir. Problar amplifiye olan hedef DNA
ile  birinin  kuyruk kismi digerinin bas
kismina gelecek sekilde hibridize olurlar.
Boylece iki floresan boya birbirine yakin
konumda bulunur. ilk propdaki floresan
boya sistemin i1sik kaynagi ile uyarildiginda
belli bir dalga boyunda floresan 1sik yayar.
Eder hibridizasyon olmussa yani iki floresan
boya birbirine yeteri kadar yakinsa (1-5
nukleotid) yayilan enerji ikinci floresan
boyay! harekete gegcirir ve daha uzun dalga
boyunda ikinci bir floresan isik yayilir. Bu

enerji transferi FRET olarak adlandirilir ve

Cengiz Cavusoglu

iki probun arasindaki uzaklikla yakindan
ilisikilidir. Molecular beacon sisteminde sa¢
tokasi seklinde bir prob kullaniimaktadir.
Propda reporter ve quencher boyalar
birbirine yakin pozisyonda yerlestiginden
Isima olmaz. Luptaki prob dizisi hedef DNA
ile hibridize oldugunda Ilup acilir. Bu
yeniden vyapillanma reporter boyanin
guencher boyadan ayrilarak floresan isik

yaymasina yol agar.

Real-time PCR'da saptama yayilan
IsSimanin  sistemin  optik pargasi ile
okunmasi temeline dayanmaktadir. Olgllen
floresans PCR sirasinda artan PCR
arininin miktar ile orantilidir. Sikluslar
sirasinda reporter boyalarin  yaydigi
floresans sistem tarafindan kaydedilerek
bilgisayar ortaminda degerlendirilir ve
kantite edililir. Yapilan galigmalarda Real-
time PCR ile ayni reaksiyon tiipiinde RIF ve
INH direncinden sorumlu rpoB ve katG
mutasyonlarinin
bildirilmektedir.

basariyla saptandigi
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Sekil 7. Real-time PCR’da kullanilan saptama problari. A) TagMan prob sistemi B) FRET prob sistemi
C) Molecular beacon prob sistemi

A B C
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DNA MICROARRAY daha sonra optik tarayici ile saptanarak

bilgisayar ortaminda degerlendiriimektedir.

Son yillarda kiglk bir alanda gok RiF'e direngli M.tuberculosis kdkenleriyle

sayida oligonikleotid probun yogun bir yapilan DNA microarray c¢alismalarinda
sekilde bulundugu DNA microarrayler ile
farkli DNA dizilerinin tek bir hibridizasyon

basamaginda

DNA dizi analizi ile uyumlu sonuglar
ahinmistir. Farkl ila¢ direnglerini [INH (katG,
inhA), RIF (rpoB), STR (rpsL) ve FQ (gyrA)]

birlikte saptamaya uygun problar igeren

incelenmesine olanak

saglayan gen chip  teknolojileri

gelistiriimigtir. Yontem PCR ile elde edilen
floresanla isaretli amplikonlarin ¢ok sayida
farkli oligonikleotid prob igceren alanda
kendisine uyan probla hibridize olmasi
temeline dayanmaktadir. Bagh

amplikonlarin  yaydigi floresan sinyaller

DNA microarray geligtirimesine yonelik
calismalar sirduriimektedir. Bu yaklasim
M.tuberculosis’'de ilag direncinden sorumlu
mutasyonlarin saptanmasinda kuvvetli bir

potansiyel adaydir.
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Sekil 8. DNA microarray yonteminin agamalari
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