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DEGISIK COGRAFIK BOLGELERDEN iZOLE EDILEN
ANTI-MIKOBAKTERIYEL AJANLARA DUYARLI VE DIRENCLI
MIKOBAKTERI SUSLARININ SDS-PAGE ILE INCELENMES|*

Seyyal ROTAL Isin AKYAR?, Giilendam BOZDAYI!, Feyzullah GUMUSLU3,
Ismail CEYHAN?

OZET

Bu ¢aliymada Mycobacterium tuberculosis’in tiim hiicre proteinleri sodyum dodesil stilfat-poliakritamid
jel elektroforezde yiiriitiilmiis ve saptanan protein kaliplarinin bolgesel antibiyotik duyarlilik paternleri ile
iligkisinin aragtirilmas: amaglanmustir.

Caligma kapsamina 99 klinik izolat ve Mycobacterium tuberculosis ATCC H37Rv sugu alinmigtir, Sod-
yum dodesil stilfat-poliakrilamid jel elekiroforezde yiiriitiilen suslar giimiisleme yontemi ile boyanmg ve jel
dansitometri cihazi kullanmilarak protein bantlan incelenmigtir. Izoniyazid, rifampisin, streptomisin ve eritro-
misin kullamlarak proporsiyon yéntemine gére antibiyogrami yapilmustir, Istatistik icin Mod (Tepe noktasn),
medyan (Ortalama) ve range (Aralik) degerleri kullamlmugtir,

Sonug olarak elde edilen protein bant kahplarmm antibiyotik duyarlilik paternleri ile bir iligkisi buluna-
marnigtir,

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, SDS-PAGE, antibiyotik duyarliif

SUMMARY

SDS-PAGE investigation of sensitive and resistant Mycobacterium species isolated in different
geographic areas to antimycobacterial agents.

The whole cell proteins of M.tuberculosis were run by SDS-PAGE and it was aimed to investigate the
correlation between protein band patterns and antibiotic susceptibility patterns. Ninty nine clinical isolates
and Mycobacterium tuberculosis ATCC H37Rv strains were included in the study. Samples from SDS-PA-
GE were colored with silver stain and protein bands were analysed by gel densitometer device. Antibiograms
were performed for isoniazid, rifampin, streptomycin and erythromycin according to proportion method.
Mod, median and range values were used for statistics.

In conclusion, no correlation was found between protein band patterns and antibiotic susceptibility pat-
terns.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, SDS-PAGE, antibotic susceptibility

GIRIS

Mikobakteri infeksiyonlar tiim diinyada yaygin olarak
bulunan, insan mortalite ve morbiditesine dogrudan etkili in-
feksiyonlardir. Son yillarda hem diinyada hem de {ilkemizde
tiiberkiiloz tekrar eski 6nemini kazanmyg ve ikincil ilag diren-
cinde artiglar saptanmustir (5,4).

Mycobacterium tuberculosis’in Klinik rneklerdeki ke-
sin tams giiniimiizde mikrobiyoloji laboratuvarlarinda gesit-

li yontemler ile konulmaktadir (6,19,20). Yapilan ¢ahgmalar
sonucunda, son yillarda tiiberkiiloz klinik ve epidemiyoloji-
sinin degisiklikler gosterdigi, ¢oklu ilag direncinin tedavide
kullamlan rejimlerin etkinligini altiist ettigi gosterilmigtir.
Molekiiler biyolojideki yenilikler, tiiberkiiloz olgnlarinmn ta-
misi ve epidemiyolojik aragtirmalarda yeni tfuklar agngtir
(17). High pressure liquid chromatography (HPLC), spoli-

* Bu galigma TE'.?BIT%K tarafindan desteklenmistir {Proje No: SBAG-1443), 1- Gazi Universitesi Tip Fakitltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Arabilim Dali, Besevier,
Ankara, 2- Yeditepe Universitesi Tip Fakifltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiycloji Anabilim Dals, Istanbul, 3- Refik Saydam Hifzissihha Merkezi, Tiiberkiiloz Referans

Laboratuvari, Ankara,



gotyping, restriction fragment length polymorphism (RFLF)
gibi yeni molekiiler tekniklertn kullamilmasiyla elde edilen
verilerin degerlendirilinesi sonucu titberkiilozla ilgili cogra-
fik dagihim haritalan yapilmaya baglanemgtir. Bu durim, has-
taligin kontrolii, hangi farklt suglann bulundugy, bunlarm

ilaglara direng durnmu ve ne sekilde dnlemler alinabilecegi
konusunda bilgi verebilmektedir (2,9,12,14).

Amacimiz direng fenotipinin SDS-PAGE ytntemiyle
belirlenmesi ve bdlgelere gire anlamlt bir farklihk bulunup
bulunmadifinn incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Ornelder: Caligmaya Refik Saydam Hifzissihha Mer-
kezi Tiiberldiloz Referans Laboratuvar’nda kiiltiirii ve pro-
porsiyon yontemine gore antibiyogramu yapilmug olan 99
M.tuberculosis susu ve M.tuberculosis ATCC sugu olan H37
Ry referans sugu dahil edilmisgtir.

Lwenstein-Jensen besiyerinde {irefilmig suglann tiim
hiicre proteinlerinin izolasyonu hedeflenmistir. Ureme olan
besiyerlerine steril serum fizyolojik konularak bir gece bek-
lenmistir. Yumusganus olan koloniler 6zeyle steril konik sant-
rifii tiiplerine alnnugtir. 80°C’de 1 saat tutularak isiyla inak-
tivasyons saglanmigtir (3). Daha sonra drnek tiiplerinin iceri-
sine cam boncuklar eklenmistir. Sonik banyoda 15 dakika so-
nikasyon, 15 dakika dinlenme tarzinda 40 kez sonikasyon
uygulanmmugtir. Omnekler -196°C’deki tanktan alinan sivi
azotta 20'ser kez dondurulup ¢ozdiirilmiistilr (1). Bu iglem-
den sonra % 4 son konsantrasyon olacak sekilde sodyum do-
desil siilfat (SDS) eklenen Srnekler bir gece bekletilmistir.
Ertesi giin drnekler 5’er dakika kaynatlmig ve mikrosantrifiij
tiiplerine aktaribomg, 40 dakika +4°C’de 13,000 rpm’de sant-
rifiij edilmistir. Orneklerde yeterli miktarda protein olup ol-

madigim anlamak amaciyla Lowry ybntemiyle protein 8l-
climleri yapilmugtir. Son olarak mikrosantrifiij tiipiine esit
miktarda protein drnegi ve rnek tampon ¢ozeltisi konularak
% 0.3'litk brom fenol mavisi eklenmis ve drnek daha sonra
kultaniimak tizere derin dondurucuda -35°C’de saklanmugtir
(14).

Orneklerin SDS-PAGE yontemiyle yiiriititlmesi ve
goriintillenmesi: Derin dondurucudan ¢ikarilan rnekler
5-10 dakika 100°C’de kaynatildiktan sonra, Laemmli’nin
yontemine gore hazirlanan % 10’luk (akrilamid/bisakrilamid
oram) ayuma ve % 4°lik yilkleme jeline ylklenmis ve
30 mA’de 5 saat yiiriititldiiklen sonra glimiils boyama ydnte-
mi ile boyanmstir (18)., .

Densitomeirede 6rneklerin molekiil agirhiklarimn in-
celenmesi: Bunun igin Microsoft Windows uyumlu
GS365W Electrophoresis Data systern kullanilmagtis,

Istatistik: Proteinlerin molekiiler agirliklarsun antibi-
yotik duyarlilik kahplariyla bir baglantis1 olup olmadifimin
aragtirilmasmda da Mod (Tepe noktast), Medyan (Ortalama)
ve Range (Arahk) degerleri kullamlmighr,

BULGULAR

Calsgilan 6rneklerin jeldeki goriintiisii fotografta, jelle-
rin densitometri ile deferlendirilmesi ise grafikte gdsteril-
rnigtir.

Mod, medyan ve range degerleri kullanilarak elde edi-
{en protein bantlarinin molekiil agirhklan ile antibiyotik di-
renci ve bolgesel farklilik olasiligy aragtinlmug, elde edilen

T4

sonuglara gire mod ve medyan degerleri tiim bolgelerde 28-
65 kDa olarak bulunmugtur. Range degerlendirmesi ise bol-
gelere gore tabloda gosterilmigtir. _

Tiim hiicre proteinlerinin molekiiler agichklan gz Gnii-
ne alindifimda, ilag duyarlilifs veya bolgelere gore istatistik-
sel olarak anlamli bir fark tasimadifs gosterilmistir,
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Fotograf. 1,2,3,4,5,6,10,11,12,14 siralarinda 45 kDa molekiil afirchFinda émeklerimize ait M.tuberculosis protein bantlars
gorillmektedir, 7. sirada 45 kDa’luk molekiiler afirhk belirleyici (yumurta albiimini), 8. sirada 116 kDa P-galaktozidaz, 66
kDa sifar albiimini, 45 kDa yumurta albiimini, 29 kDa karbonik anhidrazdan olugan kangik melekiiler agirhik belirleyici,
9. sirada 66 kDa’luk sifir albtimini ve 13. sirada kargilagtirmak amaciyla konulan bir bagka bakterinin {(Aeromonas) pro-
tein bant kahplan goriilmektedir.
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Grafik. Jellerin densitometrik olarak degerlenditilmesi: a-28 kDa, b-45 kDa, ¢-65 kDa.
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Tablo. M.tuberculosis tiim hiicre protein bant kaliplarinn
cofrafik bolgelere gore istatistiksel incelenmesi.

Bolge Range (Aralik deferi)
I¢ Anadolu 45-58 kDa
Marmara 45-58 kDa
Karadeniz 28-65 kDa
Ege 28-65 kDa
Giineydogn Anadolu 28-65 kDa
Dogu Anadolu 45-58 kDa
Akdeniz 45-58 kDa
TARTISMA

Calismamizda M.fuberculosis suglarmin protein bant
kaliplarmt kullanarak ayrilmasi planlannug ve Millership ve
‘Want (13)'1n bu konuda yaptiklari bir ¢alisma esas alinmugtir,
Bu yontemle sug ayirim yapildifn belirtildiginden ve ekono-
mik oldugundan uygulanabilirlifinin aragtinlmas: planlan-
mustir, Calismamzda Tirkiye'nin defisik cografik bslgele-
rinden gonderilen balgam Grneklerinin 3 haftalik subkiiltiir-
leri kullanidmigtir. Ornekler kiiltiirlerden elde edilen tiim hiic-
re proteinlerinden hazirlanmg ve M. mbercilosis’e ait Snem-
li proteinlerden bazilanm gistermek igin SDS-PAGE yénte-
mi kullamtlmigtir. Bunlar igerisinde 65 kDa, 58 kDa, 45 kDa,
28 kDa'luk proteinler yer almakta olup immiindeminant
ozellik tagryan ve ag1 cahismalarinda kullanilan proteinlerdir.
Bu ytntemin kullanilmasimin amaci elde ettigimiz protein
bantlarinin diizenli bir gekilde saptanabilmesidir, SDS-PAGE
yontemi ile yapilan ¢alismalarda mikobakteriler tiplendirile-
bilmistir (1,3,14). Ayrica, yine SDS-PAGE kullamlarak koru-
yucu immiinitede rol oynayan birgok protein tamimianmug ve
agt ¢alismalarinda kullanilmagtir (7,8,22). Yapilan ¢aligmala-
rtn bir kisminda bu proteinler HPLC ile saflagtinlarak elde
edilmig, bir kisminda da Western Blot yontemi uygulanmig-
tir. Ozellikle saflastirma yonteminin kullamlmas: ile SDS-
PAGE uygulanmas: sirasinda ortaya ¢ikan bir takam sorunla-
rm Gniine gegilmistir (8,15,16). Caligmamzzda bu tip saflas-
tirma yontemleri kullanma olanagina sahip olmadigimiz igin
yalmzca SDS-PAGE yontemi kullanilarak elde edebildigimiz
bantlar1 ve densitometreye gore verileri degerlendirebildik.
Elde ettigimiz protein bantlarinda bir miktar lipid bulundu-
gunu da gozledik. Jellerde gbriintll saglamak amactyla kul-
landiimuz giimils boyama yontemi yilksek duyarlitia sahip-
tir ve jelde bulunan nanogram diizeyindeki proteinleri bile

gosterebilmektedir (11,18). Glimiig boyama uygulanan jeller
(GS365 W software densitometre programu ile bilgisayarda
degerlendirilmigtir. Bu ytntem tek bagina molekiiler agirlik
belirleyicisi kullanilmasina gire daha duyarlt sonug alinmast
nedeniyle secilmigtir (10). Hassas bir y6ntem olan densito-
metrik inceleme ile de molekiiler agirhk markerlar: ile birlik-
te inceledigimizde olusan bantlarin immiin dominant prote-
inlerine ait oldugu (28-65 kDa) saptanmustir. Bant pozisyonu,
sekli ve dansitelerinde bazt farkliliklar saptamakla birlikte
bunlann istatistiksel anlamy olmadif gorithnistiir. Millers-
hip ve Want (13) izolatlarin birbirinden bu teknikle ayirabil-
digini belirtmelerine ragmen biz direngli ve duyarli suglar bu
teknikle birbirinden ayirt edemedik. Ancak Yung ve Garbe
(18) SDS-PAGE teknigini kullanarak M.tuberculosis komp-
leksine ait olan biitlin suglarda benzer bant profilleri elde
edildigini, bu nedenle bu suslarin bahsedilen yéntemle birbir-
lerinden ayurt edilemedigini bildirmislerdir. Aynt ¢alismada
elde edilen bant profillerinin tirlere 6zgtlil farkhilildar gister-
digi belirtilmistir. Sonuglanmiz da bu caligmayla paralellik
gostermistir. SDS-PAGE yontemiyle M. tuberculosis’ de anti-
biyotik duyarlilik ve direnci yapilmus cografik farklihiklan
inceleyen bagka bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
diger ¢ahgmalarla kargilastirma olanafimiz da olmamustir.
Cahgmamzda direngli ve duyarls suglar arasinda protein
farklilifh goriilmemistir. Ancak genotipik degisikligin fenoti-
pik bir degisiklife neden olma ihtimali ditglinlilebilir (21).

Sonug olarak kolay uygulanabilen ve maliyeti az olan
SDS-PAGE yontemi ile M.tfubercilosis’in duyarli ve direng-
li suglarinin ayirdedilemedigi ve bu nedenle bagka teknikleri
uygulamamn gereklilifi anlagilmustr.
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