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Etambutol (EMB), Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTC)'nin neden oldugu tiiberkiloz (TB)
hastaliginin standart kombinasyon tedavisinde kullanilan birinci secenek ilaclardan biridir ve tedavide
anahtar rol oynayan ilaclara karsi diren¢ diinya genelinde artmaktadir. EMB direncinden, embCAB opero-
nundaki direncle iliskisi dogrulanmis mutasyonlar sorumlu tutulmaktadir. Bu calismada, fenotipik olarak
EMB’ye direncli ve duyarli oldugu saptanan klinik MTC izolatlarinda embA, embB ve embC gen bdlge-
lerinde meydana gelen mutasyonlarin sikhginin ve paternlerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya
geleneksel fenotipik ilac duyarlilik testi ile EMB direncli 44 ve EMB, izoniyazid, rifampisin ve streptomisine
duyarl 20 olmak tzere toplamda 64 adet MTC izolati dahil edilmistir. DNA izolasyonu sonrasi, EMB
direnci ile iliskili embA, embB ve embC gen bdlgeleri 6zgil primer dizileri ile amplifiye edilmistir. Elde
edilen PCR amplifikasyon uriinleri, ‘Bigdye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit' (Applied Biosystems,
ABD) kullanilarak dongi dizileme yapilmistir. Reaksiyon rtinlerinin elektroforez islemi ABI PRISM 3130XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda gerceklestirilmistir. Dizi
analizi verileri coklu dizi analiz programlarinda hizalanarak mutasyona ugramis gen bélgeleri belirlenmis-
tir. Calismada EMB direncli izolatlarin %68.2 (30/44)’sinde embCAB operonunda genomik mutasyonlar
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saptanmistir. Direncli izolatlarin %66 (29/44)'sinda embB gen bdlgesinde mutasyon saptanmis olup, bu
mutasyonlarin %76 (22/29)'sinin 306. kodon pozisyonunda oldugu ve bu kodonda en yaygin saptanan
mutasyon paternlerinin ATG—GTG (M306V; %58.6; 17/29), ATG—ATA, ATC veya ATT (M306l; %17.2;
5/29)'ye donlisim seklinde oldugu belirlenmistir. embB gen golgesinde saptan diger mutasyonlar; Y334H
(%3.4; 1/29), D354A (%6.9; 2/29), E378A (%3.4; 1/29), G406C (%3.4; 1/29), M423| (%3.4; 1/29) ve
E521A (%3.4; 1/29) olarak belirlenmistir. EMB direncli 44 izolatin birinde (%2.3) embA gen bdlgesinde
(L330L) ve ikisinde (%4.5) embC gen bdlgesinde (bir izolatta T270I ve diger izolatta T2701 ve E305E) mu-
tasyon saptanmistir. Fenotipik olarak EMB duyarli izolatlarin ise sadece birinde (%5) embA gen bélgesinde
(E180G) mutasyon saptanmistir. Yaptigimiz calismada EMB direncli MTC izolatlarinda mutasyonlarin sik-
likla embB geni 306. kodonda olustugu tespit edilmistir ve EMB direncinin gelismesinde bu mutasyonun
potansiyel rolii bulunmaktadir. Ancak mutasyonlarin olmamasinin fenotipik EMB direncini dislamayacadi
sonucuna varilmistir. Sonuglar, tilkemizde EMB direncine neden olan embCAB operonu mutasyonlarinin
molekiiler epidemiyolojisinin aydinlatiimasina igik tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; Etambutol; embCAB; mutasyon; dizi analizi.
ABSTRACT

Ethambutol (EMB) is one of the first-line drugs used in the standard combination therapy for tuberculo-
sis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), and resistance to drugs that play a key role
in treatment is increasing worldwide. Mutations in the embCAB operon that have been confirmed to be
associated with resistance are responsible for EMB resistance. In this study, it was aimed to determine the
frequency and patterns of mutations in embA, embB and embC gene regions in clinical MTC isolates found
to be phenotypically resistant and susceptible to EMB. A total of 64 MTC isolates, 44 of resistant to EMB
and 20 of susceptible to EMB, isoniazid, rifampicin, and streptomycin by conventional phenotypic drug
susceptibility test, were included in the study. Following the DNA isolation, embA, embB and embC gene
regions associated with EMB resistance were amplified with specific primer sequences. The PCR products
were cycle sequenced using the Bigdye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA)
and electrophoretically separated on the ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).
Mutated gene regions were identified by aligning sequence analysis data in multiple sequence analysis
programs. In the study, genomic mutations in the embCAB operon were detected in 68.2% (30/44) of the
EMB resistant isolates. Mutations in the embB gene region were detected in 66% (29/44) of the resistant
isolates, 76% (22/29) of these mutations were at codon 306 and the most common mutation patterns
in this codon were determined as ATG—GTG (M306V; 58.6%; 17/29), ATG—ATA, ATC or ATT (M306l;
17.2%,; 5/29). Other mutations in the embB gene region were determined as Y334H (3.4%; 1/29), D354A
(6.9%; 2/29), E378A (3.4%; 1/29), G406C (3.4%; 1/29), M423I (3.4%; 1/29) and E521A (3.4%; 1/29).
Of the 44 EMB-resistant isolates, mutations were detected in one (2.3%) of the isolate in the embA gene
region (L330L) and in two (4.5%) of the isolates in the embC gene region (T270I in one isolate and T270I
and E305E in the other isolate). Of the phenotypically EMB susceptible isolates, mutation was detected in
only one (5%) of the isolates in the embA gene region (E180G). In our study, it was determined that muta-
tions frequently occur in codon 306 of the embB gene in EMB-resistant MTC isolates and this mutation
has a potential role in the development of EMB resistance. However, it was concluded that the absence
of mutations does not exclude phenotypic EMB resistance. Our results will shed light on the molecular
epidemiology of embCAB operon mutations that cause EMB resistance in our country.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Ethambutol; embCAB; mutation; sequence analysis.

GiRiS

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin (MTC) neden oldugu tiberkiloz (TB), diin-
yanin pek cok yerinde 6nemli bir halk saghgi sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'ne
gore, 2020 yilinda 9.9 milyon yeni TB olgusunun oldugu ve bu enfeksiy6z hastaliktan 1.3
milyon kisinin 6ldigi tahmin edilmektedir'. immiin sistemi baskilanmis hasta sayisinin
artmasi, yaslanan nifus ve cok ilaca direncli suslar gibi cesitli faktorler nedeniyle tim
diinyada TB olgulari artmaktadir?.
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Etambutol (EMB), DSO ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease
Control and Prevention) tarafindan dogrudan gozetimli TB tedavi stratejisinde Oneri-
len, streptomisine (SM) alternatif olarak izoniyazid (INH), rifampisin (RIF) ve pirazinamid
(PZA) ile birlikte kullanilan®, bakteriostatik 6zellikte birinci secenek antimikobakteriyel
ilaclardandir*. Antibiyotik kullanimindan kaynaklanan secici baski, M.tuberculosis'te ilac
direnci gelisimi ile iligkili en 6nemli risk faktorlerinden biridir. Bununla birlikte, MTC'de
ilac direncinin altinda yatan ana molekiler mekanizma, ila¢ hedefini veya tedaviye yaniti
yoneten diger genleri degistiren kromozomal mutasyonlarin ortaya ¢cikmasidir®.

Kiresel olarak tim M.tuberculosis klinik izolatlarinin neredeyse %4’Gnin EMB’ye
kargi diren¢ gdstermesi biiyiik endise olusturmaktadir*. Bu nedenle, diren¢ oranini ya-
vaslatmaya yardimci olacak EMB’nin ila¢ diren¢ mekanizmasini anlamak biyik dneme
sahiptir. EMB, mikobakteriyel hiicre duvarinin yapisal bilesenlerinden olan arabinoga-
laktan ve lipoarabinomannan biyosentezine katilan ve embCAB operonu tarafindan kod-
lanan membranla iliskili arabinosil transferazlari inhibe ederek serbest mikolik asitlerin
birikimine ve sonunda da M.tuberculosis'in éliimiine neden olur*®. Ardisik olarak embC,
embA ve embB genlerini iceren embCAB operonundaki mutasyonlar, EMB direncli klinik
M.tuberculosis izolatlarinin yaklasik %50-70inin olusmasindan sorumlu tutulmaktadir’-8,
Nukleotit degisimlerinin en yaygin olarak embB geninin 306. kodon pozisyonunda oldu-
gu ve EMB direncli izolatlarin yaklasik %90’inda saptandig bildirilmistir®'". Klinik olarak
EMB direncli izolatlarda 306. kodon pozisyonunda gozlemlenen tek bir niikleotit de-
gisikliginin, farkli bir amino asidi kodlayan bir kodona dontsiimu ile sonuglanan nokta
mutasyonlarinin en sik olarak ATG (Met)’den GTG (Val), CTG (Leu), ATA (lle), ATC (lle)
veya ATT (lle)’ye déniisiim seklinde oldugu belirtilmektedir®. Bununla birlikte EMB diren-
ci ile iliskili mutasyonlarin rastlandigi diger embB gen pozisyonlari ise kodon 406 ve 497
olarak bildirilmistir'%'3, EMB direncinden sorumlu diger gen bolgeleri ise embR, ubiA ve
iniA olarak bildirilmektedir®'4.

Klinik izolatlarda ilag direncinin hizl tespitinin, daha fazla diren¢ olugmasinin ve ayrica
ilaca direncli izolatlarin yayilmasinin énlenmesi amaciyla uygun tedaviyi baslatmasinda
biiyiik dnemi vardir’. M.tuberculosis yavas iireyen bir organizmadir ve izolasyon, tanim-
lama ile ilac duyarlilik testi birkac hafta veya daha uzun siirebilmektedir. ilag duyarlilik
testi icin geleneksel BACTEC MGIT 960 sistemi gibi daha hizli yéntemlere ek olarak'>,
son yillarda mikobakterilerin hizl tespiti, tir tanimlamasi ve ilag duyarlilik testi icin direng
gosteren genomik mutasyonlarin saptanmasina yonelik tasarlanan polimeraz zincir reak-
siyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ve ters hibridizasyona dayali line prob molek-
ler testler giderek daha fazla kullanilmaktadir'®'”. Ancak bu tekniklerin, ilac direncinden
sorumlu oldugu bilinen mutasyonlari saptamasi gibi sinirhliklari vardir. Ayrica ilag diren-
cinin genetik mekanizmalarini arastirmak icin cesitli molekiler teknikler de kullanilabil-
mektedir. Bu yontemler, PCR urinlerinin dogrudan dizi analizi, tek iplikli konformasyon
polimorfizm analizi [single-stranded conformation polymorphism analysis (SSCP)], parca
uzunluk polimorfizmi [restriction fragment length polymorphism (RFLP)], gercek zaman-
i PCR [real-time PCR (Rt-PCR)] analizi ve DNA microarray'i icerir'®. Son zamanlarda feno-
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tipik degisikliklerden sorumlu yeni fonksiyonel mutasyonlari tanimlayabildiginden, tam
genom dizi analizi giderek daha fazla kullaniimaktadir'>.

Genom dlzeyinde saptanan mutasyon veya polimorfik bolgeler EMB’ye direncli
M.tuberculosis izolatlarinin hizli tespiti icin testlerin gelistiriimesinde, molekiler epide-
miyolojik bir biyobelirtec olarak da bilgi verme potansiyeline sahiptir’-'®2°. Calismada
fenotipik olarak EMB’ye direncli ve duyarli MTC klinik izolatlarinda EMB direnci ile iliskili
embA, embB ve embC gen bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarin sikhiginin ve pa-
ternlerinin belirlenmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanlig tarafindan onay-
landi (Tarih: 23/11/2017 ve Karar no: 20/329).

Klinik izolatlar

Calismaya geleneksel ilag duyarlilik testi ile fenotipik olarak en az EMB direnci sapta-
nan 44 ve EMB, INH, RIF ve SM’ne duyarli 20 olmak lizere toplamda 64 adet klinik MTC
izolati dahil edildi (Tablo I). izotlarin 43 (23 direncli ve 20 duyarli)’ii Mersin Universitesi
Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarindan, geri
kalan 21 direcli izolatin 11’i Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar Merkezi Mikobak-
teri Laboratuvarindan, 10’u Turkiye Halk Saghgr Kurumu Tiberkiiloz Referans Laboratu-
varindan temin edildi.

izolatlarin primer izolasyonu, kiiltiirii ve tiir tanimlamasi, standart mikobakteriyolojik
prosediirlere gore yapildi?'. izolatlarin anti-TB ilag duyarliliklari BACTEC MGIT 960 ciha-
zinda dretici firmanin dnerdigi standart prosediire gére gerceklestirildi. ilag konsantras-
yonlari; SM 1.0 ug/mL, INH 0.1 pg/mL, RIF 1.0 pug/mL ve EMB icin 5.0 pg/mLdir. ilac
duyarlilik profili belirlenen izolatlar +4°C’de saklandi.

Tablo I. EMB Direngli izolatlarin Anti-TB flac Duyarlilik Testi Sonuclarina Gére Siniflandiriimasi

EMB Direncli izolatlar izolat Sayisi
EMB Monorezistan 4
Birden Cok ilaca Direngli 12
EMB+S

EMB+INH 6
EMB+S+INH 1

Cok ilaca Direncli 28
EMB+INH+RIF 1
EMB+S+INH+RIF 27
Toplam 44

EMB: Etambutol, SM: Streptomisin, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin.

48 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Yasar N, Tezcan Ulger S, Ulger M, Arslantiirk A, Aslan G, Koksal F.

Bakteriyel DNA izolasyonu

izolatlari canlandirmak icin Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanildi. Kati besiyerine
saklanan izolatlardan bir 6ze dolusu, sivi besiyerine saklanan izolatlardan da 100 pl hacim
alinarak Lowenstein-Jensen (L)) besiyerine aktarildi ve 37°C’de 2-3 hafta inkiibe edildi.
L) besiyerinde treyen MTC izolatlarina ait kolonilere hizli DNA ekstraksiyon protoko-
li uygulandi?2. Bir &ze dolusu koloni 1 ml steril distile su icinde siispanse edildikten
sonra 80°C’de 20 dakika tutularak bakterilerin parcalanmasi saglandi. Bakteri hiicreleri
12 000x g devirde 15 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi. Cokelti tizerine 200 pl
kloroform ve 200 pl steril distile su eklenerek karistirildi. Karisim 12 000x g’de 15 dakika
santrifiij edildi ve olusan stipernatan PCR’de kalip DNA olarak kullanildi.

embCAB Operonunun Polimeraz Zincir Reaksiyonu

EMB direncinin belirlenmesi icin, MTC genomunun embCAB operonundaki embA
gen bolgesinin embA1 (nt. 203-906) ve embA2 (nt. 858-1196) primerleri, embB gen
bolgesinin embB1 (nt. 640-1002), embB2 (nt. 898-1423) ve embB3 (nt. 1405-1747) pri-
merleri ve embC gen bdlgesinin ise embC (nt. 655-988) primerleri ile PCR amplifikasyonu
gerceklestirildi (Tablo 1),

Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu, 50 pl’lik reaksiyon hacimlerinde gerceklestirildi.
Reaksiyon karisimi; 5 ul 10X PCR tamponu, 2 pmol/pl MgCl2, 0.2 pmol/pl dNTP karigimi,
0.25 pmol/pl her bir primer (sense ve antisense), 1.25 U Taq DNA polimeraz (Thermo
Scientefic, EPO402, Litvanya) ve 5 ul érnek DNA'si icermektedir. Orneklerin 1si déngii
cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Almanya) amplifikasyon kosullari ise, 95°C’de yedi
dakika baslangi¢ denatiirasyonu, ardindan 35 dongi 95°C’de bir dakika denatiirasyon,
embAl, embB1 ve embC icin 63°C, embB3 icin 64°C ve embA2 ve embB2 icin 68°C’'de bir
dakika baglanma ve 72°C’de bes dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de bes

Tablo I]I‘.‘ EMB Direncinden Sorumlu embCAB Gen Bélgelerini Belirlemek icin Kullanilan Ozgiil Primer
Dizileri
Baglanma Hedef Bolge
Sicakhgi Hedef Uzunlugu
Gen Bolgesi  Primer Dizileri (57-3) (&) Bolge (nt) (bp)
embA1F: GCCGGCTATGTAGCCAACTA 63 203-906 338
A embA1R: GACCGTTCCACCAACACC
em,
embA2F: GCGCGCTGGACATCTCGAT 68 858-1196 704
embA2R: CGCCTCCGTCGTGCCGAAATA
embB1F: CCGACCACGCTGAAACTGC 63 640-1002 364
embB1R:GTAATACCAGCCGAAGGGATCCT
embB embB2F: GACGGCTACATCCTGGGCATG 68 898-1423 525
embB2R: TGCCGACCAGGCGATGACG
embB3F: CGTCATCGCCTGGTCGGCAC 64 1405-1747 342
embB3R: ACATGGTGCCGAAGATGACGC
embC embCF:GATACCCGCTACAGCAGCA 63 655-988 334
embCR: GGTCGTAGTACCAGCCGAAA
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dakika son uzama basamagi seklinde uygulandi. PCR drinleri, 0.5 pg/mL etidyum bro-
mur iceren %1’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra
UV goriintileme cihazinda (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa) goriintllendi. PCR
drdnlerinden embA geni; 338 ve 704 bp, embB geni; 364, 525 ve 342 bp ve embC geni;
334 bp uzunlugunda bant elde edilen 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi (Tablo II).

PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizi

ilag direncinden sorumlu olan embCAB gen bélgesinin PCR amplifikasyonu gercek-
lestirildikten sonra, elde edilen Griinler isaretli dideoksintkleotitleri iceren ‘Bigdye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing kit" (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanarak,
‘sense’ ve ‘antisense’ zinciri PCR’de kullanilan primerler ile dongu dizileme PCR’si yapild.
Dongl dizileme sonrasi reaksiyon uriinlerine saflastirma islemi uygulandi. Saflastirma is-
lemi sonrasinda, ‘ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer’ (Applied Biosystems, Foster City,
CA, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda, reaksiyon triinlerinin kapiler elektroforez
islemi gerceklestirilerek dizi verileri kromatogram seklinde elde edildi. Dizi analizi sonrasi
her zincir komplementeri ile birlikte kromatogram dalgalarinin pik uzunluklarinin karsi-
lastiriimasi ile kontrol edildi ve gerekli diizeltmeler yapildi. CLUSTAL X versiyon 1.83 ya-
zilim programinda her iki zincir karsi karsiya getirilerek hizalandi ve daha sonra GENDOC
versiyon 2.6.002 (Multiple Sequence Alignment Editor&Shading Utility) DNA dizi analizi
yazihm programinda son konsensus dizi seklinde kayit edildi. Her bir izolata ait dizisi
cikarilmig olan gen bolgeleri, NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
tabaninda yayinlanmig referans H37Rv dizi verileri ile karsilastirilarak embCAB gen bolge-
sindeki 6zgul nikleotit degisiklikleri ve olasi diger polimorfik bolgeler belirlendi. Mutas-
yonlar sense ve antisense dizinin her ikisinde tespit edildiginde kayit edildi.

BULGULAR

embCAB operonu gen bolgelerinin DNA dizi analizi sonrasi fenotipik olarak EMB direng-
li 44 izolatin 30 (%68.2)'unda genomik dlizeyde mutasyon saptanmistir. Fenotipik olarak
direncli izolatlardan 14 (%31.8)’linde ise bu ¢ gen bolgesinde mutasyon saptanmamistir.
Mutasyon saptanan izolatlarin 28 (%93.3, n= 30)’inde sadece embB gen bolgesinde, birin-
de (%3.3) embA, embB ve embC gen bdlgelerinde ve bir (%3.3) izolatta da sadece embC
gen bolgesinde EMB direnci ile iliskili olabilecek niikleotit degisikligi saptanmustir (Tablo III).

Fenotipik olarak EMB direncli MTC izolatlarinin %66 (29/44)’sinda embB bdlgesinde
mutasyon saptanmis olup, bu mutasyonlarin %76 (22/29)'sinin bu boélgede sik kargi-
lagilan 306. kodon pozisyonunda oldugu gortlmustir. 306. kodon pozisyonundaki en
yaygin saptanan mutasyon paterninin ATG—>GTG (M306V; %58.6; 17/29), ATG—ATA,
ATC veya ATT (M306l; %17.2; 5/29)'ye donlisim seklinde oldugu belirlenmistir. embB
gen golgesinde saptan diger mutasyonlar; Y334H (%3.4; 1/29), D354A (%6.9; 2/29),
E378A (%3.4; 1/29), G406C (%3.4; 1/29), M4231 (%3.4; 1/29) ve E521A (%3.4; 1/29)
olarak belirlenmistir (Tablo IV). Calismaya dahil edilen fenotipik olarak EMB’ye duyarli 20
izolatin hicbirinde embB gen bolgesinde mutasyon saptanmamistir.
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Tablo Ill. Fenotipik Olarak EMB’ye Direncli izolatlarda embB, embA ve embC Gen Bélgelerindeki
Mutasyon Paternleri

izolat Sayisi, n= 44

Niikleotit ve Aminoasit Degisimi (%)
embB embA embC
M306V (ATG—GTG) Sokak tipi Sokak tipi 17 (%38.6)
M3061 (ATG—ATA) Sokak tipi Sokak tipi 2 (%4.5)
M3061 (ATG—ATC) Sokak tipi Sokak tipi 2 (%4.5)
M3061 (ATG—ATT) Sokak tipi Sokak tipi 1(%2.3)
Y334H (TAC—CAC) Sokak tipi Sokak tipi 1(%2.3)
D354A (GAC—GCQ) Sokak tipi Sokak tipi 2 (%4.5)
E378A (GAG—GCQG) L330L (CTG—>TTG) T2701 (ACC—ATC) 1(%2.3)
G406C (GGC—>TGC) Sokak tipi Sokak tipi 1(%2.3)
M4231 (ATG—ATA) Sokak tipi Sokak tipi 1(%2.3)
E521A (GAG—GCG) Sokak tipi Sokak tipi 1(%2.3)
Sokak tipi Sokak tipi T2701 (ACC—ATC) 1(%2.3)
E305E(GAG—GAA)
Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi 14 (%31.8)

*M: Metiyonin (Met), V: Valin (Val), D: Aspartat (Asp), A: Alanin (Ala), I: izolosin (lle), L: Losin (Leu), E: Glutamat
(Glu), Y: Tirozin (Tyr), H: Histidin (His), C: Sistein (Cys), T: Treonin (Thr).

Tablo IV embB 306. Kodon Pozisyonundaki En Yaygin Saptanan Mutasyon Paternleri

Niikleotit ve Aminoasit Degisimi

izolat Sayisi, n= 29 (%) embB

17 (%58.6) M306V (ATG—GTG)
2 (%6.9) M3061 (ATG—ATA)

2 (%6.9) M3061 (ATG—>ATC)

1 (%3.4) M3061 (ATG—ATT)

1(%3.4) Y334H (TAC—>CAC)
2 (%6.9) D354A (GAC—GCC)
1(%3.4) E378A (GAG—>GCG)
1(%3.4) G406C (GGCHTGC)
1(9%3.4) M4231 (ATG—>ATA)

1(%3.4) E521A (GAG—GCQ)

*M: Metiyonin (Met), V: Valin (Val), D: Aspartat (Asp), A: Alanin (Ala), I: izol6sin (lle), E: Glutamat (Glu), Y: Tirozin
(Tyr), H: Histidin (His), C: Sistein (Cys), T: Treonin (Thr).
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Calismaya dahil edilen 44 direncli izolatin birinde (%2.3) embA gen bolgesinde EMB di-
renci ile iliskili olabilecek mutasyon saptanirken, kalan 43 (%97.7)'inde mutasyon saptan-
mamistir. Bu mutasyonun embA gen bdlgesinde sik karsilasilan 330. kodonda CTG—>TTG
(L330L) sessiz (nonsinonim) mutasyonu oldugu gorilmistir (Tablo 11I). EMB duyarli 20
izolatin birinde (%5) ise 180. kodonda GGA—GGC (E180G) mutasyonu saptanmustir.

embC gen bolgesinde ise EMB direncli 44 izolatin ikisinde (%4.5) EMB direnci ile iligkili
mutasyon saptanirken, kalan 42 izolatta (%95.5) ise herhangi bir mutasyon saptanmamis-
tir. Direng saptanan izolatlarin birinde 270. kodonda ACC—ATC (T270l)'ye doniisim sek-
linde mutasyon saptanirken, digerinde hem 270. kodonda ACC—ATC (T270l) mutasyonu
hem de 305. kodonda GAG—GAA (E305E) sessiz mutasyonu saptanmistir (Tablo IIl). Fe-
notipik olarak EMB duyarli izolatlarda ise embC gen bolgesinde mutasyon saptanmamistir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin direng paternlerine gére ise, CID izolatlarin %93
(26/28)'tinde embB gen bolgesinde mutasyon saptandigi gortulmustir. EMB, INH, RIF ve
SM'’ye direncli 27 izolatin ikisinin; EMB direnci ile birlikte SM direncine sahip bes izolatin
dordunin; EMB ve INH direncine sahip alti izolatin dordiiniin ve sadece EMB direncli
olan dort izolatin Gglinin embCAB mutasyonu tagimadigi gordlmdustir (Tablo V).

Tablo V. EMB’ye Direncli izolatlarda embB, embA ve embC’deki Mutasyonlar
izolat Niikleotit ve Aminoasit Degisimi

Direnc¢ Paterni Sayisi embB embA embC

17 M306V (ATG—GTG) Sokak tipi Sokak tipi

2 M3061 (ATG—ATC) Sokak tipi Sokak tipi

1 M306I1 (ATG—ATT) Sokak tipi Sokak tipi

1 M3061 (ATG—ATA) Sokak tipi Sokak tipi
EMB+SM+INH+RIF

1 Y334H (TAC—»CAC) Sokak tipi Sokak tipi

2 D354A (GAC—GCC) Sokak tipi Sokak tipi

1 G406C (GGC—TGC) Sokak tipi Sokak tipi

2 Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi
EMB+INH+RIF 1 M306I1 (ATG—ATA) Sokak tipi Sokak tipi
EMB+SM+INH 1 Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi

4 Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi
EMB+SM 1 Sokak tipi Sokak tipi T2701 (ACC—ATC)

E305E (GAG—GAA)

1 E378A (GAG—-GCG) L330L (CTG—HTTG) T2701 (ACC—ATC)
EMB+INH 1 E521A (GAG—GCG) Sokak tipi Sokak tipi

4 Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi
EMB 1 M4231 (ATG—ATA) Sokak tipi Sokak tipi

3 Sokak tipi Sokak tipi Sokak tipi
*EMB: Etambutol, SM: Sﬁreptomisin, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, M: Metiyonin (Met), V: Valin (Val), D: Aspartat
(Asp), A: Alanin (Ala), I: 1zolosin (lle), L:Losin (Leu), E: Glutamat (Glu), Y: Tirozin (Tyr), H: Histidin (His), C: Sistein
(Cys), T: Treonin (Thr).
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TARTISMA

EMB, birinci secenek anti-TB tedavi rejiminin énemli bir bilesenidir ve ayrica duyar-
lihgr gosterilebildiginde cok ilaca direncli TB (CID-TB) icin ikinci secenek rejimlere dahil
edilen 6nemli bir ilactir?>, EMB direnci ile ilgili geleneksel gériisler EMB mutasyonlarinin
ilag-protein etkilesimini degistirmesi sonucu direnc gelistigine odaklanmistir'*. MTC’de
EMB'ye direng siklikla embCAB operonunda meydana gelen mutasyonlarla iligkilendiril-
mistir’*. embB geninin 298-318 kodonlarini kapsayan ve EMB direng belirleme bdlgesi
olarak adlandirilan bu bolgedeki mutasyonlar, EMB’ye direncli izolatlarda yaygin olarak
gbzlenmektedir?. Direncin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, tedavi kararlarini ko-
laylastirabilecek ve alternatif tedavi stratejilerine yonelik yaklasimlarin olusturulmasini
saglayacak hizl molekiiler tani testleri gelistirmek icin oldukca 6nemlidir?®.

Dinyanin farkli bolgelerinde yapilan calismalarda, EMB’ye direngli klinik MTC
izolatlarinin yaklasik %37-90'ninin embB gen bolgesinde mutasyon tasidigi gosterilm-
istir®6:11:2027.28 (jlkemizde Saglam tarafindan yapilan tez calismasinda®® direncli izolat-
larda bu oran %66.6 (14/21) olarak bildirilmistir. Calismamizda da EMB direncli izolat-
larin %66 (29/44)'sinda embB gen bolgesinde mutasyon saptanmustir.

En sik mutasyon orani embB geni 306. kodonda gézlenmekte olup; bu glicli korelas-
yon nedeniyle, embB geni 306. kodondaki mutasyonlar, EMB direncinin hizl tespiti icin
bir belirtec olarak dnerilmistir'®. Yapilan calismalarda embB geni 306. kodondaki mutas-
yon orani, Kuveyt'te3® %100 (15/15), Almanya’da®> %98.5 (68/69), Cin'de®'* %89.7
(25/39) ile %68 (63/93), Polonya’da* %69.2 (9/13), Giircistan’da®’ %68.5 (85/124),
Giiney Kore’de?® %67.9 (57/84), Lizbon’da?* %55 (33/60), Hindistan’da' %44 (17/39)
ve iran’da32 %20 (1/10) olarak bildirilmistir. Gériildiigii gibi embB geni 306. kodon mu-
tasyonlarinin diinyanin bircok cografi bolgesinden farkli oranlarda bildirilmistir. Yaptigi-
miz calismada da fenotipik olarak EMB direncli MTC izolatlarinda mutasyonlarin %76
(22/29)'sinin literatiirde bildirilen calismalarla uyumlu olarak en sik 306. kodonda oldugu
tespit edildi. Sonuclarimiz, embB geni 306. kodon mutasyonlarinin EMB direncini tahmin
etmek icin yararli bir molekdler belirtec olabilecegi sonucunu dogrulamaktadir.

Literaturde yer alan calismalarda, embB geni 306. kodonda meydana gelen 6zgil
ve sessiz mutasyonlarin en fazla ATG (Met)'den GTG (Val) ile ATA (lle), ATC (lle) ve ATT
(lle)'ye degisim ile sonuglanan sessiz mutasyon seklinde oldugu bildirilmis ve ATG’den
GTG'ye degisim oranlarinin %41-66%5142527,283031 ' ATA'ya 9612.8-3346/14.25,27,28,30,31
ATC'ye %1-18%14252831 ye ATT'ye %1.8-5.85142528 graninda oldugu bildirilmistir. Calis-
mamizda bu verilerle uyumlu olarak embB 306. kodonda meydana gelen mutasyonlarin
en sik ATG’den GTG (%58.6)'ye olmak Uzere, sirasiyla ATA (%6.9), ATC (%6.9) ve ATT
(%3.4) seklinde oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde Saglam?® tarafindan sadece 306. ko-
don ATG—GTG mutasyonu %28.6 (4/14) oraninda bildirilmistir. Ulkemizde Yazisiz ve
arkadaslarinin daha fazla sayida izolat tizerinde yaptiklar bir calismada®?, sinirl sayida
mutasyonu hedefleyen ters hibridizasyona dayali line prob molekiiler yontemi ile 306.
kodon Met—Val mutasyon orani %78.7 (59/75) ve Met—lle %13.3 olarak bildirilmistir.
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Bu calismada, genom dlzeyinde mutasyonlar gosterilmedigi icin 6zgul nikleotit degi-
siklikleri belirtiimese de calisma ile yakin mutasyon oranlari elde edilmistir. Diger yandan
306. kodonda rastlanilan diger mutasyonlar ise ATG—>CTG (%3.5-12.6)!427:283031 ye
TTG (%3.2 ve %6)'*3! olarak bildirilmistir.

embB gen bolgesinde direncle iliskili sik rastlanan 306. kodon mutasyonlarindan son-
ra en sik 406. kodon (%7-23.5)*61427.2834 497 kodon (%3-14)'4?834 354 kodon
(%3.6-7.2)'427:28 ye 328. kodonda (%0.8 ve %3.3)*?” mutasyon saptandigi bildirilmis-
tir. Yapilan iki calismada 354. kodon (%7.2)?” ve 296. kodonda (%2.5 ve %4.2)%34 nis-
peten yiiksek oranda mutasyon saptandigi bildirilmistir. Calismamizda ise 306. kodon
disinda 354 (n= 2, %6.9), 334 (n=1, %3.4), 378 (n=1, %3.4), 406 (n=1, %3.4), 423
(n=1, %3.4) ve 521. kodonda (n= 1, %3.4) direncle iliskili mutasyonlar gértlmustar
(Tablo V). Calismamizda 521. kodonda (GAG—GCG) saptanan mutasyonun ise daha
once yapilan calismalarda bildirilmedigi goriilmistir ve ilk kez caismamizda yeni mu-
tasyon olarak saptanmistir. Diger yandan embB 406. ve 497. kodonlarda goriilen bazi
mutasyonlarin yiiksek diizey EMB direnci ve genis anti-TB ila¢ direnci spektrumlarini gos-
terdigi bildirilmis olup'®, embB gen bélgesinde saptanan bu diger mutasyonlarin direnc
spektrumlari ile birlikte g6z 6niinde bulundurulmasi faydali olabilir.

embA ve embC gen bolgelerindeki mutasyonlari arastiran nispeten sinirli sayida calis-
maya rastlaniimis olup, embB mutasyonlarina gore daha az siklikta saptandigi bildirilmis-
tir. Yapilan calismalarda fenotipik olarak EMB direncli MTC izolatlarinda embC gen bol-
gesi mutasyonlarinin cografi olarak degiskenlik gosterdigi gorilmustir. embC gen bolge-
sinde mutasyon Kuveyt'te3> %0 (0/50), Cin’de'* %2.8 [3/109, 305. kodon (GAG—GAA,
2 izolat; GAG—GAC)], iran’da2 %10 [1/10, 270. kodon (ACC—ATC)] ve Hindistan’da3®
%13 [3/23, 270. kodon (ACC—ATC)] oraninda bildirilmistir. Yine Hindistan’da Sri-
vastava ve arkadaslar®” tarafindan yapilan bir calismada EMB direncli izolatlarin %32
(14/44)’sinde embC gen bolgesinde 270. kodon (ACC—ATC) ve %25 (11/44)’inde 297.
kodon (ATT->ACC/CTG)'da oldukca yiiksek oranda mutasyon saptandigi bildirilmistir.
Yaptigimiz bu ¢alismada fenotipik olarak EMB direncli izolatlarin %4.5 (2/44)'inde embC
gen bolgesinde mutasyon saptanmis olup, diren¢ saptanan izolatlarin birinin diger ca-
ismalarda da agirlikli olarak bildirilen 270. kodonda ACC—ATC mutasyonu ve digerinin
ise 270. kodonda ACC—ATC ile 305. kodonda GAG—GAA (E305E) sessiz mutasyonu ile
sonuglanan ikili mutasyon tasidigi saptanmistir (Tablo 11I).

embA gen bdlgesi mutasyonlari ise fenotipik olarak EMB direncli MTC izolatlarin-
da; Kuveyt®® ile Hindistan’da®® %0 (0/50 ve 0/23) ve Cin’de'* %3.7 [4/109, 125. ko-
don (GTG—GGG), 343. kodon (GTG—TTG), 105. kodon (CTG—GTG), 380. kodon
(CTG—CCT)] oraninda bildirilmistir. Bu calismada da fenotipik olarak EMB direncli MTC
izolatlarinin %2.3 (1/44)’inde embA gen bolgesinde 330. kodonda CTG—TTG (L330L)
sessiz mutasyonu tasidigi saptanmistir. Bu sonuclara gére EMB direncli MTC izolatlarinin
embA gen bolgesi mutasyonlarini embC’ye gore daha az siklikta tasidigi gérilmektedir.
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Diinyanin cesitli yerlerinde giderek artan sayida gézlemlenen ilaca direncli ve CiD-TB
suslari, TB eradikasyon programlarinin ilerlemesini engelleyen kiresel bir saglk sorunu-
dur'3. Bu sebeple M.tuberculosis'in CID ve yaygin ilaca direngli suslarinin hizli ve giivenilir
bir sekilde saptanmasi icin yeni araglara acilen ihtiya¢ duyulmaktadir®®. Onceki calisma-
lar, EMB direnci ve 6zellikle embB 306. kodon mutasyonunun INH veya RIF direnci veya
CiD-TB gelisimi arasinda giiclii bir iliski oldugunu géstermistir2%3940, Yapilan calismalar
CiD ancak EMB duyarli izolatlara gére EMB direncli CiD suslarda daha yiiksek oranda
embB 306. kodonda mutasyon saptandigini bildirmis olup, EMB direncli CiD suslarda bu
oran %35.3-86.9 arasinda degismektedir'33840-42 yaptigimiz calismada ise EMB direncli
izolatlarin %64 (28/44)'ti CID olarak belirlenmis olup, CiD izolatlarin %93 (26/28)'iinde
oldukca yuksek oranda embB gen bolgesinde ve %75 (21/28)'inde embB 306. kodon-
da mutasyon saptanmustir. Calismada literatiirde bildirilen verilerle uyumlu olarak CiD
izolatlarda EMB direncinden sorumlu embB geni mutasyonlarinin daha sik gorildigi
tespit edilmis olup, sonuclar CiD-TB’un hizli tespiti icin embB geni ve 306. kodon mutas-
yonlarinin kullanilmasinin potansiyel bir rolii oldugunu gostermektedir. Gortldigui gibi
embB 306. kodondaki mutasyonlarin tanimlanmasi, EMB diren¢ mekanizmalarinin daha
iyi anlasilmasina katkida bulunacak ve bu mutasyonun CiD-TB icin potansiyel éngériicii
degerinin degerlendirilmesine yardimci olacaktir.

Calismada, fenotipik olarak EMB direncli izolatlarin blyuk bir bolimiinde, ilag direnci
ile iliskili genlerin farkh kodonlarinda ¢ok sayida mutasyon tasidigi gosterilmis olsa da fe-
notipik olarak EMB direnci saptanan izolatlarin %31.8’inde calisilan embCAB bolgelerinde
herhangi bir mutasyon saptanmadi. Fenotipik ve genotipik ilag duyarlihgi arasindaki bu
farkhihgin birden fazla sebebi olabilir. Bunlar; bakteri popiilasyonun heterorezistan izolat-
lari icermesi, EMB’nin inkibasyon kosullarinda stabilitesinin bozulmasi, mevcut gelenek-
sel fenotipik ilag duyarlilik testinin uygulamadaki kisithliklan?® ve bu operon disinda embR,
ubiA ve iniA gibi diger genlerde baska mutasyonlarin veya baska mekanizmalarin dahil
olabilmesidir®'*. Bu durum EMB'ye karsi direncin éngériilmesi icin molekiiler bir biyo-
belirtec olarak embB 306. kodon mutasyonlarinin kullaniimasini sinirlamakta ve EMB'ye
direncli izolatlarin daha ileri molekiiler karakterizasyonunun énemini géstermektedir®.
Bu nedenle, bu tir mutasyonlarin tanimlanmasina dayanan molekiler analiz yararhdir,
ancak tim ilag direncli olgular tahmin etmek icin tam olarak yeterli degildir. Bu sonuglara
dayanarak, molekiiler olarak ila¢ direncinin saptanmasi, geleneksel kiiltiire dayali yon-
temlere ek olarak kullanilabilir. Diger yandan, mutasyon saptanmayan fenotipik olarak
EMB direnci bulunan klinik MTC izolatlarinda embCAB operonu disinda farkli gen bolge-
lerinde olasi diren¢ mekanizmalarini arastiran daha ileri calismalara ihtiyag vardir.

embB geni 306. kodon mutasyonlari, klinik MTC izolatlarinda EMB direncini saptamak
icin potansiyel biyobelirte¢ olarak degerlendirilse de yakin zamanlarda, fenotipik olarak
EMB duyarli izolatlarda da embB gen bolgesi 306. kodonda %2-31.2 oraninda direnc ile
iliskilendirilmis mutasyonlar gériildigi rapor edilmistir'#2%27:3043 Calismamizda duyarli
izolatlarda embB gen bdlgesinde mutasyon saptanmadi. Benzer sonuglar Almanya ve
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Hindistan’da yapilan calismalarda bildirilmistir?>3'. Bu bulgular, direncli izolatlarda embB
gen bolgesi 6zellikle 306. kodonda meydana gelen mutasyonlarin EMB direnci ile iligkili
olabilecegini gostermektedir. Diger yandan Park ve arkadaslari tarafindan yapilan cals-
mada?®, duyarli MTC izolatlarinin iki tanesinde embB geni 360. kodon ve 459. kodonda
mutasyon bildirmistir. Calismamizda duyarli izolatlarda embC gen bolgesinde de mu-
tasyon saptanmamistir. Bu bulgular 1siginda direncli bir izolatta saptadigimiz embC gen
bolgesi 270. kodonda meydana gelen mutasyon EMB direnci ile iliskilendirilebilir. Diger
yandan calismamizda duyarli bir izolatin embA gen bolgesi 180. kodonda (GGA—GGC)
mutasyon tasidi§i saptanmistir. Khosravi ve arkadaslari tarafindan iran’da yapilan bir
calismada®? da EMB duyarl bir izolatta embA gen bélgesi 330. kodonda (CTG—TTG,
Leu—Leu) sessiz mutasyon saptandigi bildirilmistir. Bu sonuclar embA gen bdlgesinde
meydana gelen mutasyonlarin EMB direnci ile iliskili olmayabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, bu calisma tilkemizde embCAB operonu mutasyonlarinin arastirildigr ilk
calismadir. Fenotipik olarak EMB direncli MTC izolatlarinin %68.2'sinde bu operondaki
embA, embB ve embC gen bolgelerinin lglinde de mutasyon saptanmistir. Mutasyonlarin
EMB direncli izolatlarin %66'sinda embB gen bolgesinde bulundugu ve en sik karsilasilan
mutasyon olan embB geni 306. kodon mutasyonu %76 oraninda gosterilmis olup, bu
sonuglar calisma popllasyonunda embB geni 306. kodon mutasyonlari ile EMB direnci
arasinda olduk¢a 6nemli bir iliski oldugunu gostermektedir. Calismamizdan elde edilen
sonuglar embB 306. kodon mutasyonlarinin EMB direncinin izlenmesinde 6nemli bir mo-
lekiler belirtec olarak kullanilabilecedi hipotezini desteklemektedir. Ancak mutasyonlarin
olmamasinin fenotipik EMB direncini dislamayacagi sonucuna variimistir. Elde edilen ve-
riler Glkemizde EMB direncine neden olan embCAB operonu mutasyonlarinin molekuler
epidemiyolojisinin aydinlatiimasina isik tutacaktir.
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