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Antimikrobiyel Direncin Genetik Metotlar ile Saptanmasi
Alper GiFTCI'

Ozet: Son yillarda antimikrobiyel ilaglarin bilingsiz kullanimi sonucunda antimikrobiyel
ilaglara karsi direng gelismistir. Bu direncin konvansiyonel metotlar ile saptanmasi her
zaman kolay ve mumkun degildir. Bu nedenle antimikrobiyel direncin saptanmasi igin
genetik metotlar geligtiriimigtir. Bunlardan bir ¢ogu da klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda su anda kullaniimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyel Direng, Genetik Metotlar

Antimikrobiyel Direncin Saptanmasinda Kullanilan Genetik Metotlar

Antimikrobiyel ilaglara kargi direncin saptanmasi igin gelistirilen genetik metotlarin iki
ana hedefi vardir: dirence neden olan gen ya da genlerde meydana gelen ve
antimikrobiyel dirence neden olan mutasyondur. Bir bakteride bulunan bir gen direkt
olarak dirence neden olabilir ve bakteride o genin var olmasi demek, bakterinin belirli bir
antibiyotige kargi direngli olmasi demektir. Bu durumda bu genin varliginin saptanmasi
ile direncli oldugu antibiyotik anlasilabilir. Diger taraftan bir bakteri normal olarak bir
antibiyotige karsi duyarli iken bu bakterinin belirli bir geninde meydana gelen mutasyon,
dirence neden olabilir. Bu durumda da o gende meydana gelen mutasyonun saptanmasi
ile direngli oldugu antibiyotik anlasilabilir.

1.Branched DNA (bDNA) Analizi

bDNA analizi; hedef nukleik asitin PCR ile amplifikasyonuna gerek duyulmaksizin
yapilabilen  bir sinyal amplifikasyon metodudur. Kemiluminesans sinyalin
amplifikasyonunu temel almaktadir. Ticari olarak Chiron Diagnostics( Norwood, Mass.)
tarafindan Uretilmektedir. Bu analiz ile Stafilokok iceren kultlrlerden direkt olarak mecA
geni saptanabildigi gibi, HIV ve HCV’nin kandaki seviyeleri de belirlenebilir. Bu metot
hedef molekllin degil, sinyal molekulinin ¢odaltiimasi esasina dayanmaktadir.
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Analiz 96’lik ticari mikropleytlerde yapilmaktadir. Bakteri hucrelerinin DNA’sI, bakteri
hiicre duvarinin 120 °C 'de alkalin ile pargalanmasi sureti ile serbest birakilmaktadir.
Serbest hale gecen DNA, hedef problara hibridize olmaktadir. Hibridize olan DNA,
mikroplate ylUzeyindeki problar tarafindan yakalanmaktadir. Sinyal amplifikasyonu
amaciyla, ortama bDNA molekiilleri eklenir. bDNA molekdlleri ortamdaki hedef problara
baglanir. Enzim ile isaretli problar eklenir ve bunlar da bDNA molekullerine baglanir.
Olusan bilesigin isaretlenmesi amaciyla kemiluminesans substrat (dioxetone) eklenir.
Kemiluminesans  sonucu olusan 1sigin siddetinin dlgulmesi ile analiz sonucu
degerlendirilir (1).

mecA geni saptanmasi i¢cin yapilan bDNA analizi, PCR kadar dodru sonug¢ vermektedir
ve iki test birlikte degerlendirildigi zaman dogruluk orani %100 olmaktadir. bDNA
analizi, PCR amplifikasyonuna ihtiyag duymamasi ile diger analizlerden ayrilir. En
onemli avantaji, DNA ekstraksiyonuna gerek kalmaksizin, kanl agarda uretilip sivi besi
yerine gegilen mikroorganizmalara direkt olarak uygulanmasidir (1).

2. PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Analizi

Spesifik bir restriksiyon enzimi(RE) tarafindan olusturulan fragment dizilerindeki
varyasyonlara RFLP denir. Bu dizilerdeki varyasyonlarin saptanmasi amaciyla yapilan
analize de RFLP Analizi denir. Restriksiyon enzimleri; DNA sekanslarindaki silinme ya
da araya girmeler ve restriksiyon enzimlerinin kestigi bolgelerdeki baz yer degisimleri
gibi yeniden sekans duzenlemelerine yol agarak, RFLP olugturur.

RFLP analizi icin ilk olarak bakterinin Uretilmesi gereklidir. Uretilen bakterinin DNA’s|
izole edildikten sonra saflastinlir. Saflastirilan DNA; bir ya da daha fazla restriksiyon
enzimi ile ayri ayri veya birlikte, uygun sartlar ile muamele edilerek, kesilir. Olusan
restriksiyon fragmentleri agaroz jelde, elektroforeze tabi tutulur. Ayrilmis fragmentler de
ethidium bromit ile boyanir. Sonugta olugan bantlara bakilarak degerlendirme yapilir.

Son yillarda vankomisin direncini kodlayan genin saptanmasi amaciyla RFLP analizi
yapilmaktadir (2). Mycobacterium tuberculosis’in izoniaside karsi olan direnci, katalaz
peroksidaz (katG) geninde meydana gelen nokta mutasyonu sonucu olugsmaktadir (3).
katG’nin belli bolgelerindeki spesifik DNA sekansinin saptanmasi RFLP analizi ile
mumkun olmaktadir.

3. PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) Analizi
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PCR-SSCP teknigi ilk olarak, insanlarda fenil ketonuri ve kistik fibrosis gibi herediter
bozukluklara neden olan genlerdeki single nukleotit  dizisinin saptanmasi igin
geligtiriimigtir. Enterobakterlerde  SHV- type extended- [ laktamaz spektrumunu
kodlayan genlerdeki mutasyonun identifikasyonu ve M. tuberculosis’'teki izoniasid,
rifampin, ethambutol ve florokinolon direncine neden olan genlerdeki mutasyonlarin
saptanmasi amaciyla da yapilmaktadir.

SSCP teknigi ile mutasyona ugramis tek iplikcikli DNA’lar ile mutasyona ugramamis
DNA, poliakrilamid jelde ayirt edilir. Hedef niukleik asit PCR ile amplifiye edildikten sonra,
tek iplikcikli olacak sekilde denature edilir. Denature Urlnler, poliakrilamid jelde
elektroforeze tabi tutulur.  Elektroforezde kullanilan jel, mutasyon saptamak icin
kullanilan 6zel bir jeldir ve MDE ( mutation detection enhancement ) olarak
adlandiriimaktadir (4).

insanlarda faktér IX genini saptamak amaciyla SSCP teknigine benzer bir hibrit teknigi
olan Dideoxy Fingerprinting (ddF) analizi geligtiriimistir. ddF tekniginin prensibi, her
mutasyon igin karakteristik fingerprint olusturmak sureti ile mutasyonlari saptamaktir.
Ozellikle nokta mutasyonlarinin saptanmasi igin glvenilir bir testtir (5,6). SSCP
tekniginden farki, cycle-sekanslama reaksiyonu icermesi ve dideoxy-chain terminated
aranlerin olugsturmasidir.

Felmlee ve ark. (4); ddF teknigini M. tuberculosis’in klinik izolatlarinda rifampin direncine
neden olan mutasyonlari saptamak icin kullanmaktadirlar.

4. PCR-Cleavase Fragment Length Polymorphism (CFLP) Analizi

PCR-CFLP, yeni gelistiriimekte olan bir DNA dizisi tarama metodudur. Bu analiz; degisik
DNA dizilerinin ayirt edilmesini saglayan, yapisal fingerprint ile sonuglanir (7). Analizde
Cleavase | denilen ve DNA'yl baz dizisine gore degil, yapisina gére ayiran bir enzim
kullaniimaktadir (8). Ornekler PCR ile amplifiye edildikten sonra, hizla sodutulur. Toka
benzeri yapida DNA fragmenti olusur. Toka benzeri yapi, cleavase | enzimi eklemek
suretiyle kesilir. Bu enzim; toka benzeri yapidaki tek iplikcik ile kopyalanmis bdlge
arasindaki birlesme bélgesini tanir ve bu birlesme bolgesini keser. Ornekler jel
elektroforezde kosturulur. Jelde olusan bant farkliliklarina goére, mutasyonlar identifiye
edilebilir. Jel elektroforezde, farkh mutasyonlar ya da farkli genom yapisindaki érnekler,
degisik bolgelerde bant olusumuna yol agar.

PCR-CFLP metodu, katG ve rpoB genlerindeki mutasyonlarin saptanmasi ve HCV’nin
genotiplendiriimesi amaciyla kullaniimaktadir (7,8,9).

Bu analizin kullanim alanlar sinirlidir. HCV genotiplendiriimesi amaciyla ticari Kkitleri
mevcuttur (Roche Molecular Systems) (7).
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5. PCR-Molektuler Beacon Sekans Analizi

Piatek ve ark. (10); M. tuberculosis’teki rifampin direnci ile iligkili rpoB genindeki
mutasyonun saptanmasi amaciyla molekller beacon sekans analizini gelistirmislerdir.
Ayrica M. tuberculosis’te izoniasid direncine neden olan gendeki mutasyonun
saptanmasi igin de kullaniimaktadir.

Molekuler beacon, homojen solusyonlarda spesifik nukleik asit varligini gdsteren
florojenik oligonukleotit problardir (11). Bunlar, toka benzeri yapida molekullerdir
Molekulin halka yapisi, hedef nikleik asit molekllinin prob sekansini tamamlayacak
sekilde duzenlenmistir. Prob sekansinin sonuna yerlesmis olan  tamamlayici kol
sekansinin birlesmesi ile stem yapisi olusur. Floresan 1s1g1 verme yeteneginde olan
yarim parga kolun bir tarafina, sondurulmis olan diger par¢ca da kolun diger tarafina
yerlesir. Stem yapisi bu iki ucun birbiri ile iliskisini dnler. Dolayisi ile floresan isik veren
yarimdaki enerjinin aktariimasi yani 1s1gin sonmesi engellenir. Sonduridlmus yarim,
nonfloresan yapida oldudu igin enerijisini i1si1 olarak agiga ¢ikarir (10,11,12).

6. PCR-Line Probe Assay (LiPA)

PCR-LiPA, kati fazda reverse hibridizasyon prensibine dayanir. Hedef nukleik asit iceren
DNA , biotin ile isaretli primerler ile amplifiye edilirler. PCR UrUnleri, nitroselliloz
banttaki yakalayici problara hibridize edilir. Alkalin fosfataz-streptavidin kompleksi iceren
konjugat eklenir. Konjugat, bir 6nceki adimda olusan komplekse baglanir. 5-bromo-4-
chromo-3-indolfosfat(BCIP) ve Nitro Blue Tetrazolium (NBT) iceren kromojenik substrat
eklenir. Substratin, konjugata baglanmasi ile alkalin fosfataz enzimi aktivasyonu
sonucunda nitroselliloz bant Uzerinde kromojenik bant olusur. Nitroselliloz bant
uzerindeki kromojenik bant olusumu, direngli etken varligini gésterir (13).

PCR-LiPA; M. tuberculosis’te rifampin direncine neden olan rpoB genindeki mutasyonun
hizli bir sekilde saptanmasi igin kullaniimaktadir. Bu amagla ticari kitler (INNO-LiPA
Rif. TB; Innogenetics, N.V.Zwijnaarde, Belgium) mevcuttur (14).

HIV’in reverse transkriptase genindeki mutasyonun saptanmasi i¢in de kullaniimaktadir
(15).

7. PCR-RNA/RNA Duplex RNase Cleavage Analizi

PCR-RNA/RNA duplex RNase cleavage analizi M. avium kompleksinde macrolid
direncine neden olan 23S rRNA genindeki mutasyonun saptanmasi amaciyla
kullaniimaktadir (16).
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PCR-RNA/RNA duplex RNase cleavage analizi, RNase 1 ve RNase T1 enzimleri ile
birbirine uymayan kisimlarin ayrilmasi esasina dayanir. Zit fazdaki RNase polimeraz
promotorlarini (T7/T7 ve T7/Sp6) iceren primerler ile olusturulan PCR urlnleri, RNA'ya
kopyalanir. Hibridizasyon asamasini takiben, birbirine uymayan RNA/kopya RNA
arinleri RNase tarafindan birbirinden ayrilir. Test edilen 6rneklerdeki mutasyon
sonucunda olusan birbirine uymayan kisimlar, mutasyona ugramamis orneklerinkiler ile
karsilastirilir. Urinler jel elektroforezde kosturulduktan sonra ethidium bromit ile boyanir.
Olusan bantlara gore, mutasyonun identifikasyonu yapilir (17).

PCR-RNA/RNA duplex RNase cleavage analizi igin ticari kitler (Mutation Screener;
Ambion,Inc.,Austin,Tex. ) mevcuttur (16).

8. Silikon Mikrogiplerde DNA Oligontukleotit Dizileri

Geligen yeni teknoloji, DNA prob sentezlerinin direkt olarak silikon mikrogiplerde
yapilmasini mimkun hale getirmistir. Glinumuzde 50.000’in Gzerinde oligonukleotit prob,
direkt olarak bu ciplerde sentezlenmektedir.

HIV'de antivirallere karsi dirence yol agan mutasyonun saptanmasi i¢in bu metot
kullaniimaktadir. HIV RNA’sindan reverse transkripsiyon ile cDNA elde edilir. cDNA dan
transkripsiyon ile biotin ile isaretlenmis RNA elde edilir. isaretli RNA molekiilleri direkt
olarak silikon mikrogiplerde sentezlenen komplementer problara hibridize edilir. Son
olarak bu hibridizasyon dizisinde, pozitif hibridizasyon sinyallerinin neden oldugu 1si1k
taranir.

Antimikrobiyel dirence neden olan mutasyonun ya da direng geninin hizli bir sekilde
saptanmasi icin, matriks hibridizasyon teknikleri geligtirilmistir. Egder spesifik bir
mikroorganizmada meydana gelen antimikrobiyel diren¢ birden fazla gene ya da
mutasyona dayaniyor ise bu teknigin kullaniimasi 6ngorulmektedir. M. tuberculosis’te
izoniasid direnci veya HIV'de reverse transkriptaz ya da proteaz inhibitérlerine karsi
olusan direng, bu teknikle kolaylikla saptanabilir(17).

9. Otomatik DNA Sekans Analizi

Bakteriyel suslarin genomik DNA sekanslarinin belirlenmesi icin yapilan bir testtir. PCR
ile amplifiye edilmis DNA fragmentlerinin sekanslarinin direkt olarak belirlenmesi igin
floresan boya ile isaretli terminatorleri iceren otomatik DNA sekanslama proseduri
uygulanmaktadir. Bu yontem ile 300-500bp’lik DNA fragmentleri 24 saat iginde
belirlenebilir.

Amplifikasyon sonucunda elde edilen urunlerinin identifikasyonunda, DNA sekanslama
prosedurua “altin standart” olarak kabul edilmektedir (18). Prosedurin otomatizasyonu,
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testin kullanimini daha cazip hale getirmistir. Teknik daha hizlanmig ve maliyet
azalmigtir. Son asamada uygulanan elektroforez de kismen otomatize edilmigtir.

Musser ve ark. (18); yaptiklar bir cok ¢calismada M. tuberculosis’teki gesitli ilaglara karsi
olusan dirence neden olan mutasyonun saptanmasi i¢cin DNA sekans analizini ana
metot olarak kullanmiglardir.

Bu metodun, c¢ogu Klinik laboratuvara adaptasyonu zordur. Analizin maliyeti
laboratuvarlara goére farklilik géstermektedir. Fakat 6rnek basina ortalama maliyet 10$
civarindadir. Ayrica elektroforez ekipmanlari ve otomatik DNA sekanser ( Model 373A ;
applied Biosystems, Inco., Foster City, California) gerekmektedir (19).
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