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OZET

Direncli Mycobacterium tuberculosis kompleksi klinik izolatlarinin hizli tespiti, erken ve uygun tedavi-
nin planlanmasinda en énemli basamaktir. Genotype MTBDR (Hain Lifescience, Nehren, Almanya), kli-
nik izolatlarda rpoB ve katG gen mutasyonlarinin hizl tespiti icin tasarlanan ve ticari olarak temin edilen
bir DNA strip testidir. Bu calismada, fenotipik ilag duyarlilik testi ile izoniazid (INH) direnci saptanan 15,
rifampisin (RIF) direnci saptanan bir ve INH + RIF direnci saptanan 10 olmak Uzere toplam 26 M.tuber-
culosis kompleksi klinik izolatinin INH ve RIF direnci ile iligkili mutasyon tiplerinin Genotype MTBDR (G-
MTBDR) testi ile belirlenmesi ve testin tanisal performansinin karsilastirlmasi amaclanmistir. Calismada,
25 INH direngli izolatin 16 (%64)'si ve 11 RIF direncli izolatin 9 (%81.8)'u G-MTBDR testi ile mutasyon
probunda hibridizasyonun varligi ile veya en az bir “wild” tip probunda hibridizasyonun goézlenmemesi
ile dogru olarak tespit edilmistir. RIF'a direncli olarak belirlenen izolatlarin sadece 5’inde mutasyon pro-
bunda hibridizasyon g6zlenmistir. Bu izolatlarin 4 (%36.3) tanesinde rpoB MUT3 (S531L, Ser - Leu) mu-
tasyonu, 1 (%9.1) tanesinde ise rpoB MUT1 (D516V) mutasyonu saptanmistir. INH’ye direngli olarak be-
lirlenen 16 izolatin sadece 14 (%56)'(inde katG mutasyon probunda katG T1 (S315T1) hibridizasyon pa-
terni gozlenmistir. Calismada, G-MTBDR testi ile RIF‘a direngli olarak belirlenemeyen 2 (%18.2) izolattan
birinde DNA dizi analizi ile kodon 531’de (TCG - GCG), digerinde ise muhtemelen direncle iliskili olma-
yan kodon 545'te (CTG - ATG) mutasyon oldugu belirlenmistir. Yine INH direnci belirlenemeyen 8 (%32)
izolatin 4’inde DNA dizi analizi ile mutasyonlarin en yaygin gozlendigi alanin disinda birbirinden farkl
mutasyon paternlerine sahip olduklari gosterilmistir. Bunlar bir izolatta katG geninde kodon 293'te
(GCT - ACT), bir izolatta ikili mutasyon seklinde katG geninde kodon 279’da (GGC - ACC) ve inhA gen
bélgesinde 15. C T seklinde, bir izolatta inhA gen bélgesinde 15. C T seklinde ve bir izolatta katG ge-
ninde kodon 279'da (GGC - ACC) seklindedir. Calismamizda DNA membran strip testinin, direncli M.tu-
berculosis kompleksi klinik izolatlarinda en yaygin gorilen mutasyonlarin hizli tespitinde faydali olabile-
cegi ve uygun tedaviye baslamada zaman kazandiracag kanisina varilmistir. Ancak bu testin sik gortilme-
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yen mutasyonlari belirlemedeki kisitliigindan dolayr rutin klinik laboratuvarlarda geleneksel duyarhlik
testleri ile beraber kullanilmasi gerekmektedir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis, genotype MTBDR testi, direng, rifampisin, izoniazid.

ABSTRACT

Rapid identification of resistant Mycobacterium tuberculosis complex isolates is quite important for the
establishment of early and appropriate therapy. The Genotype MTBDR (Hain Lifescience, Nehren, Ger-
many) is a commercially available DNA strip assay designed for the rapid detection of rpoB and katG ge-
ne mutations in clinical isolates. This study was conducted to determine the mutation types of phenoty-
pically drug resistant 26 M.tuberculosis complex clinical isolates [15 isoniazid (INH), 1 rifampin (RMP)
and 10 INH and RMP resistant] by Genotype MTBDR (G-MTBDR) DNA strip assay and to compare the
diagnostic performance of this test. Sixteen of 25 (64%) INH-resistant and 9 of 11 (81.8%) RMP-resis-
tant clinical isolates were correctly identified with the presence of hybridization in mutation probe or lack
of hybridization at least by one of the wild type probes, by G-MTBDR assay. Hybridization with mutati-
on probes was detected in only 5 of the RMP resistant isolates. We observed rpoB MUT3 (S531L,
Ser — Leu) mutation in 4 and rpoB MUT1 (D516V) in one of these isolates. In 56% (14/25) of the INH-
resistant isolates, katG T1 (S315T1) hybridization pattern was observed at katG mutation probe. G-
MTBDR assay couldn’t identify two of the 11 (18.2%) RMP-resistant isolates and one of these isolates
was shown to have a mutation at codon 531 (TCG - GCG) and the other at codon 545 (CTG - ATG),
possibly not associated with resistance, by sequence analysis. In four of the eight (8/25; 32%) INH-resis-
tant isolates not identified by G-MTBDR assay, DNA cycle sequencing revealed different nucleotide chan-
ges outside the most common mutation zone. One of these were at codon 293 (GCT - ACT) in katG,
one with dual mutation at 279 (GGC - ACC) in katG and at 15" C - T in inhA gene, one at 15" C T in
inhA gene and one at 279 (GGC - ACC) in katG gene region. DNA membrane strip assay can be a use-
ful tool for the rapid detection of resistant M.tuberculosis complex isolates and therefore accelerate the
initiation of the appropriate treatment. However, due to its restrictions in the determination of relatively
rare mutations, this rapid screening test should be used together with conventional susceptibility tests
in routine laboratory practices.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, genotype MTBDR assay, resistance, rifampin, isoniazid.

GiRis

Rifampisin (RIF) ve izoniazid (INH) tlberkilozun tedavisinde kullanilan birinci secenek
ilaclarin icinde yer almaktadir'. Mycobacterium tuberculosis suslarinda ilag direnci, ilacin
hedefi veya ilaci aktive eden enzimleri kodlayan 6nemli genlerdeki rastgele genetik mu-
tasyonlar ve bireysel mutasyonlarin dereceli olarak birikmesi nedeniyle gelismektedir®>.
Bu durum coklu ila¢ direncli tiiberkiiloz ile sonuclanmaktadir®. RIF, rpoB geninin (kodon
507-533) iyi tanimlanmig bir bolgesi tarafindan kodlanan RNA polimerazin beta-alt tni-
tesini inhibe etmektedir’*®. En yaygin aminoasit degisikligi Ser531Leu (%42) ve
His526Tyr (%23) olarak bildiriimektedir®. Tersine INH direnci bir ya da daha fazla geni et-
kileyen bircok farkli mutasyon ile iliskilidir. Bunlarin basinda katG (catalase-peroxidase) ve
inhA (enoyl-acyl carrier protein reductase) gen lokuslari gelmekle birlikte, digerleri ahpC
(alkyl hydroperoxide reductase) ve kasA (3-ketoacyl acyl carrier protein synthase) gibi
gen bélgeleridir®. INH direnci ézellikle suslarin yaklasik %70’inde saptanan katG genin-
de Ser315Thr aminoasit degisikligi ile suslarin %15-35’inde saptanan inhA regilator gen
bdlgesi 15. pozisyonundaki sitozin (C)’in timin (T)’e déniismesi (15. C-T ) ile iliskilidir'.
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M.tuberculosis yavas ireyen bir mikroorganizma olup izolasyon ve geleneksel ila¢ du-
yarlilik testleri en az 3 hafta icinde sonuclanabilmektedir. Bu sebeple son yillarda miko-
bakterilerin tir tanimlamasinin ve ilag duyarliliklarinin hizl tespiti icin bircok molekler
yéntem gelistirilmistir®'°. Molekiiler teknikler bir is giinii icinde M.tuberculosis klinik izo-
latlarinda ilag direncinin tahmin edilmesini saglamaktadir?. M.tuberculosis'in ilag direnci-
nin molekuler temeli, yeni hizli tanisal testlerin ortaya cikariimasini olanakli hale getirmis-
tir. “Genotype MTBDR"” DNA strip testi, ticari olarak temin edilen (Hain Lifescience, Neh-
ren, Germany) ve multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)'na dayanan hizli testler-
den biri olup, “wild” tipler ile 6zgiil mutasyona ugramis suslarin ayirnmini yapan bir ters
hibridizasyon yontemidir. Bu test M.tuberculosis izolatlarinda RIF direncine sebep olan
mutasyonlarin cogunun ve INH direncine sebep olan mutasyonlarin biyuk bir kisminin
tespit edilmesini saglamaktadir®'.

Bu calismada, fenotipik ila¢ duyarlilk testi ile INH ve RIF direnci belirlenen M.tubercu-
losis kompleksi klinik izolatlarinda, direnc ile iligkili mutasyon tiplerinin “Genotype
MTBDR (G-MTBDR)"” testi ile belirlenmesi ve testin tanisal performansinin karsilastiriima-
sl amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Klinik izolatlar

Calismaya, mikobakteri laboratuvarimizda 2003-2006 yillari arasinda tanimlanan ve
INH direnci saptanan 15, RIF direnci saptanan 1 ve INH + RIF direnci saptanan 10 olmak
Uzere toplam 26 M.tuberculosis kompleksi klinik izolati dahil edildi. Suglar, Lowenstein-
Jensen (L-J) ve BACTEC 460 TB sistemi (Becton Dickinson, ABD) kullanilarak izole edildi
ve tanimlandi. izolatlarin RIF, INH, streptomisin ve etambutole karsi in vitro duyarlilikla-
rt BACTEC 460 TB sistemi ile uretici firmanin onerdigi standart prosediire gore gercek-
lestirildi. Ayrica, RIF ve INH duyarlilik testleri, agar proporsiyon yontemi ile RIF icin 1.0
pg/ml, INH icin 0.2 pg/ml ve 1.0 pg/ml kritik son ila¢ konsantrasyonlarinda standart
prosedurlere gore gerceklestirilerek dogrulandi.

DNA izolasyonu

L-) besiyerinde Ureyen M.tuberculosis kolonilerine hizli DNA izolasyon yontemi uygu-
lanarak gerceklestirildi. Bir 6ze dolusu koloni, 1T ml steril distile su icinde stispanse edil-
dikten sonra kaynatilarak bakteriler inaktive edildi'?. Bakteri hiicreleri 12.000x g’de 5 da-
kika santrifiij edilerek stipernatan atildi; pellet, 200 pl kloroform ve 200 pl steril distile su
ile karistinldi. Karisim 12.000x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatan PCR’de ka-
lip olarak kullanildi.

G-MTBDR Testi

Test, Uretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. RIF ve INH direncinden sorum-
lu gen bolgesi PCR ile amplifiye edildi ve reaksiyon tamamlandiktan sonra Uriinler 6zgil
oligonuikleotidler ile kapli membran stripler ile ters hibridizasyona tabi tutuldu.
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Her bir ornek icin amplifikasyon reaksiyonu 50 pl’lik PCR hacminde gerceklestirildi.
Karigim; primer-ntkleotid karisimindan (kit icinde yer alan) 35 ul, 25 mM MgCl,’den 3
upl, 10x PCR tamponundan 5 pl, 500 U TaqGold polimerazdan (Applied Biosystem, ABD)
0.2 pl ve 5 pl 6rnek DNA’sindan olusmakta idi. Ornekler “thermal cycler” da (Eppendorf,
Mastercyler, Almanya), 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 10 déngu; 95°C’de 30 sani-
ye ve 58°C’de 2 dakika ve ardindan 20 ek dongu ile; 95°C’de 25 saniye, 53°C’de 40 sa-
niye ve 70°C’de 40 saniye ve son olarak 70°C’de 8 dakika tutularak amplifikasyon ta-
mamlandi.

Hibridizasyon ve yikama manuel olarak “Twincubator” hibridizasyon cihazi (Hain Li-
fescience, Nehren, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Stripler yikama plagina yerles-
tirilmeden 6nce her bir érnegdin PCR {riinu 20 pl denatiirasyon soltsyonu (kit ile birlik-
te temin edildi) ile karistirilarak plastik plagin kuyucuklarinda 5 dakika inkiibe edildi. Her
kuyucuga 1 ml daha 6nceden isitilmig hibridizasyon tamponu eklendikten sonra memb-
ran stripler yerlestirildi. “Twincubator”de 45°C’de 30 dakika bekletilerek hibridizasyon
gerceklestirildi ve sonrasinda stripler iki kez yikandi. Hibridize amplikonlarin kolorimetrik
olarak belirlenmesi icin streptavidin-alkalen fosfataz konjugati ve substrat tamponu ek-
lendi. Son yikama basamadindan sonra stripler kurutuldu ve kagitlara sabitlendi. Stripler
uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda RIF ve INH duyarlilii veya direncliligi yoniinden
degerlendirildi.

G-MTBDR testinde, her bir strip; test prosediriniin dogrulugunu kanitlayan 5 amp-
lifikasyon ve hibridizasyon kontroli, 5 rpoB “wild” tip (WT) ve 4 mutant probu, 1 katG
WT ve 2 mutant probundan olusan toplam 17 prob (reaksiyon zonu) icermektedir. Kon-
jugat kontrol (CC) cizgisi, konjugat baglanma ve substrat reaksiyonunun etkinligini gos-
termektedir. Universal Kontrol (UC) cizgisi, bilinen mikobakterileri ve yiiksek G + C ice-
rigine sahip gram-pozitif bakteri grup Uyelerini tespit etmektedir. M.tuberculosis komp-
leksi (TUB) cizgisi, butlin M.tuberculosis kompleks yelerinde olusan amplikonlar ile hib-
ridize olmaktadir. rpoB Uni probu, rpoB’ye 6zgil gen bdlgesini ve 5 farkh rpoB WT pro-
bunu (rpoB WT 1-5); 4 rpoB mutasyon probu, RIF direncine aracilik eden sirasiyla,
D516V, H526Y, H526D ve S531L mutasyonlarini; katG Uni probu, katG'ye 6zgul gen
bolgesini; katG WT probu kodon 315 pozisyonunda INH direng bolgesini ve iki katG mu-
tasyon probu katG geninin INH direncinden sorumlu en yaygin mutasyonlarini tespit et-
mektedir. Bu testte, mutasyonlarin varligi, en az bir WT probunda hibridizasyonun olma-
maslyla ve/veya mutasyon dizilerine komplementer oligontkleotidler ile hibridizasyonun
olmasi ile belirlenir (Resim 1).

Mutasyonlarin Genotipik Analizi

Calismaya dahil edilen biitiin 6rneklerin genotipik karakterizasyonu icin, M.tuberculo-
sis’in ilag direncinde etkili olan 6nemli gen bolgelerine “cycle sequencing” yontemi ile
dizi analizi yapildi. llgili hedef gen bélgelerine 6zgiil primerler, Sajduda ve arkadaslari-
nin'? calismasindan secildi. Dizi reaksiyonu, “thermal cycler” sistemi ile giimiis boyama
protokoliiniin birlesiminden olusan ve sekans jelinde DNA bantlarini belirlemeye yara-
yan “Silver SequenceTM DNA Sequencing System (Promega, Q4130)”in kullaniimasi ile

220 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Aslan G, Tezcan S, Emekdas G.

gerceklestirildi. Elektroforeze dayanan bu metotta, DNA zincirindeki her bir bazin pozis-
yonu tek tek belirlendi.

BULGULAR

Calismamizda, G-MTBDR testi ile INH’ye direncli 25 izolatin 16 (%64)’si dogru olarak
tespit edilmis; INH’ye direncli izolatlardan birinde hibridizasyon paterni belirlenememis-
tir (Resim 1, kolon 10). G-MTBDR testi, RIF‘a direncli 11 izolatin 9 (%81.8)'unu dogru
olarak tanimlamistir (Tablo I).

Calismada, rpoB ve katG gen bolgelerindeki mutasyonlar ile ilgili 9 farkh hibridizasyon
paterni elde edilmistir (Tablo Il ve Resim 1). G-MTBDR testi ile RIF’a direncli olarak belir-
lenen 9 izolat, WT problarin en az bir tanesinde hibridizasyon sinyalinin olmamasi ile tes-
pit edilmistir. RIF‘a direncli sadece 5 izolatta mutasyon probunda hibridizasyon gozlen-
mis; bunlarin 4’linde rpoB MUT3 (S531L) ve birinde rpoB MUT1 (D516V) mutasyonu
gOzlenmistir (Tablo II).

G-MTBDR testi ile INH’ye direncli bulunan 16 izolatin hicbirisinde WT probunda hib-
ridizasyona rastlanmamis; bunlarin 14’tinde katG mutasyon probunda katG T1 (S315T1)
hibridizasyon paterni gozlenmistir (Tablo II).

Fenotipik testle RIF'a direncli bulunan 11 izolatin 2 (%18.2)'si ve INH’ye direncli bu-
lunan 25 izolatin 8 (%32)'i G-MTBDR testi ile bu ilaglara duyarli olarak sonug vermistir.
G-MTBDR testi ile RIF‘a duyarli bulunan 2 izolattan birinde DNA dizi analizi ile kodon
531'de (TCG- GCG) ve daha onceki calismalarda bildirilmemis olan kodon 545'te
(CTG - ATG) iki nukleotid degisikligi belirlenmistir. Diger izolatta ise direnc ile iligkili ola-
bilecek herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir. G-MTBDR testi ile INH'ye
duyarl olarak belirlenen 8 izolattan 7’sinde DNA dizi analizi ile katG veya inhA gen bol-
gelerinin bir veya her ikisinde ila¢ direncine sebep olabilecek nikleotid degisikliklerine
rastlanmig, ancak birinde bu bdlgelerde herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir
(Tablo 1II).

Tablo I. Genotipik ve Fenotipik Test Sonuclarinin Karsilastirimasi

) in vitro duyarlilik testi G-MTBDR
I1zolat sayisi (%) RIF INH RIF INH
9 (34.6) S R S R
5(19.2) S R S S
1(3.8) S R Degerlendirilemedi
1(3.8) R S R S
5(19.2) R R R R
3(11.5) R R R S
2(7.7) R R S R

RIF: Rifampisin, INH: Izoniazid, S: Duyarl, R: Direncli.
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Tablo Il. G-MTBDR Test Sonuglari ve M.tuberculosis Klinik izolatlarinin Diren¢ Paterni

izolat sayisi MTBDR paterni Mutasyonlarin Direng
(%) Pozitif WT prob Pozitif Mutant prob yerlesimi RIF INH
10 (40) rpoB, WT 1,2,3,4,5/katG katG T1 S315T1 S R
5(20) rpoB, WT 1,2,3,4,5/katG, WT Yok s S
2 (8) rpoB, WT 1,2,3,4/katG, WT rpoB MUT3 S531L R S
2 (8) rpoB, WT 1,2,3,4/katG, WT Yok R S
1(4) rpoB, WT 1,2,3,4/katG katG T1 S315T1 R R
2(8) rpoB, WT 1,2,3,4/katG rpoB MUT3/katG T1 ~ S531L/S315T1 R R
1(4) rpoB, WT 1,2,3,4,5/katG Yok S R
14) rpoB, WT 1,2,3,4/katG Yok R R
1(4) rpoB, WT 2,3,4,5/katG rpoB MUT1/katG T1  D516V/S315T1 R R

WT: Wild tip, RIF: Rifampisin, INH: izoniazid, S: Duyarli, R: Direncli.

Tablo . INH’ye Genotipik Olarak Duyarli, Fenotipik Olarak Direngli Bulunan izolatlarin DNA Dizi Analizi
Sonuglari

Fenotik direng paterni G-MTBDR paterni DNA dizi analizi sonuglar
izolatlar RIF INH RIF INH katG inhA
HC-I S R S S 293-GCT-ACT -

WT1.2.3.4.5 WT
NEA-I S R S S 315-AGC-ACC -
WT1.2.3.4.5 WT
EA-I S R S S 279-GGC-ACC  15-C-T
WT1.2.3.4.5. WT
MOS-I S R S S - 15-C-T
WT1.2.3.4.5. WT
MOK-I S R S S 315-AGC-ACA -
WT1.2.3.4.5. WT
MSY-RI R R R S 315-AGC - ATC -
WT1.2.3.4 WT
TD-RI R R R S 279-GGC - ACC -
WT1.2.3.4. WT
AO-RI R R R S - -
WT1.2.3.4 WT
MUT3
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Resim 1. G-MTBDR testi ile saptanan tipik test sonuclari. Kolon M: Hibridizasyon patern listesi; Kolon 1: WT
1,2,3,4,5/ katG, T1 (INH direnci); Kolon 2: rpoB, WT 1,2,3,4,5/katG, WT (RIF ve INH duyarlihigi); Kolon 3:
rpoB, WT 1,2,3,4, rpoB MUT3/katG, WT (RIF direnci); Kolon 4: rpoB, WT 1,2,3,4/katG, WT (RIF direnci); Ko-
lon 5: rpoB, WT 1,2,3,4/katG, T1 (RIF ve INH direnci); Kolon 6: rpoB, WT 1,2,3,4, MUT3/katG, T1 (RIF ve
INH direnci); Kolon 7: rpoB, WT 1,2,3,4,5/katG (INH direnci); Kolon 8: rpoB, WT 1,2,3,4/katG (RIF ve INH
direnci); Kolon 9: rpoB, WT 2,3,4,5 MUT1/katG, T1 (RIF ve INH direnci); Kolon 10: degerlendirilemeyen strip.

TARTISMA

G-MTBDR testi, rpoB ve katG gen bolgelerindeki nokta mutasyonlarinin varligini tes-
pit edebilen ve multipleks PCR ile bu reaksiyon rtinlerinin 6zgil DNA dizileri ile kapli
membran stripleri ile ters hibridizasyonuna dayanan hizli bir molekiiler testtir. Bu test
rpoB geninin 81 baz cift (bp)’lik “hot spot” bolgesinde en sik ortaya ¢ikan dort farkli mu-
tasyonu (D516V, H526Y, H526D ve S531L) ve katG gen bolgesindeki kodon 315teki iki
farkli mutasyonu (S315T1/2) tespit edebilmektedir'®. Bu test disinda, PCR ve ters hibri-
dizasyon temeline dayanan bir diger DNA membran strip testi olan “INNO-LiPA Rif. TB”
yoéntemi de son yillarda siklikla kullanilmaktadir® '8, Ancak bu testte sadece rpoB gen bél-
gesindeki mutasyonlarin variigi degerlendirilebilmektedir. Bu sebeple G-MTBDR testi, RIF
ve INH’ye karsi direnci ayni anda tespit edebilme avantajina sahiptir.

Calismamizda, DNA membran strip testi ile RIF‘a direncli 11 izolatta 4 farkh RIF direng
paterni ve INH’ye direncli 25 izolatta 3 farkli INH direnc paterni tespit edilmistir (Tablo
I). RIFa direncli 11 izolatin 5 (%45.4)inin mutasyon probunda hibridizasyon tasidigi,
bunlardan 4 (%36.3) tanesinin rpoB MUT3 (S531L) mutasyonu ve 1 (%9.1) tanesinin
rpoB MUT1 (D516V) mutasyonuna sahip oldugu saptanmistir. Ayrica calismada, 4
(%36.4) izolatta WT hibridizasyon probunda hibridizasyonun gozlenmesi ile ortaya cika-
rilan mutasyonlar da mevcut olup, boylece G-MTBDR testi ile izolatlarin %81.8’i RIF'a di-
rencli olarak bulunmustur (Tablo I). INH yontinden ise 25 direngli izolatin 16 (%64)’sin-
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da INH direnci dogru olarak tespit edilmis olup, bu izolatlarin 14 (%56)’Gnin katG T1
mutasyon probunda S315T1 mutasyon tipini tasidigi saptanmistir (Tablo I1). Bu dogrul-
tuda G-MTBDR testinin, ilerideki laboratuvar calismalarimizda, rpoB veya katG gibi gen
bolgelerindeki direnc varlhiginin kolaylikla belirlenmesinde kullanish olabilecegi distntl-
mustlr. Ancak bu testin nadir gorilen mutasyon tiplerinin saptanmasinda yetersiz kala-
bilecegi g6z 6niinde tutulmaktadir.

Calismamizda G-MTBDR testi, RIF‘a direncli izolatlarin %18.2 (2/11)'sini ve INH'ye di-
rencli izolatlarin %32 (8/25)'sini dogru olarak belirleyememistir. G-MTBDR testi ile RIF‘a
duyarli bulunan izolatlardan biri kodon 531’de (TCG - GCG), digeri ise muhtemelen di-
rencle iliskili olmayan kodon 545’te (CTG - ATG) mutasyona sahiptir. Bununla birlikte,
kodon 545 mutasyonu daha onceki calismalarda belirtiimemis bir niikleotid degisikligi
olup, bu kodon RIF direnci ile iliskili “hot spot” bélgenin disinda yer almaktadir®. Diger
taraftan G-MTBDR testi INH direnci ile iliskili olarak sadece rpoB ve katG gen bolgelerin-
deki en yaygin bazi mutasyonlari tespit edebildiginden, izolatlarimizdaki direncin cals-
mada analiz edilen genomik boélgenin disinda bagka mutasyonlardan kaynaklandigi dii-
sinulmustir. G-MTBDR testi ile INH’ye duyarli bulunan 8 izolatin 4 (%50)’tinde DNA di-
zi analizi yontemi ile mutasyonlarin en yaygin gozlendigi alanin disinda niikleotid degi-
sikligi belirlenerek bunlarin birbirinden farkli mutasyon paternine sahip olduklari goste-
rilmistir. Bunlardan bir izolatta katG geninde kodon 293 (GCT - ACT)'te, bir izolatta iki-
li mutasyon seklinde katG geninde kodon 279 (GGC - ACC)’da ve inhA gen bdlgesinde
15. C- T seklinde, bir izolatta inhA gen bolgesinde 15. C— T seklinde ve bir izolatta katG
geninde kodon 279 (GGC - ACC)'da bulundugu gosterilmistir. DNA dizi analizi yonte-
miyle diger izolatlardan U¢ tanesinin katG geninde kodon 315’te mutasyona
(AGC-ACC, AGC-ACA, AGC-ATC) sahip oldugu belirlenmistir. Bu Ug izolatta G-
MTBDR ile kodon 315’te mutasyon tespit edilememesinin, test sirasinda amplifikasyon
veya hibridizasyon basamaklarindaki sorunlara bagh olarak ortaya ¢ikan yalanci negatif-
likten kaynaklanmis olabilecegi distinilmustir. Ayrica diger bir izolatta, katG veya inhA
gen bolgelerinde direncle iligkili herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir
(Tablo 111).

Degisik ulkelerde yapilan arastirmalarda, G-MTBDR testi geleneksel ila¢c duyarlhk test-
leriyle karsilastirildiginda RIF ve INH icin uyum orani sirasiyla, Almanya’daZ %99 ve %88;
Finlandiya ve Rusya’da'® %92.3 ve %90.4; italya’da'® %91.5 ve %67.1; Fransa'da'
%100 ve %67 ve (ilkemizde'® %95.1 ve %73 olarak bildirilmistir. Buna karsin calisma-
mizda uyum orani RIF icin %81.8 ve INH icin %64 olarak tespit edilmistir (Tablo ). Bu
sonuclara gore calismadaki klasik ilac duyarlilik testi ile G-MTBDR testi arasindaki uyum
orani, italya’dan bildirilen test sonuglarina yakinlik géstermekle birlikte, diger arastirici-
larin sonuglarindan oldukga dustiktiir. Bunun nedeninin, incelenen izolat sayisinin az ol-
masindan ve sorun yasadigimiz izolatlarla ilgili cahismanin tekrarlanamamis olmasindan
kaynaklandigi diistinilmustir.

Calismanin sonuclari bélgemizde, RIF‘a direncli izolatlarin %45.4 (5/11)'Gnde rpoB
gen bolgesinde mutasyona ugrayan kodon 531 ve kodon 516'nin; INH’a direncli izolat-
larin ise %56 (14/25)'sinda katG gen bolgesinde mutasyona ugrayan kodon 315’in di-
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rencten sorumlu oldugunu géstermistir. Ulkemizde sadece Cavusoglu ve arkadaslar'
tarafindan G-MTBDR testi ile mutasyon probuna 6zgiil mutasyon orani, RIF direncinde
%153.7 ve INH direncinde %73 olarak bildirilmistir. Bu sonuclar tlkemizin iki farkli bol-
gesindeki proba 6zgiil mutasyon oraninin ¢cok yakin olmadigini gostermektedir.

Diinyada en yaygin olarak gorilen mutasyonlar, rpoB gen goélgesinde kodon 531°de,
ardindan kodon 526, 516 ve 511'deki mutasyonlar olarak bildirilmektedir'>. En sik mu-
tasyona ugrayan kodonlarin orani Almanya’da Hilleman ve arkadaslar? tarafindan kodon
531'de %75.7 ve kodon 526’da %13.6 olarak, italya’da Miotto ve arkadaslari'? tarafin-
dan kodon 531’de %63.3 ve kodon 526’da %14.1 olarak, lilkemizde ise Cavusoglu ve
arkadaslan'® tarafindan kodon 531’de %56.1 ve kodon 526'da %17.1 olarak bildirilmis-
tir. Yapilan bu ¢alismada da kodon 531'de %36.3 ve kodon 526’da %9.1 oraninda mu-
tasyonlar gosterilmistir. Bununla birlikte 6nemli mutasyonlarin sikhgr ve RIF direnci ile ilis-
kisinin, diinyanin farkli bolgelerindeki cesitli etnik poplilasyonlar ve cografik bolgeler ara-
sinda nemli bir sekilde degiskenlik gosterebilecedi ileri siiriilmektedir’-'3.

Ulkemizde yapilan éncii calismalardan birisi olan bu ¢alismamizin sonucunda, G-
MTBDR testi ile fenotipik duyarlilik test sonuglari arasindaki uyum orani RIF icin %81,
INH icin %64 olarak belirlenmistir. Uyum oraninin dustik olmasinin nedeni, G-MTBDR
testinde sadece bazi yaygin mutasyonlarin hedeflenmesinden ve caligilan izolat sayisinin
kismen az olmasindan kaynaklanmis olabilir. G-MTBDR testinin ¢oklu ila¢ direncine sa-
hip klinik izolatlarda en yaygin gorilen mutasyonlarin hizli taranmasinda faydali olabile-
cegi ve bu sebeple DNA dizi analizinin yapilamadigi rutin klinik laboratuvarlarda stan-
dardize edilerek kullanilabilecegi distinilmektedir. Ancak yine de bu hizli genotipik tes-
tin geleneksel ilac duyarlilik testlerinin yerine gecemeyecedgi ve test sonuclarinin mutla-
ka fenotipik ilag duyarlilik test sonuclari ile dogrulanmasi gerektigi kanisindayiz.
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