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Tuberkiloz gelismis tani ve tedavi rejimlerine ragmen, tim diinyada halen ¢ok énemli bir saglik
sorunudur. Ozellikle son yillarda artis gdsteren direncli tiiberkiiloz, kiiresel bir problemdir ve tiiberkiiloz
ile yapilan miicadele calismalarini engellemektedir. Bu nedenle tedavide etkenin erken tanisi ve
antitiiberkiiloz ilaclara duyarlihginin belirlenmesi nemlidir. izolatlarin direng profilleri ve dirence neden
olan gen mutasyonlari ile ilgili calismalar epidemiyolojik amacla yapilmakta ve izolatlarin ilkeler bazinda
mutasyon bolgeleri arastirimaktadir. Bu calismada izoniazid (INH)'in minimal inhibitor konsantrasyonu
(MiK)'nun belirlenmesi ve direnc genlerindeki mutasyonlarla MiK degerleri arasindaki iligkinin
arastirlmasi amaclanmistir. Bu amacgla llkemizde yapilan bu ilk calismada klinik 6rneklerden BACTEC
460 TB ile izole edilen ve duyarliigi yapilan 25 monorezistan, 25 cok ilaca direncli (CID) toplam 50
Mpycobacterium tuberculosis izolatinda, GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience GMBH, Nehren, AlImanya)
ve antibiyotik gradiyent test (E-test AB BIODISK, Solna, isveg) yéntemleri ile INH direncine neden olan
gen mutasyonlari ve bu mutasyonlarin MiK ile iliskisi arastinlmistir. GenoType MTBDRplus'in uygulanan
standart duyarlilik ile uyumu yalniz INH’ye direncli olan izolatlarda %88, CiD izolatlarda %80 ve tiim
izolatlarda %84 olarak bulunmustur. Tek basina INH’ye direncli olan izolatlarda mutasyon en sik (12
izolat, %54.5) inhA C15T promotor bélgede belirlenmis ancak INH icin MiK > 256 pg/ml olan farkl iki
izolatta mutasyon katG S315T kodonunda saptanmistir. CiD izolatlarda; mutasyon en sik (14 izolat, %56)
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izoniazide Direncli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinda Minimal
Inhibitér Konsantrasyonun ve Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi

katG S315T kodonunda belirlenmis, 10 izolatta INH icin MiK degeri > 256 ug/ml olarak saptanmis ve MiK
ile mutasyon bolgesi arasindaki iliski incelendiginde, izolatlarin 5 (%50)'inde katG S315T kodonunda,
3 (%30)’linde katG S315T kodonunda ve inhA C15T promotor bolgede, 2 (%20)’sinde inhA C15T
promotor bélgede mutasyon goriilmistiir. Tim izolatlar incelendiginde en sik mutasyon (24 izolat, %48)
katG $315T kodonunda bulunmus, 12 (%24) izolatta INH icin MiK > 256 ug/ml olarak belirlenmis ve
INH icin yiiksek MiK degerine sahip olan bu izolatlarda da en sik mutasyon katG $315T kodonunda
gorilmustir. Calismanin sonucu degerlendirildiginde katG S315T mutasyonu olan izolatlarda INH icin
MIK degerinin yiiksek oldugu kanisina varilmis ve bu diisiinceyi desteklemek icin tilkemizde ¢ok sayida
calisma yapilmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium; Genotype MTBDRplus; E-test, izoniazid; direng.
ABSTRACT

Tuberculosis is a very important disease all over the world despite the advanced diagnostic and
treatment regimens. Resistant tuberculosis, which has increased in recent years in particular, is a global
problem and prevents the fight against tuberculosis. For this reason, it is important to determine the
etiologic agent early and its sensitivity against antituberculosis drugs. Resistance profiles of the isolates
and the gene mutations causing resistance are determined for epidemiological purposes and mutation
regions of the isolates are being investigated on the basis of countries. The aim of our study was to
determine the minimal inhibitor concentration (MIC) of isoniazid (INH) and to investigate the relationship
between mutations in resistance genes and MIC values. For this purpose, 25 isoniazid (INH) monoresistant
and 25 multidrug resistant (MDR), in total 50 clinical isolates were used and gene mutations causing
INH resistance and the relationship of these mutations with minimal inhibitor concentrations (MICs)
were searched by GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience GMBH, Nehren, Germany) and antibiotic
gradient test (E-test, AB BIODISK, Solna, Sweden) methods. The concordance of GenoType MTBDRplus
and antibiotic gradient test methods for INH sensitivity, was 88% in INH monoresistant isolates, 80%
in MDR isolates and 84% in all isolates. The most frequent mutation zone in INH monoresistant isolates
was inhA C15T promotor zone (12 isolates, 54.5%) however, MIC of INH was > 256 pg/ml in two isolates
and mutation in katG S315T was observed in both of these isolates. The most frequent mutation zone in
MDR isolates was katG S315T (14 isolates, 56%) codon. MIC of INH was > 256 pug/ml in 10 isolates and
mutation was observed in katG S315T codon in 5 (50%) isolates, in katG S315T codon and inhA C15T
promotor zone in 3 (30%) isolates and in inhA promotor zone in 2 (20%) isolates, respectively. When
all the isolates were analyzed, the most frequent mutation was found in katG S315T codon (24 isolates,
48%), MIC of INH was > 256 pg/ml among 12 isolates and the most frequent mutation zone in these
isolates which have high MIC for INH was katG S315T codon. In conclusion, the results of this study have
shown that the value of MICs for INH is high in isolates with katG S315T mutation, nevertheless, further
investigations are needed to support this result.

Keywords: Mycobacterium; Genotype MTBDRplus; E-test, isoniazid; resistance.

GiRiS

Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’'niin 2016 yil raporuna gére; 2015 yilinda, 10.4 milyon
yeni tiiberkiiloz olgusu saptanmis ve 1.4 milyon insan tuberkiilozdan dolayr hayatini
kaybetmistir. Tiberkiiloz insidansi ve mortalitesi, onceki yillarda yayinlanmis oranlarla
benzerlik gostermekle birlikte, 2000-2015 yillari arasinda insidansin yilda %2 oraninda,
mortalitenin ise ayni donemde yilda %3.3 oraninda dustigu gortlmustdr. Kiresel
olgularin %61'i Asya Bolgesi, %26's1 Afrika Bolgesi, %7'si Dogu Akdeniz Bolgesi, %3’l
Avrupa Bolgesi ve %3’ Amerika Bolgesinde gorilmugtur. Olgu sayisi en fazla olan ulkeler;
Hindistan, Endonezya, Cin, Nijerya, Pakistan ve Giiney Afrika olarak bildirilmistir'.
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Diinya genelinde bircok tlkede tiiberkiilozun yeniden artisinda, kazaniimis immin
yetmezlik sendromu (AIDS) olgularinda meydana gelen artis, cok ilaca direncli (CID)
ve 2005 yilinda Afrika’da yaygin ilaca direncli izolatlarin ortaya c¢ikmasi, tedavideki
uyumsuzluklar, hasta yonetimindeki hatalar, gozetimsiz tedavi, sinirli ya da kesintili ilac
temini, standardin altindaki ilaglarin kullanimi ve koéti tiberkiloz kontrol programlari rol
oynamistir?3,

Tuberkllozun diinya genelinde énemli bir sorun olarak devam etmesi, beraberinde
tedavide yer alan hizl tani, etkili tedavi, temas etmis kisilerin taramasinin yapilmasi,
bulasin 6nlenmesi gibi anahtar faktorlerin de 6nemini artirmistir. Son 20 yilda gelistirilen
molekiiler yontemlerle basta rifampin (RIF) olmak uzere cesitli antitiberkiloz ilaclara
kargi diren¢ cok kisa stirede saptanmakta ve kisa siirede tedaviye baslanmaktadir. Ayni
zamanda bu yontemler sayesinde bircok lilkede hangi gen mutasyonlarinin baskin
oldugu arastirilarak epidemiyolojik veriler elde edilmektedir*>. Bu calismada, izoniazid
(INH) monorezistan ve CID izolatlarda INH’nin minimal inhibitor konsantrasyonu
(MIiK)’'nun belirlenmesi ve direng genlerindeki mutasyonlarla MiK degerleri arasindaki
iliskinin arastinlmasi amacglanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi (No: 2118/2011)
alind.

Bakteri izolatlar

Calismada kullanilan izolatlar Ocak 2001-Aralik 2011 tarihleri arasinda istanbul
Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvarina gelen klinik orneklerden BACTEC 460 TB sistemi ile izole edildi
ve antitliberklloz ilaglara duyarliigi yine bu sistemle arastirilarak INH’ye direncli
oldugu belirlendi. Yirmi besi sadece INH’ye direncli, 25'i CiD olmak (izere toplam 50
Mycobacterium tuberculosis izolati ve 35822 ATCC standart susu calisma kapsamina alindi.

ilag Direncinin Molekiiler Yontemle Saptanmasi

INH direncine neden olan mutasyonlar GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience GMBH,
Nehren, Almanya) kiti ile arastirildi. DNA izolasyonu, amplifikasyonu, hibridizasyonu ve
sonuglarin yorumlanmasi iretici firmanin talimatlar dogrultusunda yapildi®.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarhlk testi icin Lowenstein-Jensen (L)) besiyerinde tiremis olan ortalama
iki haftalik taze kiiltir kullanildi. INH icin MiK degerleri %10 oleik asit dekstroz katalaz
(OADC) ilaveli Middlebrook 7H11 agarda antibiyotik gradiyent test (E-test AB BIODISK,
Solna, isvec) yéntemi kullanilarak gerceklestirildi. Ortalama 5-10 giinliik inkiibasyon
sonras iremenin kuvvetle inhibe oldugu cizginin, E-test seridini kestigi nokta MiK degeri
olarak saptandi ve sinir deger > 0.2 ug/ml olarak kabul edildi’.
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BULGULAR

izolatlarda INH direncine neden olan mutasyon bélgelerinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan GenoType MTBDRplus (HAIN Lifescience GmbH, Almanya) ile; yalniz INH'ye
direncli 25 izolatin 22 (%88)’sinde mutasyon saptanmis, 3 (%12) izolatta mutasyon
saptanamamigtir. Yirmi iki izolatin 12 (%54.5)'sinde direncin inhA C15T promotor bdlgede,
9 (%40.9)'unda katG S315T1 kodonunda, 1 (%4.5)'inde katG S315T2 kodonunda
meydana geldigi gordlmustir. Calismada her iki gen bolgesinde (katG + inhA) ayni anda
meydana gelen mutasyondan kaynaklanan diren¢ saptanmamustir (Tablo ).

CiD izolatlar degerlendirildiginde 25 izolatin 20 (%80)'si GenoType MTBDRplus ile de
CiD olarak saptanmis, ancak 5 (%20) izolat CID profili vermemistir. Bu izolatlarin sadece
INH icin mutasyon bolgeleri g6zoniine alindiginda 25 izolatin 14 (%56)'linde katG
$315T1 kodonunda, 3 (%12)’tinde inhA C15T promotor bdlgede mutasyon saptanmistir.
CiD-tiiberkiiloz profili vermeyen bes izolatin ise 1 (%4)'inde inhA C15T promotor bélgede
mutasyon belirlenirken, 4 (%16)'inde mutasyon gorilmemistir (Tablo II).

Tum izolatlarda katG ve inhA  genlerinin direncten sorumlu olma durumlari
incelendiginde; 50 izolatin 24 (%48)'linde direncten katG S315T kodonundaki, 16
(%32)'sinda inhA C15T promotor bolgedeki, 3 (%6)'linde inhA C15T promotor bolge
ve katG S315T kodonundaki mutasyonlarin sorumlu oldugu belirlenmis ve izolatlarin 7
(%14)'sinde inhA ve katG genlerinde mutasyon saptanmamigtir (Tablo 1,11).

E-test yontemi ile yapilan degerlendirmede sinir deger (MIK > 0.2 pg/ml) dikkate
alindiginda 50 izolatin 47 (%94)'sinin INH’ye direncli, 3 (%6)'Gnin duyarli oldugu
saptanmistir. Direncli izolatlarda INH icin MiK 0.25-64 pg/ml araliginda ve > 256 ug/ml
olarak belirlenmistir. izolatlar tek tek degerlendirildiginde 12 (%24) izolatta INH icin MiK
degeri > 256 pg/ml, 3 (%6) izolatta 64 ug/ml, 4 (%8) izolatta 32 pg/ml, 1 (%2) izolatta
16 pg/ml, 2 (%4) izolatta 12 pg/ml, 1 (%2) izolatta 6 ug/ml, 3 (%6) izolatta 4 ug/mi, 1
(%2) izolatta 3 ug/ml, 1 (%2) izolatta 2 pg/ml, 1 (%2) izolatta 1.5 pg/ml, 5 (%10) izolatta
1 pug/ml, 3 (%6) izolatta 0.75 pg/ml, 7 (%14) izolatta 0.50 ug/ml ve 3 (%6) izolatta 0.25
pg/ml olarak saptanmigtir. E-test yontemiyle duyarli bulunan 3 (%6) izolatin ikisinde INH
icin MIK degeri < 0.016 pg/ml ve birinde 0.125 ug/ml bulunmustur (Tablo 1,11).

Belirlenen mutasyonlarla MiK degerleri arasindaki iliski incelendiginde, yalniz INH’ye
direncli olan izolatlar arasinda INH icin MiK degeri 0.25-2.0 ug/ml arasinda olan 13 izolatin
sekizinde mutasyon inhA C15T, ikisinde katG S315T kodonunda belirlenmis ve (¢ izolatta
mutasyon bulunamamustir. INH icin MIK degeri 3.0-24 pg/ml arasinda olan dért izolatin
ikisinde mutasyon katG S315T ve ikisinde inhA C15T promotor bolgede, 32 - >256 ug/
ml olan bes izolatta ise sadece katG S315T kodonunda mutasyon saptanmistir. Antibiyotik
gradiyent test yéntemi ile duyarl oldugu belirlenen iic izolatin ikisinde (MiK < 0.016 pg/
ml) inhA C15T promotor bélgede ve birinde (MiK= 0.125 ug/ml) katG S315T kodonunda
mutasyon belirlenmistir (Tablo I,1).
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Clizolatlar arasinda, INH icin MIK degeri 0.25-2.0 ug/ml arasinda olan yedi
izolatin Uclinde katG S315T kodonunda ve inhA C15T promotor bélgede mutasyon
saptanmamis, birinde inhA C15T promotor bolgede mutasyon ve lglinde katG S315T
kodonunda mutasyon gériilmistiir. INH icin MiK degeri 3.0-24 pg/ml arasinda olan
dort izolatin ikisinde katG S315T kodonunda, birinde inhA C15T promotor bélgede
mutasyon saptanmistir. Bir izolatta ise mutasyon belirlenmemistir. Geriye kalan 14 izolat
icin INH’nin MiK degeri 32 - >256 pg/ml arasinda saptanmis ve bu izolatlarin dokuzunda
katG S315T kodonunda, t¢linde katG S315T kodonu ve inhA C15T promotor bolgede
ve ikisinde inhA C15T promotor bélgede mutasyon gorilmustur (Tablo 1,11).

Tim izolatlar icin sonuglar degerlendirildiginde; INH icin cok yiiksek MIK degeri
veren (12 - >256 pg/ml) altt monorezistan izolatin 4 (%66.6)'linde katG S315T1, 1
w(%16.7)'inde katG S315T2 kodonunda ve 1 (%16.7)'inde inhA C15T promotor
bélgede mutasyon saptanmustir. CID izolatlar icerisinde INH icin 12 - >256 pg/ml
arasinda MiK degeri belirlenen 16 izolatin 11 (%68.75)'inde katG S315T kodonunda,
3 (%18.75)'tinde katG S315T kodonunda ve inhA C15T promotor bolgede birlikte ve
2 (%12.75)'sinde inhA C15T promotor bdlgede mutasyon belirlenmistir. INH icin MiK
degeri > 256 pg/ml olan toplam 12 izolatin 7 (%58.3)'sinde katG S315T kodonunda, 3
(%25)'tinde katG S315T kodonunda ve inhA C15T promotor bdlgede, 2 (%16.6)'sinde
inhA C15T promotor bdlgede mutasyon gorulmdastir (Tablo I,11).

TARTISMA

INH direncinin molekiler yontemlerle saptandigi calismalarin duyarlilik ve 6zgllikleri
sirastyla %92-100 ve %85-100 arasinda degisiklik gostermektedir. Raveendran ve
arkadaslari® GenoType MTBDRplus yontemini kullanarak yaptiklari duyarlilik calismasinda
duyarlilik ve 6zgulligld INH icin sirasiyla %91.9 ve %98.4 saptarken, Tessema ve
arkadaslan® GenoType MTBDRplus'in diren¢ saptamada duyarlilik ve 6zgilligini INH
icin %92 ve %99 olarak bulmuslardir. Tukvadze ve arkadaglan'? ise duyarlilik ve 6zgiilligu
INH icin %89.8 ve %99.3 olarak rapor etmislerdir. CiD’in saptanmasinda GenoType
MTBDRplus’in performansini arastiran Asencios ve arkadaslar'' CiD izolatlar icin duyarlilik
degerini %95.24 olarak saptarken, Tukvadze ve arkadaslarn'® CiD izolatlarda duyarlilik
ve 6zgiilligi %95.6 ve %98.5 olarak belirlemisler, Anek-Vorapong ve arkadaglar'?
GenoType MTBDRplus yonteminin CiD izolatlarda duyarlilik ve 6zgiilligini %94.4 ve
%100 olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda BACTEC 460 TB yontemi ile yalniz INH’ye direncli oldugu belirlenen 25
izolatin 22 (%88)’si GenoType MTBDRplus ile INH’ye direncli, 3 (%12)'i INH’ye duyarli
bulunmustur. Yirmi bes CiD-tiiberkiiloz izolatinin ise 20 (%80)'si CID olarak saptanmis
ancak 5 (%20) izolat CID profili vermemistir. Tiim izolatlar incelendiginde 43 (%86)'i
GenoType MTBDRplus ile INH’ye direncli 7 (%14)'si INH’ye duyarli bulunmustur. iki
yéntem arasindaki uyum yalniz INH’ye direncli olan izolatlarda %88, CiD izolatlarda
%80 ve tim izolatlarda %84 olarak saptanmistir. Yontemler arasindaki uyum diger
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calismalara oranla daha distik bulunmakla birlikte bu calismadaki bulgularla uyumlu
sonugclara da rastlanmistir. Yontem acisindan uyumsuzluklarin amplifikasyon asamasindan
kaynaklandigi dustintlmektedir. Amplifikasyon asamasinda DNA'nin yeterli miktarda
cogaltlamamasindan dolay duyarliik da dogru orantili olarak azalmaktadir. Cauwelaert
ve arkadaslarinin'3 yaptiklari calismanin sonuclari bizim bulgularimizi destekler niteliktedir.
Buna gore; mutasyon belirlenemeyen izolatlarda direncin GenoType MTBDRplus kiti ile
saptanamayan gen bolgeleriyle ilgili oldugu ve yapilacak olan dizi analizi calismasiyla bu
bolgelerin belirlenebilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan calismalarda INH direncinin ortaya ¢cikmasinda katG genindeki mutasyonlarin
direncten sorumlu olma oraninin diger gen bolgelerine kiyasla daha yiksek oldugu
bildirilmektedir'*'>. Abate ve arkadaslari'® GenoType MTBDRplus ile yaptiklari calismada
INH’ye direncli izolatlarda katG S315T kodonunun direngten %96.6 oraninda sorumlu
oldugunu bildirirken, Cauwelaert ve arkadaslar'® bu orani %72.7, Causse ve arkadaglari'”
ise %65.7 olarak rapor etmislerdir.

CiD izolatlar ile yapilan calismalarda katG geninin direncten sorumlu olma yiizdesinin
benzer oranlarda oldugu gériilmiistir. Huyen ve arkadaslarinin'® CiD-tiiberkiiloz
izolatlariyla GenoType MTBDRplus'i kullanarak yaptiklari validasyon calismasinda 56 CiD-
tliberkiloz izolatinin 38 (%76)'inde katG S315T kodonunda, 8 (%14.2)'inde inhA C15T
promotor bdlgede, 7 (%12.5)'sinde katG S315T kodonunda ve inhA C15T promotor
bélgede birlikte mutasyon saptanirken, Evans ve arkadaglarinin'® calismasinda 82 CiD-
tiberkiloz izolatinin 44 (%53.6)'Ginde katG S315T kodonunda, 21 (%25.6)'inde inhA
C15T promotor bolgede, 10 (%12.1)'unda katG S315T kodonunda ve inhA C15T
promotor bolgede birlikte mutasyon oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda GenoType MTBDRplus ile tek basina INH’ye direncli olan 25 izolatin
22 (%88)'sinde mutasyon saptanmig, 3 (%12)’linde mutasyon saptanmamistir. Yirmi iki
izolatin 12 (%54.5)'sinde mutasyonun inhA C15T promotor bolgede, 10 (%45.5)'unda
katG S315T kodonunda meydana geldigi gortilmustir. Calismamizda tek basina INH'ye
direncli olan izolatlarda inhA geninde katG’ye oranla daha fazla mutasyon saptanmistir.
Bunun nedeninin tirlerde meydana gelen mutasyonlarin Ulkeler arasi farkhliktan
kaynaklanabilecegi diisinulmustur. Bazi izolatlarin konvansiyonel yontemle ilaca direncli
bulunmasina karsin GenoType MTBDRplus ile duyarli bulunmasinin ise tirlerde gorilen
ve kit ile saptanamayan nadir mutasyonlardan kaynaklanabilecegi diistinilmektedir.
CiD-tiiberkiiloz oldugu bilinen 25 izolatin ise 14 (%56)’linde katG S315T kodonunda,
4 (%16)'uinde inhA C15T promotor bdlgede, 3 (%12)'lnde katG S315T kodonunda
ve inhA C15T promotor bolgede birlikte mutasyon saptanmis, 4 (%16) izolatta her iki
bolgede mutasyon saptanmamistir. Calisma sonuglarimizin diger calisma sonuclariyla
uyum icerisinde oldugu gériilmistiir. Tim izolatlar incelendiginde 50 izolatin (25 CiD
+ 25 sadece INH'ye direncli) 24 (%48)'linde katG S315T kodonunda, 16 (%32)’sinda
inhA C15T promotor bdlgede, 3 (%6)’linde inhA C15T promotor bolge ve katG S315T
kodonunda birlikte mutasyon oldugu belirlenmis ve izolatlarin 7 (%14)’sinde inhA ve
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katG genlerinde mutasyon saptanmamistir. Calismamizda katG geninin direncten
sorumlu olma orani diger calisma sonuglarina gére daha dustik bulunmustur. Bu sonucun
calismamizda kullanilan izolat sayisinin az olmasindan kaynaklandigi disunilmektedir.
Tolani ve arkadaslarinin?® 89 INH'ye direncli izolat, Faroogi ve arkadaslarinin®' 108
INH’ye direncli izolat ile yaptiklari calismalarda da katG geninin direncten sorumlu olma
sikligi bizim calismamizda oldugu gibi, diger calismalara gore daha dustik saptanmistir.
Calismamizda ayrica CiD-tiiberkiiloz izolatlarinin katG genindeki mutasyon goériilme
sikhginin  monorezistan izolatlardakine oranla daha fazla oldugu (CiD-tiiberkiiloz
izolatlar icin oran %68, monorezistan izolatlar icin oran %40) gorulmdustir. Singhal ve
arkadaslarinin?? yaptiklari calisma da bu sonucu destekler niteliktedir.

Antibiyotik gradiyent test yonteminin antimikobakteriyel ilaclara karsi duyarliiginin
saptanmasinda kullanimdaki diger yontemlerle uyumunun %85 ile %100 arasinda
oldugu gériilmiistir. Karabulut ve arkadaglarinin®® yaptigi duyarlilik ¢alismasinda
antibiyotik gradiyent test yonteminin diger yontemlerle uyumunun %98 oldugu
gériilmiis, Muralidhar ve arkadaslarinin® calismasinda bu oran %87 olarak belirlenmis,
Sanchez ve arkadaslarinin?® calismasinda ise uyum oraninin %90 oldugu rapor edilmistir.

Calismamizda BACTEC 460 TB yontemi ile INH’ye direncli oldugu belirlenen 50
izolatin 47 (%94)’si antibiyotik gradiyent test yontemiyle de direncli bulunmus, 3 (%6)
izolat ise antibiyotik gradiyent test yontemiyle duyarl olarak saptanmustir. Bu izolatlarda
INH icin MiK degerleri sirasiyla < 0.016 ug/ml, < 0.016 pg/ml ve 0.125 pg/ml olarak
belirlenmistir. INH’ye duyarl bulunan (¢ izolat GenoType MTBDRplus ile incelendiginde
direncli olarak belirlenmistir. E-test ile sonucun farkli tespit edilmesinin, izolatta bulunan
mikobakteri miktarinin azigindan veya E-test ile MiK degerlerinin BACTEC 460 TB'nin sinir
degerine yakin olmasi nedeniyle (0.1 ug/ml) olabilecegi diisintlmdstir. Bu varsayim
Varma ve arkadaslarinin?® 40 adet M.tuberculosis izolati ile yaptiklari karsilastirmali
duyarlilik calismasiyla da desteklenmektedir. Calismamizda elde edilen verilerin diger
calisma sonuglarina yakin oldugu gorilmds ve antibiyotik gradiyent testinin duyarllik
icin alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Yapilan calismalarda ozellikle yiiksek seviye INH direncinden katG geninin 315.
kodonunda meydana gelen degisimlerin sorumlu oldudu belirtiimektedir. Diistik seviye
direncten ise inhA promotor bélgedeki mutasyonlar sorumlu tutulmaktadir?’-28,

Kambli ve arkadaslari' INH icin MiK degeri 0.5-1.0 ug/ml olan 16 izolatta inhA C15T
promotor bélgede mutasyon, MiK degeri 3 ya da > 10 ug/ml olan 50 izolatta katG S315T
kodonunda mutasyon ve 16’sinda inhA C15T promotor bolge ve katG S315T kodonunda
birlikte mutasyon saptamistir. Springer ve arkadaslan®® INH icin MiK degeri > 0.1 ve <
4.0 pg/ml olan 13 izolatin 11 (%84.6)'inde inhA C15T promotor bolgede mutasyon
saptamis, 2 (%15.3)'sinde mutasyon saptamamistir. MiK degeri > 0.1 pg/ml olan 31
izolatin 5 (%16.1)’'inde inhA C15T ve 1 (%3.2)'inde inhA T8A promotor bdlgede, 23
(%74.1)'Unde katG S315T kodonunda mutasyon saptamis ve 2 (%6.4)'sinde mutasyon
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saptamamustir. Jagielski ve arkadaslar*® 46 CiD-tiiberkiiloz izolatinin 43 (%93)’iinde
katG gen bolgesinde mutasyon saptamistir. katG gen bdlgesindeki mutasyonlarin 34
(%74)'Gnln katG S315T kodonunda meydana geldigi gériilmiis ve izolatlarda MIK
degerinin 0.1-100 pg/ml arasinda oldugu belirlenmistir.

Calismamizda INH’ye direncli 50 izolatta INH’nin MIK degeri antibiyotik gradiyent
test ydntemiyle belirlenmistir. MiK degeri 0.25-2.0 pg/ml arasinda olan 20 izolatin
9 (%45)'unda inhA C15T'de, 5 (%25)'inde katG S315T'de mutasyon saptanmis,
6 (%30)'sinda mutasyon saptanmamistir. MiK degeri 3.0-24 pg/ml arasinda olan
sekiz izolatin 4 (%50)’'Unde katG S315T'de, 3 (%37.5)'inde inhA C15T'de mutasyon
saptanmis, 1 (%12.5)'inde mutasyon saptanmamustir. MiK degeri 32-256 ug/ml olan
19 izolatin ise 14 (%73.6)'Uinde katG S315T'de, 2 (%10.5)'sinde inhA C15T'de ve 3
(%15.7)'inde katG S315T ve inhA C15Tde birlikte mutasyon saptanmistir. Antibiyotik
gradiyent test ydntemiyle duyarli oldugu belirlenen tic izolatin ikisinde (MiK < 0.016 pg/
ml) inhA C15T promotor bélgede ve birinde (MiK=0.125 pg/ml) katG $315T kodonunda
mutasyon belirlenmistir. Calisma sonuglarimizda elde edilen veriler degerlendirildiginde
diger calisma sonuclarinda oldugu gibi yiiksek seviye INH direncinden katG geninin
$315T kodonundaki, dustik seviye INH direncinden ise inhA geninin C15T bdlgesindeki
mutasyonlarin sorumlu oldugu gorilmustr.

Diinya genelindeki bulgularla uyumlu sonuglar elde edilen bu calismada katG
mutasyonu olan izolatlarda INH icin MIK degerinin yiiksek olabilecedi sonucuna
varilmistir. Ancak bu dislinceyi desteklemek icin ¢ok daha fazla sayida izolat iceren
calismalarin yapilmasi gerektigi disinulmustar.
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