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Oz

Amacg

izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF) direncli Mycobac-
terium tuberculosis kompleksi klinik izolatlarinin hizli
tespiti, erken ve uygun tedavinin planlanmasinda en
onemli basamaktir. ‘Reverse blot hybridization assay
Mycobacterium tuberculosis drug resistance’ (REBA
MTB-MDR), klinik izolatlarda rpoB, katG, inhA, ahpC
gen mutasyonlarinin hizh tespiti i¢in tasarlanan ve
ticari olarak temin edilen reverse blot hibridizasyon
esasli bir DNA serit testidir. Bu ¢alismanin amaci M.
tuberculosis kompleksi klinik izolatlarinda INH ve RIF
direnci ile iligkili mutasyon tiplerinin REBA MTB-MDR
testi ile belirlenmesi ve testin tanisal performansinin
BACTEC MGIT 960 ile karsilastiriimasidir.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma, 2008-2013 yillari arasinda Suleyman Demi-
rel Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuva-
rinda cesitli klinik érneklerden izole edilen 55 M. tu-

berculosis kompleks susu ile yapildi. Suslarin primer
anti tuberkiloz ilag duyarhliklari BACTEC MGIT 960
sistemiyle belirlendikten sonra INH ve RIF direnci gen
mutasyonlari REBA MTB-MDR testi ile arastirildi.

Bulgular

Calisilan 55 izolatin MGIT 960 sistemiyle 41'i (%74.5)
primer anti tiberkiloz ilaglara duyarl, 14’0 (%25.5)
direncli bulundu. REBA MTB-MDR, MGIT 960 ile kar-
silastinlarak degerlendirildiginde RIF direncini sapta-
mada duyarlilik %25 (Cl 4.55-69.94), 6zgullik %100
(Cl 92.13-100) olarak, INH direncini saptamada ise
duyarhhk %22.2 (Cl 6.32-54.74), 6zgullik %97.5 (Cl
87.12-99.56) olarak belirlendi.

Sonug

REBA MTB-MDR testinin, direncli M. tuberculosis
kompleksi Kklinik izolatlarinda en yaygin gérilen mu-
tasyonlarin hizli tespitinde ve uygun tedaviye bas-
lamada hiz kazandirmasi acgisindan faydali oldugu
goOrualmastar. Ancak bu testin sik gorilmeyen mutas-
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yonlari belirlemedeki kisithhigi ve ila¢ direncine neden
olabilecek baska mekanizmalarin varhgi nedeni ile
rutin klinik laboratuvar uygulamalarinda tek basina
degil, geleneksel duyarlilk testleri ile birlikte kullanil-
masinin daha dogru olacag kanaatine variimistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis
kompleks, ilag direnci, rpoB, katG, inhA, ahpC.

Abstract

Objective

Rapid diagnosis of isoniazid (INH) and rifampicin
(RIF) resistant Mycobacterium tuberculosis comp-
lex isolates is the most important step in planning of
early and appropriate treatment. ‘Reverse blot hybri-
dization assay Mycobacterium tuberculosis drug re-
sistance’ (REBA MTB-MDR) is a commercially avai-
lable reverse blot hybridization-based DNA strip test
designed for the rapid detection of rpoB, katG, inhA,
ahpC gene mutations in clinical isolates. The aim of
this study was to determine the mutation types asso-
ciated with INH and RIF resistance in clinical isolates
of M. tuberculosis complex by REBA MTB-MDR test
and compare the diagnostic performance of the test
with BACTEC MGIT 960.

Materials and Methods

The study was performed with 55 M. tuberculosis
complex strains isolated from various clinical samples
in the microbiology laboratory of Suleyman Demirel
University Medical Faculty between 2008-2013. The

Giris

Tlberktloz (TB), modern tani ve tedavi yontemleri-
ne ragmen dinya genelinde oldugu gibi Glkemizde de
onemli halk saghgi sorunlarindan birisidir (1). M. tu-
berculosis basilinin saptanmasinin ve kultirde dretil-
mesinin ardindan oncelikle tedavide ilk secenek olan
primer ilaclara karsi duyarhlik testi yapiimalidir (2).
INH ve RIF en az yan etkiye sahip, en etkili anti tu-
berkiiloz ilaglardandir. INH ve RIF’ e birlikte direncin
olmasi ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB) olarak
tanimlanir. CIiD-TB'nin tedavisi oldukga zordur. Bu
nedenle tedavinin dogru yonlendiriimesi ve yénetimi,
direncli suslarla bulasma zincirinin kirilmasi ve direng
yayiliminin dnlenmesi acgisindan kritik 6neme sahiptir
(3). Ancak, geleneksel yontemlerle yapilan ilag duyar-
lllik testlerinin sonuglanmasi igin 4-8 haftalik zamana
gereksinim vardir. Kullanilan geleneksel yontemler-
den birisi sivi bazli ila¢g duyarhlik sistemi BACTEC
MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) 960’dir
(4).Uzun donemde yapilan karsilastirmali ¢calismalar-
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primary anti-tuberculosis drug susceptibilities of the
strains were determined by the BACTEC MGIT 960
system and then INH and RIF resistance gene mutati-
ons were investigated by REBA MTB-MDR test.

Results

Of the 55 isolates tested with MGIT 960 system, 41
(74.5%) were determined as susceptible to primary
anti-tuberculosis drugs and 14 (25.5%) were deter-
mined as resistant to primary anti-tuberculosis dru-
gs. When the REBA MTB-MDR was compared with
the MGIT 960, the sensitivity to detect RIF resistance
was 25% (Cl 4.55-69.94), specificity was 100% (ClI
92.13-100), sensitivity to detect INH resistance was
22.2% (Cl 6.32-54.74), while specificity was 97.5%
(Cl 87.12-99.56) for REBA MTB-MDR.

Conclusions

REBA MTB-MDR test was found to be useful in terms
of rapid detection of the most common mutations in
the resistant M. tuberculosis complex clinical isolates
and accelerating the initiation of appropriate treat-
ment. However, due to the limitations of this test in
identifying uncommon mutations and the presence of
other mechanisms that may cause drug resistance, it
was concluded that it would be more appropriate to
use this test with conventional susceptibility tests in
routine clinical laboratory practice.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex,
drug resistance, rpoB, katG, inhA, ahpC.

da MGIT sistemi ile alinan sonuclar referans yéntem-
lerle alinan sonuglar ile uyumlu bulunmus, bu sistem
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ta-
rafindan fenotipik anti tuberkiloz ila¢ duyarlilik testleri
icin Onerilen testler arasinda bildirilmistir (5—7). Diinya
Saglk Orgutii, 6zellikle ilac direnci olma ihtimali yiik-
sek olan olgularda molekuler hizli ila¢ duyarlilik test-
lerini 6nermektedir (5). Bu sebeple son yillarda mi-
kobakterilerin tur tanimlamasi ve ilag duyarhliklarinin
hizli tespiti icin birgok molektler yéntem gelistirilmis-
tir. Molekdler teknikler 1-2 gun icinde M. tuberculosis
kompleks suslarinin tanisini ve ilag¢ direncinin tahmin
edilmesini saglamaktadir (5,8).

Kullanim kolayhgdi nedeniyle en cok tercih edilen mo-
lekuler yontemlerden kati faz hibridizasyon ydntemi
olan DNA serit testlerinden birisi REBA MTB-MDR
(YD Diagnostics, Korea) ticari kitidir. Bu test, rpoB,
katG, inhA promotor bdlgesine ek ahpC intergenik
bolge analizine imkan vermekte, rpoB geninin 81
bp’lik “hot spot” bdlgesindeki 531, 533, 516 ug¢ farkh
mutasyonu ve katG gen bdélgesindeki en sik rastlanan



kodon 315'deki bir mutasyonu, inhA promotor bdélge-
sindeki iki mutasyonu tespit edebilmektedir. Diger se-
rit testlerinden farkli olarak bu test, 526. kodondaki iki
mutasyon yerine 533. kodondaki mutasyon probunu
icermektedir. Clnkl 526. kodon oldukga polimorfizm
gostermektedir ve 533. kodondaki mutasyon genellik-
le fenotipik duyarllik testleri ile kacgirilan klinik olarak
Onemli dusuk diizey RIF direnci ile iligkilidir (9,10).

Bu ¢alismada, laboratuvarimizda BACTEC MGIT 960
sistemi ile ila¢ duyarlilk testi yapilan M. tuberculosis
kompleksi klinik izolatlarinda hizli molekiler tani yon-
temlerinden olan REBA MTB-MDR testiile INH ve RIF
direnci ile iligkili mutasyon tiplerinin belirlenmesi ve
REBA MTB-MDR ydnteminin etkinliginin arastiriimasi
amagclanmistir.

Gerec ve Yontem

Calisma, 2008-2013 yillari arasinda Suleyman Demi-
rel Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana-
bilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvarinda TB 6n tanili
hastalardan goénderilen c¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen 55 M. tuberculosis kompleks susu ile yapildi.

Kultiir: Steril olmayan Klinik 6rneklere N-Asetil-L-Sis-
tein-Sodyum hidroksit yéntemi ile homojenizasyon-de-
kontaminasyon islemi uygulandi. Dekontamine edilen
orneklerin Léwenstein-Jensen (LJ) kati besiyerine
(Becton Dickinson, USA) ve MGIT 960 sivi besiyerine
(Becton Dickinson Microbiology System, Sparks, NV,
ABD) ureticilerin 6nerileri dogrultusunda ekimleri ya-
pildi. Ureme oldugunda ise M. tuberculosis kompleks
tanimlanmasi icin MPT 64 antijenini saptayan immu-
nokromatografik yéntem TBc ID testi (BD MGIT TBc
Identification Test) kullanildi. Suslarin streptomisin
(SM), INH, RIF, etambutol (ETB) icin duyarlilik testleri
MGIT 960 sistemi ile yapilip degerlendirildi.

ilag Direncinin Molekiiler Yéntemle Saptanmasi:
Klinik drneklerden kultur ile izole edilen M. tubercu-
losis kompleksi suslarinda REBA MTB-MDR testi ile
INH ve RIF direnci arastirildi. REBA MTB-MDR tes-
ti Ureticinin tanimladigi sekilde calisildi. Testin asa-
malari; kaltir ortaminda elde edilen ve direng geni
arastirilacak her izolat igcin PCR ile ¢ogaltma islemi
gergeklestirildi. Takiben direngten sorumlu gen bolge-
lerine ait DNA molekaulleri nitroselltiléz seritler Gizerin-
de bulunan direngten sorumlu gen bolgesine ait vahsi
ve mutant dizileri iceren problar ile hibridizasyona bi-
rakildi (Tablo 1). Hibridizasyon sonrasi mutant dizilere
baglanma durumu (bant olusumu) direng varligi ola-
rak yorumlandi (11). Calisilan testlerin kalite kontroll
M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart susuy-
la yapildi.
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REBA MTB-MDR yodnteminin etkinliginin belirlenmesi
amaciyla duyarlihk, 6zgullik, pozitif prediktif deger
(PPD), negatif prediktif deger (NPD) parametrele-
ri hesaplandi. OpenEpi programi kullanilarak analiz
sonugclarina iliskin % 95 guven araliginda (% 95 CI:
Confidence Interval) alt ve Ust sinir degerler hesap-
lanmistir (12).

Bulgular

55 klinik izolatin MGIT 960 ydntemi ile ila¢ diren¢ da-
gihmini degerlendirdigimizde 7 susda tek ilaca karsit,
4 susda iki ilaca, 3 susda ise U¢ ilaca direnc¢ tespit
edilmistir. (Tablo 2)

Suslarin 41'i (%74.5) primer antituberkuloz ilaglara du-
yarli bulunmustur. Her bir ilacin toplam direng oranlari;
SMigin %10.9 (6 sus), INH icin %18.2 (10 sus), RIF igin
%7.3 (4 sus) , ETB icin %7.3 (4 sus) olarak tespit edil-
mistir. CID-TB orani %5.5 (3/55) olarak belirlenmistir.

REBA MTB-MDR ydntemi ile 6 susta (MGIT 960 yon-
temi bu suslarin 1'i sadece INH direngli, 5'i INH ve
RIF duyarli bulunmustur) bazi problarin renklerinde
belirsiz solmalar saptanmis ve bu suslar REBA MTB-
MDR yo6nteminin etkinliginin degerlendiriimesinde
kullanilmamistir. MGIT 960 ile RIF direncli bulunan 4
izolatin sadece birinde REBA MTB-MDR ydntemi ile
rpoB bolgesinde WT3'de negatif hibridizasyon sinyali
alinmig, ancak mutasyon tespit edilmemistir. INH di-
rencli 9 izolatin birisinde katG mutasyonu birinde de
inhA WT1 probunda negatif hibridizasyon sinyali alin-
mistir. INH duyarli bir susta ise inhA WT1 probunda
negatif hibridizasyon sinyali alinmistir. 49 susta INH
ve RIF direncini saptamada kullandigimiz iki yonte-
mi birbiriyle karsilastirdigimizda MGIT 960 yodntemi
ile RIF direnci tespit edilen 4 6rnegin 3'inde REBA
MTB-MDR ile diren¢ saptanmazken bir susta ise her
iki yontemle de direng saptanmistir. MGIT 960 ile INH
direnci tespit edilen 9 susun 7'sinde REBA MTB-MDR
ile direng saptanmazken 2 susta her iki yontemle de
direng saptanmistir (Tablo 3).

MGIT ile karsilastinidiginda RIF direncini saptamada
REBA MTB-MDR testi icin duyarhlik %25 (Cl 4.55-
69.94), 6zgulluk %100 (Cl 92.13-100), PPD %100 (ClI
20.65-100), NPD 93.75 (Cl % 83.16-97.85) olarak
belirlendi. INH direncini saptamada REBA MTB-MDR
icin duyarlilik %22.2 (Cl 6.32-54.74), 6zgulluk %97.5
(C187.12-99.56), PPD %66.67 (Cl 20.77-93.85), NPD
84.78 (Cl % 71.78-92.43) olarak belirlendi. Calisma-
mizdaki kalite kontrol susunun, negatif kontroliin ve 5
ornegin REBA MTB-MDR test seritleri Resim 1, 2'de
gOsterilmistir. Tablo 4’de fenotipik ve genotipik test so-
nuclar karsilastinimaktadir.

446



Mycobacterium Tuberculosis izolatlarinda izoniazid ve
Rifampisin Direncinin REBA MTB-MDR Yontemi lle Arastirilmasi

Reverse blot hibridizasyon testinde kullanilan problar (7)
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Prob Sekans (5'-3') WT ve MT Yerlesimi

Myc GACGTCGTCGCCACCATCGA Mikobakteriyel prob

MTB AAACATGTCGGCGAGCCC M. tuberculosis prob

rpoB WT1 AGCCAGCTGAGCCAATTC rpoB kodonlari 509-514 WT
rpoB WT2 ATGGACCAGAACAACCCG rpoB kodonlari 515-520 WT
rpoB WT3 CCGCTGTCGGGGTTGACC rpoB kodonlari 521-525 WT
rpoB WT4 TTGACCCACAAGCGCCGA rpoB kodonlari 524-529 WT
rpoB WT5 CTGTCGGCGCTGGGGC rpoB kodonlari 530-534 WT
rpoB MT1 CTGTTGGCGCTGGGGC rpoB kodon 531 (TCG-TTG)
rpoB MT2 AAATGTCGGCGCCGGGGCC rpoB kodon 533 (CTG-CCG)
rpoB MT3 TTCATGTACCAGAACAACCCG rpoB kodon 516 (GAC-TAC)
katG 315 WT CACCAGCGGCATCGAG katG kodon 315 AGC WT
katG 315 MT ATCACCACCGGCATCGAG katG kodon 315 (AGC-ACC)
inhA 15UPS WT CGCGGCGAGACGATAGG inhA UPS -15 WT

inhA 15UPS MT CGCGGCGAGATGATAGG inhA UPS -15 (CAT)

inhA 8UPS WT AAAGATAGGTTGTCGGGGTGACT inhA UPS -8 WT

inhA 8UPS MT GACGATAGGCTGTCGGGG inhA UPS -8 (T-C)

ahpC WT1 GCCGATAAATATGGTGTGATATCA ahpC -60, -38 WT

ahpC WT2 CCTTTGCCTGACAGCGACTT ahpC -38, -18 WT

ahpC WT3 CACGGCACGATGGAATGTC ahpC -17 , +2 WT

ahpC WT4 GCAACCAAATGCATTGTCCGC ahpC + 3, + 23WT

ahpC WT5 TTTGATGATGAGGAGAGTCATGC ahpC +24 , +44 WT

*UPS: Upstream promotor sekans; MT: Mutasyon; WT: Vahsi (Wild) tip

izole edilen 55 susun MGIT 960 yontemi ile primer antitiiberkiiloz ilaglara direng oranlar

ilaclar Sayi Yiizde(%)
Tek ilaca direnc SM 1 1.8
INH 3 55
RIF 1 1.8
ETB 2 3.6
Toplam tek ilaca direnc 7 12.7
iki ilaca direng INH+RIF 1 1.8
INH+ETB 1 1.8
INH+SM 2 3.6
Toplam iki ilaca diren¢ 4 7,3
Ug ilaca direng SM+INH+ETB 1 1.8
SM+INH+RIF 2 3.6
Toplam ii¢ ilaca direng 3 5.5
Toplam direncgli sus 14 25.5

SM: Streptomisin, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, ETB: Etambutol.
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Tablo 3 Direng saptamada kullanilan iki ydntemin ilaglara gore dagilimi

MGIT + MGIT -
REBA + REBA - REBA + REBA -
RIF 1 3 - 45
INH 2 7 1 39

RIF: Rifampisin, INH: izoniazid

Tablo 4 Calisilan tum M. tuberculosis izolatlarinin REBA MTB-MDR ile hibridizasyon paternleri ve
fenotipik direncleri

MGIT
RIFRINHR | RIFSINHS | RIFSINHR | RIFRINHS | RIFRINHR | RIFSINHR | RIFSINHS
izolat sayisi 1 1 1 1 2 5 38
rpoB WT1 + + + + + + +
WT2 + + + + + + +
WT3 + + + - + + +
WT4 + + + + + + +
WT5 1F 1F et 4 4 1F 4
MT1 - - - - - - -
MT2 = = = - > = =
MT3 = = = s = = =
katG WT + + + + + + +
MT + = + = - - -
inhA 15 UPS WT1 + - + + + + +
MT1 - - - - - - -
inhA 8UPS WT2 + + + + + + +
MT2 - - - - - - -
ahpC WT1 + + + + + + +
WT2 1F 1F et 4 4 1F 4
WT3 + + + + + + +
WT4 + + + + + + +
WT5 1r 1r 1 4P 4F 1r 4
“Yn(;‘rtlzgn(:? katG inhA katG rpoB Mu;aosky on Mu;a;sky on Mu;a;sky on

R: Direncli,S: Duyarli, RIF: Rifampisin, INH:izoniazid, UPS: Upstream Promotor Sekans, WT: Vahsi(Wild) tip, MT: Mutasyon
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Resim 2. Calismamizdaki REBA MTB-MDR test seritleri; 1, 4, 5. seritler: RIF+ INH direnci yok, 2. serit: RIF di-
renci yok + inhA WT1 kaybina bagh INH direnci, 3. serit: RIF direnci yok + katG mutasyonuna bagli INH direnci

Tartisma

‘Turkiye'de Verem Savasl 2017’ raporuna gore; 2015
yilinda ila¢ duyarlilik testi yapilan hastalarin sonuclari
incelendiginde; %21.3 oraninda en az bir ilaca direnc
saptanmistir. En yuksek oranlarda direncin %13.7 ile
INH'e karsi gelistigi gorilmustir. CiD-TB orani ise
%4,1 olarak saptanmistir (1). Calismamizda test edi-
len 55 izolatin 41'i (%74.5) primer antitiiberkiloz ilag-
lara duyarli, 14’0 (%25.5) en az birine direncli bulun-
mustur. Calismamizda en yuksek ila¢ direnci INH icin
belirlenmistir. Bu calismadaki INH direnci (%18.2) ve
CID-TB (%5.5) orani, Verem Savasi 2015 verilerine
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gore Turkiye ortalamalarinin Ustiinde ¢cikmistir. Sapta-
nan diren¢ oranlarindaki fark; bizim ¢calismamizin tek
bir bolge verisini ortaya koyan az sayida klinik izolat
ile yapilmasi ve Turkiye genelinde kullanilan ¢alisma
yontemlerinin farkli olmasinin bir sonucu olabilir.

M. tuberculosis’de diren¢g mekanizmalarinin anlasil-
masindan sonra, bircok molekiler test direnci belir-
lemede denenmektedir. Kullanim kolayligi nedeniyle
en ¢ok tercih edilen molekiler yontemlerden birisi kati
faz hibridizasyon yontemidir. Inno-LiPA RIF TB ve Ge-
noType MTBDR/MTBDRplus DNA serit testleri ticari
olarak temin edilebilmektedir (13). Inno-LiPA RIF TB



testi ile sadece rpoB gen bolgesindeki mutasyonlarin
varligi degerlendirilebilmektedir. Birinci kusak Geno-
Type MTBDR testi rpoB ve katG gen bdlgelerindeki
nokta mutasyonlarinin varligini tespit ederek RIF ve
INH’e kars! direnci ayni anda tespit edebilme avanta-
jina sahiptir. Genotype MTBDR yonteminin bir Gst ver-
siyonu olan Genotype MTBDRplus yontemiyle, RIF
direncini belirleyen rpoB bantlarinin sayisi artirilarak
testin RIF direncini belirleme duyarhhgi arttirildigi gibi,
INH direncini belirlemek icin inhA gen bolgesini iceren
bant paternleri de DNA seritlerine yerlestirilmistir. Bu
sayede ikinci kusak GenoType MTBDRplus teknigi ile
disik ve orta dizey INH direncine neden olan inhA
gen bolgesindeki mutasyonlar da saptanabilmektedir
(13-15). Bizim calismamizda kullanilan REBA MTB-
MDR ticari kiti, diger kitlerden farkl olarak rpoB, katG,
inhA promotor bdlgesine ek ahpC intergenik bolge
analizine imkan vermektedir (9,10). Bununla birlikte,
bu calismada REBA MTB-MDR’in klinik 6rneklerden
izole edilen M. tuberculosis’de RIF ve INH direncini
belirlemede MGIT 960 sistemine gore test sonuglan-
ma suresinin kisaligl disinda herhangi bir Gstinlugi
ortaya konulamamistir. REBA MTB-MDR ile RIF di-
rencini saptamada %25, INH direncini saptamada ise
%22.2 gibi dusuk duyarlilik oranlari bulunmus olmasi
nedeniyle yiiksek 6zgullik oranlarina ragmen (%100,
%97.5) bu testin laboratuvarimizda ilag direnci aras-
tirlmasinda tek basina yeterli olamayacag dusunul-
mastur. Diger taraftan, bizim bu bulgumuzun aksine
klinik izolatlarda ila¢ direncini gostermede molekdler
yontemlerin etkinligini degerlendiren ¢alismalari irde-
ledigimizde serit testlerin M. tuberculosis’de INH ve
RIF direncini belirlemede basarili bulundugunu bil-
diren bircok calisma bulunmaktadir (9,13,16,17). Ul-
kemizde yapilmis bir calismada; Aslan ve ark., MGIT
460 sistemi ile RIF direnci saptanan 1, INH direnci
saptanan 15 ve CiD-TB saptanan 10 M. tuberculosis
susunda Genotype MTBDR y&ntemini test etmigsler-
dir. Genotype MTBDR testi ile fenotipik duyarhlik testi
arasindaki uyum orani RIF igin %81.8, INH icin % 64
olarak belirlenmistir (18). Miotto ve ark., proporsiyon
metodu ile 139 CID-TB, 37 bir veya ¢ok ilaca direng-
li ve 30 duyarl izolatta Genotype MTBDR yontemini
test etmigstir. Bu yontemin duyarlilii, RIF, INH direnci
ve CID-TB suslar icin sirasiyla %91.5, %67.1, %69.8
olarak, 6zgullugu ise, %99.3, %100, %99.3 olarak he-
saplanmistir (13).

Genotype MTBDR ydnteminin RIF direncini belirle-
mede biyuk bir duyarliha sahip oldugu ancak INH
direncini belirlemede bazi dezavantajlari oldugu ve
INH direncine neden olan farkli gen bdlgelerini de (du-
suk duzey direncten sorumlu) icerecek sekilde bir ya-
pilanmanin, testin duyarhhgini ve guvenilirligini daha
da arttiracagl dustunulmektedir. Nitekim Hillemann ve
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ark. yaptigi calismada, 75 CiD, 50 duyarl toplam 125
susta Genotype MTBDR ve Genotype MTBDRplus
testleriyle direnc arastirmiglardir. Altin standart olarak
bilinen geleneksel testlere gore degerlendirildiginde,
MTBDR testinin duyarliligi RIF i¢cin %97.8, INH igin
ise %88'dir. MTBDRplus duyarlligi RIF icin %97.8,
INH icin %92'dir. Her iki testin 6zgulligu INH igin
%2100'dur. Bu calismada eklenen problarin INH diren-
cini saptama oranini %3 arttirdigini belirlemiglerdir
(19). Lacoma ve ark. Bactec 460 sistemiyle Genotype
MTBDRplus yontemini karsilastirmis, INH ve RIF du-
yarlihgi sirasiyla %73 ve %91.7 olarak belirlenmistir.
INH'deki yanhs negatifligin gesitli izolatlarda direncin
katG bolgesi disindaki bir bélgeden kaynaklanabile-
cegdi bildirilmistir. Genotype MTBDRplus ydnteminde
yeni bantlarin eklenmesiyle testin RIF direncini belir-
lemede duyarliliginin %8.4, INH direncini belirlemede
de %31.4 oraninda artis gosterdigi belirtilmistir (20).

Bizim calismamizda kullaniimis olan REBA MTB-
MDR yontemi ile yapiimig literatirde ulasabildigimiz
ilk calisma olan Bang H ve ark.’nin calismasinda;
RIF direncinin %97’si, INH direncinin %81'i bu yon-
temle tespit edilmistir. REBA MTB-MDR testi fenotipik
ilag duyarlilik testi ile karsilastirildiginda duyarllig
%79.8, 6zgullugl ise %100 olarak hesaplanmistir.
Testin INH direncinin saptanmasini %5.7 ve CID-TB
saptamasini %6.8 arttirdigi belirtiimis, artis nedeninin
teste oxyR-ahpC intergenik boélge probunun eklen-
mesi oldugu ileri surdlmustur (9). Ngamlert K, MGIT
960 sistemi ile REBA MTB-MDR'yi karsilastirmis;
RIF, INH direncini ve CiD-TB’de duyarliigini sirasiyla
%94.1, %95.5, %93, 6zgulligund %98.9, %98,1 ve
%98 olarak tespit etmistir (21). Havumaki ve ark. ca-
lismasinin birinci fazinda REBA MTB-MDR ve Hain
MTBDRplus molekiler yontemleri MGIT 960 sistemi
ile karsilastiriimistir. INH direncini saptamada Hain
MTBDRplus duyarliigi ve 6zgulligu sirasiyla %89,
%99.4 ve REBAMTB-MDR'nin %92, %92.6 bulun-
mustur. RIF direncini saptamada Hain MTBDRplus
duyarhhigr ve 6zgullugl sirasiyla %90.2, %98.5 ve
REBAMTB-MDR'nin ise %72.4, %98 olarak tespit
edilmis, REBA MTB-MDR ydnteminin daha fazla klinik
calismalar ile gelistiriimesi gerektigi belirtilmistir (22).

Sonug olarak bizim ¢alismamizdaki duyarlilik oran-
lari literatUrdekilerden olduk¢a disik bulunmustur.
Bunun nedeni bu testlerde sadece yaygin mutasyon-
larin hedeflenmesi ve caligilan izolat sayisinin az ol-
masindan kaynaklanmis olabillir. Bu ¢alisma, Isparta
yoresinde yapilan TB ila¢ direncini saptamaya yonelik
ilk molekuler ¢alisma olmasindan dolay! bélgemizde
ila¢ direncine neden olan mutasyon paternleri bilin-
memektedir. Bu testle saptanan gen mutasyonlar
disinda mutasyonlar veya baska mekanizmalar di-
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rence neden olabilir. Turkiye'de ila¢ direncine neden
olan mutasyonlarin ve mekanizmalarin belirlenmesi
icin cok merkezli daha kapsamli ¢alismalara ihtiyac
vardir. REBA MTB-MDR testi yeni kullanima giren bir
yontemdir. Bu yontemle yapilan ¢alisma sayisi ¢ok ki-
sithdir. Bu testin guvenilirligini degerlendirecek daha
fazla calismaya ihtiyac vardir.
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