ANKEM Derg 2008;22(1):32-36
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RIFAMPISIN DIRENCININ REAL-TIME PCR ILE HIZLI TANISI*

Meryem CETIN* , Murat GUNAYDIN**, Ahmet SANIC**

*Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ANTAKYA-HATAY
**Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, SAMSUN

OZET

Otuz izoniazide direngli, 30 rifampisine direncli, 21 hem izoniazid hem de rifampisine direngli ve kontrol grubu olarak
her iki ilaca duyarli 30 Mycobacterium tuberculosis susu radyometrik BACTEC metodu kullanilarak belirlenmigtir. KatG and
1poB sensor problart kullanilarak, M.tuberculosis mutasyonlarimin varlii real-time PCR metodu ile incelenmistir. Izoniazid
icin 17 izolatta prob Tm araligi 66.98-67.70°C ve 6 izolatta prob Tm aralig1 68.19-68.90°C olarak belirlenmistir. Toplam 23
izolatta dirence sebep olan mutasyonlar saptanmugtir. Rifampisin igin, 9 izolatta prob Tm aralig1 65.3-66.70°C, 22 izolatta
prob Tm aralig1 57.70-58.40°C ve 4 susta bu Tm araliklarinin her ikisi gosterilmigtir. Toplam 27 susta dirence sebep olan mu-
tasyonlar belirlenmistir.

Real-time PCR metodu izoniazid direncini % 76.7 olarak belirlemistir. BACTEC ve real-time PCR metodlari arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0.005). Real-time PCR ile rifampisin direnci % 90.0 olarak belirlen-
mis, BACTEC ve real-time PCR arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.076).

Bu sonuglar real-time PCR metodunun rutin laboratuvarda M.tuberculosis komplekste ilag direncini belirlemede hiz-
I, basit ve giivenilir bir metod oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: izoniazid, real-time PCR, rifampisin, tiiberkiilozda direng
SUMMARY

Rapid Detection of Isoniazid and Rifampicin Resistance Associated Mutations in Mycobacterium tuberculosis
Complex by Real-Time PCR

Susceptibilities of 30 isoniazid-resistant, 30 rifampicin-resistant and 21 isoniazid and rifampisin-resistant Mycobacterium
tuberculosis isolates as well as 30 isolates susceptible to the both drugs used as control group were determined by rad-
yometric BACTEC method. Using katG and rpoB sensor probes, presence of mutations was investigated in M.tuberculosis by
real-time PCR method. For isoniazid, prob Tm range of 66.98-67.70°C in 17 isolates and prob Tm range of 68.19-68.90°C in
6 isolates were found. Resistance-causing mutations were detected in a total of 23 isolates. For rifampicin, prob Tm range of
65.3-66.70°C in 9 isolates, prob Tm range of 57.70-58.40°C in 22 isolates and both of these Tm ranges in 4 isolates were de-
termined. Mutations causing resistance were detected in a total of 27 isolates.

By real-time PCR method isoniazid mutations were detected as 76.7 %. There was a statistically significant difference bet-
ween BACTEC and real-time PCR methods (p=0.005). On the other hand, 90.0 % of rifampicin resistance were detected by
real-time PCR, which indicated a statistically insignificant difference between BACTEC and real-time PCR (p=0.076).

All these results showed that real-time PCR method is a fast, simple and accurate method for determining the drug
resistance in M.tuberculosis complex in routine laboratories.
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GIRiS

Mycobacterium tuberculosis suslarinin anti-
tliberkiiloz ilaglara gelistirdigi direncte ciddi ar-
tislarmn goriilmesi, etkin ve dogru tedavinin ya-
pilabilmesi icin tiiberkiiloz tedavisinde 6nemli
bir yere sahip olan ilaglarin duyariligimin giive-
nilir ve hizl bir sekilde bilinmesinin gerekliligi-
ni ortaya koymustur®. Ilag direncinden sorum-
lu mutasyonlarin belirlenmesinde genetik ana-
liz igerikli hizli tan1 yontemleri gelistirilmistir.
Mutasyonlarin ve boylece antitiiberkiiloz ilagla-
ra duyarhiligin birkag giin icerisinde belirlenme-
si olanakli hale gelmistir. Bugtine kadar yapilan
pek ¢ok calismada rifampisin (RIF) ve izoniazid
(INH) direncinden sorumlu farkli gen bolgeleri
saptanmustir. RIF i¢in aminoasid degisimlerinin
siklikla 507 ile 533. kodonlar arasinda 81-bp’lik
rpoB kor bolgesinde oldugu ifade edilmistir. Bu-
nunla birlikte, RIF'e direncli mutant M.tubercu-
losis  suslarinda, Ozellikle 526. kodon
(His526Tyr) ve 531. kodonda (Ser531Leu) degi-
simlerin oldugu dikkati cekmistir210). INH igin
aminoasid degisimlerinin siklikla katG geninde
315. kodonda (315Ser) oldugu bildirilmistir(D).

PCR ile niikleik asitlerin ¢ogaltilmas1 so-
nucu, tiiplerden floresans1 Olgebilen aletlerde
floresans rezonans ener;ji transferi (FRET) tekni-
&1 mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilmaya
baslanmistir. Kullanilan teknik hibridizasyon
problarmin ayrilma sicakligina baglh olarak elde
edilen {iriiniin erime egrisi analizini verir()). Ca-
lismamizda radyometrik BACTEC ve real-time
PCR yontemleri kullanilarak, M.tuberculosis’te
INH ve RIF direncine neden olan mutasyonlarin
saptanmas1 amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calisma kapsamina RIF ve INH'e direngli
21 sus, RIF’e direngli 30 sus, INH’e direncli 30
sus ve her iki ilaca duyarh 30 sus (kontrol gru-
bu) alinmustir. RIF ve INH’e duyarlit American
Type Culture Collection (ATCC) 25177 numara-
It susu ve M.tuberculosis H37Ra kontrol suslari
olarak kullanilmistir. Dekontaminasyon igin
sodyum hidroksit N-asetil-L-sistein metodu
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kullanilmigtir. Ureme indeksi 0-999 6lgeginde
direkt olarak okunmustur(”). Tiiberkiiloz
kompleksi basillerinin radyometrik 12B BAC-
TEC sisesinden DNA ekstraksiyonunda Chelex-
100 (% 5 oraninda) kullanilmistir(18). Daha son-
ra kullanilmak tizere elde edilen ekstraktlar -70°C’de
saklanmustur.

RIF direnci igin rpoB geninin 526 ve 531.
kodonlarindaki mutasyonlar: belirlemek tizere
rpo anchor ve rpo sensor problar1 hazirlanmistir.
INH direnci igin katG geninde 315. kodondaki
mutasyonu belirlemek iizere TB sensor ve TB
anchor problar1 hazirlanmigtir(16).

INH direncini saptamak igin TB86 ve TB87
primerleri, RIF direncini saptamak igin ise TR8
ve TR9 primerleri kullanilmistir7,15) (TIB Mol-
biol, Almanya):

TB86: 5'- GAA ACA GCG GCG CTGTC GT -3

TB87: 5'- GTT GTC CCA TTT CGT CGG GG- 3'

TR8: 5'- GTG CAC GTC GCG GACCTCCA -3

TR9: 5' - TCG CCG CGA TCA AGG AGT - 3'

TB sensor: 5'-LC Red705 - TCA CCA GCG GCA
TCG AGG TCG T - Fosfat

TB anchor: 5'- CGT ATG GCA CCG GAA CCG
GTA AGG ACG C - 3' Floresein

Rpo sensor: 5-LC Red640 - ACC CAC AAG
CGC CGA CTG TCG G - Fosfat

Rpo anchor: 5'- TTC ATG GAC CAG AAC AAC
CCG CTG TCG G - 3' Floresein.

Bu primerler ile RIF direncinden sorumlu
mutasyonlari bulundugu rpoB geninin 158 baz
ciftlik bolgesinin (2492-2335 pozisyonu) ve INH
direncinden sorumlu mutasyonlarin bulundu-
gu katG geninin 209 baz ciftlik bolgesinin (2759-
2967 pozisyonu) ¢ogaltilmasi hedeflenmistir.

Real time PCR ve FRET problar ile di-
rencin belirlenmesi

Amplifikasyon reaksiyonunda 10 dakika
95°C’de denatiirasyondan sonra, 10 sn 95°C, 5
sn 60°C (katG igin), 55°C (rpoB igin) ve 10 sn
72°C’de olmak tizere 45 siklus gerceklestirilmis-
tir. Sikluslar tamamlandiktan sonra tiipler bir-
kez daha 95°C’de 10 sn bekletilip, sonra 50°C’de
20 sn tutulmustur. Daha sonra 50°C’den 95°C’ye
kadar tiipler 0.05°C/sn hizla 1sitilarak erime eg-
risi incelemesi yapilmistir. Hibridizasyon prob-
larinin erime davranigina gore erime egrisi ana-
lizi yapilmigtir. KatG mutasyonunu belirlerken
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Red-705 floresansina duyarl LightCycler F3 ka-
nalindan, rpoB mutasyonunu belirlemek igin
Red-640 floresansina duyarli LightCycler F2 ka-
nalindan okumalar degerlendirilmistir.

BULGULAR

Izoniazid icin duyarlilik sonuclar

Real-time PCR yontemini ile izoniazide
duyarli oldugu bilinen M.tuberculosis H37Ra
kontrol susunun erime egrisi analizine gore eri-
me sicaklig1 (Tm) degeri 71.85°C olarak bulun-
mustur. Duyarli olan diger klinik izolatlarda ise
bu deger 71.70°C ile 72.50°C arasinda degisiklik
gostermistir. Real-time PCR yontemi, standart
kabul ettigimiz radyometrik BACTEC duyarh-
ik sistemine gore saptanmus, direncli suslarda
mutasyon orani % 76.7 olarak belirlemistir. Tki
farkli Tm derecesi gozlenmistir. Bunlardan bi-
rincisi 66.98-67.70°C prob Tm araligi, digeri
68.19-68.90°C prob Tm araligidir. Buna gore, 17
sus 66.98-67.70°C prob Tm araligin (Sekil 1), 6
adet sus 68.19-68.90°C prob Tm aralifini goster-
mistir.

Mutant suglar
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Sekil 1: Izoniazid icin Tm araliklari:
1. mutasyon igin Tm degeri: 67.07
Duyarl susg icin Tm degeri: 72.00

Rifampisin i¢in duyarlilik sonuglar

Real-time PCR yontemini kullanarak RIF e
duyarli oldugu bilinen H37Ra kontrol susunun
erime egrisi analizine gore erime sicaklig1 dere-
cesi (Tm) 63.09°C olarak bulunmustur. Duyarh
olan klinik izolatlarda ise, bu degerin 62.55°C ile
63.47°C arasinda degisiklikler gosterdigi sap-
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tanmistir. Real-time PCR yontemi, standart ka-
bul ettigimiz radyometrik BACTEC duyarlilik
sistemine gore saptanmis, direngli suslarda mu-
tasyon oranmi % 90.0 olarak belirlenmistir. Tki
farkli Tm derecesi gozlenmistir. Bunlardan bi-
rincisi 65.30-66.70°C prob Tm araligi, digeri
57.70-58.40°C prob Tm araligidir. Buna gore, 9
sus 65.30-66.70°C prob Tm araligin (Sekil 2), 22
sus 57.70-58.40°C prob Tm araligini gostermis, 4
sus ise 65.30-66.70°C ve 57.70-58.40°C prob Tm
araliklarinin her ikisini de gostermistir (Sekil 3).
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Sekil 2: Rifampisin icin Tm araliklari:
1. mutasyon icin Tm degeri: 65.57
Duyarli sug icin Tm degeri: 63.47
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Sekil 3: Rifampisin icin Tm araliklari:
1. mutasyon icin Tm degeri: 66.23; 66.57
2. mutasyon i¢in Tm degeri: 57.99

Her iki yontemde calisilan INH ve RIF duyar-
lilik sonuglarinin karsilastirilmasi
Radyometrik BACTEC ve real-time PCR
yontemlerine gore INH ve RIF duyarlilik sonug-
lar1 Z testi ile karsilastirilmustir. Test formdiile go-
re INH i¢in Z degeri 2.82 olarak bulunmustur.
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Testin olasilik degeri (p-value) = 0.005 < o = 0.05
oldugundan radyometrik BACTEC ve real-time
PCR yontemlerine gore saptanan oranlar arasin-
da istatistiksel olarak anlamli fark vardir. Stan-
dart BACTEC sistemi ile uyumsuz olarak deger-
lendirilmistir. Test formiiliine gore RIF igin Z
degeri 1.78 olarak bulunmustur. Testin olasilik
degeri (p-value) = 0.076 < o = 0.05 oldugundan
radyometrik BACTEC ve real-time PCR yo6n-
temlerine gore saptanan oranlar arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamus, iki
yontem birbiri ile uyumlu bulunmustur.

TARTISMA

Bugiin diinya niifusunun yaklasik olarak
1/3"1 tiiberkiiloz basili ile infektedir. Her yil
yaklagik 10 milyon yeni olgu saptandigi ve 3
milyon kisinin tiiberkiilozdan 6ldiigi tahmin
edilmektedir. Bu bireylerin biiyiik bir kismi dii-
stik ve orta gelirli iilkelerde yasamaktadir(512),
Infeksiyonun yayilma riski i¢in en énemli fak-
tor, toplumda balgam yaymasi pozitif olgularn
prevalansidir. Bulastiriciligl en yiiksek olan ol-
gular; kaviteli, okstirtikle basil ¢ikaran, balgam
yaymasinda basil pozitif olan olgulardir. Dola-
yist ile bu risk sadece erken tani ve etkili tedavi
programlarinin ugulanmast ile azaltilabilir8).
Antitiiberkiiloz tedavisinde onemli bir yeri olan
tiberkiiloz ilaglarindan izoniazid ve/veya ri-
fampisine direncte biiyiik bir artis gozlenmis-
tir(4). Tiirkiye’de ortalama % 3.6 oraninda pri-
mer MDRTB goriilmektedir. Cok ilaca direngli
ttiberkiiloz olgularinin tedavisi ise oldukga zor
ve pahalidir®.

Mikrobiyoloji laboratuvarinin en 6nemli
gorevi basilin direkt mikrobiyolojik incelenme-
si, izolasyonu, tanimlanmasi ve ila¢ duyarlhilik
testlerinin yapilmasidir. M.tuberculosis izolatla-
rinin ila¢ duyarliliginin belirlenmesi hastaya uy-
gulanan tedavi rejimini dogrular veya tedavinin
kesilmesi konusunda bilgi verir. Ayrica direng
gelisen olgularda uygun tedavi rejimlerine ge-
cilmesine ve tedavi programlarinin belirlenme-
sine yardimai olur®. lag direncinin hizli tanisi,
toplum icin 6nemli bir tehdit unsuru olan
MDRTBun bulas zincirinin kirilmasinda énem-
lidir.
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izoniazid direncini tespit etmek oldukca
karmasgiktir. Direngten en sik sorumlu olan gen
bolgesi katG'nin 315. kodonunda meydana ge-
len mutasyonlar olup izoniazide direngli olan
mutasyonlarin Ttgcte ikisinde rastlanmakta-
dir1319). Calismamizda standart kabul ettigi-
miz radyometrik BACTEC sistemine gore sap-
tanmus izoniazide direngli 30 klinik izolatin 23"
real-time PCR yontemine gore direngli ve mu-
tasyon oran1 % 76.7 olarak saptanmistir. Telenti
ve ark.(19) izoniazide direngli suglarda dizi ana-
lizi ile katG direncini % 36.8 olarak bulmuslar-
dir. Kiepiela ve ark.(?), Giiney Afrika’da izole et-
tikleri 6rnekler tizerinde katG gen bolgelesinde
77/79 oraninda baz degisiminin oldugunu bil-
dirmislerdir.

Rifampisin direncine sebep olan rpoB geni-
nin beta subunit’inin RNA polimeraz bolgesin-
de siklikla gesitli mutasyonlara rastlanmakta-
dir1®. Calismamizda standart kabul ettigimiz
radyometrik BACTEC sistemine gore saptanmis
30 direngli susun 27’si real-time PCR yontemine
gore direngli saptanmus ve mutasyon oramn1 % 90.0
olarak belirlenmistir. Kocagoz ve ark.)'nimn
yaptiklar1 benzer bir ¢alismada rifampisin di-
renci real-time PCR ile % 92.7 oraninda saptan-
mustir.

Gonzales ve ark.'min® Ispanya’da izonia-
zid ve rifampisin direncini belirlemek tizere
yapmis olduklar ¢calismalarda katG direncinden
siklikla sorumlu olan mutasyonlar % 41.3 ora-
ninda Ser315Thr degisiminden kaynaklandigini
ifade etmislerdir. Ayrica bu gen bolgesinin % 13.7
oraninda kismi delesyon olusturdugunu da
agiklamiglardir.

Real-time PCR yontemi INH mutasyonu-
nu % 76.7 oraninda, RIF mutasyonunu % 90.0
oraninda saptamustir. Z testine gore BACTEC ve
real-time PCR yontemleri arasinda INH igin is-
tatistiksel anlamda fark gozlenirken (p=0.005),
RIF igin iki sistem arasinda uyum saptanmustir.
Kesin olarak kodonlardaki baz degisimlerinin
tespiti icin dizi analizinin gerekliligi diistintil-
mistiir. TB tedavisinde 6nemi olan birinci sege-
nek ilaglardan RIF duyarliligin saptanmasinda,
real-time PCR yonteminin hizli ve giivenilir ol-
mast ile rutin laboratuvarda kullaniminin fay-
dal1 olabilecegi belirlenmistir. INH i¢in dirence
neden olan mutasyonlarin ¢ok farkli gen bolge-
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lerinde olmasindan dolayi, farkli yontem ve
modifikasyonlarin gerekliligi uygun goriilmiis-
tr.
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