
ÖZET

Otuz izoniazide dirençli, 30 rifampisine dirençli, 21 hem izoniazid hem de rifampisine dirençli ve kontrol grubu olarak
her iki ilaca duyarl› 30 Mycobacterium tuberculosis suflu radyometrik BACTEC metodu kullan›larak belirlenmifltir. KatG and
rpoB sensor problar› kullan›larak, M.tuberculosis mutasyonlar›n›n varl›¤› real-time PCR metodu ile incelenmifltir. ‹zoniazid
için 17 izolatta prob Tm aral›¤› 66.98-67.70°C ve 6 izolatta prob Tm aral›¤› 68.19-68.90°C olarak belirlenmifltir. Toplam 23
izolatta dirence sebep olan mutasyonlar saptanm›flt›r. Rifampisin için, 9 izolatta prob Tm aral›¤› 65.3-66.70°C, 22 izolatta
prob Tm aral›¤› 57.70-58.40°C ve 4 suflta bu Tm aral›klar›n›n her ikisi gösterilmifltir. Toplam 27 suflta dirence sebep olan mu-
tasyonlar belirlenmifltir. 

Real-time PCR metodu izoniazid direncini % 76.7 olarak belirlemifltir. BACTEC ve real-time PCR metodlar› aras›n-
da istatistiksel olarak anlaml› bir fark saptanm›flt›r (p=0.005). Real-time PCR ile rifampisin direnci % 90.0 olarak belirlen-
mifl, BACTEC ve real-time PCR aras›nda istatistiksel olarak anlaml› bir fark saptanmam›flt›r (p=0.076). 

Bu sonuçlar real-time PCR metodunun rutin laboratuvarda M.tuberculosis komplekste ilaç direncini belirlemede h›z-
l›, basit ve güvenilir bir metod oldu¤unu göstermifltir.
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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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G‹R‹fi

Mycobacterium tuberculosis sufllar›n›n anti-
tüberküloz ilaçlara gelifltirdi¤i dirençte ciddi ar-
t›fllar›n görülmesi, etkin ve do¤ru tedavinin ya-
p›labilmesi için tüberküloz tedavisinde önemli
bir yere sahip olan ilaçlar›n duyar›l›¤›n›n güve-
nilir ve h›zl› bir flekilde bilinmesinin gereklili¤i-
ni ortaya koymufltur(5). ‹laç direncinden sorum-
lu mutasyonlar›n belirlenmesinde genetik ana-
liz içerikli h›zl› tan› yöntemleri gelifltirilmifltir.
Mutasyonlar›n ve böylece antitüberküloz ilaçla-
ra duyarl›l›¤›n birkaç gün içerisinde belirlenme-
si olanakl› hale gelmifltir. Bugüne kadar yap›lan
pek çok çal›flmada rifampisin (RIF) ve izoniazid
(INH) direncinden sorumlu farkl› gen bölgeleri
saptanm›flt›r. RIF için aminoasid de¤iflimlerinin
s›kl›kla 507 ile 533. kodonlar aras›nda 81-bp’lik
rpoB kor bölgesinde oldu¤u ifade edilmifltir. Bu-
nunla birlikte, RIF’e dirençli mutant M.tubercu-
losis sufllar›nda, özellikle 526. kodon
(His526Tyr) ve 531. kodonda (Ser531Leu) de¤i-
flimlerin oldu¤u dikkati çekmifltir(2,10). INH için
aminoasid de¤iflimlerinin s›kl›kla katG geninde
315. kodonda (315Ser) oldu¤u bildirilmifltir(11).

PCR ile nükleik asitlerin ço¤alt›lmas› so-
nucu, tüplerden floresans› ölçebilen aletlerde
floresans rezonans enerji transferi (FRET) tekni-
¤i mutasyonlar›n belirlenmesinde kullan›lmaya
bafllanm›flt›r. Kullan›lan teknik hibridizasyon
problar›n›n ayr›lma s›cakl›¤›na ba¤l› olarak elde
edilen ürünün erime e¤risi analizini verir(1). Ça-
l›flmam›zda radyometrik BACTEC ve real-time
PCR yöntemleri kullan›larak, M.tuberculosis’te
INH ve RIF direncine neden olan mutasyonlar›n
saptanmas› amaçlanm›flt›r. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flma kapsam›na RIF ve INH’e dirençli
21 sufl, RIF’e dirençli 30 sufl, INH’e dirençli 30
sufl ve her iki ilaca duyarl› 30 sufl (kontrol gru-
bu) al›nm›flt›r. RIF ve INH’e duyarl› American
Type Culture Collection (ATCC) 25177 numara-
l› suflu ve M.tuberculosis H37Ra kontrol sufllar›
olarak kullan›lm›flt›r. Dekontaminasyon için
sodyum hidroksit N-asetil-L-sistein metodu

kullan›lm›flt›r. Üreme indeksi 0-999 ölçe¤inde
direkt olarak okunmufltur(17). Tüberküloz
kompleksi basillerinin radyometrik 12B BAC-
TEC fliflesinden DNA ekstraksiyonunda Chelex-
100 (% 5 oran›nda) kullan›lm›flt›r(18). Daha son-
ra kullan›lmak üzere elde edilen ekstraktlar -70°C’de
saklanm›flt›r.

RIF direnci için rpoB geninin 526 ve 531.
kodonlar›ndaki mutasyonlar› belirlemek üzere
rpo anchor ve rpo sensor problar› haz›rlanm›flt›r.
INH direnci için katG geninde 315. kodondaki
mutasyonu belirlemek üzere TB sensor ve TB
anchor problar› haz›rlanm›flt›r(16).

INH direncini saptamak için TB86 ve TB87
primerleri, RIF direncini saptamak için ise TR8
ve TR9 primerleri kullan›lm›flt›r(7,15) (TIB Mol-
biol, Almanya): 
TB86: 5'- GAA ACA GCG GCG CTG TC GT - 3'
TB87: 5'- GTT GTC CCA TTT CGT CGG GG- 3' 
TR8: 5'- GTG CAC GTC GCG GAC CTC CA - 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

mutasyonlar›n bulundu¤u rpoB geninin 158 baz
çiftlik bölgesinin (2492-2335 pozisyonu) ve INH
direncinden sorumlu mutasyonlar›n bulundu-
¤u katG geninin 209 baz çiftlik bölgesinin (2759-
2967 pozisyonu) ço¤alt›lmas› hedeflenmifltir. 

Real time PCR ve FRET problar› ile di-
rencin belirlenmesi

Amplifikasyon reaksiyonunda 10 dakika
95°C’de denatürasyondan sonra, 10 sn 95°C, 5
sn 60°C (katG için), 55°C (rpoB için) ve 10 sn
72°C’de olmak üzere 45 siklus gerçeklefltirilmifl-
tir. Sikluslar tamamland›ktan sonra tüpler bir-
kez daha 95°C’de 10 sn bekletilip, sonra 50°C’de
20 sn tutulmufltur. Daha sonra 50°C’den 95°C’ye
kadar tüpler 0.05°C/sn h›zla ›s›t›larak erime e¤-
risi incelemesi yap›lm›flt›r. Hibridizasyon prob-
lar›n›n erime davran›fl›na göre erime e¤risi ana-
lizi yap›lm›flt›r. KatG mutasyonunu belirlerken
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Red-705 floresans›na duyarl› LightCycler F3 ka-
nal›ndan, rpoB mutasyonunu belirlemek için
Red-640 floresans›na duyarl› LightCycler F2 ka-
nal›ndan okumalar de¤erlendirilmifltir. 

BULGULAR

‹zoniazid için duyarl›l›k sonuçlar›
Real-time PCR yöntemini ile izoniazide

duyarl› oldu¤u bilinen M.tuberculosis H37Ra
kontrol suflunun erime e¤risi analizine göre eri-
me s›cakl›¤› (Tm) de¤eri 71.85°C olarak bulun-
mufltur. Duyarl› olan di¤er klinik izolatlarda ise
bu de¤er 71.70°C ile 72.50°C aras›nda de¤ifliklik
göstermifltir. Real-time PCR yöntemi, standart
kabul etti¤imiz radyometrik BACTEC duyarl›-
l›k sistemine göre saptanm›fl, dirençli sufllarda
mutasyon oran› % 76.7 olarak belirlemifltir. ‹ki
farkl› Tm derecesi gözlenmifltir. Bunlardan bi-
rincisi 66.98-67.70°C prob Tm aral›¤›, di¤eri
68.19-68.90°C prob Tm aral›¤›d›r. Buna göre, 17
sufl 66.98-67.70°C prob Tm aral›¤›n› (fiekil 1), 6
adet sufl 68.19-68.90°C prob Tm aral›¤›n› göster-
mifltir.

Rifampisin için duyarl›l›k sonuçlar›
Real-time PCR yöntemini kullanarak RIF’e

duyarl› oldu¤u bilinen H37Ra kontrol suflunun
erime e¤risi analizine göre erime s›cakl›¤› dere-
cesi (Tm) 63.09°C olarak bulunmufltur. Duyarl›
olan klinik izolatlarda ise, bu de¤erin 62.55°C ile
63.47°C aras›nda de¤ifliklikler gösterdi¤i sap-

tanm›flt›r. Real-time PCR yöntemi, standart ka-
bul etti¤imiz radyometrik BACTEC duyarl›l›k
sistemine göre saptanm›fl, dirençli sufllarda mu-
tasyon oran› % 90.0 olarak belirlenmifltir. ‹ki
farkl› Tm derecesi gözlenmifltir. Bunlardan bi-
rincisi 65.30-66.70°C prob Tm aral›¤›, di¤eri
57.70-58.40°C prob Tm aral›¤›d›r. Buna göre, 9
sufl 65.30-66.70°C prob Tm aral›¤›n› (fiekil 2), 22
sufl 57.70-58.40°C prob Tm aral›¤›n› göstermifl, 4
sufl ise 65.30-66.70°C ve 57.70-58.40°C prob Tm
aral›klar›n›n her ikisini de göstermifltir (fiekil 3).

Her iki yöntemde çal›fl›lan INH ve RIF duyar-
l›l›k sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›

Radyometrik BACTEC ve real-time PCR
yöntemlerine göre INH ve RIF duyarl›l›k sonuç-
lar› Z testi ile karfl›laflt›r›lm›flt›r. Test formüle gö-
re INH için Z de¤eri 2.82 olarak bulunmufltur.
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M. Çetin ve ark.

fiekil 1: ‹zoniazid için Tm aral›klar›:
1. mutasyon için Tm de¤eri: 67.07 
Duyarl› sufl için Tm de¤eri: 72.00

fiekil 2: Rifampisin için Tm aral›klar›:
1. mutasyon için Tm de¤eri: 65.57
Duyarl› sufl için Tm de¤eri: 63.47

fiekil 3: Rifampisin için Tm aral›klar›:
1. mutasyon için Tm de¤eri: 66.23; 66.57
2. mutasyon için Tm de¤eri: 57.99



Testin olas›l›k de¤eri (p-value) = 0.005 < a = 0.05
oldu¤undan radyometrik BACTEC ve real-time
PCR yöntemlerine göre saptanan oranlar aras›n-
da istatistiksel olarak anlaml› fark vard›r. Stan-
dart BACTEC sistemi ile uyumsuz olarak de¤er-
lendirilmifltir. Test formülüne göre RIF için Z
de¤eri 1.78 olarak bulunmufltur. Testin olas›l›k
de¤eri (p-value) = 0.076 < a = 0.05 oldu¤undan
radyometrik BACTEC ve real-time PCR yön-
temlerine göre saptanan oranlar aras›nda ista-
tistiksel olarak anlaml› bir fark bulunmam›fl, iki
yöntem birbiri ile uyumlu bulunmufltur.

TARTIfiMA

Bugün dünya nüfusunun yaklafl›k olarak
1/3’ü tüberküloz basili ile infektedir. Her y›l
yaklafl›k 10 milyon yeni olgu saptand›¤› ve 3
milyon kiflinin tüberkülozdan öldü¤ü tahmin
edilmektedir. Bu bireylerin büyük bir k›sm› dü-
flük ve orta gelirli ülkelerde yaflamaktad›r(5,12).
‹nfeksiyonun yay›lma riski için en önemli fak-
tör, toplumda balgam yaymas› pozitif olgular›n
prevalans›d›r. Bulaflt›r›c›l›¤› en yüksek olan ol-
gular; kaviteli, öksürükle basil ç›karan, balgam
yaymas›nda basil pozitif olan olgulard›r. Dola-
y›s› ile bu risk sadece erken tan› ve etkili tedavi
programlar›n›n ugulanmas› ile azalt›labilir(4,8).
Antitüberküloz tedavisinde önemli bir yeri olan
tüberküloz ilaçlar›ndan izoniazid ve/veya ri-
fampisine dirençte büyük bir art›fl gözlenmifl-
tir(14). Türkiye’de ortalama % 3.6 oran›nda pri-
mer MDRTB görülmektedir. Çok ilaca dirençli
tüberküloz olgular›n›n tedavisi ise oldukça zor
ve pahal›d›r(3).

Mikrobiyoloji laboratuvar›n›n en önemli
görevi basilin direkt mikrobiyolojik incelenme-
si, izolasyonu, tan›mlanmas› ve ilaç duyarl›l›k
testlerinin yap›lmas›d›r. M.tuberculosis izolatla-
r›n›n ilaç duyarl›l›¤›n›n belirlenmesi hastaya uy-
gulanan tedavi rejimini do¤rular veya tedavinin
kesilmesi konusunda bilgi verir. Ayr›ca direnç
geliflen olgularda uygun tedavi rejimlerine ge-
çilmesine ve tedavi programlar›n›n belirlenme-
sine yard›mc› olur(5). ‹laç direncinin h›zl› tan›s›,
toplum için önemli bir tehdit unsuru olan
MDRTB’un bulafl zincirinin k›r›lmas›nda önem-
lidir. 

‹zoniazid direncini tespit etmek oldukça
karmafl›kt›r. Dirençten en s›k sorumlu olan gen
bölgesi katG’nin 315. kodonunda meydana ge-
len mutasyonlar olup izoniazide dirençli olan
mutasyonlar›n üçte ikisinde rastlanmakta-
d›r(13,19). Çal›flmam›zda standart kabul etti¤i-
miz radyometrik BACTEC sistemine göre sap-
tanm›fl izoniazide dirençli 30 klinik izolat›n 23’ü
real-time PCR yöntemine göre dirençli ve mu-
tasyon oran› % 76.7 olarak saptanm›flt›r. Telenti
ve ark.(15) izoniazide dirençli sufllarda dizi ana-
lizi ile katG direncini % 36.8 olarak bulmufllar-
d›r. Kiepiela ve ark.(7), Güney Afrika’da izole et-
tikleri örnekler üzerinde katG gen bölgelesinde
77/79 oran›nda baz de¤ifliminin oldu¤unu bil-
dirmifllerdir. 

Rifampisin direncine sebep olan rpoB geni-
nin beta subunit’inin RNA polimeraz bölgesin-
de s›kl›kla çeflitli mutasyonlara rastlanmakta-
d›r(15). Çal›flmam›zda standart kabul etti¤imiz
radyometrik BACTEC sistemine göre saptanm›fl
30 dirençli suflun 27’si real-time PCR yöntemine
göre dirençli saptanm›fl ve mutasyon oran› % 90.0
olarak belirlenmifltir. Kocagöz ve ark.(9)’n›n
yapt›klar› benzer bir çal›flmada rifampisin di-
renci real-time PCR ile % 92.7 oran›nda saptan-
m›flt›r. 

Gonzales ve ark.’n›n(6) ‹spanya’da izonia-
zid ve rifampisin direncini belirlemek üzere
yapm›fl olduklar› çal›flmalarda katG direncinden
s›kl›kla sorumlu olan mutasyonlar % 41.3 ora-
n›nda Ser315Thr de¤ifliminden kaynakland›¤›n›
ifade etmifllerdir. Ayr›ca bu gen bölgesinin % 13.7
oran›nda k›smi delesyon oluflturdu¤unu da
aç›klam›fllard›r. 

Real-time PCR yöntemi INH mutasyonu-
nu % 76.7 oran›nda, RIF mutasyonunu % 90.0
oran›nda saptam›flt›r. Z testine göre BACTEC ve
real-time PCR yöntemleri aras›nda INH için is-
tatistiksel anlamda fark gözlenirken (p=0.005),
RIF için iki sistem aras›nda uyum saptanm›flt›r.
Kesin olarak kodonlardaki baz de¤iflimlerinin
tespiti için dizi analizinin gereklili¤i düflünül-
müfltür. TB tedavisinde önemi olan birinci seçe-
nek ilaçlardan RIF duyarl›l›¤›n saptanmas›nda,
real-time PCR yönteminin h›zl› ve güvenilir ol-
mas› ile rutin laboratuvarda kullan›m›n›n fay-
dal› olabilece¤i belirlenmifltir. INH için dirence
neden olan mutasyonlar›n çok farkl› gen bölge-
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lerinde olmas›ndan dolay›, farkl› yöntem ve
modifikasyonlar›n gereklili¤i uygun görülmüfl-
tür.
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