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OzZET

llaca direncli tiiberkiiloz tiim diinyada énemli bir saglk sorunudur. Bu arastirmanin amaci, Manisa Bélgesinde izole edilen
rifampisine direngli Mycobacterium tuberculosis kokenlerinin molekuler epidemiyolojsini incelemektir. Otomatize DNA dizi analizi
yontemi ile 43 kokenin rpoB geninin 481-589. kodonlarinda yer alan 329 baz cifti dizisi mutasyon yoninden degerlendirilmistir.
Kokenlerin %93’inde mutasyon saptanirken, li¢ kokende mutasyon bulunmamistir. En sik (%63) Ser531Leu mutasyonu izlenmistir.
Arastirmada toplam olarak 12 kodonu ilgilendiren 15 farkli mutasyon ve 13 allel saptanmistir. Bu mutasyonlardan bir tanesi
(lle572Leu) daha 6nce bildiriimemis olup RRDR gen bélgesi diginda tanimlanmistir. En sik 531 (%67), 516 (%9) ve 526. (%5)
kodonlarda mutasyona rastlanmistir. Sonug olarak, arastirmadan elde edilen verilerin bdlgemizde izole edilen ilaca direngli
M. tuberculosis kdkenlerinin molekiler epidemiyolojisinin belirlenmesine yardimci olacagdi distnilmustur.

SUMMARY

Drug-resistant tuberculosis is a serious health problem throughout the world. The aim of this study was to investigate the molecular
epidemiology of rifampicin resistant Mycobacterium tuberculosis strains isolated in Manisa, Western Turkey. We evaluated the mu-
tations in a 329 base pairs located in 481-589 codons of the rpoB gene by automated sequencing of 43 strains. In 43 rifampicin re-
sistant strains, mutations were identified in 93% strains. No mutation was detected in the 3 resistant strains. The most common mu-
tation (63%) was Ser531Leu. Overall, 15 different mutations and 13 alleles affecting 12 codons were identified. One new mutation
(lle572Leu), which was localized outside the RRDR was identified. The codon numbers of the most frequently encountered muta-
tions were 531 (67%), 516 (9%), and 526 (5%). It was concluded that the results from this study can serve as a basis for monitoring
molecular epidemiology of drug resistant M. tuberculosis strains isolated in our region.

GIRIS tani konulan hasta sayisi 18.038, TB insidansi yiiz binde

Tuberkiiloz (TB) tim diinyada oldugu gibi tlkemizde de 27dir (1). Son yillarda ilaca direngli olgularin artmasi, TB
énemli bir saglik sorunudur. Diinya Saglk Orgiiti'niin kontrol programlarinin basarisini énemli 6l¢iide engel-
2002 raporuna gore, Tirkiye niifusu 66.668.000'dir ve lemektedir. Manisa’da 1997-2003 yillari arasinda kayitl
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olgularda primer goklu ilag direnci (CiD) %4.4, kazanil-
mis CID ise %22.4 olarak bildirilmistir (2). Bu oranlar bél-
gemizde 6zellikle kazanilmis CID-TB olgularinin énemli
boyutlarda oldugunu géstermektedir.

Tuberklloz sagaltiminda en glglu antitiberklloz ilag
rifampisindir. Rifampisine direncgli kokenlerin %90’dan
fazlasi ayni zamanda izoniyazit direnci de tasimaktadir
(3). Bu nedenle rifampisin direncinin gésterilmesi CID-TB
olgularinin tanisi igin belirleyici olmaktadir. Rifampisin,
rpoB gen urdnu olan RNA polimeraz enziminin beta alt
Unitesine baglanarak bakteride transkripsiyonu engeller
(4). Rifampisin direnci temel olarak rpoB geninin 432-
458 kodonlari arasindaki 81 baz ciftini (bp) iceren kiiglik
bir bélimde ortaya ¢ikan nokta mutasyonlar sonucu ge-
lismektedir (4-7). Bu alan 27 amino-asidin kodlanma-
sindan sorumlu olan bir gen bolgesidir. Rifampisin diren-
cini belirleyici bodlge (RRDR; rifampicin resistance-
determining region) olarak tanimlanan bu bdlge
Escherichia coli numaralandirma sistemine gére 507-
533. kodonlara karsilik gelmektedir (6, 8). Molekuler
yontemler ile rifampisine direngli kékenlerin %95’inde bu
alanda gesitli mutasyonlar tanimlanmistir (9, 10). Kiiltire
dayali olan fenotipik ila¢ duyarlilik testlerinin sonuglari en
erken 4-14 ginde sonuglanirken, molekiler ydntemler ile
direngten sorumlu olan bu mutasyonlar birkag¢ gun icinde
glvenilir olarak gdsterilebilmektedir. Bu nedenle son yil-
larda TB basillerinde rifampisin direncinin belirlenmesin-
de molekuler yéntemlerin kullanimi giderek yayginlag-
maya baglamigtir. DNA dizi analizi bu amagla kullanilan
en glvenilir yontemlerden biridir (11). rpoB sekans veri-
leri ayni zamanda allellerin yayilimi ile ilgili epidemiyolo-
jik bilgiler saglamakta ve hastaligin kontroline iligkin
Onlemlere 1s1k tutmaktadir (12).

Bu arastirmanin amaci, bélgemizde izole edilen
rifampisine direngli M. tuberculosis kdkenlerin ilag direng
profillerini arastirmak ve rpoB gen mutasyonlarini DNA
dizi analizi yéntemi ile tanimlamaktir. Elde edilen verile-
rin boélgemizdeki direncli kdkenlerin molekiler epidemi-
yolojisine katki saglayacagdi dusunulmustur.

GEREG VE YONTEM

Mycobacterium tuberculosis koékenleri: Arastirmada
fenotipik olarak rifampisine direngli oldugu saptanan 43
M. tuberculosis kokeni ile rifampisine duyarli bulunan
yedi klinik kbken olmak Uzere toplam 50 koken incelen-
migtir. Bakteriler 2003-2005 vyillari arasinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikobakteriyoloji Laboratuvari
ve Izmir Goéglis Hastaliklari Hastanesi Tiiberkiiloz
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Laboratuvari’nda Manisa ve gevresinde yasayan 50 fark-
Il hastanin solunum yollarindan izole edilmistir. Ayni has-
tadan birkag kez izole edilen TB basillerinden sadece ilk
izole edilen kdken arastirmaya alinmigtir.

ilag duyarhlik testi: Birinci kusak ilaglar olan rifampisin
(RIF), izoniyazit (INH), streptomisin (SM) ve etambutol
(EMB)e direncin belilenmesinde BACTEC 460TB siste-
minde modifiye proporsiyon yéntemi Uretici firmanin éneri-
leri dogrultusunda kullaniimistir (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, MD, ABD). Kullanilan kritik
ila¢ konsantrasyonlari INH igin 0.1 pg/ml, RIF ve SM igin 2
pg/ml ve EMB icin 2.5 pg/ml’dir. Rifampisine direngli ko-
kenler genetik inceleme icin calsilincaya kadar
Léwenstein-Jensen besiyerinde ve +4°C'de korunmustur.

DNA eldesi: Her bir kokenden Eppendorf tibiinde 1.5 ml
yogun bakteri slispansiyonu hazirlanmis ve 80° C'de bir
saat 1si ile inaktive edilmigtir. Bakterilerden DNA eldesi
RTP Spin Mycobacteria DNA kiti (Invitek, GmbH, Alman-
ya) kullanilarak yapilmistir. Kontrol igin rifampisine duyarli
oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv standart kokeni ile
calisiimistir. Elde edilen template DNA’lar PCR ve dizi
analizi galigilincaya kadar -20°C'de saklanmistir.

Standart PCR ve DNA dizi analizi: Mutasyonlarin ince-
lenmesi i¢in rpoB geninin en sik mutasyonlarin goruldu-
gu 81 bp (RRDR) bolimiini kapsayan bir bolgesi segile-
rek cogaltilmistir (13, 14). Bu alan Escherichia coli nu-
maralandirma sistemine gére 481-589. kodonlar arasin-

GenBank kod: L27989).
PCR icin kullanilan primerler asagdidadir:

rpo95-Forward primer;
5- CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCG-3

rpo397-Reverse primer;
5- CGTTTCGATGAACCCGAACGGGTTGAC-3

PCR i¢in toplam hacim 25 pl olacak sekilde asagidaki
karisim hazirlanmistir:

Distile su 14.375 pl
Buffer 2.5 ul
MgCl, 2 ul
dNTP (10 mmol) 0.5l
rpoB95 primer (50 pmol) 0.25 pl
rpoB397 primer (50 pmol) 0.25 ul
AmpliTag Gold DNA polimeraz (Roche) 0.125 pl
DNA template 5l
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Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in Gen Amp PCR System
9700 (Applied Biosystems, Inc., Foster City, Ca, ABD),
1s1 dongu cihazi kullaniimigtir. Polimeraz zincir reaksiyo-
nundan 6nce enzim aktivasyonunu saglamak igin 95°
C’de 10 dakikalik preinkiibasyon agamasi ayarlanmistir.
Daha sonra 35’er déngii 95° C'de bir dakika, 55° C'de bir
dakika, 72° C'de iki dakika ve son olarak bir dongu
72°C’'de sekiz dakika olmak (izere denatlirasyon,
annealing ve uzama asamalari ayarlanmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonu riini jel elektroforezinde (%2 agaroz-
Sigma) 30 dakika sture ile 100 V uygulanarak ayristiril-
mis ve DNA bantlari etidiyum bromit ile gértindir hale ge-
tirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu Griiniiniin saflasti-
rilimasi igin jel filtasyonu (Sepadex G50 medium, Sigma)
kullaniimistir.

DNA dizi analizi otomatize ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Inc., Foster City, Ca,
ABD) sekans cihazinda yapilmigtir. Sekans reaksiyonu
icin Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing kit
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, Ca, ABD) ve
primer olarak standart PCR’da kullanilan rpoB95 primeri
kullanilmigtir. Bunun igin 2 pl saflastiriimis PCR urind, 3
pl big dye ve 2 ul (3.2 pmol/ul) primer, toplam hacim 10
pl olacak sekilde distile su ile tamamlanarak reaksiyon
karisimi hazirlanmigtir. Elde edilen karisima 1s1 déngu
cihazinda ayni ¢alisma protokolu ile yeniden PCR islemi
uygulanmis ve elde edilen Urln jel filtrasyonu ile saflasti-
riimistir. Daha sonra (riine formamit eklenip, 95° C'de
bes dakika denaturasyon saglandiktan sonra hemen buz
Uzerine alinmig, iki dakika beklendikten sonra yukleme
yapllarak sekans cihazi c¢alistinimigtir. DNA dizilerinin
karsilastiriimasinda Blast 2 Sequences Computer Prog-
ram (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) kullaniimistir.

BULGULAR

Mycobacterium tuberculosis kokenlerinin
antitiiberkiiloz ilaglara direncgleri

Arastirmada incelenen 50 klinik kdkenin yedisi BACTEC
460TB sistemi ile rifampisine duyarlidir. Bu kdkenlerden
besi diger g birinci segenek antitiiberkilloz ilaglara da
duyarl iken, bir kdken izoniyazide monorezistan, bir ko-
ken ise hem izoniyazit, hem de streptomisine direngli
bulunmustur. Rifampisine direngli olan 43 kokenin 28'i
(%65,1) ayni zamanda izoniyazide de direngli oldugu
saptanmis ve CID-TB koékenleri olarak gruplandiriimis-
lardir. Rifampisin monorezistan kdken sayisi 14 (%32.5),
rifampisin ve etambutol direngli kdoken sayisi ise 1
(%2.3), test edilen tim ilaglara direngli koken sayisi ise 4
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(%9.3)dur. Rifampisine direngli kokenlerin direng

paternleri Tablo 1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Rifampisine direngli M. tuberculosis kokenlerinin

direng paternleri

SK:;‘:? RIF INH SM EMB
16 Direngli Direngli Duyarli Duyarli
14 Direngli Duyarli Duyarl Duyarli
8 Direngli Direngli Duyarl Direngli
4 Direngli Direngli Direngli Direngli
1 Direngli Duyarl Duyarl Direngli
Toplam 43 28 4 13
direng

RIF : Rifampisin, INH: izoniyazit, SM: Streptomisin,
EMB: Etambutol

rpoB Mutasyonlarinin dagilimi ve sikligi

Fenotipik olarak rifampisine duyarli bulunan yedi klinik
koken ve kontrol igin kullanilan H37Rv standart koke-
ninde rpoB gen mutasyonu saptanmamistir. Arastirmada
incelenen rifampisine direncli 43 klinik kdkenin 40 tane-
sinde (%93) rpoB geninde mutasyon saptanmigtir. Ug
koken (%7) fenotipik olarak rifampisine direngli olmasina
ragmen incelenen gen bdlgesinde mutasyon goérilme-
migstir (vahsi tip). Mutasyon gorilen 40 kokenin 37’sinde
(%92.5) mutasyonlar RRDR bdlgesi olarak tanimlanan
507-533. kodonlar arasinda bulunmustur. Mutasyon sap-
tanan kokenlerin birinde Uglu (%2.5), ikisinde ikili (%5),
kalan 37 kokende tekli (%92.5) mutasyon izlenmistir.
Birden fazla mutasyon izlenen bu {i¢ kékenin Ug¢ii de CID
kokenlerdir. Toplam olarak 12 kodonu ilgilendiren 15
farkl mutasyon ve 13 allel saptanmistir. En sik rastlanan
mutasyon 531. kodonda yer alan Ser531Leu (TCG-TTG)
mutasyonudur. Bu mutasyon 43 kdkenin 27’sinde (%63)
bulunmustur. Saptanan diger mutasyonlar, goriilme sik-
liklari ve neden olduklari amino-asit degisiklikleri Tablo
2'de gosterilmistir.

Arastirmada incelenen 28 c¢ogul ilaca direngli kkeninin
26’sinda (%93) mutasyon bulunurken, iki kdkende (%7)
mutasyon saptanmamistir. Cogul ilaca direngli kbkenle-
rin birinde G¢li (%10), ikisinde ikili (%7) mutasyon go6-
rilmistir. Cogul ilaca direngli kdkenlerinde de diger
rifampisin direngli kdkenlerde oldugu gibi en sik izlenen
mutasyon (28 kokenin 16’sinda; %57) Ser531Leu degi-
sikligine eslik eden TCG-TTG mutasyonudur. Cogul ilaca
direncli kdkenlerde goérilen mutasyonlar ve goérilme sik-
liklari Tablo 3'te gosterilmistir. Cogdul ilaca direngli kken-
lerin birinde saptanan lle572Leu mutasyonu yeni tanim-
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499 500 501.... 507 508.... 511... 513... 516... 521 522 523... 526... 531 532... 534... 572
GTC GCC GCG.. GGC ACC... CTG... CAA... GAC... CTG TCG GGG... CAC... TCG GCG GGG ATC
Val Ala Ala.... Gly Thr... Leu... GIn... Asp... Leu Ser Gly... His... Ser Ala... Gly... lle
CCG CCC ATG CCA TAC ATG GCC CAA TIG GCC GGC CTC
Pro Pro Met Pro Tyr Met Ala Gin Leu Ala Gly Leu
%7 %2 %2 %2 %63
GTC TGC TGG
%2 %2 %2 %2 Val Cys Trp %2 %2 %2
%2 %2 %5
Sekil 1. Rifampisine direngli 43 M. tuberculosis kbkeninde goriilen rpoB gen mutasyonlari, gorilme sikhgi ve eslik eden amino-asit

degisiklikleri. Kodon numaralari verilmis olan satirda yer alan nukleotit dizisi vahsi tip kdkene aittir. Alt satirlarda verilen
kodonlar bu arastirmada rastlanan mutasyonlari ve amino-asit degisikliklerini gdstermektedir.

lanan bir mutasyondur (GenBank Accession Number:
EU500834). Bu arastirmada rifampisine direngli M.
tuberculosis kokenlerinden elde edilen mutasyonlarin
goriulduglu kodonlar ve mutasyon sikhigr Sekil 1°’de 6zet-
lenmistir.

Tablo 2. Rifampisine direngli M. tuberculosis kdkenlerinde rpoB
geni mutasyonlari ve gorilme sikhgi

Bu arastirmada rifampisine direngli oldugu bilinen 43 ko6-
kenin 40'inda (%93) incelenen gen bodlgesinde mutasyon
saptanmistir. Mutasyon bulunan 40 kokenin 37’sinde
(%92.5) sicak nokta olarak bilinen ve mutasyonlarin en
sik goéruldigu rpoB geninin RRDR bdlgesinde degisim
bulunmustur. Dinyanin farkli cografik bélgelerinde yapi-
lan galismalarda da benzer seklide 507-533. kodonlar

Kodon No Nikleotit Amino-asit  Kdken sayisi (%)  arasinda mutasyonlar daha sik goérilmustar (7, 12, 13,
degisikligi  degisikligi n=43 17-22) Direngli kdkenlerin %95'inden fazlasinda bu bal-
531 TCG-TTG®  Ser531Leu 27" (%63) gede c¢ogunlukla missense mutasyon olmak (izere
- 0,
TCG-TGG  Ser531Trp 2 (%5) 50’den fazla mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlar sik-
516 GAC - TAC*  Asp516Tyr 3% (%7) 0 o 0
GAC-GTC  Asp516Val 1(%2) likla 516 (%10), 526 (%35) ve 531. (%40) kodonlarda
526 CAC — CAA"  His526GIn 1° (%2) gorilmektedir (11, 22). RRDR gen bolgesi diginda olan
CAC-TGC  His526Cys 1 (SA’Z) mutasyonlarin goériilme sikhdi yaklasik %3-5 olarak bildi-
500 GGG -GCC - Alas00Pro 1 (%2) rilmektedir (5, 13, 23). Sicak nokta disindaki rpoB gen
508 ACC - CCC® Thr508Pro 1% (%2) -
b b mutasyonlari arastiran ¢alisma sayisi az olmakla birlikte
o1 CTG-ATG™  LeuSTiMet 1 (%2) k VA76F, 1497F (5) ve V146F (8, 19) mutasyonl
513 CAA-CCA  GIn513Pro 1 (%2) e.n .S'. R (%) ve (8, 19) mutasyonlan
591 CTG-ATG®  Leu521Met 1 (%2) b||d|.r|IrT|§t|r. .Bu. a.lr.astlrmad? 481;589."kodonlar arasin-
593 GGG-GCC  Gly523Ala 1(%2) daki nukleotit dizi incelenmis ve %7 kékende mutasyon
532 GCG —  Ala532Ala 17 (%2) gorilmemistir. Bu kokenlerdeki rpoB gen mutasyonlari-
Gee? nin incelenen bdlgenin diginda oldugu dusindlmustir.
534 GGG-GGC  Gly534Gly 1(%2) Uc kokende ise RRDR bélgesi disinda mutasyon sap-
572 ATC-CTC  lle572Leu 1(%2) tanmistir. Bu mutasyonlar; Ala500Pro, Gly534Gly ve
Mutasyon yok 3 (%7)

?[saretli niikleotit degisiklikleri ticlii,

b isaretli degisiklikler ikili mutasyon gériilen kdkenlerde izlenmistir.

TARTISMA

Tuberkllozun kontrold igin mikrobiyoloji laboratuvarina
disen en 6nemli gérevlerden biri ilag direncinin hizla ve
glvenilir yéntemler ile belirlenmesidir. Tuberkiloz basil-
lerinde kiiltire dayali fenotipik duyarllik yéntemlerinin
zaman alici ve zahmetli olmasi molekiler yéntemlerin
kullanimini yayginlastirmistir. Ozellikle rifampisin diren-
cinin genetik olarak saptanmasina iligskin arastirmalar
giderek artmaktadir. Rifampisin direncinden sorumlu gen
bdlgesinin iyi tanimlanmis olmasi molekiler yontemler
ile alinan sonugclarin guvenilirligini artirmaktadir (15, 16).
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lle572Leu mutasyonlaridir. 1le572Leu mutasyonu ulagi-
labilen yayinlarda bildirilmemis olan yeni bir mutasyon-
dur (GenBank accession number: EU500834). RRDR
gen bolgesi disinda yer alan bu mutasyon bir CiD kéke-
ninde tanimlanmistir. Hindistan’da CID-TB kokenleri ile
yapilan bir arastirmada da 508 ve 532. kodonlarda;
Thr508Ser ve Ala532Ala (GCG-GCA) degisikligi ile son-
lanan mutasyonlar bildirilmistir (6). Bélgemizde izole edi-
len CID-TB kokenlerinde gériilen mutasyonlar diger ko-
kenlerde bulunan mutasyonlara benzerdir (Tablo 2 ve 3).
Bu arastirmada birden fazla mutasyon gosteren allel sik-
lig1 distk olmakla birlikte ¢ kokende (gl mutasyon go-
rilmis ve bu kokenlerin lgliniin de CID-TB kokenleri
oldugu belirlenmistir.

infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)
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Tablo 3. CID M. tuberculosis kdkenlerinde rpoB geni mutasyonlari ve gériilme sikhg

Kodon No Nukleotit degisikligi Amino-asit degisikligi Koken sayisi (%) n=28
531 TCG-TTG" Ser531Leu 16° (%57)
TCG-TGG Ser531Trp 2 (%7)
516 GAC - TAC® Asp516Tyr 2° (%7)
GAC - GTC Asp516Val 1 (%3)
526 CAC — CAA® His526GIn 1° (%3)
CAC -TGC His526Cys 1 (%3)
508 ACC - CCC? Thr508Pro 1% (%3)
511 CTG-ATG® Leu511Met 1° (%3)
521 CTG-ATG® Leu521Met 1° (%3)
523 GGG - GCC Gly523Ala 1 (%3)
532 GCG - GCe? Ala532Ala 1% (%3)
534 GGG - GGC Gly534Gly 1 (%3)
572° ATC - CTC lle572Leu 1 (%3)
Mutasyon yok 2 (%7)

fisaretli niikleotit degisiklikleri ticld, bi§aretli degisiklikler ikili mutasyon gérilen kdkenlerde izlenmistir.

Tablo 4. Rifampisine direngli M. tuberculosis kbkenlerinde DNA dizi analizi ile bildirilen rpoB mutasyonlari ve gorilme sikhiklar™

531(%) 516(%) 526 (%) 513 (%) Ikili Mutasyon  2Uglii Mutasyon Mutasyon yok

Ulke (%) (%) (%)
Turkiye, Manisa 67 9 5 2 5 3 7
(Bu galisma)

Ankara, Tiirkiye® 51 14 18 13 13 3 10
izmir, Turkiye® 56 7 20 2 2 - -
Almanya® 68 17 14 3 22 - 4
Hindistan® 65 5 23 2 5 5 2
Polonya'® 41 16 9 6 20 - 3
Macaristan 35 46 8 8 4 - 10
italya® 60 8 35 - 3 8 -
Avustralya®' 50 9 32 - - - 3
Kuveyt® 28 - 61 - - - 5
Brezilya®™ 58 11 24 3 8 1 4
ABD, New York® 35 6 46 2 - - 6

*Bildirilen oranlar ayni kodonda gérdilen farkli mutasyonlarin toplamidir.

Arastirmada incelenen rifampisine direngli M. tuberculosis
kdkenlerinde toplam olarak 12 kodonu ilgilendiren 15 farkl
mutasyon ve 13 allel saptanmistir. En sik (%63)
Ser531Leu (TCG-TTG) mutasyonu izlenmistir. Ikinci sik-
likta (%7) Asp516Tyr (GAC-TAC), Ugincl siklikta (%5)
ise Ser531Trp mutasyonu gériilmistiir. incelenen kéken-
lerin %81’inde (n=35) mutasyonlar 531, 516 ve 526.
kodonlarda bulunmustur. Farkli Glkelerden ve Tirkiye’den
bildirilen mutasyonlar Tablo 4'te 6zetlenmistir.

Bolgemizde etken olan TB basillerinde 531. kodonda
g6rulen mutasyon orani bildirilen en ylksek oranlar ara-
sindadir. Bu kodondaki Ser531Leu mutasyon sikliginin
nedenine iligskin iki olasi mekanizmadan s6z edilmektedir

Cilt 22, Sayi 1, Ocak 2008

(23, 24). Ik olasilik, bu bélgedeki hata oraninin diger
kodonlara gore ylksek olmasi, ikinci olasilik ise diger
mutasyon sikliklarinin da ayni olmasina kargin, mutant
beta alt-Gnitesini olusturmada basarisiz olmalaridir. Bu
mutasyona sahip olan kokenlerin, digerlerine oranla can-
liliklarini strdirmede selektif olarak daha avantajli ol-
duklarina inaniimaktadir.

Diger mutasyon bdlgeleri olan 515, 526 ve 513. kodon
degisiklikleri calisilan kdkenlerde daha az siklikta goril-
mustir. Cografik bolgelere gére mutasyon sikliklari be-
lirgin olarak farklilik géstermektedir. Bu sonug, ¢alisma-
larda kullanilan kdken sayisindaki farkhlklara bagli ola-
bilecegdi gibi, Ulkelerdeki populasyonun heterojen olma-
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sindan veya ¢ok go¢ almasindan da kaynaklanabilmek-
tedir. Ornegin, bolgemizde %5 siklikta goérilen 526.
kodon degisikligi, New York'ta caligilan kékenlerde %46
oraninda ve en sik gorilen mutasyon olarak bildirilmistir
(26). Kuveyt'te de benzer sekilde en sik 526. kodon
(%62) degisikligine rastlanmig, 516. kodonda ise mutas-
yon goérilmemistir (22). Ulkemizde Ankara (23) ve iz-
mir'de (24) yapilan iki arastirmada, bu arastirmanin so-
nuclarina benzer sekilde en sik Ser531Leu mutasyonu
bildirilmistir. Ancak her iki arastirmada da farkli olarak
526. kodon degisikligi ikinci siklikta bildirilmigtir. Ayni GlI-
kede birbirine yakin cografik bolgelerde bile kokenlerdeki
mutasyon sikligi farkhhlklar géstermektedir.

Sonug olarak bdélgemizde soyutlanan rifampisine direngli
TB kokenlerinin %93’inde rpoB gen mutasyonlari tanim-

lanmistir. izlenen mutasyonlarin birgogu diinyada yaygin
olarak goérilen mutasyonlara benzerdir. En sik
Ser531Leu mutasyonu izlenmigtir. Arastirmada toplam
olarak 12 kodonu ilgilendiren 15 farkl mutasyon ve 13
allel saptanmistir. Bu mutasyonlarda bir tanesi daha 6n-
ce bildirilmemis olup, RRDR gen bélgesi disinda tanim-
lanmigtir. TUberkuloz basillerinde rifampisin direncinin
DNA dizi analizi ile gosterilmesi givenilir ve hizli sonug
vermektedir. Ayrica bu yéntem ile mutasyonlarin belir-
lenmesi diren¢ epidemiyolojisini belirlemede ve hastali-
gin kontrolinde dnemli bilgiler saglamaktadir. Bu bilgiler
ayni zamanda yeni molekuler tani yontemlerinin gelisti-
rilmesinde yardimci olacaktir.
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