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SAZETAK

Cilj: Ispitati mutacije u katG i inhA genima klinickih
izolata vrste Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
otpornih na izoniazid (INH).

Metode: Za to su ispitivanje izdvojena ukupno 103
klini¢ka izolata vrste M. tuberculosis, prikupljena u
razdoblju od 1999. do 2006. na podruc¢ju Hrvatske,
kojima je fenotipskom metodom proporcije prema
Canettiju, na Lowenstein-Jensen podlozi, utvrdena
otpornost na INH. Ispitivanje mutacija u ka:G i inhA
genima, provedeno je multipleks PCR metodom. Ta se
metoda zasniva na otkrivanju mutacije AGC—ACC u
katG genu, te inhA“"T mutacije u regulatornoj regiji
mabA-inhA operona.

Rezultati: Za 76 sojeva (75%) od ukupno 103 ispitivana
soja viste M. tuberculosis, utvrdena je genetska osnova
otpornosti na INH. Ustanovljena je povezanost izmedu
mutacije u kodonu 315 kazG gena, te razvoja otpornosti
na druge antituberkulotike.

Zakljulak: Potrebno je ispitati genetske osnove otpor-
nosti na INH, jer se katG mutacija pokazuje kao
pretkaziva¢ mogudega razvoja otpornosti na druge anti-
tuberkulotike.

Kljucne rijeci: multipleks PCR, rezistentna tuberkuloza,
izoniazid, ispitivanje osjetljivosti
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ABSTRACT

Aim: To detect mutations in katG and inhA genes in
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) clinical iso-
lates resistant to isoniazid (INH).

Methods: A total of 103 isolates collected from 1999 to
2006 in Croatia and identified as INH-resistant M.
tuberculosis strains by standard susceptibility testing pro-
portion method according to Canetti were investigated.
Multiplex PCR method was used to detect an AGC to
ACC mutation in the katG gene and an inhA“"T muta-
tion in the regulatory region of the mabA-inhA operon.
Results: Genetic basis of INH resistance was found for
76 (75%) of total 103 M. tuberculosis strains investigat-
ed. There was a correlation between mutation in 315
codon of katG gene and acquisition of resistance to
other antituberculous drugs.

Conclusions: Mutation in katG gene in INH resistant M.
tuberculosis strains is highly predictive for acquisition of
resistance to other antituberculous drugs.

Key words: multiplex PCR, drug resistant tuberculosis,
isoniazid, susceptibility testing

UvOD

Rezistentna tuberkuloza

Iako se u industrijski razvijenim zemljama o pojavi
rezistentne tuberkuloze moze govoriti ve¢ od kasnih
60-ih godina 20. stolje¢a, u zadnjih je nekoliko
godina u svijetu pove¢an broj otpornih sojeva vrste

Mycobacterium  tuberculosis (M.  tuberculosis).
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Istrazivanja Svjetske zdravstvene organizacije (SZO)
pokazala su da je rezistentna tuberkuloza prisutna
na svim kontinentima, s posebnom ucestalos¢u u
pojedinim zemljama'. Stoga je, da bi se sprijecio
nastanak novih slucajeva rezistentne tuberkuloze,
SZO preporucio kontrolirani standardni kratko-
trajni terapijski sustav za sve novootkrivene sluca-
jeve tuberkuloze. Rezistentna tuberkuloza rezultat
jeilineredovitauzimanjaterapije, ilineodgovaraju¢ih
terapijskih mjera, stoga je problem za lije¢enje koje
je dugotrajno i skupo*?.

Iako u zadnjem desetlje¢u incidencija tuber-
kuloze (TB) u Hrvatskoj ima silazni tijek, jos je
uvijek relativno visoka, te iznosi 26/100.000. S
obzirom na to, incidencija rezistentne TB
(1/100.000), te incidencija multirezistentne TB
(MDR - otpornost bar na izoniazid i rifampicin, s
otpornos¢u ili bez otpornosti na druge antitu-
berkulotike) s 0,3/100.000 niska je, stoga ne
predstavlja veéi javnozdravstveni problem*>¢. Rano
postavljanje dijagnoze tuberkuloze klju¢no je za
kasnije lijecenje, ali jednako tako i za prekid lanca
prijenosa. Posebno se to odnosi na rano otkrivanje
otpornosti na izoniazid (INH) i rifampicin (RMP),
ili na otkrivanje viSestruke otpornosti. Zbog
otpornosti na ta dva lijeka, smanjuje se djelotvornost
uobicajena terapijskoga postupka na 77%’.
Smatralo se da je otpornost na rifampicin gotovo
uvijek pretkazatelj multirezistentne tuberkuloze, ali
nedavna istrazivanja u vise zemalja pokazala su da
upravo otpornost na izoniazid cesto prethodi
nastanku multirezistentne ili polirezistentne
tuberkuloze®. Polirezistentni sojevi vrste M. tuber-
culosis jesu sojevi otporni na dva antituberkulotika
ili viSe njih, ali bez kombinacije INH-a i RMP-a.
U Hrvatskoj, monorezistencija na RMP izrazito je
rijetka, i stjecanju otpornosti na INH i RMP
prethodila je uglavnom monorezistencija na
INH*>,

Automatizirani sustavi za kultivaciju i mole-
kularne dijagnosticke postupke u suvremenim
mikobakterioloskim laboratorijima, skratili su
vrijeme otkrivanja vrste M. tuberculosis. Unatoc
tomu, jednostavni fenotipski postupci otkrivanja
otpornosti na prvu crtu antituberkulotika dugo-
trajni su, a genotipski postupci vezani uz komer-
cijalne kitove nisu uvijek dostupni zbog relativno
visoke cijene’.

Nastanak rezistentne tuberkuloze

Otpornost vrste M. tuberculosis na antimikobak-
terijske lijekove, posljedica je spontanih mutacija u
genima koji kodiraju ciljno mjesto lijeka, ili enzima
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koji sudjeluje u njegovoj inaktivaciji. Poznato je da
mutacije (to¢kaste mutacije, delecije, ili inzercije) u
najmanje 11 gena dovode do otpornosti na naj-
vaznije antituberkulotike'®. Medutim, nije nadena
mutacija koja bi iskljucivo bila odgovorna za MDR
fenotip. Naprotiv, MDR se razvija postupnim i
neovisnim nastajanjem mutacija na razli¢itim
lokusima. To se najé¢es¢e dogada zbog neodgovara-
juce terapije'!. Rjede, nastanak otpornosti posljedica
je unakrsne otpornosti vezane uz kemijsku srodnost
lijeka, ili slicnoga mjesta djelovanja lijeka unutar
stani¢noga zida'?. Bududéi da su viSestruko otporni
sojevi vrste M. tuberculosis rezultat kumulativnih
mutacija, to znaci da se rast vrste M. tuberculosis
moze kontrolirati terapijskim sustavom koji sadrzi
vide lijekova’®.

Uz rifampicin, izoniazid je osnovni i najucin-
kovitiji lijek u kratkotrajnu terapijskome postupku
lije¢enja tuberkuloze. Ulazi u metabolicki aktivhu
stanicu pasivhom difuzijom kroz bakterijsku ovoj-
nicu. Najmanja inhibitorna koncentracija u osjetlji-
vih sojeva unutar M. tuberculosis sklopa, varira
izmedu 0,02 i 0,05 mg/ml. Izoniazid pokazuje
slabiju ili gotovo nikakvu aktivnost kada se radi o

drugim ¢lanovima roda vrste Mycobacterium'.

Genetska osnova nastanka otpornosti

Mehanizam nastanka otpornosti na RMP relativno
je jednostavan, te u 96% slucajeva ukljucuje
mutacije u regiji 7poB gena priblizne duljine 80
baznih parova (bp), koja kodira B podjedinicu
RNA polimeraze'>'¢. Za razliku od toga, mehani-
zam nastanka otpornosti na INH povezan je s
mnogobrojnim mutacijama koje pogadaju jedan
gen ili vise njih, kao $to su karG, inhA, mabA,
abpC, te neke jos uvijek nepoznate gene'>'7-20%,
Pokazalo se da delecije i mutacije ka2tG gena koji
kodira katalazu-peroksidazu, uzrokuju otpornost
na INH. Kartalaza-peroksidaza pretvara INH u
aktivan oblik koji djeluje na mikobakterijske
proteine (primjerice InhA) potrebne za biosintezu
mikoli¢nih kiselina. /#hA kodira protein-nosac
enoil-acil reduktaze koji je uklju¢en u biosintezu
mikoli¢nih kiselina. Ustanovljeno je da su cesée
mutacije u regulatornoj regiji i7hA, negoli u
samome strukturnome genu inhA'".

Klinicka vaznost otpornosti i fizicka obiljegja vrste
M. tuberculosis

lako se katrG mutacije dogadaju sludajno, te
induciraju potpuni gubitak funkcije gena i visoku
razinu otpornosti, veéina mutacija otkrivenih u
klinickim izolatima posljeduje srednjom razinom
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otpornosti. Najceséa otkrivena mutacija u klini¢kim
izolatima jest tockasta mutacija na poziciji
Ser315Thr katG gena, ali bez dokazanih utjecaja
na virulentnost i prenosivost sojeva. Sve to utjecalo
je na zakljucke o tomu da ta mutacija, iako klinicki
najvaznija, ne utjece na gubitak fizickih sposobnosti
vrste M. tuberculosis®. Ta se pretpostavka pokazala
uvjerljivom i u Zivotinjskim modelima i u istrazi-
vanjima stvaranja molekularnih klastera. Pret-
postavlja se da je u sredinama s visokom inciden-
cijom tuberkuloze, razmjer otpornosti bolesti poslje-
dica njena prijenosa’.

Sli¢ne rezultate dalo je takoder istrazivanje
kojim se pokazalo da su sojevi vrste M. ruberculosis,
unato¢ mutaciji na poziciji 315 karG gena, zadrzali
virulentnost na misjim modelima®’. Na tim se
modelima pokazalo da je k2tG ujedno ¢imbenik
virulencije. Smatran je i zaStitom od slobodnih
radikala kisika unutar makrofaga, ali pojedinim
drugim istrazivanjima to nije dokazano®*. Spekulira
se o prisutnosti kompenzatornih mutacija koje
utjecu na sposobnost Sirenja i prezivljavanja vrste
M. tuberculosis. Upravo ta “cijena” mutacija odgo-
vornih za otpornost, odgovorna je i za rezultate
lije¢enja u razlic¢itim okolnostima. Jedna je od njih
i reaktivacija latentne infekcije. I to je istrazivanje
pokazalo da INH otpornost ima minimalne
posljedice na virulenciju i reaktivaciju MDR tuber-
kuloze. Promjene u genetici domacdina, ali i mikro-
organizma, vjerojatno imaju utjecaj na njihov suod-
nos, prezivljavanje i prijenos®.

Nedavno je predstavljena nova multipleks PCR
metoda za brzo otkrivanje INH otpornih klinickih
izolata vrste M. tuberculosis.** Tom se metodom
istodobno otkrivaju AGC—ACC mutacija u
kodonu 315 katG gena (dolazi do zamjene amino-
kiseline serin aminokiselinom treonin, Ser315Thr),
te inhA“"T mutacija u regulatornoj regiji mabA-
inhA operona, mutacije koje uzrokuju otpornost
vrste M. tuberculosis na INH (slika 1.).

Otporni sojevi vrste M. tuberculosis

Na Odjelu za dijagnostiku tuberkuloze Hrvatskoga
zavoda za javno zdravstvo, potvrduju se i prikupljaju
otporni sojevi vrste M. tuberculosis iz cijele Hrvatske.
Za ovo su istrazivanje izdvojeni klinic¢ki izolati vrste
M. tuberculosis kojima je fenotipskim postupkom
proporcije prema Canettiju, na Lowenstein-Jensen
podlozi (tablica 1.), ustanovljena otpornost na
INH. Metoda proporcije zasniva se na usporedbi
rasta vrste M. tuberculosis na podlozi u koju je
dodana kriticna koncentracija antituberkulotika, te
rasta na podlozi bez antituberkulotika®?>*. Soj je
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otporan ako je broj kolonija na podlozi s antitu-
berkulotikom ve¢i od 1%-tnoga broja kolonija na
podlozi bez antituberkulotika. U ovome su radu
prikazani rezultati ispitivanja mutacija u katG i
inhA genima tih sojeva.

METODE
Sojevi vrste M. tuberculosis

U ispitivanje su uvrStena ukupno 103 klinicka
izolata vrste M. rtuberculosis otporna na INH,
izolirana na podru¢ju Hrvatske u razdoblju od
1999. do 2006. Testiranje osjetljivosti na INH (0,2
i 1,0 pg/ml) provedeno je na Lowenstein-Jensen
podlozi, metodom proporcije prema Canettiju.
Ukupno 20 sojeva vrste M. tuberculosis osjetljivih
na INH prema metodi proporcije, testirano je kao
negativna kontrola.

Ekstrakcija DNA vrste M. tuberculosis

Usica kulture mikobakterija (2 kolonije — 5 kolo-
nija) razmudéena je u 250 pl destilirane vode, te
zagrijana na 98°C tijekom 20 minuta, uz mijesanje
u termomikseru (Thermomixer, Eppendorf).
Nakon 15 minuta soniciranja u ultrazvuénoj kupe-
lji, uzorak je centrifugiran 5 minuta na 14.000
rpm. Za multipleks PCR testiranje koristeno je 5

pl supernatanta, a ostatak je pohranjen na -20°C.

Multipleks PCR
Za otkrivanje AGC—ACC u katG genu i inhA“"T

mutacija, koriStene su posebno dizajnirane
pocetnice (tablica 2.).

PCR mjesavina dobivena je koriStenjem
HotStartTaq DNA polimeraze kita (Qiagen).
Sastojala se od 10 pl PCR pufera, 5 pl otopine Q
(dio spomenutoga kita), 25 mM MgCL, po 0,2
mM dATP, dCTP, dGTP, i dTTP (Roche Molecular
Biochemicals), po 0,5 pl pocetnica katgOF (50
pM), R315mut (50 pM), mabAF (50 pM),
inhARmut (50 pM), MTUBf (100 pM), MTUBr
(100 pM), 0,3 pl DNA polimeraze (1,6 U), te
vode ¢istoée za molekularnu biologiju (Eppendorf)
do ukupna volumena od 20 pl.

Za reakciju amplifikacije kori$ten je 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems), s pocetnom
denaturacijom 5 minuta na 95°C. Nakon toga
slijedilo je 30 ciklusa od jedne minute na 95°C,
jedne minute na 68°C, te 45 sekunda na 72°C.
Nakon zavr$noga ciklusa, slijedila je ekstenzija od
10 minuta na 72°C. U¢inkovitost PCR amplifikacija
i veli¢ine produkata bile su odredene nakon elektro-

49



M. Obrovac, V. Katalinic-Jankovié, M. Gree ODREDIVANJE OTPORNOSTI VRSTE... Medicina 2007;43:47-54

A B
OH-3 ¢—— R315mut OH-3 ¢—— inhARmut
CTGGC TAATAGG
—_— —_—
katgOF katG315ACC —AGC mabAF  inhA“" supstitucija
GCGGC CGATAGG
katG315 divlji tip inh A" divlji tip
296-bp fragment: katG315-ACC 146-bp fragment: -15C to T
supstitucija u promotoru
mabA-inhA operona

Slika 1. Shematski prikaz multipleks PCR-a za otkrivanje Ser315Thr mutacije u katG genu (A) i inhA<'"T
supstitucije na 5 kraju pretpostavljenoga mjesta vezanja ribosoma na promotoru mabA-inhA operona (B). Kratke
strelice oznacuju pocetnice, a dugacke dvostrane strelice oznacuju fragmente dobivene umnozavanjem. Ciljne
sekvencije prikazane su u kuéicama. Mutirane baze podcrtane su i podebljane. (Iz: Herrera LL, i sur. Antimicrob

Agents Chemother 2005;49:144-7.)

Figure 1 Schematic presentation of multiplex PCR for the detection of Ser315Thr mutation in katG gene (A) and
inhASYT substitution on 5' end of the proposed location of ribosome binding on the promotor of mabA-inhA operon. Short
arrows reveal primers and long double sided arrows indicate fragments obtained by multiplication. Target sequences are
displayed in rectangles. Mutated bases are diplayed with underline and bold characters (From: Herrera LL et al. Antimicrob
Agents Chemother 2005;49:144-7).

Tablica 1. Kriti¢ne koncentracije antituberkulotika dobivene metodom proporcije u Lowenstein-Jensen podlozi

Table 1 Critical concentrations of antituberculotics in the proportion method in Lowenstein-Jensen medium

Koncentracija u Léwenstein-Jensen podlozi Kriti¢na proporcii
Antituberkulotik / Antituberculotic Concentration in Lowenstein-Jensen medium riena proporetja
Critical proportion
(pg/ml)
Izoniazid 0,2; 1,0 1%
Rifampicin 40,0 1%
Etambutol 2,0 1%
Streptomicin 4,0 1%
Tablica 2. Poletnice za multipleks PCR
Table 2 Primers for multiplex PCR
Gen / Gene Pocetnica / Primer Sekvencija pocetnice / Primer sequence
5 MTUBf TCGGACGCGTATGCGATATC
7.
& MTUBr ACATACAGTTCGGACTTGCG
o katgOF GCAGATGGGGCTGATCTACG
At
R315mut TCCATACGACCTCGATGCCAG
mabAF CGAAGTGTGCTGAGTCACACCG
mabA-inhA
inhARmut AGTCACCCCGACAACCTATTA
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10 11 12 13 14

Slika 2. Profili dobiveni multipleks PCR testom. Ljestvice 2 — 6: sojevi s inhA“"°" supstitucijom; ljestvice 7 — 11:
sojevi s AGC—ACC mutacijom u kodonu 315 karG gena; ljestvice 12 — 14: INH osjetljivi sojevi; ljestvice 1 i 15:
DNA marker molekularne mase 100 bp (DNA Molecular Weight Marker XIV, Roche Molecular Biochemicals).

Figure 2 Profiles obtained by multiplex PCR. Lanes 2—6: strains with inhA“V" substitution; lanes 7—11: strains with
AGC—ACC mutation in codon 315 of the katG gene; lanes 12—14: INH-susceptible strains; lanes 1 and 15: DNA
marker with molecular mass of 100 bp (DNA Molecular Weight Marker XIV, Roche Molecular Biochemicals).

Tablica 3. Usporedba rezultata ispitivanja osjetljivosti metodom proporcije i rezultata ispitivanja katG i inhA
mutacija

Table 3 The comparison of results of susceptibility determination by the proportion method and the analysis of katG

and inhA mutations

Tip mutacije / Type of mutation
Divlji tip " :
Profil otpornosti / Profile of the resistance bt b katq i inhA* UT: ::z r;c;;z;:a
Wild type
katG and inhA*
INH, RMP 6 2 10 18
INH, RMP, STR 20 1 2 23
MDR INH, RMP, EMB 6 0 4 10
INH, RMP, STR, EMB 5 0 1 6
37 (64,9%) 3 (5,3%) 17 (29,8%) 57
INH, STR 9 3 2 14
polirezistentni INH. EMB 0 0 1 1
polyresistant ’
9 (60%) 3 (20%) 3 (20%) 15
monorezistentni | \gpy 14 (45,2%) | 10 (32,6%) 7 (22,2%) 31
monoresistant
Ukupno /7otal 60 (58,3%) 16 (15,5%) 27 (26,2%) 103

INH = izoniazid, RMP = rifampicin, STR = streptomicin, EMB = etambutol
* mutacije u ispitivanim genima nisu nadene / mutations not found in analysed genes
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foreze na 2%-tnu agaroznu gelu u koji je dodan
etidij bromid.

REZULTATI

Na ukupno 103 izolata vrste M. tuberculosis iz
klinickih uzoraka, ispitana je osjetljivost na prvu
crtu antituberkulotika (INH, RMP, etambutol
(EMB) i na streptomicin (STR)), metodom
proporcije na krutoj Léwenstein-Jensen podlozi.
Rezultati ispitivanja prikazani su u tablici 3.

Sojevi vrste M. tuberculosis otporni na INH,
prema profilu otpornosti podijeljeni su u 3 skupine:
na MDR, polirezistentne sojeve, te na monore-
zistentne sojeve. Medu ispitivanim sojevima na
INH bilo je multirezistentno 57 sojeva, 15 sojeva
bilo je polirezistentno, a 31 soj bio je monorezisten-
tan.

Ispitivanje mutacija u katG i inhA genima,
provedeno je na svim sojevima kojima je
fenotipskom metodom proporcije ustanovljena
otpornost na INH. Ako se dogodila mutacija
Ser315Thr u katG genu kao rezultat elektroforeze
na agaroznu gelu, pojavljuje se fragment velicine
296 bp, a ako se dogodila supstitucija inhA“"5",
pojavljuje se fragment velicine 146 bp. Svi ispitivani
sojevi, ukljucujuéi osjetljive sojeve, pokazali su
fragment veli¢ine 1020 bp kao rezultat umnozavanja
djelomi¢ne sekvencije gyrB gena. Taj je fragment
pozitivna kontrola koja bi trebala biti prisutna u
svakom uzorku. Nema li toga fragmenta, doslo je
do inhibicije umnozavanja. Rezultati dobiveni
multipleks PCR testiranjem, prikazani su u tablici
3. Od 57 multrezistentnih sojeva, 37 (64,9%)
sojeva imalo je karG mutaciju, 3 su soja (5,3%)
imala #hA“"" supstituciju, a 17 sojeva (29,8%)
nije imalo mutacija u ispitivanim genima (divlji tip
gena). Bitno je da se k2rG mutacija pojavila u 20
sojeva (87%) od ukupno 23 soja otporna na kom-
binaciju INH, RMP i STR, te u 5 izolata (83%)
od ukupno 6 sojeva otpornih na kombinaciju
INH, RMP, STR, te EMB.

Sli¢ni su rezultati dobiveni testiranjem poli-
rezistentnih sojeva. Od 15 polirezistentnih sojeva,
9 (60%) je imalo katG mutaciju, 3 (20%) su soja
imala 72hA“"T supstituciju, a 3 (20%) divlji tip
ispitivanih gena. Od 14 sojeva otpornih na kombi-
naciju INH i STR, 9 sojeva (64%) ima Ser315Thr
mutaciju.

Od 31 soja s monorezistencijom na INH, 14
(45,2%) je sojeva imalo katG mutaciju, 10 (32,6%)
inhA“"Tsupstituciju, a 7 (22,2%) divlji tip ispitiva-
nih gena.
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Sojevi osjetljivi na INH, kao i 27 (26,2%) soje-
va otpornih na INH, nisu imali mutaciju u ispi-
tivanim genima. Jednako tako, nisu pronadeni
sojevi koji bi imali obje ispitivane murtacije.

RASPRAVA

Klini¢ki vazna otpornost na izoniazid, najcesée je
posljedica mutacije u katG genu koji kodira enzim
katalaza-peroksidazu, te pretvara INH u bioaktivan
oblik. Dok je u razli¢itim istrazivanjima ta supsti-
tucija zabiljezena u gotovo dvjema tre¢inama sluca-
jeva, mutacija u inhA i ahpC genu nadena je u

manje od 10% slucajeva*°

. Ustanovljeno je da
51% sojeva vrste M. tuberculosis otpornih na izonia-
zid u juznoj Kini, ima supstituciju aminokiselina
Ser315Thr*>*. Dick van Soolingen i suradnici
ustanovili su zamjetnu korelaciju izmedu murtacija
u kodonu 315 katG gena sojeva otpornih na INH,
te ostale otpornosti na lijekove®. Vjerojatno je da ¢ée
ti sojevi ste¢i otpornost i na druge lijekove. Sli¢ni
rezultati dobiveni su i u ispitivanju sojeva vrste M.
tuberculosis koji potjecu iz okolice St. Petersburga,
Rusija*. To se pokazalo i u rezultatima nasega tes-
tiranja — gotovo dvije treéine visestruko otpornih
sojeva ima Ser315Thr mutaciju. Iako se radi o rela-
tivno malomu broju uzoraka, nasi rezultati ukazuju
na mogudu povezanost te mutacije sa stjecanjem
otpornosti na STR. Tako je medu MDR sojevima,
od 23 soja otporna na kombinaciju INH, RMP i
STR, ustanovljeno da 20 sojeva ima Ser315Thr
mutaciju u katG genu, a od 6 sojeva otpornih na
kombinaciju INH, RMPE, STR i EMB, 5 izolata
ima istovrsnu mutaciju.

Za 2 soja (klinicki izolati od dvaju bolesnika)
koja su prvotno bila monorezistentna na INH, a
imala su katG Ser315Thr mutaciju, utvrdeno je na
genetskoj osnovi da su protijekom vremena razvili
otpornost na RMP (neobjavljeni podaci Odjela za
dijagnostiku tuberkuloze HZJZ-a), te tako postali
multirezistentni. Iz ostalih laboratorijskih podataka
o profilima otpornosti ispitivanih sojeva, nije
mogude ustanoviti je li se radilo o prvotnoj ili ste-
¢enoj otpornosti, te kako je i da li je to utjecalo na
bitniju povezanost razvoja otpornosti na STR, ili
na druge antituberkulotike.

Iz nasih je rezultata vidljivo da se inhA supsti-
tucija dogodila mnogo ¢e$¢e u monorezistentnim
sojevima (32,6%) negoli u polirezistentnim (20%)
i MDR sojevima (5,3%).

Multipleks PCR postupak za ispitivanje mutacija
u karG i inhA genima koji smo primijenili u nagem
testiranju brz je, pouzdan, ponovljiv i jeftin. Primje-
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nom toga postupka bilo je moguce otkriti genetsku
osnovu otpornosti na INH za 75% sojeva vrste M.
tuberculosis. Ipak, za 25% slucajeva nisu ustanovljene
mutacije u ispitivanim genima, stoga za te sojeve
genetska osnova otpornosti nije utvrdena.

Potrebno je dalje ispitivati i pratiti razvoj
otpornosti na INH na genetskoj razini, jer se
Ser315Thr mutacija u katG genu pokazala pouz-
danim pretkaziva¢em mogudega razvoja otpornosti
na druge antituberkulotike. U nasem se ispitivanju
to pokazalo posebno vaznim u slu¢aju kombinacije
otpornosti na INH i STR. Uz genotipizaciju
izolata vrste M. tuberculosis u svih novootkrivenih
bolesnika na nacionalnoj razini, otkrivanjem klas-
tera kao nedavnih prijenosa bolesti, te pra¢enjem
genetske osnove otpornosti, bit ¢e moguce aktivnije
provoditi protutuberkulozne mjere, te sudjelovati u
kontroli bolesti.
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