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OZET

Mycobacterium tuberculosis kompleks Klinik izolatlarinda izoniazid direncine
neden olan disa atim pompalarinin saptanmasi

Mycobacterium tuberculosis’te izoniazid direnci siklikla katG, inhA, ahpC, kasA,
ndh gibi gen bolgelerindeki spontan mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Bu
genlerdeki mutasyonlar izoniazid direngli izolatlarin yaklasik %70-80’inde
saptanmaktadir. Son yillarda, disa atim pompalariin M. tuberculosis’te izoniazid
direncine neden olabilecegi ve 6zellikle spontan mutasyon saptanmayan izolatlarda
pompa ekspresyon genlerinin arastiritlmasi  gerektigi vurgulanmaktadir. Bu
calismada, 50 adet izoniazid direngli M. tuberculosis kompleks Klinik izolatinda,
izoniazid minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri agar diliisyon
yontemiyle belirlendikten sonra pompa inhibitérleri (klorpromazin, verapamil,
rezerpin) varhiginda izoniazid MiK degerleri tekrar ¢alisiimis ve MIK degerlerindeki
degisim arastirilmistir. Es zamanli olarak izoniazid direncine sebep oldugu bilinen
katG ve inhA gen bolgeleri mutasyonlart DNA dizi analizi ile arastirilmistir. Son
olarak pompa inhibitorii varliginda etidyum bromiir boyasinin hiicre igi yogunlugu

arastirtlarak disa atim pompalarinin varligi tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Bu ¢alismada, klinik izolatlarin %76’sinda herhangi bir pompa inhibitori varliginda
izoniazid MIK degerlerinin en az bir diliisyon ve iizerinde azalma gosterdigi
saptanmigtir. Tek basma degerlendirildiginde izolatlarin klorpromazin ile %68,
verapamil ile %36 ve rezerpin ile %36’smin izoniazid MIK degerlerinin diistiigii
gdzlenmistir. izolatlarin %86’sinda katG, %42’sinde ise inhA bdlgesinde mutasyon
tespit edilmistir. Pompa inhibitorii varliginda en az 2 diliisyon degisiklik saptanan 21
izolatin inhibitér varhiginda ve yoklugunda hiicre igindeki etidyum bromiir
yogunlugu arastirilmis ve 11 izolatta pompa inhibitorii varliginda etidyum bromiire
ait floresansin belirgin olarak daha fazla oldugu go6zlenmistir. Caligmamizin
sonuglari, izoniazid direngli M. tuberculosis Klinik izolatlarinda &zellikle pompa
inhibitorleri kullanilarak izoniazid gibi temel bir ilacin tedavide tekrar kullanilabilme
ihtimalini desteklemektedir. Konu ile ilgili olarak daha fazla sayida izolat igeren
caligmalarin yapilmasinin direngli M. tuberculosis izolatlariin tedavisinde yol

gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, disa atim pompalari, izoniazid,

klorpromazin, , rezerpin, verapamil



ABSTRACT

Determination of efflux pumps that cause isoniazid resistance in Mycobacterium

tubeerculosis complex clinical isolates

Isoniazid resistance in Mycobacterium tuberculosis develops due to spontaneous
mutations in the gene regions katG, inhA, ahpC, kasA and ndh. Mutations in these
genes can be detected in approximately 70-80% isoniazid resistant isolates. In recent
years, it is emphasized that efflux pumps may cause isoniazid resistance in M.
tuberculosis and pump ekspression should be investigated in isolates, especially in
which the spontaneous mutations are not detected. In this study, we investigated the
minimum inhibitory concentration (MIC) values of isoniazid for the 50 isoniazid
resistant M. tuberculosis complex clinical isolates by agar dilution method then
changes in isoniazid MIC values in the presence of efflux pump inhibitors
(chlorpromazine, verapamil, reserpine). katG ve inhA gene mutations which were
associated INH resistance were investigated by DNA sequence analysis. Finally the
presence of efflux pumps were shown by observing decrease in accumulation of

ethidium bromide in the cell at the presence of efflux pump inhibitor.

In this study, isoniazid MICs decreased 1 dilution and over in %76 of clinical isolates
in the presence of efflux pump inhibitors. When considered alone, isoniazid MIC
values decreased at least one fold dilution with chlorpromazine, verapamil and
reserpine in 68%, 36% and 36% of the isolates respectively. katG gene mutations
were detected in 86% of isolates whereas inhA mutations were detected in 42% of
them. Twenty one isolates with at least decrease of 2 fold dilutions in isoniazid MIC
values with an efflux pump inhibitor, were chosen and ethidium bromide
concentrations inside the cell were detected in the presence and absence of efflux
pump inhibitor. It was clearly observed that fluorescense due to the ethidium
bromide was higher at the presence of pump inhibitor in 11 isolates. Our results
support the possibility of reusing of isoniazid in treatment by adding efflux pump
inhibitors. It is thought that studies containing more resistant isolates should be done

in order to guide treatment of resistant M. tuberculosis clinical isolates.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, efflux pumps, isoniazid, chlorpromazine,

reserpine, verapamil
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks olarak tanimlanan bir
grup mikobakteri tarafindan olusturulan kronik bir enfeksiyondur. Hastaligin
olusumundan %97-99 oraninda M. tuberculosis sorumludur. Diinya niifusunun
yaklasik ticte biri M. tuberculosis ile enfekte olup, bunlarin %5-10’unda hastalik
gelismektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2015 raporuna gore 2014 yilinda 9,6
milyon yeni olgu bildirilmektedir ve tiiberkiiloz 1,5 milyon kisinin 6limiine sebep
olmasiyla hala onemli bir halk sagligi problemidir. Tim diinyadaki hastalarin
yaklasik %95°1 ve olimlerin %98’1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir.
Tiiberkiiloz vakalarinin ¢ogu Giiney-Dogu Asya, Afrika ve Bati1 Pasifik bolgelerinde
yer almaktadir. DSO 2015 raporuna gore Tiirkiye’deki tiiberkiiloz prevalansi
22/100.000°dir. Tiberkiiloz oOnlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik olmasina
ragmen tim diinyada enfeksiyon hastaliklarina bagli 6liimlerin AIDS (Acquired
Immune Deficiency Syndrome) hastaligindan sonra ikinci en sik sebebidir ve ciddi
bir halk sagligi sorunu olarak énemini korumaktadir (1-2).

Tiiberkiiloz tedavi edilebilir bir hastaliktir. Ancak tedavisi birden fazla ilacin
birlikte ve uzun siire kullanilmasini gerektirir. Kullanilan ilaglar primer ve sekonder
ilaglar olarak gruplandirilmaktadir. Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) M24A2 dokiimanina gore primer ilaglar izoniazid (INH), rifampisin,
pirazinamid ve etambutol olup sekonder ilaglar streptomisin, etiyonamid, sikloserin,
kanamisin, siprofloksasin, ofloksasin, moksifloksasindir (3). Genellikle tedavi ilk iki
ay INH, rifampisin, pirazinamid ve etambutoliin birlikte baslanip sonraki en az alti
ay boyunca INH ve rifampisinle devam edilmesi seklindedir. Uygun kombinasyonda
ve uygun dozlarda verilen tedavi ile hastalarin biiyiik kism1 tedavi edilebilmektedir.
Ancak daha oOnce hi¢ tedavi almamis hastalarda ilaglara karsi (primer) direng
goriilebildigi gibi, uzun siireli tedaviye hasta uyumunun tam olmamasi, ilaglarin
diisiik dozlarda diizensiz kullanilmasi gibi sebeplerle tedavi alan hastalarda da
zamanla (sekonder) direnc gelistigi bilinmektedir. Ilaca direngli tiiberkiiloz, INH,
rifampisin, pirazinamid ve etambutol gibi primer ilaglardan en az birine kars1 goriilen
diren¢ varligin1 tanimlar. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB, multiple drug
resistant tuberculosis=MDR-TB) ise INH ve rifampisine birlikte diren¢ goriilmesidir
(baska ilaca diren¢ de eklenebilir). Yaygm ila¢ direncli tiiberkiiloz (YID-TB,

extensive drug resistant tuberculosis=XDR-TB), cok ilaca direngli tiiberkiiloza ek



olarak sekonder ilaglardan bir kinolona ve enjeksiyonla kullanilan ilaglardan
(amikasin, kapreomisin, kanamisin) birine direncin eklenmesidir (4). Ulkemizde
belirlenen direng oranlari; yeni olgularda INH’e %6,6, rifampisine %0,7 ve
etambutole %1.3 olup 6nceden tedavi gérmiis olgularda bu oranlar sirasiyla %7,8,
%1,9 ve %0,6 seklindedir. CID-TB oranlar1 ise yeni olgularda %0,5 iken énceden
tedavi gormiis olgularda %4,7’dir (5).

Izoniazid, dzellikle erken donemde hizli ¢ogalan basiller {izerinde bakterisidal
etki gosterir. M. tuberculosis disindaki bakterilere etkisiz oldugundan olduk¢a dar
spektrumludur. Antitiiberkiiloz etkinligi 1950°1i yillarda anlagilan INH’a kars1 direng
gelismesinde temel olarak katG ve inhA genlerindeki mutasyonlar sorumlu
tutulmakla birlikte, gesitli ¢alismalarda kasA, ahpC, ahpC-oxyR ve ndh gibi farkli
bolgelerdeki mutasyonlarin da daha az miktarda da olsa direngte rollerinin oldugu
gosterilmistir (6). Bununla birklte, tim INH direngli izolatlarin yaklasik %20-30
kadarinda direngle ilgili bilinen gen bolgelerinde mutasyonlara rastlanilmamaktadir
(7). Bu durum dirence sebep olabilecek baska mekanizmalarin varhigim
diisiindiirmiistiir. Uzerinde son yillarda siklikla calisilan mekanizmalar disa atim
(efflux) pompalaridir. Disa atim pompalart varliginda ilag, hiicre i¢cinden disariya
atilmakta ve hedefine ulasamamaktadir (7, 8) .

1990’larin  sonlar1 ve 2000°li yillarda M. tuberculosis’te disa atim
pompalarinin varligi gosterilmistir (9-10-11). M. tuberculosis’te simdiye kadar
“major facilitator superfamily (MFS), “ATP-binding casette” (ABC), “small
multidrug resistance” (SMR) ve “resistance-nodulation-division” (RND) ailelerine
ait disa atim pompalarinin varligi gosterilmistir. M. tuberculosis izolatlar1 ¢esitli
tiiberkiiloz ilaglarina maruz kaldiklarinda disa atim pompalarini kodlayan genlerin
ekspresyonu artmaktadir.

Disa atim pompalari M. tuberculosis’te tanimlandiktan sonra, izoniazid ile
indiiklenebilen disa attm pompa adaylari da belirlenmeye baslanmistir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda baslica, MFS ailesinden Tap ve JefA, ayrica iniA membran
proteinleri ve RND ailesinden MmpL7, izoniazid direnciyle iliskilendirilmistir. Bu
pompalari kodlayan genlerin (sirasiyla, rv12758c, rv2459, iniA ve mmpL7)
ekspresyonu izoniazid varliginda artmaktadir. Boylece izoniazide tolerans
gelismektedir (8, 12-14).

Disa atim pompa inhibitorleri kullanildiginda izolatlarin direncinde azalma

olmaktadir. Diga atim pompa inhibitérleri, yeni tedavi secenegi olabilmesi agisindan



onemlidir. Tiberkiiloz ilaglarina ek olarak pompa inhibitorlerinin kullanilmasi tedavi
etkinligini artiracaktir. Verapamil, klorpromazin, rezerpin baslica diga atim pompa
inhibitorleridir (15-17). Verapamil, bir kalsiyum kanal blokuriidiir. Anjina,
hipertansiyon, kardiyak aritmi tedavisinde kullanilmaktadir. M. tuberculosis’te disa
atim pompalarmi inhibe etmekte ve INH minimum inhibitor konsantrasyon (MiK)
degeri dismektedir. Klorpromazin bir fenotiyazindir. Antipsikotik olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum transportunu inhibe eder. Rezerpin kalsiyum kanal
blokori olarak etki gosteren antihipertansif olarak kullanilan alkaloid bir maddedir
(15-18). Disa atim pompa inhibitdrlerinin ilaglarin MiK degerini diisiirmesi, bu
inhibitér molekiillerin tiiberkiiloz tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak M. tuberculosis kompleks klinik izolatlar1 ile ilgili olarak disa atim pompa
inhibitorlerinin etkinligini belirlemeye yonelik ¢alismalar oldukga kisitl sayidadir.
Bu c¢alismada, 50 adet INH direngli M. tuberculosis kompleks klinik
izolatinin disa atim pompa inhibitorleri (verapamil, klorpromazin ve rezerpin)
varliginda INH MIK degerlerindeki degisimin incelenmesi ve INH MIK degerleri

diisen izolatlardaki disa atim pompalarinin varliginin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Almanya’da bulunan insan iskeletlerinde (M.O 5000) aside direncli basil
saptanmasi Ve Misir mumyalarinda (M.O 3500-3000) tiiberkiilozu akla getiren
bulgulara (Pott hastaligi) rastlanilmasi, tiiberkiiloz hastaliginin ¢ok eski zamanlardan
beri var oldugunu gostermistir (19).

Hipocrates (M.O 460-375) tiiberkiiloz icin elden ayaktan diisme, erime,
tikenme anlamina gelen ‘phitisie’ tabirini kullanmistir. Galenus veremli bir hasta ile
birlikte yasamanin tehlikeli oldugunu ileri siirmiis, Ibni Sina da hastaligin insandan
insana bulasabilecegini yazmistir. Ronesans doneminde (15. ve 17. yy) anatomik
calismalara izin verilmesiyle birlikte Andres Vesalius tiiberkiilozlu hastalarin
otopsilerinde kaviter lezyonlarin varligini bildirmistir (19-20).

Insandan insana bulasabilecegi anlagilan tiiberkiiloz hastaliginin etkeni
1882°de Robert Koch tarafindan gosterilmistir. Koch ayn1 zamanda 1884°de basilin
saf kiiltiriinii elde etmis, deneysel olarak hayvanlari enfekte ettikten sonra bu
hayvanlardan tekrar basili izole etmistir. Baglangigta Bacterium tuberculosis adiyla
anilmasmna  karsin  yavag iremesi Vve Kkoloni goriinimiiyle mantarlara
benzetilmesinden dolay: 1866’da Mycobacterium tuberculosis olarak adlandirilmistir
(19,21,22).

Koch tarafindan basilin bulunmasini takiben 1921 yilinda Albert Calmette ve
Camille Guerin tiiberkiiloz asisin1 (BCG) gelistirmisler, 1939°da ise Florence Seibert
ve Glenn tiiberkiilini (PPD) saflastirmiglardir. Tan1 ve korunmaya yonelik bu hizl
ilerlemeleri 1944’de Waksman’in streptomisini kesfetmesi izlemis ve tiiberkiilozda
antimikrobiyal tedaviye gecilmistir. Tedaviye ilk giren streptomisini 1952’de
izoniazid, 1954’te pirazinamid, 1962’de etambutol ve 1966’da rifampisinin

bulunmasi takip etmis ve tedavi siiresi 18-24 aydan 6 aya kadar indirilmistir (19, 23).
2.2. Epidemiyoloji

2.2.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Insanlarin tiiberkiiloz etkeni mikobakterilerle ilk karsilasmalarmin toplu
yasama gecmeleri ve hayvanlari evcillestirmelerinin sonucu olarak M.O 8000’li
yillarda oldugu tahmin edilmektedir. Cok eski zamanlardan beri bilinen ve biiyiik



oranda oliimlere sebep olan tiiberkiilozun etkeni ancak 1882’de bulunmustur. Basilin
gosterilmesinden sonra gelismeler hizlanmig ve ¢ok kisa bir zaman diliminde PPD ve
BCG agsilan ile tiiberkiilozun tani1 ve korunmasi yolunda 6nemli adimlar atilmistir.
Streptomisin ve diger antitiiberkiiloz ilaglarin tedaviye girmesi ile de tiiberkiilozun
Onlenebilir, tedavi edilebilir bir hastalik oldugu anlasilarak eradike edilebilecegi
umutlar1 dogmustur.

Tanm1 ve tedavideki gelismeler sayesinde 20. yy ortalarinda mortalite
oranlarinda belirgin bir azalma saptanmustir. Yirminci yy. sonlarinda AIDS
pandemilerinin ve direngli tiiberkiiloz olgularinin ortaya ¢ikmasiyla tiiberkiiloz tekrar
giindeme gelmistir. Bunun iizerine 1993’te DSO ‘Dogrudan Gozetimli Tedavi
Stratejisi’ni belirleyerek tiiberkiilozun eradikasyonu igin harekete ge¢mistir. Ancak
2000 yilinda ulasiimas: planlanan hedefler tam olarak gergeklestirilememis ve DSO
2006-2015 yillar1 igin Tiberkiillozu Durdurma Stratejisi (The Stop TB Strategy)
programini hazirlamistir. Tiiberkiilozu Durdurma Stratejisi programi ile 2015 yili
icin prevalans ve tiiberkiiloza bagli 6liimlerin %50 oraninda azaltilmasi (1990 yili
verileri baz alinarak) hedeflenmistir. 2050 yilinda ise tiiberkiilozu bir halk saglig
problemi olmaktan ¢ikarip yillik vaka sayisinin 1/1000000 niifusun altina
diistiriilmesi amaglanmastir.

DSO’niin 2015 yili raporuna gore, 2014 yilinda diinyada 9,6 milyon yeni
tiiberkiiloz vakasi oldugu tahmin edilmektedir. Bu vakalarin 5,4 milyonunu erkekler,
3,2 milyonunu kadinlar ve geri kalan 1 milyonunu ise ¢ocuklar olusturmaktadir. Yeni
tiiberkiiloz vakarinin %58’inin Giiney-Dogu Asya ve Bati Pasifik bolgelerinde,
%28’inin ise Afrika bolgesinde oldugu bildirilmektedir. Ulkeler bazinda
incelendiginde ise Hindistan olgularin %23’inii, Endonezya ve Cin ise %10’arlik
bolimiini barindirmaktadir. Tahminen 2014 yilindaki yeni olgularin %3,3°1 ve daha
once tiiberkiiloz tedavisi almis vakalarmm %20’si ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz
vakalaridir. CID-TB enfeksiyonuna bagli olarak 2014 yil1 siiresince yaklasik 190.000
kisinin hayatm1 kaybettigi sanilmaktadir. Aym yil iginde 111.000 kisi de CID-TB
tedavisi almaya baslamistir. Bir bagka 6nemli problem olan yaygin ilag direngli
tiiberkiiloz acisindan 105 iilkeden bildirim yapilmis olup CID-TB olanlarin
%9,7’sinin YID-TB oldugu diisiiniilmektedir (1).

2014 yilinda tiiberkiilozdan &lenlerin sayisi, 1,1 milyonu HIV (Human
immunodeficiency virus) negatif ve 0,4 milyonu ise HIV pozitif olmak iizere 1,5

milyon kisidir. Tiiberkiiloza bagli tim 6liimlerinin yaklagik %90°1 ve HIV negatif



bireylerdeki oliimlerin de %801 Afrika ve Giiney-Dogu Asya bolgelerinde meydana
gelmistir. Diinyadaki tiiberkiiloz Oliimlerinin 1/3’tinin Hindistan ve Nijerya’da
oldugu sanilmaktadir. 2014 yilindaki HIV negatif 6liimlerin %7’sini ve HIV pozitif
Oliimlerin ise %14’tinii ¢ocuk hastalarin olusturdugu bildirilmistir (1).

9,6 milyon olgunun %12’si ayn1 zamanda HIV pozitif hastalardir ve bu
hastalarin %74’ Afrika bolgesindedir. HIV iliskili tiiberkiilozdan olenlerin sayisi
2004 yilinda 570.000 olup 2014°te bu say1 390.000 olarak bildirilmistir.

2000-2014 yillar1 arasinda tiiberkiiloz tedavisiyle 35 milyon HIV negatif
hasta, tiiberkiiloz ve antiretroviral tedaviyle de ek olarak 8 milyon HIV pozitif hasta
tedavi edilmistir (1).

2.2.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

DSO’niin yayinladign ““Kiiresel Tiiberkiiloz 2015 Raporu’’nda Tiirkiye nin
2014 yil1 insidans hiz1 yiiz binde 18, nokta prevalans hizi yiiz binde 22 ve tiiberkiiloz
mortalite hiz1 (HIV pozitif TB hari¢) yiiz binde 0,61 olarak belirtilmistir (1) (Tablo
2.1).

Tablo 2.1: DSO Bélgelerine Gére Tahmini Tiiberkiiloz Hastahk Yiikii, 2014
(Yiiz bin Niifusta)

R R

Afrika Bolgesi 281 330 46
Guney Dogu Asya | 211 286 24
Bolgesi

Dogu Akdeniz | 117 160 14
Bolgesi

Bat1 Pasifik Bolgesi | 85 116 4,8
Avrupa Bolgesi 37 48 3,7
TURKIYE** 18 22 0,61
Amerika Bolgesi 28 36 1,7
DUNYA GENELI | 133 174 16

*Hizlar, nokta tahmin degerlerini gostermektedir.

**Tiirkiye, DSO Avrupa bdlgesinde yer almaktadir.



“Turkiye’de Verem Savast 2014 Raporu’’na gore toplam 14.691 kayith
tiberkiiloz hastasi bulunmaktadir. Bu hastalarin %59,4’tuni erkekler, %40,6’sin1 ise
kadinlar olusturmaktadir (5).

Toplam olgularin (14.691) %92,1’ini yeni olgular olustururken geri kalanini
onceden tedavi gormiis olgular olusturmaktadir (5).

Hastalarin %59,6’s1 akciger, %36,1°1 akciger dis1 organ tutulumu, geri kalan
%4,3’11 ise akciger ve akciger dis1 organ tutulumu gostermistir. Akciger tutulumu
olup mikroskobi yapilan olgulardaki mikroskobi pozitiflik orami %64,1 kiiltiir
yapilanlarda kiiltiir pozitiflik oran1 ise %80,3 olarak saptanmaistir (5).

Ilag duyarlilik testi yapilan 5.399 hastanin %22,1’inde en az bir ilaca direng
saptanirken en yiiksek direng (%15,4) izoniazide karsi saptanmistir. Cok ilaca
direngli olgu orani ise yeni hastalarda %3,2 iken onceden tedavi gormiislerde
%21,8’dir (5).

DSO 2015 raporuna gore iilkemizde 2014 yilindaki tiim olgularin %70’inin
(9344 olgu) HIV durumu bilinmektedir. Bu hastalardaki HIV pozitiflik oran1 ise <
%71 olup toplam 45 olgudur (1,5).

2.3. Mikrobiyoloji

2.3.1. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

Alem : Prokaryot
Bolim : Firmicutes
Sinif : Actinobacteria
Takim : Actinomycetales
Aile : Mycobacteriaceae
Cins : Mycobacterium

Tiir : Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium,  Actinomycetales  takimi1  iginde  incelenen  ve
Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir. Giinlimiizde 150’den fazla
Mycobacterium tiirii tamimlanmistir ve siklikla insanlarda enfeksiyon yapan
kompleks ya da tiirler; M. tuberculosis, M. avium kompleks, M. leprae, M. kansaasii,
M. fortuitum, M. cheloneae ve M. abscessus’dur (24).



Bakteriyolojik ozellikleri ve DNA benzerlikleri agisindan birbirleriyle ¢ok
yakin iligkili tirler ‘kompleks’ adi altinda incelenmektedir. M. tuberculosis, M.
bovis, M. bovis BCG, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. africanum ve M.
microti tiirleri de M. tuberculosis kompleks baslig: altinda degerlendirilmektedir. Bu
kompleks i¢inden M. tuberculosis insanlardaki tiiberkiiloz hastaliginin en sik
saptanan etkenidir (%97-99) ve tiiberkiiloz basili dendiginde akla gelen tiirdiir (25).

M. tuberculosis kompleks disindaki tiirler tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler
[Nontuberculosis mycobacteriaceae (NTM)] veya atipik mikobakteriler olarak
smiflandirilmaktadirlar (24-25). Dogada yaygin olarak bulunan ve insanlarda nadiren
hastalik yapan bu bakteriler, 6zellikle immunsupresif bireylerde yasami tehdit eden
ciddi enfeksiyonlara sebep olabilirler.

Atipik mikobakteriler Runyon tarafindan tireme hizlar1, koloni morfolojileri
ve pigmentasyon ozelliklerine gore dort grupta siniflandirilarak incelenmislerdir.
Ancak bu siniflama tiim mikobakteriler i¢in yeterli olmamis ve 1987°de Woods ve
Washington tarafindan ilk olarak Wolinski’nin bahsettigi Klinikle uyumlu bir

simiflandirma onerilmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Woods ve Washington siniflandirmasi

Klinik onemi | M. tuberculosis kompleks
olan
mikobakteriler
Insanda M. avium-intracellulare kompleks M. simiae
potansiyel M. kansasii M. genavense
patojen  olan |\ fortuitum-chelonae kompleks M. ulcerans
mikobakteriler M. scrofuloceum M. haemophilum
M. xenopi M. marinum
M. szulgai M. celatum
M. malmoense
Insanda nadiren | Yavas iireyenler Orta hizda | Hizh iireyenler
haStal'.k .. yapan |\, gordonae ureyenler M. thermoresistible
saprofit tiirler . M. flavescens .
M. asiaticum M. smegmatis
M. terrae-triviale M. vaccae
kompleks M. phlei
M. shimoidei M. parafortuitum
M. gastri kompleks
M. nonchromogenicum
M. paratuberculosis




2.3.2. Mikobakterilerin Bakteriyolojik Ozellikleri

Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi olan mikobakteriler, aerop, sporsuz,
kapsiilsiiz, hareketsiz, katalaz pozitif, 0,2-0,6 um eninde, 1,0-10 um boyunda, hafif
kivrik veya diizgiin basiller seklinde goriilen mikroorganizmalardir. Balgam ve farkli
Klinik orneklerden hazirlanan preparatlarda tek tek, birbirlerine paralel dizilim
gosteren iKili ti¢li gruplar halinde ya da uglarindan birbirlerine yaklasarak X, V, L
harfleri olusturacak sekilde bir goriintii olusturabilirler. Eski kiiltiirlerinde veya
uygunsuz kosullarda tireyen bakteriler daha uzun, filament6z yapilar olusturmus
veya kokoid formlarda da goriilebilirler (25-26).

Mikobakterilerin tiremesi i¢in gerekli inkiibasyon CO2 oram1 % 5-10’dur.
Uremeleri icin uygun 1s1 ortalama 37 °C olup, tiirler arasinda 30-45 °C arasinda
degisebilmektedir. Kat1 besiyerinde kolonilerin gozle goriiniir hale gelmesi igin, hizli
tireyen mikobakterilerde yedi giin yeterli olurken yavas iireyen mikobakterilerde bu
stire sekiz haftaya kadar uzayabilmektedir. Bazi tiirler pigment olusturabilirken,
koloni goriintimleri de tiirler arasinda degiskenlik gostererek ‘‘smooth’’ veya
“‘rough’” koloniler gozlenebilmektedir. Isik varliginda pigment olusturan tiirler
‘fotokromojen’, aydmlikta da olmakla beraber o6zellikle karanlikta pigment
olusturanlar ‘skotokromojen’, her iki ortamda da pigment olusturmayanlar ise
‘kromojen olmayan’ tiirler olarak adlandirilirlar. M. tuberculosis suslari ise kati
besiyerlerinde genellikle 14-21 giinde, istii ve kenarlar girintili ¢ikintili, kuru, sert, kirli
beyaz ve deve tiiyli renginde ancak pigmentsiz koloniler olusturur. (26,27,28,29).

Mikobakterilerin  hiicre duvar yapisinin biiyiik bolimiini lipidler
olusturmaktadir. Bu duvar yapilar1 mikobakterilerin, asit, alkol, alkali ve kuru
ortamlara karsi direngli olmalarini saglamaktadir. Ayni zamanda yogun lipid
varhigindan dolay1 klasik bakteriyolojik boyalarla boyanmazlar ve gram boyanma
ozelliklerinden bahsedilmez. Bazik fuksin boyasi ile boyandiklarinda da [Kinyoun
veya Ehrlich-Ziehl-Neelson (EZN) yontem] % 3’liik asit alkol ile dekolorizasyon
asamasindan etkilenmezler ve mavi zeminde kirmizi basiller seklinde goézlenirler.
Mikobakterilerin aside direngli boyanma 6zellikleri mikobakteri enfeksiyonlarinin

tanisinda kullanilan en 6nemli 6zelliklerinden biridir (21, 30).

2.3.3. Hiicre Duvan

Mikobakterilerin hiicre duvar yapist diger gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalardan olduk¢a farkli ve kompleks bir yapidir. Bu yapinin en ig
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tabakasini diger bakterilere benzer sekilde plazma membrani olusturur. Orta
tabakasinda agirlikli olarak peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik asitler yer alir.
En dis tabakay ise kord faktor, tiire 6zgli peptidoglikolipitler ve oligoliposakkaritler,
serbest lipitler ve hiicresel immun yanitin gelismesini tetikleyen polipeptitler
olusturur (30-32).

2.3.3.1. Plazma Membrani

Mikobakterilein plazma membranlar1 diger bakterilerdeki gibi ¢ift kath
fosfolipid ve protein yapilarindan olusmaktadir. Periplazmik bosluk ile peptidoglikan
tabakadan ayrilir (30-32).

2.3.3.2. Peptidoglikan Yapi

Mikobakteri hiicre duvariin temel yapitaslarindan olan peptidoglikan yapisi
diger bakterilerin peptidoglikan yapisindan farkli olarak N-asetilglukozamin ve N-
glikozilmuramik asid’in beta-glikozid ve fosfodiester baglarla baglanmasiyla olusan
bir heteropolimerdir. Baska bir deyisle mikobakterilerdeki peptidoglikan yapisinin
iki temel farki vardir. Bu farklar; muramik asidin diger bakterilerdeki gibi
asetillenmis yapisi yerine glikozillenmis seklinin bulunmasi ve fosfodiester bagina

katilan tetrapeptid yan zincirlerde diaminopimelik asidin yer almasidir (30-32).

2.3.3.3. Arabinogalaktan

Arabinogalaktanin yapisin1 olusturdugu bilinen D-galaktofranoz ve D-
arabinofuranoz polisakkarit polimerlerine dogada oldukga az rastlanilmakta ve
yapisal olarak diger bakterilerdeki polisakkaritlerden olduk¢a farklilik
gostermektedirler. Arabinogalaktanin yaklasik otuz iiniteden olusan homogalaktan
rezidiileri peptidoglikan yapisindaki muramik asidin C-6 pozisyonuna baglanirlar.
Ayn1 zamanda farkli mikolik asit tiirleri de mikolilarabinogalaktani olusturmak tizere
dortlii gruplar halinde arabinan zincirinin son pentarabinofuranozil {initesinin

tizerindeki uglara baglanirlar (32).

2.3.3.4. Mikolik Asitler

Mikolik asitler, mikobakterilerdeki hiicre duvart kuru agirliginin % 50’sini ve
hiicre lipidlerinin de % 60’11 olusturan alfa dallanma gosteren beta hidroksillenmis

biiyilk yag asitleridir. Arabinogalaktan yapisinin arabinan pargasi iizerinde
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tetramikopentarabinofuranozil esteri seklinde yerlesim gosterirler.
Mikolilarabinogalaktan peptidoglikan kompleksinde iki farkli mikolik asit
bulunmaktadir. Bunlardan en sik bulunani oksitlenmis gruplart icermeyen ve 60
karbon biiytikliigiinde olup yapisinda bir ¢ift bag veya siklopropan halka igeren D-
mikolik asitlerdir. D-mikolik asitler tim mikolik asitlerin % 25’inden fazlasini
olusturmaktadirlar. Diger mikolik asit tiirii ise oksitlenmis gruplar igeren
meromikolik asitlerdir (28, 30-32).

2.4. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan Ilaclar

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar birinci segenek ve ikinci segenek
ilaglar olmak iizere iki grupta siiflandirilmaktadir.

Birinci secenek (major, primer) ilaclar: izoniazid, rifampisin, pirazinamid
ve etambutol.

Ikinci secenek (minér, sekonder) ilaclar: Etiyonamid, streptomisin,
protiyonamid, para-amio salisilik asit, amikasin, kanamisin, kapreomisin,

levofloksasin, moksifloksasin, gatifloksasin ve tiasetazon (3, 33).

Tablo 2.3: Tiiberkiiloz Tedavi Rejimi (34)

OLGU TANIMI BASLANGIC DONEMI | iIDAME DONEMI
Yeni olgu 2 ay HRZE ya da HRZS 4 ay HR
Cocuk TB 2 ay HRZ 4ay HR

Menenjit, miliyer, kemik- | 2 ay HRZE ya da HRZS 7-10 ay HR
eklem TB

Tedaviyi terkten donen | 2 ay HRZES 5ay HR

olgu/Niiks olgu 1 ay HRZE

Tedavi basarisizligi Uzmanlagsmis merkezlerde ikinci segenck ilaglarla
tedavi

TB: Tiiberkiiloz H: izoniazid R: Rifampisin Z: Pirazinamid E: Etambutol S:Streptomisin

2.4.1. izoniazid

M. tuberculosis tizerine etkili olan izoniazid, makrofajlar ve kazetz lezyonlar

icine girebilmesi, ucuz olmasi ve iyi absorbe edilmesi ile tedavi rejimlerinin tiim
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basamaklarinda kullanilan 6nemli bir antitiiberkiiloz ilagtir. Piridin halkasi ve
hidrazid grubu igeren oldukga basit bir yapisi olmasmin yaninda uzun zamandir
kullanimda olan izoniazidin M. tuberculosis’e gosterdigi etkisi oldukga karmasiktir.
Oral ve parenteral sekilde alinabilen izoniazid bir 6n ilagtir ve ozellikle erken
donemdeki hizli gogalan basiller iizerine bakterisidal etkilidir. Tiiberkiiloz basili
icine alinan izoniazid katG tarafindan kodlanan katalaz-peroksidaz enzimi varliginda
aktif formu olan izonikotinik aside déniistiiriiliir. Izonikotinik asid, nikotinik asidin
antimetaboliti olarak etki yapar ve koenzim A sentezini bozar. Bunun sonucu olarak
hiicrede toksik ozellikteki hidrojen peroksit yikilamaz ve yiiksek diizeyde toksik
metabolit birikmesine bagli olarak DNA, karbonhidratlar ve lipitler olmak {izere pek
cok hedefte hasar olusur ve hiicre dliimii gerceklesir. izonikotinik asid temel olarak
mikolik asid sentezini de inhibe etmektedir. izonikotinik asid NAD ile birleserek
inhA  tarafindan kodlanan enoil-ACP rediiktaz enziminin aktif bdlgesine
baglanmaktadir. Mikolik asit yapiminda gorevli yag asidi sentaz II (FASII)
enziminin bir komponenti olan enoil-ACP rediiktaz enzimi, doymamis a¢il-ACP
bilesiklerini a¢il-ACP bilesiklerine rediikte etmektedir (35-37).

Karacigerde metabolize olan izoniazid vitamin B6 (piridoksin) bilesiklerinin
biyolojik fonksiyonlarini etkilediginden periferik néropatiye ve anemiye yol acabilir.
(36, 37).

2.4.2. Rifampisin

Streptomyces mediterranei’den izole edilen ve 1972’de antitiiberkiiloz
etkinligi fark edilen rifampisin, INH ile birlikte tiiberkiiloz tedavi rejiminin ana
iskeletini olusturur. Hem hizli ¢ogalan hem de dormant basillere etkilidir. DNA-
bagimli RNA polimeraz enziminin p-altiinitesine baglanarak transkripsiyonun
basglamasini ve zincir uzamasini engelleyerek bakteri 6liimiine sebep olmaktadir.

Rifampisin karacigerde mikrozomal enzimleri indiikleyerek pek ¢ok ilacin
yikihmini artirir ve hepatotoksisite en 6nemli yan etkisidir. Rifampisine kars1 antikor
gelismesi durumunda ise alerjik trombositopeniye neden olabilmektedir. Bunlara ek

olarak idrar, ter, gozyasi ve lensleri portakal rengine boyar (36, 37).

2.4.3. Etambutol

Sentetik olarak elde edilen ve bakteriyostatik 6zellik gésteren etambutoliin

kimyasal yapis1 dietilendiamin hidrokloriiriin deoksi seklidir. Etki mekanizmasi tam
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olarak bilinmemektedir. Arabinoz analogudur ve arabinozil transferaz enzimi igin
hedef niteligindedir. Etambutol, arabinozil transferaz enzimini inhibe ederek
arabinogalaktan ~ ve  lipoarabinomannanin  hiicre  duvarina  tasinmasini
engellemektedir. Cok nadir olarak retrobulber norit, hiperiirisemi ve gut artriti gibi
yan etkileri olabilmektedir (37, 38).

2.4.4. Pirazinamid

Tiiberkiiloza kars1 etkisi 1952 yilinda fark edilen ve nikotinamidin yapisal bir
analogu olan pirazinamid kisa siireli tedavi protokollerine gecilmesine olanak
saglayan bir ilagtir. Asidik sartlarda makrofajlar i¢inde yavas g¢ogalan basillere en
etkili bakterisidal ajandir. Pirazinamid INH gibi bir 6n ilag olup aktif formuna
gecebilmesi mikobakteri tarafindan sentezlenen pirazinamidaz varligina baglidir.
Pirazinamidin pirazinamidaz varliginda fagolizozomlar iginde aktif formu olan
pirazinoik aside doniiserek etkili oldugu bildirilmektedir (39-41).

Pirazinamid karacigerde metabolize edilir ve bobrekler yoluyla viicuttan
atilir. Hepatotoksik etki gosterebilmesinin  yan1 sira irik asit retansiyonu,

fotosensitivite ve dokiintii de yapabilmektedir (39-41).

2.5. izoniazid Direnci

Bir piridin halkas1 ve hidrazid grubu i¢cermesiyle basit bir yapiya sahip olan
izoniazid tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan primer ilaglarin basinda gelmektedir.
Izoniazid bir 6n ilag olup etki gdsterebilmesi icin katG geni tarafindan kodlanan
katalaz/peroksidaz enzimi tarafindan aktif formu olan izonikotinik aside
dontistiiriillmesi gereklidir (42). Aktif hale gelen izoniazid, inhA tarafindan kodlanan
NADH bagimli enoil-ACP rediiktazi1 inhibe ederek mikolik asit sentezini engeller
(43).

Izoniazid direncine sebep olarak gosterilen ve en sik karsilasilan direng
mekanizmalar1 da; katG gen mutasyonlari, inhA geni veya promoter bdlge
mutasyonlaridir (44-45). izoniazid direncli M.tuberculosis kompleks izolatlarinda
siklikla saptanan mutasyonlar; katG geni i¢in S315T ve inhA promoter bolgesinde ise
-15C—T mutasyonudur. katG geninin 315. kodonunda siklikla Ser315Thr
mutasyonu goriilmekle birlikte nadir de olsa Asp63Glu, His108GIn, Thr262Arg,
Ala350Ser ve Gly628Ser mutasyonlar1 da direngle iliskili olarak saptanmistir. katG

geni S315T mutasyonu ¢ok ilaca direngli izolatlarda daha sik tespit edilirken, inhA
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promoter bolgesi -15C—T mutasyonu ile tek basina izoniazid direngli suslarda daha
sik karsilagildigi gosterilmistir (46-48).

Izoniazid direncine siklikla katG ve inhA mutasyonlar1 sebep olmakla birlikte
ahpC, kasA, ndh, oxyR-ahpC ve furA-katG intergenik bolge mutasyonlarinin da
direngle iligkili oldugu gosterilmistir. Bu bolgelerden ahpC bir alkil hidroperoksidaz
rediiktaz1 kodlar ve mikobakterinin reaktif oksijen molekiillerine karsi korunmasini
saglar. ahpC asir1 expresyonunun, Kkatalaz/peroksidaz aktivitesini kaybeden
mikroorganizma agisindan kompansatuvar bir mekanizma oldugu kabul edilmektedir
(41).

Ik kez M. smegmatis’te tanimlanan ndh mutasyonu NADH dehidrojenaz
aktivitesini azaltmakta ve izoniazid ile birlikte etiyonamid direncine neden
olmaktadir. M. tuberculosis’te ndh mutasyonu tek basina veya diger bolge
mutasyonlart ile birlikte izoniazid direncine sebep olmaktadir.

Izoniazid direnci ile iliskilendirilen farkli gen bolgelerinde mutasyonlar
bildirilmesine karsin, tiim izoniazid direngli izolatlarinin yaklasik %20-30 kadarinda
direngle ilgili bilinen genlerde mutasyonlara rastlanilmamistir (15). Bu durum da
direngle ilgili baska mekanizmalarin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Son yillarda M.
tuberculosis kompleks izolatlar1 i¢in tizerinde en ¢ok c¢alisilan mekanizma ise disa

atim pompalari1 olmustur.

2.6. Disa Atim (Effluks) Pompalar:

Bakteriler antibiyotiklere karsi genel olarak ti¢ yolla direng kazanirlar.
Bunlar, antibiyotigin hedefi olan yapinin degisiklige ugratilmasi, antibiyotigi etkisiz
hale getiren enzimlerin {retilmesi veya antibiyotik konsantrasyonunun bakteri
hiicresi iginde etkin diizeye ulagmasinin engellenmesidir (7, 49). Bu yontemlerden
antibiyotik konsantrasyonunun bakteri hiicresi i¢inde diisiik diizeyde kalmasi, ya
hiicre membranindan gegirgenligin azaltilmasi ya da hiicre i¢ine giren antibiyotigin
disa attm pompalari ile etkin bir sekilde hiicre disina atilmasi ile saglanmaktadir.

Prokaryotlardan okaryotlara kadar pek ¢ok hiicrede bulunan disa atim
pompalari, bir kismi primer ¢ogunlugu ise sekonder aktif transport yoluyla endojen
veya ekzojen kaynakli ¢esitli maddelerin hiicre disina atilmasini saglayan membran
transport proteinleridir (49).

Ik defa 1976 yilinda memeli kanser hiicrelerinde bulunan P glikoproteinin

kanser ilaglarina karsi dirence neden oldugunun saptanmasiyla, bir direng
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mekanizmasi olan disa atim pompalarinin farkina varilmistir. Kisa bir siire sonra
Escherichia coli’de tetrasiklin direncine sebep olan bir pompa proteininin
saptanmastyla, bakterilerde disa attm pompasi aracili direng tizerine ¢aligsmalar hizla
artmistir. Giiniimiizde gram negatif bakterilerde daha sik olmakla birlikte gram
pozitif bakterilerde de artan oranlarda g¢oklu ila¢ direnciyle iliskili disa atim
pompalarina rastlanilmaktadir (7, 50).

Pek c¢ok bakteride bulunan disa attm pompalar1 aslinda hiicre igin gerekli
besin ve molekiillerin igeri alinmasindan, toksik ve zararli bilesiklerin ise hiicre
disina atilmasindan sorumlu olan, bdylece hiicre homeostazini diizenleyen ve
extraseliiler ortamla dengede olunmasini saglayan biiyiik bir protein ailesinin
tiyeleridir (50). Bazi atim pompalar1 belirli bir substrata 6zgiilliikk gosterirken ¢ogu
polispesifiktir ve yapisal olarak birbirinden farkli pek ¢ok antibiyotigi de hiicre disina
atma yetenegine sahiptirler (12). Genel olarak disa atim pompalari, yapilari, enerji
kaynaklari, substratlar1 ve gen dizisi benzerliklerine gore bes biiyiik siiper aileye

ayrilirlar.
1. ‘ATP-Binding Cassette (ABC)’ super family,
2. ‘Major Facilitator super family’ (MFS),
3. ‘Multidrug and Toxic compund Extrusion’ (MATE) family,
4. ‘Resistance-Nodulation-Division’ (RND) family,
5. ‘Small Multidrug Resistance’ (SMR) family.

ABC siiper ailesi atim pompalar1 iyonlar, amino asitler, peptidler, ilaglar,
boyalar, lipitler, polisakkaritler ve proteinler gibi pek ¢ok molekiiliin gegisini ATP
hidrolizi ile sagladiklari enerjiyi kullanarak gergeklestirirler (12, 31).

MFS, SMR, RND ve MATE ailesi iiyeleri c¢oklu ilag atim pompalari,
protonlarin veya sodyum iyonlarinin transmembran elektrokimyasal akimindan
faydalanarak sekonder aktif transport ile ilaglar1 hiicre disina atmaktadirlar (31).
RND tipi proteinler c¢ogunlukla gram negatif bakterilerde saptanmigken SMR
ailesinden olan pompa proteinleri genellikle katyonik 6zellkteki ilaglar1 hiicre disina
atmaktadirlar (12, 31).

M. tuberculosis i¢in varlig1 saptanan pompa proteinleri siklikla MFS ve ABC
ailesi iiyeleri olup, SMR ve RND ailelerine ait daha az oranda pompa proteininin

varhigr gosterilmistir (51-57). ABC tasiyicilarini kodlayan genler M. tuberculosis
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genomunun %2,5’ini olusturmaktadir ve hem sitoplazmadan hiicre disina hem de
ekstraseliiler ortamdan hiicre icine transport yapabilmektedirler. Biyoinformatik
analizler M. tuberculosis genomunun MFS ailesine ait 16 open reading frame (ORF)

bolgesi igerdigini gostermistir (58).

2.7. M. tuberculosis’te Disa Attm Pompalan liskili Izoniazid Direnci

M. tuberculosis, lipitten zengin hiicre duvar orgaizasyonunun sagladig: diisitk
permeabilite ile pek ¢ok antibiyotige karst dogal direng gostermektedir. Bu ozel
durumun yani sira, farkli organizmalarda varligi ve aktiviteleri gosterilmis disa atim
pompalarinin da, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi direngte
onemli bir katkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.

Izoniazid tiiberkiiloz tedavisinin hem baslangic hem de idame asamasinda
kullanilan primer bir ilagtir. Ancak yillar iginde izoniazide direngli izolatlarin sayisi
artmistir. Izoniazid direncinin basta gelen sebepleri ise hedef genlerde meydana
gelen spontan mutasyonlardir. Baslica bilinen mutasyonlar katG ve inhA gen bolgesi
mutasyonlar1 olmakla birlikte ahpC, kasA, ndh, oxyR-ahpC ve furA-katG gibi bazi
gen bolgesi mutasyonlar1 da izoniazid direncinden sorumlu tutulmaktadir. izoniazid
direncinden sorumlu gen bolgeleri bugiin icin, biiyiik oranda tanimlanmis olsa da
hala izoniazid direngli M. tuberculosis kompleks izolatlarinin %20-30 kadarinda
bilinen mutasyonlara rastlanilmamaktadir. Ozellikle 2000°1i yillarda dirence sebep
olabilecek disa atim pompalari iizerinde ¢alisilmaya baslanmustir.

Izoniazid direnci ile iliskili olan atim pompalari iizerindeki calismalar hizla
artmaktadir. Su ana kadar pek ¢ok gen bolgesi tanimlanmis olup bunlardan en
bilinenleri; MFS ailesinden Rv1258c, Rv1410c, jefA (Rv2459), efpA (Rv2846¢c), ABC
ailesinden Rv1747, pstB (Rv0933), SMR ailesinden mmr (Rv3065), RND ailesinden
mmpL7 (Rv2942) ve izoniazid tedavisiyle indiiklenen iniA (Rv0342), iniB (Rv03419)
ile iniC (Rv0343) genleridir (13, 18) (Tablo 2.4).

Disa atim pompalart ile yapilan caligmalar, genellikle izoniazide duyarh
laboratuvar izolatinin seri pasajlarla izoniazidle karsilastirllmasi ve direngli hale
gelmesi sonrasi gen bdlgelerinin arastirilmasina dayanmaktadir (9, 15). Klinik
izolatlarla yapilan c¢alismalar ise olduk¢a kisitli sayidadir (17, 31). Disa atim
pompalarinin varligi genellikle, molekiiler yontemlerle gen bolgelerinin arastirilmasi,
MRNA ekpresyonlarinin incelenmesi, etidyum bromiir boyasinin hiicre digina

atillminin gosterilmesi ya da atim pompasi inhibitorleri kullanilarak bu pompalarin
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antitiiberkiiloz ilaglarm MIK degerleri iizerine etkisinin incelenmesi ile
gosterilmektedir (9, 31, 59, 60).
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Tablo 2.4: Mycobacterium tuberculosis’te ila¢ direnciyle iliskili disa atim

pompalar1 (18)

Gen Tanimlama Tastyici Enerji Diga atilan
ailesi kaynagi muhtemel laglar
Rv0037c Muhtemel korunmus integral | MFS PMF -
membran proteini
Rv0194 Ilag transport transmembran ABC ATP -
ATP baglayici protein
mmpS5 Membran proteini MmpS5 RND PMF TET
(Rv0677c)
Rv0849 Muhtemel korunmus integral | MFS PMF B-laktamlar
membran proteini
Rv1218c Muhtemel tetronasin transport | ABC ATP B-laktamlar
ATP baglayici proteini
Rv1250 Muhtemel ilag transport MFS PMF -
integral membran proteini
Rv1258c Korunmus membran transport | MFS PMF INH, RIF, EMB,
proteini OFL, B-laktamlar
Rv1272c Muhtemel ilag transport ABC ATP -
transmembran ATP baglayici
proteini
Rv1273c Muhtemel ilag transport ABC ATP --
transmembran ATP baglayici
proteini
itrA (Rv1348) Muhtemel ilag transport ABC ATP --
transmembran ATP baglayici
proteini
itrB (Rv1349) Muhtemel ilag transport ABC ATP -
transmembran ATP baglayict
proteini
Rv1410c Aminoglikozid/tetrasiklin MFS PMF -
transport integral membran
proteini
Rv1456¢- Integral membran proteinleri | ABC ATP -
Rv1458c
Rv1463 Korunmus transmembran ABC ATP -
ATP baglayici proteini
Rv1634 Ilag efluks membran proteini MFS PMF -
Rv1686¢ Muhtemel korunmus ATP ABC ATP -
baglayici proteini
Rv1687c Muhtemel korunmus ATP ABC ATP -
baglayici proteini
Rv1747 Korunmus transmembran ABC ATP INH
ATP baglayici proteini
Rv1877 Korunmug membran proteini | MFS PMF TET, KAN,
eritromisin
bacA (Rv1819c) | Ilag transport transmembran ABC ATP -
ATP baglayici proteini,
vitamin B12 alimu
Rv2209 Muhtemel korunmus integral | - - -
membran proteini
Rv2333c Korunmug membran transport | MFS PMF TET, spektinomisin
proteini
jefA (Rv2459) Korunmus integral membran MFS PMF -
transport proteini
Rv2477c Muhtemel makrolid transport | ABC ATP -

ATP baglayici proteini
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Rv2686¢ Antibiyotik transport ABC ATP CIP
membran 16sin- ve alanin- ve
valin- zengin protein
Rv2687c Antibiyotik transport ABC ATP CIP
membran 16sin- ve valin-
zengin protein
Rv2688c Antibiyotik transport ATP ABC ATP CIP
baglayici proteini
Rv2994 Korunmus membran proteini | MFS PMF -
Rv3000 Muhtemel korunmus ABC ATP -
transmembran proteini
Rv3239c Korunmus integral membran MFS PMF -
transport proteini
Rv3728 Korunmus iki-analoglu MFS PMF -
membran proteini
drrA (Rv2936) Daunorubisin-dim ABC ATP TET, STR, EMB,
(dimycocerosate) transport RIF
ATP baglayici protein ABC
tagiyic1 DITA
drrB (Rv2937) Daunorubisin-dim transport ABC ATP TET, STR, EMB
membran protein ABC
tagiyic1 DrrB
drrC (Rv2938) Daunorubisin-dim transport ABC ATP TET, STR, EMB
membran protein ABC
tagtyic1 DrrC
efpA (Rv2846¢c) | Integral membran efluks MFS PMF Muhtemel INH
proteini
emrB (Rv0783) | Muhtemel goklu ilag direnci MFS PMF RIF
integral membran efluks
proteini EmrB
iniA (Rv0342) Izonazid-indiiklenebilir gen Membran - INH, EMB
proteini IniA proteini
iniB (Rv0341) [zonazid-indiiklenebilir gen Membran - INH
proteini IniB proteini
iniC (Rv0343) [zonazid-indiiklenebilir gen Membran - INH
proteini IniC proteini
mmpL3 Muhtemel korunmus RND PMF -
(Rv0206¢) transmembran transport
proteini MmpL3
mmpL4 Muhtemel korunmus RND PMF -
(Rv0450c) transmembran transport
proteini MmpL4
mmpL5 Muhtemel korunmus RND PMF TET
(Rv0676¢) transmembran transport
proteini MmpL5
mmpL7 Muhtemel korunmus RND PMF INH
(Rv2942) transmembran transport
proteini MmpL7
mmpL11 Muhtemel korunmus RND PMF -
(Rv0202c) transmembran transport
proteini MmpL11
mmr (Rv3065) Integral membran efluks SMR PMF Eritromisin, p-
proteini laktamlar
pstB (Rv0933) Fosfat transport ATP ABC ATP INH, RIF, EMB,
baglayici protein CIP

(CIP, siprofloksasin; EMB, etambutol; KAN, kanamisin; OFL, ofloksasin; PMF,
proton itici gii¢ (proton motive force); RIF, rifampisin; STR, streptomisin; TET,

tetrasiklin)
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2.8. Disa Atim Pompa Inhibitorleri

Gintimiizde farkli caligmalarda diga atim pompalarini inhibe ettigi
gosterilmis pek ¢ok dogal veya sentetik kaynakli molekiiller mevcuttur. Bu
molekiiller, etki ettikleri atim pompasinin enerji kaynagimi keserek ya da dogrudan
pompayt bloke ederek (pompaya Ozgii substratlarin yarismali veya yarismasiz
inhibisyonu) islev gosterirler. Farkli molekiillerin etki ettigi atim pompalar1 ailesi
degiskenlik gosterirken bazi molekiillerin hala hangi attm pompalar1 iizerine etki

ettigi netlik kazanmamustir (Sekil 2.1).

Hiter Igi Anti Tiiberiiloz
Tag
ATP ) ) )
ATF  aTp H laglar Tlaglar H* — flaglar H* Tlaclar
ADP+Pi ATP ATP ADF+Pi

H* He Taglar Taglar H*  Taglar H* Tlaglar
Hice Dt We H* W* W (Fifampizin, Izomiazid, (Fifempizsin, lzonizmid,  (lzoniszid, Beddalin, (Etidyum Eromir,
ApHY oy Flomkinolon, Klofazimin,  Aminoglikozitler, Klofazimin, Azollar, Aminoglikozitler,

Str=ptomizin, Etidyum Steaptomisin, Etidvem  Tetrasikling Etidyem Eritromizin)

Eromiir) Eromiir, Makrolitlar) Eromiir, Morfloksasin)

Sekil 2.1: Atim pompas: aileleri, enerji kaynaklar1 ve substratlar

(Kaynak 61°den uyarlanmistir)

Cok ilaca direngli ve yaygin ilag direngli M. tuberculosis kompleks
izolatlarmin artis1 oldukga endise verici boyutlardadir. Ozellikle uzun zamandir
antitiiberkiiloz tedavi igin yeni antibiyotik gelistirilememesi arastirmacilari yeni
hedef arayislarina yonlendirmistir. Bu baglamda son yillarda lizerinde yogun olarak
caligilan attm pompasi inhibitorleri umut verici gorinmektedir. Mikobakteriler ve
diger bakterilerde yogun olarak c¢alisilan baslica atim pompasi inhibitorleri;
verapamil, klorpromazin, piperidin, tiyoridazin, karbonil siyanid m-klorfenilidrazon
(CCCP), dinitrofenol (DNP), valinomisin, rezerpin ve piperindir.

Verapamil, klinik olarak kardiyak hastaliklarda, bas agrisi ve migren
tedavisinde kullanilan bir kalsiyum kanal blokoriidiir.  In vitro calismalar,

mikobakterilerde 6zellikle MFS ailesi atim pompalarina etkili oldugunu gostermistir.



21

Ayn1 zamanda verapamilin, M. tuberculosis ve M. avium izolatlarinda izoniazid,
rifampisin gibi bazi1 ajanlarin direng fenotipi {izerine etkisi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (15, 52, 62 - 64).

Fenotiyazinler (klorpromazin, piperidin, tiyoridazin), siklikla antipsikotik ve
antihistaminik olarak kullanilan ilaglardir. Bu molekiiller potasyum transportunu ve
kalsiyum kanallarmi inhibe ederek etki ederler. Ozellikle klorpromazin ve
tiyoridazinin in vitro olarak Kklaritromisin, izoniazid ve etidyum bromiir transportunu
inhibe ettigi farkli calismalarda goriilmiistiir (65 - 68).

Karbonil siyanid m-klorfenilidrazon, valinomisin ve DNP’yi igeren
protonoforlar transmembran potansiyeli iizerinden atim pompalarini inhibe eden
molekiillerdir. Bu grup mikobakterilerde siklikla MFS ailesine karsi etkinlik
gosterirler (69 - 71).

Atim pompasi inhibitorii olarak iizerinde siklikla ¢alisilan alkaloidler rezerpin
ve piperindir. Ancak bu molekiillerin mikobakterilerdeki etkinligi ile ilgili in vitro
caligmalar kisith sayidadir (9, 72 - 74).

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan biitiin primer ilaglara direng gelistigi ve
yeni antibiyotik bulunmasinin zorlugu ile birlikte bedakulin gibi yeni antibiyotiklere
de ¢ok hizli bir sekilde direng gelistigi diistintildiglinde, pek ¢ok arastirmact bilinen
antibiyotik hedeflerinin disinda yeni tedavi stratejileri gelistirmenin gerekliligi
konusunda hemfikir durumdadir (75-77). Bu agidan atim pompalariim inhibitor
Ozellikli molekiillerle susturulmalar1 ve tedavide kullanilan antitiiberkiiloz ilacin
daha diistik konsantrasyonda etkin hale gelmesi yoniinde calismalar tiiberkiiloz
tedavisinde olduk¢a umut vaat edici yeni bir tedavi stratejisi olarak goriinmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. incelenen Ornekler

Bu calismaya, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Molekiiler Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda izole edilen ve -80 °C’de
%15 gliserollii Middlebrook 7H9 siv1 besiyerinde saklanan 50 adet izoniazid direngli
M. tuberculosis kompleks izolat1 dahil edildi.

3.1.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 26.08.2015 tarih ve GOI15/563 kayit numarasiyla

degerlendirilerek onaylanmustir.
3.2. Gerecler

3.2.1. Besiyerleri

Lowenstein-Jensen besiyeri (Salubris AS., Tiirkiye)

Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Middlebrook 7H11 kat1 besiyeri (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Oleik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Katalaz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Dekstroz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

3.2.2. Antibiyotik ve Pompa Inhibitorleri

Izoniazid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Verapamil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Klorpromazin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Rezerpin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.2.3. Kimyasal Maddeler

Etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Etidyum bromiir (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Lizozim (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Proteinaz K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N cetyl-N, N, N-trimethyl amonyum bromiir (CTAB) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

[zoamilalkol (Merck, Darmstadt, Germany)

Isopropanol (Merck, Darmstadt, Germany)

3.3. izolatlarin Canlandirilmasi

Bu amagla Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanildi. Middlebrook 7H9
besiyeri 2,35 g tartilarak 450 ml distile su ig¢inde karistirildiktan sonra 2 ml gliserol
eklendi ve otoklavlandi. Es zamanli olarak Middlebrook 7H9 besiyerine eklenmek
tizere oleik asit, albumin, dekstroz, ve katalazdan (OADC katki ¢6zeltisi) olusan
katki ¢ozeltisi hazirlandi. Elli ml OADC katki ¢ozeltisi i¢in; 50 mg oleik asit, 5 gr
albumin, 2 gr dekstroz, 4 mg katalaz, 850 mg NacCl tartildi, 100 ml su i¢inde eritildi
ve 0,22 pm por capl filtreden gecirmek suretiyle sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikan
Middlebrook 7H9 besiyeri yaklasik 45-50 °C’ye geldikten sonra 1/10 oraninda
olacak sekilde OADC katki ¢ozeltisinden eklendi. Oda 1sisinda ¢oziinen izolatlarin
her birinden 100 pl hacim alinarak, steril 50 ml’lik tiiplerde 5 ml Middlebrook 7H9
stvi besiyerine ekildi. Hazirlanan kiiltiirler 37 °C’de %5 COz2’li ortamda 14-21 giin
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra her bir kiiltiir
vortekslenerek 100’er ul hacim Lowenstein-Jensen kati besiyerine aktarildi. On dort-
yirmi bir giin 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilen kati besiyeri iizerinde
yeterli tireme go6zlenmesi iizerine izoniazid minimum inhibitér konsantrasyonu

belirlenmesi basamagina gegildi.

3.4. Izoniazid Minimum Inhibitér Konsantrasyon Degerinin Agar Diliisyon

Yontemi ile Belirlenmesi

Calismamizda M. tuberculosis kompleks izolatlarinda izoniazid MIK degerini
saptamak i¢in standart metod olarak kabul edilen agar diliisyon yontemi ¢aligildi. Bu
amagcla ilk olarak toz halindeki 100 mg izoniazid 10 ml steril distile su i¢inde

coziilerek 10000 pg/ml konsantrasyonunda stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu
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solisyondan 1/10 sulandirimlar yapilarak 10000 ve 100 pg/ml izoniazid
konsantrasyonunda soliisyonlar hazirlandi.

Agar plaklarinin hazirlanmasi i¢in 13 farkli sisede esit miktarlarda
Middlebrook 7H11 kati besiyeri hazirlanip otoklavlandi. Es zamanli olarak
Middlebrook 7H11 besiyerine eklenmek iizere OADC katki ¢ozeltisi hazirlandi.
Otoklavdan ¢ikan Middlebrook 7H11 besiyerleri yaklasik 45-50 °C’ye geldikten
sonra 1/10 oraninda olacak sekilde OADC katki ¢ozeltisinden eklendi. Son olarak
siselere son konsantrasyonu sirasiyla 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512
ug/ml olacak sekilde izoniazid solusyonundan eklendi. Farkli konsantrasyonlarda
izoniazid igeren Middlebrook 7H11 besiyerleri steril petrilere dokiilerek oda
sicakliginda katilagmaya birakildi.

Tip 2 biyogiivenlik kabininde, steril cam tiiplere 5 ml Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri eklendi ve yuvarlak uglu 6ze yardimiyla Lowenstein-Jensen besiyerinde
tiretilmis suslardan alinip karigtirildi, iyice vortekslendikten sonra kati partikiillerin
¢okmesi ve homojenizasyonun saglanmasi igin 15 dk beklendi. Ust kisimdaki
homojen kisim bagka bir tiipe aktarilarak 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri
slispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 100’er pl alinarak
izoniazid igermeyen kontrol plagina ve farkli konsantrasyonlarda izoniazid igeren
plaklara ekimler gergeklestirildi. Plaklar 37 °C ve %5 CO2’li ortamda 21 giin
boyunca inkiibe edildi.

Yirmi bir giinliik inkiibasyon sonrasinda tiremenin >%99 inhibe oldugu en

diisiik izoniazid konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul edildi.

3.5. Disa Attm Pompa Inhibitérlerinin Minimum Inhibitér Konsantrasyon

Degerlerinin Agar Diliisyon Yontemi ile Belirlenmesi

Disa attm pompa inhibitérlerinin, izoniazid direngli M. tuberculosis kompleks
klinik izolatlarmin izoniazid MIK degerlerini nasil etkiledigini incelemeden once,

her bir disa atim pompa inhibitdriiniin MIiK degeri agar diliisyon yontemi ile ¢alisildi.

Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Toz halindeki verapamilden 75 mg tartilarak 3 ml etanol iginde ¢oziildi ve
25.000 pg/ml stok soliisyonu hazirlandi.

Toz halindeki klorpromazin’den 30 mg tartilip 5 ml sivida (1 ml etanol ve 4

ml steril distile su) ¢6ziilerek 6.000 pg/ml stok soliisyonu hazirlandi.
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Toz halindeki rezerpin’den 60 mg tartilip 5 ml kloroform iginde ¢oziilerek

12.000 pg/ml stok soliisyonu hazirlandi.

Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin i¢eren Plaklarin Hazirlanmasi

Agar plaklarinin hazirlanmas1 i¢in 15 farkli sisede esit miktarlarda
Middlebrook 7H11 besiyeri hazirlanip otoklavlandi. Es zamanli olarak Middlebrook
7H11 besiyerine eklenmek tizere OADC katki ¢6zeltisi hazirlanip filtreden gegirmek
suretiyle sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikan Middlebrook 7H11 besiyerleri yaklasik
45-50 °C’ye geldikten sonra 1/10 oraninda olacak sekilde OADC katk1 ¢6zeltisinden
eklendi. Son olarak siselere son konsantrasyonu verapamil igin sirasiyla 62.5, 125,
250, 500 pg/ml, Klorpromazin igin sirasiyla 2.5, 5, 10, 20, 40 pg/ml ve rezerpin igin
sirastyla 10, 20, 40, 80, 160 ug/ml olacak sekilde her bir pompa inhibitoriinden
eklendi. Farkli konsantrasyonlarda pompa inhibitérleri igeren ve pompa inhibitorii
icermeyen Middlebrook 7H11 besiyerleri steril petrilere dokiilerek oda sicakliginda

katilagmaya birakildi.

Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin Iceren Plaklara Ekimlerin

Gerg¢eklestirilmesi

Tip 2 biyogiivenlik kabininde, steril cam tiiplere 5 ml Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri eklendi ve yuvarlak uglu 6ze yardimiyla Lowenstein-Jensen besiyerinde
tiretilmis suslardan alinip karistirilarak iyice vortekslendikten sonra kati partikiillerin
¢cokmesi ve homojenizasyonun saglanmasi igin 15 dk beklendi. Ust kisimdaki
homojen kisim baska bir tiipe aktarilarak 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri
sispansiyonlart hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 100’er  pl
alinarak farkli konsantrasyonlarda verapamil, klorpromazin, rezerpin iceren ve
herhangi bir pompa inhibitori igermeyen plaklara ekimler gergeklestirildi. Plaklar 37
°C ve %5 CO2’li ortamda 21 giin boyunca inkiibe edildi.

Yirmi bir giinliik inkiibasyon sonrasinda tiremenin >%99 inhibe oldugu en

diisiik konsantrasyon ilgili pompa inhibitérii i¢in MIK degeri olarak kabul edildi.
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36. Disa Atim Pompa Inhibitorlerinin, Izoniazid Minimum Inhibitér

Konsantrasyon Degerlerine Etkisinin Agar Diliisyon Yontemi ile Gosterilmesi

Izoniazid, Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin iceren Plaklarin

Hazirlanmasi

Her bir izolatin izoniazid, verapamil, klorpromazin ve rezerpin i¢in MIK
degerleri ayri ayri c¢aligildi. Disa atim pompa inhibitorlerinin, M. tuberculosis’i
oldiirmeyecek, ancak izoniazid MIK degerlerine etki edebilecek konsantrasyonda
besiyerine eklenmesi amaglandi. Boliim 3.3’te anlatildigi gibi 0.25 ile 512 pg/ml
konsantrasyon araliginda izoniazid igceren Middlebrook 7H11 besiyerleri hazirlandi.
Her bir pompa inhibitorii, farkli konsantrasyondaki izoniazid plaklarima MIiK
degerlerinin “4’iind igerecek sekilde ayri ayr1 eklendi. Kontrol plag: olarak izoniazid

ve pompa inhibitorii icermeyen Middlebrook 7H11 plagi hazirlandi.

Izoniazid, Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin Igeren Plaklara

Ekimlerin Gergeklestirilmesi

Tip 2 biyogiivenlik kabininde, steril cam tiiplere 5 ml Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri eklendi ve Lowenstein-Jensen besiyerinde tretilmis her bir izolatin 0.5
McFarland  yogunlugunda siispansiyonlart1  hazirlandi. Hazirlanan  bakteri
stispansiyonlarindan 100’er pl alinarak disa atim pompa inhibitorleri ile izoniazid
igeren Ve herhangi bir ila¢ igermeyen kontrol besiyerlerine ekimleri gergeklestirildi.
Plaklar 37 °C ve %5 CO2’li ortamda 21 giin boyunca inkiibe edildi.

Yirmi bir giinliik inkiibasyon sonrasinda tiremenin >%99 inhibe oldugu en
diisik  konsantrasyon, c¢alisilan disa attm pompa inhibitorii ve izoniazid

kombinasyonunun MiK degeri olarak kabul edildi.

3.7. Etidyum Bromiir Kullanilarak Disa Atim Pompalarimin Varhgmin

Gosterilmesi

Disa atim pompalari, ilaglarin yanisira, toksik molekiilleri, boyalari da hiicre
disina atarlar. Lechner ve arkadaslariin (2008) calismasi temel alinarak, izoniazid
direngli izolatlarda etidyum bromiir boyasinin ultraviyole (UV) altinda floresansi
degerlendirilerek disa atim pompalarimin varligr arastirildi (78). Bu amagla herhangi
bir inhibitér varlhiginda izoniazid MIK degeri 2 diliisyon Ve iizerinde azalma gosteren
21 izolat degerlendirmeye alindi. Her izolat i¢in 4 ml Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri

iceren iki adet steril tiip hazirlandi. Tiiplerde 0,5 MacFarland yogunlugunda bakteri
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stispansiyonu hazirlandiktan sonra son konsantrasyonu sirasiyla 1 pg/ml ve %0,4
olacak sekilde etidyum bromiir ve glukoz eklendi. Tiiplerden birine, INH MiK
degerinde en fazla diismeye yol acan inhibitdriin MIK degerinin '4’si olacak sekilde
pompa inhibitori (19 izolat i¢in klorpromazin, 2 izolat i¢in verapamil) ilave edildi ve
tiipler 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 10 dakika 5000 g’de
santrifiij edilen tiiplerin st fazlar1 dikkatli bir sekilde atildiktan sonra 2 mi
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri eklendi. Biitiin izolatlar i¢in inhibitoér igeren ve
icermeyen tipler UV (UVP Biospectrum, USA) altinda yan yana incelendi ve
fotograflandi. Inhibitér iceren tiipte belirgin sekilde daha fazla floresans gozlenmesi
disa attm pompasi varligi lehine kabul edildi.

3.8. DNA Dizi Analizi ile katG ve inhA Genlerindeki Mutasyonlarin

Gosterilmesi

DNA dizi analizi Sanger yéntemi ile yapildi. Oncelikle tiim klinik izolatlarin
DNA ekstraksiyonu asagidaki protokole gore gerceklestirildi.

1. Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis M. tuberculosis kolonileri
ekiivyonlu ¢ubukla bolca toplanarak 500 pl TE (Tris-HCI 10mM,
EDTA 1mM pH:8) tamponu i¢inde siispanse edildi ve 80°C de 30
dakika su banyosunda bekletilerek bakterinin 6lmesi saglandi.

2. Mikrosantrifiij tiipleri 6000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

3. Ust faz dikkatli bir sekilde atildiktan sonra 300 pl TE tamponu
eklendi.

4. 10-15 tane 2 mm c¢apli ve bir miktar 0.3 mm gapli steril cam boncuk
eklendikten sonra 10 dk. vorteks yapildi.

5. 300 pl lizozim (10 mg/ml) eklendikten sonra 1 dk vorteks yapilan
tiipler 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakild1 ve bu siire boyunca 4-5
defa vorteks yapildi.

6. Tiipler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

7. Toplam 20 saat inkiibasyon sonrast tiipler inkiibatdrden ¢ikarildi.

8. 120 ul %5 SDS ve 120 pl proteinaz K (1 mg/ml) eklenip
vortekslendikten sonra 50 °C’lik su banyosunda 10 dk inkiibe edildi
ve bu siire zarfinda da 2 defa vorteksleme islemi yapildi.

9. 120 pl 3 M NacCl eklenip vorteks yapildi.
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60 ul CTAB eklendi ve 50 °C’lik su banyosunda 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasinda 2 defa vorteksleme islemi yapildi.

Tiiplere esit miktarda (1020 pl) kloroform/izoamilalkol (24/1; viv)
eklendi ve ters diiz edilmek suretiyle karistirildiktan sonra 13.000
rpm’de 8 dk santrifiij edildi.

Yiizeye yakin tiip iist kismindan 600 pl alinip yeni bir tiipe aktarildi.
1200 ul soguk isopropanol eklenerek nazikge karistirildi.

Tiipler -20 °C’de 30 dk bekletildi.

Oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilen tiiplerdeki iist
faz atildi.

Tiipte kalan DNA 1 ml soguk %70’lik etanol ile yikanarak CTAB
kalintilar1 uzaklastirildi.

Tiip igerigi nazik vuruslarla karistirildiktan sonra 13.000 rpm’de 5 dk
santrifiij yapildi.

Ust faz atildiktan sonra 37 °C 1s1 blogunda 1-2 saat bekletilerek
orneklerin kurumasi sagland.

100 pl TE tamponu eklenen ornekler hafifce vurularak homojenize
edildikten sonra sonraki isleme kadar -20 °C’de bekletildi.

M. tuberculosis kompleks Klinik izolatlarinin ekstraksiyon isleminden sonra

katG ve inhA genlerindeki mutasyonlarin saptanmasi amaciyla sirasiyla asagidaki

basamaklar gergeklestirildi.

1. PCR ile ilgili gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi: izolatlarin hem katG hem

inhA gen bolgeleri igin ayr1 ayri PCR reaksiyonu yapildi.

katG icin PCR karisiminin hazirlanmasi: 50 pl karisim igin 19 pl dH20,

25 ul PCR karisimi (Fermentas, Thermo Scientific), 5 ul extraksiyon iirtinii ve 0.5’er

ul ““forward’> ve ‘‘reverse’” primer eklendi. katG gen bdélgesi ic¢in kullanilan

primerler su sekildedir.

Forward : 5’-TGG CCG CGG CGG TCG ACATT-3’
Reverse : 5’-CCA GCA GGG CTC TTC GTC AG-3’
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iNhA i¢cin PCR karisiminin hazirlanmasi: 50 pl karisim igin 19 ul dH20,
25 ul PCR karisimi (Fermentas, Thermo Scientific) 5 ul extraksiyon iiriinii ve 0.5’er
ul ““forward” ve ‘‘reverse’’ primer eklendi. inhA gen bolgesi i¢in kullanilan

primerler su sekildedir.

Forward : 5’>-GCCTCGCTGGCCCAGAAAGG-3’
Reverse : 5’>-CTCCGGATCCACGGTGGGT-3”

Her iki bolge i¢in asagidaki dongii kullanildi.
a) 94°Cdeddk
b) 95 °C de 30 sn
c) 60°Cde30sn
d) 72°Cde30sn
e) B basamagina gidip 34 dongii tekrari
f) 72°Cde5dk
g) 12°Cdexw

2. PCR iiriinlerinin saflastirllmasi: PCR reaksiyonu sonrasi saflastirma
islemi ‘‘Agencourt AMPure XP’’ (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman
Coulter, Beverly, MA) saflastirma kiti kullanilarak gerceklestirildi. Bu islem, iiretici
firmanin Kit kullanim kilavuzunda belirttigi sirayla yapildi.

a. PCR iriiniinden 20 pl almarak 36 ul ““‘Agencourt AMPure
XP’? solusyonu ile 10 defa pipetaj yapilarak karigtirildi.

b. PCR tiipleri 5 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildu.

c. Tipler ‘‘Agencourt SPRIPlate 96 Super’” manyetik plak
tizerine yerlestirildi ve manyetik boncuklarin ayrilmasi igin 2
dk beklendi.

d. Tiplerin boncuklarin yapistigi kenar kisimlarmma degmeden
berrak sivi kismi1 uzaklastirildi.

e. Tiplere 200 ul % 70’lik etanol eklendi ve 30 sn beklendi.

Ardindan eklenen etanol tekrar aspire edilerek uzaklastirildu.
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f. Tipler manyetik plak tizerinden alind1 ve 40 pl uzaklastirma
tamponu eklendikten sonra 10 defa pipetaj yapilarak
homojenizasyon saglandi.

g. Tipler tekrar manyetik plak ftizerine alindi, boncuklarin
solusyon iginden ayrilip tiip kenarlarina yerlesmelerinden
sonra orta kisimdan seffaf sivi aspire edilerek yeni bir tiipe
aktarildi.

h. Elde edilen saflastirilmis PCR dirtinleri -20 °C’de sakland: ve
DNA dizi analizinde kulanildi.

2. DTCS (Dye terminator cycle sequencing; Beckman Coulter, Fullerton,
CA) asamasi: Saflastirma sonrasi katG ve inhA gen bolgeleri icin DNA dizi
analizine yonelik reaksiyon soliisyonu hazirlandi.

katG i¢in DNA dizi analizi karistminin hazirlanmasi: 10 pl karisgim igin 5
ul niikleaz igermeyen su, 4 pl PCR karigimi (Fermentas, Thermo Scientific), 0.25 pl
saflastirilmis PCR tirtinii ve 0.75 pl “‘reverse’” primer eklendi. katG gen bolgesi igin

kullanilan “‘reverse’’ primer su sekildedir.

5’-CCAGCA GGG CTCTTC GTC AG-3°

inhA icin DNA dizi analizi karistminin hazirlanmasi: 10 pl karisim igin 5
ul niikleaz igermeyen su, 4 ul PCR karisimi (Fermentas, Thermo Scientific), 0.25 ul
saflastirilmig PCR {irtinii ve 0.75 pl “‘reverse’” primer eklendi. inhA gen bdlgesi igin

kullanilan “‘reverse’’ primer su sekildedir.

5’-CTCCGGATCCACGGTGGGT-3’

Her iki bolge i¢in asagidaki dongi kullanildi.
a) 94°Cde2dk
b) 96 °C de 20 sn
c) 50°Cde20sn
d) 60 °Cde4dk
e) B basamagina gidip 29 dongii tekrari
f) 12°Cdexw
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3. Sekans oncesi saflastirma asamasi: Sekans oOncesi son saflastirma

asamas1 ‘‘Agencourt CleanSEQ’’ (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman

Coulter, Beverly, MA) saflastirma Kiti ile asagidaki protokole gére yapildi.

a.

10 ul PCR iirlinii igeren tiiplere 5,5 pl durdurma solusyonu
eklendi.

Iyice karstirilarak homojen goriiniim saglanan “‘Agencourt
CleanSEQ’’ solusyonundan 10 ul alinarak tiiplere ilave edildi.
Hemen ardindan 55 pl %70’lik etanol eklendi ve 10 defa pipetaj
yapildu.

Tiipler oda 1si1sinda 10 dk inkiibasyona birakildi.

Tiipler <‘Agencourt SPRIPlate 96 Super’” manyetik plak iizerine
almip 3-5 dk beklenerek boncuklarin kenarlara g¢ekilmesi ve
stvinin berraklagmasi goriildii.

Berrak s1vi1 aspire edilerek uzaklastirildi.

200 pl %70 etanol eklendi ve 3 dk inkiibasyon sonrasi aspire
edildi.

Orneklerin asir1 kurumasima firsat vermeden tiipler manyetik
plak tizerinden alindi, 40 pl 6rnek yiikleme solusyonu eklendi
ve 10-12 defa pipetaj yapilip homojen bir goriiniim saglandi.
Tiipler tekrar manyetik plak tizerine alindi, 3-5 dk beklenerek
solusyonun berraklasmasi gézlendi.

Tiiplerin kenarlarinda toplanan boncuklara dokunmadan berrak
stvt kisimdan 35 pl alindi ve 96 ¢ukurlu plak tizerine aktarildi.
Orneklerin iizeri mineral yag ile kaplandiktan sonra sekans
analizi i¢in ‘‘GenomelLab GeXP, Beckman coulter’’ cihazina
yiiklendi.

Elde edilen sonuglar chromas 1.45 programi kulanilip M.
tuberculosis Rv tiim genom AL123456 ile karsilastirilarak katG

ve inhA mutasyonlar1 agisindan degerlendirildi.



32

4. BULGULAR

4.1. Izoniazid Minimum Inhibitér Konsantrasyon Sonuclari

M. tuberculosis izolatlarmin en diisiik MIK degeri 4 pg/ml, en yiiksek MIK
degeri ise > 512 ug/ml olarak saptanmstir. Tiim izolatlarin izoniazid MIK degerleri

dagilim1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Tzolatlarin izoniazid MiK dagilimlar
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4.2. Klorpromazin Minimum inhibitér Konsantrasyon Sonuclari

Calismaya dahil edilen izolatlarda klorpromazin i¢in saptanan en diisiik MiK
degeri 2.5 pg/ml, en biiyiikk MIK degeri ise 40 pg/ml’dir. izolatlarm 24’{inde (%48)
klorpromazin MIK degeri 10 pg/ml olarak bulundu. Tiim izolatlarin klorpromazin

MIK degeri dagilimlar: Sekil 4.2°de verilmistir.
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Klorpromazin MiK Degeri (ug/ml)

Sekil 4.2: izolatlarin klorpromazin MiK dagihmlar:
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4.3. Verapamil Minimum Inhibitér Konsantrasyon Sonuclar1

Calismamizda M. tuberculosis kompleks Klinik izolatlarinda saptanan en
diisiik verapamil MIK degeri 62,5 pg/ml iken en yiiksek MIK degeri 250 pg/ml “dir.
Izolatlarin 36 tanesinde (%72) MIK degeri 125 pg/ml olarak bulundu. Toplam 50

izolatin verapamil MIK dagilimlari Sekil 4.3 te gdsterilmistir.

36

izolat Sayisi
N
o

15

10

5
0 T T 1

62,5 125 250
Verapamil MiK Degeri (ug/ml)

Sekil 4.3: Tzolatlarin verapamil MiK dagihmlar:
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4.4. Rezerpin Minimum Inhibitér Konsantrasyon Sonuclari

Calisma kapsamindaki M. tuberculosis kompleks Kklinik izolatlar1 igin
saptanan en diisiik rezerpin MiK degeri 10 pg/ml iken en yiiksek MIK degeri > 160
pg/ml’dir. izolatlarn 20’sinde (%40) rezerpin MIK degeri 80 pg/ml oarak tespit
edildi. Tiim izolatlardaki rezerpin MIK dagilimlar1 Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4: Tzolatlarin rezerpin MiK dagilimlar
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4.5. izoniazid ve Klorpromazin Kombinasyonunun MiK Sonuclar

Izolatlarin izoniazid ve klorpromazin MIK degerleri ayr1 ayr1 saptandiktan
sonra, farkli konsansantrasyonda izoniazid igeren plaklara klorpromazin MIK
degerinin %4 {i oraninda klorpromazin eklenerek elde edilen izoniazid MIK degerleri
Sekil 4.5°te verilmistir. Elli izolattan 34’iiniin (%68) izoniazid MiK degerinde >1
diliisyon diisiis saptandi.
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Sekil 4.5: izolatlarin Klorpromazin varhginda izoniazid MIK degisimleri

(diliisyon degisimi)
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4.6. izoniazid ve Verapamil Kombinasyonunun MiK Sonuclar

Izolatlarin izoniazid ve verapamil MIK degerleri ayr1 ayr1 saptandiktan sonra,
farkli konsansantrasyonda izoniazid iceren plaklara verapamil MiK degerinin Y4’ii
oraninda verapamil eklenerek elde elden izoniazid MIK degerleri Sekil 4.5°te
ozetlenmistir. Elli izolattan 18’inin (%36) izoniazid MIK degerinde >1 diliisyon

diisiis saptandi.
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Sekil 4.6: Izolatlarin verapamil varh@inda izoniazid MiK degisimleri (diliisyon

degisimi)
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4.7. izoniazid ve Rezerpin Kombinasyonunun MiK Sonuglar:

Izolatlarin izoniazid ve rezerpin MIK degerleri ayr1 ayr1 saptandiktan sonra,
farkli konsansantrasyonda izoniazid iceren plaklara rezerpin MIiK degerinin Y4’ii
oraninda rezerpin eklenerek elde edilen izoniazid MIK degerleri Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Elli izolattan 18’inin (%36) izoniazid MIK degerinde >1 diliisyon

diisiis saptandi.
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Sekil 4.7: izolatlarm rezerpin varhgmnda izoniazid MIK degisimleri (diliisyon

degisimi)

Elli izolattan 12 (%24) tanesinin izoniazid MIK degeri her ii¢ pompa
inhibitorii ilavesi ile de diisme gostermedi. Otuz sekiz izolatin (%76) izoniazid MiK
degerleri ise herhangi bir pompa inhibitorii ile en az bir diliisyon ve tizeri oranlarda
diisme gosterdi (Sekil 4.8).
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izolat sayisi

Verapamil, Klorpromazin ve Rezerpin 10
Klorpromazin ve Rezerpin 6
Verapamil ve Rezerpin 1
Verapamil ve Klorpromazin 5
Rezerpin 1
Klorpromazin 13

Verapamil 2

Sekil 4.8: izolatlarin inhibitér varhginda izoniazid MIK degisimleri (diliisyon

degisimi)
4.8. Etidyum Bromiir Kullamlarak Disa Atim Pompasi Varhginin Gosterilmesi

Herhangi bir pompa inhibitérii varliginda izoniazid MIK degeri en az iki
diliisyon azalma gosteren 21 izolatta atim pompasi varligi, etidyum bromiire ait
floresans yogunlugu incelenerek tespit edilmeye calisildi. Iki izolat igin inhibitor
iceren Ve icermeyen tiiplerin fotografi asagida goriilmektedir (Sekil 4.9). Gozle

inceleme yapildi ve 11 izolatta belirgin olarak, inhibitor igeren tiipte igermeyen tiipe

gore, daha yogun floresans gozlendi ve pompa varligi agisindan pozitif olarak kabul
edildi.

Sekil 4.9: Pompa varh@ yoniinden pozitif kabul edilen iki izolatin goriintiisii

(her iki sekilde de sagdaki tiipler pompa inhibitorii igermektedir)
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4.9. DNA Dizi Analizi Sonuclar:

Tiim izolatlarm izoniazid MIK degerleri belirlendikten sonra izoniazid
direncine sebep oldugu bilinen ve mutasyonlarin en sik saptandigr 2 gen bolgesi
(katG ve inhA) DNA dizi analizi yapilarak arastirildi. Tiim izolatlarda katG ve/veya
InhA gen bolgesinde mutasyon saptandi. Yirmi dokuz izolatta sadece katG, 7 izolatta
sadece inhA, 14 izolatta ise hem katG hem inhA gen bolgesinde mutasyon saptandi.

katG gen bolgesi incelenen 50 izolattan 7’si sokak tipi olarak tespit edildi. 43
izolattan 42’sinde bu bolgede en sik karsilagilan mutasyon olan Ser315Thr
mutasyonu oldugu goriildii, 1 izolatta ise daha nadir karsilagilan Ser315Asn
mutasyonu saptandi (sirasiyla Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

= OT45katGr. 0317DU - Chromas = B
File Edit Options Help
= V| a L ] " 7
Open Eport| Pint | Net Find Sample: PT6040317DU Base 222
210 220 230 240 250 2

T A A6 6 ATITCrCCRAECGGTCORAT €6 A6 6 I C6 TATIGG ACGARLACRE CCC CG BCG 2 2 2

Mmm Au‘umm Ll

T, ekl

Sekil 4.10: katG gen bolgesinde Ser315Thr mutasyonu
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= OT13katGr.B06_16040216PI - Chromas = = i
File Edit Options Help
= V& ] .
e Ewport | Prnt | Net Find Sample: OT13katGr.B06_16040216P1 Base 220 ]
200 210 22 230 240

LMM il ““ ‘M‘l {ilh M WJ“

Sekil 4.11: katG gen bolgesinde Ser315Asn mutasyonu

"—

Elli izolatin 21’inde inhA bodlgesinde mutasyon saptanirken 29 izolat sokak
tipi olarak tespit edildi. Mutasyon saptanan 21 izolat degerlendirildiginde en sik
karsilagilan mutasyon tipinin -15C—T mutasyonu (19 izolatta) oldugu goriildi. 1
izolatta -8T—A, 1 izolatta ise -8T—C mutasyonu saptand: (sirasiyla Sekil 4.12,
Sekil 4.13, Sekil 4.14).

= OT57fabGr.D07_16040718RK - Chromas = =
File Edit Options Help
= III V| 8| #A
OF Save Export | Print Mest  Find Sample: OT57abGr.DO7_16040718RK
130 140 150 170

x‘ “ t‘“ ““ L ‘ | M‘A&‘

Sekil 4.12: inhA gen bélgesinde -15C—T mutasyonu
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F OT40fabGr.E10_160404133V - Chro - B
File Edit Options Help
= B v | & )
Open Save ort | Print Next  Find Sample: OT40fabGr.E10_160404133V
130 150 180 190
I TCG 6 C C C6G 6 C C6 C6G G CG AR BGG G G

m i M

Sekil 4.13: inhA gen bolgesinde -8T—A mutasyonu

= OT45fabGr.B11_160404138D _ = = |
File Edit Options Help
= H v = W g
Open Save Eqort | Prnt | Next Find Sample: OT45fabGr.B11_160404 Base 161
120 150 120 190
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Sekil 4.14: inhA gen bolgesinde -8T—C mutasyonu

Tek basina katG mutasyonu olan izolatlardaki izoniazid MIK degeri 8 - >512
pg/ml arasinda iken tek basma inhA mutasyonu olan izolatlarin izoniazid MIK
degerleri 4 - 512 pg/ml arasinda degismektedir. Tiim izolatlarn izoniazid MIK

degerleri ve direngle iligkili mutasyonlar1 Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.15: izoniazid MiK degerleri ve direncle iligkili mutasyonlarin birlikteligi

Pompa inhibitorleri varliginda izoniazid MIK degerleri 2 diliisyon ve
tizerinde diisme gosteren 21 izolatin DNA dizi analizi sonuglarina bakildiginda, 10
izolatta sadece katG (9 izolatta Ser315Thr, 1 izolatta Ser315Asn mutasyonu), 4
izolatta sadece inhA (-15C—T) ve 7 izolatta katG ve inhA bolgesi (katG igin
Ser315Thr ve inhA i¢in -15C—T) mutasyonlari birlikte saptandi.



Tablo 4.1 : Klinik izolatlarin MiK degerleri ve DNA dizi analizi sonuclar

Ornek |INH MiK|INH+Klorp.|INH+Ver. [INH+Rzp. inhA KatG

no (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) | (ng/ml)

*1 16 4 16 16 sokak tipi Ser315 Thr AGC “AACC
2 16 1 0,25 4 15C-T sokak tipi

3 16 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “&™ACC
4 128 128 128 128 15C-T Ser315 Thr AGC “SACC
5 16 8 16 16 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “™ACC
6 16 8 16 16 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “&ACC
7 4 4 2 4 15C-T sokak tipi

8 256 128 256 256 15C-T Ser315 Thr AGC “AACC
*9 256 32 256 128 15C-T Ser 315 Thr AGC ™A ACC
10 128 64 128 128 15C-T Ser 315 Thr AGC “AACC
11 128 32 128 32 sokak tipi Ser 315 Asn AGC ™A AAC
12 256 128 256 128 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “®ACC
13 16 8 16 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “™ACC
14 8 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
*15 16 0,25 16 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
*16 256 64 256 128 15C-T Ser 315 Thr AGC "™ ACC
17 128 64 128 128 15C-T Ser 315 Thr AGC “™ACC
*18 8 2 2 2 15C-T sokak tipi

19 256 1 128 128 15C-T Ser315 Thr AGC “AACC
20 16 16 16 16 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “®ACC
21 16 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™™ ACC
22 16 16 16 16 sokak tipi Ser315 Thr AGC “AACC
*23 256 0,25 0,25 256 15C-T Ser 315 Thr AGC & ACC
24 128 0,25 32 128 15C-T Ser 315 Thr AGC "™ ACC
25 512 0,25 0,25 256 15C-T sokak tipi

26 32 16 32 32 sokak tipi Ser315 Thr AGC “AACC
27 32 0,25 0,25 32 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
28 16 16 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “&™ACC
29 8 2 05 4 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “™ACC
30 16 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
31 »512 64 256 512 sokak tipi Ser 315 Thr AGC "®ACC
32 128 64 128 128 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™A ACC
33 16 8 8 16 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “®ACC
*34 32 8 32 32 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™A ACC
35 8 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
36 32 32 32 32 8T-A sokak tipi

37 512 64 256 256 15C-T Ser 315 Thr AGC “®ACC
38 64 64 64 64 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™A ACC
39 16 16 16 16 sokak tipi Ser315 Thr AGC “AACC
40 64 64 64 64 8T-C Ser 315 Thr AGC ™™ ACC
41 512 256 256 256 15C-T Ser 315 Thr AGC “®ACC
*42 256 0,25 256 256 15C-T Ser 315 Thr AGC ™™ ACC
43 8 8 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “AACC
44 16 16 2 16 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™&™ACC
45 64 128 128 128 15C-T Ser 315 Thr AGC "™ ACC
46 128 128 128 128 sokak tipi Ser315 Thr AGC “™ACC
*47 8 0,25 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC “®™ACC
*48 8 0,25 8 8 15C-T sokak tipi

*49 8 0,25 8 8 sokak tipi Ser 315 Thr AGC ™™ ACC
50 8 8 8 4 15C-T sokak tipi

*[zolat etidyum bromiir boyas ile incelemede pompa varligi agisindan pozitif degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz, tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, yiiksek mortalite
ve morbidite oranlariyla toplum sagligin1 tehdit etmeye devam eden oldukga eski ve
onemli bir hastaliktir. DSO’niin raporuna gore 2014 yilinda 1,5 milyon insan
tiiberkiiloz nedeniyle kaybedilmistir (1). 1950’li yillarin ortalarindan itibaren
tiiberkiiloza kars1 etkili ilaglarin bulunmasi ve as1 gelistirilmesi tiiberkiiloz
tedavisinde ve Onlenmesinde biiyiik umutlar1 beraberinde getirmistir. Ancak
tiiberkiiloz basili zaman iginde birinci segenek ilaglara ve ¢ogu ikinci se¢enek ilaglara
kars1 direng gelistirmistir. Giiniimiizde de CID-TB ve YID-TB sayilarindaki artis
olduk¢a endise verici boyutlardadir. Bunlara ilaveten HIV pozitif hastalarin
sayisindaki artis da tiiberkiiloza bagli mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenleri
arasinda sayilmaktadir.

Gilinimiizde enfeksiyon hastaliklarinin tedavisindeki en &nemli sorun
antibiyotiklere kars1 artan direng oranlaridir. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere
kars1 diren¢ kazanmasi genellikle 3 yolla olmaktadir: 1) ilacin modifikasyonu, 2)
hedef molekiiliin yapisinin degismesi, 3) ilacin hiicre i¢ine aliminin kisitlanmasi veya
disa atim pompalar1 araciligi ile hiicre disina atilmasi. Ilk 2 mekanizma uzun
zamandir bilinmektedir. Ancak ilacin hiicre disina atilimini saglayan atim pompalari
ile ilgili caligmalar son yillarda 6nem kazanmistir ve alternatif tedavi yontemleri
olabilecegi diistiniildiigiinden olduk¢a umut vaat eden bir aragtirma alanidir (7, 49,
50).

Ilk kez 1976°da memeli hiicre membraninda bulunan P glikoproteininin
kanser ilaglarina karsi dirence sebep oldugunun gosterilmesiyle disa atim
pompalarinin direngle iliskisi tlizerine ¢aligmalar artmistir. Zaman iginde pek ¢ok
mikroorganizmada farkli ailelerden atim pompalarinin direngle iliskisi oldugu
gosterilmistir (7, 49, 50).

Mikobakterilerin diger bakterilerden farkli olarak sahip olduklar1 lipitten
zengin ve karmasik hiicre duvar yapisi, antibiyotiklere karsi direngte olduk¢a 6nemli
bir yer tutmaktadir. Bu duvar yapisi ile toksik bilesiklerin hiicre igine girisi
siirlandirilirken farkli antibiyotiklerin de hiicre igine girerek etkin diizeylere gelmesi
engellenmektedir.

Mikobakterilerde hiicre duvar yapist disinda direncgten sorumlu tutulan ve en

sik karsilasilan mekanizma spontan mutasyonlardir. Ozellikle izoniazid direnci ile
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iligkili pek ¢ok mutasyon tanimlanmis olup bunlarin en bilineni katG ve inhA gen
bolgesi mutasyonlaridir. ahpC, kasA, ndh, oxyR-ahpC ve furA-katG intergenik bolge
mutasyonlar1 da direngten sorumlu tutulmus olup bazilarinin mekanizmalar1 hala tam
olarak aydinlatilamamustir (75). Ayrica izoniazid direnci gbzlenen bazi izolatlarda
bilinen gen bolgelerinde herhangi bir mutasyona rastlanmamustir.

Son yillarda pekgok direngli mikrorganizmada tanimlanan disa atim
pompalar1 mikobakterilerde de arastirilmaya baslanmustir. ilk olarak M. smegmatis’te
LfrA pompasi ile florokinolon direnci gosterilmis, ardindan M. smegmatis’in prototip
olarak secildigi calismalarda farkli ilaglarla ilgili dirence sebep olabilecek atim
pompalari arastirilmigtir. M. tuberculosis izolatlari ile yapilan ¢alismalarda genellikle
laboratuvar ortaminda direngli hale getirilen mutant M. tuberculosis suslari
kullanilmais, tiiberkiiloza etkili primer ve sekonder grup ila¢ direnciyle iligkili atim
pompalarinin varligi incelenmistir. Mikobakterilerde atim pompalarina bagli ilag
direnciyle ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen direngli M. tuberculosis klinik
izolatlartyla yapilan ¢alismalar olduk¢a kisith sayidadir. Mikobakterilerde saptanan
atim pompalarmin varligi genellikle pompa inhibitérleri ile ilacin MIK degerindeki
azalmanin gosterilmesi, etidyum bromiir atiliminin inhibisyonu veya molekiiler
yontemlerle pompa genlerinin gosterilmesine dayanmaktadir (17, 79, 80).

Calismamiza izoniazid direngli oldugu bilinen 50 M. tuberculosis kompleks
Klinik izolat1 dahil edilmistir. Biitiin izolatlarin izoniazid ve atim pompasi
inhibitdrlerine (verapamil, klorpromazin ve rezerpin) ait MIK degerleri agar diliisyon
yontemi ile saptanmistir. Sonrasinda her bir pompa inhibitoriinii, MIK degerinin %4’
oraninda igerecek sekilde yeniden plaklar hazirlanarak izoniazid MIK degerlerinin
nasil etkilendigi arastirilmistir. Ayrica izoniazid direncine siklikla sebep oldugu
bilinen katG ve inhA gen bolgesi mutasyonlart DNA dizi analizi ile arastirilmistir.
Son olarak atim pompasi varligi, etidyum bromiiriin pompa inhibitorii varliginda
hiicre iginde kalarak, inhibitorsiiz kosullardakine kiyasla daha fazla floresans vermesi
arastirillarak gosterilmeye calisilmistir. Bunun sonucunda, izolatlarin %68’inde (34
izolat) klorpromazin ile izoniazid MIK sonuglarinda 1 diliisyon ve {izerinde azalma
oldugu saptanmistir. Verapamil ve rezerpin ile ayni oranda izolatta (%36, 18 izolat) 1
diliisyon ve iizeri oranlarda diisme gozlenmistir. Inhibitdr varliginda izoniazid MIK
degerinde 2 diliisyon ve iizerinde azalma saptanan 21 izolat, etidyum bromiir
transportu agisindan degerlendirilmis ve 11 izolatta inhibitdr varliginda gorsel olarak

belirgin sekilde etidyum bromdir floresansinin daha fazla oldugu saptanmistir. Ayni
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zamanda, izoniazid direnciyle iliskili olarak izolatlarin 29’unda katG, 7’sinde inhA
ve 14’tinde hem katG hem de inhA bdlgesi mutasyonunun varligi gosterilmistir.

Izoniazid MIK degerleri ile dirence sebep olan gen bolgelerindeki
mutasyonlar karsilastirilmistir. katG gen bolgesi mutasyonlarinin yiiksek izoniazid
MIK degerleri ve ¢oklu ilag direnciyle korele oldugu bilinmektedir. inhA gen bélgesi
mutasyonlarini igeren izolatlarin ise daha diisiik izoniazid MIK degerine sahip
oldugu bilinmektedir (46, 48).

Calismamizda degerlendirilen Klinik izolatlarin izoniazid MIK degerleri 4
pg/ml’den baslayip >512 pg/ml’ye kadar gikmaktadir. izolatlarm %90’ mmin MIK
degeri >16 pg/ml olarak saptanmustir. izoniazid direnci ile iliskili gen mutasyonlar
arastirildiginda %58’inde katG, %14’tinde inhA, %28’inde ise inhA ve katG
mutasyonunun birlikte oldugu saptanmustir.

Silva ve arkadaslar1 (2001), p55 (RV1410c) genini M. smegmatis’e
klonlayarak bu bakterinin aminoglikozid ve tetrasiklinlere kars1 direng gelistirdigini
gostermislerdir. Ayni bakteri icin bir protonofor olan CCCP ile pompa inhibitdrleri
olan verapamil ve rezerpin varliginda streptomisin ve tetrasikline karsi direng
seviyelerinin  azaldigi saptanmistir. Sonu¢ olarak p55’in  mikobakterilerde
aminoglikozid ve tetrasiklin transportuyla iligkili bir membran proteini oldugu
belirtilmistir (10).

Choudhuri ve arkadaglar1 (2002), fonksiyonel doksorubisin atim pompasi
(ABC tastyict ailesine ait bir pompa) yapisinda yer alan ATP baglayict protein DrrA
ve integral membran proteini DrrB genlerini plazmid araciligiyla E. coli ve M.
smegmatis’e aktarmiglar ve bu pompanin asirt ekspresyonu sonucu E. coli’de
etidyum bromiir, doksorubisin, daunorubisin, Kloramfenikol ve puromisine karsi
direncin arttigin1 saptamiglardir. M. smegmatis igin ise eritromisin, tetrasiklin,
etambutol, norfloksasin, streptomisin ve kloramfenikole direncin arttig1 gosterilmis,
bu direncin de pompa inhibitorii rezerpin ile azaldig: bildirilmistir (11).

Pasca ve arkadaslari (2005), M. tuberculosis mmpL7 geninin M. smegmatis’te
asir1  ekspresyonunu sagladiktan sonra izoniazid, etambutol, rifampin ve
siprofloksasin basta olmak iizere farkli ilaglarin MIK degerlerini sokak tipi izolatla
karsilastirmislardir. mmpL7 asir1 ekspresyonu ile sokak tipi izolata kiyasla izoniazid
MIK ’inin 16 kat, etambutol MIK inin ise 4 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu

direncin pompa inhibitorleri varliginda (rezerpin, CCCP ve verapamil) nasil
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etkilendigi de arastirilmis ve rezerpin ile CCCP varliginda INH MIK degerinin 8 kat
azaldig, ancak verapamilin herhangi bir etkisinin olmadigi1 gozlenmistir (13).

Rodrigues ve arkadaslari, M. smegmatis izolatlarinda (sokak tipi, MspA —
MspcC porin mutantlar1 ve LfrA — LfrR atim pompasi mutantlar1) etidyum bromiir
transportunu aragtirdiklart ¢alismalarinda, 6nemli bir atim pompasi olan LfrA
mutantinin  (XZL1675) ve sokak tipi izolatinin etidyum bromiir i¢in optimal
akiimiilasyonlarinin sirasiyla 0,25 ve 1 pg/ml konsantrasyonlarinda gerceklestigini
saptamiglardir. Bu sonug etidyum bromiir konsantrasyonunun pompa mutasyonu olan
izolatta daha diisiik miktarlarda gerceklestigini gostermistir. Ayni ¢alismada LfrA
mutantinin rifampisin, etambutol ve streptomisine karsi daha duyarli oldugu da
gosterilmistir (60).

Viveiros ve arkadaslar1 (2002) M. tuberculosis H37Rv ve tedavi edilmemis
hastalardan izole edilen ve primer ilaglara duyarli oldugu gosterilen 8 adet M.
tuberculosis izolati kullanarak atim pompalarinin varligini gostermeye ¢alismislardir.
Tim izolatlarin BACTEC 460 sisteminde izoniazid ile seri olarak
karsilastirilmalarindan sonra MIK degerleri 40 mg/L’ye vyiikseltilmistir. Aym
yontemle verapamil, klorpromazin ve rezerpin MIK degerleri saptandiktan sonra
izoniazid ile her bir inhibitér kombine edilerek izoniazid MIK degisimleri
gbzlemlenmistir. Sonugta rezerpinin izoniazid MIK degerlerini 100 kat azalttig
ancak verapamil ve klorpromazinin anlamli herhangi bir etkisinin olmadigi
saptanmistir (9).

Colangeli ve arkadaglari (2005), M. tuberculosis iniA geninin M. bovis BCG
susunda asir1 ekspresyonu sonrasi izoniazid ve etambutole kars1 daha direngli hale
geldigini saptamiglardir. Benzer olarak iniA delesyonu olan M. tuberculosis susunun
izoniazid duyarliliginda ise artig saptanmistir. Ayn1 zamanda iniA asir1 ekspresyonu
ile BCG susu etidyum bromiire diren¢ gelistirirken, iniA delesyonu olan M.
tuberculosis susunda hiicre i¢i artmis etidyum bromiir akiimiilasyonu oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglara ek olarak, pompa inhibitdrii olan rezerpin varliginda
BCG susunda izoniazid toleransinin ve etidyum bromiir direncinin tersine dondiigii
saptanmigtir. Bu sonuglar 1s18inda, iniA gen iirliniiniin inhibisyonuna yonelik ilag
caligmalarinin, tiiberkiiloz tedavi siirecini kisaltmak ve ¢oklu ilag direnci gelisimini
onlemek agisindan faydali olabilecegi kanaatine varilmistir (74).

Jiang ve arkadaslar1 (2008), Rv1410c ve Rv1258c genlerinin ekspresyonlarini
1499 CID M. tuberculosis klinik izolatinda gercek zamanli PCR ydntemi ile
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arastirmiglardir. Herhangi bir ilagla karsilastirmadan o©nce ve izoniazid ile
rifampisinle muamele sonrasi saptanan gen ekspresyonlar1 karsilagtirildiginda,
rifampisin maruziyeti sonras1 3 Kat, izoniazid maruziyeti sonrasi ise 5 - 6 kat artis
saptanmistir. Sonug olarak M. tuberculosis izolatinda diren¢ gelisiminin baz1 pompa
genlerinin asir1 ekspresyonlart ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (81).

Ramon Garcia ve arkadaslar1 (2009), M. bovis BCG izolatin1 model alarak,
p55 atim pompasini kodlayan Rv1410c gen delesyonunun, bu susu aralarinda
rifampisin ve klofazimin gibi birinci ve ikinci segenek tiiberkiiloza etkili ilaglarin
oldugu bir grup toksik bilesiklere kars1 daha duyarli hale getirdigini gostermislerdir.
Pompa inhibitérlerinden CCCP ve valinomisinin ise enerji kaynagi olarak membran
elektrokimyasal gradiyent farkini kullanan bu aktif atim sistemini inhibe ettigi
bildirilmistir. Ek olarak ayni caligmada p55 mutant susunun hiicre i¢i detoksifikayon
stirecinin bozuldugu ve bu atim pompasinin susun oksidatif strese karsi cevabinda
oldukgca etkin oldugu ortaya konmustur (71).

Sharma ve arkadaslar1 (2010), piperinin, M. tuberculosis H37Rv, rifampisin
direncli (rif ¥ laboratuvar susu ve CID M. tuberculosis izolat1 {izerine etKisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, piperin ile kombinasyon sonrasi, rifampisin direngli
(rif?) laboratuvar susunun MIK degerinde 8 kat, diger suslarda ise 4 kat oraninda
azalma oldugunu saptamiglardir. Buna ek olarak rifampisin direngli (rif") laboratuvar
susu ile M. tuberculosis H37Rv izolatinin rifampisin varliginda ve yoklugunda
Rv1258c genine ait MRNA seviyeleri kantitatif gergek zamanli PCR ile 6lgiilmiis ve
rifampisin direngli (rif?) laboratuvar susunun rifampisin varliginda Rv1258c gen
ekspresyonun belirgin olarak arttig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda piperinin
antimikobakteriyel aktivitesinin ilerleyen zamanlarda mikobakteri tedavisinde
kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir (82).

Rodrigues ve ark. 2012 yilindaki ¢alismalarinda M. bovis BCG Pasteur susu
1173P2, H37Rv ve 2 adet izoniazide duyarli M.tuberculosis klinik izolatini
izoniazide maruz birakarak pasajlamuslar ve laboratuvar kosullarinda izoniazid MIK
degerinin 0,05 mg/L’den 40 mg/L’ye yiikselmesini saglamislardir. Verapamil,
klorpromazin ve tiyoridazin eklenerek BACTEC MGIT 960 sisteminde izolatlarin
izoniazid MIK tayini yapildiginda verapamil ile MIK degerlerinin 4 katin iizerinde
azaldig1 tespit edilmistir. Klorpromazin ve tiyoridazin ile 1 diliisyon esdegeri bir
azalma saptamuslardir. Yine M. bovisin sokak tipi ve izoniazid ile indiiklenmis susu,

EtBr (etidyum bromiir) ile muamele edildikten sonra pompa inhibitérleri eklenerek
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inhibitorsiiz kosuldaki EtBr floresansi 6lglilmiis ve indiiklenmis formda inhibitorlerin
sokak tipine kiyasla EtBr transportunu belirgin olarak inhibe ettigi gdzlemlenmistir.
Atim pompalarina ait gen bolgelerinin (mmpL7, tap, efpA, p55 ve mmr) kantitatif
gercek zamanli PCR sonuglari, izolatlarin izoniazid ile indiiklenen formlarinda sokak
tipine kiyasla gen ekspresyonlarin géreceli olarak yiiksek oldugunu gostermistir (15).

Ulkemizden M.tuberculosis klinik izolatlarinda atim pompalar1 iizerine
yapilan Calgimn’in tez ¢alismasinda, 10’ar adet ¢oklu ila¢ direngli ve tiim birinci
secenek tiiberkiiloza etkili ilaglara duyarli oldugu bilinen izolatlar degerlendirmeye
alinmigtir. Bu izolatlarda multipleks PCR yo6ntemi ile Rv1410c (p55), Rv2333c, drrA,
drrB, mmpL4, mmpL7, Rv1258c, iniA (Rv0342), Rv0037c, Rv0783c, Rv1250,
Rv1273c, Rv1634, Rv1687c ve Rv3000 genlerinin ekspresyon miktarlar1 arastirilmus,
duyarli ve direngli M. tuberculosis izolatlar1 arasinda belirgin fark bulunmamistir
(31).

Zhang ve arkadaslari (2015) 29 adet izoniazid ve etambutol direngli M.
tuberculosis izolatinda izoniazid ve etambutol MIK degerleri iizerine tetrandrin ve
verapamilin etkinligini rezasurin kolorimetrik yontemiyle arastirmislardir. Verapamil
ile izolatlarin yaklastk %50’sinin izoniazid ve etambutol MIK degerlerinin
distiigiinii saptamislardir. Benzer sekilde tetrandrinin ise izoniazid ve etambutol
direncli izolatlarin %82’sinde MIK degerlerini diisiirerek direng fenotipine etki ettigi
gosterilmistir (83).

Li ve arkadaslar1 (2015) 10 adet duyarli, 9 adet izoniazid ve rifampisin
direngli M. tuberculosis klinik izolatinda izoniazid ve rifampisin MIK degerlerini
saptadiktan sonra pompa inhibitérleri (CCCP ve rezerpin) varliginda bu iki ilacin
MIK degisimlerini incelemislerdir. Ayni ¢alismada izoniazid ve rifampisin direnciyle
iliskili gen bolgelerinde (katG, inhA, oxyR-ahpC, rpoB) mutasyon varligi ve 20 farkli
atim pompasinin ekspresyonlar1 da arastirilmistir. Dokuz izolatin 8’inde izoniazid ile
iligkili bolgelerden en az birinde mutasyon saptanmis, 4 izolatta CCCP ile 6 izolatta
ise rezerpin ile izoniazid MIK degerlerinde belirgin diisiis oldugu tespit edilmistir.
Direngli izolatlarda izoniazid indiiksiyonu ile rifampisine kiyasla daha fazla sayida
izolatta pompa geni ekspresyon artis1 oldugu, CCCP veya rezerpin ile izoiazid MIK
degeri 4 kat ve lizeri diisme gosteren izolatlarda da daha fazla sayida pompa geninin
eksprese oldugu saptanmistir (17).

Machoda ve arkadaslar1 (2016) calismalarinda, 8 adet M. tuberculosis

izolatinin izoniazid, rifampisin, amikasin, ofloksasin ve pompa inhibitorlerinden
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verapamil, haloperidol, tiyoridazin, klorpromazin ve flupentiksol igin MIK
degerlerini BACTEC MGIT 960 sistemi ile ayr1 ayr1 saptamislardir. Pompa
inhibitorleri ile kombinasyon yapilarak MIK degerleri calisildiginda, verapamil,
klorpromazin, haloperidol ve flupentiksol ile izoniazid yiiksek diizey direng saptanan
8 izolatin 4’linde diisiik diizey izoniazid direnci saptanmustir. Tiyoridazin ile ise 2
izolatta yiiksek diizey direng fenotipinin diisiikk diizey direng fenotipine geriledigi
gbzlenmistir (65).

M. tuberculosis ve atim pompalar1 iizerine yapilan ¢alismalar siklikla
laboratuvar ortaminda direngli hale getirilen izolatlarla yapilmaktadir. Klinik
izolatlarla yapilan arastirmalar oldukc¢a kisithh sayidadir ve az sayida izolat
icermektedir. Literatiirdeki calismalarla kiyaslandiginda, bu ¢alisma, izoniazid
direngli 50 adet M. tuberculosis klinik izolati igermesiyle izolat bakimindan degerli
bir ¢alismadir. Pompa inhibitérlerinin izoniazid MIK degerlerine etkisi
arastirlldiginda, diger calismalardan farkli olarak, klorpromazinin verapamil ve
rezerpine kiyasla Klinik izolatlarin izoniazid MIK degerleri iizerine belirgin sekilde
daha etkili oldugu saptanmistir. Herhangi bir ilag maruziyeti olmayan duyarh
mikobakteriler ile uzun siire tedavi alan hastalardaki direngli mikobakterilerin enerji
metabolizmalar1 incelendiginde, antibiyotik tedavisi altinda zorlu ve anaerobik
kosullar hakim oldugundan, elektron transport zincirinde (ETZ) NADH dehidrojenaz
2 (NDH2) ve siiksinat dehidrojenazin (SDH) elektron transferinde daha aktif rol
aldiklar1 belirtilmektedir. Ayn1 sekilde fenotiyazinler (klorpromazin, tiyoridazin gibi)
ve valinomisin gibi bazi ilaglarin, anaerobik kosullarda aktif olan bu yapilar lizerine
etkili oldugu da bildirilmektedir (18). Bu a¢idan degerlendirildiginde, ¢alismamizda
yer alan izolatlarda daha aktif oldugu diisiiniilen NDH2 ve SDH aktivitesi varliginda,
klorpromazinin izoniazid MIK degerleri iizerine daha etkili bulunmasi aslinda
beklenen bir sonug olarak yorumlanabilir.

Calismamizda, Li ve arkadaslarinin (17) ¢calismasina benzer sekilde, izoniazid
direncgli 50 M. tuberculosis izolatinin tamaminda katG veya inhA gen bolgelerinden
en az birinde mutasyon oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde,
kullanilan izolatlar ya laboratuvar ortaminda direncli hale getirilen ya da az sayida
direngli klinik izolatlar1 icermektedir. Bu asamada, ilagla yeni karsilasan, heniiz
tolerans geligmesi agamasinda olan izolatlar ile mutasyonlara bagl olarak direng
gelismis izolatlardaki atim pompas etkinligiyle ilgili bilgiler yetersiz kalmaktadir.

Ancak laboratuvar mutant1 olan yani ilagla muamele edilerek direngli hale getirilen
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ve direngli klinik izolatlarla yapilan g¢alismalar goz oniine alindiginda, disa atim
pompalarinin ilaca tolerans gelismesinden itibaren etkili oldugu ve mutasyon
gelistigi saptanan direncli izolatlarda da etkinliginin devam ettigi diisiiniilmektedir.
Konuyla ilgili olarak daha fazla klinik izolat igeren ayrintili ¢alismalarin, disa atim
pompa inhibitorlerinin tedavide kullanilmalarina 1sik tutmasi agisindan faydal

olacag diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamiza Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Molekiiler Tiberkiilloz Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda izole edilen 50 adet
izoniazid direngli M. tuberculosis kompleks klinik izolat1 dahil edilmistir.

Izolatlarin izoniazid, verapamil, klorpromazin, rezerpin MiK degerleri ayri
ayr1 saptanmustir. Biitiin izolatlarin izoniazid MIK degerleri, her bir pompa
inhibitdriinii MIK degerinin 1/4’ii oraninda iceren plaklarda tekrar ¢alisiimistir.

Toplam 50 klinik izolatin %76’sinda (38 izolat) herhangi bir pompa
inhibitdrii varliginda izoniazid MIK degerinde diisme oldugu gozlenmistir.

Klorpromazin varliginda izolatlarmn %68’inde (34 izolat) izoniazid MIK
degerleri 1 diliisyon Ve {izeri oranlarda diisiis gostermistir.

Verapamil varhiginda izolatlarn %36’sinda (18 izolat) izoniazid MIK
degerleri 1 diliisyon ve iizeri oranlarda diislis gostermistir.

Rezerpin varhiginda izolatlarin %36 sinda (18 izolat) izoniazid MIK degerleri
1 diltisyon Ve {izeri oranlarda diisiis gostermistir.

Izolatlarin 21 tanesinde (%42) herhangi bir inhibitér varliginda izoniazid
MIK degerlerinin 2 diliisyon ve iizerinde diisme gosterdigi saptanmustir. Bu
izolatlarda izoniazid direncine neden olabilecek katG ve inhA diger bolge
mutasyonlariin ve olasi disa attm pompa genlerinin arastirilmasinin, bu konudaki
eksiklikleri agiga kavusturacag: diistintilmektedir.

Tiim izolatlarin, izoniazid direncine sebep oldugu bilinen katG ve inhA gen
bolgesi mutasyonlari arastirildiginda; 29°unda (%58) katG mutasyonu, 7’sinde (%14)
inhA mutasyonu, 14’iinde ise (%28) inhA ve katG mutasyonunun birlikte varoldugu
saptanmuistir.

Calismamizda izoniazid direngli Klinik izolatlarda in vitro ortamda disa atim
pompa inhibitdrleri kullanilarak yiiksek izoniazid MIK degerlerinin azaldig
saptanmigtir. M.tuberculosis izolatlarinda disa atim pompalar1 iizerine yapilan
calismalarda genellikle laboratuvar ortaminda izoniazide maruz birakilarak direngli
hale getirilen izolatlar kullanilmis ve bu izolatlarda ozellikle verapamilin etkili
oldugu gosterilmistir. Ancak Klinik izolatlarla ilgili ¢alismalar olduk¢a kisith
sayidadir. Calismamiz, izoniazid direngli oldugu fenotipik ve molekiiler olarak

gosterilmis 50 adet M. tuberculosis klinik izolati igermesi, klorpromazinin verapamil
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ve rezerpine kiyasla Kklinik izolatlarda izoniazid MiK degerlerini belirgin olarak daha
fazla disiirdiglinii gostermesi agisindan olduk¢a 6nemli sonuglar icermektedir.

Tim bu veriler degerlendirildiginde, in vitro ortamda, izoniazid direngli
Klinik izolatlarda, ozellikle Klorpromazin basta olmak {izere disa atim pompa
inhibitérlerinin  kullanilmas1 yiiksek izoniazid MIK degerlerinin diigmesini
saglamakta ve uzun tedavi siirecinde izoniazid gibi primer bir ilacin tekrar

kullanilabilecegi ile ilgili umutlar1 kuvvetlendirmektedir.
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