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OZET

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARINDA PiRAZINAMID
DIRENCININ HIZLI TESPi’l:iNDE KOLORIMETRIK YONTEMLERIN
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Amac: Pirazinamid (PZA), tiiberkiiloz(TB) tedavisinde ¢ok Onemli yeri olan primer
ilaglardandir. PZA’nin, M. tuberculosis’e sadece asit pH’da etkili olmasi sebebiyle,
duyarililik testlerinin yapilmasi diger antiTB ilaglara gore daha zordur. Bu nedenle
calismamizda amacimiz kolorimetrik yontemlerin PZA duyarlilik tespitindeki
etkinliklerinin arastirilmas1 ve direngli izolatlarda pncA gen mutasyonlarin tespiti
olarak belirlenmistir.

Materyal ve Metot: Calismada 15’i PZA’ya direngli olmak tizere 30 klinik izolat ve iki
referans izolat kullanilmistir. Biitiin izolatlarin PZA duyarliliklart BACTEC MGIT 960
referans yontemi ile tespit edilmistir. Kolorimetrik yontemler olarak REMA (Rezasurin
Mikroplate Assay), NRA (Nitrat Rediiktaz Assay), MYRT (Malasit Yesili
Renksizlestirme Testi) ve KVRT (Kristal Viyole Renksizlestirme Testi) yontemleri
calismaya dahil edilmistir. Ayrica PZA direngli izolatlarda sekans analiziyle pncA
genindeki mutasyonlar arastirilmstir.

Bulgular: Calismamizda kolorimetrik yontemlerin referans yontemle karsilastiriimalar
sonucunda uyum REMA ve NRA’da %93,3, MYRT’de % 90 ve KVRT’de % 93,3
olarak tespit edilmistir. Direngli olan 15 izolatin 13’iinde sekans analiziyle pncA gen
mutasyonu tespit edilmistir.

Sonug¢: Calismanin sonucunda, kolorimetrik yontemlerden alinan sonuglarin referans
yonteminkilerle yiiksek seviyede uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica ucuz ve kolay
uygulanabilir yontemlerdir. Bu sonuglar, kolorimetrik yontemlerin PZA duyarlilik

tespitinde 6nemli alternatifler olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ duyarliligi; Kolorimetrik; Pirazinamid; pncA; Tiiberkiiloz

Ahmet Ugur Akbal (Doktora Tezi)
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mayis-2018



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF COLORIMETRIC METHODS IN
QUICK DETERMINATION OF PYRAZINAMID RESISTANCE IN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES

Aim: Pyrazinamide (PZA) is a primary drug with an important role in the treatment of
tuberculosis (TB). Because of PZA is effective only at acid pH for M. tuberculosis,
susceptibility tests are more difficult to perform than other anti-TB drugs. For this
reason, the purpose of our work was to investigate the effectiveness of colorimetric
methods to detect PZA susceptibility and to detect pncA gene mutations in resistant

isolates.

Material and Method: In the study, 30 clinical isolates and 2 reference isolates were
used, 15 of which were resistant to PZA. PZA susceptibility of all isolates were
determined by the BACTEC MGIT 960 reference method. As the colorimetric methods,
REMA (Resazurin Microplate Assay), NRA (Nitrate Reductase Assay), MGDA
(Malachite Green Decolorisation Assay) and CVRT (Crystal Violet Decolorisation
Assay) methods were included in the study. Also, mutations in the pncA gene were

investigated by sequence analysis in PZA resistant isolates.

Results: As a result of comparison of colorimetric methods with the reference method,
compliance was determined as 93,3% in REMA and NRA, 90% in MGDA and 93,3%
in CVDA. In 13 of 15 resistant isolates pncA gene mutation was detected by sequence

analysis.

Conclusion: As a result of the work, results from colorimetric methods were found to
be at a high level of compliance with the reference method. They are also cheap and
easily applicable methods. These results have shown that colorimetric methods can be

important alternatives in detecting PZA sensitization.
Keywords: Colorimetric; Drug susceptibility; pncA; Pyrazinamide; Tuberculosis

Ahmet Ugur Akbal (Ph. D. Thesis)
Ondokuz Mayis University - Samsun, May-2018



SIMGELER VE KISALTMALAR

Ala
Arg
Asn
Asp
°Cc
Cys
CcVv
CiD-TB
dk
DNA
ETM
Gly
INH
KVRT

Leu

LJ

Lys
MiK
MgCl,
mg

mli
mM
MYRT
NK
NRA
NIC
NPD
OADC
PCR

> Alanin

. Arginin

: Asparagin

: Aspartat

: Santigrat derece

: Sistein

: Kristal viyole

: Cok Tlaca Direngli Tiiberkiiloz

: Dakika

: Deoksiribo niikleik asit

: Etambutol

: Glisin

: Izoniyazid

: Kristal Viyole Renksizlestirme Testi
- Litre

> Losin

: Lowenstein Jensen

> Lizin

: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

: Magnezyum kloriir

. Miligram

: Mililitre

: Milimol

: Malasit Yesili Renksizlestirme Testi
: Negatif kontrol

: Nitrat Rediiktaz Assay

: Nikotinamid

: Negatif Prodiiktif Deger

: Oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz

: Polimeraz Chain Reaction

Vi



pmol
POA
PPD
Pro
PZA
PZase

REMA
RIF

Ser
sn
B
Thr
TL
Trp
pl
ng

UK
Val
YiD-TB

: Pikomol

: Pirazinoik asid

. Pozitif Prodiiktif Deger
: Prolin

: Pirazinamid

: Pirazinamidaz

- Direncli

: Rezasurin Mikroplate Assay
. Rifampisin

: Duyarli

: Serin

: Saniye

: Tiiberkiiloz

: Treonin

: Tiirk liras1

: Triptofan

: Mikrolitre

: Mikrogram

: Mikromol

: Ureme kontrolii

> Valin

: Yaygin Ilaca Direngli Tiiberkiiloz

vii



ICINDEKILER

OZET ... v
AB ST R A CT ettt bbb e et nae e be e nnr e ne e v
SIMGELER VE KISALTMALAR ...........cccecoviiiviiitieeeeiesesese s eseses s senesinsnens Vi
| DR € 1 21 1T 1
2. GENEL BILGILER ........ccooooiiiiiiiiscss s 2
2.1. Tiiberkiilozun TartnGeST ......ccuvviiiiiiiie e 2
p 0 = o Lo (=1 0T} Yo [0 | S PSUSSSRRSOS 5
2.3.Mikobakterilerin Mikrobiyolojik OZelliKIEri .............cceverererrrerieecrerereieseieseeeenaen, 6
2.3.1.MOTfOlojik Yap1lart ......cccciieeiiiiiiieiieee e 6
2.3.2. HUCTE DUVATT YaAPIST c.eriiiiiiiieiiiieiee st 6
2.3.3.Virlllans FaKEOTIEIT ......veiiueiiiiiiiiiiie et 7
2.4. Tiiberkiiloz Tanisinda Kullanilan Mikrobiyolojik Yontemler ...........ccccoevvernennee. 8
2.5. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan Baslica Ilaclar ve Direnc
MeKanizmalari..........o.oiiii 8
2.5.1.0ZONIAZIA . ..ceceveeeeceee ettt 8
2.5.2.Rifampin ve Diger RifamisSinler..........cccocovoiiiiiiiiiciecec e 9
2.5.3.EaAMDULO ..o 9
2.5. 4. FIOroKINOIONIAT ..o 10
2.6. Tiiberkiiloz Tedavisinde Pirazinamid ...........cccocviiiiiiiiiiiiiiic e 10
2.6.1.Tiiberkiiloz Tedavisinde Pirazinamidin ONemi ............ccooeveeiveniieiienieesie e 11
2.6.2 . EtKi MEKANIZIMAST ....eeuvieiiiiiiieitie sttt ne e 11
2.6.3.DIreng MEKANIZIMAST .....vvveiiiieiiireiieeesieeesieeesieeessreesssaeeessaeesssaeesssaeesssseesseesanes 14
PNCA MULASYONIATT. ...t 14
TPSA MULASYONIATT ...ttt 15
PanD MUtasSyONIATT.......oooiiiiiieiiice e 15
2.6.4.Diinyada ve Tiirkiye’de Pirazinamid DIrenci .........ccccoovveveiiiniicnniiecnee 16
2.7. Anti Tiiberkiiloz ilaglara Kars1 Diren¢ Tespitinde Kullanilan Yéntemler-........... 16
2.7.1.Kolorimetrik YONtemMIET ........cciiviiiiiiiiiiii i 17

viii



Nitrat Rediiktaz Testi (Nitrate Reductase Assay-NRA)........cccovveviiiininieie e 17

Resazurin Mikrotitrasyon Testi (Resazurin Microtiter Assay-REMA) ........cccccoeeenee. 18
Malasit Yesili Renksizlestirme Testi (MYRT) .oooviiiiiiiiiiiiiiiceeceeee e 18
Kiristal Viyole Renksizlesme Testi (KVRT) ....ccoooviiiiiiiiiiiiiciicccc 19
2.8. Pirazinamid Direncinin Tespitinde Karsilasilan Zorluklar ve Nikotinamidin
Pirazinamid Direng Tespitinde ONemi........cccvieiiiiiiiiiiiieeniiie e 19
3. MATERYAL VE METOD ..o 20
3.1.1zolatlarin Temin EAiIMESi.........ccociveiiiiiiiieceiccece e 20
3.2.Besiyerlerinin Hazirlanmasi...........coceiieiiiiiiieiicicce e 23
3.3.Bakteri Inokiiliimlerinin Hazirlanmasi.............ccoeeveeuereeerricresieeeresessessseseseseennen, 23
3.4.Nikotinamitin Hazirlanmasi ...........ccooviiiiiiiiniiieie e 23
3.5.2.Nitrat Rediiktaz Testi (NRA) ile MIK TeSPiti .......ccoeevrreverrirerercrerecreseeeeinen, 25
3.5.4.Kristal Viyole Renksizlestirme Testi (CVRT) ile MIK Tespiti..........ccccovuneenn 27
3.6.pncA Gen Mutasyonlarinin Dagiliminin Tespiti.........ccoovvviiiiiiiiiiiniiiiiienn, 28
3.6.1.DNA EKSLraKSIYONU .......cciviiiiiiieiiicic ettt sae e nne s 29
3.6.2.DNA’larin Nanodrop 1000 Spektrofotometre ile Olgimii............ccovvvevercrnnnne, 30
3.6.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)........ccciviiiriiiiiieicenese e 30
Kullanilan primerler....... ..o 30
PCR ISIEMI o.vvvvecectcecceeeeeete ettt sttt ettt ettt st s seseas 30
PCR Uriinlerinin EIEKtrOfOTEZI .....cvevevevevererevereeeeeseeeseieseseiesetese et se e esesesesesesesenns 31
3.6.4.5KaNS ANGLIZI ..o 32
4, BULGULAR ...t 32
4.1. REMA Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MIK Degerleri.................c.c....... 33
4.2 NRA Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MIK Degerleti.............ccccovvrvrnnen. 35
4.3.MYRT Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MIK Degerleri.................c......... 36
4.4 KVRT Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MIK Degerlefi ................cc......... 37
4.5. pncA Gen Bélgesi igin PCR Islem SONUCU.........cccoeveviivcecveriiecceceieeeeeee e 38
4.6. DNA SeKanSs ANAIIZI .........coviiiiiiiiiiiccie s 38
4.7. Kullanilan Testlerin Maliyetleri.........c.coooiiiiiiiiiiieieee e 39
5. TARTISMA ... .ot 41



6. SONUC VE ONERILER...........ccccceiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et

KAYNAKLAR L e

OZGECMIS



1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacteriun tuberkulosis complex’in en 6nemli iiyesi olan
Mycobacterium tuberculosis’ in sebep oldugu bir infeksiyon hastaligidir. TB sadece
bakteriyal bir infeksiyon hastaligi olmanin 6tesinde binlerce yillik insanlik tarihinde
toplumlar1 derinden etkilemis bir hastalik olup etkisini glinimiizde de siirdiirmektedir.
Kimi zaman “beyaz veba” olarak, kimi zaman “romantik bir hastalik” olarak tanimlanan
TB bir donem o6liimlerin baslica sebebi olmustur. 20. yy da gelistirilen tedavilerle
azalma egiliminde olsada AIDS’in ortaya ¢ikmasi ve direngli vakalarin ¢ogalmasi ile
toplum saglig1 giindemindeki yerini korumaya devam etmektedir.

Tiiberkiiloz tedavisinde primer ila¢ sayist son derece azdir. Az sayida olan
primer ilaglara giderek artan oranlarda direng gelismesi tedavi seceneklerini azaltan
onemli bir sorundur. Direngli vakalarin erken tespitinin tedavi agisindan Onemi
biiytiktiir. Pirazinamid (PZA), TB tedavisinde kullanilan primer ilaglardan birisi olup,
tedavi siiresini 6nemli Ol¢lide azaltan 6nemli bir ilagtir. Bu nedenle PZA direncinin
erken tespiti tedavi agisindan Onem tasimaktadir. PZA direng tespiti igin ¢esitli
yontemler iizerinde ¢alisilmakta ise de, uygulama giicliikleri ve maliyet gibi etkenler bu
yontemlerin rutin kullanimini engellemektedir.

Bu calismanin planlanma nedeni PZA’nin primer ilag olarak TB tedavisindeki
yeri ve iligkili olarak direncin erken tespitinin 6nemidir. Bu bilgilerle calismamizin
amact, PZA direncini kolay, ucuz ve giivenilir olan kolorimetrik yontemlerle saptamak

ve etkinligini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tiiberkiilozun Tarihcesi
TB tarih boyunca farkli adlarla anilmistir. Verem, tiikkenme hastaligi, beyaz veba

(White Plague) bunlardan birkagidir. Bazi arastirmacilara gore ilk tiiberkiiloz
enfeksiyonunun yaklasik 9000 yil 6nce Afrika’da ortaya c¢iktigina dair kanitlar vardir.
Insanlar ve evcil hayvanlarda goriilen hastaligin Afrika kumsallarindaki foklar ve deniz
aslanlar1 araciligiyla Atlas Okyanusu iizerinden Giiney Amerika'ya tasindigina
inanilmaktadir (Hershkovitz ve ark., 2008; Wirth ve ark., 2008). Neolitik Cag'daki insan
kemikleri bakterilerin varligini gostermektedir. 500.000 yillik Homo erectus fosilinde
tiiberkiiloza 6zgii lezyonlarin kanitlarinin olduguna iliskin tartismali bir iddiada da
bulunulmustur (Roberts ve ark., 2009). Ancak 2014'te bildirilen bir genom
arastirmasinin sonuglari, tiiberkiillozun 6nceden diisliniilenden daha yeni oldugunu
diistindiirmektedir. Peru’nun giineyinde bulunan 1000 yillik iskelet kalintilarindan
bakterilerin genomlarinin yeniden yapilandirilmasiyla yapilan yeni bir DNA
aragtirmasinin sonuglar1 insan tiiberkiilozunun 6.000 yasindan daha yeni oldugunu
gostermektedir (Hershkovitz ve ark., 2008; Wirth ve ark., 2008). Buna ragmen pek ¢ok
arastirmaci tarafindan, 9000 yillik iskeletlerde Mycobacterium tuberculosis’in varligina
dair belirtilerin bulunmasi, TB’un iddia edilenden daha eski bir hastalik oldugunun
kanit1 olarak gosterilmektedir ( Wirth ve ark., 2008).

Hastaligin belirtileri M.O. 3000 ile 2400 yillar1 arasina tarihlenen Misir
mumyalarinda da bulunmustur (Zink ve ark. 2003). Yine Firavun Akhenaten ve esi
Nefertiti'nin tiiberkiilozdan 6ldiigii tahmin edilmektedir. Ayrica M.O. 1500 yillarinda
Misir'da tiiberkiiloz hastanelerinin var oldugunu gosteren kanitlarda mevcuttur
(Madkour ve Warrell, 2004).

Eski Hindistan’da M.O. 1500 yillarindaki Vedalar’da hastalikla ilgili kayitlar
bulunmaktadir (Zysk, 1998).

Hipokrat’in notlarinda hastaligin (fitizis) belirtileri arasinda ates, renksiz idrar,
kalin bir balgama neden olan oksiirik ile susuzluk ve istah kaybi sayilmaktadir.
Hipokrat’in doneminde bu hastaligin ailevi olduguna inanilmaktayd: (Hippocrates,
M.O. 400). Galen, akcigerlerde olusan tiiberkiillerin tarifini yapmis ve bir dizi tedavi
onerisinde bulunmustur (Mc Clelland, 1909). Aretaeus ise hastaligin belirtilerini, “De

causis et signis diuturnorum morborum” adli metninde tanimlayan ilk kisidir. Ayrica



yiiksek irtifali yerlere seyahat etmeyi, deniz yoluyla seyahat etmeyi, iyi bir diyetle
beslenmeyi ve bol miktarda siit igmeyi onermistir (Aretaeus, M.S. 1.yy).

Ortagagda, tiiberkiiloz konusunda onemli bir ilerleme kaydedilmemistir. Ibni
Sina (Avicenna) ve El-Razi (Rhazes), hastaligin hem bulasict hem de tedavisinin zor
olduguna inanmislardir. Hristiyanligin yayilmasiyla, Avrupa’da kutsal kisi olarak kabul
edilen krallarin dokunusunun hastalig1 iyilestirdigi diistintilmiis ve farkl iilkelerde farkli
ritlieller gelistirilmistir. 18 yy’a kadar bu inanis Avrupa’da giindemde kalmistir (Maulitz
ve Maulitz, 1973).

Italyan doktor, filozof, matematikci, cografyaci, astronom ve sair Girolamo
Fracastoro (1476-1553) hastaligin bir viriisle yayildigini iddia eden ilk kisidir. Ayrica
virlistin hastalifa maruz kalanlarda iki ya da ¢ yil siireyle canli kalabilecegi ve
cogunlukla dogrudan temas veya enfekte kisinin bosaltim sivilar1 yoluyla
bulasabilecegini 6ne siirmiistiir (Brock, 1999). Alman doktor Franciscus Sylvius (1614-
1672), bazi cilt tlserlerinin fitiziste goriilen tiiberkiillere benzedigini fark ederek cesitli
tiiberkiiloz formlar1 (pulmoner, ganglioner) arasinda ayrim yapan ilk kisi olmustur
(Sylvius, 1679). Ingiliz doktor Richard Morton (1637-1698) ise, hastaligin gercek
sebebinin tiiberkiiller oldugunu vurgulamistir (Otis, 1920).

1720°de baska bir Ingiliz doktor olan Benjamin Marten (1690-1752) tarafindan
hastaligin sebebinin, Anton van Leeuwenhoek tarafindan 1695'te aciklananlara benzer
sekilde, baz1 mikroskobik canlilar oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ancak bu teorisi 162 yil
boyunca, Robert Koch bunun dogru oldugunu gosterene kadar, tip gevrelerinde
reddedilmistir (Daniel, 2000).

1768'de Robert Whytt tarafindan tiiberkiiloz menenjitinin ilk klinik tanimi
yapilmis ve 1779'da, bir Ingiliz cerrahi olan Percivall Pott, adim tastyan vertebra
lezyonlarint tanimlamistir  (Whyitt, 1768; Aufderheide ve ark., 1998). 1761'de
Avusturyali bir doktor olan Leopold Auenbrugger, tiiberkiiloz teshisi i¢in, Fransiz Jean-
Nicolas Corvisart tarafindan 1797'de yeniden kesfedilen bir yontem olan, perkiisyon
metodunu gelistirmistir (Daniel, 2000).

Zirihli bir tip profesorii olan Johann Lukas Schonlein (1793-1864),
“Systematik de speziellen Pathologie und Therapie” isimli kitabinda hastaligin

tanimlanmasi i¢in "tiiberkiiloz" s6zciigliniin kullanilmasini 6nermistir ( Dubos, 1987).



18. ve 19 yy.’larda tiiberkiiloz, o0zellikle sehirlerde calisan isciler arasinda
gittikge yayilarak yayginlik siralamasinda lepranin yerini almistir (Aufderheide ve ark.,
1998). William Woolcombe’un 1809 da yayinladigi bir ¢alismada, 1790 ile 1796 yillari
arasinda Ingiltere’nin Bristol kentinde meydana gelen 1,571 &liimiin 683'iiniin
tiiberkiiloz kaynakli oldugu belirtilmistir. Yoksulluk ve felakete neden olan Sanayi
Devrimi, hastaligin yayilmasi i¢in en uygun ortami yaratmistir. 19 yy da Londra’da her
4,2 olimden birisi tiiberkiiloz sebebiyle olmustur (Chalke, 1959). Bu yiizyilda
tiberkiiloz “Beyaz Veba” olarak adlandirilmistir (Madkour ve Warrell, 2004). Bu
donemde tiiberkiilozun, hastaliktan muzdarip kisilerin duyarliliginin artmasi ve
hastaligin yavas ilerlemesi sayesinde hastalarin hayatlarini diizenleyebilmeleri igin
zaman kazandirmasi nedeniyle "iyi bir 6lim" e izin verdigi diistiniilmiis ve "Romantik
bir hastalik" olarak goriilmiistiir (Bourdelais ve Bart, 2006).

19 yy. sonlarina dogru, bilimsel anlayisin ilerlemesiyle tiiberkiilozun nedeni ve
tedavisine doniik olumlu ilerlemeler goriilmeye baslanmistir. Kendisi de tiiberkiiloz
sonucu hayatin1 kaybetmis olan, stetoskobun kasifi Fransiz doktor René-Théophile-
Hyacinthe Laennec (1781-1826), hastaligin klinigi ile ilgili yaptigi ¢ok Onemli
calismalarla, 6zellikle oksiiltatif bulgularini ortaya koymustur (Daniel, 2000).

1869'da Jean Antoine Villemin, insan kadavrasindan gelen tiiberkiilozlu
maddeyi laboratuvar tavsanlarina enjekte edip tavsanlari enfekte ederek, hastaligin
gercekten bulasici oldugunu gostermistir (Barnes, 1995).

24 Mart 1882'de, Berlin Fizyoloji Dernegi'nde, Robert Koch, hastaliga bulasici
bir ajanin neden oldugunu agiklamistir. Koch hastalarin balgamini yeni yontemle
boyamis ve Koch basili olarakta adlandirilan Mycobacterium tuberculosis’i ilk olarak
gostermistir (Aufderheide ve ark., 1998; Daniel, 2004). 1890'da Koch, bakterilerin
saflastirilmis protein tiirevi olan tiiberkiilini gelistirmistir. Tiiberkiilinin bagisiklamada
etkisiz oldugu kanitlanmis olsada 1908’de Charles Mantoux tiiberkiiloz tanisinda etkin
bir intradermal test oldugunu gostermistir (Magner, 2002; Madkour ve Warrell, 2004).

Pekgok farkli tedavi yonteminin denenmesinden sonra 1944 yilinda Albert
Schatz, Elizabeth Bugie ve Selman Waksman, M. tuberculosis’e Karsi ilk etkili
antibiyotik olan ve Streptomyces griseus tarafindan tretilen streptomisini izole
etmiglerdir. Tedavide gercek devrim 1952'de ilk oral antimikobakteriyel ilag olan

isoniazid'in gelistirilmesiyle baslamis olsa da, streptomisinin kesfi genel olarak



tiiberkiiloz ¢aginin baslangici olarak kabul edilmektedir. 1970" lerde rifampinin ortaya
cikmasi, iyilesme siirelerini hizlandirmis ve 1980' lere kadar tiiberkiiloz vakalarinin
sayisint 6nemli olgiide azaltmistir (Daniel, 2004). Ingiliz epidemiyolojisi uzmani
Thomas McKeown, streptomisinle yapilan tedavinin 1948-1971 yillar1 arasinda 6lim
oranint % 51 azalttigin1 gostermistir. Yeni ilaglarin bulunmasmin yani sira yasam
sartlarinin iyilestirilmesi, tibbi hizmetlere ulasimin kolaylasmasi, hijyen sartlarinin ve
beslenmenin diizelmesi de hastalikla miicadele de ilerleme kaydedilmesini saglayan

onemli unsurlardir (McKeown,1976).

2.2. Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz diinya genelinde insidansi ve mortalite oran1 diismekte olan bir
hastalik olmasina ragmen, halen 6liim nedenleri arasinda dokuzuncu siradadir. 2016
yilina ait tahmini TB hasta sayis1 10.4 milyondur. Bunlarin % 90" yetigkin, % 65'i
erkek, % 10'n HIV’li hastalardir. 2016'da 6.3 milyon yeni TB vakasi bildirilmistir.
Bunlardan 476.774°1 HIV pozitif TB vakalaridir. TB insidanst her yil yaklasik % 2
oraninda diigmektedir. Kiiresel olarak, TB 6liim orani yillik bazda yaklasik % 3
oraninda gerilemistir.

2016'da, HIV negatif TB’lu hastalarda yaklasik 1.3 milyon 6liim meydana
gelmistir. HIV pozitif TB’lu hastalarda ise, 374.000 olim gergeklesmistir. TB
hastalariin yaklagik % 16's1 bu hastalik sebebiyle 6lmektedir. TB kaynakli dliimlerin
cogu, erken teshis ve uygun tedavi ile 6nlenebilmektedir. Her y1l milyonlarca insana TB
teshisi konulup basariyla tedavi edilmesine ragmen tarama ve tedavide hala biiylik
eksikler mevcuttur.

Cok ilaca direngli TB vakalar1 halen tehdit olmaya devam etmektedirler.
2016°da, cok ilaca diren¢li 600.000 yeni TB vakas1 goriilmiistiir. Bu vakalarin % 47’si
Hindistan, Cin ve Rusya Federasyonu’ndadir (WHO Global Tuberculosis Report 2017).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2017 tiiberkiiloz raporuna gore iilkemizde tiiberkiiloz
goriilme insidanst yliz binde 18’dir. Bu oran 1990 da yiiz binde 58; 2009 da ise yiiz
binde 29 idi ( WHO Global Tuberculosis Report 2010; WHO Global Tuberculosis
Report 2017).



2.3.Mikobakterilerin Mikrobiyolojik Ozellikleri
2.3.1.Morfolojik Yapilari

M. tuberculosis, M. africanym, M. bovis, M. microti, M. cannetti, M. caprea, M.
pinnipedi de igeren M. tuberculosis kompleksin bir iiyesidir (Koneman, 2017).
Mikobakteriler Corynebacterium, Nocardia ve Rhodococcus gibi bakterilerinde yer
aldigi Actinomycetales smifindandir. Mikroskobik olarak diiz veya hafif kavisli
cubuklar halinde goriilen, uzunlugu 1 ila 4 um ve genisligi 0,3 ila 0,6 um arasinda olan,
hareketsiz, sporsuz, zayif gram pozitif, asite direngli basillerdir (Sakamoto, 2012). M.
tuberculosis, optimum kosullarda ortalama 12-24 saatte bir boliinen olduk¢a yavas
iireyen bir basildir. Neden bu kadar yavas tiredikleri ¢ok 1yi anlagilamamis olsada hiicre
duvarinin gegirgenliginin az olmasi nedeniyle besin alimini sinirlandirmast ve yavas
RNA sentezi sorumlu tutulmaktadir (Harshey ve Ramakrishnan, 1977; Sakamoto,
2012).

Mikobakteriler, fagositik hiicreler, 6zellikle makrofajlar ve monositlerde ¢ogalan

fakiiltatif intraselliiler bakterilerdir (Sakamoto, 2012).

2.3.2.Hiicre Duvar1 Yapisi
M. tuberculosis’ in en Onemli yapisal Ozelligi bilesiklere ve ilaglara karsi

olaganiistli giiclii bir bariyer saglayan, ayn1 zamanda virulansta 6dnemli rol oynayan,
kendine has hiicre duvar1 yapisidir (Delogu ve ark., 2013). i¢ zar ¢ift fosfolipid tabakasi
ve periplazmik bosluga uzanan glikolipidleri igerir. Esas hiicre duvari yapisi {i¢ ana
bilesenden olusur: (i) peptidoglikanin ¢apraz bagl bir polimeri, (ii) ¢ok dallanmig bir
arabinogalaktan polisakkarit ve (iii) uzun zincirli mikolik asitler. Dis membrani
olusturanlar, mikolik asit katmaninin arasina giren, nonkovalent baglh glikofosfolipidler
ve balmumu igeren, ¢oziiciiyle ekstrakte edilebilen lipidlerdir. Kapsiil en dis tabakay:
olusturur ve esas olarak proteinler ve polisakkaridlerden olusur (Sekil 1). En etkili anti-
TB ilaglarindan ikisi olan isoniazid mikolik asiditlerin ve etambutol ise
arabinogalaktanin sentezini hedeflemekte ve bu durum hiicre duvarinin 6nemini

vurgulamaktadir (Abrahams ve Besra, 2016).
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Sekil 1. M. tuberculosis hiicre duvari yapis1 (Bhat ve ark.’dan, 2017) MA: Mikolik asit,
AG:Arabinogalaktan, PG: Peptidoglikan, CM: Sitoplazmik memran

2.3.3.Viriilans Faktorleri
Viriilans faktorleri molekiiler ozelliklerine, islevlerine veya hiicresel

lokalizasyonlarina gore kategorilere ayrilmistir: (i) Kolesterol katabolizmasini igeren
lipit ve yag asidi metabolizmasi, (ii) Hiicre duvari proteinlerini, lipoproteinleri ve
sekresyon sistemlerini igeren hiicre zarf proteinleri, (iii) Oksidatif ve nitrozatif strese
yanittan sorumlu olanlar, fagosomu durduranlar ve apopitozu inhibe edenlerin dahil
oldugu makrofajin antimikrobiyal etkilerini inhibe eden proteinler, (iv) Protein kinazlar,
(v) Metalloproteazlari da iceren proteazlar, (vi) Metal tasiyict proteinler, (vii) iki
bilesenli sistemler, sigma faktorleri ve diger transkripsiyonel diizenleyiciler de dahil
olmak tizere gen ekspresyon diizenleyicileri, (viii) PE ve PE_PGRS aileleri de dahil
olmak {izere, fonksiyonlar1 bilinmeyen proteinler, (ix) Diger virillans faktorleri
(Forrellad ve ark.,2013).

M. tuberculosis bakteriyel patojenler arasinda, hiicre yilizeyinde ¢ok sayida
karmasik lipidler ve lipoglikanlar sergiledigi icin benzersizdir. Sahip oldugu bu 6zel
hiicre duvart lipidlerinin patogenezde dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir; Bu nedenle,
biyosentezinden, parcalanmasindan ve taginmasindan sorumlu genler, ilag tasarimi i¢in
yeni hedefler sunan potansiyel viriilans faktorleridir (Converse ve ark., 2003; Forrellad
ve ark.,2013).



2.4. Tiiberkiiloz Tamisinda Kullanilan Mikrobiyolojik Yontemler
M. tuberculosis’in mevcut teshis yontemlerinin bazilarmin temelleri 19 yy.’a

uzanmaktadir. Bu yontemler genellikle basilin mikroskop altinda tespitine dayanir
(Oommen ve Banaji, 2017). Ancak erken teshisin hastaligin mortalitesinde ciddi
azalmaya sebep olmasi yeni yontemlerin gelistirilmesi gerektigini géstermektedir.

Halen kullanilan teshis yontemleri iki grupta toplanabilir:

e Aktif olarak ¢ogalan basillerin dogrudan tespitine dayali direk yontemler

e Basile kars1 olusan immiin cevabin tespitine dayali indirekt yontemler.

Direk tespit yontemleri olarak mikroskobi (EZN boyama, kinyon boyama,
florokrom boyama), manuel kiiltiir yontemleri (Lowenstein Jensen, Middlebrook
7H9,7H10,7H11 besiyerlerine dayanan), otomatize kiiltiir yontemleri (MGIT 960,
Bact/Alert), antijen tespiti ve niikleik asit saptama (Genexpert) sayilabilir.

Dolayli tarama yontemleri arasinda ise bagisiklik cevabinin saptanmasina
dayanan tiiberkiilin cilt testi (TST) ve interferon-gama salinim testleri (IGRAs)
bulunur.

Diger yeni ve deneysel yontemler arasinda, ugucu organik bilesiklerin (VOCSs)

tespiti ve beta-laktamaz tespiti bulunmaktadir (Oommen ve Banaji, 2017).

2.5. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan Bashca {ilaclar ve Direnc
Mekanizmalari
2.5.1.izoniazid

1952'de klinik aktivitesi tanimlanan izoniazid (izonikotinik asit hidrazid, INH)
giinimiizde en sik kullanilan antitiiberkiiloz ilagtir (Robitzek ve Selikoff, 1952). Bir
piridin halkas1 ve bir hidrazid grubundan olusur. Onemli bakterisit aktivitesi nedeniyle,
son 20 yilda artan siklikta direng bildirilmis olmasina ragmen, birinci basamak TB
tedavi rejimlerinde yer alan ¢ok 6nemli bir primer ilagtir (Kolyva ve Karakousis, 2012).

INH, M. tuberculosis’in katG geni tarafindan diizenlenen katalaz peroksidaz
enziminin oksidatif aktivasyonunu gerektiren bir én ilagtir (Zhang ve ark., 1992). ilacin
aktif hali, yag asidi uzamasi i¢in gerekli olan yag asit sentaz II sisteminin bir bileseni
olan NADH bagimli enoil asil tasiyicit protein (ACP) rediiktazi inhA’ya baglanarak
inhibe eder. Boylece mikobakteri hiicresinin duvarinin temel bileseni olan mikolik asit
sentezi inhibe edilmis olur (Banerjee ve ark., 1994; Quemard ve ark., 1995).

INH’de goriilen direncin en sik sebebi inhA ve katG genlerinde goriilen

mutasyonlardir. katG’deki mutasyonla katalaz-peroksidazin 6n ilac1 aktive etme
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kabiliyeti azaltilir (Marttila ve ark., 1998; Abate ve ark., 2001). inhA'daki mutasyonlar
enzimin NADH'ye olan afinitesinin azalmasina neden olabilir (Musser ve ark., 1996;
Basso ve ark., 1998). ndh, kasA ve ahpC genlerindeki mutasyonlar da direngten
sorumlu tutulmuslardir. Ancak, INH direngli tiim izolatlarin yaklasik dortte birinde

bahsedilen genlerin herhangi birinde mutasyon tespit edilememistir (Karakousis 2009).

2.5.2.Rifampin ve Diger Rifamisinler
Rifamisinler bir Italyan antibiyotik programinin pargasi olarak ilk defa 1957'de

Amycolatopsis mediterranei‘den izole edilmistir (Sensi, 1983). Tiiberkiiloz tedavi
rejimine dahil edilmesiyle tedavi siiresi 18 aydan 9 aya diistiriilmiistiir. Rifampin genis
spektrumlu bir antibiyotiktir ve TB tedavisinde en yaygin kullanilan rifamisindir
(Kolyva ve Karakousis, 2012).

Rifamisinler, lipofilik yapilar1 sebebiyle M. tuberculosis hiicre zarmdan kolayca
gecebilirler (Wade ve Zhang, 2004). Rifampin’in mikobakterileri, DNA'ya bagli RNA
polimeraza yliksek afinite ile baglanip transkripsiyonu inhibe ederek oldiirdiigii
disiiniilmektedir. Ancak bu mekanizmanin ayrintilar1  henliz tam  olarak
aydinlatilamamistir (Kolyva ve Karakousis, 2012).

M. tuberculosis'de INH monoresistans nispeten yaygin olmasina ragmen, tek
bagima rifampin direnci nadirdir ve rifampine direngli izolatlarin % 90'dan fazlasi ayni
zamanda INH'e direnglidir.

M. tuberculosis'de rifampine diren¢ 107-10° sikhiginda goriilmektedir ve
genellikle RNA polimerazin alt birimlerini kodlayan rpoB genindeki tek nokta
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Telenti ve ark.,, 1993). Bununla birlikte,
rifampine direngli izolatlarin kiigiik bir yiizdesi (<% 5), rpoB geninde herhangi bir
mutasyon icermez. Bunlarda RNA polimerazin diger alt {initelerinde bir mutasyon
olabilecegi ya da direncin rifampin  gegirgenligindeki  degisikliklerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Musser, 1995)

2.5.3.Etambutol
1961 yilinda anti TB etkisi tespit edilen etambutol (EMB; dextro-2,2.-

(ethylenediimino)-di-1-butanol) duyarli TB vakalarinda INH, RIF ve PZA ile birlikte
kullanilmaktadir. EMB, oncelikli olarak aktif olarak ¢ogalan basili dldiiriir, sterilize

edici etkisi ise zayiftir (Kolyva ve Karakousis, 2012).



EMB, hiicre duvari arabinan polimerizasyonunu inhibe ederek arabinogalaktan
biyosentezi yolagin1 inhibe eder (Mikusova ve ark., 1995). Ayrica RNA metabolizmasi,
mikolik asitlerin hiicre duvari igine aktarilmasi, fosfolipid sentezi ve spermidin
biyosentezi de dahil olmak iizere bir¢cok diger hiicresel yolagi da inhibe ettigi
gosterilmistir (Kolyva ve Karakousis, 2012).

M. tuberculosis’de EMB'ye karsi gelisen direng, genellikle embCAB
operonundaki nokta mutasyonlari ile iligkilidir (Belanger ve ark., 1996). EMB' ye
direngli klinik izolatlarin ¢ogunda embB geninde mutasyonlar saptanir (Sreevatsan ve
ark.,1997; Telenti ve ark., 1997; Ramaswamy). EMB direncinden sorumlu diger
mutasyonlar, rmID, rmlA2 ve Rv0340 genlerindeki mutasyonlardir (Kolyva ve
Karakousis, 2012). EMB'ye direngli M. tuberculosis izolatlarinin dortte birinde,
yukarida tanimlanan genlerde mutasyonlara rastlanmamasi, alternatif EMB direng

mekanizmalarini diisindiirmektedir (Kolyva ve Karakousis, 2012).

2.5.4.Florokinolonlar
Florokinolonlar (moksifloksasin, gatifloksasin, sparfloksasin, levofloksasin,

ofloksasin ve siprofloksasin), M. tuberculosis'e karsi miikemmel aktiviteye sahip
bakterisidal antibiyotikler olup, giiniimiizde TB tedavisinde sekonder ilaglar olarak
kullanilmaktadirlar.

Ayrica yeni nesil florokinolonlar da (moksofloksasin, gatifloksasin) TB
tedavisinin siiresini kisaltmak amaciyla klinik olarak degerlendirilmektedirler (Kolyva
ve Karakousis, 2012).

Florokinolonlar gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan DNA giraz enzimini
inhibe ederek etki ederler (Drlica ve Malik, 2003; Kolyva ve Karakousis, 2012).

M. tuberculosis'teki florokinolon direnci, en yaygin olarak, DNA giraz ile
etkilesimde bulunan gyrA ve gyrB'nin kinolon direnci belirleyici bdlgesi olan QRDR’
deki mutasyonlar ile iliskilidir (Ginsburg ve ark., 2003)

2.6. Tiiberkiiloz Tedavisinde Pirazinamid
PZA bir nikotinamid analogu olup, 1936 yilinda kimyasal olarak sentezlenmis

(Dalmer ve ark., 1936) ve 1952 yilinda tiiberkiiloz iizerine etkinligi gdsterilmistir
(Yeager ve ark., 1952). PZA 1970’lerden once genellikle sekonder ilag olarak ilaca
direngli veya tekrarlayan TB vakalarinda kullanilmistir. Bunda uzun siireli yiiksek doz

da kullaniminin (3g/giin) hepatotoksisiteye sebep olmasinin rolii vardir (Ying ve
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ark.,2013). Ancak yapilan ¢aligmalarda, INH ile kombinasyonlarinin yiiksek seviyede
sterilizasyonu sagladigi goriilmistiir (Mc Cune ve Tompsett, 1956). Ayrica diisiik doz
PZA ile yapilan ¢alismalarda (1,5-2,0 g/giin) ciddi bir hepatotoksik etkisinin olmadigi
gosterilmistir (Ying ve ark., 2013). Yapilan ¢alismalarda PZA’nin neredeyse RIF kadar
bakteri oldiiriicli oldugu ve PZA-RIF kombinasyonunun sinerjik etki gostererek tedavi

stiresini kisalttig1 belirlenmistir (Fox ve ark., 1999).

2.6.1.Tiiberkiiloz Tedavisinde Pirazinamidin Onemi
PZA, TB tedavi siirecini 12 aydan 6 aya kadar diigiirebilen 6nemli bir ilagtir

(British Thoracic and Tuberculosis Association, 1976; British Thoracic Association,
1982; Fox ve ark., 1999; Ying ve ark, 2013). Tedavi rejimlerine girdiginden bu yana
RIF, INH ve ETM ile birlikte TB tedavisinin vazgegilmez primer ilact olmaya devam
etmektedir (Tasneen, 2011; WHO, 2011).

PZA, 6 aylik tedavinin ilk iki aylik yogun fazinda kullanilir. iki aydan uzun siire
PZA verildiginde ek fayda saglamaz (Fox ve ark., 1999). Bunun sebebinin lezyonlarda
olusan asidik ortamin iki ay sonra azalmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir ( Fox ve

ark., 1999; Ying ve ark., 2013).

2.6.2.Etki Mekanizmasi
PZA, 70 yildan uzun bir siiredir kullanilmasina ragmen antiTB ilaclar arasinda

etki mekanizmasi en az anlagilanlardan birisidir (Zhang ve Mitchison, 2003). PZA nin,
diger antibakteriyellerin aksine, ¢ogalan bakterilere degil cogalmayan bakterilere etkili
olmasi sentezlendigi ilk yillardan bu yana klinisyenleri sasirtan bir ilag olmasina neden
olmustur (Zhang ve ark., 2002; Hu ve ark., 2006). Ancak yapilan tiim g¢alismalarda
yiiksek seviyede sterilizasyon etkisine ragmen, PZA nétr pH’da etkili olmayan bir
ilagtir. PZA asid pH’da (pH 5,5) ve sadece M tuberculosis’e etkilidir. Ayrica, diger TB
ilaglarinin aksine, PZA ’nin aktivitesi metabolik aktivitenin azalmasiyla artar (Tarshis ve
Weed, 1953; Mc Dermott ve Tompsett, 1954; Mc Cune ve Tompsett, 1956; Mc Cune ve
ark., 1956; Mitchison, 1985; Heifets ve Lindholm-Levy, 1990). Tedavi siiresini
kisaltmasinin nedeni, asid ortamda lezyondaki bakterilere karsi yiiksek sterilizasyon
etkisine sahip olmasidir (Mc Cune ve ark., 1966a; Mc Cune ve ark., 1966b). PZA,
M.tuberculosis’deki pncA geni tarafindan ~ kodlanan  pyrazinamidase
(PZase)/nicotinamidase enzimi ile aktif formu olan pirazinoik aside (POA) doniistiiriilen
bir 6n ilactir (Sekil 2) (Scorpio ve Zhang, 1996).
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Sekil 2. Pirazinamid ve nikotinamid’in molekiiler yapis1 (Scorpio ve Zhang’den, 1996)

PZA’nin etki mekanizmasi Sekil 3’de goriilmektedir (Zhang ve Mitchison, 2003;
Zhang ve Wade, 2003). PZA, pasif difiizyon yoluyla basilin igine girer ve pncA
tarafindan kodlanan sitoplazmik PZase ile POA'e doniistiiriiliir. Daha sonra POA pasif
diflizyon ve yetersiz bir efflux mekanizmas1 yoluyla hiicre disina ¢ikarilir. POA hiicre
disina cikinca, eger hiicre dist pH asidik (6r. PH 5.5) ise, POA'in kiigiik bir kismi
membrandan kolaylikla gecebilen protonlanmis asit HPOA haline doniisecektir. Asidik
ortamla kolaylastirilmig olan POA akisi, zayif POA atilimimnin iistesinden gelerek, M.
tuberculosis hiicrelerinde POA birikimini saglar. HPOA, protonlar1 hiicreye getirerek
sitoplazmik asidifikasyona neden olabilir (Zhang ve ark., 1999). Buna ek olarak, POA,
protonlar1 hareket ettirici kuvveti ¢okerterek hiicre membraninin enerjisini keser ve bu
yolla membran transportunu etkileyerek protein ve RNA sentezini inhibe eder (Zhang
ve ark., 2003). Notr pH’da M. tuberculosis i¢inde az miktarda POA bulunur. Ciinkii
POA'nin % 99,9'undan fazlas: yiiklii anyon formundadir ve hiicrelere kolayca giremez
ve hiicrelerin diginda kalir (Zhang ve ark. 1999; Zhang ve ark. 2002). Bu gozlem,
PZA'nin neden asidik pH'da etkili oldugunu ve PZA’nin MIK degeri ile asidik pH
degeri arasindaki iliskiyi aciklar (McDermott ve Tompsett, 1954). Asidik pH sadece
POA’in hiicre i¢ine girisini ve birikmesini saglamakla kalmaz ayn1 zamanda membran
potansiyelini azaltir ve ilag etkisi i¢in gerekli olan ¢ogalma ve metabolizmanin
inhibisyonunu saglar (Zhang ve ark., 1999). POA'nin hiicrenin igine difiizyonu pasif

olarak gerceklesirken, hiicre disina ¢ikarilmasi, ¢ikis pompasini ¢alistirmak i¢in enerji
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gerektirdiginden, bakterisidal etkinlik, bakteriyel enerji kaynaklar1 en diisiik oldugunda
en fazladir (Zhang ve ark., 1999; Zhang ve ark. 2003). Bu durum ilk olarak, eski
kiiltiirlerin PZA’ya duyarliliklarinin, aktif olarak biiyliyen geng kiiltiirlere gore daha
fazla oldugunun goriilmesiyle ortaya c¢ikmustir (Zhang ve ark. 2002). Ayrica
beslenemeyen basillerde zar potansiyeli diismekte ve PZA aktivitesi artmaktadir (Huang
ve ark.,2007). Bu ag¢ basillerde pncA gen ekspresyonunun artmasi sonucu POA

doniistimiiniin artarak basilin 6ldiiriilmesinin arttig1 goriilmiistiir (Betts ve ark., 2002).

0
N Ci
PZA [ j*“”z POA™+ H' ——3> HPOA
s
N

Passive

diffusion /— nnnnn +
- Passive Defective ™ ™~ = &
d|ffu5|on efflux =< -
PZA
PZase
(PncA)
Conversion i i
Disruption of
+ membrane
pOA —_ ———[POAT] + H' energy and
function

Ribosomal protein S1

(RpsA) Pantothenate and  Acidification
CoA synthesis of cytoplasm

Trans-translation Other targets?

Sekil 3. PRZ etki mekanizmasi (Zhang ve Mitchison’den, 2003)

PZA’nin, M. tuberculosis'teki membran potansiyelini azaltmasi nedeniyle, enerji
inhibitorlerinin PZA aktivitesini artirabilecegi diistiniilmektedir (Zhang ve ark. 2003).
DCCD (F1FO-ATP sentaz inhibitorii), rotenon (NADH dehidrogenaz 1 Kompleksi
inhibitorii) ve azid (sitokrom c oksidaz inhibitdrii) gibi bazi enerji inhibitorlerinin yan
sira CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone), dinitrofenol DNP (Dinitro
fenol), valinomisin ve siyaniiriin PZA aktivitesini dnemli dl¢lide artirdigr gosterilmistir
(Zhang ve ark., 2003; Wade ve Zhang, 2006). Yeni bir ilag olan ve F1IFO ATP sentaz
inhibitorii olan bedaquilin’in bu sekilde PZA aktivitesiyle sinerjik etki gosterebilecegi
One stiriilmistiir (Andries ve ark., 2005).
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2.6.3.Diren¢ Mekanizmasi
Baglangigta, PZA direncinin M. tuberculosis’deki pirazinamidaz ve

nikotinamidaz eksikliginden kaynaklandigi gosterilmis olsa da (Konno ve ark.,1967),
sonraki c¢alismalarda bu enzimlerin eksikliginin, enzimleri kodlayan pncA genindeki

mutasyondan kaynaklandigi anlasilmistir (Scorpio ve Zhang, 1996).

pncA Mutasyonlar
PZA'ya direngli M. tuberculosis suslar tipik olarak PZase aktivitesini kaybeder

(Konno ve ark.,1967). in vitro ¢alismalar, PZA direncine yol agan mutasyonlarin
sikhigimin 10™ oldugunu gdstermektedir (Stoffels ve ark., 2012). M. tuberculosis'de
PZase aktivitesi kayb1 ile PZA direnci arasinda iyi bir korelasyon vardir ve (Konno ve
ark.,1967; McClatchy ve ark., 1981; Trivedi ve Desai, 1987) PZase/nikotinamidaz
kodlayan pncA genindeki mutasyonlar, PZA direncinin ana mekanizmasidir (Scorpio ve
Zhang, 1996; Scorpio ver ark., 1997). Tanimlanmis pncA mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu aminoasid degisikliklerine sebep olan yanlis tanimlama mutasyonlari
(missense mutations) ve niikleotid ekleme veya delasyonlar1 seklindeki pncA yapisal
genlerindeki spesifik olmayan mutasyonladir (Scorpio ver ark., 1997; Zhang ve Telenti,
2000). pncA mutasyonlari, gen boyunca ¢ok ¢esitli ve daginiktir (Scorpio ve ark., 1997).
pncA mutasyonlarinin ¢esitliligi, PZA direncine 6zgiidiir ve anlasilamamistir. pncA
mutasyonlarinin ¢ok ¢esitli ve daginik olmasina ragmen, pncA'nin, 3-17, 61-85, 132-
142 arasindaki bolgelerinde bir miktar kiimelenme goriilmektedir (Sekil 4) (Scorpio ve
ark., 1997). Bu bolgeler, PZase enziminin katalitik bolgelerini ve metal baglama
yerlerini ihtiva eder (Du ve ark., 2001; Fyfe ve ark., 2009). PZA’ya direngli M.
tuberculosis suslarmin biiyiik ¢ogunlugunda (% 99.9) pncA'da mutasyonlar vardir
(Zhang ve Mitchison, 2003; Somoskovi ve ark., 2007; Shenai ve ark., 2009). Ancak,
pncA mutasyonlar1 olmayan bazi PZA'ya direngli suslar da bildirilmistir (Scorpio ve
ark., 1997; Sreevatsan ve ark.,1997; Mestdagh ve ark., 1999; Cheng ve ark., 2000;).
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Sekil 4. pncA mutasyonlarinin dagilimi (Scorpio ve ark.’dan, 1997)

rpsA Mutasyonlari

Son yillardaki ¢alismalarda, pncA mutasyonlar: olmayan baz1 PZA'ya direngli
klinik izolatlarin rpsA'da mutasyona ugradigi gosterilmistir ( Feuerriegel, 2013; Scorpio
ve ark., 1997; Shi ve ark., 2011). Arastirmalarda mutasyonlarin ¢ogunlugu rpsA’nin
orta kisminda veya ilacin baglanmasinda etkili olan N terminal ucunda bulunmustur
(Feuerriegel, 2013). Ornegin, anlamli pncA mutasyonlari olmaksizin PZA'ya dogal
olarak direngli olan bir M. tuberculosis kompleks organizmasi olan M. canettii, Thr5Ala,
Pro9Pro, Thr210Ala, Glu457Glu gibi ¢oklu rpsA mutasyonlarina sahiptir (Somoskovi
ve ark., 2007; Feuerriegel, 2013). rpsA mutasyonlar1 genellikle diisiik seviyedeki PZA
direnci ile iliskilendirilmektedir (Ying ve ark.,2013).

panD Mutasyonlar:
PZA'ya direngli bazi izolatlarda pncA ve rpsA'da mutasyonlar bulunmamaktadir.

Yapilan ¢alismalarda, bu izolatlarin bazilarinda aspartat dekarboksilaz't kodlayan yeni
bir gen olan panD bulunmustur (Zhang ve ark., 2013). panD pantotenat ve ko-enzim A
biyosentezinin bir onciisii olan B-alaninin sentezinde gorev alir. panD mutasyonlari,
PZA' ya dogal direngli olan M. canettii suslarinda ve PZA’ya direncli bir CID-TB klinik
izolatinda tanimlanmistir (Sambandamurthy ve ark., 2002). panD'nin PZA'nin bir hedefi
olmasi ve panD'ye POA baglanmasinin, M. tuberculosis'de enerji iiretimi ve yag asidi
metabolizmasi igin gerekli olan merkezi metabolizma igin kritik olan pantotenat ve ko-

enzim A biyosentezini inhibe etmesi muhtemeldir ( Ying ve ark.,2013).
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Tespit edilen gen mutasyonlarina ragmen halen pncA, rpsA veya panD'de
mutasyona sahip olmayan az sayida PZA'ya direngli suglar olabilecegi de
diistintilmektedir ( Ying ve ark., 2013).

2.6.4.Diinyada ve Tiirkiye’de Pirazinamid Direnci

PZA direncinin diinyadaki durumuna bakildiginda; Louw ve ark. (2006) Giiney
Afrika’da yaptiklar1 bir ¢alismada, PZA mono rezistansin1 %2.1, ¢ok ilaca direngli
olanlarda ise %53.5 olarak saptamislardir. Heffernan (2006) Yeni Zelanda’da PZA
monorezistansin1 %4.1; Cheng ve ark. (2000) Kanada’da PZA monorezistansint %2.8
olarak bildirmislerdir. Yine farkli ¢aligmalarda ¢ok ilaca direnglilerde PZA direng orani
%35-51 arasinda bildirilmektedir ( Mestdagh ve ark., 1999; Dewan ve ark.,2005;
Mphahele, 2005;). WHO’nun 2016 Tiiberkiiloz Raporuna gore direng oran1 % 3.1-42.1
arasinda degismektedir. Ancak PZA direncinin 6zellikle RIF direnciyle anlaml sekilde
iligkili oldugu goriilmektedir. RIF’e duyarli vakalarda direng orani1 % 0.5-4.2 iken RIF’e
direncli olgularda PZA direng oran1 % 36.7-81.3 arasinda degismektedir.

Ulkemizdeki durum incelendiginde, Saghk Bakanhgi Tiirkiye Halk Saghg
Kurumunun Tirkiye Verem Savast 2015 Raporu’nda PZA ile ilgili direng durumu
hakkinda bir bilginin bulunmadig1 goriilmektedir. Ancak, yerel bazda yapilan bazi
calismalar bulunmaktadir. Senol ve ark. (2008)’nin Izmir’de, Ozkiitiik ve ark. (2008)
‘nin Manisa’da yaptiklar1 ¢alismalarda, PZA mono rezistansi sirast ile, %3.1 ve %1,8;
cok ilaca direnglilerde PZA direnci ise Senol ve ark. (2008)’nin ¢alismasinda %25.4
olarak tespit edilmistir.

2.7. Anti Tiiberkiiloz Ilaclara Karsi Diren¢ Tespitinde Kullamlan

Yontemler

Genel olarak kabul gérmiis standart ilag duyarlilik yontemleri proporsiyon
yontemi, mutlak konsantrasyon yontemi ve direng orani metodudur. Bu yontemler,
yavas biiyliyen M. tuberculosis kolonilerinin goérsel olarak tespit edilmesine
dayanmaktadir ve sonu¢ alinmasi 6 hafta siirmektedir. Bu durum tedavinin erken
baslatilmas1 ve bu sayede bakteriyel yiikiin azaltilmasi igin ¢ok ©nemli olabilecek
stirenin kayb1 demektir (Kohli ve ark.,2016). BACTEC 460 TB sistemi, MGIT 960,
BacT/ALERT 3D veya ESP kiiltiir sistemi gibi sivi besiyeri temelli otomatiklestirilmis

kiiltir sistemleri kisa slirede sonug¢ verebilen sistemler olmalarina ragmen, pahali
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altyap1 ve ekipman gerektirirler. Bu nedenle fakir ve gelismekte olan iilkelerde teminleri
veya yayginlastirilmalar1 zor goriinmektedir. Line prob testi ve Xpert MTB/RIF gibi
molekiiler temelli araglar, uzmanlik gerektirebilir ve olii organizmalardan DNA'y1
secerek aktif enfeksiyonu ayirt etmeyebilir (Dinnes ve ark.,2007). Mikroskopik
gozlemle ilag duyarlilik bakilmasi hizli ve ucuz olmakla birlikte egitimli personel

gerektirir (Bwanga ve ark., 2009; Kohli ve ark.,2016).

2.7.1.Kolorimetrik Yontemler
Kolorimetrik  duyarliblk  yOntemleri minimal laboratuar imkanlariyla

yapilabilecek sekilde kolay, ucuz ve gilivenilir duyarlilik tespit yontemleri olarak son
yillarda ¢esitli calismalarda sik sik karsimiza c¢ikmaktadir. Yontemlerin uygulama
sekilleri birbirinden farkli olsa da temel prensip, cogalan basilin besiyeri i¢indeki renkli
indikator maddeyi metabolize ederek renk degisikligine sebep olmasidir. Nitrat
Rediiktaz Testi (NRA), Rezasurin Mikrodiliisyon Yontemi (REMA), Malasit Yesili
Renksizlestirme Testi (MYRT), Kristal Viyole Renksizlestirme Testi (KVRT) iizerinde
calisilan yontemlerin bir kacidir.

Standartlastirilmig, ticari bir analiz henliz mevcut degildir ve halen rutin tani
testleri olarak kullanilmamaktadirlar. Ancak konvansiyonel ilag duyarlilik testleriyle
karsilastirildiginda, bu yontemler izoniazid, rifampin, etambutol ve streptomisine direng
tespitinde 1iyi calisgtyor gibi goriinmektedir (Angeby ve ark., 2002; Palomino ve
ark.,2002; Farnia ve ark., 2008; Coban, 2014).

Nitrat Rediiktaz Testi (Nitrate Reductase Assay-NRA)
Bu yontem ilk defa 1996’da Rusya’nin baskenti Moskova’da bulunan Merkez

Tiberkiilloz Arastirma Enstitlisinde Golyshevskaia ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (Golyshevskaia, 1996). Uluslararas1 diizeyde ilk klinik calismalardan
birisi Angeby ve ark. (2001) tarafindan yapilmistir. Ydntemin kimyasal mekanizmasini
1879 da kesfeden J.P. Griess’e atfen “Griess yontemi” olarak da isimlendirilmektedir
(Griess, ve Bemerkungen, 1879). Ancak bazi kaynaklar yontemin 1989 yilinda Emil
Kalfin (Ulusal Akciger Hastaliklar1 Enstitlisii, Sofya, Bulgaristan) ve Andreas
Engibarov (Ulusal Infeksiyon ve Parazit Hastaliklar1 Enstitiisii, Sofya, Bulgaristan)
tarafindan gelistirildigini 6ne siirmektedirler (Panaiotov ve Kantardjiev, 2002; Kalfin,
ve Engibarov, 1989).
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Yontem M. tuberculosis’in nitratt nitrite indirgemesine dayanir. Bu amagla
%0,1’lik potasyum nitratli besiyerleri kullanilir ve nitrit varligi, Griess ayraci (1 pay
%50’lik  HCl, 2 pay %0.2’lik sulfanilamide ve 2 pay %0.1’lik n-1-
naphthylethylenediamine dihydrochloride’den olusur) kullanilarak gergeklesen bir renk
degisikligi ile tespit edilir ( Kent ve Kubica, 1985; Angeby ve ark.,2001).

Resazurin Mikrotitrasyon Testi (Resazurin Microtiter Assay-REMA)

Resazurin, ilk defa 1929'da Pesch ve Simmert tarafindan siitteki bakteri igerigini
Olgmek icin kullanilmistir. Hem aerobik hem de anaerobik solunum ig¢in hiicre
yasayabilirlik testlerinde bir oksidasyon indirgenme gostergesi olarak kullanilir (Chen
ve ark., 2015). Rezasurin mavi renkli bir boyadir ve indirgendiginde kirmizi renkli
resorufine doniisiir (Bueno, 2002). Baslangicta ticari olarak “Alamar Blue” ticari
markasi (Trek Diagnostic Systems, Inc) altinda piyasaya siiriilmiistiir. Alamar blue M.
tuberculosis igin ilaca duyarlilik testi olarak ilk defa Palamino ve Portaels (1999)’in
calismasinda kullanilmistir. Ardindan Palamino ve ark. (2002) tarafindan standardize

edilmistir.

Malasit Yesili Renksizlestirme Testi (MYRT)

Trifenilmetan boya ailesinin tiyesi olan malasit yesili giiglii bir antibakteriyel,
antifungal ve antiparazitik ajandir (Alderman, 1985). Mikobakteriler, malasit yesiline
nispeten direncli olduklar: i¢in, kontaminantlarin biiylimesini 6nlemek amaciyla, basta
Lowenstein-Jensen olmak iizere mikobakteriyel kati besiyerlerinde kullanilmaktadir
(Tarshis ve ark.,1955). Erken tarihli bir arastirma da, mikobakteriyel hiicre duvarindaki
malasit yesilini indirgeyen enzimlerin, basilin malasit yesiline kars1 direng kazanmasini
saglayacagi oOne sirilmistiir. Bu hipotez, mikobakteriyel hiicre duvarmin lipit
fraksiyonunda biriken malasit yesilinin azalmasmin gézlenmesine dayanmaktadir
(Tarnok ve Czanik, 1959). Daha yakin tarihli bir arastirma da ise , malasitin yesilimsi
renginin kaybolmasindan mikobakteriyel hiicre duvarinin membran fraksiyonundaki bir
proteinin sorumlu oldugu gosterilmistir (Jones ve Falkinham, 2003). Farnia ve ark.

(2008)’nin ¢alismasiyla yontem standardize edilmistir.
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Kristal Viyole Renksizlesme Testi (KVRT)
Kristal viyole (CV), antimikrobiyal ve memeli hiicreleri igin toksik etkisi olan

bir trifenilmetan boyadir. Ancak bakteri ve mantarlarin aksine, mikobakterilerin CV'ye
direngli oldugu disiiniilmektedir. Bu CV direncinin CV'nin azaltilmas1 ve bu
bakterilerin lipid fraksiyonundaki sekestrasyonunun bir sonucu olabilecegi One
stirilmiistiir. CV’nin renksizlesmesine indirgenmesi sebep olmaktadir. Ayrica su ile
taginan patojen mikobakterilerin de CV'yi renksizlestirdigi gosterilmistir (Jones ve
Falkinham, 2003). CV, ilk defa Coban (2014) tarafindan M. tuberculosis’de INH ve RIF

direngli izolatlarin tespitinde kullanilmstir.

2.8. Pirazinamid Direncinin Tespitinde Karsilasilan Zorluklar ve
Nikotinamidin Pirazinamid Diren¢ Tespitinde Onemi

PZA direng tespitinde en onemli zorluk, PZA’nin kiiltiir ortaminda ve notral
pH’larda M. tuberculosis’e etkisiz olmasidir. Ancak in vitro ortamlarda asid pH (pH
5,5)’daki besiyerlerinde  yar1 uyur durumdaki basilleri oldiirebilmektedir. PZA
direncinin tesbitindeki bu zorluk sebebiyle, direng tespiti rutin olarak laboratuvarlarda
yapilamamaktadir. Bu olumsuz durumu ortadan kaldirmak i¢in PZA direncinin
tesbitinde otomatize sistemler devreye girmistir. Mevcut referans yontemlerden birisi
olan radyometrik BACTEC 460 TB, asid sivi besiyerleri kullanan, giivenilir ancak
pahali bir sistemdir. Daha yeni bir referans yontem olan BACTEC MGIT 960 sistemi
ise, kisa siirede sonu¢ alinabilen, Onceden alt kiiltiir igin inokiilasyona gerek
gostermeyen bir yontem olarak on plana ¢ikmistir. Ancak bu da yiiksek maliyetli bir
sistemdir. PZA’nin TB tedavi rejimindeki yerinin vazgegilmez olusu, direng gelisiminin
tespitinde kolay uygulanabilen, hizli ve ucuz yontemlerin gelistirilmesini 6nemli hale
getirmektedir. Bu dogrultuda yapilan c¢aligmalarda, PZA diren¢ tespitinde bir
pirazinamid analogu olan nikotinamidin kullanilabilecegi goriilmiistiir. Nikotinamid, bir
PZA analogu olup anti tiiberkiiloz aktivite gostermesine ragmen birlikte
kullanildiginda, INH ile antagonizma gosteren bir kimyasaldir (Chorine, 1945;
McKenzie ve ark.,1948; McDermott ve Tompsett, 1954). Bu sebeple tiiberkiiloz tedavi
rejimlerine girememistir (Jordahl ve ark., 1961). Brander (1972) tarafindan, yiiksek doz
nikotimanid kullanilarak PZA diren¢ durumunun giivenilir bir sekilde tespit
edilebilecegi gosterilmistir. Kalish ve ark. (1978)’da galismalarinda benzer sonuglar

elde etmislerdir.
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Nikotinamid ve PZA’nin her ikisi de 6n ilag olup, ayn1 zamanda pirazinamidaz
olarak da adlandirilan nikotinamidaz enzimi tarafindan, aktif formlar1 olan nikotinoik
asid ve pirazinoik aside donustirilirler. PZA’y1 aktif form olan pirazinoik aside
doniistiirmek i¢in asid pH’li (pH5,5) besi yerleri gerekirken, nikotinamidi nikotinoik
aside doniistiirmek icin bakteriyal ¢ogalmay1 engellemeyen fizyolojik pH’ lar yeterli
olmaktadir. Bu durumda, duyarlilik testlerinde PZA kullanimindaki sinirlamalarin
nikotinamid ile asilabilecegi goriilmektedir (Murray, 2003). Nitekim Martin ve
ark.(2006, 2008) ile Mirabal ve ark. (2010)’nin nikotinamid kullanarak yaptiklari
calismalarda bu yonde olumlu sonuglar alinmistir.

PZA direng tespitinde kullanilmakta olan BACTEC MGIT 960 sistemi, kisa
slirede sonug veren, otomatize bir yontem olmasina ragmen maliyeti yiiksek olan bir
sistemdir. Dolayisiyla direncin tespitinde hem kisa siirede uygulanabilecek hem de ucuz
bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha 6nce INH ve RIF i¢in kullanilmis olan pek
¢ok alternatif yontemden 0zellikle kolorimetrik yontemler kolay uygulanabilmeleri ve
diisiik maliyetli olmalar1 nedenleriyle bu noktada 6n plana ¢ikmaktadirlar

Bu yontemlerden Nitrat Rediiktaz Testi (NRA)’nin duyarhilik ve ozgiilliigii
BACTEC MGIT 960 sistemiyle karsilastirildiginda sirasiyla; Martin ve ark. (2008)
tarafindan %91 ve %94; Mirabal ve ark. (2010) tarafindan % 93.75 ve % 97.76 olarak
tespit edilmistir. Rezasurin Mikroplak Testiyle (REMA) yapilan c¢esitli direng tespit
calismalarinin BACTEC MGIT 960 sistemiyle karsilastirilmalarinda duyarlilik %98.8-
100, ozgillik %98-100 degerleri arasinda bildirilmistir (Martin ve ark., 2006;
Campanerut ve ark., 2011). Mirabal ve ark. (2010) Malasit Yesili Renksizlestirme
Testiyle (MYRT) BACTEC MGIT 960 testini ¢alismalarinda karsilastirmiglar ve
duyarlilig1 % 97.76, o6zgilligi % 93.75 olarak tespit etmislerdir. PZA direncinin tespiti
i¢in heniiz kullanilmamig bir yontem olan Kristal Viyole Renksizlestirme Testi (KVRT)
ise, Coban (2014) tarafindan INH ve RIF i¢in denenmis ve referans yontem ile INH
icin % 94.5, RIF i¢in % 96.3 uyumlu bulunmustur.

3. MATERYAL VE METOD

3.1.izolatlarin Temin Edilmesi
Bu ¢alismada toplam 32 M.tuberculosis izolati (30 klinik izolat, 2 referans

izolat) kullanilmigtir. Klinik izolatlar iki farkli merkezden temin edilmis olup 23 izolat

Izmir Dr. Suat Seren Gogiis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma
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Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan, 7 izolat ise Ankara Atatiirk Gogiis
Hastaliklart ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’ndan saglanmistir.

Klinik izolatlarm 13’ii c¢ok ilaca direngli (CID), 5’i INH direncli, biri RIF
direncli ve 11’1 primer ilaglara duyarlidir. Kullanilan izolatlardan 15’1 PZA’ya direngli
15’1 ise PZA’ya duyarlidir. PZA’ya direngli izolatlardan bir tanesi PZA’ya
monodirengli izolattir. Izolatlarn PZA duyarliliklan BACTEC MGIT 960 referans
yontemiyle tespit edilmistir (Tablo 1).

Calismada kullanilan referans izolatlar M. tuberculosis H37Rv (Antitiiberkiiloz
ilaglara duyarli izolat) ve M. tuberculosis ATCC 35828 (PZA direngli izolat)’dir. Tim
izolatlar kullanilincaya kadar Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde -40°C°de
saklanmislardir. Calismadan Once biitiin izolatlar, tiremeleri i¢in Lowestein-Jensen (LJ)
besiyerine pasajlanmis ve 3 hafta 37°C’de bekletilmislerdir. Elde edilen taze koloniler

calismada kullanilmislardir.
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Tablo 1. Klinik izolatlarin anti TB ilaglara duyarlihk durumlari STR: Streptomisin, INH: izoniazid,

RIF: Rifampisin, ETM: Etambutol, PZA: Pirazinamid

PZA

ETM

RIF

INH

STR

S

iZOLAT NO

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
H37Rv
ATCC 35828
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3.2.Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Calismada Middlebrook 7H9 besiyeri kullanildi. Besiyeri iireticinin onerdigi

miktar ve sekilde steril distile su ile sulandirildi. Yine tiretici firmanin 6nerdigi miktarda
gliserol eklendi. Otoklavda sterilize edildikten sonra steril distile su ile % 0,1’lik
hazirlanan kasiton ve % 10 OADC (oleic asit, albiimin, dekstroz, katalaz) eklendi. NRA
testi i¢in kullanilacak besiyerlerine, son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde
potasyum nitrat eklendi. Hazirlanan besiyeri 96 kuyucuklu steril mikroplaklara her
kuyucukta 100 ul olacak sekilde dagitildi.

3.3.Bakteri Inokiiliimlerinin Hazirlanmasi
Bakteri inokiiliimlerinin hazirlanmasi i¢in 5 ml Middlebrook 7H9 besiyeri igceren

vidali kapakli steril Falcon tiipleri hazirlandi. Tiplerin igine 10-15 kadar steril cam
boncuk konuldu. LJ besiyerindeki taze Kkiiltiirlerden alinan koloniler bu tiiplere
aktarildi. Tiiplerden sizinti olmamasi i¢in kapak kisimlari parafinle sarildi ve daha
sonra, 60 sn vortekslendi. Ardindan dik konumda 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek partikiillerin ve aerosollerin ¢okmesi saglandi. Tiiplerdeki siipernatant
baska bir steril tiipe aktarilarak Mc Farland 1 olacak sekilde bulanikligi ayarlandi.
Middlebrook 7H9 besiyeri ile 1:15 oraninda diliie edilerek 96 kuyucuklu steril
mikroplaklara, her kuyucukta 100 pl olacak sekilde dagitildi. Biitiin iglemler Sinif 2
seviyesindeki biyogiivenlik kabininde ve kisisel koruyucu ekipman kullanilarak

gerceklestirildi.

3.4.Nikotinamitin Hazirlanmasi
Calismada PZA yerine, PZA analogu olan ve fizyolojik pH’da c¢alisabilen

nikotinamid (NIC) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) kullanildi. NIC stok
soliisyonu distile su ile 40 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Filtrelenerek sterilize

edildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C'de saklandi.

3.5.Nikotinamid MiK Degerinin Saptanmasi
3.5.1.Rezasurin Mikrodiliisyon Yontemi (REMA) ile MiK Tespiti
Test i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikro plaklar kullanildi. Plaklarda her

bir bakteri i¢in bir adet kontrol kuyucugu ve yedi adet test kuyucugu yeraldi. Hazirlanan
besiyerlerinden her kuyucuga 100 pl olacak sekilde dagitildi. Kontrol kuyucuguna

yalmz besiyeri ve bakteri inokiiliimii konuldu. Test kuyucuklarma NIC eklendi ve
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pipetaj yontemiyle konsantrasyonu 2000-31.25 ug/ml arasinda olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan bakteri inokiilimleri her bir kuyucuga 100 pul olacak sekilde ilave edildi.
Plaklar yedi giin 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra biitiin kuyucuklara % 0,02’lik
rezasurinden (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 30 ul eklendi ve plaklar tekrar
37°C'de inkiibasyona birakild1 (Sekil 5).
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1000ug/ml
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\
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Sekil 5. REMA testinde rezasurin konulduktan sonraki goriintii UK: Ureme kontrolii

Inkiibasyon siiresince her giin plaklar kontrol edildi. Kontrol kuyucugunda mavi
rengin kirmizi-pembe renge donmesi lireme gostergesi olarak kabul edilerek test
sonlandirildi. Ureme olmadig: i¢in rengin maviden kirmizi-pembe renge donmedigi son

kuyucuk MIK degeri olarak tespit edildi (Sekil 6).

2000pg/ml P A
Filud
4] .
| 1000pg/ml

500pg/ml ‘-

EZN
=n
E=n
=

Sekil 6. REMA testinin plak goriiniimii UK: Ureme kontrolii; Mavi renkli kuyucuklar: iireme yok;
Kirmuzi-pembe kuyucuklar: iireme var; Isaretlenmis kuyucuklar: MiK degerleri
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3.5.2.Nitrat Rediiktaz Testi (NRA) ile MiK Tespiti
Test i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikro plaklar kullanildi. Plaklarda her

bir bakteri i¢in ii¢c adet kontrol kuyucugu ve bes adet test kuyucugu kullanildi.
Hazirlanan potasyum nitratli besiyerlerinden her kuyucuga 100 pl olacak sekilde
dagitildi. Kontrol kuyucuklarina yalniz besiyeri ve bakteri inokiiliimii konuldu. Test
kuyucuklarma NIC eklendi ve pipetaj yontemiyle konsantrasyonu 2000-125 pg/ml
arasinda olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan bakteri inokiiliimleri her bir kuyucuga 100
ul olacak sekilde ilave edildi (Sekil7).

~
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~

2000pg/ml

1000pg/ml

500pg/ml

250ug/ml

UK 2

125pg/ml

Sekil 7. NRA testinde Griess ayrac1 konulmadan 6nceki goriintii UK: Ureme kontrolii

Plaklar yedi gin 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra birinci kontrol
kuyucuklarma 50 pl Griess ayraci (1 pay %50°1lik HCI, 2 pay % 0,2°lik sulfanilamide ve
2 pay % 0,1’lik n-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride’den olusur) eklendi.
Kontrol kuyucugunda kirmizi-mor renk goriildiigiinde test kuyucuklarina da ayni
miktarda Griess ayraci konuldu. Test kuyucuklarinda renk degisiminin olmasi bakteri
tiremesini ve dolayisiyla direnci gostermekte olup, renk degisiminin olmadigi son
kuyucuk MIK degeri olarak kabul edildi. Kontrol kuyucugunda renk degisiminin
olmamast durumunda islem 10. ve 14. giinlerde 2. ve 3. kontrol kuyucuklari
kullanilarak tekrarland1 (Sekil 8).
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Sekil 8. NRA testinde plak goriiniimii UK: Ureme kontrolii; Renksiz kuyucuklar: iireme yok; Kirmz-
mor kuyucuklar: iireme var; Isaretlenmis kuyucuklar: MiK degerleri

3.5.3.Malasit Yesili Renksizlestirme Testi (MYRT) ile MIK Tespiti

Test i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanl steril mikro plaklar kullanildi. Plaklarda her
bir bakteri i¢in bir adet kontrol kuyucugu ve yedi adet test kuyucugu yeraldi. Hazirlanan
besiyerlerinden her kuyucuga 100 pl olacak sekilde eklendi. Kontrol kuyucuguna yalniz
besiyeri ve bakteri inokiilimii konuldu. Test kuyucuklarina NIC eklendi ve pipetaj
yontemiyle konsantrasyonu 2000-31.25 pg/ml arasinda olacak sekilde ayarland.
Hazirlanan bakteri inokiiliimleri her bir kuyucuga 100 pul olacak sekilde dagitildi. Yedi
giin 37°C'de inkilbe edildi. Daha sonra bitin kuyucuklara 0,05mg/ml
konsantrasyondaki malasit yesilinden 30 pl eklendi. Plaklar tekrar 37°C'de inkiibasyona
birakildi (Sekil 9).

Fananr,

250png/ml

125pg/ml

Sekil 9. Malasit yesili renksizlestirme testinde malasit yesili boyasi konulduktan sonraki goriinti UK:
Ureme kontrolii
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Inkiibasyon siiresince her giin plaklar kontrol edildi. Kontrol kuyucugunda yesil
rengin solmasi {ireme gostergesi olarak kabul edilerek test sonlandirildi. Ureme
olmadig1 i¢in yesil rengin solmadig1 son kuyucuk MIK degeri olarak tespit edildi (Sekil
10).

=
~

2000pug/ml

1000png/ml

500pg/ml

250pg/ml

125pg/ml
62,5ng/ml

31.25pg/ml [

Sekil 10. Malasit yesili renksizlestirme testinde plak goriniimii UK: Ureme kontrolii; Yesil renkli
kuyucuklar: ireme yok; Renk giderimi olan kuyucuklar: iireme var; Isaretlenmis
kuyucuklar: MIK degerleri

3.5.4.Kristal Viyole Renksizlestirme Testi (CVRT) ile MIK Tespiti

Test i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanl steril mikro plaklar kullanildi. Her bir bakteri
icin bir adet kontrol kuyucugu ve yedi adet test kuyucugu kullanildi. Hazirlanan
besiyerlerinden her kuyucuga 100 ul dagitildi. Kontrol kuyucuguna yalniz besiyeri ve
bakteri inokiiliimii konuldu. Test kuyucuklarina NIC eklendi ve pipetaj yontemiyle
konsantrasyonu 2000-31.25 pg/ml arasinda olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan bakteri
inokiiliimlerinden her bir kuyucuga 100 pul olacak sekilde ilave edildi. 37°C'de yedi giin
inkiibe edildi. Daha sonra biitiin kuyucuklara 0,025mg/ml konsantrasyondaki Kristal
viyole boyasindan 25 pl eklendi ve plaklar tekrar 37°C'de inkiibasyona birakildi (Sekil
11).
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Sekil 11. Kristal viyole renksizlestirme testinde kristal viyole boyasi konulduktan sonraki goriintii UK:
Ureme kontrolii

Inkiibasyon siiresince her giin plaklar kontrol edildi. Kontrol kuyucugunda mavi
rengin solmasi iireme gostergesi olarak kabul edilerek test sonlandirildi. Ureme
olmadig1 i¢in mavi rengin solmadig1 son kuyucuk MIK degeri olarak belirlendi (Sekil
12).

1000png/ml

500pg/ml

250pg/ml

125pg/ml
62,5ug/ml

31.25pg/ml

= <

B

Sekil 12. Kristal viyole renksizlestirme testinde plak goriiniimii UK: Ureme kontrolii; Mavi renkli
kuyucuklar: ireme yok; Renk giderimi olan kuyucuklar: iireme var; isaretlenmis

kuyucuklar: MIK degerleri
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3.6.pncA Gen Mutasyonlarinin Dagiliminin Tespiti

PZA’ya direncli 15 izolatda pncA gen mutasyonlarinin tespiti amaciyla sekans

analizi yapild1.

3.6.1.DNA Ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu Middlebrook 7H9 besiyerinde iireyen taze kolonilerden

DNA ekstraksiyon kiti (PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit, Thermofisher Scientific)

kullanilarak gergeklestirildi. Yontem asagidaki sekilde uygulandi:

1.

10.
11.

12.

13.
14.

15.

Middlebrook 7H9 besiyerinde tiremis olan taze kiiltlirlerden santrifiij

tiiplerine her tiipe 1,5 ml olacak sekilde, transfer edildi.

10 000x g de 2 dakika santrifiij edildi. Pellet lizozim ile resiispanse
edildi.

180 pl lizozim digestion buffer/lizozim (son konsantrasyonu 20mg/ml)
eklendi ve vortekslendi.

37°C de 30 dakika bekletildi.

20 ul proteinaz K eklenip vortekslendi.

200 pl PureLink ™ Genomic lizis/ binding buffer eklendi ve
vortekslendi.

55 °C de 30 dakika bekletildi.

200 pl % 100 etanol eklendi ve 5 sn vortekslendi.

Yaklasik 640 pl lizat spin kolona koyuldu.

10 000 x g devirde 1 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi.

Alt toplama kabi atilarak yenisi kullanildi ve 500 pl wash buffer 1
eklendi ve 10 000 x g devirde 1 dakika santrifiij edildi.

Alt toplama kab1 yeniden atild1 ve yenisi konularak 500 pl wash buffer 2
eklendi ve maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipleri atilarak spin kolonlar 1,5 ml lik ependorflara konuldu.

30 pl elufion buffer konuldu ve oda 1s1sinda 1 dakika bekletildikten sonra
maksimum hizda 1.5 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen DNA lar -20 °C de saklandi.
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3.6.2.DNA’larin Nanodrop 1000 Spektrofotometre ile Olciimii
Izolatlarn DNA ekstraksiyonu sonrast DNA konsantrasyonlarinin dl¢iimii 260

ve 280 nm dalga boylarinda yapilarak yeterli miktarda DNA elde edildigi goriilmiis

oldu.

3.6.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Kullanilan primerler

pncA geninin tespiti icin 200 nm HPLC, PF
5'GGCGTCATGGACCCTATATC3 ve PR S5CAACAGTTCATCCCGGTTC3
primerleri kullanildi (Cérdoba ve ark.,2013).

PCR islemi
pncA geninin arastirilmasi i¢in PCR yontemi kullanildi. Amplifikasyon karigimi

igin, 5 ul 10x Taq buffer, 2,5 ul PF (10 pmol), 2,5 ul PR (10 pmol), 1 ul dNTP, 4 ul
MgCly, 0,25 ul Taq pol (5u/ pl) kullanildi ve hesaplandigr sekilde 29,75 pl ultra distile
su eklendi. Vorteks sonrasi karigim her birinde 45 pl olacak sekilde tiiplere dagitildi ve
her tiipe 5 ul DNA eklendi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlandi (Tablo 2).

Termal cycler cihazina (Thermo Scientific, AKC) yerlestirildi. Amplifikasyon
programu olarak ilk denatiirasyon i¢in 95 °C de 3 dk., denatiirasyon i¢in 95 °C de 30 sn.,
primer baglanma igin 57 OC de 30 sn., uzatma icin 72 °C de 1 dk. olacak sekilde 35
sikliis calisildi. Son olarak 72 °C de 10 dk. son uzatma yapilarak PCR sonlandrildi
(Tablo 3).
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Tablo 2. Amplifikasyon karigimi

Son Konsantrasyon Miktar
PCR Tamponu 10x Taq Buffer 5ul
PF (Primer Forward) 10 pmol 2,5 ul
RP (Primer Reverse) 10 pmol 2,5 ul
dNTP 200 uM 1 ul
MgCl, 1,5mM 4l
Taq DNA polimeraz Su/ pl 0,25 ul
DNA lug 5ul
Distile Su Ultra saf 29,75 ul
Toplam 50 ul 50 ul

Tablo 3. PCR amplifikasyon programi

95 °C de 3 dk. ilk denatiirasyon

95 °C de 30 sn. DNA denatiirasyonu

57 °C de 30 sn. primer baglanmas1

72 °C de 1 dk uzatma agamast

72 °C de 10 dk. son uzatma

PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinlerine agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in % 1’lik
hazirlanan agaroz jele 0,5’lik hazirlanmig TAE tamponu eklendi. Son olarak 12 pl
etidyum bromid konuldu. 10 ul PCR iirini 2 ul DNA yiikleme soliisyonu ile
karistirilarak jel kuyucuklarma yiiklendi. 40 dakika 80 volt elektrik akiminda yapilan
elektroforezle DNA’lar yiritiildi. Sonuglar UV transiliiminator kaynagi altinda

goriintiileme cihazinda incelendi. DNA bdlgesinin incelenmesiyle hedef bdlgenin

amplifiye oldugu goriildii.
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3.6.4.Sekans Analizi
Elde edilen PCR iiriinleri, iireticinin dnerdigi protokole gore, NucleoSpin Gel

and PCR clean up (Macherey Nagel, Germany) Kiti ile saflagtirilmistir. Ardindan
Bigdye Cycle Sequencing Kit v3.1 (Thermo Fisher Scientific, USA) sekans kiti ve PCR
isleminde kullanilan primerler kullanilarak ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, USA) otomatik sekans cihazi ile sekans analizine tabi tutulmustur.

4. BULGULAR
Calismamizda toplam 32 izolatin (30 adet klinik, 2 adet referans) REMA, NRA,

MYRT ve KVRT ile belirlenen nikotinamid MiK degerleri PZA duyarlilik durumlari ile
karsilastinlmistir.  Izolatlarin PZA duyarhilik durumlart BACTEC MGIT 960
yontemiyle saptanmustir. Elde edilen MIK degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo 4. izolatla+rm PZA duyarlilik durumlar1 ve kolorimetrik testlerde elde edilen Nikotinamid MIK

degerleri (Golgeli alanlar referans yontemle uyumsuz sonuglari gostermektedir)

izolat Numarasi PZA REMA (pg/ml) NRA (ng/ml) MYRT (pg/ml) | KVRT (ng/ml)
Duyarhhk
1 R >2000 1000 >2000 >2000
2 R 2000 >2000 2000 >2000
3 R >2000 >2000 >2000 1000
4 R 2000 >2000 >2000 >2000
5 S 250 250 250 250
6 R >2000 2000 500 >2000
7 S 250 250 250 125
8 S 250 500 250 250
9 S 250 500 250 125
10 S 250 500 250 250
11 S 250 250 250 62,5
12 S 250 500 250 250
13 S 250 250 250 250
14 S 1000 500 1000 250
15 R 250 1000 125 250
16 S 250 500 250 250
17 S 250 1000 250 62,5
18 R 1000 >2000 >2000 >2000
19 R >2000 >2000 >2000 >2000
20 R 1000 1000 1000 500
21 R 1000 250 125 125
22 S 250 250 250 62,5
23 R 2000 1000 500 1000
24 S 250 250 250 250
25 R 2000 2000 500 500
26 R 1000 >2000 >2000 >2000
27 R >2000 >2000 >2000 >2000
28 R >2000 2000 1000 500
29 S 250 500 250 250
30 S 250 500 250 62,5
H37Rv S 125 500 250 125
ATCC 35828 R >2000 2000 >2000 >2000

4.1.REMA Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MIiK Degerleri

MIK degerlerinin REMA yoéntemiyle saptanmasi sonucunda PZA direngli 15
klinik izolatin 6’sinda MIK degeri >2000 pg/ml; 4’iinde 2000 pg/ml; 4’iinde 1000

ng/ml; 1 izolatta ise 250 pg/ml olarak bulunmustur. PZA duyarli izolatlarda ise MIK
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degeri bir izolatta 1000 pg/ml; 14 izolatta 250 pg/ml olarak tespit edilmistir. Tablo 5
incelendiginde kritik konsantrasyon degerinin 250 pg/ml oldugu goriilmektedir. Bu
testte MIK degeri 250 pg/ml iizerinde olan izolatlar direngli olarak kabul edilmistir.
Ancak referans yontemle direngli oldugu tespit edilen bir izolatin MIK degeri 250
ng/ml; referans yontemle duyarl tespit edilen bir izolatm ise MIK degeri 1000 pg/ml
olarak bulunmustur. Referans izolatlardan H37Rv’nin MIK degeri 125 pg/ml; ATCC
35828’in MIK degeri >2000 pg/ml olarak belirlenmistir. Testlerin ortalama sonuclanma

stiresi ortalama 10.7 giin (8-13 giin) olmustur (Tablo 13).

Tablo 5. MGIT 960 yontemiyle duyarlilik durumlar tespit edilen 30 izolatin REMA ydntemiyle bulunan
Nikotinamid MIK degerlerinin dagilimi

>2000 2000 1000 500 250 125 62,5 31.25
MiK
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Direngli (n:15) 6 4 4 0 1 0 0 0
Duyarh (n:15) 0 0 1 0 14 0 0 0

REMA yontemiyle elde edilen sonuglar referans yonteminkilerle karsilastiriimig
ve duyarlilik, 6zgiilliikk, PPD (Pozitif Prodiiktif Deger), NPD (Negatif Prodiiktif Deger)

ve % uyumlar: tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. REMA testi ile elde edilen sonuglarin referans yontem (MGIT 960 yontemi) sonuglari ile
karsilastirilmasit PPD: Pozitif Prodiiktif Deger, NPD:Negatif Prodiiktif Deger

Referans
Yontem .
Duyarhhik Ozgiilliik PPD NPD Uyum
ilag REMA R S (%) (%) (%) (%) (%)
R 14 1
NIC 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3
S 1 14
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4.2.NRA Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MiK Degerleri
NRA yontemiyle MIK degerlerinin tespiti sonucunda PZA direncli 15 Klinik

izolatin 7’sinde MIK degeri >2000 pg/ml; 3’iinde 2000 pg/ml; 4’iinde 1000 pg/ml; 1
izolatta ise 250 pg/ml olarak bulunmustur. Duyarli izolatlarm MIK degerleri ise; bir
tanesinde 1000 pg/ml; 8 izolatta 500 pg/ml; 6 izolatta 250 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Tablo 7’de kritik konsantrasyonun 500 pg/ml oldugu gériilmektedir. Bu
testte MIK degeri 500ug/ml iizerinde olan izolatlar direncli olarak kabul edilmistir.
Ancak referans yontemle direngli oldugu tespit edilen bir izolatin MIK degeri 250
ng/ml; referans yontemle duyarli tespit edilen bir izolatin MIK degeri ise 1000 pg/ml
olarak bulunmustur. Referans izolatlardan H37Rv’nin MIK degeri 500 pg/ml; ATCC
35828’in MIK degeri ise 2000 pg/ml olarak belirlenmistir. Testlerin sonuglanma siiresi
ortama 8 giin (7-10 giin) olmustur (Tablo 13).

Tablo 7. MGIT 960 yontemiyle duyarlilik durumlari tespit edilen 30 izolatin NRA testiyle bulunan
Nikotinamid MIK degerlerinin dagilimi

. >2000 2000 1000 500 250 125
MIK
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Direncli (n:15) 7 3 4 0 1 0
Duyarh (n:15) 0 0 1 8 6 0

NRA yontemiyle elde edilen sonuglar referans yonteminkilerle karsilastirilmig
ve duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD ve % uyumlar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. NRA testi ile elde edilen sonuglarin referans yontem (MGIT 960 yontemi) sonuglari ile
karsilastirllmast PPD: Pozitif Prodiiktif Deger, NPD: Negatif Prodiiktif Deger

Referans
Yontem .
Duyarhhk Ozgiilliik PPD NPD Uyum
ila¢ NRA R S (%) (%) (%) (%) (%)
R 14 1
NIC 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3
S 1 14
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4.3.MYRT Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MiK Degerleri
MYRT yontemiyle MIK degerlerinin tespiti sonucunda PZA direngli 15 klinik

izolatin 7 tanesinde MIK degeri >2000 pg/ml; 1 tanesinde 2000 pg/ml; 2 izolatta 1000
ug/ml; 3 izolatta 500 ug/ml; 2 izolatta ise 125 pug/ml olarak bulunmustur. Duyarli
izolatlarin MIK degerleri ise bir izolatta 1000 pg/ml; 14 izolatta 250 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Tablo 9 incelendiginde kritik konsantrasyon degerinin 250 pg/ml oldugu
goriilmektedir. Bu testte MIK degeri 250 pg/ml iizerinde olan izolatlar direngli olarak
kabul edilmistir. Ancak referans yontemle direngli oldugu tespit edilen 2 izolatin MIK
degeri 125 pg/ml; referans yontemle duyarli tespit edilen bir izolatin MIK degeri ise
1000 pg/ml olarak bulunmustur. Referans izolatlardan H37Rv’nin MIK degeri 250
pg/ml; ATCC 35828’in MIK degeri ise >2000 pg/ml olarak belirlenmistir. Testlerin

sonuglanma siiresi ortama 12.2 giin (8-14 giin) olmustur (Tablo 13).

Tablo 9. MGIT 960 yontemiyle duyarlilik durumlar tespit edilen 30 izolatin MYRT testiyle bulunan

Nikotinamid MIK degerlerinin dagilimi

>2000 2000 1000 500 250 125 62,5 31.25

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Direncli (n:15) 7 1 2 3 0 2 0 0

Duyarh (n:15) 0 0 1 0 14 0 0 0

MYRT yontemiyle elde edilen sonuglar referans yonteminkilerle karsilastiriimig
ve duyarlilik, 6zgiillikk, PPD, NPD ve % uyumlar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 10’da sunulmustur.

Tablo 10. MYRT testi ile elde edilen sonuglarin referans yontem (MGIT 960 ydntemi) sonuglar ile
karsilastirilmast PPD: Pozitif Prodiiktif Deger, NPD: Negatif Prodiiktif Deger

Referans
Yontem .
Duyarhhk Ozgiilliik PPD NPD Uyum
ilag MYRT R S (%) (%) (%) (%) (%)
R 13 1
NIC 86,6 93,3 92,8 87,5 90
S 2 14
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4.4 KVRT Yontemi ile Tespit Edilen Nikotinamid MiK Degerleri
KVRT yéntemiyle MiK degerlerinin tespiti sonucunda PZA direngli 15 klinik

izolatin 8’inde MIK degeri >2000 pg/ml; 2’sinde 1000 pg/ml; 3’iinde 500 pg/ml; bir
izolatta ize 250 ug/ml; 1 izolatta ize 125 pg/ml olarak bulunmustur. Duyarli izolatlarin
MIK degerleri ise 9 izolatta 250 pg/ml; 6 izolatta 125 pg/ml olarak tespit edilmistir.
Tablo 11°de goriildiigi gibi kritik konsantrasyon 250 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bu
testte MIK degeri 250 ug/ml iizerinde olan izolatlar direngli olarak kabul edilmistir.
Ancak referans yontemle direngli oldugu tespit edilen bir izolatin MIK degeri 250
pg/ml; bir izolatin MiK degeri ise 125 pg/ml olarak bulunmustur. Referans izolatlardan
H37Rv’nin MIK degeri 125 pg/ml; ATCC 35828’in MIK degeri ise >2000 pg/ml
olarak belirlenmistir. Testlerin sonuglanma siiresi ortama 11.3 giin (8-14 giin) olmustur

(Tablo 13).

Tablo 11. MGIT 960 yontemiyle duyarlilik durumlar tespit edilen 30 izolatin KVRT testiyle bulunan

Nikotinamid MIK degerlerinin dagilimi

>2000 2000 1000 500 250 125 62,5 31.25
MiK
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Direncli (n:15) 8 0 2 3 1 1 0 0
Duyarh (n:15) 0 0 0 0 9 6 0 0

KVRT yontemiyle elde edilen sonuglar referans yonteminkilerle karsilastirilmig
ve duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD ve % uyumlar: tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 12’de sunulmustur.

Tablo 12. KVRT testi ile elde edilen sonuglarin referans yontem (MGIT 960 yontemi) sonuglart ile
karsilastirilmast PPD: Pozitif Prodiiktif Deger, NPD: Negatif Prodiiktif Deger

Referans
Yontem .
Duyarhlik  Ozgiilliik PPD NPD Uyum
ila¢ KVRT R S (%) (%) (%) (%) (%)
R 13 0
NIC 86,6 100 100 88,2 93,3
S 2 15
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Tablo 13. Testlerin ortalama sonug¢lanma siireleri

7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. Ortalama
Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin
REMA - 3 5 5 7 4 6 - - 10.7
NRA 20 - - 10 - - - - - 8
MYRT - 2 2 5 4 4 6 4 4 12.2
KVRT - 4 - 7 4 5 6 4 - 11.3

4.5. pncA Gen Bélgesi icin PCR islem Sonucu
PZA direngli 15 izolatin pncA genleri PCR yontemiyle sonucunda, 670 bp

fragment uzunlugundaki bandlarda tespit edilmistir (Sekil 13).

1 2 3 4 61518 19 26 272820 25 21 23 NK

670 bp S -y -~ ——— — o~ ——

100 bp

Sekil 13. Direngli izolatlarda pncA geninin PCR ile elde edilen goriintiisii, NK: Negatif Kontrol (izolat

numaralar1 Tablo 1 deki izolatlarla uyumludur)

4.6. DNA Sekans Analizi

pncA genindeki mutasyonlar, BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak
vahsi tip M. tuberculosis pncA gen dizisi ile Kkarsilastirilarak tanimlanmistir.

Tanimlanan tiim mutasyonlar, her iki seridin dizilerinde gériilmustiir (Tablo 14).
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Tablo 14.PZA direngli M. tuberculosis izolatlarinda pncA gen mutasyonlari

Nlif:l):j'zm Niikleotid Degisiklikleri Aminoasid Degisiklikleri
1 228,(A—C) Cys-138 —Arg
2 Mutasyon tespit edilemedi Mutasyon tespit edilemedi
3 457,(C —G) Thr-135 —Arg
4 637,(G—C) Ser-67—Trp
6 627,(A—T) Gly-24—Asp
15 Mutasyon tespit edilemedi Mutasyon tespit edilemedi
18 413,(T —C) Leu-119 — Pro
19 241,(C—T) Val-175—»Lys
26 25,(T —G) Ala-21—Val
27 11,(T—G) Ala-130— Val
28 22,(T—C) Thr-38 —Asn
20 613,(T—C) Ala-163—Val
25 644,(G —A) Val-46 — Ala
21 248,(C —T) Ala-163—Val
23 13, (T—0) Asp-12—CGly

4.7. Kullanilan Testlerin Maliyetleri

PZA duyarhliklarinin tespitinde kullandigimiz referans yontem olan BACTEC
MGIT 960 ile gergeklestirilen PZA duyarlilik testinin izolat bagina maliyeti yaklagik
67.14 TL olarak hesaplanmistir. Kullanilan kolorimetrik yontemlerin test edilen izolat
basina maliyetleri ise yaklasik olarak, REMA i¢in 7.39 TL, NRA i¢in 8.53 TL, MYRT
icin 7.39 TL ve KVRT i¢in 7.52 TL dir (Tablo 15).
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Tablo 15. Duyarlilik testlerinin yaklagik maliyetleri (izolat bagina)

BACTEC
TEST MGIT 960 REMA NRA MYRT KVRT
PZA
BACTEC MGIT 960 PZA 42 TL ) ) ) )
Besiyeri (2 adet)
BACTEC MGIT 960 PZA 20TL ) ) ) )
Kiti
LJ besiyeri(1 adet) 2.28TL 2.28 TL 228 TL 228 TL 2.28TL
Falcon 50 cc tiip(1 adet) 1TL 1TL 1TL 1TL 1TL
g;f;‘t’)t Reu 10 ul g2 0.74TL  074TL  074TL  074TL  0.74TL
gg;‘;)‘ ucu 100 pI-1000 k2 9 g5 112TL 142TL  112TL 112TL
Plak(1 izolat icin) = 0.8TL 0.8TL 0.8TL 0.8TL
7H9 Besiyeri (gram maliyeti) - 0.65TL 0.65TL 0.65 TL 0.65 TL
NIC (gram maliyeti) 0.27TL 0.27TL 0.27TL 0.27 TL
Rezgsurin(miligram ) 05TL ) ) )
maliyeti)
Grie;ss ayraci (mililitre } } 0.8 TL ) )
maliyeti)
Potqsyu_m Nitrat (gram _ ) 0.87TL i i
maliyeti)
Mal.asit.yesili (miligram } } } 053 TL ;
maliyeti)
Kri§tal _viyole (miligram ) ) ) ) 0.66 TL
maliyeti)
TOPLAM MALIYET 67.14 TL 7.36 TL 8.53 TL 7.39TL 752 TL
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5. TARTISMA
PZA ilk defa 1936 yilinda kimyasal olarak sentezlenmis olsada tiiberkiiloza

etkinligi 1952 yilinda tespit edilmistir. Baslangicta, hepatotoksik etkisi kullanimiyla
ilgili stiphelere neden olmus. Ancak daha sonra diisiik dozlarda da etkinliginin oldugu
goriilmiis ve hizli bir sekilde TB tedavi rejimlerine girmeye baslamistir. (Dalmer ve
ark., 1936; Yeager ve ark., 1952; Mc Cune ve Tompsett, 1956). Ozellikle tedavi siiresini
kisaltmas1 ve diger anti TB ilaclarla sinerjik etki olusturmasi ilacin 6nemini daha da
artirmigtir (British Thoracic and Tuberculosis Association, 1976; British Thoracic
Association, 1982; Fox ve ark., 1999; Ying ve ark, 2013).

Biitiin antibiyotiklerde oldugu gibi PZA igin de ilacin kullanimiyla birlikte
direng problemi arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baslamistir. Ancak PZA kiiltiir
ortamlarindaki nétral pH’larda M. tuberculosis’e etkili olmayip ancak asidik ortamda
(pH 5,5) etkili olmaktadir. Bu durum direncin klasik direng tespit yontemleri
kullanilarak tespitinin yapilmasini zorlastirmaktadir. Her ne kadar BACTEC MGIT 960
gibi otomatize sistemlerle bu sorun ortadan kaldirilmaya g¢alisilsa da bu sistemlerin
pahali olmasi rutin olarak kullanimini engellemektedir. PZA direng tespitindeki bu
zorluklar INH ve RIF gibi primer ilaglara gore, bu alanda fazla ¢aligilmamasinin ve yeni
yontemler gelistirilmemesinin nedeni olmustur.

Son yillarda bu problemin ¢oziilmesinde en One ¢ikan yontemlerden birisi
PZA’nin analogu olan ve anti TB etkisi olmasina ragmen INH ile antagonistik etkisi
sebebiyle tedavi rejimine girememis olan NIC’in kullanilmasidir (Chorine, 1945;
McKenzie ve ark.,1948; McDermott ve Tompsett, 1954; Jordahl ve ark., 1961).
Brander (1972) ve Kalish ve ark. (1978) tarafindan yapilan ¢alismalarda yiiksek doz
NIC kullanilarak PZA diren¢ durumunun giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi
gosterilmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda anti TB ilaglara kars1 direng tespitinde referans
yontemlere Onemli birer alternatif olarak kolorimetrik yontemlerin o6ne ¢iktig1
gorilmektedir. Bu yontemlerin basit ve ucuz olmasi, temel laboratuvar imkanlar ile
dahi yapilabilir olmast gelismekte olan {ilkeler i¢in Onemli bir alternatif haline
gelmelerini saglamaktadir. EK olarak NIC kullanilarak yapilan PZA direng tespitinde

kolorimetrik yontemlerden de olumlu sonuglar alindig1 gériilmektedir. Ancak bu alanda
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yapilan ¢alisma sayist da olduke¢a sinirlidir. Martin ve ark.’nin iki, Mirabal ve ark.’nin
bir ¢aligmasi bu alanda 6ne ¢ikan nadir ¢aligmalardandir.

Martin ve ark. (2006)’nin ¢alismasinda, NIC kullanilarak yapilan REMA
yonteminde kritik MIiK degeri 250 pg/ml olarak; referans yontemle karsilastirmasinda
ise duyarlilik % 100, 6zgiilliikk % 98 olarak tespit edilmistir.

Martin ve ark. (2008)’nin diger bir ¢alismasinda ise NIC kullanilarak yapilan
NRA yonteminde MIK degerleri 1000 pg/ml ve 500 pg/ml olarak tespit edilmistir.
Duyarlilik % 91, 6zgiilliik %94 olarak; 250 pg/ml MiK degerinde ise duyarlilik %91,
ozgilliik %71 olarak bulunmustur.

Mirabal ve ark. (2010)’nin ¢alismalarinda NIC, hem NRA yonteminde hem de
MYRT’de kullanilmistir. NRA’da kritik MIK degeri 500 pg/ml olarak almmustir. Bu
deger referans yontemle karsilastirildiginda duyarlilik % 93.75, 6zgiillik %97.6 olarak
tespit edilmistir. MYRT de ise kritik MIK degeri 250 pg/ml olarak tespit edilmis ve
referans yontemle karsilastirildiginda duyarhilik % 93.75, o6zgiillik % 97.6 olarak
bulunmustur.

Diger bir yontem Coban (2014) tarafindan ¢alisilan KVRT’dir. PZA duyarlilig
calistlmamistir. Ancak, bu yontem kullanilarak yapilan INH ve RIF direng tespiti
caligmalarinda referans yontemle uyum INH i¢in % 94.5-98.1 arasinda; RIF igin ise
uyum % 96.3-100 arasinda degismistir (Coban, 2014; Coban ve ark., 2015; Coban ve
ark.,2016a; Coban ve ark., 2016b). Bu yontem ilk kez bizim ¢alismamizda PZA direng
tespitinde kullanilmistir.

Biitiin bu calismalar kolorimetrik yontemlerin genelde anti TB ilaglarin direng
tespitinde 6nemli bir yere sahip olduklarimi gostermektedir. Ayrica bu ¢alismalarda
PZA yerine NIC’in kullanilmig olmast PZA’dan kaynaklanan dezavantajlar1 da ortadan
kaldirmaktadir.

Calismalarin ¢ogunlugunda bakteri inokiiliimleri 1:10 oraninda kullanilmisken
bizim galismamizda bakteri inokiiliimlerinde 1:15 oraninda kullanilmis ve sonuglarin
daha iyi oldugu gozlenmistir.

Bizim calismamizda REMA yontemiyle alinan sonuglar referans yontemi ile
karsilagtirildiginda duyarhilik, 6zgiilliik, PPD, NPD ve uyum % 93.3 olarak (Tablo 6);
NRA yo6ntemiyle alinan sonuglar referans yontemi ile karsilastirildiginda da duyarhilik,

ozgiilliik, PPD, NPD ve uyum % 93.3 olarak tespit edilmistir (Tablo 8).
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REMA yonteminde referans yontemde direngli olan bir izolat duyarli, duyarl
bulunan bir izolat direngli olarak tespit edilmistir. NRA’da da benzer sekilde direngli
olan bir izolat duyarli, duyarli bulunan bir izolat direngli olarak bulunmustur.

MYRT yontemiyle alinan sonuglar ise referans yontem ile karsilastirildiginda
duyarlilik % 86.6; 6zgiillik % 93.3; PPD %92.8; NPD % 87.5 ve uyum % 90 olarak
tespit edilmistir (Tablo 10). Referans yontemde direncli olan iki izolat MYRT de
duyarli, referans yontemde duyarli bulunan bir izolat ise MYRT’de direngli olarak
bulunmustur. Bu sonuglar daha o©nceki ¢alismalarda alinan sonuglar ile uyum
gostermektedir.

NIC kullanilarak yapilan PZA duyarhilik tespitince ilk defa kullanilan KVRT
yontemiyle alinan sonuclar referans yonteminde elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmis
ve duyarlilik % 86.6; 6zgiilliik % 100; PPD % 100; NPD % 88.2 ve uyum % 93.3 olarak
tespit edilmistir (Tablo 12). Referans yontemde direngli goriinen iki izolat KVRT de
duyarli olarak bulunmustur.

Testlerin sonuglanma siireleri; REMA igin ortalama 10.7 giin, NRA igin
ortalama 8 giin, MYRT i¢in ortalama 12.2 giin, KVRT i¢in ortalama 11.3 giindiir (Tablo
13).

Izolatlarin duyarlilik durumlar toplu olarak incelendiginde referans ydntemde
duyarli olan 14 numarali izolat REMA ve MYRT’de direncli olarak tespit edilmistir. 15
numarali, direngli bulunan izolat REMA, MYRT ve KVRT’de duyarli olarak
bulunmustur. 17 numarali izolat referans yontem sonucuna gore duyarl olarak
goriinmesine ragmen NRA’da direngli olarak saptanmistir. Referans yontemle direngli
saptanan 21 numarali izolat da NRA, MYRT ve KVRT’de duyarli olarak tespit
edilmistir.

Daha énce yapilmis kolorimetrik calismalarda MIK testi kritik konsantrasyonlar
REMA igin 250 pg/ml; NRA i¢in 500 pg/ml ve MYRT igin 250 pg/ml olarak
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da REMA’da referans yontemde direngli bulunan 6
izolatin MIK degerleri > 2000 pg/ml; 4 izolatin MIK degeri 2000 pug/ml; 4 izolatin
MIK degeri 1000 pg/ml; 1 izolatin MIK degeri 250 pg/ml; referans yontemde duyarl
olan 14 izolatin MIK degeri 250 pug/ml; bir izolatin MIK degeri 1000 pg/ml olarak
tespit edilmistir. H37Rv referans izolatin MIK degeri 125 pg/ml; ATCC 35828 referans
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izolatin MIK degeri ise >2000 pg/ml olarak bulunmustur. Bu bulgularla REMA igin
MIK testi kritik konsantrasyonu 250 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 5).

NRA’da referans ydontemde direngli bulunan 7 izolatin MiK degeri > 2000
pg/ml; 3 izolatin MIK degeri 2000 pg/ml; 4 izolatin MIK degeri 1000 pg/ml; bir
izolatin MIK degeri 250 pg/ml; referans yontemde duyarli olan 6 izolatin MIK degeri
250 pug/ml; 8 izolatin MiK degeri 500 pg/ml; bir izolatin MIK degeri 1000 pg/ml olarak
bulunmustur. H37Rv referans izolatin MiK degeri 500 pg/ml; ATCC 35828 referans
izolatin MIK degeri ise 2000 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da
NRA yénteminde MIK testi kritik konsantrasyonunun 500 pg/ml oldugu goriilmektedir
(Tablo 7).

MYRT’de referans yéntemde direncli bulunan 7 izolatin MiK degeri > 2000
pg/ml; 1 izolatin MIK degeri 2000 pg/ml; 2 izolatin MiK degeri 1000 pug/ml; 3 izolatin
MIK degeri 500 pg/ml; 2 izolatin MIK degeri 125 pg/ml olarak; referans yontemde
duyarli olan 14 izolatin MIK degeri 250 pg/ml; bir izolatin MIK degeri 1000 pg/ml
olarak bulunmustur. H37Rv referans izolatin MIK degeri 250 pg/ml; ATCC 35828
referans izolatin MiK degeri ise > 2000 pg/ml olarak tespit edilmistir. Calismamizda
MYRT yontemiyle MIK testi kritik konsantrasyonu 250 pg/ml olarak belirlenmistir
(Tablo 9).

KVRT’de referans yontemde direngli bulunan 8 izolatin MIK degeri > 2000
ng/ml; 2 izolatin MIK degeri 1000 pug/ml, 3 izolatin MiK degeri 500 pg/ml, bir izolatin
MIK degeri 250 pg/ml; bir izolatin MIK degeri 125 pg/ml olarak; referans yontemde
duyarl1 olan 9 izolatin MIK degeri 250 pug/ml; 6 izolatin MIK degeri ise 125 pg/ml
olarak bulunmustur. H37Rv referans izolatin MIK degeri 125 pg/ml; ATCC 35828
referans izolatin MIK degeri ise > 2000 pg/ml olarak tespit edilmistir. Calismamizda
KVRT’de MIK testi kritik konsantrasyonunun 250 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo
11).

Calismamizda, elde ettigimiz sonuglarin referans yontemle karsilastirmasinda
yontemlerin tamaminda uyumun % 90 ve iizeri oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ 6nceki
caligmalarla uyumludur. Ayrica PZA direng tespitinde ilk defa kullanilan KVRT nin,
referans yontemle uyumunun (%93.3), ¢alismada kullanilan diger yontemlerle ayni

diizeyde oldugu ve basarili bir sekilde PZA direncini tespit edebildigi goriilmiistiir.
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Diinya Saghk Orgiitii'niin 2016 Tiiberkiiloz Raporu’nda PZA direncinin
ozellikle RIF direnciyle anlamli sekilde iligkili oldugu, RIF’e duyarli vakalarda direng
orant % 0.5-4.2 iken RIF’e direngli olgularda PZA direng oraninin % 36.7-81.3 arasinda
degistigi belirtilmektedir. Bizim g¢alismamizda da 28 numarali izolat sadece RIF
direngli bir izolat olup (Tablo 1) dort yontem tarafindan da PZA direngli olarak tespit
edilmistir (Tablo 4).

Referans yontemde PZA duyarl olarak tespit edilmis 14 numarali izolat REMA
ve MYRT yontemlerine gore direngli, NRA ve KVRT yontemlerine gore ise duyarli
olarak bulunmustur.

15 numarali izolat referans yontemde PZA direngli olarak tespit edilmistir.
Ancak REMA, MYRT ve KVRT yontemlerine gore duyarli olarak tespit edilmis ve bu
ti¢ yontemin duyarlilik tespitinde yetersiz kaldigi1 gézlenmistir. Direng sadece NRA
yontemi ile tespit edilebilmistir.

21 numarali izolatta direng yalniz REMA testi ile gosterilebilmistir (Tablo 4).

Kullanilan izolatlar arasinda PZA monorezistan tek izolat 19 numarali izolat
olup tiim kolorimetrik yontemler tarafindan direngli olarak tespit edilmistir (Tablo 4).

Testler sonuglanma siirelerine gore degerlendirildiginde en hizli sonug veren
testin ortalama 8 giin ile NRA oldugu gorilmiistiir. NRA’da sonuglanma siirelerinin 7
ila 10 giin arasinda degistigi goriilmektedir. REMA ve KVRT nin ortalama sonuglanma
stireleri bir birine yakindir. REMA’da ortalama siire 10.7 giin, KVRT’de ise ortalama
11.3 giin olup her ikisinde de testlerin sonuglanma stireleri 8 ila 13 giin arasinda
degismektedir. MYRT’de ise ortalama sonuglanma siiresi 12.2 giin olup biitiin testler 8
ila 15 gilin arasinda sonuglanmistir. BACTEC MGIT 960 ile yapilan PZA duyarlilik
testlerinin sonuglar incelendiginde ise; testlerden sonug¢ alinma siirelerinin 7-28 giin
arasinda degistigi gorilmektedir. Bu bulgular kolorimetrik yontemlerin hizli sonug
alma konusunda referans yonteme alternatif olusturabilecegini gostermektedir (Tablo
13).

PZA’ya direngli klinik izolatlarda PZase aktivitesinin kaybi ile pncA
mutasyonlar1 ve PZA direnci arasinda ¢ok iyi bir korelasyon gozlenmektedir. Bu durum,
pncA mutasyonunun M. tuberculosis'teki PZA direncinin ana mekanizmasi oldugunu

diistindiirmektedir.
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Calismamizda PZA direngli 15 izolatta pncA gen sekansi da yapilmis ve 13
izolatta pncA mutasyonu tespit edilmis ve PZA direngli izolatlardaki mutasyonlarin
pncA geni boyunca dagildigi gériilmiistiir. 2 ve 15 numarali izolatlarda herhangi bir
mutasyon tespit edilememistir (Tablo 14).

pncA gen mutasyonu tespit edilemeyen 15 numarali izolatta direng sadece NRA
yontemi ile tespit edilebilmistir. Bilinmeyen nedenlerden dolayr bu izolattaki PZase
aktivite kaybmin diger li¢ yontem tarafindan tespit edilemeyecek limitlerde olmasi
miimkiindiir.

Ayrica sadece REMA ile direngli olarak tespit edilen 21 numarali izolat i¢inde
benzer durum s6z konusu olabilir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar pncA mutasyonu bulunmayan izolatlarda rpsA,
panD genlerinde mutasyonlar olabilecegini gostermektedir. pncA gen mutasyonu tespit
edilemeyen 2 ve 15 numarali izolatlarda diger gen mutasyonlarinin da arastirilmasi
distiniilebilir.

Referans yontem olan BACTEC MGIT 960’da PZA duyarliliginin saptanmasi
icin Ozel olarak imal edilmis PZA besiyerleri ve PZA kiti (OADC ve PZA igeren)
gerekmektedir. Ancak bu malzemeler BACTEC MGIT 960 kullanan laboratuvarlarda
bile ¢ogu zaman mevcut olmayan malzemelerdir. Buna karsin kolorimetrik yontemlerde
kullanilan malzemelerin ¢ogu her mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunabilecek
malzemelerdir. Kullanilan kimyasallarin bir kism1 laboratuvarda her zaman bulunmakta
olan (kristal viyole, malasit yesili gibi) bir kismi ise kolayca temin edilebilen ve raf
Oomrii uzun stireli olan malzemelerdir (rezasurin, griess ayraci kimyasallari vb).

NRA yontemi hizli olmasina ragmen kullanilmasi gereken kimyasal malzeme
miktarinin en fazla oldugu testtir. NRA’da besiyerine potasyum nitrat eklenmesi ve
Griess ayracinin hazirlanmasi i¢in de ii¢ ayr1 kimyasal malzeme gerektirmektedir. Diger
li¢ testte ise besiyerlerinin hazirlanmasi i¢in 6zel malzeme gerekli olmayip sadece kendi
ayraglar1 yeterlidir. Ozellikle kristal viyole her laboratuvarda kolayca bulunabilecek
kimyasallardandir.

PZA duyarlilik tespitinde referans yontem olarak kulandigimiz BACTEC MGIT
960°da izolat basina maliyeti yaklasik 67.14 TL olarak hesaplanmistir. Kullanilan
kolorimetrik yontemlerin maliyetleri ise yaklasik olarak, test edilen izolat basina REMA

icin 7.39 TL, NRA i¢in 8.53 TL, MYRT i¢in 7.39 TL ve KVRT igin 7.52 TL’dir (Tablo
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15). Referans yontemle kolorimetrik yontemler arasindaki maliyet farki 8-9 Kkat
arasinda degismektedir. NRA’da maliyetin biraz daha fazla olmasinin sebebi besiyeri
hazirlanmasinda fazladan potasyum nitrat kullanilmasi ve Griess ayracinin yapimi igin
lic ayn kimyasal gerektirmesidir. Tespit edilen bu maliyetlerin ¢ok sayida testin ayni

anda yapilmasiyla daha da diisecegi diistiniilmektedir.

6. SONUC VE ONERILER
Calismamizin sonucunda; Kullanilan kolorimetrik yontemlerin tamaminin hizli,

kolay uygulanabilir, uygulayicinin fazla bir egitim almasimi gerektirmeyen, pek ¢ok
mikrobiyoloji laboratuvarinda mevcut bulunan malzemelerle ve kimyasallarla
gerceklestirilebilen ve ucuza maledilen yontemler oldugu gosterilmistir. Ancak bu
yontemlerin uygulanmalar1 sirasinda bulasma ve kontaminasyon riskine karsi azami
kisisel koruma Onlemlerinin alinmasi1 ve smif Il biogiivenlik kabini kullanilmasinin
gerekliligi unutulmamalidir.

REMA ve NRA antiTB ilaglarin duyarlilik durumlarinin tespitinde uzun siiredir
cesitli ¢alismalarda denenmis ve iyi sonuglar alinmig yontemlerdir. Her ne kadar NRA,
REMA’ya gore hazirlanmasi daha zor olmasina ragmen, hizli sonug vermesi agisindan
avantajhidir.

MYRT kolay uygulanan ve diisiik maliyetli bir yontem olarak, bir stiredir antiTB
ilaglarla denenmektedir ve 1yi sonuglar alinmaktadir.

KVRT diger yontemlere gore ¢ok yeni bir yontemdir. Son g¢alismalar, antiTB
ilaglarda direng tespitinde basarili bir yontem oldugunu gostermektedir. Bizim
caligmamizda, PZA direng tespitinde referans yontemle yiiksek uyumluluk géstermistir.
Ayrica diisiik maliyeti, kolay uygulanmasi ve hizli sonu¢ alinmasi sayesinde hem
referans yontemlere hem de diger ii¢ yonteme iyi bir alternatif olabilir.

Calismamiz kolorimetrik yontemlerin PZA duyarlilik tespitinde ki etkinligini
arastirmak amaciyla yapilmis olup izolat sayis1 bu nedenle sinirl tutulmustur. Bundan
sonraki c¢alismalarin daha fazla sayida izolatla ve ¢ok merkezli olarak yapilmasi
diisliniilebilir. Boylece kolorimetrik yontemlerin referans yontemlerle uyumu

konusunda mevcut literatiir bulgularina katki saglanabilecektir.

47



KAYNAKLAR

Abate G, Hoffner SE, Thomsen VO, Miorner H. Characterization of isoniazid-resistant
strains of Mycobacterium tuberculosis on the basis of phenotypic properties and
mutations in katG. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2001;20(5): 329-333.

Abrahams KA, Besra GS. Mycobacterial cell wall biosynthesis: a multifaceted
antibiotic target. Parasitology 2016;15:1-18.

Alderman DJ. Malachite green: a review. J. Fish Dis 1985;8:289-298.

Andries K, Verhasselt P, Guillemont J, Gohlmann H, Neefs J, Winkler H, Van Gestel J,
Timmerman P, Zhu M, Lee E, Williams P, de Chaffoy D, Huitric E, Hoffner S,
Cambau E, Truffot-Pernot C, Lounis N, Jarlier V. A diarylquinoline drug active
on the ATP synthase of Mycobacterium tuberculosis. Science 2005; 307:223—
2217.

Angeby K, Klintz L, Hoffner SE. Rapid and Inexpensive Drug Susceptibility Testing of
Mycobacterium tuberculosis with a Nitrate Reductase Assay. J Clin Microbiol
2002;40(2): 553-555.

Aretaeus. De causis et signis diuturnorum morborum MS 1. yy.

Aufderheide AC, Conrado RM, Odin L.The Cambridge Encyclopedia of Human
Paleopathology Cambridge University Press 1998:130.

Banerjee A, Dubnau E, Quemard A, Balasubramanian V, Um KS, Wilson T, Collins
D, de Lisle G, Jacobs WR Jr. inhA, a gene encoding a target for isoniazid and
ethionamide in Mycobacterium tuberculosis. Science 1994; 263(5144): 227-230.

Barnes DS. The Making of a Social Disease: Tuberculosis in Nineteenth-century
France. University of California Press 1995; 39-41.

Basso LA, Zheng R, Musser JM, Jacobs WR Jr, Blanchard JS. Mechanisms of isoniazid
resistance in Mycobacterium tuberculosis: enzymatic characterization of enoyl
reductase mutants identified in isoniazid-resistant clinical isolates. J Infect Dis
1998;178(3): 769-775.

Belanger AE, Besra GS, Ford ME, Mikusova K, Belisle JT, Brennan PJ, Inamine JM.
The embAB genes of Mycobacterium avium encode an arabinosyl transferase
involved in cell wall arabinan biosynthesis that is the target for the
antimycobacterial drug ethambutol. Proc Natl Acad Sci U S A 1996;93(21):
11919-11924.

Betts J, Lukey P, Robb L, McAdam R, Duncan K. Evaluation of a nutrient starvation

model of Mycobacterium tuberculosis persistence by gene and protein
expression profiling. Mol Microbiol 2002; 43:717-731.

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abate%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11453593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffner%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11453593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomsen%20VO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11453593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mi%C3%B6rner%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11453593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abrahams%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27976597
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Besra%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27976597
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banerjee%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubnau%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quemard%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasubramanian%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Um%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobs%20WR%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8284673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Basso%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9728546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9728546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musser%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9728546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobs%20WR%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9728546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanchard%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9728546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belanger%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Besra%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ford%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mikusov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belisle%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inamine%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8876238

Bhat ZS, Rather MA, Magbool M, Lah HU, Yousuf SK, Ahmad Z. Cell wall: A
versatile fountain of drug targets in Mycobacterium tuberculosis. Biomed
Pharmacother 2017 Nov;95:1520-1534.

Bourdelais P, Bart KH. Epidemics Laid Low: A History of what Happened in Rich
Countries. JHU Press 2006;15.

Brock TD. Milestones in Microbiology ASM Press 1999;1546-1940.
Brander E. A simple way of detecting PZA resistance. Tubercle 1972;53:128-131.

British Thoracic Association. A controlled trial of six months chemotherapy in
pulmonary tuberculosis. Second Report: Results during the 24 months after the
end of chemotherapy. Am Rev Respir Dis 1982; 126:460-462.

British Thoracic and Tuberculosis Association. Short-course chemotherapy in
pulmonary tuberclosis. Lancet 1976; ii:1102-1104.

Bueno C, Villegas ML, Bertolotti SG, Previtali CM, Neumann MG, Encinas MV. The
Excited-State Interaction of Resazurin and Resorufin with Aminesin Aqueous
Solutions. Photophysics and Photochemical Reaction. Photochemistry and
Photobiology 2002;76 (4): 385-390.

Bwanga F, Hoffner S, Haile M, Joloba ML. Direct susceptibility testing for multi drug
resistant tuberculosis: a meta-analysis, BMC Infect Dis 2009;9: 67.

Campanerut PAZ, Ghiraldi LD, Spositto FLE, Sato DN, Leite CQF, Hirata MH, Hirata
RDC, Cardoso RF. Rapid detection of resistance to pyrazinamide in
Mycobacterium tuberculosis using the resazurin microtitre assay. J Antimicrob
Chemother 2011;66: 1044-1046.

Chalke HD.Some historical aspects of tuberculosis. Public Health 1959;74 (3): 83-95.

Chen J L, Steele TW, Stuckey DC. Modeling and application of a rapid fluorescence-
based assay for biotoxicity in anaerobic digestion. Environmental science &
technology 2015;49(22), 13463-13471.

Cheng S, Thibert L, Sanchez T, Heifets L, Zhang Y. pncA Mutations as a Major
Mechanism of Pyrazinamide Resistance in Mycobacterium tuberculosis: Spread
of a Monoresistant Strain in Quebec, Canada. Antimicrob Agents Chemother
2000;44(3):528-532.

Chorine V. Action de 1’amide nicotinique sur les bacilles du genre Mycobacterium.
Comp Ren Acad Sc1945; 220: 150-151.

Converse SE, Mougous JD, Leavell MD, Leary JA, Bertozzi CR, Cox JS. Mmp L8 is
required for sulfolipid-1 biosynthesis and Mycobacterium tuberculosis virulence.
Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100: 6121-6.

49


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhat%20ZS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rather%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maqbool%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lah%20HU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yousuf%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmad%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28946393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bwanga%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19457256
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffner%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19457256
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haile%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19457256
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joloba%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19457256

Cuevas-Cordoba B, Xochihua-Gonzalez SO, Cuellar A, Fuentes-Dominguez J,
Zenteno-Cuevas R.Characterization of pncA gene mutations in pyrazinamide-
resistant Mycobacterium tuberculosisisolates from Mexico. Infect Genet Evol
2013;19:330-334.

Coban AY, Birinci A, Ekinci B, Durupinar B. Drug susceptibility testing of
Mycobacterium tuberculosis with nitrate reductase assay. Int J Antimicrob
Agents 2004;24(3):304-306.

Coban AY. A new rapid colourimetric method for testing Mycobacterium tuberculosis
susceptibility to isoniazid and rifampicin: a crystal violet decolourisation assay.
Mem Inst Oswaldo Cruz 2014;109(2): 246-249.

Coban AY, Akbal AU, Uzun M, Durupinar B. Evaluation of four colourimetric
susceptibility tests for the rapid detection of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis isolates. Mem Inst Oswaldo Cruz 2015;110(5):649-654.

Coban AY, Akbal AU, Bicmen C, Albay A, Sig AK, Uzun M, Selale DS, Ozkutuk
N, Surucuoglu S, Albayrak N, Ucarman N, Ozkutuk A, Esen N, Ceyhan
|, Ozyurt M, Bektore B, Aslan G, Delialioglu N*, Alp A. Multicenter evaluation
of crystal violet decolorization assay (CVDA) for rapid detection of isoniazid
and  rifampicin  resistance in  Mycobacterium  tuberculosis.  Sci
Rep 2016;16(6):39050.

Coban AY, Akbal AU, Uzun M, Cayci YT, Birinci A, Durupinar B.Evaluation of
crystal violet decolorization assay for minimal inhibitory concentration detection
of primary antituberculosis drugs against Mycobacterium tuberculosis isolates.
Mem Inst Oswaldo Cruz 2016;10:1-6.

Dalmer, O, Walter, E, Firma, E. Merck in Darmstadt. Verfahren zur Herstellung von
Abkommlingen der Pyrazinmonocarbonsdure. Patentiert im Deutschen Reiche
vom 8 Juli 1934 ab. Germany patent. 632 257 Klasse 12 p Gruppe 6 M 127990
IV a/12 p 1936.

Daniel T. The impact of tuberculosis on civilization. Infect Dis Clin N Am. Basel:
Karger 2004;18 (1): 157-65.

Daniel TM. Pioneers of Medicine and Their Impact on Tuberculosis. Boydell &
Brewer 2000; 8:44-60.

Delogu G, Sali M, Giovanni Fadda G. The Biology of Mycobacterium Tuberculosis
Infection. Mediterr J Hematol Infect Dis 2013; 5.

Demers AM, Venter A, Friedrich SO, Rojas-Ponce G, Mapamba D, Jugheli
L, Sasamalo M, Almeida D, Dorasamy A, Jentsch U, Gibson M, Everitt
D, Eisenach KD, Diacon AH.Direct Susceptibility Testing of Mycobacterium
tuberculosis for Pyrazinamide by Use of the Bactec MGIT 960 System. J Clin
Microbiol 2016 May;54(5):1276-81.

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birinci%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15325439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ekinci%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15325439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durupinar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15325439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akbal%20AU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26222021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26222021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durupinar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26222021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selale%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Surucuoglu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albayrak%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ucarman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozkutuk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceyhan%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceyhan%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozyurt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bektore%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aslan%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delialio%C4%9Flu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alp%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akbal%20AU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27304025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27304025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cayci%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27304025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birinci%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27304025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durupinar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27304025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mapamba%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26912751

Dewan P, Sosnovskaja A, Thomsen V. High prevalence of drug-resistant tuberculosis,
Republic of Lithuania. Int J Tuberc Lung Dis 2005,9: 170-4.

Dinnes J, Deeks J, Kunst H, Gibson A, Cummins E, Waugh N, Drobniewski F, Lalvani
A. A systemic review of rapid diagnostic test for the detection of tuberculosis
infection. Health Technol. Assess 2007; 11:1-314.

Drlica, K, Malik M. Fluoroquinolones: action and resistance. Curr Top Med Chem
2003;3(3):249-282.

Du X, Wang W, Kim R, Yakota H, Nguyen H, Kim SH. Crystal structure and
mechanism of catalysis of a pyrazinamidase from Pyrococcus horikoshii.
Biochemistry 2001;40:14166-14172.

Dubos, RJ; Dubos J. The White Plague: Tuberculosis, Man, and Society. Rutgers
University Press 1987;79,83,84

Farnia P, Masjedi MR, Mohammadi F, Tabarsei P, Farnia P, Mohammadzadeh AR,
Baghei P, Varahram M, Hoffner S, Ali Akbar Velayati AA. Colorimetric
Detection of Multidrug-Resistant or Extensively Drug-Resistant Tuberculosis by
Use of Malachite Green Indicator Dye' J Clin Microbiol 2008;46(2):796—799.

Feuerriegel S, Koser CU, Richter E, Niemann S. Mycobacterium canettii is intrinsically
resistant to both pyrazinamide and pyrazinoic acid. J Antimicrob Chemother
2013: 68(6):1439-40.

Forrellad MA, Klepp LI, Gioffré A, Sabio y Garcia J, Morbidoni HR, de la Paz
Santangelo M, Cataldi AA, Bigi F. Virulence factors of the Mycobacterium
tuberculosis complex.Virulence 2013;1;4(1):3-66.

Fox W, Ellard GA, Mitchison DA. Studies on the treatment of tuberculosis undertaken
by the British Medical Research Council tuberculosis units, 1946-1986, with
relevant subsequent publications. Int J Tuberc Lung Dis 1999; 3:5231-279.

Fyfe PK, Rao VA, Zemla A, Cameron S, Hunter WN. Specificity and mechanism of
Acinetobacter baumanii nicotinamidase: implications for activation of the front-
line tuberculosis drug pyrazinamide. Angew Chem Int Ed Engl 2009;48:9176—
9179.

Ginsburg AS, Grosset JH, Bishai WR.Fluoroquinolones, tuberculosis, and resistance.
Lancet Infectious Diseases 2003;3(7): 432-442.

Griess, JP, Bemerkungen Z. Uber einige Azoverbindungen. Ber. Deutch. Chem. Ges
1879;12:426-428.

Golyshevskaia VI, Korneev AA, Chernousova LN, Selina LG, Kazarova TA, Grishina
TD, Safonova  SG, Puzanov VA, Nikolaeva GM, Fadeeva NI. New
microbiological ~ Techniques in  diagnosis of  tuberculosis.  Probl
Tuberk 1996;(6):22-25.

o1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dinnes%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deeks%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunst%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cummins%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waugh%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drobniewski%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17266837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farnia%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masjedi%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tabarsei%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farnia%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadzadeh%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varahram%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffner%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velayati%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2238113/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forrellad%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klepp%20LI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gioffr%C3%A9%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabio%20y%20Garc%C3%ADa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morbidoni%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cataldi%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bigi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23076359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ginsburg%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12837348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grosset%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12837348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishai%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12837348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golyshevskaia%20VI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korneev%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chernousova%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selina%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazarova%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Safonova%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puzanov%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nikolaeva%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fadeeva%20NI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9019760

Harshey RM, Ramakrishnan T. Rate of ribonucleic acid chain growth in Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. J Bacteriol 1977; 129: 616-622.

Heffernan H. Antituberculosis drug resistance in New Zealand. Antibiotic Reference
Laboratory Communicable Disease Group ESR, Porirua 2006.

Heifets LB, Lindholm-Levy PJ. Is pyrazinamide bactericidal against Mycobacterium
tuberculosis? Am Rev Respir Dis 1990; 141:250-252.

Hershkovitz I, Donoghue HD, Minnikin DE, Besra GS, Lee Y-C, Gernaey AM, Galili
E, Eshed V, Greenblatt CL, Lemma E, Bar-Gal GK, Spigelman M. Detection
and Molecular Characterization of 9000-Year-Old Mycobacterium tuberculosis
from a Neolithic Settlement in the Eastern Mediterranean. PLoS ONE 2008;
3 (10): 10-15.

Hippocrates. Of the Epidemick. MO. 400.

Hu Y, Coates AR, Mitchison DA. Sterilising action of pyrazinamide in models of
dormant and rifampicin-tolerant Mycobacterium tuberculosis. Int J Tuberc Lung
Dis 2006;10:317-322.

Huang Q, Chen ZF, Li YY, Zhang Y, Ren Y, Fu Z, Xu SQ. Nutrient-starved incubation
conditions enhance pyrazinamide activity against Mycobacterium tuberculosis.
Chemotherapy 2007; 53:338-343.

Jones, JJ, Falkinham JO. Decolorization of malachite green and crystal violet by
waterborne  pathogenic mycobacteria.  Antimicrob  Agents Chemother
2003;47:2323-2326.

Jordahl C, Des Prez R, Deuschle K, Muschenhelm C, Mcdermott W. Ineffectiveness Of
Nicotinamide And isoniazid in the treatment of pulmonary tuberculosis. Am Rev
Respir Dis 1961; 83: 899-900.

Juan-Carlos Palomino JC, Martin A, Camacho M, Guerra H, Swings J, Portaels F.
Resazurin Microtiter Assay Plate: Simple and Inexpensive Method for Detection
of Drug Resistance in Mycobacterium tuberculosis Antimicrob Agents
Chemother 2002;46(8):2720-2722.

Kalfin, E, Engibarov A.. Guidelines for microbiological diagnosis of infections caused
by mycobacteria. In M. Stoianova and G. Mitov (ed.), Handbook of instructions
for microbiological diagnosis of bacterial infections, vol. 1. Ministry of Public
Health, Sofia, Bulgaria 1989;118-127.

Kalich, R, Gerloff W, Neubert R, Ulber H. Determination of the sensitivity of

mycobacteria to pyrazinamide and nicotinamide. Z. Erkr. Atmungsorgane
1978;151:103-112.

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=JORDAHL%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13790670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DES%20PREZ%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13790670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DEUSCHLE%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13790670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MUSCHENHELM%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13790670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDERMOTT%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13790670

Karakousis, PC. Mechanisms of Action and Resistance of Antimycobacterial Agents.
In: Antimicrobial Drug Resistance. D. L. Mayers, Springer 2009;271-291.

Kent, PT, Kubica GP. Public health mycobacteriology: a guide for the level IlI
laboratory. U.S. Department of Health and Human Services, Atlanta,
Gal985;96-103.

Kohli A, Bashir G, Fatima A, Jan A, Wani N, Ahmad J. Rapid drug-susceptibility
testing of Mycobacterium tuberculosis clinical isolates to first-line antitubercular
drugs by nitrate reductase assay: A comparison with proportion method. Int J
Mycobacteriol 2016;5:469 —474.

Kolyva AS, Karakousis PC. Old and New TB Drugs: Mechanisms of Action and
Resistance. Cardona PJ, Editor, New Approaches to Fighting Against Drug
Resistance. London, InTech 2012.

Koneman's Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, Seventh Edition
2017.

Konno K, Feldmann FM, McDermott W. Pyrazinamide susceptibility and amidase
activity of tubercle bacilli. Am Rev Respir Dis 1967; 95:461-469.

Louw GE, Warren RM, Donald PR, Murray MB, Bosman M, Van Helden PD, Young
DB, Victor TC. Frequency and implications of pyrazinamide resistance in
managing previously treated tuberculosis patients. Int J Tuberc Lung Dis
2006;10(7):802-807.

Madkour, M. Monir; D. A. Warrell . Tuberculosis. Birkhiuser 2004; 6:11-12.
Magner, LN. A History of the Life Sciences. CRC Press 2002;273.

Marttila HJ, Soini H, Eerola E, Vyshnevskaya E, Vyshnevskiy Bl, Otten TF, Vasilyef
AV, Viljanen MK. A Ser315Thr substitution in KatG is predominant in
genetically heterogeneous multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis
isolates originating from the St. Petersburg area in Russia. Antimicrob Agents
Chemother 1998;42(9): 2443-2445.

Martin A, Takiff H, Vandamme P, Swings J, Palomino JC, Portaels F. A new rapid
and simple colorimetric method to detect pyrazinamide resistance in
Mycobacterium tuberculosis using nicotinamide. J Antimicrob ~ Chemother
2006; 58:327-331.

Martin A, Cubillos-Ruiz A, Von Groll A, Del Portillo P, Portaels F, Palomino JC.
Nitrate reductase assay for the rapid detection of pyrazinamide resistance in
Mycobacterium tuberculosis using nicotinamide. J Antimicrob Chemother
2008; 61:123-127.

Maulitz RC, Maulitz SR The King's Evil in Oxfordshire. Med Hist 1973;17(1):87-89.

53



McDermott, W, Tompsett R.. Activation of PZA and nicotinamide in acidic
environment in vitro. Am. Rev. Tuberc 1954;70:748-754.

McKenzie, D, Malone L, Kushner S. The effect of nicotinic acid amide on experimental
tuberculosis of white mice. J. Lab. Clin. Med 1948;33: 1249-1253.

McClelland C Galen on Tuberculosis. The Physician and Surgeon. Detroit and Ann
Arbor: Keating and Bryant 1909;31:400—404.

McKeown T. The Role of Medicine: Dream, Mirage or Nemesis? (The Rock Carlington
Fellow, 1976). London, UK: Nuffield Provincial Hospital Trust 1976; 82.

McClelland C. Galen on Tuberculosis. The Physician and Surgeon (Detroit and
Ann Arbor: Keating and Bryant) 1909;31:400-404.

Mc Clatchy JK, Tsang AY, Cernich MS. Use of pyrazinamidase activity on
Mycobacterium tuberculosis as a rapid method for determination of
pyrazinamide susceptibility. Antimicrob Agents Chemother 1981; 20:556-557.

Mc Cune RM Jr, Tompsett R. Fate of Mycobacterium tuberculosis in mouse tissues as
determined by the microbial enumeration technique. 1. The persistence of drug-
susceptible tubercle bacilli in the tissues despite prolonged antimicrobial
therapy. J Exp Med 1956; 104:737-762.

Mc Cune RM Jr, Mc Dermott W, Tompsett R. The fate of Mycobacterium tuberculosis
in mouse tissues as determined by the microbial enumeration technique. Il. The
conversion of tuberculous infection to the latent state by the administration of
pyrazinamide and a companion drug. J Exp Med 1956; 104:763-802.

Mc Cune RM, Feldmann FM, Lambert HP, McDermott W. Microbial persistence. I.
The capacity of tubercle bacilli to survive sterilization in mouse tissues. J Exp
Med 1966;123:445-468.

Mc Cune RM, Feldmann FM, McDermott W. Microbial persistence. Il. Characteristics
of the sterile state of tubercle bacilli. J Exp Med 1966;123:469-486.

Mc Dermott W, Tompsett R. Activation of pyrazinamide and nicotinamide in acidic
environment in vitro. Am Rev Tuberc 1954; 70:748—-754.

Mestdagh M, Fonteyne PA, Realini L, Rossau R, Jannes G, Mijs W, De Smet
KA, Portaels F, Van den Eeckhout E. Relationship between pyrazinamide
resistance, loss of pyrazinamidase activity, and mutations in the pncA Locus in
multidrug-resistant clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob
Agents Chemother 1999;43:2317-9.

Mikusova K, Slayden RA, Besra GS, Brennan PJ. Biogenesis of the mycobacterial cell
wall and the site of action of ethambutol. Antimicrob Agents Chemother
1995;39(11): 2484-2489.

54


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mestdagh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fonteyne%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Realini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossau%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jannes%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mijs%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20den%20Eeckhout%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10471589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mikusov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8585730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slayden%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8585730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Besra%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8585730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8585730

Mirabal NC, Yzquierdo SL, Lemus D, Madruga M, Yoslaine Milian Y, Echemendia
M, Takiff H, Martin A, Van der Stuyf P, Palomino JC, Montoro E.
Evaluation of Colorimetric Methods Using Nicotinamide for Rapid Detection of
Pyrazinamide Resistance in Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol 2010;
48(8):2729-2733.

Mitchison DA. The action of antituberculosis drugs in short course chemotherapy.
Tubercle 1985; 66:219-225.

Mphahele MT. Pyrazinamide resistance among multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis isolates from South-African pulmonary tuberculosis patients
University of Bergen, MPhil thesis 2005.

Murray MF. Nicotinamide: An Oral Antimicrobial Agent with Activity against Both
Mycobacterium tuberculosis and Human Immunodeficiency. Virus Clinical
Infectious Diseases 2003;36:453-460.

Musser, JM. Antimicrobial agent resistance in mycobacteria: molecular genetic insights.
Clin Microbiol Rev 1995;119; 8(4): 496-514.

Musser JM, Kapur V, Williams DL, Kreiswirth BN, van Soolingen D, van Embden JD.
Characterization of the catalase-peroxidase gene (katG) and inhA locus in
isoniazid-resistant and -susceptible strains of Mycobacterium tuberculosis by
automated DNA sequencing: restricted array of mutations associated with drug
resistance. J Infect Dis 1996;173(1):196-202.

Otis EO. Pulmonary tuberculosis. W.M. Leonard 1920;28.

Oommen S, Banaji N. Laboratory diagnosis of tuberculosis: Advances in technology
and drug susceptibility testing. Indian J Med Microbiol 2017;35(3):323-331.

Ozkiitiik N, Ecemis T, Siiriiciioglu S. Manisa Bolgesinde Pirazinamid-Monorezistan
Mycobacterium Tuberculosis” Mikrobiyol Bul 2008;42:585-590.

Palomino JC, Martin A, Camacho M, Guerra H, Swings J, Portaels F. Resazurin
Microtiter Assay Plate: Simple and Inexpensive Method for Detection of Drug
Resistance in Mycobacterium tuberculosis.Antimicrob Agents Chemother
2002;46(8):2720-2722.

Palomino JC. Portaels F. Simple procedure for drug susceptibility testing of
Mycobacterium tuberculosis using a commercial colorimetric assay. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis 1999;18:380-383.

Panaiotov S, Kantardjiev T. Nitrate Reductase Assay for Drug Susceptibility Testing
of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol 2002 Oct; 40(10): 3881-3882.

Pesch KL, Simmert U. Combined assays for lactose and galactose by enzymatic
reactions. Milchw. Forsch1929; 8: 551.

55


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musser%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapur%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kreiswirth%20BN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Soolingen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Embden%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8537659
http://www.ijmm.org/searchresult.asp?search=&author=Seema+Oommen&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijmm.org/searchresult.asp?search=&author=Nandita+Banaji&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29063875
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palomino%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camacho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guerra%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swings%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Portaels%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12121966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC127336/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panaiotov%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12354910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kantardjiev%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12354910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC130903/

Quémard A, Sacchettini JC, Dessen A, Vilcheze C, Bittman R, Jacobs WR
Jr, Blanchard JS. Enzymatic characterization of the target for isoniazid in
Mycobacterium tuberculosis. Biochemistry 1995;34(26): 8235-8241.

Roberts CA, Pfister LA, Mays S. Letter to the editor: Was tuberculosis present in
Homo erectus in Turkey? Am J Phys Anthropol 2009;139 (3): 442—-444,

Robitzek, EH, Selikoff 1J. Hydrazine derivatives of isonicotinic acid (rimifon marsilid)
in the treatment of active progressive caseous-pneumonic tuberculosis; a
preliminary report. Am Rev Tuberc 1952; 65(4): 402-428.

Sakamoto K. The pathology of Mycobacterium tuberculosis infection. Vet Pathol
2012;49(3):423-39.

Sambandamurthy VK, Wang X, Chen B, Russell RG, Derrick S, Collins FM, Morris
SL, Jacobs WR Jr. A pantothenate auxotroph of Mycobacterium tuberculosis is
highly attenuated and protects mice against tuberculosis. Nat Med 2002;
8:1171-1174.

Scorpio A, Zhang Y. Mutations in pncA, a gene encoding
pyrazinamidase/nicotinamidase, cause resistance to the antituberculous drug
pyrazinamide in tubercle bacillus. Nat Med 1996; 2:662—667.

Scorpio A, Lindholm-Levy P, Heifets L, Gilman R, Siddigi S, Cynamon M, Zhang Y.
Characterization of pncA mutations in pyrazinamide-resistant Mycobacterium
tuberculosis. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41:540-543.

Sensi, P. History of the development of rifampin. Rev Infect Dis 1983,3: 402- 406.

Shenai S, Rodrigues C, Sadani M, Sukhadia N, Mehta A. Comparison of phenotypic
and genotypic methods for pyrazinamide susceptibility testing. Indian J Tuberc
2009;56:82-90.

Shi W, Zhang X, Jiang X, Yuan H, Lee JS, Barry CE 3rd, Wang H, Zhang W, Zhang Y.
Pyrazinamide inhibits trans-translation in Mycobacterium tuberculosis. Science
2011; 333:1630-1632.

Somoskovi A, Dormandy J, Parsons LM, Kaswa M, Goh KS, Rastogi N, Salfinger M.
Sequencing of the pncA gene in members of the Mycobacterium tuberculosis
complex has important diagnostic applications: Identification of a species-
specific pncA mutation in “Mycobacterium canettii” and the reliable and rapid
predictor of pyrazinamide resistance. J Clin Microbiol 2007;45:595-599.

Sreevatsan S, Stockbauer KE, Pan X, Kreiswirth BN, Moghazeh SL, Jacobs WR Jr,
Telenti A, Musser JM. Ethambutol resistance in Mycobacterium tuberculosis:
critical role of embB mutations. Antimicrob Agents Chemother 1997;41(8):
1677-1681.

56


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qu%C3%A9mard%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7599116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dessen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7599116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilcheze%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7599116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bittman%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7599116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanchard%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7599116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakamoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22262351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sreevatsan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stockbauer%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kreiswirth%20BN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moghazeh%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobs%20WR%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musser%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9257740

Sreevatsan S, Pan X, Zhang Y, Kreiswirth BN, Musser JM. Mutations associated with
pyrazinamide resistance in pncA of Mycobacterium tuberculosis complex
organisms. Antimicrob Agents Chemother 1997;41:636-640.

Stoffels K, Mathys V, Fauville-Dufaux M, Wintjens R, Bifani P. Systematic analysis of
pyrazinamide-resistant spontaneous mutants and clinical isolates of
Mycobacterium  tuberculosis.  Antimicrob  Agents Chemother 2012,
56:5186— 5193.

Sylvius. Opera Medica.1679.

Senol G, Coskun M, Giindiiz AT, Bigmen C, Gayaf M, Ozsoz A. Izmir Gogiis
Hastaliklar1 Hastanesinde Cok Ilaca Direngli Tiiberkiiloz Olgularinda
Pirazinamid Direncinin Arastirilmasi. Mikrobiyol Bul 2008;42: 591-597.

Tarnok 1, Czanik P. Malachite green reducing enzyme in mycobacteria. Nature
1959;183:549-550.

Tarshis MS, Weed WA Jr. Lack of significant in vitro sensitivity of Mycobacterium
tuberculosis to pyrazinamide on three different solid media. Am Rev Tuberc
1953;67:391-395.

Tarshis MS, Parker MV, Dunham WB. Blood media for cultivation of Mycobacterium
tuberculosis. X. Results with malachite green, penicillin and sodium tellurite and
comparison of the blood agar-MGP, blood agar-PST and Lowenstein-Jensen
media under routine diagnostic conditions. Acta Tuberc Scand1955; 31:92-
105.

Tasneen R, Li SY, Peloquin CA, Taylor D, Williams KN, Andries K, Mdluli KE,
Nuermberger EL. Sterilizing Activity of Novel TMC207- and PA-824-
Containing Regimens in a Murine Model of Tuberculosis. Antimicrob Agents
Chemother 2011; 55:5485-5492.

Telenti A, Imboden P, Marchesi F, Lowrie D, Cole S, Colston MJ, Matter L, Schopfer
K, Bodmer T. Detection of rifampicin-resistance mutations in Mycobacterium
tuberculosis. Lancet 1993;341(8846): 647-650.

Telenti A, Philipp WJ, Sreevatsan S, Bernasconi C, Stockbauer KE, Wieles B, Musser
JM, Jacobs WR Jr. The emb operon, a gene cluster of Mycobacterium
tuberculosis involved in resistance to ethambutol. Nat Med 1997;3(5): 567-570.

Trivedi SS, Desai SG. Pyrazinamidase activity of Mycobacterium tuberculosis—a test
of sensitivity to pyrazinamide. Tubercle 1987; 68:221-224.

Wade, MM. ve Zhang Y. Mechanisms of drug resistance in Mycobacterium
tuberculosis. Front Biosci 2004;9: 975-994.

57


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Telenti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imboden%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marchesi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowrie%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cole%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colston%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matter%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bodmer%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8095569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Telenti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Philipp%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sreevatsan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernasconi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stockbauer%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wieles%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobs%20WR%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9142129

Wade MM, Zhang Y. Effects of weak acids, UV and proton motive force inhibitors on
pyrazinamide activity against Mycobacterium tuberculosis in vitro. J Antimicrob
Chemother 2006; 58:936-941.

WHO. Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis.
World Health Organization; Geneva 2011.

WHO. Global Tuberculosis Report. 2010.
WHO. Global Tuberculosis Report. 2016
WHO. Global Tuberculosis Report. 2017.

Whytt R. Observations on the Dropsy in the Brain. Edinburgh: Balfour, Auld &
Smellie 1768;46.

Wirth T, Hildebrand F, Allix-Béguec C, Wolbeling F, Kubica T, Kremer K, Soolingen
D, Riisch-Gerdes S, Locht C, Brisse S, Meyer A, Supply P, Niemann S. Origin,
Spread and Demography of the Mycobacterium tuberculosis Complex. PLo0S
Pathogens 2008; 4(9):1-10.

Yeager R, Munroe W, Dessau F. Pyrazinamide (Aldinamide) in the treatment of
pulmonary tuberculosis. Am Rev Tuberc 1952; 65:523-534.

Ying Z, Wanliang S, Wenhong Z, Mitchison D. Mechanisms of Pyrazinamide Action
and Resistance. Microbiol Spectr 2013;2(4):1-12.

Zhang N, Torrelles JB, McNeil MR, Escuyer VE, Khoo KH, Brennan PJ, Chatterjee D.
The Emb proteins of mycobacteria direct arabinosylation of lipoarabinomannan
and arabinogalactan via an N-terminal recognition region and a C-terminal
synthetic region. Mol Microbiol 2003;50(1): 69-76.

Zhang S, Chen J, Shi W, Liu W, Zhang WH, Y Z. Mutations in panD encoding
aspartate decarboxylase are associated with pyrazinamide resistance in
Mycobacterium tuberculosis. Emerging Microbes & Infections 2013; 2(6):1-5.

Zhang Y, Scorpio A, Nikaido H, Sun Z. Role of acid pH and deficient efflux of
pyrazinoic acid in unique susceptibility of Mycobacterium tuberculosis to
pyrazinamide. J Bacteriol 1999; 181:2044-2049.

Zhang, Y. Telenti, A. Genetics of Drug Resistance in Mycobacterium tuberculosis.
Molecular Genetics of Mycobacteria. ASM Press Washington, DC: 2000;235-
254,

Zhang Y, Permar S, Sun Z. Conditions that may affect the results of susceptibility
testing of Mycobacterium tuberculosis to pyrazinamide. J Med Microbiol
2002;51:42-49.

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torrelles%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McNeil%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escuyer%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khoo%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chatterjee%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507364

Zhang Y, Mitchison D. The curious characteristics of pyrazinamide: a review. Int J
Tuberc Lung Dis 2003;7:6-21.

Zhang Y, Wade MM, Scorpio A, Zhang H, Sun Z. Mode of action of pyrazinamide:
disruption of Mycobacterium tuberculosis membrane transport and energetics by
pyrazinoic acid. J Antimicrob Chemother 2003; 52:790-795.

Zhang Y, Heym B, Allen B, Young D, Cole S.The catalase-peroxidase gene and
isoniazid resistance of Mycobacterium tuberculosis. Nature 1992;358(6387):
591-593.

Zink A, Sola C, Reischl U, Grabner W, Rastogi N, Wolf H, Nerlich A. Characterization
of Mycobacterium tuberculosis Complex DNAs from Egyptian Mummies by
Spoligotyping. J Clin Microbiol 2003; 4 (1):359-367.

Zysk KG. 1998. Medicine in the Veda: Religious Healing in the Veda. Motilal
Banarsidass Publ 1998;12,32.

59



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ahmet Ugur Akbal
Dogum Yeri : Elaz1g

Dogum Tarihi :20.11.1970

Medeni Hali - Evli

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil) :Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi,1994

Cahstig1 Kurumlar :

e 1994-2001Samsun Carsamba Kizilot Saglik Ocag1

e 2001-2012 Samsun Acil Saglik Hizmetleri Sube Miidiirliigi
e 2012- Samsun il Saglik Miidiirliigii

E-posta : auakbal@gmail.com

Yayinlar
Makaleler:

Seroprevalence of Hepatitis E in A Tertiary Care Hospital, Journal of Microbiology &
Experimentation, 2015, 2(2): 00043

Evaluation of the Prevalence of Hepatitis A in Samsun Vicinity, Viral Hepatitis Journal
2015; 21(1): 23-27

Evaluation of four colourimetric susceptibility tests for the rapid detection of multidrug-
resistant Mycobacterium tuberculosis isolates. Memorias Instituto Oswaldo Cruz, Rio
De Janerro. 2015;110(5)

Evaluation of crystal violet decolorization assay for minimal inhibitory concentration
detection of primary antituberculosis drugs against Mycobacterium tuberculosis
isolates. Memorias Instituto Oswaldo Cruz, Rio De Janeiro.2016; 111(7)

Multicenter evaluation of crystal violet decolorization assay (CVDA) for rapid detection
of isoniazid and rifampicin resistance in Mycobacterium tuberculosis, Scientific
Reports 2016;6, 16

60


mailto:auakbal@gmail.com

Yeni Antibakteriyeller Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi (Kabul edildi,
yayinlanmasi bekleniyor)

Bildiriler:

Evaluation of Attitudes and Practices of Hand Hygiene Among Employees at Maternity
and Children’s Hospital in Samsun, 14. World Sterilization Congress (6-9 Kasim 2013)

Effect of melatonin on in-vitro cytotoxicity of acrylic resin, filler particulate composite
resin and thermoplastic material, EuroPerou8, 2015,London, Journal of Clinical
Periodontology, June 2015, special issue, volume 42,129

Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin hizli tespiti i¢in yeni
kolorimetrik bir yontem; kristal viyole renksizlestirme testi, VII.Tiiberkiiloz
Sempozyumu (3-7.11.2014)

Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin hizli tespitinde malasit
yesili renksizlestirme testinin (MYRT) degerlendirilmesi, VII.Tiiberkiiloz Sempozyumu
(3-7.11.2014)

Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin hizli tespitinde nitrat
rediiktaz testinin (NRT) degerlendirilmesi, VIL. Tiiberkiiloz Sempozyumu (3-7.11.2014)

Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin hizli tespiti igin rezasurin
mikroplak testinin (RMPT) degerlendirilmesi, VIIL.Tiiberkiiloz Sempozyumu (3-
7.11.2014)

Primer Antitiiberkiiloz Ilaglarin MIK lerinin Kristal Viyole Renksizlestirme Testi
(KVRT) ile Tespiti, 7. Ulusal Mikobakteri Sempozyumu/8-10 May1s 2015 Mersin

Cok Ilaca Direngli Mycobakterium tuberculosis Izolatlarinin Hizl1 Tespitinde Kristal
Viyole Renksizlestirme Testinin (KVRT) Degerlendirilmesi: Cok Merkezli Bir Calisma,
7. Ulusal Mikobakteri Sempozyumu/8-10 Mayis 2015, Mersin

Mycobacterium Tuberculosis’de Etambutol ve Streptomisin Direncinin Hizli Tespiti
Icin Yeni Bir Yéntem; KVRT, 37. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, 17-20 Kasim
2016,Antalya

61



