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OZET
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ILAC DIRENCINDE DISA ATIM
(EFFLUKS) POMPASININ ETKISININ ARASTIRILMASI

Amac: Aktif effliiks pompanin varlig1 bakterinin bir¢ok antibiyotiklere direncinde 6nemli bir
rol oynadig1 bilinmektedir.

Materyal ve metot: Calismada 42 tanesi Cok Ilaca Direncli (CID) ve 50 tanesi primer ilaglara
duyarl, 5 referans Mycobacterium tuberculosis izolatlar1 temin edildi. Caligmada test edilen
bakterilerin direng profillerinin belirlenmesi rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile yapildi.
Caligmanin ilk asamasinda izoniazid (INH), rifampsin (RIF), etambutol (ETM), streptomisin
(STM), nikotinamid (NIC), levofloksasin (LEVO), moksfloksasin (MOX), ofloksasin (OFX)
ve siprofloksasin (CIPRO) i¢in MIK degerleri tespit edildi. izolatlarin duyarliliklar:
belirlendikten sonra ¢alismanin ikinci asamasinda, MiK degerleri her antibiyotik icin effliiks
pompa inhibitorleri olan carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), verapamil,
rezerpin, tioridazin varhiginda da saptandi. Calismanin t¢iincli asamasinda, effliiks pompa
inhibitorleri varligida MiK degerlerinde diisiis saptanan 6 M. tuberculosis izolatinda RT-
PZR ile effliiks pompa genlerinin ekspresyonu arastirildi.

Bulgular: Calismada primer ilaglara (INH, RiF, STM, ETM) duyarh 50 (%55) izolat
saptand1. Geriye kalan CID 42 (%45) izolatin tiimii INH ve RIF direngli bulundu. Toplam 11
(%11,9) izolatta florokinolonlara direng saptandi. Calismamizda effliikks pompa inhibitorlerin
varhginda CID, florokinolonlara duyarl: 6 izolatta effliiks pompalarmin aktif oldugu tespit
edildi. 6 izolatin tamaminda CCCP, verapamil, rezerpin gibi inhibitorler varliginda
florokinolonlarin (CIPRO, %6,52; LEVO, %6,52; MOX, %6,52; OFX, %6,52) MiK ’lerinde
diisiis saptand1. Bu 6 izolatin 3’iinde STM; 4’iinde RiF CCCP ve verapamil varliginda (RIF,
%4,34 ve STM, %3,26) MIK degerlerinin diistiigii gozlendi. Effliiks pompa inhibitdrleri
varliginda MIK degerlerinde diisiis saptanan 6 izolatta effliiks pompa genlerine ait 15 gen
bolgesinin tamaminda asir1 ekspresyon gortildii.

Sonug: Direngli izolatlarda gen bolgelerinin asir1 ekspresiyonu efflilks pompalarinin direng
gelisimi ile iliskisini diigiindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Effliks pompast; effliiks pompa inhibitorleri; ilag direnci;
Mycobacterium tuberculosis

Gumral ALAKBAROVA, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Temmuz-2017



ABSTRACT
INVESTIGATION EFFECT OF EFLLUX PUMPS IN DRUG RESISTANCE OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Aim: Active efflux is known to play a major role in the resistance of many bacteria to antibiotics.
Material Method: In this study, we included 50 pan-sensitive, 42 Multidrug Resistant (MDR)
clinic al isolates and 5 Mycobacterium tuberculosis control strains. Resistance profiles of bacteria
were tested by resasurinb microtitre microtitre assay (REMA). In the first phase of our study;
MIC levels for isoniazid (INH), rifampin (RIF), etambutol (ETM), streptomycin (STM),
nicotinamide (NIC), levofloxacin (LEVO), moxifloxacin (MOX), ofloxacin (OFX) and
ciprofloxacin (CIPRO) were determined. In the second phase of the study after detection
susceptibility of isolates, antibiotics MIC levels were also determined in the presence of efflux
pump inhibitors such as carbonyl cyanide, m-chlorophenylhydrazone (CCCP), verapamil,
reserpine thioridazine. In the third phase of the study, MIC levels werereduced in 6 M.
tuberculosis isolates in thepresence of efflux pump inhibitors, in these isolates for determining
the presence expression of putative efflux pump genes was examined by Reverse Transcriptase-
PCR (RT-PCR).

Results: In this study, 50 (55%) isolates were identified susceptible to primary drugs (INH, RIF,
STM, ETM), 42 (45%) isolates (MDR) were resistant to INH and RIF. 11 (11.9%) isolates were
resistant to fluoroquinolones. In our study, in the presence of efflux pump inhibitors active efflux
pumps were detected in 6 MDR fluoroquinolones susceptible isolates. In the study MIC levels of
fluoroquinolones (CIPRO, 6,52%, LEVO, 6,52%, MOX, 6,52%, OFX, 6,52%) in these 6 isolates
decreased in the presence of inhibitors such as CCCP, verapamil and reserpine. MIC of RiF in 4
(4.34%) isolates, MIC of STM in 3 (3.26%) isolates decreased in the presence of efflux pump
inhibitors such as CCCP, verapamil. Overexpression of all 15 efflux pump genes was observed
in 6 isolate with a reduction in MIC values in the presence of efflux pump inhibitors.
Conclusion: Overexpression of gene regions in resistant isolates suggests that efflux pumps are
associated with resistance development.

Keywords: Drug resistance; efflux pumps; efflux pumps inhibitors Mycobacterium tuberculosis

Gumral ALAKBAROVA, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University — Samsun, July —2017
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rRNA : Ribozomal riboniikleik asit

RT-PZR : Revers transcriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
S : Duyarlt

SMR : Small multidrug resistance

Sn : Saniye

STM : Streptomisin

R : Direncli

Taq : Thermus aquaticus

B : Tiiberkiiloz

TBE : Tris/Borate/EDTA

TE : TrisslEDTA

TET : Tetrasiklin

TRIS : Tris(hydroxymethyl)aminomethane
u : Unit

uv : Ultraviyole

UK : Ureme kontrolii

YiD-TB : Yaygin ila¢ direncli tiiberkiiloz
PZA : Pirazinamid
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1. GIRIS

Tiberkiiloz (TB) tiim diinyada insan sagligin1 tehdit etmekte olan ve Human
Immunodeficiency Virus (HIV)’den sonra ikinci sirada yer alan en 6nemli enfeksiyon
hastaligidir. Diinya niifusunun 1/3’{inlin TB basili ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir.
Yilda yaklasik iki milyon kisi, TB’den 6lmekte ve oliimlerin %98’1 gelismekte olan
tilkelerde olmaktadir (7. Ulusal Mikobakteri Sempozyumu, 2015).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) Kiiresel Tiiberkiiloz 2016 Raporuna gore;
diinya genelinde TB insidansi, prevalanst ve mortalite oran1 diismektedir; ancak kiiresel
TB yiikii halen ¢ok yiiksektir. TB insidansinin diisme oran1 2014'ten 2015'e kadar sadece
%1,5 diizeyinde kalmistir. DSO “’End Tuberculosis’’ stratejisine gore’>, 2050 yili i¢in
TB oliim oranin %90, TB oraninin %80 azalmasini hedeflemektedir (WHO Report,
2016).

2015 DSO raporuna gére, 10,4 milyon yeni TB vakas1 tespit edilmis ve bunlarin
1,2 milyon (%11)‘i HIV pozitif hastalardir. TB hastalarinin %55 ‘inin HIV pozitif
olduklar1 ve 480.000 yeni ¢ok ilaca direncli (CID) vakalarin goriildiigii raporda
belirtilmistir. Gilinlimiizde TB ilk 10 6liim nedeni olarak yerini korumaktadir (WHO
Report, 2016).

Antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng¢ ve tolerans TB tedavisinde ciddi bir sorun
haline gelmistir. Tiiberkiiloz ilaglarinin gelistirilmesi ve kullanima girmesi TB
kontroliinde oOnemli bir basamak olusturacaktir. Mikobakterilerdeki ila¢ direng
mekanizmalarinin agikliga kavusturulmasi hastaligin kontrolii agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Antimikrobiyal ilaglarin bakteriyel effliiks pompalar1 vasitasiyla atilmasi,
ila¢ direncinin ana nedenlerinden biridir. (Song ve Wu, 2016).

Bu ¢aligmada amacimiz, effliiks pompalarinin Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) direncine katkisinin arastirilmasidir. Bu amag dogrultusunda ilk hedefimiz,
M. tuberculosis izolatlarinda diren¢ gelismesinden sorumlu aktif efflilks pompalarinin
varligini arasgtirmaktir. Bu amagla ilk olarak g¢esitli effliks pompa inhibitorlerinin
varliginda birinci ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglarimin minimal inhibisyon
konsantrayonlarmdaki (MIK) diisiis saptanmis ve daha sonra aktif effliiks pompasi

saptanan M. tuberculosis izolatlarinda pompa genlerinin ekspresyonu arastirilmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Tarihce

Tiiberkiiloz, M. tuberculosis’in etken oldugu, yasam boyu siirebilen bulasici bir
hastaliktir. M. tuberculosis kokenleri ¢ok eski olup: 70.000 yildan fazla sag kalmis
basiller bulunmaktadir. Giinlimiizde diinya genelinde 2 milyar insana bulastig
bildirilmektedir (Barberis ve ark., 2017).

Mycobacterium cinsinin 150 milyon yildan daha Once ortaya ¢iktig
varsayilmaktadir. Mycobacterium ulcerans antik ¢aglardan beri enfeksiyonlara neden
oldugu bilinmektedir (Hayman, 1984).

M. tuberculosis kokeni ii¢ milyon yil 6nce, Dogu Afrika'da erken hominidlere
bulagsmistir. Modern M. tuberculosis suslarinin 20.000-15.000 yil 6nce ilk kez ortaya
ciktig1 digiiniilmektedir (Kapur ve ark., 1994; Brosch ve ark., 2002).

M.O. 2400 yilina ait Misir mumyalarinda, TB’ye ait iskelet deformiteleri;
karakteristik Pott lezyonlar1 bulunmakta ve benzer anormallikler Erken Misir sanatinda
da agik¢a goriilmektedir (Morse ve ark., 1964; Zimmerman ve ark., 1979). Misir
papiriislerinde 3300 ve 2300 y1l 6ncesine ait TB'yi tanimlayan ilk yazili belgeler sirasiyla
Hindistan'da ve Cin'de bulunmustur (Cave, 1939; Brown, 1941).

Antik Yunan'da TB iyi taninmis ve Phtisis olarak anilmistir. Hipokrat, Phtisis'i
ozellikle gen¢ yetiskinlerde Oliimciil bir hastalik olarak belirtmistir. Belirtilerini ve
karakteristik tiiberkiiler akciger lezyonlarin1 da dogru bir sekilde tanimlamigtir. TB
arastirmasi yapan ilk bilim insanlarimin miikemmel kesifleri ayn1 donemde yapilmistir:
Yunanistan'da, Isocrates, TB'nin bulasici bir hastalik oldugunu varsayan ilk yazardir,
Aristo ise, domuz ve okiizlerde "kral kotiiliigiiniin" bulasici nitelikte oldugunu ileri siiren
ilk bilim adamidir (Barberis ve ark., 2017).

MS 174 yilinda, Roma Imparatoru Marcus Aurelius'un kisisel doktoru olan
Yunan Clarissimus Galen, TB belirtilerini ates, terleme, okstiriik ve kan lekeli balgam
olarak tanimlamustir; hastalik i¢cin temiz hava, siit ve deniz seferi Onermistir (Daniel,
2006; Bynum, 2012; Pease, 1940).

Roma Imparatorlugu'nun ¢ékmesinden sonra, bircok arkeolojik arastirmalarda,
TB’nin VIII ve XIX yiizyillarda Avrupa'da yayginlagsmis oldugu goriilmektedir. (Roberts,
2003).



Bizans doktorlarinin TB'min pulmoner ve glandiiler formlarmi tanimladigi
bildirilmektedir (Besciu, 2009).

Unlii bilim adam1 Robert Koch, TB basilini ilk kez izole etmistir. Paul Ehrlich
tarafindan Onerilen metilen mavisi boyama yontemini kullanarak, bakteriyi tanimlamas,
izole ederek ve hayvan serumunda iiretmistir. Daha sonra, laboratuar ortaminda basili
hayvanlara inokiile ederek, hastalig1 olusturmustur (Grandmann, 2001).

Robert Koch, bu bulgularin1  1882'de Berlin Fizyoloji Dernegi'ne sunmus, TB
ile miicadele yollarini belirtmistir (Bartolozzi, 2012). Bu kesiften sonraki yillarda Pirquet
ve Mantoux tiiberkiilin deri testini; Albert Calmette ve Camille Guérin (BCG) asisini;
Selman Waksman ise, streptomisin ve diger antitiiberkiiloz ilaglar gelistirmislerdir
(Daniel, 2000; Grandmann, 2001).

1865'te, Jean-Antoine Villemin, TB’nin bulasict bir hastalik oldugunu,

insanlardan sigirlara ve sigirlardan tavsanlara gegebilecegini gostermistir (Palomino ve

ark., 2007).

2.2. Epidemiyoloji

DSO Kiiresel Tiiberkiiloz 2016 Raporu’na gére diinya genelinde TB insidans,
prevalans ve mortalite oran1 diigmektedir; ancak kiiresel TB yiikii halen ¢ok ytiksektir.
202 tilkede halen TB prevelansi goriilmektedir (WHO Report, 2016).

2015 yilina ait 10,4 milyon yeni TB vakasi, 5.9 milyon (%56) erkek, 3.5 milyon
(%34) kadm ve 1,0 milyon (%10) ¢ocukta tespit edilmistir. 6 tilkede (Hindistan, Pakistan,
Cin, Nijerya, Indonezya, Kuzey Afrika) ise %60 fazla yeni TB olgusu bildirilmistir.
Diinya capinda, TB insidansindaki diisme orani1 2014'ten 2015'e kadar sadece %]1,5
diizeyinde kalmistir (WHO Report, 2016).

2015 y1linda 480.000 yeni CiD olgular goriilmiistiir. 1.4 milyon kiside TB 6liime
neden olup ve bu olgularin 0,4 milyonun HIV hastalar1 oldugu bildirilmektedir. 2010-
2015 yillar1 arasinda TB’den oliimiin %22 oranda azaldigi goriilmiistiir. 2015 yilinda
TB’nin ilk 10 6liim nedeni arasinda yerini korudugu goriilmektedir (WHO Report, 2016).

Saglik Bakanligi’nin 2016 Verem Savas Raporuna gore; 2013 yilinda toplam
13.409 TB olgusunun verem savasi dispanserleri kayitlarina girdigi gorilmektedir.

Toplam olgu hizi yliz binde 19,4’ten yiliz binde 17,5’¢ (-%10,0) diisiis gosterdigi



bildirilmektedir. Olgularin 7.881 (%58,8)’1 erkek, 5.528 (%41,2)’i kadindir. Erkek/Kadin
orani 1,4°tlir (Verem Savas Raporu, 2016).

2013 yilin ait akciger TB’li 8,655 olguda yapilan bakteriyolojik tetkikler
incelendiginde; mikroskopi yapilanlar i¢inde pozitiflik oran1 %65,5; kiiltiir yapilanlar
icinde pozitiflik oran1 %80,5 ise bulunmustur (Verem Savas Raporu, 2016).

[lag duyarlilik testi (IDT) yapilan toplam 5.539 olgunun sonuglari
incelendiginde; %20’sinde en az bir ilaca direnc saptanmistir. En yiiksek oranda direncin
%13,6 ile izoniyazide kars1 gelistigi goriilmistiir (Verem Savas Raporu, 2016).

[zoniyazid ve rifampisin igin (her ikisine) ilag¢ duyarhlik testi yapilan 5.529
olgunun %4,1’inin CID- TB oldugu tespit edilmistir. IDT yapilanlarda CID-TB oran1 yeni
olgularda %?2,5’iken, Onceden tedavi gormus olgularda %17,8 olarak saptanmistir.
Toplam 13.409 TB olgusundan 32 (%0,23)’sinin HIV (+) oldugu tespit edilmistir (Verem
Savas Raporu, 2016).

2.3. Mikobakterilerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.3.1. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

Mikobakterilerin ilk smiflandirilmalar;, treme Ozellikleri ve koloni
morfolojilerine gore yapilmaktadir. Mikobakteriler ncellikle M. tuberculosis kompleks
tiyeleri ve TB dis1 mikobakteriler olarak ayrilmaktadir. M. leprae ise ayr1 bir gruba
ayrilmaktadir (Pfyffer, 2015; Yiice ve ark., 2016).

M. tuberculosis kompleks iiyeleri M. tuberculosis, M. africanum M. bovis, M.
microti, M. cannetti, M. caprae, M. pinnipedi tiirlerinden olusmaktadir (Yiice ve ark.,
2016).

M. tuberculosis kiiltiir ortamlarinda oldukg¢a yavas iiremekte ve her 12-24 saatte
bir boliinmektedir. Bu hiz, 15 dakika ile bir saat arasinda boliinme dagilimi gdsteren ve
diizenli araliklarla ikiye boliinen, kiiltiirde iireyebilen ¢ogu bakteriye kiyasla oldukca
yavastir. M. tuberculosis kolonileri pigmentsiz ve agik bir bronz rengindedirler. Kiiltiir
ortaminda yavas lireyen mikobakterilerin kat1 besiyerinde izolasyonu i¢in 3-8 hafta

gereklidir (Sani¢ ve Coban, 1999; Murray ve ark., 2009; Yiice ve ark., 2016).

Diisiik c¢ogalma hizi, genellikle hastaligin subakuttan kronik duruma

doniisiimiinii ve in vitro gozle goriilebilir tireme elde edilebilmesi i¢in uzun bir zamana



ihtiya¢ duyulmasini agiklamaktadir (Sani¢ ve Coban, 1999; Murray ve ark., 2009; Yiice
ve ark., 2016).

TB dist mikobakteriler (Runyon Siniflanmasi) ilireme 06zellikleri, koloni

morfolojileri ve pigment olusturma oOzelliklerine gore smiflandirilmaktadir.

Mikobakteriler “yavag iireyen” ve “hizli lireyen” 2 ana gruba ayrilir. Hizli lireyen 7
gilinden daha kisa, yavas iireyen tiirlerde ise 7 giinden sonra iiremis kolonilerin iiremesi

goriiliir. Runyon siniflanmasi tablo 1°de sunulmustur (Sani¢ ve Coban, 1999; Yiice ve

ark., 2016).

Tablo 1. Runyon siniflamasi (Sani¢ ve Coban, 1999; Yiice ve ark., 2016)

. Koloni . Yaptiklar
Grup ad1 Pigment r Ureme hizx Tiirleri
morfolojisi Hastahk
M.kansasii, Akciger
Karanlikta M. marinum, enfeksiyonu,
Fotokromojenler renksiz/isikta ~ Genellikle R Yavas M. simiae, lenfandenit, deri
pigmentli* M.asiaticum, ve yumsak doku
M.intermedium  enfeksiyonu
M. szulgai, )
Karanlikta ve Akciger
) ) M. scrofulaceum, ]
Skotokromojenler isikta S/IR Yavas ) enfeksiyonu,
) ) M. xenopi, .
pigmentli* lenfandenit
M.gordonae
M. avium
Karanlikta ve intracellulare, Akciger
Nonkromojenler isikta SR Yavas M. genavense, enfeksiyonu,
pigmentsiz M.haemophilum, lenfandenit
M. malmoense
) ) M. fortuitum,
Pigmentli
) M. chelonae, ) )
Hizli iireyenler veya Genellikle S Hizh Patojen degil
] ) M. abscessus,
pigmentsiz

M. peregrinum

*Sar1-portakal renkli



2.3.2. Mikobakterilerin Morfolojik Yapisi

Mycobacterium cinsi Mycobacteriacea ailesi i¢inde tek cinstir. Mikobakteriler
aerob, sporsuz, hareketsiz, 0,2-0,6 um, 1,0-10um boyutlarinda, hafif kivrik veya diiz
basillerdir. Koloni morfolojileri diiz, kaba veya piiriizlii, pigmentli veya pigmentsizdir

(Pfyffer, 2015).

Klinik materyallerden (balgam, trakeal aspirat vb.) yapilan preparatlarda tek ya
da ikili ti¢lii grup halinde X, V, L harfleri seklinde bulunurlar. M. tuberculosis, nadiren
pleomorfiktir, filamentlere uzanmaz ve klinik 0&rneklerde veya kiiltiirlerde
gozlemlendiginde zincirler olusturmazlar. Deneysel makrofaj enfeksiyonunda, hiicre ici
basiller, besiyerinde iiretilmis basillerle karsilastirildiginda belirgin sekilde uzamis ve
tomurcuk benzeri yapilar sergilemek iizere goriilmiistiir (Sani¢ ve Coban, 1999; Chauhan

ve ark., 2007).

Mikobakteriler lipitten zengin karmasik bir hiicre duvar yapisina sahiptirler.
Peptidoglikolipitten olusan hiicre duvar1 meso-diaminopimelik asit, alanin, glutamik asit,
glukozamin, arabinoz ve galaktoz igerir. Mikolik asitler serbest lipidler ile birlikte
hidrofobik gec¢irgen bir bariyer olustururlar. Diger Onemli yag asitleri mumlar,

fosfolipidler, mikoserozik ve phtienoik asitlerdir (Pfyffer, 2015).

Hiicre duvarinda zengin lipit tabakasinin hidrofobik 6zellik kazandirmasi nedeni
ile suda ¢6ziinen boyalarla zor boyanirlar. Mikobakteriler hiicre i¢ine aldiklar1 asit igeren
boyay1 birakmamalar1 nedeniyle, “aside-direngli bakteri (ARB)” olarak adlandirilirlar
(Ulusal Tiberkiiloz Tani rehberi, 2014).

Mikobakterilerin Cevre Kosullarina Dayamkhhklar:

Mikobakteriler eger gilines 1sigindan korunurlarsa, cansiz nesneler iizerinde
haftalarca, aylarca canl kalabilirler. 65°C’de en az 30 dakikada ve UV (glines) 1sinlar1
tarafindan kolaylikla oldiiriiliirlerken, dondurma ve kurutma isleminden etkilenmezler.
Asitlere, alkalilere ve diger bazi kimyasal dezenfektanlara karsi diger bakterilerin

cogundan daha direnglidirler (Murray ve ark., 2009).



2.3.3. Hiicre Duvar

Kompleks hiicre duvari yapisina sahip olan mikobakterilerin ayirtedici 6zelligi,
iyi bilinen bir ila¢ hedefi olmasidir. Hiicre duvari hem Gram pozitif hem de Gram negatif
tim bakterilerin hiicre duvar yapisi gibidir, ancak biyokimyasal ve yapisal 6zellikleri
onemli farkliliklar gostermektedir. Cift fosfolipid tabakasi olan i¢ tabaka, glikolipidleri
igerir ve periplazmik ortamdan olusmaktadir. Temel hiicre duvar1 yapisi ili¢ ana
komponentden olusmaktadir: ¢apraz baglanmis peptidoglikan polimeri, oldukg¢a
dallanmis bir arabinogalaktan polisakkariti ve uzun zincirli mikolik asitler. Mikolat
tabakas: arasinda bulunan glikofosfolipidler, serbest lipidler ve yag asit mumlari dis
tabakay1 olusturmaktadir (Sani¢ ve Coban, 1999; Abrahams ve Besra, 2016).

Hiicre duvarinin lipit ve karbonhidrat bakimindan zengin tabakalari, sadece
hidrofilik bilesiklere kars1 koruma saglayan bir gecirgenlik bariyeri olarak degil, aynm
zamanda patogenez ve sagkalimda kritik 6neme sahiptir. Hiicrenin duvar bilesenlerinin
biyosentezi ve toplanmasi, ilag hedeflerini ¢ekici hale getiren bir 6zelliktir (Abrahams ve

Besra, 2016).

2.3.4.Viriilans Faktorleri

Viriilans  faktorleri fonksiyonlari, molekiiler 06zellikleri veya hiicresel
lokalizasyonuna gore asagidaki kategorilere ayrilmistir: (i) kolesterol katabolizmasini
iceren, lipid ve yag asidi metabolizmasi, (ii) hiicre zarf proteinleri, hiicre duvar
proteinleri, lipoproteinler ve salgilama sistemleri (iii) oksidatif ve nitrosatif strese cevap
veren, makrofajin antimikrobiyal etkilerini, fagozomunu durduran ve apoptozu inhibe
eden proteinler, (iv) protein kinazlar, (v) metalloproteazlar i¢eren proteazlar, (vi) ige ve
disa gecisi saglayan metaltastyici proteinler, (vii) iki komponentli sistemler iceren gen
ekspresyon diizenleyicileri, sigma faktorleri ve diger transkripsiyonel regiilatorler, (viii)
fonksiyonlar1 bilinmeyen proteinler, (ix) diger viriilans proteinleri (Forellad ve ark.,

2012).

M. tuberculosis bakteriyel patojenler arasinda benzersizdir, hiicre yilizeyinde ¢ok
cesitli lipid ve lipoglikanlar sergilemektedir. Peptidoglikandan sonraki ilk makromolekiil
olan heteropolisakkarit tabaka, arabinan ve galaktandan olusmaktadir (bu nedenle
arabinogalaktan olarak adlandirilir) ve uzun zincirli a-alkil B-hidroksi yag asitleri

(mikolik asitler) ile esterlestirmektedir. Mikolik asitler uzunluk olarak ayni, yap1



acisindan farklidir. Siklo-propanasyonlara (cis ya da trans) ya da keto ya da metoksi
gruplara sahiptirler ve bir takim alt aileler olusturular. Arabinogalaktana kovalent olarak
baglanarak, mikolik asitlerin gliserola ve trehaloza esterlestirilmesini de saglarlar.
Trehalozlar; bir molekiil mikolik asit igeren trehaloz monomikolatlar, ya da iki molekiil
mlikolik asit igeren, trehaloz dimikolatlar olusturabilmektedirler. Her iki bilesen de hiicre
duvar yapisinda bulunmakta ve diger lipid ile lipoglikanlar ile etkilesim kurmaktadir.
Trehaloz dimikolat kord faktor olarak isimlendirilmekte ve polimorf niiveli 16kositlerce
fagositozu onledigi ve granuldom olusunu stimule ettigi bilinmektedir (Sani¢ ve Coban,

1999; Converse ve ark., 2003; Forellad ve ark., 2012).
2.4. Tiiberkiilozun Tanisinda Kullanilan Yontemler

2.4.1. Mikroskopi

Mikroskopik inceleme TB basilini belirlemede, ucuz, hizli ve kolay bir yontemdir.
Yontemin duyarhiligi klinik 6rnegin kalitesine, igerdigi bakteri miktarina ve teknigin
uygulanmasina baghdir (Garcia ve ark., 2014; Yiice ve ark., 2016).

Mikobakterilerin tanisinda 2 farkli boyama yontemi kullanilir:
1) Karbol fuksin yontemleri
- Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)
- Kinyoun

ii) Florokrom (floresan) yontemleri (Auramin O, auramin-rhodamin) (Ulusal Tiiberkiiloz
Tan1 Rehberi, 2014).

2.4.2. Kiiltiir

Tiiberkiilozun kesin tanis1 bakterinin kiiltiir ortaminda {iretilmesi ve tanimlamasi
esasina dayanir. Kiiltiir altin standarttir. M. tuberculosis’in tiretilmesi i¢in siklikla gliserol
ve asparajin igeren yumurta temelli besiyerleri, agar temelli besiyerleri, serum ve sigir
albiimini ile zenginlestirmis sivi besiyerleri kullanilir. Kiiltiir yontemleri kati ve sivi

kdiltiir sistemleri olmak iizere ikiye ayrilir (Ulusal Tiiberkiiloz Tan1 Rehberi, 2014) (Sekil
1).



Kiiltiir Besiyerleri

rd ~a

Kat1 Besiyerleri Siv1 Besiyerleri
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize
Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sivi
Besiyerleri
Lowenstein Jensen Middlebrook 7H10 Middlebrook 7H9 Bact/Alert 3D
Ogawa Middlebrook 7H11 MGIT Manuel MGIT960
VersaTREC

Sekil 1. M. tuberculosis kiiltiir i¢in kullanilan besiyerleri (Ulusal Tiiberkiiloz Tan1 Rehberi, 2014)

2.4.3. lla¢ Duyarhlik Testleri

Antitiiberkiiloz  duyarlilik  testlerinin amaci; kullanilacak —antibiyotigin,
mikroorganizmaya karsi etkisini belirlemek ve mikobakteri populasyonu iginde herhangi
bir ilaca karsi, dogal direncli olan bakteri sayisini ortaya ¢ikarmaktir. TB ilag direncinin
dogru ve hizli tanisi, etkin tedavinin erken baslanmasini saglayarak ila¢ direncinin
yayilimini azaltabilir, hastaligin siiresini kisaltabilir, iyilestirme oranini artirabilir. TB ve

cok ilaca direngli tiiberkiilozun erken ve dogru tanisi kiiresel bir dnceliktir.
Antitiiberkiiloz duyarlhilik testleri 2 gruba ayrilir:
) Kiiltiire dayali yontemler: Proporsiyon yontemleri, otomatize sivi yontemleri

i) Molekiiler Yontemler: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, ters

hibridizasyon, dizi analizi (Ulusal Tiiberkiiloz Tan1 Rehberi, 2014).

2.4.4. Kolorometrik Yontemler

Kolorometrik yontemler antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerinin igerisine
eklenmis indikator boyanin renk degistirmesi prensibine dayanir. M. tuberculosis basili
iireme sirasinda boyay1 metabolize ederek renk degisimine sebep olur. Indikator olarak
tetrazolyum tuzlar1 ve redoks indikatorleri kullanilir (rezasurin ve alamar mavisi).

Kolorometrik yontemler konvansiyonel IDT yontemleri ile karsilastirildiklarinda



izoniazid, rifampisin, streptomisin  direncinin  belirlenmesinde iyi  sonuglar

vermektedirler. Ucuz ve pratik bir yontemdirler (Wilson, 2013).

2.5. Tiiberkiilozun Tedavisi

TB tedavisinde kullanilan ilaglar baslica iki gruba ayrilir. Bunlardan birinci
secenek (primer, major) ilaglar; izoniazid (INH), rifampisin (RiF), etambutol (ETM),
streptomisin (STM) ve pirazinamid (PZA)’dir. Ikinci secenek (sekonder, minér) ilaglar;
kapreomisin (KAP), amikasin (AMK), kanamisin (KAN), etionamid (ETH), para-
aminosalisilik asit (PAS), florokinolonlar (FQ) ve sikloserin’den olusmaktadir (Palomino
ve ark., 2007).

Antitiiberkiiloz ila¢ tedavisine streptomisin ve paraaminosalisilik asidin kesfinden
sonra, 1944 yilinda baslanmistir. Ik arastirma 1950'de yapilmis ve STM ve PAS
monoterapisi ile kombine ila¢ tedavisinin etkinligi karsilarigtirilmistir. Arastirmada,
kombine tedavinin daha etkili oldugu, ancak uzun siiren kullanimindan dolay1 her iki
ilacin da ¢oklu ilag direncine neden oldugu gosterilmistir. 1952'de, bu kombinasyona
ticlincti bir ilag olan izoniazid de eklenmis ve tedavi etkinligini biiyiik Ol¢iide arttig
gozlenmis, ancak tedavinin 18-24 ay boyunca uygulanmasi gerekli oldugu goriilmiistiir.
1960 yilinda PAS’in yerine gegen etambutol, tedavi siiresi 18 aya indirmistir. 70'li
yillarda, kombinasyona rifampisinin eklenmesiyle, tedavi siiresi dokuz ay daha
kisalmustir. Son olarak, 1980 yilinda antitiiberkiiloz tedavisine pirazinamidin eklenmesi

ile, bu siire alt1 ay daha azlmistir (Palomino ve ark., 2007).

M. tuberculosis'de plazmid bulunmamasi ve genomik DNA transferinin
goriilmemesi nedeniyle, yatay gen transferi yoluyla ilag direnci olusmaz. Bu nedenle,

antitiiberkiiloz ilaglara direng spontan mutasyon ile ortaya ¢ikar (Louw ve ark, 2009).

Antitiiberkiiloz ilaclarla karsilasmamis olan M. tuberculosis izolatlar1 klinik
olarak direngli degillerdir. Ilaca direncli suslar antibiyotiklerin hatali kullanimiyla ortaya

¢ikmaktadir (Durmaz, 2005).

Primer direng: Spontan mutasyonlar sonucunda gelisen bir direngtir. Hi¢ ilacla
karsilagsmamis veya bir aydan daha kisa siire ilag almig yeni TB hastalarinda saptanan
direngtir. Primer direng; basilin alindig1 kaynaga ait olan olup, bir toplumdaki sekonder

diren¢ oraniyla paralellik gostermektedir. Primer diren¢ oranmin yiiksek olmasi o
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toplumda uygulanmakta olan TB korunma ve kontrol 6nlemlerinin yetersizligini
yansitmaktadir (Durmaz ve ark., 2003; Lynch, 2013).

Sekonder diren¢: Baslangigta duyarli olan basillerle enfekte olan TB hastasinda,
uygun olmayan tedavi (¢ogunlukla hatali ila¢ sec¢imleri, erken ilag kesme, tedaviye
uyumsuzluk) sonrasi ortaya ¢ikan direngli mutantlarin artmasi sonucu gelisen direnctir.
Artmig sekonder direng, uygulanmakta olan TB tedavi protokoliiniin yetersizliginin

gostergesidir (Durmaz ve ark., 2003; Lynch, 2013).

Cok Ilaca Direncli Tiiberkiiloz (CiD-TB): TB basilinin izoniyazid ve

rifampisine birlikte direncinin oldugunu belirtir.

Yaygin flaca Direncli Tiiberkiiloz (YID-TB): CID-TB olgusunda bir kinolona
ve bir de parenteral kullanilan ilaca (amikasin, kapreomisin ya da kanamisin) direng

olmasi durumudur (Verem Savas Raporu, 2016).
DSO CID-TB tedavi rejimi olusturarak, TB ilaglarmi 5 gruba ayrrmustir:

1 grup: Izoniazid, rifampisin, etambutol, pirazinamid yer alir; bu ilaglardan

duyarli olanlar rejime eklenir.

2 grup: Parenteral ilaglar (streptomisin, kanamisin, kapreomisin, amikasin) yer

alir; bu ilaglardan duyarli 1 ilag eklenir.

3 grup: Kinolonlar (ofloksasin, moksifloksasin, levofloksasin) yer alir; bu

ilaglardan duyarl 1 ilag eklenir.

4 grup: Oral bakteriostatik olan 2 grup ilaglar (PAS, sikloserin,
protionamid/etionamid) yer alir; bunlardan yeterli rejim olusturmaya yetecek sayida ilag

eklenir.

5 grup: Yeni ilaclar ve etkinligi siipheli ilaclar (klofozamin, linezolid, bedakulin,

delamanid, imipenem ve digerleri) yer alir; yeterli bir rejim olusturacak sayida eklenir.

Bu gruplar i¢inden etkili en az 4, tercihen 5-8 adet ilag belirlenir (Guidelines for
the programmatic management of drug-resistant tuberculosis, 2011).
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2.5.1. Antitiiberkiiloz ilaclar ve Diren¢ Mekanizmalar:

Izoniazid

Izoniazid, bakteriyel katalaz-peroksidazin iglemini aktif hale gelmesi icin gerekli
bir 6n ilagtir. Izoniazid, mikobakteri hiicresi icerisine pasif difiizyon yoluyla girer ve
mikobakteriyel KatG enzimi tarafindan aktive edilir. Aktivasyon sonrasi iiretilen
izonikotinik asit hidrazid radikali bir NAD molekiiliine kovalent olarak baglanir ve FASII
enoil-ACP rediiktaz inhA'yi inhibe eder. Enoil rediiktaz enzimi mikolik asit sentezinde
rol oynar. Boylece mikobakteri hiicre duvarinin temel bilesenleri olan mikolik asitlerin
biyosentezini inhibe ederek, hiicre duvari sentezini engeller ve hiicre 6liimiine yol agar.
Bu ila¢ metabolik a¢idan aktif basillere bakterisidal ve dormant basillere ise
bakteriyostatik etkilidir. Izoniazid M. tuberculosis, M. bovis ve M. kansasii'ye kars
etkilidir (Marrakchi ve ark., 2000; Timmins ve Deretic 2006; Palomino ve ark., 2007,
Vilcheze ve Jacobs, 2007; Fernandes ve ark., 2017).

Izoniazid viicut s1vilar1 ve dokular arasinda genis bir dagilima sahiptir. (Ellard ve
Gammon, 1976; Weber ve Hein, 1979). izoniazid yalniz mikrobakteriler iizerinde

bakterisidal etkiye sahiptirler (Global Alliance for TB Drug Development, 2008).

izoniazidin en yaygin direng mekanizmalari, M. tuberculosis inhA geninde ve
katalaz-peroksidaz enzimini kodlayan katG geninde olan mutasyonlara baglidir. inhA
geni mikolik asit biyosentezinden sorumludur. katG geni mutasyon sonucunda INH’in
InhA kompleksine baglanmasi engellenir. katG ve inhA genlerine ek olarak, ahpC, KasA
ve ndh genlerdeki mutasyonlarin da, INH direnci ile iliskili olduklar1 diisiiniilmektedir
(Blanchard, 1996; Jagielski ve ark., 2014; Shekar ve ark., 2014).

Rifampisin

Rifampisin TB tedavisinde izoniazitten sonra gelen ikinci en 6nemli ilagtir. Aktif
boliinen ve boliinmeyen (dormant) mikobakterilere etkilidir. Hiicre i¢i ve hiicre disindaki
mikobakterilere bakterisid etki gosterir. Hiicre zarindan hizla alindiktan sonra, bakterinin
DNA’ya bagimli RNA polimerazina baglanarak, RNA sentezini inhibe eder. Ozellikle
RNA polimerazin rpoB geni tarafindan kodlanan B-alt {initesine baglanir. Rifampisin
dokulara ve fagositik hiicrelere hizla gecer, diger ilaclarin ulasamadigi intraseliiler
alanlarda, kavitelerde olan bakterilere bakterisidal etki gosterir (Palomino ve ark., 2007;
Yiice ve ark., 2016).
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Rifampisin direngli suslarin >%95’inde direngten RNA polimeraz B-iinitesinin
rpoB geninin 81bp sicak nokta bolgesindeki (kodon 507-533) mutasyonlar sorumludur
(Nasiri ve ark., 2017).

Etambutol

Mikolik asitlerin hiicre duvarma transferini engeller. Arabinozil trasferaz-3’
inhibe eder, arabinozdan arabinogalaktan olusumunu engelleyerek, mikobakteri hiicre
duvarinin biitiinliigliniin bozulmasina yol agar. Arabinozil transferaz geni, embCAB ile
kodlanir ve bu gende meydana gelen mutasyon sonucunda direng geligir (7. Ulusal
Mikobakteri Semozyumu, 2015; Yiice ve ark., 2016).

Etambutol yalmz aktif bolinen mikobakterilere etkili olup, bakteriyostatik
etkilidir. Etambutol hiicre duvarmin biyosentezini etkilemesi nedeniyle, M.
tuberculosis'in diger ilaglara kars1 duyarliligini arttirdigr diistiniilmektedir. Etkinligi INH
ve RIF’e oranla diisiiktiir. Ancak ETM’ye direncin yavas gelismesi teropatik degerini
arttirmaktadir (Palomino ve ark., 2007; Yiice ve ark., 2016).

Streptomisin

Antitiiberkiiloz aktivitesi ilk kesfedilen ilagtir. Genellikle TB tedavisinde
kullanilir. Diger aminoglikozidler gibi bakteride bakteriyel 30S ribozomal subiinitesine
baglanarak protein sentezini inhibe eder ve translasyonda genetik kodun yanlis
okunmasina sebep olur. Ozellikle S12 proteini ve 16S TRNA iizerinde etkilidir. S12’yi
kodlayan rpsL genindeki mutasyonlar streptomisin direncin %60’indan, 16S rRNA
kodlayan rrs genindenki mutasyonlar ise %10 sorumludur (Palomino ve ark., 2007;
Lynch 2013).

Pirazinamid

Pirazinamid sadece M. tuberculosis'e kars1 aktif olan, diger mikobakterilere ve
mikroorganizmalara kars1 in vitro higbir aktiviteye sahip olmayan bakterisidal bir ilagtir.
Hiicre i¢i aktif ve dormant basillere karsi etkilidir. Monositler ve makrofajlarlar i¢indeki
mikobakteriler lizerinde bakterisidaletkisi en giiclii olan ilagtir. Notral pH'da inaktif,
5,5°da aktiftir. TB tedavi rejimlerine PZA'nin eklenmesi, bu rejimlerin siiresinin alt1 aya

indirilmesine yol agmustir. Pirazinamidin bir 6n ilag olup, etkili olmasi i¢in pirazinoik
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aside doniigmesi gerekmektedir. Bu doniisim pncA geni tarafindan kodlanan
mikobakteriyel pirazinamidazlar tarafindan yapilir (Palomino ve ark., 2007).
Pirazinamid direnci, ilacin hiicre igerisinde alimindaki bozukluk veya

pncA’genindeki mutasyonlar ile iliskilidir gelismektedir (Yiice ve ark., 2016).

Florokinolonlar

Florokinolonlar (FQ) arasinda, M. tuberculosis'e karsi etkili olan birkag¢ ilag
bulunmaktadir (Ginsburg ve ark., 2003). GyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan, DNA
giraz enzimini inhibe ederek, antimikrobiyal etkinlik gosterirler. Florokinolonlar DNA
giraz enzimine baglanarak, DNA’nin siipersarmal olusumunu engellerler (7. Ulusal

Mikobakteri Sempozyumu, 2015).

Norfloksasinin  mikobakterilere karsi etkisi bulunmamasina ragmen,
siprofloksasin ve ofloksasin, Ozellikle ilaca direngli suslarin neden oldugu TB’un
tedavisinde ve firsatci mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Sparfloxacin, gatifloksasin ve moksifloksasin gibi diger florokinolonlarin,
siprofloksasinden daha etkili olduklar1 goriilmiistiir. Moksifloksasin in vitro M.
tuberculosis’e karsi en etkili florokinolondur. Levofloksasin M. tuberculosis’e karsi
siprofloksasinden daha fazla etkilidir. Siprofloksasin ise atipik mikobakterilere kars1 daha
etkilidir (Palomino ve ark., 2007; 7. Ulusal Mikobakteri Sempozyumu, 2015; Yiice ve
ark.,2016).

Birinci segenek Ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglara direng, hedef genlerdeki

spesifik mutasyonlara ve farkli mekanizmalara ( ila¢g modifiye edici enzimler) baghdir

(Louw ve ark., 2009) (Tablo 2).
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Tablo 2. Cesitli antitiiberkiiloz ilaglara direng gelisiminden sorumlu olan genler

Direncle iliskili
Ilaclar Yl  Etki Mekanizmasi Gen Hedef Enzim Mutasyonlarin
Sikhig1 (%)
katG Katalaz peroksidaz 30-60
inhA Yag as1d1. eno?dlnaksﬂ ta§1y1c1 70-80
INH  195p Hicre duvar sentezi proten reduktaz
inhibisyonu ahpC Alkil hidroperoksidaz rediiktaz Bilinmiyor
kasA B-ketoasil-ACP sintaz Bilinmiyor
Ndh NADH dehidrojenaz 9.5
RIF 1966 RNA sentezi rpoB RNA polimerazm f alt {initesi 95
inhibisyonu
Ribozomal protein S12 16S
rpsL, rrs 65-67
ST i
y gidB 7-Metilguanosin metiltransferaz 33
ETM 1961 Hucreduvansentezi o opp Avrabinozil transferaz 70-90
inhibisyonu
Plazma membranini pncA Pirazinamidaz 70
PZA 1952 Ve enerji 1S6110 Bilinmiyor
metabolizmasint . .
parcalar insersiyonu
s DNA siipersamal . )
FQ’lar 1963 B i ler gyrA, gyrB DNA giraz 42-85
KAN, Translasyon
AMK 1957 ihibisyonu rrs 16S rRNA >60
KAP, Tran5|asy0n Rrs 16S rRNA 40-100
vior 57 ihibi i
nibisyonu dyA rRNA metil transferaz 80
InhA Yag a51d1' enoﬂnasﬂ tastyici 60
Hiicre duvar protein rediiktaz A
ETH biyosentezini bozar ethA Flavin monooksigenaz >60
ethB Transkripsiyonel baskilayici Bilimiyor
*VIO-Viomisin

2.6. Effliikks Pompalar1 ve Diren¢ Mekanizmalari

Mikobakterilerde dogal direng, mikobakteri hiicre duvar yapis1 ve aktif effliiks
pompalar ile saglanmaktadir (De Rossi ve ark., 2006). Hiicre zarinin, molekiillerin hiicre
icine girigini siirlandiran bir yapiya sahip olmasi, dogal direngte rol oynayan énemli bir
mekanizmadir (Brennan, 2003). Ancak bu mekanizma, mikobakterilerdeki direnci
aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu mekanizmaya sinerjistik calisan diger bir
mekanizma ise disa atim (effliikks) pompalaridir. Bu mekanizma, hiicre i¢ine giren

molekiillerin hiicre i¢i konsantrasyonunu azaltma yoniinde ¢alismaktadir. Baz1 effliiks
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pompalar1 belirli ilag aileleri igin 6zel olup, onlarin direng gelisiminden sorumludur (Yu

ve ark., 2013).

M. tuberculosis effliiks pompalar1, biyoenerji ve yapisal profillerine gore; i)
sekonder ¢ok ilaca diren¢ pompalari; ii) “ATP- binding casette” tip ¢ok ilaca direng
pompalari olmak iizere 2 grupa ayrilmaktadir (Borges ve ark., 2001; Pasca ve ark., 2004).
Tablo 3’de M. tuberculosis eflliiks pompalari ve gorevleri sunulmustur (Yu ve ark.,
2013).

Tablo 3. M. tuberculosis efflilks pompalari (Yu ve ark., 2013)

Effliiks Pompalar1  Ailesi Diren¢ Kazandirdign ilaclar
Rv1634 MFS Florokinolonlar
Tap MFS Aminoglikozidler ve Tetrasiklin
P55 MFES Aminoglikozidler ve Tetrasiklin
Rv2333c (Stp) MFS Spektinomisin ve Tetrasiklin
Rv2459 (JefA) MFS Izoniazid ve Etambutol

Rv2846¢ (EfpA) MFS  Etidyum bromid, Akriflavin, Siprofloksasin, Norfloksasin, Gentamisin

Tetrafenil fosfoniyum, Etidyum bromid, Eritromisin, Akriflavin,

Mmr SMR ) o
Safranin O, Pironin Y
MmpL7 RND Izoniazid
MmpL5 RND Azoller
Tetrasiklin, Eritromisin, Etambutol, Norfloksasin, Streptomisin,
DrrAB ABC

Kloramfenikol, Atrasiklin

Rv2686¢-2687c-
Rv2688c

ABC Florokinolonlar

Ampisilin, Streptomisin, Vankomisin, Novobiosin, Tetrasiklin,
Rv0194 ABC o i
Eritromisin, Kloramfenikol

Sekonder Cok Ilaca Diren¢ Pompalari

Sekonder ¢ok ilaca diren¢ pompalari, proton motivasyon kuvvetini (PMF) ve
transmembran elektrokimyasal yiik farkini kullanarak disa atimi gergeklestirir. Sekonder
tip ¢ok ilaca direng pompalari: “Major Facilitator Superfamily”, “Small Multidrug

Resistance”, “Resistance Nodulation Cell Division”, “Multidrug And Toxic Compound
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Extrusion” olarak 4 6nemli gruba ayrilmaktadir (Putman ve ark., 2000; Niederweis,
2003).

Major Facilitator Superfamily (MFS) Tip Effliiks Pompalar:

MFS’nin en biiyiik aile oldugu gosterilmistir. MFS grubundaki effliiks pompalari
12-14 transmembran segmentli proteinlerden olusmaktadir. Basit sekerler, inositoller,
oligosakaritler, aminositler, Krebs sikliisunun metabolitleri, inorganik anyon ve
aktyonlar1 ve farkli molekiilleri hiicre disina atarlar (Pao ve ark., 1998; Saier ve ark.,
1999). MFS ailesinin bazi tasiyicilari ilag direncinin kazanimindan sorumludur. (De Rossi
ve ark., 2006). MEFS effliiks pompas1 olan QacA ilk olarak Staphylococcus aureus’ta
bulunmustur (Littlejohn ve ark., 1992). M. tuberculosis’te MFS ailesine ait farkli
tastyicilar bulunmaktadir. M. smegmatis’te LfrA effliiks pompasi florokinolanlara direng;
tet (V) pompasi tetrasiklin direncinden sorumludur (Takiff ve ark., 1996; De Rossi ve
ark., 1998). M. fortuitum Tap eflliiks pompasinin aminoglikozidler ve tetrasiklinlerin
direncinden sorumlu oldugu goriilmektedir (Ainsa ve ark., 1998). M. tuberculosis
genomunda MFS ailesine ait 16 bolgenin effliiks pompalarini kodladigi gosterilmistir (Yu
ve ark., 2013) (Tablo 4). M. tuberculosis’de effliiks pompalarinin INH, RiF, TET,
eritromisin, KAN gibi TB ilaglarina karsi olusan direngten sorumlu oldugu diisiiniilmek-
tedir. Ornegin, MFS ailesine ait Rv1634 pompasmm florokinolonlara azalmis
duyarliliktan sorumlu oldugu gosterilmistir (De Rossi ve ark., 2002). Rv1258c geninin
tetrasikline ve aminoglikozidlere direng oranini yiikselttigi saptanmigtir. Diger bir MFS
ailesine ait olan P55 efflilks pompasi ise ilacin hiicre disina atimindan sorumlu
bulunmustur (Silva ve ark., 2001). P55 (Rv1410c) geni homologu, M. tuberculosis
kompleksin tiim tiyelerinde, M. avium, M. leprae’da da goriilmektedir. M. tuberculosis’de
Rv1410c geninin aktif oldugu durumda aminoglikozid ve TET e diren¢ oranin arttigi
saptanmustir (Silva ve ark., 2001).
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Tablo 4. M. tuberculosis’te MFS ailesine ait tastyicilar (Yu ve ark., 2013)

MEFS tasiyicilar Fonksiyonu
Rv0037c Integral membran proteini
Rv0191 Muhtemel kloramfenikol direng proteini
RV0783c(EmrB) Cok ilaga direngli efflitkks proteini
Rv0849 Integral membran transport proteini
Rv1250 Muhtemel direngli effliiks proteini
Rv1258c (Tap) Cok ilaga direngli effliiks proteini
Rv1410c (P55) flag effliiks pompa proteini
Rv1634 Florokinolon ilag effliiks pompa proteini
Rv1877 Muhtemel direngli effliiks proteini
Rv2333c (Stp) Spektinomisin-tetrasiklin effliiks pompasi
Rv2456¢ Muhtemel transmembran transport proteini
Rv2459 (JefA) Muhtemel direngli effliiks proteini
Rv2846¢c (EfpA) EfpA effliiks pompa proteini
Rv2994 Muhtemel florokinolon effliiks pompa proteini
Rv3239c Muhtemel ilag effliiks proteini
Rv3728 Seker tastyicist

Small Multidrug Resistance (SMR) Tip Efflilks Pompalar:

SMR ailesi, sekonder tip effliikks pompalarinin en kiigiik ailesini olusturmaktadir.
11-120 aminoasitten olusarak, ¢esitli ilaglar1 ihra¢ etmektedir (De Rossi ve ark., 2006).
SMR ailesi, H* antiporter mekanizmasi ile PMF kuvvetini kullanarak, genellikle dogada
katyonik olan ¢esitli ilaglarin disar1 atilmasini saglar. M. tuberculosis’de SMR ailesine ait
yalniz Mmr (Rv3065) effliiks pompalarinin varligi tanimlanmigtir. Kromozomal mmr
geni tetrafenil fosfoniyum, etidyum bromid, eritromisin, akriflavin, safarin O, pironin Y

gibi maddelerin ihraglarindan sorumlu tutulmaktadir (De Rossi ve ark., 1998).

Sekanslanmis mikobakteriyel genomlarin biyoinformatik analizi yapildiginda,
mmr homologlarmin M. leprae, M. avium ve M. smegmatis‘in makrolidlere duyarli
suslarda da mevcut oldugu goriilmistiir (Doucet-Populaire ve ark., 2002). Dolayisiyla,
bu genlerin iist diizey makrolid direncinde Onemli bir rol oynamadaklari

diistiniilmektedir. M. smegmatis‘teki mmr homologunun delesyonu sonucunda, katyonik
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boyalarin ve FQ'larin duyarhiliklarinin arttigi, ancak eritromisin duyarliliginda degisiklik

olmadig1 goriilmistiir (Li ve ark., 2004).

Resistance Nodulation Cell Division (RND) Tip Effliiks Pompalari

RND ailesi tiim canli organizmalarda bulunmaktadir, ancak yalniz gram negatif
bakterilerde ila¢ direncinde rol oynamaktadir (De Rossi ve ark., 2006). Bu bakterilerde,
cok ilaglt RND effliiks sistemlerinin disa atimi iki yardimer bilesen ile gerceklesir: i) bir
membran fiizyon proteini ve ii) bir dis zar proteini. Gram negatif bakterilerde RND ¢oklu
ilac effliikks pompalarinin karmasik yapisina ragmen, Gram pozitif bakterilerin effliiks
pompalarinin yapisi daha basit olup ve sitoplazmik membranda sadece bir bilesen bulunur
(Brennan, 2003; Niederweis, 2003).

Mikobakteriler, filogenetik olarak Gram pozitif bakterilere benzer olmalarina
ragmen, mikolik asitlerden olusan dis ¢ift lipid tabakasi, kovalent olarak bagli lipidler ve
glikolipidlerden olusan hiicre zar1 ile yapisal olarak Gram negatif bakterilere daha fazla
benzerlik gosterirler. Mikobakterilerde tanimlanan tiim ila¢ effliks pompalari,
sitoplazmik membranda bulunurlar (De Rossi ve ark., 2006). M. tuberculosis genomunda
bu aileye ait proteinleri kodlayan 15 gen bulunmaktadir. Bu proteinler mikobakteri
tirlerine 6zgiil olmalarindan dolayr “mmpL (mycobacterial membrane proteins, large)

mikobakteri zar proteini” olarak adlandirilmaktadir (De Rossi ve ark., 2006).

Eritromisin, novobiosin, sodyum dodesil siilfat gibi bilesikler bu pompa aracigiyla
hiicre digmna atilmaktadir (De Rossi ve ark., 2002). M. smegmatis'teki MmpL7'nin
heterolog tiretimi, INH'ye yiiksek diizeyde diren¢ olusturmaktadir (Riccardi ve ark.,
2009).

ATP-Binding Casette (ABC) Tip Effliiks Pompalari

ABC tip effliks pompalar1 ATP hidrolizinde serbest kalan enerjiyi kullanarak
molekiilleri  (iyonlar, aminoasitler, peptidler, ilaglar, antibiyotikler, lipidler,
polisakkaritler, proteinler vb.) hiicre disina atarlar (Schmitt ve Tamp, 2002). iki
sitoplazmik alt {inite, iki hidrofobik transmembran alt {initeden olugsmaktadir. Substratin
yerine gore effliiks ve inflilks olarak gorev yapabilirler (Braibant ve ark., 2000; Putman

ve ark., 2000). Bu pompalar bakterilerde 6nemli viriilans faktorleri olup, besinlerin alimu,
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toksinlerin ve antimikrobik maddelerin disa attminda rol oynarlar (Davidson ve Chen,
2004).

7q21.1 lokusunda MDRI1 geni tarafindan kodlanan insan P-glikoproteini ABC
tastyicist olup, en etkili antikanser ajanlara karsi direng kazanimindan sorumludur. Bu
nedenle P-glikoprotein, ila¢ direncini Onlenmesinde ©nemli bir molekiiler hedef

olmaktadir (Kuwano ve ark., 2002).

ABC tipi effliiks pompalarini kodlayan genler, M. tuberculosis genomunun
%2.5’ni olusturmaktadir. M. tuberculosis’de 37 tam veya tam olmayan ABC effliiks

pompasi tanimlanmustir ve bunlardan bazilari ilag direnci ile iliskilendirilmektedir (Yu ve
ark., 2013).

DrrABC M. tuberculosis’de ilk ABC effliiks pompa tasiyicisi olarak
tanimlanmistir. DrrABC M. smegmatis’e entegre edildiginde asir1 eksprese edildigi, TET,
ETM, STM, eritromisin, norfloksasin, kloramfenikola direncin arttig1 gozlenmistir
(Choudhuri ve ark., 2002). Rv2686¢c- Rv2687c-Rv2688c operon tarafindan kodlanan
ABC effliiks pompa tasiyicisi, norfloksasin, moksifloksasinin M. tuberculosis’de
direcinin artisina neden olmaktadir (Pasca ve ark., 2004). Diger ABC effliikks pompa
tastyicisi olan iniA geninin, INH ve ETM direng gelisiminden sorumlu oldugu ve bu genin
delesyonunun INH ve ETM duyarliliginda artisa neden oldugu belirtilmektedir
(Colangeli, 2005). Bir baska ABC tasiyicisi olan pstB’ nin de RIF, ETM, INH varliginda
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Gupta ve ark., 2006).

2.6.1. Effliiks Pompa inhibitorleri

CID, YID izolatlarin ortaya ¢ikmasi ve antitiiberkiiloz ilaglarin sinirli sayida
olmalar1 tedavide zorluklara neden olmaktadir. Bu durum yeni ilaglarin gelistirilmesinin
onemini ortaya koymaktadir. Son zamanlarda effliiks pompa inhibitorlerinin, yeni ilaglar
olarak tanimlanmakta olduklar1 goériilmektedir (Pule ve ark., 2016). Effliks pompa
inhibitorlerinin duyarli ve direngli izolatlarda antibiyotik duyarliliklarini farkli oranlarda
etkiledigi goriilmektedir (Piddock ve Ricchi, 2000; Louw ve ark., 2011). Effliiks
pompalarinin inhibitorler ile bloke olmasi, mevcut antitiiberkiiloz ilaglarinin etkilerinden
yeniden yararlanilabilmektedir. Effliiks pompa inhibit6rlerinin antimikobakteriyel

etkilerinin tek baslarina ¢ok az ya da hi¢ olmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle, ilaglarin
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etkilerinin geri kazanilmasi igin effliiks pompa inhibitorleri ile kombine kullanilmalari
gerekmektedir (Louw ve ark., 2011; Viveiros ve ark., 2012). Farkl tiirlerde effliiks

pompa inhibitérleri mevcuttur.

Ca*? Kanalim Bloke Edenler (Verapamil, Fenotiyazinler)

Ca*?> kanal inhibitorleri (verapamil ve fenotiyazinler), transmembran
potansiyelinin azaltilmas1 yoluyla pompanin etkinligini inhibe ederler (Ramon-Garcia ve
ark., 2006; Rodrigues ve ark.,2011). In vitro ve in vivo calismalar, bu inhibitdrlerin
cogunlukla mikobakterilerdeki MFS’ye ait pompalarinin aktivitesini inhibe ettigini
gostermistir (Banerjee ve ark., 1996; Singh ve ark., 2011).

Ca*? kanalmi bloke eden verapamil fenilalkilaminin prototip sinifina aittir. Klinik
olarak, verapamil, ¢esitli kardiyak bozukluklari, bas agris1 ve migreni tedavi etmek icin
kullanilir (McTavish ve Sorkin, 1989; Beck ve ark., 2005; Andersen ve ark., 2006).
Memeli hiicrelerinde, vezikiiler monoamin tasiyicilarin1 ve P-glikoproteinini inhibe
ederek etki eder (Endicott ve Ling, 1989).

Prokaryot hiicrelerde verapamil Ca*? kanalim ve ATP’ye bagh effliikks pompa
tastyicilarini ve ¢ok ilaca direng effiiks pompalarini inhibe eder (Rodrigues ve ark., 2012).
Verapamilin mikobakteriyal effliiks pompasini 6nemli oranda bloke ettigi goriillmektedir.
Ozellikle yalniz RIF direngli ve CID izolatlar da RiF’nin MiK’inde anlamli diisiis
gozlenmektedir (Piddock ve Ricci, 2000). RiF direngli izolatlarda siklikla OF X toleransi
ve verapamil varhiginda OFX MIK’inin >2 kat azaldig1 saptanmaktadir (Louw ve ark.,
2011). Verapamil varhginda INH, RIiF, STM ve makrolidlere direngli izolatlarin
duyarhiliklarinin arttigi gortilmektedir (Rodrigues ve ark., 2009; 2012; 2013; Gupta ve
ark., 2013). Son zamanlarda, M. tuberculosis ile enfekte olan makrofajlara verapamil
eklenmesinin, CFU’da %34 azalmaya neden oldugu vemakrofajlarin hiicre igerisindeki
mikobakterileri oldiirmek kapasitelerini arttirdigi gosterildi (Adams ve ark., 2014).
Adams ve ark. (2011)’de, yaptig1 diger bir ¢alismada ise, verapamil ile mikobakteriyel
effliiks pompalarinin inhibe edildigini, M. marinum ile enfekte olan zebra baligi

modelinde makrofaj kaynakli RIF toleransim 2 kat azaldigin1 gézlemlemislerdir.

Fenotiyazinler genis ¢apta klinik olarak kullanilan antipsikotik ve antihistaminik
trisiklik bilesikler olarak, tioridazin, piperidin, klorpromazin tiirevlerinden olusmaktadir

(Pule ve ark., 2016). Fenotiyazinler M. tuberculosis, M. smegmatis ve M. avium
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komplekslerinde potansiyel K* transport ve Ca*? kanallarim1 ve PMF'ye bagli MFS
pompalarini bloke eder (Amaral ve ark., 1996; Ordway ve ark., 2003; Viveiros ve Amaral,
2001). Son yillarda, yapilan arastirmalarda, tioridazin ve klorpromazinin varliginda, M.
smegmatis ve M. avium kompleksinde etidyum bromiir disa atiminin inhibe olundugu
gosterilmektedir (Rodriguez ve ark., 2008; 2009). Ayrica tioridazin ve klorpromazin
varliginda M. tuberculosis kompleksinde klaritromisin ve INH direncinin azaldigi
gorlilmiistiir (Rodriguez ve ark., 2012). Tioridazinin’in fagosite olmus M. tuberculosis 'in
intraselliiller 6limiinii gerceklestirdigi goriilmistiir (Kishore ve ark., 2014). Tioridazin in
vitro, in vivo, ex vivo, duyarli ve direngli M. tuberculosis izolatlarinin (sitotoksik etki)
tiremesini engellendigine dair ¢alismalar da bulunmaktadir (Martin ve ark., 2007
Rodriguez ve ark., 2012).

Protonoforlar (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), 2,4-

dinitrophenol (DNP), valinomisin)

CCCP, DNP, valinomisin transmembran potansiyelini azaltarak, aktif effliiks
pompasini inhibe etmektedir (Pasca ve ark., 2004, Ramon Garcia ve ark., 2006; Van
Bambeke ve ark., 2006). En sik MFS ailesini inhibe etmektedir (Banerjee ve ark., 1996;
Mahamoud ve ark., 2004; Singh ve ark., 2011). Bu maddelerin bir¢ok ¢alismada hiicrelere
toksik etkili olduklar1 goriilmiis ve bu nedenle deneysel calismalarda subletal
konsantrasyonlarda kullanilmislardir (Mahamoud ve ark., 2004; Bambeke ve ark., 2006).
Ayrica hiicrelerde oksidatif fosfarilasyonu, ATP-sentetaz aktivitesini engelleyerek, ABC
effliiks pompasini inhibe ettikleri goriilmistiir (Park ve ark., 1997). Yeni gerceklestirilen
in vitro ¢aligmalarda gyrA mutasyonu ile OFX direngli M. tuberculosis klinik izolatlarina
CCCP veya DNP varliginda test edildiginde, OFX MiK'inde 2-8 kat diisiis saptanmistir
(Singh ve ark., 2011). CCCP’nin 6zellikle florokinolon direncini 6nemli oranda azalttig1
goriilmiistiir (Gupta ve ark., 2010; Singh ve ark., 2011). Ayrica INH, STM, RiF, ETM
MIK degerlerini diisiirdiigii saptannustir (Gupta ve ark., 2006). Baska bir calismada ise,
etionamid ve eritromisine direngli M. tuberculosis izolatlarinda JefA (Rv2459) ve Mmr
(Rv3065) effliiks pompalarinda asir1 ekspresiyonunu sagladiktan sonra, CCCP
eklediklerinde ETH ve eritromisinin MIK degerlerinin diistiigiinii saptanmislardir (Gupta
ve ark., 2011; Rodrigues ve ark., 2013). CCCP ve DNP'nin P55 effliiks pompasinin inhibe

ettigini gostermislerdir (Ramon Garcia ve ark., 2006; Silva ve ark., 2001).
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Rezerpin

Reserpin dogal bir madde olup, Rauwolfia vomitoria bitki koklerinden izole edilen
bir effliiks pompa inhibitériidiir (Plummer ve ark., 1954; iwu ve Cort, 1977; Stavri ve ark,
2007). Vezikiller monoamin tasiyicilarini inhibe ederek sinaptik vezikiilleri igine
dopaminin alinmasini ve depolanmasini geri doniisiimsiiz olarak bloke eder (Plummer ve
ark., 1954). Hipertansiyon ve psikiyatrik bozukluklarda 25 mg' asmayan giinliik dozlarda
kullanilir (Plummer ve ark., 1954; Iwu ve Cort, 1977). Rezerpinin MFS ve RND effliiks
pompalari tizerindeki bu etkisi gelecek vadeden bir inhibitor olacagini diisiindiirmektedir.
Bacillus subtilis'teki MFS pompasinin tasiyicist olan Bmr proteini TET’ in atilimindan
sorumludur ve rezerpin varliginda TET MiK'ini 4 kat azaldig1 gozlenmistir (Neyfakh ve
ark., 1991).

Rezerpinin, mikobakterilerdeki bir¢ok antitiiberkiiloz ilaglarin diren¢ seviyesini
etkiledigi gosterilmistir. Ozellikle INH duyarlihgini arttirdigi gdzlenmektedir. INH
direngli suslarin M. tuberculosis’in mmpL7 geninin M. smegmatis 'te asir1 ekspresyonu
yapildiktan sonra, rezerpin eklendiginde, iist diizey INH direncin tersine ¢evrildigi
gozlemlenmistir (Pasca ve ark., 2005). Ayrica rezerpin varliginda, M. bovis BCG
suglarinda INH ve etidyum bromid, M. tuberculosis suslarinda ise INH duyarliliginin
arttig1 gozlemlenmistir (Viverious ve ark., 2002; Colangeli ve ark., 2005).

Rezerpin pirazinoik asit effliiks pompasin1 bloke ederek, PZA disar1 atilmasina
neden olmakta, M. tuberculosis'teki PZA duyarliligin artirmaktadir (Zhang ve ark., 1999;
2002).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Izolatlarin Toplanmasi

Bu ¢alismada izolatlar Tiirkiyenin farkli bolgelerinden temin edildi (34 izolat, Dr.
Suat Seren Gogiis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari; 17 izolat, Haydarpasa Sultan Abdiilhamit Han Saglik
Arastirma ve Uygulama Hastanesi T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly; 17 izolat, Istanbul
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; 13 izolat, Atatiirk Gogiis Hastaliklar1 ve
Gogilis Cerrahi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari; 8 izolat,
Tiirkiye Halk Saghigi KurumuTiiberkiiloz Referans Laboratuvari; 3 izolat, Giilhane

Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari).

Calismaya, CID 42, primer ilaglara duyarli 50 ve 5 referans izolat olmak iizere
toplam 97 M. tuberculosis izolatlar1 dahil edildi. izolatlar -80°C saklandi. Calismada
kullanilan referans izolatlar: M. tuberculosis H37Rv (Antitiiberkiiloz ilaglara duyarl),
ATCC35822 (INH direngli), ATCC35838 (RIF direngli), ATCC35820 (STM direngli),
ATCC35837 (ETM direngli), ATCC 35828 (PZA direncli)’dir. Calisma 6ncesinde tiim
izolatlar saklama besiyerinden Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerine ekilerek 2-3 hafta
inkiibe edildi ve liremeleri saglandi. Elde edilen taze bakteri kiiltiirleri ¢aligmada

kullanildi.

3.2. Bakteri inokiiliimlerinin Hazirlanmasi

LJ besiyerindeki taze kiiltiirlerden alinan koloniler, igerisinde 5-10 adet cam
boncuk ve 5 ml serum fizyolojik bulunan vidali kapakl tiiplere aktarildi. Tiplerin agz1
iyice kapatilarak yaklasik 30 sn vortekslendi. Tiipler dik konumda en az 30 dk oda
sicakliginda bekletildi. Boylece hem biiylik partikiillerin hem de aerosollerin ¢okmesi
saglandi. Daha sonra siipernatant alinarak baska bir tiipe aktarildi ve bulaniklik

McFarland1 olarak ayarlandi. 1:10 diliie edildikten sonra mikroplaklara dagitildu.

3.3. Middlebrook 7H9 Sivi1 Besiyeri Hazirlanmasi
Ticari olarak temin edilen liyofilize toz besiyeri iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda hazirlandi. Besiyeri igerisine litresinde 1 ml olacak sekilde gliserol

eklendi. Otoklavda steril edildikten sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve OADC %10

24



konsantrasyonda olacak sekilde eklendi. Hazirlanan besiyeri 96-kuyucuklu diiztabanl

mikroplaklara dagitildu.

3.4. Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan antibiyotikler; izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin,
nikotinamid, levofloksasin, moksfloksasin, ofloksasin, siprofloksasin ve ayrica effliiks
pompa inhibitérii olarak kullanilan CCCP, rezerpin, verapamil ve tioridazin Sigma
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)’dan satin alind1. Calismada pirazinamid yerine pH
ayarlanmasinda yasanan zorluk nedeniyle, nikotinamid (NIC) kullanildi. Pirazinamid,
nikotinamidin yapisal analogu ve tiirevidir (Suzuki ve ark., 2002).

Calismada tiim antibiyotiklerin toz formlari kullanildi. Antibiyotik stok ¢ozeltileri,
final konsantrasyonlar, her bir antibiyotigin potensine gore toz ila¢ miktar1 ve ¢oziiciilerin

miktar1 belirlenerek hazirlandi. Bu amagcla hesaplamalarda asagidaki formiil kullanildi.

Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ml)

Agirlik (mg) =
Potens (ng/mg)
Veya
Agirlik (mg) x Potens (ug/mg)
Hacim (ml) =

Konsantasyon (pg/ml)

Antibiyotik stok cozeltileri her bir antibiyotik i¢in final konsantrasyon 10.000
png/ml olacak sekilde hazirlandi. Yalniz NIC igin final konsantrasyon 40.000 pg/ml olarak
alindi. Stoklarin hazirlanmasinda her bir antibiyotik icin belirtilen ¢oziiciiler kullanildi.
Coziicii olarak INH, ETM, STM, MOX, NIC i¢in steril distile su; RIF i¢in dimetilsiilfoksit;
LEVO, OFX, CIPRO igin 0.1 M NaOH kullanildi. Coziilen antibiyotikler filtre edilerek

sterilize edildi, kiigiik miktarlar halinde ve kullanilincaya kadar -40°C’de saklandi.
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3.5. Rezasurinin Hazirlanmasi
Rezasurin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) %0,02 konsantrasyonda olacak
sekilde, toz distile suda ¢oziilerek, hazirlandi. +4 °C saklandi.
Calismanin asamalari;
) Rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile izolatlarin duyarliliklari belirlenmesi.
i) Effliks pompa inhibit6rlerinin antitiiberkiiloz ilaglariin duyarliliklar

tizerine etkilerinin arastirilmasi.

i) Effliks pompa varliginda, MIK degerlerinde diisiis saptanan izolatlarda
effliks pompa genlerinin ekspresyonunun, Revers-Trasnkriptaz Polimeraz

Zirncir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile saptanmasi.

3.6. Rezasurin Mikrodiliisyon Yéntemi ile MIK Degerlerinin Belirlenmesi

icin Plaklarin Hazirlanmasi

Calismanm ilk asamasinda izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin,
nikotinamid, levofloksasin, moksfloksasin, ofloksasin, siprofloksasin i¢in MiK degerleri
tespit edildi. Test edilen bakterilerin direng profillerinin belirlenmesi rezasurin
mikrodiliisyon yontemi ile yapildi. Bu amagla antibiyotikler agsagida belirtilen 11 farkli
konsantrasyonda test edildi. INH ve MOX, 8-0.005 pg/ml; RIF, STM ve LEVO, 16-0.01
ug/ml; CIPRO ve OFX, 32-0.03 pg/ml; ETM, 80-0.1 ug/ml (Tablo 5).M. tuberculosis
izolatlarinin Middlebrook 7H9 sivi besiyerindeki diiztabanli mikrodiliisyon test plagi
ornegi Sekil 2’de sunulmustur. Antibiyotiklerin kritik konsatransyonlar1 (breakpoint)
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M24-A2 dokiimani temel alinarak
belirlendi. CLSI (2011)’e gore belirlenen kritik konsantrasyon degerleri Tablo 6’de
verildi. Caligmada diger antibiyotiklerden farkli olarak NIC, 7 farkli konsantrasyon
(2000-32 pg/ml)’da galisildi (Martin ve ark., 2006).

[zolatlarin duyarliliklar1 belirlendikten sonra ¢alismanim ikinci asamasida, MIK
degerleri her antibiyotik i¢in effliikks pompa inhibitorleri varliginda da saptandi. CCCP
12 pg/ml, verapamil 60 pg/ml, rezerpin 8 ng/ml (Sun ve ark., 2014); Tioridazin ise, 0,2

png/ml konsantasyonunda test edildi.
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Tablo 5. Calisilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

STM INH RIiF ETM CIPRO LEVO  MOX OFX NIC
(ng/ph)  (ng/p)  (ng/pl)  (pg/p)  (ug/ph)  (ng/p)  (pg/p)  (pg/w)  (pg/pb)
16 8 16 80 32 16 8 32 2000
8 4 8 40 16 8 4 16 1000
4 2 4 20 8 4 2 8 500
2 1 2 10 4 2 1 4 250
1 0,5 1 5 2 1 0,5 2 125
0,5 0,25 0,5 2,5 1 0,5 0,25 1 62,5
0,25 0,12 0,25 1,25 0,5 0,25 0,12 0,5 32
0,12 0,06 0,12 0,6 0,25 0,12 0,06 0,25 UK
0,06 0,03 0,06 03 0,12 0,06 0,03 0,12
0,03 0,01 0,03 0,15 0,06 0,03 0,01 0,06
0,01 0,005 0,01 0,075 0,03 0,01 0,005 0,03

*UK- Ureme kontrolii

A

0,03ug/ul

s || 2
=2 [s)
[=) 3
3 || ©
0 N
o || o
) TS

VA ) 0,12ug/ul

-
|
| 0,06ug/ul

]
=
v of|
-l

Sekil 2. M. tuberculosis izolatlarinin Middlebrook 7H9 Sivi besiyerindeki diiztabanli mikrodiliisyon test

plagi 6rnegi. UK-Ureme Kontrolii
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Tablo 6. Caligilan antibiyotiklerin belirlenen kritik konsantrasyonlari

Antibiyotikler Kritik konsantrasyonlar (ug /pl)
<1 (S
STM )
>1 (R)
<0,5 (S
INH ®)
>0,5 (R)
. <1(S)
RIF
>1(R)
<5(S
ETM ®)
>5 (R)
<250 (S
NIC )
>250 (R)
<2 (S)
CIPRO
>2 (R)
<1 (S
LEVO <
>1 (R)
<0,5 (S
MOX (%)
>0,5 (R)
<2(S
OFX ®
>2 (R)

*S-duyarli, R-direngli

3.6.1. Rezasurin Mikrodiliisyon Yontemi Ile MiK Degerinin Belirlenmesi
Icin Testin Uygulanmasi
MIK degerleri her izolat igin effliiks pompa inhibitérii varliginda ve yoklugunda

ayr1 ayri ¢alisildi.

Testler 7H9-S siv1 besiyerinde yapildi. Test i¢in, hazirlanan bakteri inokiilimdi,
7TH9-S s1v1 besiyeri ile 1:10 oraninda diliie edilerek her kuyucuga 100 pl olacak sekilde
dagitildi. Plaklar 37°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun 7. giiniinde %0.02’lik
rezasurin soliisyonundan plaklarin tiim kuyucuklarina 15 pl konuldu ve plaklar 37°C’de
tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda iireme kontrol kuyucugunda mavi
rengin kirmiziya donmesi kuyucukta iireme oldugunun gostergesi olarak kabul edildi ve
testler sonlandirdi. Rengin maviden kirmiziya donmedigi, iiremenin olmadigi son

kuyucuk, MIK degeri olarak raporland: (Sekil 3).
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16 ug/ul

0,5 pg/ul
0,25ug/ul
0,12ug/ul
0,06ug/ul
0,03ug/ul
0,01 ug/ul

UK

8 ug/ul
4 ug/ul
2 ug/ul
1 ug/ul

Sekil 3. M. tuberculosis izolatlarinin rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile levofloksasine ait duyarlilik test

sonuglar1 érnegi. UK-Ureme kontrolii; mor renkli kuyucuklar: iireme yok; pembe kuyucuklar:

{ireme var; kirmizi renk ile isaretlenmis kuyucuklar: MiK degerleri

3.7. Molekiiler Yontemler
Calismanin {igiincii asamasinda, effliks pompa inhibitorleri varliginda MIK
degerlerinde 2-16 kat diisiis saptanan 6 M. tuberculosis izolatinda RT-PZR ile effliiks

pompa genlerinin ekspresyonu arastirildi.
3.7.1. RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu, Middlebrook 7H9 Siv1 besiyerinde liremis taze kiiltiirlerden
RNA Ekstraksiyon kiti (GeneJET RNA Purification Kit, Thermo Scientific) protokolii
kullanilarak yapildi. Protokolde bazi degisiklikler yapildi ve test agsagida belirtilen sekilde
uygulandi.
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1. Middlebrook 7H9 Sivibesiyerinde iiremis olan M. tuberculosis taze kiiltiiriinden
1.5 mL olacak sekilde 1,5 mL mikrosantrifiij tlipiine transfer edildi. >12000 x g’de
2 dk santrifiij edildi. Pelleti miimkiin oldugunca kuru birakilarak, stipernatan
dikatli bir sekilde bosaltildi.

2. 100 pl 40 pg/ul lizozim igeren TE (10 mM Tris HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA)
tamponu eklendi. Karistirmak i¢in tiip birkag kez ¢alkalandi.

3. 15-25° C'de 20 dk inkiibe edildi.

4. 300 pl B-mercaptoethanol igeren lizis soliisyonu (Iml lizis buffer +20 pl14.3 M
B-mercaptoethanol) eklendi. 15 dk homojenizasyon saglayana kadar vortekslendi.

5. 180 ul (96-100%) etanol eklendi ve pipetleme yapildi.

6. 700 pl karisim toplama tiiplinun igerisine yerlestirmis spin kolona aktarildi.
>12000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Stv1 igeren alttaki tiip atilarak, kolon yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

7. 700 pl etanol i¢eren yikama soliisyonu 1’°den eklendi. >12000 x g’de 1 dk santrifiij
edildi. Toplama tiipiindeki sivi atildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

8. 600 pl etanol igeren yikama soliisyonu 2’den eklendi. >12000 x g’de 1 dk santrifiij
edildi. Toplama tiipiindeki sivi atilarak ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

9. 250 pl etanol igeren yikama soliisyonu 2’den eklendi. >12000 x g’de 2 dk santrifiij
edildi. Spin kolon, steril 1.5 ml’lik RNAse free bir mikrosantrifiij tiipiine transfer
edildi.

10. Spin kolona 100 pl nuclease free H20 eklendi. >12000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

11. Elde edilen RNA’lar -20°C saklandi.

3.7.2. RNA’larin Nanodrop 1000 Spectrofotmetre ile Ol¢iimii

Izolatlara RNA ekstraksiyonu gergeklestirildikten sonra, RNA konsantrasyonlarinin
Olgtimii 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapildi ve yeterli miktarda RNA’larin elde
edildigi goriildii.
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3.7.3. cDNA Sentezi

Ez-First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) kullanarak izole edilmis
bakteriyel RNA’lardan cDNA sentezi yapildu.

1. Her bir izolat icin RNA miktar1 hesaplandi. Uzerine 1 pl oligo(dt)is primer
eklenerek, RNAse free H>O ile tamamlayarak, toplam hacim 12 pl olacak sekilde
ayarlandi. Hafif kanstirildiktan ve kisa santrifiijlemeden sonra kuru isitma
blogunda 65°C 5 dk bekletildi.

2. Sonra buz kalibina kondu.

3. Uzerine 4 pl 5X Reaksiyon Tamponu, 1 uL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL),
2 uL 10 mM dNTP, 1 pL RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) miks eklendi. Hafif
karistirildi ve kisa santrifiij yapildi. Termal cycler’a yerlestirildi ve programlandi.
42°C de 60 dk, 70°C 5 dk bekletildi.

4. Elde edilen cDNA -20°C’ de saklandi.

3.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Effliks pompa genlerinin ekspresyonu, Calgin ve ark. (2012)’nin ¢aligmalarindaki

protokol optimize edilerek arastirildi.

3.8.1. Kullanilan primerler
Effliks pompa genlerin tespiti i¢in aragtirmamizda kullanilan primerler tablo 7°de
verildi. Pozitif kontrol olarak 16S rRNA geni kullanildi (Calgin ve ark., 2012).

Tablo 7. PZR’da kullanilan oligoniikleotid primer dizileri (Calgin ve ark., 2012)

Gen Sekans PCR iiriinii

5'TCT TGG ACT TCC GGT TCA TC-3'
Rv1410c 221
5'TAC CGG TTC AAC CAG ATC CTG-3'

5'ATA TGA CTA ACC GCG CAC TC-3’
Rv2333c 178
5'TTG CGG AGG AGG ATT TCA TC-3'

DA 5'ATG GTG GAC ATC TTG TCG AC-3’ 158
5'AGG TTC TGC TCA CCG GAA AG-3'

DB 5'AAT ACA TCA CGC CGT TGG TC-3' 2924
5'AAC GGA ATC CGA TGA CGT AG-3'

iniA 5'TGA TCT AGT ACA GCG GTT GAC G-3' 187
ni
5'TGT AGC TTA CGA CGG TGA TC-3'

5'TAC CCA AGC TGG AAA CAA CC-3'
mmpL7 227
5'AAG GTC CAG TTG TCC GTC AG-3’
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Tablo 7. PZR’da kullanilan oligoniikleotid primer dizileri (Calgin ve ark., 2012)

Gen Sekans PCR Uriinii

5'AGT TAT AGA TCG GCT GGA TGG-3'
Rv1258c 255
5'AAT ACT TCA CCG ACC ACC AGC AAC-3'

5'TCC GAG AAG GTG ATG ATG TG-3'
Rv1273c 214
5'TAT ACC TCC CGA CGG TCA AC-3'

5'ACA GAA ACG CTT CCT CCA GTG-3'
Rv1687c 200

5'ATT GCG CGT CGA ATT ATG G-3'

5'TGT CTG GTG CGG GAA TGT TTC-3'
Rv1250 172

S'TTG AAG ACC TCC AGT GGG ATC-3'

5'TAT CTG GGC ACC TCC ATA GTG-3'
Rv1634 182

5'AAC ATC GTA TTG ACG GTG G-3'

5'TCT GGA TGT GCT CGT GTT AC-3'
Rv3000 238

5'AAC GAC TTT CGT GGA GTC GAT C-3'

5'TTG CAC GTG CTT CTT ATC GG-3'
mmpL4 246
5'TGC GTC GTT GTC ACC GTATTT G-3'

5'TAT GAG CGG ATG TTC TGT GC-3'
Rv0783c 186
5'AAC TTC GAC TAC ATG GG CCT C-3'

5'AAA GGA AGC CGC ATA CCA CCA TC-3'
Rv0037c 244
5'TCA CTG CTG ATC TTG CTC CTG-3'

5'CTT AAC ACA TGC AAG TCG AAC-3'
16S rRNA (kontrol) 280
5'GTA TCT CAG TCC CAG TGT G-3'

3.8.2. PZR Cahsmalari

Eftliiks pompa genlerinin ekspresyonunun arastirilmasi, RT — PZR yontemi ile
yapildi. Genlerin tespiti i¢in amplifikasyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon karigimi
hazirlamak i¢in PZR tamponuna 1,5 pM MgClz, 200 uM dNTP, her bir primerden 25
pmol, 2,5 U Taq DNA polimeraz enzimi ve dnceden hesaplan miktarda distile su eklendi.
Toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlandi (Tablo 8). 20 sn vortekslendi ve spin
santrifiij edildi. Amplifikasyon karigimu tiiplere 45 pl dagitildi. Her PZR tiipiiniin {izerine
calisitlacak DNA orneginden 5 pl eklendi ve Termal cycler’a yerlestirildi ve
programlandi. Amplifikasyon programi 94°C de 2 dk ilk denatiirasyon takiben,
bekletildikten sonra her bir dongii sirasiyla, 94°C 50 sn denatiirasyon, 60°C 50 sn primer
baglanma (anneling), 72°C 1 dk uzama olacak sekilde 44 sikliis ¢alistirildi.

Son olarak, 72°C de 10 dk (son uzama) bekletilerek PZR sonlandirildi.
Amplifikasyon programi tablo 9°da sunuldu.
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Tablo 8. Amplifikasyon karigimi

Stok ¢ozeltisi Final Konsantrasyon Miktar
PZR tamponu 10X(NH4),S0,4 x N Sl
25 mM MgCl; ,5SuMx N 3ul
10 mM dNTP karisimi 200 uM x N 1l
5U/ul Taq DNA polimeraz 25UxN 3,5ul
16s rRNA-Forward primeri 25 pmol x N 1 ul
16s rRNA -Reverse primeri 25 pmol x N 1 ul
Primer Forward 25 pmol x N 1l
Primer Reverse 25 pmol x N 1l
DNA I pgx N Sul
Distile su x N 31,5 ul
Toplam S50l x N 50 ul

Tablo 9. PZR amplifikasyon programi
94°C’ de 2 dk baslangi¢ denatiirasyonu
94°C’ de 50 sn DNA denatiirasyonu agamasi
60°C’ de 50 sn primer yapigmast (anneling)
72°C’ de 1 dk sentez (uzama) asamasi

72°C’ de 10 dk son uzama
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3.8.3. PZR Uriinlerinin Elektroforezi

Elde edilen PZR iiriinlerine agaroz jel elektroforezi yapildi. Bu amagcla, 1X TBE
tamponu ile %1,5 jel hazirlandi. 10 pl PZR iirlinti 2 pl 6X DNA yiikleme soliisyonu ile
karistirilarak, jel kuyucuklarina yiiklendi. “GeneRuler 100 bp DNA, Ladder Plus” marker
olarak kullanildi. 1 saat 170 volt elektrik akiminda jel elektroforezinde DNA’lar
yiiriitiildii. Daha sonra 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile suda 20 dk jel boyandi.
Sonuglar UV transiliiminatdr kaynagi altinda jel goriintiileme cihazinda incelendi. DNA

bantlarin goriilmesi ile hedef bolgenin amplifiye oldugu goriildii.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, 97 izolat (92 Klinik, 5 referans)’in INH, RiF, STM, ETM, NIC,
CIPRO, LEVO, MOX, OFX ilaclara duyarliliklar1 rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile

belirlendi.

4.1. Rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen MIK degerleri

Calismada test edilen tiim izolatlarin primer ve sekonder ilaglar icin elde edilen

MIK degerleri tablo 10°da sunuldu. Tabloda ayrica effliiks pompas1 aktif olan CID 6

izolat da isaretlendi.

Tablo 10. 7H9 Siv1 besiyerinde rezasurin mikrodiliisyon testi ile elde edilen MIK degerleri

STM INH RIiF ETM NIC CIPRO | LEVO [ MOX | OFX

Izolatlar | (ng/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (ug/ml)

H37Rv | 0,25(S) [ 0,25(S) | 0,06(S) | 25(S) | 62,5(S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

ATCC35820 | >16 (R) | 0,12(S) [ 0,03(S) [ 5(S) 0,12(S) | 0,12(S) | 0,12 (S) | 0,25 (S)

ATCC35822 | 0,25(S) [ =8 (R) [ 0,03(S) [ 1,25(S) 0,25 (S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)

ATCC35838 | 0,25 (S) [ 0,12 (S) [ >16 (R) [ 1,25 (S) 0,12 (S) | 0,25(S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

ATCC35837 | 0,25 (S) [ 0,06 (S) [ 0,06 (S) [ 40(R) 0,25(S) | 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,25 (S)
ATCC 35828 - - 2000 (R) -

1 0,5(S) [0,25(S)[0,25(S) [ 1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,22 (S) | 0,12 (S) | 0,25 (S)

2 0,12(S) | 0,25(S) | 0,5(S) | 1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

3 0,25(S) | 0,25(S) [ 0,25(S) | 25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

4 0,5(S) [0,25(S)[0,03(S)| 25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,22 (S) | 0,22 (S) | 0,25 (S)

5 0,25(S) | 0,25(S) | 0,03(S) | 25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) [ 0,25 (S)

6 0,25(S) | 0,22(S) | 0,22(S) | 0.6(S) | <32(S) | 4(R) 2R) | 1(R) | 8(R)

7 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,22(S) | 1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) [ 0,25 (S)

8 0,25(S) | 0,42(S) | 0,22(S) | 0,6(S) | <32(S) | 4(R) 2R) | 1(R) | 8(R)

9 1(S) [0,22(S)[0,06(S)[125(S)| <32(S) | 0,25(S) [ 0,25(S) [ 0,06 (S) [ 0,5(S)

10 0,5(S) [ 0,06(S)[0,06(S)|125(S)| <32(S) [ 0,25(S) |0,25(S) | 0,06 (S) | 0,5(S)

11 0,25(S) | 0,06 (S) | 0,06 (S) | 1,25(S) | <32(S) | 0,12(S) [ 0,25(S) [ 0,06 (S) [ 0,25 (S)

12 0,5(S) |0,06(S)[0,12(S)| 0,6(S) | <32(S) | 0,5(S) |0,25(S) | 0,25(S) | 0,25 (S)

13 0,25(S) | 0,06 (S) | 05(S) |1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [0,25(S) [ 0,12 (S) [ 0,25 (S)

14 0,25(S) | 0,06 (S) | 0,5(S) |1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,25(S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

15 0,25(S) [ 0,06(S) [0,12(S)[1.25(S) | <32(S) | 8(R) 4R) | 2(R) | 8(R)




Tablo 10 (Devam). 7H9 Sivi1 besiyerinde rezasurin mikrodiliisyon testi ile elde edilen MIiK degerleri

irolatlar STM INH RIiF ETM NIC CIPRO | LEVO | MOX | OFX
(ng/ml) [ (pg/ml) | (ug/ml) [ (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml)

16 0,25(S) | 0,25(S) | 0,22 (S) | 1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
17 0,5(S) | 0,12(S)[0,12(S) [ 1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,25(S) | 0,22 (S) | 0,25 (S)
18 0,5(S) [0,25(S)[0,06(S)|1.25(S)| <32(S) [ 0,25(S) |0,12(S) | 0,12(S) | 0,5(S)
19 0,5(S) [0,06(S)[0,03(S)| 25(S) | <32(S) | 0,22(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
20 0,5(S) | 0,12(S) [ 0,12(S) [ 1,25(S) | <32(S) | 0,12(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
21 0,5(S) [0,25(S)[0,12(S)| 25(S) | <32(S) | 0,12(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
22 05(S) [025(S)[0,12(S)| 25(S) | <32(S) | 05(S) [0,25(S) [ 0,25(S) | 0,5(S)
23 0,12(S) | 0,25(S) | 0,03(S) | 25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,22 (S) [ 0,12 (S) [ 0,25 (S)
24 05(S) [025(S)[0,25(S)| 25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
25 0,5(S) [0,25(S) [0,12(S) | 25(S) | 125(S) | 0,25(S) | 0,12(S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
26 0,5(S) [0,25(S)[0,12(S)| 25(S) | <32(S) | 0,5(S) [0,22(S) | 0,22(S) | 0,25 (S)
27 1(5) [012(8)[012(8)| 5(S) | <32(¢S) | 0,25(S) [0,22(S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
28 0,25(S) | 0,22(S) | 0,25(S) | 25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) [ 0,06 (S) | 0,25 (S)
29 0,5(S) [0,25(S)[0,12(S)| 25(S) | <32(S) | 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
30 1(S) [025(8)[0,12(S) | 25¢(S) | <32(¢S) | 0,25(S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
31 1(S) [025(8)[025() | 25(S) | <32¢5) | 16(R) | 4(R) | 1(R) | 16(R)
32 1(S) [025(8)[0,12(S) | 25(S) | <32(¢S) | 0,25(S) [ 0,25(S) [ 0,25 (S) | 0,25 (S)
33 1(S) [0,25(S)[0,06(S)[125(S)| <32(¢S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) [ 0,06 (S) | 0,12 (S)
34 1(S) [0,22(S)[0,06(S)[1.25(S)| <32(¢S) | 0,12(S) [0,22(S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
35 1(S) |[0,06(S)[0,06(S)[125(S)| 125(S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
36 1(S) ]012(S)|0,06(S)|125(S)| 125(S) | 0,12(S) [ 0,22(S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
37 1(S) |[0,06(S)[0,06(S)|125(S)| 125(S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) [ 0,06 (S) | 0,25 (S)
38 1(S) [012(8)[0,12(S) [1,25(S)| 62,5(S) | 0,12(S) [ 0,22(S) | 0,12 (S) | 0,25 (S)
39 1(S) [012(S)[0,12(S)[1,25(S) | <32(S) | 0,25(S) [ 0,12(S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
40 1(S) [0,12(S)[0,03(S) | 25(S) | 625(S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) [ 0,12 (S) | 0,25 (S)
41 0,5(S) | 0,12(S)[0,06(S)|1,25(S)| <32(S) | 0,12(S) | 0,06 (S) | 0,03(S) | 0,12 (S)
42 05(8) | 05(S) [0.12(S)| 25(S) | <32(S) [ 0,25(S) | 0,25(S) [0,25(S) | 1(S)
43 0,25(S) | 0,22(S) | 0,22(S) | 1,25(S) | <32(S) | 0,12(S) [ 0,22(S) [ 0,12 (S) [ 0,25 (S)
44 0,5(S) [0,25(S)[0,12(S) | 25(S) | <32(S) [ 0,25(S) | 0,25(S) | 0,12(S) | 1(S)
45 0,5(S) [0,12(S) [ 0,06(S) | 0,6(S) | <32(S) | 4(R) 4R) | 2(R) | 8(R)
46 0,5(S) [ 0,12(S)[0,06(S)| 25(S) | <32(S) | 0,12(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

36




Tablo 10 (Devam). 7H9 Sivi1 besiyerinde rezasurin mikrodiliisyon testi ile elde edilen MIK degerleri

irolatlar STM INH RIiF ETM NIC CIPRO | LEVO | MOX | OFX
(ng/ml) [ (pg/ml) | (ug/ml) [ (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml)

47 0,5(S) [012(S)[0,03(S)| 5(S) | <32(S) | 0,12(S) | 0,22(S) | 0,5(S) | 0,25 (S)
48 0,5(S) [0,25(S)[0,03(S)| 25(S) | <32(S) | 0,22(S) [ 0,22(S) | 0,5(S) | 0,25 (S)
49 0,25(S) | 0,25(S) | 0,06 (S) | 25(S) | <32(S) | 0,25(S) [0,22(S) | 0,5(S) | 0,5(S)
50 0,5(S) [0,25(S) [0,12(S)[1.25(S) | 125(S) [ 0,25(S) [0,12(S) | 05(S) | 0,5(S)
51 >16(R) | >8(R) | >16(R) | 0,6(S) | 625(S) | 0,25(S) [ 0,22 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
52 >16 (R) [ >8 (R) [ >16 (R) | 0,6 (S) [>2000 (R) [ 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
53 >16 (R) | >8 (R) | >16 (R) | 1,25 (S) | >2000 (R) | 0,25 (S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
54 0,25(S) [ >8 (R) | =16 (R) | 10 (R) [>2000(R)| 0,25(S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
55 0,12(S) [ >8 (R) | =16 (R) [ 1,25(S) | 62,5(S) | 05(S) [0,22(S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
56 0,12(S) [ >8(R) | >16(R) | 10(R) | 62,5(S) | 0,12(S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
57 >16(R) [ >8(R) | =16 | 10(R) [>2000 (R)[ 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
58 025(S) | >8(R) | >16(R) | 1,25(S) | <32(S) | 4(R) 2(R) [025(5) ] 4(R)
59 >16(R) [ >8(R) | 8(R) | 10(R) [>2000 (R)| 4 (R) 4R) | 1R | 8(R)
60 >16 (R) | >8 (R) | >16(R) | 10(R) |[>2000 (R)| 0,25(S) | 0,12(S) | 0,12(S) | 2(S)
61 >16(R) | 4(R) |=>16([R) | 10(R) [>2000(R)| 0,25(S) | 0,22(S) | 0,12(S) | 2(S)
62 05068) | 4R) | 4(R) [125(S) | 625(S) | 0,25(S) [0,12(S) [0,25(S) [ 0,5(S)
63 4R) | 4R) | 4R | 10(R) |>2000R)| 8(R) 2R) | 1(R) | 8(R)
64 012(S)| 4(R) |=16R)| 5(S) | 125(S) | 05(S) |0,06(S) [ 0,03(S) [ 0,25(S)
65 >16(R) [ 4(R) [>16(R) | 10(R) [>2000(R)| 4 (R) 2R) | 1(R) | 4R
66 >16(R) | 4(R) |>16(R) | 10(R) |>2000(R)| 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
67 05(S) | >8(R) | 16(R) [ 1,25(S) | <32(S) 2(S) 1(S) | 05(0) | 2(8)
68 1) | >8®R) | 16 (R) [1,25(S) | <32(S) 2(S) 1(S) | 05() | 2(S)
69 4R) | 4(R) |=216(R)| 5(S) | <32¢(S) 2(S) 1(S) | 050) | 2(9
70 1) | >8®R) [=16R) | 5(S) [>2000®R)[ 2(S) 1(S) | 05() | 2(S)
71 >16(R) | >8(R) [ >16 (R) | 10(R) [>2000 (R) [ 2(S) 1(S) | 05() | 2(S)
72 4R) | >8(R) |>16(R) | 10(R) | <32(S) 2(S) 1(S) | 05(0) | 2(S)
73 8(R) [ >8®R) [>16(R) | 10(R) [ 2000(R) [ 8(R) 2(R) 1(R) 8 (R)
74 05(6) | >8®R) [=16R) | 5(S) | 125(S) 1(S) 1(8) [ 05() | 2(S)
75 05(6) | >8(R) [=16R) | 5(S) | 125(S) 1(S) 18 [05() | 2(S)
76 >16 (R) | >8(R) | >16(R) | 10(R) | 2000 (R) | 0,12 (S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,12 (S)
77 050) | 4(R) [=16(R) ]| 10(R) | 2000 (R) | 0,25(S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
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Tablo 10 (Devam). 7H9 Sivi1 besiyerinde rezasurin mikrodiliisyon testi ile elde edilen MIK degerleri

irolatlar STM INH RIiF ETM NIC CIPRO | LEVO | MOX | OFX
(ng/ml) [ (pg/ml) | (ug/ml) [ (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml)

78 >16 (R) | >8 (R) | >16(R) | 10(R) | 2000 (R) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,06 (S) | 0,12 (S)
79 0,25(S) [ >8 (R) | =16 (R) | 2,5(S) | 2000 (R) | 0,22 (S) [ 0,12 (S) | 0,03 (S) | 0,12 (S)
80 >16 (R) | >8 (R) | >16(R) | 20(R) | 2000 (R) | 0,12 (S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
81 >16(R) | >8(R) | 4(R) | 10(R) | 2000 (R) | 0,12 (S) | 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)
82 >16 (R) [ >8 (R) [ =16 (R) | 20 (R) | >2000(R) [ 0,25(S) | 0,12 (S) [ 0,12(S) | 0,5(S)
83 8(R) | 4(R) |=16R) | 10(R) [>2000(R)[ 05(S) [0,12(S) [0,06(S)| 1(S)
84 4R) [ 4R) |=16(®R) | 10(R) [>2000(R)]| 0,12(S) [ 0,22(S) | 0,25(S) | 0,12 (S)
85 4R) | 4R) [=16(®R) [1,25(S) | 2000 (R) | 0,22(S) [0,22(S) [ 0,22(S) | 0,5(S)
86 05(6) | 4(R) | 4(R) | 25(S) | <32(S) 2 (S) 1) [025(5) ] 1(S)
87 4R) | 4R) [=216(®R) | 10(R) | 2000(R) | 0,25(S) | 0,5(S) [ 0,12(S) | 1(S)
88 2(R) | 4(R) |=16(R)| 5(S) | <32(S) | 0,25(S) [0,22(S) | 0,12 (S) | 0,12 (S)
89 >16 (R) | >8(R) | >16 (R) | 10 (R) [>2000(R)| 0,25 (S) [ 0,12 (S) | 0,12 (S) | 0,25 (S)
90 >16(R) [ >8(R) [ >16(R) | 10(R) | 625(S) [ 0,12(S) | 0,12(S) | 0,12 (S) | 0,12 (S)
91 1) | >8®) [=16(R) | 25(S) [>2000(R)| 4(R) 2(R) [ 05(5) | 4(R)
92 >16 (R) | >8(R) | >16 (R) | 10(R) [>2000(R)| 0,12 (S) [ 0,12 (S) | 0,06 (S) | 0,25 (S)

*S-duyarli, **R- direngli

1-50 - Primer ilaglara duyarli izolatlar (n:50);

[ 51-92 - Cok Ilaca Direngli izolatlar (n:42);

florokinolanlara direngli izolatlar (n:11; 5 primer ilaglara duyarli + 6 CID izolatlar);

B | aktif eflliiks pompasi saptanan CID izolatlar (n:6);

referans izolatlar

Calismada primer ilaglara (INH, RiF, STM, ETM) duyarli 50 (%55) izolat

saptand1. Geriye kalan CID 42 (%45) izolatin tiimii INH ve RiF direngli bulundu. CID 42
izolatin 28 (%30)’inin STM’ye, 24 (%26)’unun ise ETM’ye direngli oldugu saptanda.

Calismada NIC duyarliligin belirlenmesinde internal kontrol olarak M.

tuberculosis ATCC 35828: PZA direncli izolat kullanildi ve MIK degerinin 2000 pg/ml
(direngli) oldugu goriildii. Toplam 92 kinik izolatin, 28 (%30)’1 NIC direngli, 64 (%70)’1

NIC ’e duyarli oldugu saptandi.
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Tabloda 10’da florokinolon direnci saptanan izolatlar sar1 renk ile isaretlendi.
Toplam 11 (5 primer ilaglara duyarli + 6 CID) (%11,9) izolatta florokinolonlara (CIPRO,
LEVO, OFX) diren¢ saptandi. Primer ilaglara duyarli izolatlardan 5 (%10)’inde
florokinolonlarin hepsine diren¢ gériildii. Ancak CID izolatlardan florokinolonlarm
tiimiine direncli 4 (% 9,5) izolat; florokinolonlarin MOX harig iig¢iine (CIPRO, LEVO,
OFX) direngli 2 (%2,1) izolat saptand1 (Sekil 4).

4 )

M Primer ilaglara S

ilaclara S

mCiD

W Florokinolon R, CiD

- J

Sekil 4. 92 izolatin primer ilaglar ve florokinolonlara duyarlilik ve direng oranlari

Calismamizda internal kalite kontrolii olarak 5 adet M. tuberculosis referans
izolati kullanildi. H37Rv izolati, test edilen tiim ilaglara duyarli bulunurken,
ATCC35822: INH direncli izolatin, MiK degeri >8 (direncli), ATCC35838: RIF direngli
izolatin MiK deger >16 (direngli), ATCC35820: STM direngli izolatin MiK degeri >16
(direngli), ATCC35837: ETM direncli izolatin ise MIK degeri 40 (direncli) olarak

saptandi. Calisilan antibiyotiklerin duyarlilik/direng oranlari tablo 11°de sunuldu.
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Tablo 11. Antitiiberkiiloz ilaglarinin duyarlilik/direng oranlari

Antibiyotikler Duyarh n (%) Direncli n (%)
STM 64 (70) 28 (30)
INH 50 (54,3) 42 (45,6)
RIiF 50 (54,3) 42 (45,6)
ETM 68 (74) 24 (26)
NIC 64 (70) 28 (30)

CIPRO 81 (88) 11 (12)
LEVO 81 (88) 11 (12)
MOX 83 (90,2) 9(9,8)
OFX 81 (88) 11 (11,9)

n*:izolat sayisi

4.2. Effliiks Pompa Inhibitérleri (Rezerpin, CCCP, Verapamil) Varhginda
Rezasurin Mikrodiliisyon Yontemi ile Elde Edilen MiK Degerleri

4.2.1. Rezerpin Varhginda Rezasurin Mikrodiliisyon Testi ile Elde Edilen
MIK Degerleri

Calismada effliiks pompa inhibitérii olarak rezerpin, 8 pg/ml konsantrasyonda
kullanildi. Rezerpin varhginda 6 (%6,5) izolatta florokinolonlarmn MIK degerlerinde
diistis saptandi. Tablo 12-15’de, her kinolon i¢in inhibitorsiiz/inhibitorlii olarak elde
edilen MIK degerleri 6 izolat i¢in sunulmustur.

CIPRO igin inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 2
ug/ml iken, rezerpin varliginda 4 izolatta 8 kat, 2 izolatta 4 kat diislis gostermistir (Tablo
12).

LEVO igin inhibitdrsiiz MiK degeri rezasurin mikrodiliisyon yoéntemi ile; 1 ug/ml
iken, rezerpin varliginda 5 izolatta 4 kat, 1 izolatta 2 kat diisiis gostermistir (Tablo 13).

MOX igin inhibitérsuz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 0,5
pg/ml iken, rezerpin varliginda 1 izolatta 8 kat, 4 izolatta 4 kat, 1 izolatta 2 kat diisiis
gostermistir (Tablo 14).

OFX i¢in inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 2 pg/ml

iken, rezerpin varliginda, 6 izolattta tiimiinde 4 kat diisiis géstermistir (Tablo15).
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4.2.2. CCCP Varhginda Rezasurin Mikrodiliisyon Testi ile Elde Edilen
MIK Degerleri

Caligmada effliiks pompa inhibitorii olarak CCCP 12 pg/ml konsantrasyonda
kullanildi. CCCP varhginda 6 (%6,5) izolatta florokinolonlarin MIK degerlerinde diisiis
saptand1. Tablo 12-15de, her kinolon igin inhibitdrsiiz/inhibitdrlii olarak elde edilen MIK

degerleri 6 izolat i¢in sunulmustur.

CIPRO igin inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 2
ng/ml iken, CCCP varliginda, 4 izolatta 16 kat,1 izolatta 8 kat, 1 izolatta 4 kat diisiis
gostermistir (Tablo 12).

LEVO igin inhibitérsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon yéntemi ile; 1 ug/ml
iken, CCCP varliginda 4 izolatta 8 kat, 2 izolatta 4 kat diisiis gostermistir (Tablo 13).

MOX i¢in inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 0,5
ug/ml iken, CCCP varhiginda 4 izolatta 8 kat, 2 izolatta 4 kat diisiis gostermistir (Tablo
14).

OFX i¢in inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 2 pg/ml

iken, CCCP varliginda, 5 izolatta 8 kat, 1 izolatta 4 kat diisiis gostermistir (Tablo 15).
STM ve RIF igin inhibitérsiiz/inhibitorlit MIK degerleri;

STM ig¢in inhibitdrsiiz MiK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 3 izolatta

16 pg/ml iken, CCCP varliginda 2 izolatta 4 kat, 1 izolatta 8 kat diisiis gdstermistir.

RIF igin inhibitorsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 4 izolatta

16 pg/ml iken, CCCP varliginda 2 izolatta 4 kat, 2 izolatta 8 kat diislis gostermistir.

4.2.3. Verapamil Varhginda Rezasurin Mikrodiliisyon Testi ile Elde Edilen
MiK Degerleri

Calismada effliiks pompa inhibitorii olarak Verapamil 60 pg/ml konsantrasyonda
kullanild1. Verapamil varliginda 6 (%6.5) izolatta florokinolonlarin MIK degerlerinde
diisiis saptandi. Tablo 12-15’de, her kinolon i¢in inhibitorsiiz/inhibitorli olarak elde

edilen MIK degerleri 6 izolat i¢in sunulmustur.
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CIPRO igin inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 2
ug/ml iken, verapamil varliginda, 4 izolatta 16 kat,1 izolatta 8 kat, 1 izolatta 4 kat diisiis
gostermistir (Tablo 12).

LEVO i¢in inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 1 pg/ml
iken, verapamil varliginda 4 izolatta 8 kat, 2 izolatta 4 kat diisiis gostermistir (Tablo 13).

MOX igin inhibitérsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon ydntemi ile; 0,5
pg/ml iken, verapamil varliginda 4 izolatta 8 kat, 2 izolatta 4 kat diisiis géstermistir (Tablo
14).

OFX i¢in inhibitdrsiiz MIK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 2 pg/ml

iken, verapamil varliginda, 5 izolatta 8 kat, 1 izolatta 4 kat diisiis gdstermistir (Tablo 15).
STM ve RIF i¢in inhibitdrsiiz/inhibitorlii MiK degerleri;

STM i¢in inhibitdrsiiz MiK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 3 izolatta

16 pg/ml iken, verapamil varliginda 2 izolatta 4 kat, 1 izolatta 8 kat diisiis gdstermistir.

RIF i¢in inhibitdrsiiz MiK degeri rezasurin mikrodiliisyon yontemi ile; 4 izolatta

16 pg/ml iken, verapamil varlifinda 2 izolatta 4 kat, 2 izolatta 8 kat diislis gostermistir.
Tablo 12. Effliiks pompa inhibitérleri varliginda siprofloksasinin MIK degerleri

N Inhibitorsiiz MIK ~ Rezerpin varhginda CCCP varhginda Verapamil varh@inda
degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)  MIK degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)

1 2 0,25 0,12 0,12
2 2 0,25 0,12 0,12
3 2 0,5 0,12 0,12
4 2 0,25 0,25 0,25
5 2 0,5 0,5 0,5
6 2 0,25 0,12 0,12
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Tablo 13. Effliiks pompa inhibitérleri varliginda levofloksasinin MIK degerleri

N inhibitorsiiz MIK  Rezerpin varhginda CCCP varhginda Verapamil varhginda
degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)

1 1 0,25 0,12 0,12
2 1 0,25 0,12 0,12
3 1 0,25 0,12 0,12
4 1 0,25 0,25 0,25
5 1 0,5 0,25 0,25
6 1 0,25 0,12 0,12

Tablo 14. Effliiks pompa inhibitorleri varliginda moksifloksasinin MiK degerleri

inhibitérsiz MIK  Rezerpin varhginda ~ CCCP varh@inda Verapamil varhginda

tlo degeri (ug/ml) MIK degeri (ng/ml)  MiK degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)
1 0,5 0,06 0,06 0,06
2 0,5 0,12 0,12 0,12
3 0,5 0,12 0,12 0,12
4 0,5 0,12 0,06 0,06
5 0,5 0,25 0,06 0,06
6 0,5 0,12 0,06 0,06

Tablo 15. Effliiks pompa inhibitorleri varliginda ofloksasinin MiK degerleri

Inhibitérsiiz MIK  Rezerpin varhginda CCCP varhginda Verapamil varh@inda

No degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)  MIK degeri (ug/ml) MIK degeri (ug/ml)
1 2 0,5 0,25 0,25
2 2 0,5 0,25 0,25
3 2 0,5 0,5 0,5
4 2 0,5 0,25 0,25
5 2 0,5 0,25 0,25
6 2 0,5 0,25 0,25

4.2.4. Tioridazin varhginda rezasurin mikrodiliisyon testi ile elde edilen
MIK degerleri
Tioridazin 0,2 pg/ml konsantrasyonunda test edilerek, antibiyotikler iizerinde

inhibitor etkisi olmadig gorildi.
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4.3. Effliiks Pompa Genlerinin Ekspresiyonunu RT-PZR Yontemi ile
Belirlenmesi

Aktif effliiks pompa saptanan 6 izolatta PZR ile effliiks pompa genlerinin
ekspresiyonu aragtirildi. 16S rRNA pozitif kontrol olarak kullanildi. 6 izolatin tamaminda
16S rRNA geni 280 bp fragment uzunlugunda tespit edildi. Arastirilan effliiks pompa gen
bolgeleri tespit edildi.

4.3.1. Rv1410c gen bélgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1410c geni ise 221 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 5).

16S rRNA
Rv1410c

Sekil 5. Rv1410c geninin PZR ile elde edilen goriintiisti. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.2 Rv2333c gen bolgesi icin PZR islemi sonug¢lari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv2333c geni ise 178 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 6).

Sekil 6. Rv2333c geninin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.3. DrrA gen bdélgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, DrrA geni ise 158 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 7).

16S rRNA

Sekil 7. DrrA genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.4 DrrB gen bolgesi icin PZR islemi sonuclar
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, DrrB geni ise 224 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 8).

16S rRNA
DrrB

Sekil 8. DrrB genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.5. iniA gen bolgesi icin PZR islemi sonuclar:
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, iniA geni ise 187 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 9).

16S rRNA

iniA

Sekil 9. iniA genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.6. mmpL7 gen bolgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, mmpL7 geni ise 227 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 10).

16S rRNA
mmpL7

Sekil 10. mmpL7 genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.7. Rv1258c gen bolgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1258c geni ise 255 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 11).

16S rRNA
Rv1258c

Sekil 11. Rv1258c genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.8. Rv1273c gen bolgesi icin PZR islemi sonug¢lar:
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1273c geni ise 214 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 12).

16S rRNA
Rv1273c

Sekil 12. Rv1273c genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.9. Rv1687c gen bolgesi icin PZR islemi sonug¢lar:
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1687c geni ise 200 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 13).

16S rRNA

Rv1687c

Sekil 13. Rv1687c genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.10. Rv1250 gen bdlgesi icin PZR islemi sonuclar:
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1250 geni ise 172 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 14).

16S rRNA

Rv1250

Sekil 14. Rv1250 genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar

53



4.3.11. Rv1634 gen bolgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv1634 geni ise 182 bp fragment

uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 15).

16S rRNA
Rv1634

Sekil 14. Rv1634 genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:
M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.12. Rv3000 gen bdlgesi icin PZR islemi sonuclar:
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv3000 geni ise 238 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 16).

16S rRNA
Rv3000

Sekil 16. Rv3000 genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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4.3.13. mmpL4 gen boélgesi icin PZR islemi sonug¢lari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, mmpL4 geni ise 246 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 17).

16S rRNA
mmpL4

Sekil 17. mmpL4 genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.14. Rv0783c gen bdlgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, mmpL4 geni ise 186 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 18).

16S rRNA

Sekil 18. Rv0783c genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar1
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4.3.15. Rv0037c gen bdlgesi icin PZR islemi sonuclari
Degerlendirmede 16S rRNA geni 280 bp, Rv0037c geni ise 244 bp fragment
uzunlugunda bant araliklarinda bulundu (Sekil 19).

Sekil 19. Rv0037c genin PZR ile elde edilen goriintiisii. M: Marker (100 bp), NK: Negatif Kontrol, 1-6:

M. tuberculosis izolatlar
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5. TARTISMA
M. tuberculosis'in antitiiberkiiloz ilaglara direnci, tiiberkiiloz tedavisinin en
onemli problemlerinden biridir. Diren¢ mekanizmalart heniiz tam olarak anlagilmamig

olsa da halen arastirilmakta olan birka¢ olasi mekanizma bulunmaktadir:

() M. tuberculosis enzimleri veya transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlara bagli direng,

(i) M. tuberculosis efflitks pompalarinin asir1 ekspresyonu (overexpression),

(i) M. tuberculosis hiicre duvari gegirgenligindeki degisiklikler,

(iv) M. tuberculosis adaptasyonunu diizenleyen intraseliiler ve ekstraseliiler

ortamlara iki bilesenli sistemin yiiksek ekspresyonu.

Ilag direnci, intrensek (dogal) diren¢ ve kazanilmis direng iceren iki gruba
ayrilabilir. Intrensek direngte, antibiyotiklerin veya toksik maddelerin atilmasi bakteriyel
genler veya plazmidler tarafindan kodlanan effliiks pompalar ile gergeklesir. intrensek
direng, tiire 6zgii olup bakterinin olumsuz ortamlar da canli kalmasina yardimci olur. Bir
bakteri popiilasyonunda ¢esitli effliiks pompalarinin ekspresyonu, genis bir spektrumdaki
antimikrobiyal ajanlarin ilaca direncine yol agarak ¢ok ilaca direngle sonlanabilir (Song

ve Wu, 2016).

Effliks pompa inhibitorleri effliks pompalarina baglanan molekiiller olup,
onlarin fonksiyonunu engellemektedirler. Efflilks pompalarina baglandiktan sonra
antitiiberkiiloz ilaglarin hiicre i¢inden atilmasinin engellemesine (i), TB basilinin
oliimiiniin artmasina (ii), ilag direncinin tersine ¢evrilmesine(direngliden duyarliya) (iii),

antitiiberkiiloz ilaglarla sinerjik etki olusmasina (iv) yol agmaktadir (Song ve Wu,2016).

Calismamizda effliiks pompa inhibitdrlerin varliginda CID florokinolonlara
duyarl 6 izolatta effliiks pompalarinin aktif oldugu tespit edildi. 6 izolatin tamaminda
CCCP, verapamil, rezerpin gibi inhibitorler varliginda florokinolonlara (CIPRO, %6,52;
LEVO, %6,52; MOX, %6,52; OFX, %6,52) duyarli izolatlarin MIK lerinde diisiis
saptand1. Bu 6 izolatin 3’iinde STM; 4’iinde RIF CCCP ve verapamil varhiginda (RIF,
%4,34 ve STM, %3,26) MIK degerlerinin diistiigii gozlendi.



Huang ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada, CIPRO duyarli 10 izolatin 3
(%30)’iinde, 4 CIPRO direngli izolatin 2 (%50)’sinde rezerpin varliginda MIK

degerlerinde diisiis saptamislardir.

Escribano ve ark. (2007), CIPRO, OFX, LEVO, MOX’ne direngli 6, duyarli 12
izolatin rezerpin varliginda OFX, LEVO, MOX MIK degerlerinin izolatlarin %57’sinde
2 kat, CIPRO i¢in ise %100 diistiiglinii saptamislardir.

Sun ve ark. (2013), calismalarinda OFX direngli 102 izolatta MIK degerlerinin
rezerpin varliginda %55, verapamil varliginda %74, CCCP varliginda %83 oraninda 2-8

kat diistiiglinii saptamislardir.

Louw ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada 15 CID-TB izolatinda rezerpin

varliginda OFX duyarliliginin kismen geri kazanildigim gozlemlemislerdir.

Piddock ve Richi (2001), yaptiklar1 ¢alismada CCCP ve rezerpinin varliginda

florokinolonlara duyarli izolatlarda MiK degerlerinin diisiirmedigini saptamislardir.

Diger bir ¢alismada ise, OFX direncli 45 izolatta, duyarli 10 izolatta CCCP ve
verapamilin inhibitor etkileri arastirilmislardir. OFX duyarli izolatlarin MIK degerlerinde
CCCP ve verapamil diislis gézlenmezken, direngli izolatlarin %35,5 CCCP varliginda,
%153,3 verapamil varliginda varliginda diisiis saptamiglardir (Singh ve ark., 2009).

Effliks pompa inhibitorleri ile yapilan c¢alismalarin biliyik bir kismu
florokinolonlara diren¢li M. tuberculosis izolatlarla ¢alisilmistir. Bizim ¢alismamizda
diger calismalardan farkli olarak florokinolonlara direncli izolat sayisi (%11,9) daha
diisiik oldugu i¢in, iligki olarak diren¢ orani da daha diisiilk olmustur. Caligmamizda
florokinolon direngli izolat sayisi toplam 11 olup, effliiks pompa inhibitérlerinin

florokinolon direngli izolatlarda etkili olmadig1 goriilmiistiir.

Calismamizda effliiks pompa inhibitorii olarak kullanilan CCCP ve verapamilin,
rezerpine gore effliiks pompalari {izerinde inhibitor etkilerinin daha giiglii oldugu

gorilmiistiir.
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Spies ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada STM MIK degerlerinin verapamil
varliginda %48, CCCP varliginda %10 diistiigiinii, her iki inhibitér varliginda ise MiK

degerlerinin %10 oraninda azaldigini gézlemislerdir.

Li ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada CID 9 izolatin CCCP varhiginda 6
(%66,7)’sinda; rezerpin varhginda 4 (%44,4)’liinde RIF MIK degerlerinde diisiis
saptamiglardir. Ayrica RIF direngli izolatlarmn RIF duyarli hale geldiklerini

gozlemlemislerdir.

Bizim bulgularimiz mevcut literatiir bulgularindan farkli goriilmektedir. Bu
farklilikta; (i) izolat sayisindaki farkliliklar (¢alismamizda kullandigimiz izolat sayisi
daha yiiksektir), (ii) ¢alisilan izolatlarin se¢imi (bizim ¢alismamizda 50 primer ilaglara
duyarh + 42 CID), (iii) calismalarda 6zellikle florokinolon direngli izolatlarm kullanilmis
olmast (bizim caligmamizda 81 florokinolon duyarli + 11 direngli), (iv) bolgesel

(izolatlarimiz Tiirkiye genelini temsil etmektedir) farkliliklar diisiiniilmektedir.

Calismamizda effliks pompa inhibitorii olan tioridazin 0,2 pg/ml
konsantrasyonunda test edilmis ve effliks pompasi iizerinde inhibitor etkisi
goriilmemistir. Tioridazinin antimikobakteriyal etkisi kamitlanmis ve Bactec MGIT te
kritik konsantrasyonu 2 pg/ml saptanmustir (Kiran ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda
ise inhibitor etkisinin gozlenebilmesi i¢in tioridazin 0,2 pg/ml gibi 10 kat diisiik

konsatrasyonunda ¢aligilmig ve inhibitor etkisi saptanmamustir.

Calismamizda effliiks pompa inhibitérlerin INH, ETM, NIC {izerinde etkilerinin

olmadig: goriildii.

Calismanizda ayrica effliiks pompa inhibitérleri varliginda MiK degerlerinde
diisiis saptanan 6 izolatta efflilks pompa genlerine ait 15 gen bolgesinin ekspresyonu
arastir1ldi. Arastirilan genlerin tamaminda asir1 ekspresyon goriildii. Bu bulgu, INH, RIF,
STM, ETM ve NIC direngli izolatlarda gen bdlgelerinin asir1 ekspresiyonu effliiks
pompalarmin direng gelisimi ile iliskisini diisiindiirmektedir. Ozellikle RIF direngli 4;
STM direncli 3; CIPRO, MOX, OFX, LEVO duyarli CID 6 izolatta effliiks pompa
inhibitdrleri varligimda MiK degerlerinin 2-16 kat diismiis olmasi, direncin aktif effliiks

pompalart ile iliskisini kanitlamaktadir.
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Eflliiks pompalariyla iliskili ilk ¢alisma Siddiqi ve ark. (2004) tarafindan, klinik
CID M. tuberculosis izolatinda yapilmustir. Bu izolatm INH, OFX, RIF direngli oldugu
belirtilmistir. RT-PZR ile arastirdiklarinda Rv1258c geninin asir1 eksprese oldugunu
saptamiglardir. Rv1258¢ geninin ekspresiyonunun RiF varliginda 10 kat, OFX varliginda
ise 6 kat arttig1 gozlemlemislerdir.

Jiang ve ark. (2008), yaptiklar1 calismada, 1499 M. tuberculosis izolatinda, eftliiks
pompalarinin kodladig1 genlerinin ekspresyonu ve ilag¢ direncini gostermislerdir. Effliiks
pompasini kodladigi bilinen Rv1258c, Rv1410c, Rv1819c geni INH direnci varliginda
asirt  eksprese oldugu Dbildirmislerdir. Rifampisin  varliginda bu pompalarin

ekspresyonlarinin 3 kat, INH varliginda ise 5 - 6 kat arttigin1 saptamislardir.

De Rossi ve ark. (2002), M. smegmatis’te M. tuberculosis’in Rv1258c genini asiri
eksprese ederek tetrasiklinlere ve aminoglikozidlere diren¢ oranmin yiikseldigini
saptamuslardir. Ayrica M. smegmatis’te MFS disa atim pompasinin kodladigi Rv1634
geninin asirt eksprese ederek norfloksasin, siprofloksasin duyarliligini azalttigin

gozlemislerdir.

Silva ve ark. (2001), M. bovis ve M. smegmatis’te Rv1410c genini asir1 eksprese

ederek aminoglikozid ve tetrasiklin direng oranin arttigin1 saptamislardir.

M. tuberculosis’in Mmr proteinini E.coli’de asir1 eksprese ederek, etidyum bromide,

akriflavine,metil viyolone direncin kazanildigin1 gézlemlemislerdir (Ninio ve ark., 2001).

Pasca ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada Rv2686¢c-Rv2687c-Rv2688c operon
tarafindan kodlanan ABC effliiks pompa tasiyicisicini, M. smegmatis’te asirt
ekspresiyonu sagladiklarinda norfloksasin, moksifloksasin direng saptamiglardir. CCCP,

rezerpin varhiginda ise MIK ’lerinde diisiis gézlemislerdir.

Pasca ve ark. (2005), ¢alismalarinda M. smegmatis te M. tuberculosis mmpL7 genini
asir1 eksprese ederek INH birikimini dl¢miislerdir. Izoniazid direncinin gelismesine
mmpL7 genin neden oldugunu saptamislar ve direncin effliiks pompa inhibitorleri olan

rezerpin ve CCCP varliginda azaldigini gézlemlemislerdir.

Colangeli ve ark. (2005), calismalarinda M. bovis BCG’de M. tuberculosis iniA

genini asirt eksprese ederek, iniA asir1 ekspresiyonun INH ve ETM karsi direng artist ile

62



sonuglandigin1 saptamiglardir. Ayrica iniA geni delesyona sahip olan M. tuberculosis
izolatlarinin INH’a daha duyarli olduklarin1 ve rezerpin inhibitérii varhiginda INH

duyarliliginda artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Silva ve ark. (2001), Rv1410c geni asir1 eksprese olan M. tuberculosis
izolatlarinda CCCP, verapamil ve rezerpin varliginda, STM ve TET in direng seviyelerini

azalttigin1 saptamislardir.

Li ve ark. (2015), Rv1250, Rv1634, DrrA, DrrB, Rv1410c effliks pompa
genlerinin CID 8 izolatta asir1 eksprese oldugunu, CCCP ve rezerpin varliginda INH ve

RIF MIK ’lerinde diisiis saptamislardir.

Cho ve ark. (2014), effliiks pompa genlerinin ekspresiyonunu 35 M. tuberculosis

klinik izolatlarinda arastirimislar ve 34 izolatta asir1 ekspresyonu saptamiglardir.

Glinlimiizde ilaglara direngli TB olgular1 artmaktadir. Primer TB ilaglarina yanit
vermeyen bu olgularda tedavi olduk¢a gii¢ olup yeni bir tedavi rejimi diizenlenmesi
gerekmektedir. Yan etki ve intoleransin arttigi bu olgularda tedavi maliyetleri de

artmaktadir.

Son yillarda M. tuberculosis’de de effliiks pompalarinin varlig: ve ilag direncindeki
etkileri gosterilmeye calisilmaktadir. Caligmalarda olumlu sonuglar alinmaktadir. Bazi
caligmalarda effliiks pompa inhibitorleri varliginda direngli bir ilacin duyarliya donmesi
gelistirilecek antitiiberkiiloz ilaclarmin yeni hedefi olabilir. Ulkemizde bu konuda
yapilmis olan ¢alismalarda eksikliklerin oldugu gézlenmistir. Tiirkiye’de effliiks pompa
genlerinin antitiiberkiiloz ilaglarm direncindeki rolii ile ilgili yapilmis yeterince
¢aligmanin olmadig1 goriilmektedir. Ozellikle effliiks pompa inhibitorleri ile ilgili calisma
bulunmamaktadir. Effliiks pompa inhibitorlerinin maliyetlerinin daha diisiik ve toksik
etkilerinin daha az olmast goz Oniine alindiginda, yeni tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesinde katki saglayacagi goriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

(1 Izolatlarimizin %355 primer ilaglara duyarli, %45 CIiD bulundu.

(i) 11 (%11,9) izolatta florokinolonlara direng saptandi.

(i)  Caligmada effliiks pompa inhibitorleri olarak kullanilan rezerpin, CCCP,
verapamil varhiginda 6 CID florokinolonlara duyarli (%6,52) izolatta
florokinolonlarim, 4 (%4,34) izolatta RIF’in, 3 (%3,26) izolatta STM’nin MIK
degerlerinde diisiis saptandi.

(iv)  Tiorodazinin inhibitor etkisi saptanmadi.

(v) Effliiks pompa inhibitorleri varliginda MIK degerlerinde diisiis saptanan 6
izolatta effliiks pompa genlerine ait 15 gen bodlgesinin tamaminda asirt

ekspresyon goriildii.

Effliiks pompa ekspresyon artisinin, ¢oklu ilag direng gelisiminde dnemli katki
sagladig1 bilinmektedir. Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar efflikks pompalarinin,
gelecekte  yeni  gelistirilecek  antitiiberkiiloz  ilaglarmin  hedefi  olacagini

distindiirmektedir.

Gilinlimiizde ilaclara direncli tiiberkiiloz olgularindaki artis dikkati ¢ekmektedir.
Primer tiiberkiiloz ilaglarina yanit vermeyen bu olgularda tedavi oldukc¢a gii¢ olup yeni
bir tedavi rejimi diizenlenmesi gerekmektedir. Yan etki ve intoleransin arttigi bu
olgularda tedavi maliyetleri de artmaktadir. Effliiks pompa inhibitorleri antitiiberkiiloz
tedavisinde primer ve sekonder ilaglar ile kombine kullanilarak, o6zellikle direngli

olgularda yeni bir tedavi yaklagimi olacaktir.
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Panel toplam puani A ve B seviyesinde olan projeler desteklenmigtir.




Ek 2. 1155699 nolu 3001 Tiibitak ARGE Proje Sonu¢ Raporu

v

TUBITAK

T:C:
TURKIYE BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU BA$KANLIGI
Arastirma Destek Programlari Bagkanlidi

Say1 : 92045188/161.10/E.129233 05/06/2017
Konu : 1155699 Numarali Proje - Sonu¢ Raporu

Sayin Prof. Dr. Belma DURUPINAR

YirGticuligina yaptiginiz 1158699 numarali ve "Mycobacterium Tuberculosis llag
Direncinde Diga Atim (Effluks) Pompasinin Etkisinin Aragtinimasi® bashkl projenizin Sonug
Raporu, Grup Yuritme Kurulumuzun 26.05.2017 tarih ve 759 sayili toplantisinda gorusulmus
ve ilgili raporun kabuliine karar verilmigtir.

ligili mevzuat geregi, sonuclanan 3001 programi projeniz icin hesaplanan Proje Tesvik
ikramiyesini (PTi) alabilmeniz icin, projenizin sonuglanmasini takiben 2 yil icerisinde, 1001,
1003, 1005, 3501, 1007, COST ve Ikili Igbirligi (sadece seyahat destedi alinan projeler haric)
programlari kapsaminda yuratiici olarak sunacaginiz bir proje onerisinin desteklenmesi
kosulu bulunmaktadir. Bu programiar kapsaminda yiritiici olarak yer aldiginiz bir projenin
desteklenmesi durumunda, sonuclanan 3001 projenize ait PTi'nizi almak istediginize dair
yazil bagvurunuzu, 3001 programi projenizi izleyen Gruba iletmeniz gerekmektedir.

Bu proje kapsaminda yapacaginiz ¢iktilanniza iligkin bilgilerin ardeb-pts tubitak.gov.tr
adresinden erigebileceginiz ¢cikti ekleme balimine giriimesi ve ilgili dosyalarin bu bdlume
yuklenmesi 6nem tagimaktadir.

Bilgilerinizi saygilanmla rica eder, calismalannizda basarilar dilerim.

Prof. Dr. Sevim AYDIN
SAGLIK BILIMLERI ARASTIRMA DESTEK
GRUBU
Grup Koordinatéru V.

Bu beige, 5070 sayi Sekironik Imza Kanununa gore Gavent Elekironik imza lie imzalanmes ve proje yOrotOcOsn0n (Prof. Dr. BELMA
DURUPINAR) TOBITAK ARDES PROJE TAXIP SISTEMI hesabina yOkenmistr,
Evrak dodruiamasi talepler], ebys@iubitak gov.Ir adresine e-posta yollantarak yapdabillr.

AtatOrk Buivan No:221 05100 Kavakidara/ANKARA Eligi igin: Recep Emrah GEVIK
Tedefon No: (0312) 468 53 00 Fax Nox (0312) 427 74 89 Onvant: BEProg Uzmani
£-Posta: lietisim@tubitak gov.tr Intemet Adres: waw.futitak gov.ir Tet 296 1214
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OZGECMIS

Ad Soyad: Gumral ALAKBAROVA
Dogum Yeri: Azerbaycan

Dogum Tarihi: 23.05.1990

Yabanci Dil: Ingilizce, Rusca

E-Posta Adresi: drgumral@gmail.com
Akademik Egitim:

Azerbaycan Tip Universitesi, Tip Fakiiltesi. 2007- 2012
Proje:

Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 3001 — Baslangig
Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi Proje No: 1155699

Kurs:

Bolgesel Uzman Egitimi Tiiberkiiloz Laboratuvarlar1 Tanisal Standardizasyon Egitimi,
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 27 — 30 Eyliil 2016, Samsun

Rehberlerimizi birlikte kullanalim-Klnik Ornekten Sonug¢ Raporuna Uygulama Rehberi:
Uriner Sistem Ornekleri, KLIMUD, 27 Mayis 2016, Samsun

OMU Tip Fakiiltesi ve Samsun Tabip Odasi, Akademik Gelisim Kursu-6, 28-29 Mart
2015, Samsun

Immundiagnostikler, EUROIMMUN Tiirkiye, 14-15 Ekim, 2015, Samsun

Viriis Hastaliklarinin  Serolojik Tanisi: Rutin Tami Testlerinin Kalite Kontrolii,
Uygulanmasi, Yorumlanmasi, Raporlanmasi, KLIMUD, 27 Haziran 2014, Samsun

Dezenfeksiyon Antisepsi Sterilizasyon Sertifikas1 2013, Antalya
6. DAS Okulu, 17-22 Subat 2013, Antalya

oMU Tip Fakiiltesi ve Samsun Tabip Odasi, Akademik Gelisim Kursu-2, 16-17 Mart
2013, Samsun


mailto:drgumral@gmail.com

Kongre:

32. Ankem Kongresi 10-14 Mayis 2017, Antalya

XXXVII. Tirk Mikrobiyoloji Kongresi, 16-20 Kasim 2016, Antalya

9. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi, 18 Kasim 2016, Antalya
International Symposium on Parasitic Zoonoses 18-19 November 2016, Antalya
3. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji kongresi, 18-22 Kasim 2015, Antalya

7. Ulusal mikobakteri sempozyumu, 8-10 Mayis 2015, Mersin

XXXVI. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, 12-16 Kasim 2014, Antalya

14" World Sterilization Congress and 8th National Sterilization Disinfection Congress of
Turkey, 6-9 November 2013, Antalya

Makale:

Asuman Birinci, Yeliz Tanriverdi Cayc1, Gumral Alakbarova. Cryptococcosis Cases In
A University Hospital. Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(4):188-190, 2016

Keramettin Yanik, Nevzat Unal, Adil Karadag, Gumral Alakbarova, Kemal Bilgin Murat
Hokelek, Evaluation of Suspected Leishmania Samples in University Hospital
Laboratory Between 2001 and 2013. Austin J Microbiol 1(1):1001, 2015

Poster Sunum:

Gumral Alakbarova, Ahmet Yilmaz Coban, Belma Durupmar. Mycobacterium
tuberculosis Kompleksi izolatlarinin Primer ve Sekonder Antitiiberkiiloz Ilaclarina
Duyarliligi, 32. Ankem Kongresi, 10-14 Mayis 2017, Antalya

Yeliz Tanrverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Asuman Birinci Transplantasyon yapilan
hastalardan izole edilen mikroorganizmalarin dagilimi. 32. Ankem Kongresi, 10-14
Mayis 2017, Antalya

Yeliz Tanriverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Asuman Birinci. Kan donorlerinde HBsAg,
Anti-HCV ve Anti-HIV test sonuglarmin degerlendirilmesi. XXXVII Tirk
Mikrobiyoloji Kongresi, 16-20 Kasim 2016, Antalya

Asuman Birinci, Yeliz Tanriverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Mustafa Siinbiil. Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin 12 yillik kriptokokkoz vakalarinin
degerlendirilmesi. 3. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji kongresi, 18-22 Kasim 2015,
Antalya.
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Keramettin Yanik, Yeliz Tanriverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Asuman Birinci.
Enterobacteriaceae Izolatlarinin Tigesiklin ve Sefalosporinlere Kars1 Duyarliliklarinin
Arastirilmasi. 3. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji kongresi, 18-22 Kasim 2015, Antalya.

Asuman Birinci, Yeliz Tanriverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Keramettin Yanik.
Candida tiirlerinin antifungal duyarliligi. 1. Ulusal Tibbi Mikoloji Kongresi, 24-26
Eyliil 2014, Ankara.

Yeliz Tanriverdi Cayci, Gumral Alakbarova, Asuman Birinci. Mikobakteriyoloji
laboratuarina gonderilen klinik Orneklerde Gene Xpert MTB/RIF yonteminin
performanisinin degerlendirilmesi:5 yillik degerlendirilme. 7. Ulusal mikobakteri
sempozyumu, 8-10 Mayis 2015, Mersin.

Hava Yilmaz, Keramettin Yanik, Gumral Alakbarova, Kemal Bilgin, Canan Canan
Albayrak, Saban Esen. A pseudo-outbreak of Streptococcus mitis /oralis and his
prevention in children with malignancy. 5th Eurasia Congress of Infectious Diseases.
Abstract Book, 15-18 May, 2013, Tirana, Albania.

Keramettin Yanik, Nevzat Unal, Adil Karadag, Gumral Alakbarova, Kemal Bilgin, Murat
Hokelek. Leishmaniasis Siiphesi ile 2001-2013 Yillar1 Arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina Génderilen Orneklerin
Degerlendirilmesi. 13-14 Haziran 2013, Sanliurfa.
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