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Pirazinamid (PZA), tiiberkiloz (TB) tedavisinde kullanilan birinci secenek anti-TB ilaclardandir. PZA'nin
persistan haldeki basilleri ortadan kaldirarak tedavi siiresini 9-12 aydan alti aya kisaltabilme yetenegi g6z
ontine alindiginda, tedavi rejiminin dnemli bir tagini olusturdugu gorilmistir. PZA direncine neden olan
temel mekanizma %70-97 oraninda pncA mutasyonlari iken, rpsA ve panD mutasyonlarinin da dirence
neden oldugu tespit edilmistir. Bu calismada, PZA direncli Mycobacterium tuberculosis izolatlarinda direncle
iliskilendirilen pncA, rpsA ve panD gen mutasyonlarini, PZA direncini belirlemede pirazinamidaz (PZAz)
enzim testinin etkinligini, antitiberkiloz ila¢ duyarliligini ve spoligotipleme ydntemi ile izolatlarin ait ol-
duklari aileleri belirlemek amaclanmistir. Calismaya PZA direncli 46 M.tuberculosis izolati dahil edilmistir.
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Pirazinamid Direnci ile iliskili pncA, rpsA ve panD Gen Mutasyonlarinin Arastiriimasi

PZA direnci ile iliskilendirilen pncA, rpsA, panD mutasyonlari in-house polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ydntemini takiben uygulanan DNA dizilemeyle arastinlmistir. izolatlarin ilag duyarlliklari Bactec MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemiyle, PZAz varligi kolorimetrik PZAz enzim testiyle ve ailelerin belirlenmesi
spoligotiplendirme yontemi kullanilarak belirlenmistir. PZA direngli 46 izolatin 24 (%52.2)'i PZA'e tek ba-
sina direncli, 11 (%23.9)’i cok ilaca direncli (CiD)-TB ve 11 (%23.9)'i de birden ¢ok ilaca direncli (BCID)-TB
olarak tespit edilmistir. PZA direncli M.tuberculosis izolatlarinin %73.9 (34)’'unda direng ile iliski gen mutas-
yonlari saptanmustir. izolatlarin %71.7(33)’sinde pncA, %28.2 (13)'sinde rpsA ve %4.3 (n= 2)'tinde panD
mutasyonlari tespit edilmistir. Mutasyon saptanan 12 izolatta pncA/rpsA gen mutasyonlari ve iki izolatta
pncA/panD gen mutasyonlar birlikteligi belirlenmistir. Kolorimetrik PZAz testi ile enzim varligi tespit edilen
9 (%19.6) izolatin 3 (%33.3)’linde pncA gen mutasyonlari g6zlenmistir. pncA geninde A226C (%27.3),
A152C (%24.2), C169G (%21.2) A422C (%9.1), GT145A (%6.1), A29G (%6.1), A424G (%3) ve T464G
(%3) olmak tizere “missense” mutasyon seklinde sekiz farkli nokta mutasyonu tespit edilmistir. rpsA genin-
de en stk A636C (%42.9) sessiz mutasyonlar ve G1318A (%42.9) “missense” mutasyonlar; panD geninde
ise C66G (%50) “nonsense” ve A145G (%50) “missense” mutasyonlar saptanmistir. PZA direncli izolatla-
rin genotiplendirilmesi sonucunda en sik karsilasilan genotiplerin 17 (%36.9) izolat ile T1 kiimesinde yer
aldigi; bunu sirasiile 7 (%15.2) izolat ile Beijing, 6 (%13) izolat ile H3, 5 (%10.9) izolat ile TUR ve 4 (%8.7)
izolat ile LAM 9 ailelerinin takip ettigi belirlenmistir. Ayrica ORPHAN ailesine ait 2 (%4.3) izolat; LAM TUR,
LAM 2, LAM 7, T2, T5-RUST ailelerine ait birer izolat tespit edilmistir. Calismamiz, Turkiye’de PZA direncine
neden oldugu tespit edilmis pncA, rpsA ve panD gen mutasyonlarinin tamaminin arastinildigr ilk calismadir.
PZA direnci ile ilgili yapilan epidemiyolojik arastirmalar, diren¢ mekanizmasinin aydinlatiimasina ve diren-
cin saptanmasina yonelik hizli tani saglayacak yontemlerin gelistiriimesine nemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: M.tuberculosis; pirazinamid; pncA; rpsA; panD.
ABSTRACT

Pyrazinamide (PZA) is one of the first-line anti-tuberculous drugs used in the treatment of tuberculosis
(TB). Considering the ability of PZA to shorten the treatment period from 9-12 months to six months by
eliminating persistent bacilli, it appears to be an important cornerstone of TB therapy. While the main
mechanism causing the PZA resistance is pncA mutations at a rate of 70-97%, it has been determined
that rpsA and panD mutations can also cause resistance. In this study, we aimed to investigate the pncA,
rpsA and panD gene mutations, the efficiency of the pyrazinamidase (PZAse) enzyme test in determining
PZA resistance, the drug susceptibility and their families in PZA-resistant Mycobacterium tuberculosis iso-
lates. Totally 46 PZA resistant M.tuberculosis isolates were included in the study. The pncA, rpsA and panD
mutations caused by PZA resistance were investigated by in-house PCR followed by DNA sequencing
method. Drug susceptibility was determined with Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson, USA) system,
the presence of PZAse was evaluated by colorimetric PZAse enzyme assay and the families were deter-
mined by the spoligotyping method. Of the 46 PZA-resistant isolates, 24 (52.2%) were identified as PZA
monoresistant, 11 (23.9%) multidrug resistant (MDR)-TB and 11 (23.9%) poly drug resistant (PDR)-TB.
Gene mutations associated with resistance were detected in 73.9% (34) of PZA-resistant M.tuberculosis
isolates. The pncA, rpsA and panD mutations were found in 71.7% (33), 28.2% (12) and 4.3% (2) of the
isolates, respectively. The coexistence of pncA/rpsA and pncA/panD gene mutations were determined in
12 and two isolates, respectively. The pncA gene mutations were observed in 3 (33.3%) of 9 (19.6%)
isolates whose enzyme presence was detected by the colorimetric PZAse test. In the pncA gene, eight
different point mutations in the form of missense mutation;A226C (27.3%), A152C (24.2%), C169G
(21.2%) A422C (9.1%), G145A (6.1%), A29G (6.1%), A424G (3%) and T464G (3%) were detected. In
the rpsA gene, A636C (42.9%) silent and G1318A (42.9%) missense mutations and in the panD gene,
C66G (50%) nonsense and A145G (50%) missense mutations were the most common mutations detec-
ted. As a result of genotyping of PZA resistant isolates, the most common genotypes were found in T1
cluster with 17 (36.9%) isolates; followed by the families of Beijing with 7 (15.2%) isolates, H3 with 6
(13%) isolates, TUR with 5 (10.9%) isolates, and LAM 9 with 4 (8.7%) isolates, respectively. In addition,
2 (4.3%) isolates belonging to the ORPHAN family and one isolate belonging to each of LAM TUR, LAM
2, LAM 7, T2, T5-RUS1 families were identified. Our study is the first to investigate all pncA, rpsA and
panD gene mutations that have been found to cause PZA resistance in Tirkiye. Epidemiological studies
on PZA resistance will make important contributions to the determination of resistance mechanism and
the development of methods that will provide rapid diagnosis for the detection of resistance.

Keywords: M.tuberculosis; pyrazinamide; pncA; rpsA; panD.
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GiRiS

Pirazinamid (PZA) nikotinamidin sentetik pirazin analogu olup, duyarli ve cok ilaca
direncli (CiD)-tiiberkiiloz (TB) tedavi rejiminde diger ilaclar ile kombine kullanilan 6nemli
bir primer anti-TB ilactir'3. PZA, TB tedavi siiresini izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF)
ile birlikte 9-12 aydan 6 aya dustirmesi ve diger anti-TB ilaclardan farkli olarak makrofaj
fagolizozomlarindaki “semi-dormant’” basil grubunu 6ldirerek in vivo sterilizan etki gos-
termesi ile TB tedavisinde kritik rol oynamistir®*6,

Mikobakterilerin PZA’ya duyarliigi pirazinamidaz (PZAz) enziminin varligina baglidir’.
PZA, mikobakteri hiicre duvarindan pasif diflizyon ile girdikten sonra 561 niikleotit uzun-
lugundaki pncA geni tarafindan kodlanan PZAz/nikotinamidaz enzimi tarafindan aktif
formdaki pirazinoik asit (POA)’e cevrilir'”7:8. Bu nedenle mikobakterilerde primer PZA di-
ren¢ mekanizmasi, PZAz aktivitesinin kaybolmasina veya azalmasina neden olan pncA ge-
ninde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir>®. Mutasyonlar pncA geninde
cok cesitli ve degisik bolgelerde gorilmekle birlikte, PZAz enziminin katalitik bolgeleri
(Asp8, Lys96 ve Cys138) ve metal baglama alanlarini (Asp49, His51 ve His71) iceren
3-17, 61-85, 132-142 kodonlari arasinda kalan ii¢ bélgede kiimelenmistir. Ayrica, pncA
mutasyonu olmayan PZA direncli M.tuberculosis izolatlarinda; translasyonda rol oynayan
ribozomal protein S1 (rpsA, Rv1630) geninde, aspartat dekarboksilaz kodlayan panD
geninde ve ATP’ye bagh substrat aciimini ve ClpP1/P2 komplekslerine translokasyonu
katalize eden ClpC1 proteininde meydana gelen mutasyonlar da direnc ile iligkilendiril-
mistir®5 1011,

Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstitlisii [Clinical and Laboratory Standards Insti-
tutes (CLSI)], PZA'y1 duyarhlik testinde calisiimasi gereken birincil anti-TB ilaglar arasinda
bildirmesine ragmen, Diinya Saglk Orgiitii (DSO) direng icin rutin test edilecek antimi-
kobakteriyel ilac grubuna dahil etmemektedir'?'3. Anti-TB ilaclarin duyarlilik testinde re-
ferans yontem olarak kullanilan agar proporsiyon yontemiyle besiyerinin pH’sini PZA'nin
aktivite gosterebilecegi ve mikobakterilerin lireyebilecegi bir diizeyde tutmanin zor ol-
masi nedeniyle yanlis sonuglara elde edilmektedir'*'®. Giiniimiizde PZA duyarlihginin
belirlenmesinde Amerikan Gida ve ilag Dairesi [Food and Drug Administration (FDA)]
tarafindan onay alan VersaTREK MYCO TB (Thermo Fisher ,TREK Diagnostics, Birlesik
Krallik) ve BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) olmak tizere iki sistem bulunmak-
tadir'. Ayrica, PZA direncini belirlemede alternatif olarak Wayne tarafindan gelistirilen
kolorimetrik PZAz enzim testi de kullanilmaktadir'®.

Bu calismada, PZA direncli M.tuberculosis izolatlarinda direncle iliskilendirilen pncA,
rpsA ve panD gen mutasyonlarini, PZA direncini belirlemede PZAz enzim testinin etkinli-
gini, anti-TB ila¢ duyarlihigini ve spoligotipleme yontemi ile izolatlarin ait olduklari aileleri
belirlemek amacglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun onayi ile (Tarih:
27.07.2017 ve Karar No: 2017/223) gerceklestirildi.
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Orneklerin Segimi

Mersin Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobyoloji Ana-
bilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari (n= 5), Dr. Suat Seren Gogis Hastaliklar ve
Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi (n= 14) ve Tuberkiloz Referans Laboratuvari (n=
27)'na gelen TB stipheli hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve PZA’ya direncli
oldugu tespit edilen toplam 46 M.tuberculosis izolati calismaya dahil edildi.

Antimikobakteriyel Duyarlilik Testleri

Kati Lowenstein-Jensen (LJ) ve sivi MGIT besiyerinde Giremis ve +4°C’de saklanmis olan
M.tuberculosis izolatlan ilk 6nce Middlebrook 7H9 sivi besiyerine, daha sonra kati L] be-
siyerine pasajlanarak canlandirildi. L] besiyerinde Ureyen izolatlarinin antimikobakteriyel
duyarllik testleri; streptomisin (SM), INH, RIF ve etambutol (EMB) icin tasarlanmis olan
BACTEC MGIT 960 SIRE kiti ile PZA duyarhligi ise 6zel PZA besiyeri kullanilarak BACTEC
MGIT 960 PZA kiti ile BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) cihazinda Uretici fir-
manin talimatlari dogrultusunda calisildi.

Pirazinamidaz Testi

PZAz enzim varliginin belirlenmesi amaciyla Wayne ve arkadaslarinin'® belirtigi sekilde
PZAz enzim testi uygulandi. PZAz agarda pembe bant olusturan enzimin varligiyla tespit
edildi. Testte pozitif kontrol olarak M.tuberculosis H37RV, negatif kontrol olarak M.bovis
BCG susu kullanildi.

pncA, rpsA ve panD Gen Bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Mutasyon Analizi

L) besiyerinde treyen M.tuberculosis kolonilerine hizli DNA ekstraksiyon protokoll uy-
gulandi'’. Bu yéntemde bir &ze dolusu koloni, 1 ml steril distile su icerisinde siispanse
edildi ve 80°C’de 20 dakika tutularak bakterilerin parcalanmasi saglandi. Daha sonra
mikrosantrifij tip 12 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen stipernatanin
spektrofotometre ile DNA olcimu yapilarak yeterli miktarda DNA (10 nanogram) bu-
lundugu kontrol edildi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)'nda kalip olarak kullaniimak
lzere -80°C’de saklandi.

PZA direncinden sorumlu mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla ilk olarak pncA, rpsA ve
panD gen bolgelerini hedefleyen in-house PCR yontemi uygulandi. Literatlrlerden seci-
len pncA geninin bir bolimuni ve 165 baz cifti (bp) upstream regulator bolgesini kapsa-
yan 760 bp uzunlugundaki bolge icin pncA-7/8; rpsA geninin 742 bp buyikliglinde bas-
langi¢ ve 960 bp blyukliglnde bitis bolgeleri icin sirasiyla rpsA-1/5 ve rpsA-7/8; panD
geninin 650 bp uzunlugundaki bolge icin panD-F/R olmak lizere 6zgil primer dizileri
kullanildi’'°, PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer dizi ciftleri Tablo I’de verilmistir.

Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu 50 pl’lik reaksiyon hacminde gerceklestirildi. pncA
ve rpsA gen bolgeleri icin PCR reaksiyon karisimi; 5 pl 10X PCR tampon ¢ozeltisi, 2 pmol/
ul MgCl2, 0.2 pmol/ul dNTP karisimi, her bir primerden 0.25 pmol/ul, 1.25 U Tag DNA
polimeraz ve 5 pl kalip DNA icerecek sekilde hazirlandi. panD gen bolgesi icin PCR reak-
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Tablo I. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Amplifikasyonlarinda Kullanilan Primer Dizileri
Primer
Hedef bolge birlesme
Primerler uzunlugu (bp) sicakhigi (T) 5'-3" dizi
pncA gen bolgesi
pncA-7 R GCCGCCAACAGTTCATCC
pcA-8 760 64°C GATTTGTCGCTCACTACATCACC
rpsA gen bolgesi
rpsA-1 ATCTGTCCCTACGACCCAAC
D55 742 ACCGTCCACACCGCCGAGA
62°C
rpsA-7 CGTGGACAGCAACGACTTC
D58 960 AAGGCACCATCCGAAAGGG
panD gen bolgesi
panD —F 650 550C TCAACGGTTCCGGTCGGCTGCT
panD —R TATCCGCCACTGCTGCACGACCTT

siyon karigimi; 5 pl 10X PCR tampon ¢6zeltisi (NH,), 6 pl dimetil sulfoksit (DMSO), 2.5
pmol/ul MgCl2, 0.2 ymol/ul dNTP karisimi, her bir primerden 0.25 pmol/ul, 1.25 U Taq
DNA polimeraz ve 5 pl kalip DNA icerecek sekilde hazirlandi.

pncA ve rpsA gen bolgeleri icin drneklerin amplifikasyon kosullari, 96°C’de (i¢ dakika
baslangi¢ denatiirasyonu, ardindan 38 dongi 95°C’de 10 saniye denatiirasyon, 64°C
(pncA) ve 62°C (rpsA)'de 10 saniye baglanma ve 72°C 20 (pncA) ve 40 (rpsA) saniye uza-
ma basamaklari ve son olarak 72°C’de ti¢ dakika son uzama basamadi seklinde uygulan-
di. panD gen bolgesi icin orneklerin amplifikasyon kosullari, 94°C’de 15 dakika baslangi¢
denatirasyonu, ardindan 30 dongi 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye
baglanma ve 72°C’de bir dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de yedi dakika
son uzama basamagi seklinde uygulandi.

Amplifikasyon uriinleri, 0.5 pg/ml etidyum bromdr iceren %1’lik agaroz jelde 120
voltta 40 dakika elektroforez uygulandiktan sonra ultraviyole altinda goriintilendi. pncA
718, rpsA 1/5, rpsA 7/8 ve panD/F genlerinin tespiti icin gerceklestirilen PCR Griinlerinde
sirastyla 760, 742, 960 ve 650 bp uzunlukta bantlar pozitif olarak degerlendirildi.

Amplifikasyon urlinlerine “Bigdye terminator v3.1 cycle sequencing” (Applied Biosy-
stems, ABD) kiti kullanilarak sense ve antisense zincirlerinin “cycle sequence” PCR’l ya-
pildi. ABI PRISM 3130XL “Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, ABD) cihazinda, dizi
analizi verileri kromatografi seklinde elde edildi. Dizi analizi sonuglari Chromas progra-
mi (ver. 2.6.6 Technelysium Pty Ltd, Avustralya) ile degerlendirildi. Clustal X (ver. 2.1,
irlanda) programinda her iki zincir karsi karsiya getirilerek hizalandi. Sonra, GENDOC
(ver. 2.6.002) DNA dizi analizi programinda, u¢ kisimlardaki fazla hizalanmamis dizi-
ler kirpildiktan sonra, son konsensus dizi seklinde kaydedildi. Elde edilen diziler ve re-
ferans M.tuberculosis H37RV dizisi (Genbank accession number: NC_000962; Gene ID:
888260-pncA, 885188-rpsA, 885596-panD), ¢coklu gen hizalama programi olan Clustal X

MiKROBiYOLOJi BULTENi 195




Pirazinamid Direnci ile iliskili pncA, rpsA ve panD Gen Mutasyonlarinin Arastiriimasi

ile karsilastirildi ve pncA, rpsA ve panD gen bolgelerindeki spesifik niikleotid degisiklikleri
belirlendi.

Spoligotiplendirme

Spoligotiplendirme yontemi, Uretici firmanin onerileri (Isogen Bioscience BV, Hollan-
da) dogrultusunda gerceklestirildi. PCR teknigi ile 36 bp uzunlugunda direkt tekrar (di-
rect repeat, DR) bolgeleri, 5'-ucundan biotin ile isaretli DRa 5'-GGT TTT GGG TCT GAC
GAC3’ ve DRb: 5-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’ primerleri kullanilarak amplifiye
edildi. PCR sonrasi amplikonlarin hibridizasyonu gergeklestirildi ve hibridizasyon sonrasi
uriinler streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve fosfath kemifloresan substrati eklenerek
gorunir hale getirildi. Hibridizasyonu sonucu olusan blotlanmalar dikkate alinarak spacer
bolgelerinin varligi, oktal kodlama anahtari kullanilarak 0-7 arasinda 15 rakamdan olusan
“Oktal kod” formatina cevrildi. Elde edilen veriler SpolDB4 veritabani kullanilarak kiime
ve “clade”ler belirlendi (Erisim adresi: http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVIT-
Demo; Erisim tarihi: 03 Subat 2019).

BULGULAR

Calismada, BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) ile PZA direncli 46 izolatin
24 (%52.2)"i PZA tek ilaca direncli, 11 (%23.9)i CID-TB ve geri kalan 11 (%23.9)'i de
birden cok ilaca direncli (BCID) TB olarak degerlendirilmistir. Cok ilaca direncli 11 izolatin
dokuzu test edilen bitiin primer anti-TB ilaclara direncli tespit edilirken, iki izolatta da
EMB disindaki diger primer anti-TB ilaglara diren¢ saptanmistir. Birden ¢ok ilaca direncli
izolatlarin % 45.5 (5/11)'inde ise SM/PZA direng birlikteligi en yliksek oranda tespit edil-
mistir. Kolorimetrik PZAz testi ile PZA direngli 46 izolatin 9 (%19.6)’'unda PZAz enzim
varhgi tespit edilirken, 37 (%80.4) izolatta pembe bant olusmadigi gozlemlenerek nega-
tif kabul edilmistir.

Calismaya dahil edilen M.tuberculosis izolatlarinin pncA gen bdlgesinin 760 bp,
rpsA gen bolgesinin 742 ve 960 bp ve panD gen bdlgesinin 650 bp olan kisimlari in-
house PCR yontemi ile amplifiye edilmistir (Sekil 1-4). M.tuberculosis izolatlarinin %73.9
(34/46)'unda, PZA direncine neden olan pncA, rpsA veya panD gen mutasyonlari sap-
tanmustir.

PZA direncli izolatlarin %71.7 (n= 33)’sinde pncA, %28.2 (n=13)'sinde rpsA ve %4.3
(n= 2)’tinde panD gen bolgelerinde mutasyonlar tespit edilmistir. pncA gen mutasyonu
tespit edilen 33 izolatta en yaygin olarak pncA gen bdlgesinin; 9 (%27.3) izolat ile 226.
kodonunda ACT'den CCT'ye (A226C, Thr—Pro), 8 (%24.2) izolat ile 152. kodonunda
CAC’den CCC'ye (A152C, His—Pro) ve 7 (%21.2) izolat ile 169. kodonunda CAC’den
GAC'’ye (C169G, His—Asp) donusiim seklinde nokta mutasyonlari saptanmistir. Daha
az siklikla A422C (%9.1), G145A (%6.1), A29G (%6.1), A424G (%3) ve T464G (%3)
mutasyon paternleri tespit edilmistir. pncA geninde meydana gelen sekiz farkh nokta mu-
tasyon paterninin tamaminin “missense” mutasyon seklinde gerceklestigi gorilmustir
(Tablo ). rpsA gen bolgesinde mutasyon saptanan 13 izolatin altisinda rpsA geninin 742
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Sekil 1. M.tuberculosis DNA'sinin pncA geninin pncA 7/8 primerleriyle amplifikasyonu sonrasi olusan 760 bp’lik
bélgenin %1 lik agaroz jel elektroforez gortintisti (M: 100 bp DNA molekiiler agirlik belirteci, siitun 1-15,

17-19: 760 bp amplifikasyon triinleri).

NG EETRE R INOF T 2813 14 15 16 17 18 N

742 bg -*----ﬂﬂ-—--------

Sekil 2. M.tuberculosis’e ait rpsA geninin rpsA 1/5 primerleriyle amplifikasyonu (M: 100 bp DNA molekdiler
agirlik belirteci, stitun 1-18: 742 bp amplifikasyon trtinleri, N: Negatif kontrol).

4 5 67 8 9 10 1112 13141516 17 18 19

1000 be
“960 be D W G S e — -— . e . — S g ———

500 be

100 be

Sekil 3. M.tuberculosis’in rpsA geninin rpsA 7/8 primerleriyle amplifikasyonu (M: 100 bp DNA molekdiler agirlik
belirteci, stitun 1-7, 9-12, 14-19: Amplikon biiytikltigti 960 bp).
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Sekil 4. M.tuberculosis’in panD geninin panD F/R primerleriyle amplifikasyonu (M: 100 bp DNA molekdiler
agirlik belirteci, stitun 1-19: Amplikon biiytikligii 650 bp).

bp bolgesinde, yedisinde ise 960 bp bdlgesinde mutasyon tespit edilmistir. rpsA mutas-
yon paternleri; 6 (%42.9) izolatta A636C sessiz mutasyonlar, 6 (%42.9) izolatta G1318A
missense mutasyonlar, 1 (%7.1) izolatta A76T missense ve C96A nonsense mutasyonlar
seklinde gorulmdastir (Tablo ). rpsA mutasyonu tespit edilen 13 izolatin 12'sinde rpsA/
pncA mutasyon birlikteligi oldugu belirlenmistir. panD mutasyonu saptanan iki izolatin
birinde C66G “nonsense” mutasyon saptanirken, diger izolatda A145G “missense” mu-
tasyon tespit edilmistir (Tablo IV). Ayrica, panD mutasyonu saptanan iki izolatin pncA gen
bolgesinde “missense” mutasyon varligr gérilmustur.

PZA direncli izolatlarin genotiplendirilmesi sonucunda en sik karsilagilan genotiplerin
17 (%36.9) izolat ile T1 kiimesinde yer aldigi; bunu sirasiile 7 (%15.2) izolat ile Beijing, 6
(%13) izolat ile H3, 5 (%10.9) izolat ile TUR ve 4 (%8.7) izolat ile LAM 9 ailelerinin takip
ettigi gorilmustur. Ayrica ORPHAN ailesine ait 2 (%4.3) izolat; LAM TUR, LAM 2, LAM 7,
T2, T5-RUST ailelerine ait birer izolat tespit edilmistir (Tablo V).

Tablo Il. pncA Gen Bélgesinde Tespit Edilen Mutasyonlarin Dagilimi
izolat Goriilme Niikleotit Kodon Aminoasit Aminoasit
Sayisi  Sikhgi (%) Pozisyon Degisimi Degisimi  Lokasyonu Degisimi Patern
9 27.3 226 A—C ACT—CCT 76 Thr—Pro A226C
8 24.2 152 A—C CAC—CCC 51 His—Pro A152C
7 21.2 169 C—G CAC—GAC 57 His—Asp C169G
3 9.1 422 A—C CAG—CCG 141 GIn—Pro A422C
2 6.1 145 G—A GAC—AAC 49 Asp—Asn G145A
2 6.1 29 A—G CAG—CGG 10 Gln—Arg A29G
1 3.0 424 A—G ACG—GCG 142 Thr—Ala A424G
1 3.0 464 T—-G GTG—GGG 155 Val—Gly T464G
Clellz \//\I?nin, Asp: Aspartik asit, Asn: Asparajin, Arg: Arjinin, GIn: Glutamin, His: Histidin, Pro: Prolin, Thr: Treonin,
al: valin.
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Tablo Ill. rpsA Gen Bélgesinde Tespit Edilen Mutasyonlarin Dagilimi

izolat Goriilme Niikleotit Kodon Aminoasit Aminoasit

Sayisi  Sikhgi (%) Pozisyon Degisimi Degisimi  Lokasyonu Degisimi Patern

6 42.9 636 A—C CGA—CGC 212 Arg—Arg A636C

6 42.9 1318 G—A GCG—ACG 440 Ala—Thr  G1318A

1 7.1 169 A—T ATA— TTA 26 lle—Leu A76T
7.1 96 C—A TAC—TAA 32 Tyr—Stop C96A

Ala: Alanin, Arg: Arjinin, lle: izolosin, Leu: Lésin, Stop: Stop kodon, Thr: Treonin, Tyr: Tirozin.

Tablo IV. panD Gen Bélgesinde Tespit Edilen Mutasyonlarin Dagilimi

izolat Gorilme Nukleotit Kodon Aminoasit Aminoasit

Sayisi  Sikhgi (%) Pozisyon Degisimi Degisimi  Lokasyonu Degisimi Patern
1 50.0 66 C—G TAC—TAG 22 Tyr—Stop C66G
1 50.0 145 A—G ATC—GTC 49 lle—Val A145G

Tyr: Tirozin, Stop: Stop kodon, lle: izolosin, Val: Valin.

TARTISMA

PZA, monositler ve makrofajlar icinde yavas cogalan mikobakteriler tizerinde en etkili
tiiberkiilosid etkiye sahip primer anti-TB ilactir®. Ulkemizde ve diinyada rutin test edile-
cek antimikobakteriyel ilac grubuna dahil edilmediginden dolayi, PZA diren¢ oranlarini
yansitan veriler yapilan calismalar ile sinirlidir ve etki mekanizmasi halen net bir sekilde
aciklanamamigtir. PZA direnci ile pncA mutasyonu arasinda %90’dan fazla yuksek bir ko-
relasyon oldugu bildirilirken'®2%; Yeni Zelanda’da®' (%42), Brezilya’da’ (%45.7), Giiney
Afrika’da?? (%67) ve Cin’de?® (%80), yapilan calismalarda diisiik veya orta diizey korelas-
yon (%42-80) oldugu tespit edilmistir. Bizim calismamizda PZA direnci ile pncA arasinda
%71.7 (33/46) oraninda orta dulizey bir korelasyon saptanmistir. Tespit edilen korelasyon
oranlari pncA genindeki mutasyonlarin, fenotipik testlerin yerine PZA direncinin giivenilir
bir sekilde tespit edilmesi icin kullanilabilecegini gostermektedir.

PZA direnci ile iliskili pncA geninde meydana gelen mutasyonlar tim genoma da-
gilmistir. Mutasyonlar genellikle tek niikleotit degisimi veya daha az siklikla insersiyon-
lar, delesyonlar seklinde meydana gelmektedir®. Yaptigimiz bu calismada, pncA geninde
meydana gelen mutasyonlarin tamami tek niikleotit degisikliginin neden oldugu “mis-
sense” mutasyon seklinde gerceklesmis ve tespit edilen sekiz farkh pncA mutasyon paterni

yapilan diger calismalarda da bildirilmistir®-20:24.25,

M.tuberculosis kompleks icinde yer alan M.tuberculosis suslarina karsi PZA etki goste-
rirken, Mycobacterium bovis intrinsik direnclidir’. M.bovis'teki intrinsik PZA direnci, gele-
neksel olarak pncA geninin 169. nukleotitinde sitozinin guanine donusmesiyle (C169G)
57. pozisyondaki histidin yerine aspartik asitin kodlanmasina (His57Asp) atfedilen bir
fenomendir'®. Calismamizda, pncA geninde %21.2'lik oranla ticiincii siklikla tespit etti-
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Tablo V. izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklari, Pirazinamidaz (PZAz) Enzim Testi, Mutasyon Analizi ve
Spoligotipleme Sonuclari

) “Spoligo-

Izolat  Direng pncA rpsA panD Spoligotip International-

No Paterni PZAz Mutasyonu Mutasyonu Mutasyonu Kladlari Type (SIT)”

1 SM/PZA  Negatif Bejing 1

2 EMB/PZA  Negatif LAM9 50

3 PZA Negatif A226C T1 53
(Thr/Pro)

4 PZA Pozitif T5-RUST 1255

5 INH/PZA  Negatif A226C T1 53
(Thr/Pro)

6 SM/PZA  Negatif Bejing 265

PZA Negatif C169G G1318A Bejing 1651

(His/Asp) (Ala/Thr)

8 PZA Negatif G145A T1 1105
(Asp/Asn)

9 PZA Negatif A226C T1 53
(Thr/Pro)

10 PZA Negatif A226C T1 284
(Thr/Pro)

11 PZA Negatif C169G G1318A T1 53
(His/Asp) (Ala/Thr)

12 PZA Negatif C169G H3 50
(His/Asp)

13 PZA Negatif A29G C66G LAM7 41
(Glu/Arj) (Tyr/Stop)

14 PZA Negatif A226C T 284
(Thr/Pro)

15 SM/PZA  Negatif LAM9 50

16 PZA Negatif C169G G1318A LAM TUR 284
(His/Asp) (Ala/Thr)

17 PZA Negatif TUR 41

18 INH/SM/  Negatif A152C T1 53

PZA (His/Pro)

19 PZA Negatif C169G G1318A Bejing 1651
(His/Asp) (Ala/Thr)

20 SM/PZA Pozitif T 284

21 PZA Negatif C169G G1318A T1 53
(His/Asp) (Ala/Thr)

22 PZA Negatif LAM9 50

23 PZA Pozitif LAM9 50

24 SM/PZA  Negatif A226C T 53
(Thr/Pro)

25 PZA Negatif A152C A145G T2 2144
(His/Pro) (lle/Val)

26 PZA Negatif C169G G1318A H3 50
(His/Asp) (Ala/Thr)

200
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Tablo V. izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklari, Pirazinamidaz (PZAz) Enzim Testi, Mutasyon Analizi ve
Spoligotipleme Sonuclari (devami)

) “Spoligo-
lIzolat  Direng pncA rpsA panD Spoligotip International-
No Paterni PZAz Mutasyonu Mutasyonu Mutasyonu Kladlari Type (SIT)”
27 PZA Pozitif A152C H3 50
(His/Pro)
28 INH/ Negatif A422C Bejing 269
EMB/PZA (GIn/Pro)
29 PZA Pozitif Bejing 1
30 PZA Pozitif A226C T1 1105
(Thr/Pro)
31 PZA Pozitif A226C T1 53
(Thr/Pro)
32 PZA Pozitif LAM2 17
33 CiD Negatif A636C H3 277
(Arg/Arg)
34 CiD*  Negatif T464G A636C TUR 41
(Val/Gly) (Arg/Arg)
35 CiD Negatif A152C T 284
(His/Pro)
36 CiD Negatif A152C T1 284
(His/Pro)
37 CiD Negatif A422C A636C Bejing 265
(GIn/Pro) (Arg/Arg)
38 CiD Negatif G145A A636C H3 277
(Asp/Asn) (Arg/Arg)
39 CiD Negatif A424G A636C T1 1105
(Thr/Ala) (Arg/Arg)
40 CiD Negatif A29G A636C TUR 41
(Glu/Arj) (Arg/Arg)
41 CiD* Negatif ~A152C (His/ ORPHAN 1261
Pro)
42 EMB/SM/  Pozitif TUR 41
PZA
43 CiD Negatif A422C T 53
(GIn/Pro)
44 CiD Negatif A152C TUR 41
(His/Pro)
45 INH/PZA  Negatif A226C H3 277
(Thr/Pro)
46 PZA Negatif A152C ORPHAN 926
(His/Pro)

PZA: Pirazinamid, SM: Streptomisin, INH: izoniyazid, RIF: Rifampisin, EMB: Etambutol CiD: Cok ilaca direncli (INH/RIF/
SM/EMB/PZA), CiD*: Cok ilaca direncli (INH/RIF/SM/PZA) PZAz: Pirazinamidaz, Ala: Alanin, Arg: Arjinin, Asp: Aspartik
asit, Asn: Asparajin, GIn: Glutamin, His: Histidin, lle: izolosin, Leu: L6sin, Pro: Prolin, Stop: Stop kodon, Thr: Treonin,
Tyr: Tirozin, Val: Valin.
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gimiz C169G mutasyonu PZAz enzim aktivitesi olmayan PZA mono-rezistans yedi adet
M.tuberculosis izolatinda tespit edilmistir. pncA geninde C169G mutasyonu iran’da®
%12.5 (3/24) ve isve¢'te’ %5.9 (1/17) oranlarinda PZA direncli M.tuberculosis izolatla-
rinda tespit edilirken; Amerika’da?® M.bovis ve M.bovis BCG suslarinda tespit edilmistir.
Kanada’da PZA direncli 64 izolatta pncA ve rpsA mutasyonlarinin arastirildigi bir cahs-
mada, rpsA geninde G1318A (Ala/Thr) mutasyonu M.bovis BCG susunda saptanmis ve
M.bovis'te gozlenen intrinsik PZA direncinde C169G mutasyonundan farkl bir mekaniz-
ma olabilecegdi 6ne siiriilmiistiir®. Calismamizda C169G mutasyonuna sahip izolatlarin
tamaminin rpsA geninde G1318A (Ala/Thr) mutasyonu M.tuberculosis izolatlarinda goz-
lenmistir.

Ulkemizde PZA direncine neden olan mutasyonlarla ilgili yapilmis sinirli sayida calig-
ma mevcuttur. Edirne’de 2005 yilinda yapilan doktora tez calismasinda; PZA direncli
izolatlarin %70 (7/10)'inde pncA mutasyonu tespit edilmistir. pncA mutasyonu tespit
edilen izolatlarda G71A (2), C479A (1), A152C (1) mutasyonlari ve Ug izolatta CTG-AAT
(102-269) delesyonu saptanmistir?’. Calismamizda da pncA geninde A152C mutasyonu
%24.2 (n= 8) oraninda ikinci siklikta gortlmustir. Samsun’da 2019 yilinda yapilan dok-
tora tez calismasinda, PZA direncli 15 izolatin %86.7 (n= 13)’sinde pncA gen mutasyonu
tespit edilmistir?®. PZA direncine neden olan pncA mutasyonlari, sonuglarimiza benzer
sekilde tek niikleotit degisimi seklinde gerceklesmistir.

Yapilan calismalarda pncA mutasyonu olmayan PZA direncli suslarin (%3-97) varligi
bildirilmistir>“. Shi ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklari calismada®, pncA mutasyonu
olmayan PZA direncli izolatlarda alternatif bir mekanizma olarak rpsA gen mutasyonlari
bulunmustur. Cin’de 142 CID-TB izolat ile yapilan calismada ise %57.7 (82/142) oranin-
da PZA direnci tespit edilmistir. PZA direncli izolatlarda %79.3 (65/82)'tinde pncA mu-
tasyonu ve %31,7 (26/82)'sinde rpsA mutasyonu saptanmistir4. Bizim ¢alismamizda 13
izolatta (%28.2) rpsA mutasyonu tespit edilmistir. rpsA mutasyonu tespit edilen sadece
bir ornekte pncA mutasyonu saptanmazken, geri kalan 12 izolatta pncA/rpsA mutasyon
birlikteligi gorulmdustur. rpsA mutasyonu saptanan izolatlarda %42.9 ile en sik tespit edi-
len A636C ve G1318A mutasyonlar sirasiyla Cin?° ve Kanada’da® yapilan calismalarda
saptanirken; %7.1 ile daha az siklikta goriilen A76T ve C96A mutasyonlar daha 6nce
yapilan calismalarda tespit edilmemistir.

Bununla birlikte Zhang ve arkadaglarinin 174 PZA direncli M.tuberculosis izolati ile
yaptiklar calismada'®, PZAz aktivitesine sahip bes M.tuberculosis izolatinda PZA direnci
ile iligkili yeni bir mekanizma olarak panD gen mutasyonunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz
bu calismada, PZAz aktivitesine sahip olmayan iki izolatta panD/pncA mutasyon birlikteli-
gi saptanmistir. panD mutasyonuna sahip iki izolatta tespit edilen A145G ve C66G direng
profilleri de daha 6nce yapilan calismalarda saptanmamistir.

Fenotipik PZA ilag duyarllk testlerinde; ortamin asiditesinin, inokilum miktarinin
ve kullanilan kritik konsantrasyonun yanlis pozitiflige neden olabileceginden dolay! bu
testler DSO tarafindan onaylanmamistir’®. Renk degisimine dayanan PZAz enzim testi
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gibi alternatif teknikler gelistirilmistir. PZAz enzim testi ile ilgili 33 calismay kapsayan
bir meta-analiz calismasinda, testin duyarlihginin ve 6zgilliginin sirasiyla %89 ve %97
oldugu tespit edilmistir3. Calismamizda BACTEC MGIT 960 sistemininin PZA sonuclari
veya mutasyon analizi referans olarak alindiginda PZAz enzim testinin duyarlihgi sirasiyla
%80.4 (37/46) ve % 91.2 (31/34) olarak tespit edilmistir. Ayrica PZAz enzim aktivitesine
sahip izolatlarin %33.3 (3/9)'iinde PZA direnci ile iliskili mutasyonlar saptanmistir. PZAz
enzim testinin; dusiik maliyet, ylksek 6zgtillik ve duyarliiga sahip olmasi nedeniyle PZA
duyarlihginin belirlenmesinde kullanilabilir bir yontem oldugunu diistinmekteyiz.

Ulkemizde yapilan calismalarda M.tuberculosis izolatlarinin siklikla LAM7 TUR ve T1
ailesine ait oldugu, CID-TB olgularinin Bejing grubuyla iliskilendirildigi bildirilmistir>%-32,
Durmaz ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada3', Tiirkiye’nin dért farkl
bolgesinden izole edilen ilaca direncli toplam 200 izolatin, en sik %22.5 ile LAM7-TUR
(ST47) ve %19.5 ile T (ST53) aileleri altinda kiimelendigi tespit edilmistir. Gaziantep ilin-
de coklu ilag direncli 55 izolatin dahil edildigi calismada, en yaygin gorilen ailelerin T1
ve LAM7 TUR (sirasiyla, %64 ve %18) oldugu saptanmistir2. Ulkemizde PZA direncli
izolatlarin ait oldugu ailelerin belirlendigi bir calismaya rastlanmamustir.

Zambiya'da 2013-2015 tarihleri arasinda yapilan bir calismada, pncA geninde C195T
mutasyonuna sahip izolatlarin %94.1’inin CAS1_KILI (SIT 21), %5.9'unun CAS_DELHI so-
yuna ait oldugu tespit edilmis ve bu mutasyonun CAS ailesinin baz Uyeleri icin genetik
belirtec olabilecegi 6ne siirlilmustir33. Calismamizda pncA geninde %27.3’liik oran ile en
sik tespit edilen A226C mutasyonuna sahip izolatlarin %88.9’unun T1, %11.1'nin H3 so-
yuna ait oldugu saptanmistir. Bu mutasyonun yiiksek oranda T1 kiimesinde yer almasindan
dolayl, A226C mutasyonunun T1 kiimesinin bazi Uyeleri icin genetik belirteg olabilecegini
ve bu oneriyi iceren baska bir calismayla desteklenmesi gerektigini diisinmekteyiz.

Calismamiz, Turkiye'de PZA direnciyle iliskili pncA, rpsA ve panD gen mutasyonlarinin
tamaminin arastirildigr ilk caligmadir. Ayrica PZA direncini belirlemede PZAz enzim tes-
tinin etkinligi, PZA direncli izolatlarin ilag duyarliliklari ve ait olduklari aileler spoligotip-
lendirme yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen verilerin, PZA diren¢ mekanizmasinin ve
epidemiyolojisinin aydinlatiimasi konusunda 6nemli katkilar saglayacagr umulmaktadir.
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