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Mycobacterium tuberculosis'in neden oldugu tiiberkiloz (TB) halen tim diinyada saghg: tehdit eden
en 6nemli enfeksiy6z hastaliklardan biridir. M.tuberculosis'te ila¢ direnci baslica, ila¢ hedefi olan veya ilaci
aktive edici enzimleri kodlayan genlerdeki spontan kromozomal mutasyonlara bagli gelisse de direnc,
sadece bu mutasyonlarla aciklanamamaktadir. Hiicre duvar gecirgenliginin disiik olmasi, inaktive edici
enzimler ve ozellikle efluks pompalari (EP) mikobakterilerde ilag direncine neden olan diger mekanizma-
lardir. M.tuberculosis EP’lerine baglanan efluks pompa inhibitérlerinin (EPI), anti-TB ilaclarin disa atimini
engelledigi, M.tuberculosis'in oldurilmesini arttirdidi, ila¢ direncini azalttigi ve birinci secenek ilaglar ile
sinerjik etki yarattigi gosterilmistir. Bu calismada, primer anti-TB ilaglara direncli dokuz M.tuberculosis
kompleks izolatinda verapamil (VER) varliginda birinci secenek anti-TB ilaglarin minimum inhibit6r kon-
santrasyonu (MIK) degerlerinin ve dirence neden olabilecek “ATP-binding cassette (ABC)”, “major fa-
cilitator superfamily (MFS)” ve “resistance-nodulation-division (RND)” ailelerine ait 21 EP geninin eks-
presyon seviyelerinin beliflenmesi amagclanmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin MiK degerleri renk
degisimi prensibine dayanan resazurin mikrotitre testi (REMA) yontemi ile 96 kuyulu U tabanli plaklarda
belirlenmistir. Her izolatin belirlenen MiK degerlerine gére, RNA ekstraksiyonu icin Middlebrook 7H9 sivi
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besiyerinde taze lireyen kiiltiirler 37°C’de 48 saat boyunca birinci secenek anti-TB ilaclarin (V2 MiK) ve
VER varliginda (V2 MIK) birinci secenek anti-TB ilaglarin MiK’ine maruz birakilmistir. ilaca maruz birakiima-
yan kilturler kontrol olarak kullanilmistir. Toplam RNA, RNeasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Aimanya)
kullanilarak elde edilmis ve daha sonra DNase | (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA) ile muame-
le edilmistir. Ekstrakte edilen RNA’lardan komplementer DNA (cDNA), oligo primerler kullanilarak “First
strand cDNA synthesis kit (Thermo FischerScientific Inc., Waltham, MA)” ile sentezlenmistir. Kantitatif
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative real-time polymerase chain reaction (qRt-PCR)]
ile efluks genlerinin ekspresyon seviyeleri, QuantiTect SYBR Green Rt-PCR Kit (QIAGEN) kullanilarak ger-
ceklestirilmistir. qRT-PCR analizlerinde housekeeping gen olarak sigma faktor Rv2703 (sigA) geni, internal
kontrol olarak kullanilmistir. Klinik izolatlarin relatif kantitasyonu; primer anti-TB ilaclara ve VER’e maruz
birakilan kultiirlerdeki efluks genlerinin ekspresyon seviyeleri ile ilaca maruz birakilmayan kiiltirlerdeki
ekspresyon seviyeleri karsilastirilarak 2-AACt yontemi ile belirlenmistir. REMA yontemi ile dokuz izolatin
MiK degerleri streptomisin (SM), izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambutol (EMB) ve VER icin sirasiyla
32-512 pg/mL, 1-128 pg/mL, 2-32 pg/mL, 4-16 pg/mL ve 15.62-250 pg/mL araliginda tespit edilmistir.
5 MIK VER varliginda SM MiK degerinde sekiz izolatta 2-32 kat, INH MIK degerinde dokuz izolatta 2-8
kat, RIF MiK degerinde sekiz izolatta 2-16 kat ve EMB MiK degerinde sadece bes izolatta 2-4 kat arasinda
degisen oranlarda azalmanin oldugu tespit edilmistir. Calismamizda birinci secenek anti-TB ilaclarin %2
MiK’ine maruz birakilan izolatlarda, ABC ailesinden Rv1273c, Rv1456¢, Rv1457c ve Rv1819¢; MFS ailesin-
den Rv1634 ve Rv0842; RND ailesinden Rv3823 efluks pompa genlerinin ekspresyonlarinda artis oldugu
tespit edilmistir. ABC ailesinde yer alan Rv1456c ve Rv1819c’nin SM direnci; Rv1273c’nin EMB direnci;
Rv1457c, Rv0842 ve Rv3823c’nin hem RIF hem de EMB direnci; Rv1634’lin ise INH, RIF ve EMB direnci
ile iliskili oldugu saptanmistir. VER varhiginda (2 MiK) birinci secenek anti-TB ilaglarin MiK’ine maruz
birakilan izolatlarda ise ABC ailesinden sekiz (Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c, Rv0194, Rv1272c, Rv1686c,
Rv1687c, Rv1819c), MFS ailesinden alti (Rv0842, Rv0849, Rv1634, Rv2265, Rv2456¢, Rv0876¢) ve RND
ailesinden iki (Rv0507, Rv0676c) adet efluks pompa geninin ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu tes-
pit edilmistir. Gliniim{izde gittikce artan TB direncinden dolay! alternatif tedavide kullanilabilecek EPi‘lerin
arastirilmasi ve EP’lerin direng gelisimine olan katkisinin belirlenmesi icin klinik izolatlar ile yapilacak daha
fazla calismaya gereksinim oldugu dusiinilmastdr.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; efluks pompalari; efluks pompa inhibitérii; verapamil;
ilag direnci.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis, still one of the most common life-threat-
ening infectious diseases worldwide. Although drug resistance in M.tuberculosis is mainly due to spon-
taneous chromosomal mutations in genes encoding drug target or drug activating enzymes, the resist-
ance cannot be explained only by these mutations. Low permeability of the cell wall, drug inactivating
enzymes and especially efflux pumps (EPs) are other mechanisms of drug resistance in mycobacteria.
Efflux pump inhibitors (EPIs) binding to M.tuberculosis EPs were shown to inhibit efflux of anti-TB drugs,
to enhance M.tuberculosis killing, to reduce drug resistance and to produce synergistic effects with first
line anti-TB drugs. In this study, we aimed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC)
of first-line anti-TB drugs in the presence of verapamil (VER) and the expression of 21 putative EP genes
belonged to the ATP-binding cassette (ABC), major facilitator superfamily (MFS) and resistance-nodu-
lation-division (RND) families which might have caused the resistance in nine M.tuberculosis complex
clinical isolates resistant to all of the first line anti-TB drugs. MIC values of the isolates were determined
in 96-well U-bottom plates by the resazurin microtiter test (REMA) method based on the color change
principle. According to the determined MIC values of each isolate, freshly grown cultures in Middlebrook
7H9 broth were exposed to first-line anti-TB drugs and MIC of first-line anti-TB drugs in the presence
of VER (V2 MIC) at 37°C for 48 hours for RNA extraction. The non-drug exposed cultures were used as
control. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and then
treated with DNase | (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA). Complementary DNA (cDNA) from
the extracted RNAs was synthesized with the “First strand cDNA synthesis kit” (Thermo Fischer Scientific
Inc., Waltham, MA) using oligo primers. The expression levels of efflux pump genes by quantitative real-
time polymerase chain reaction (qRt-PCR) were performed using the QuantiTect SYBR Green Rt-PCR Kit
(Qiagen, Germany). The housekeeping sigma factor gene sigA (Rv2703) was used as internal control in
gRt-PCR assays. Relative quantification of the clinical isolates was determined by the 2-AACt method by
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comparing the expression levels of efflux genes in cultures exposed to primary anti-TB drugs and VER
with those of non-drug exposed cultures. MIC values of nine isolates by REMA method was determined
between 32-512 uyg/mL, 1-128 pg/mL, 2-32 pg/mL, 4-16 pg/mL and 15.62-250 pug/mL for streptomycin
(SM), isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (EMB) and VER, respectively. In the presence of V2
MIC VER, it was determined that the MIC of SM decreased 2-32 fold in eight isolates, the MIC of INH
decreased by 2-8 fold in nine isolates, the MIC of RIF decreased by 2-16 fold in eight isolates, and the
MIC of EMB decreased 2-4 fold in only five isolates. There was an increase in the expression of Rv1273c,
Rv1456¢c, Rv1457 and Rv1819 efflux pump genes from the ABC family, Rv1634 and Rv0842 from the
MES family and Rv3823 efflux from the RND family in isolates exposed to V2 MIC of first-line anti-TB
drugs stress. Rv1456¢ and Rv1819 were found to be associated with SM resistance, Rv1273c with EMB
resistance, Rv1457, Rv0842 and Rv3823 with both RIF and EMB resistance, and Rv1634 with INH, RIF
and EMB resistance. It was determined that there was a decrease in the expression levels of eight efflux
pump genes from the ABC family (Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c, Rv0194, Rv1272c, Rv1686¢, Rv1687c,
Rv1819c¢), six from MFS family (Rv0842, Rv0849, Rv1634, Rv2265, Rv2456c, Rv0876c) and two from
RND family (Rv0507, Rv0676c) in isolates exposed to MIC of first-line anti-TB drugs in the presence of
VER (2 MIC). Further studies with clinical isolates are needed to investigate the EPIs that can be used in
alternative therapy and to determine the contribution of EPs to the development of resistance due to the
increasing TB resistance.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; efflux pumps; efflux pump inhibitor; verapamil; drug resistance.

GiRiS

Tuberkiloz (TB) halen tim diinya saghgini tehdit eden en 6nemli enfeksiyoz hastaliklar-
dan biridir. Ozellikle cok ilaca direncli (CID) ve yaygin ilac direncli (YD) TB'nin ortaya cikisi, TB
kontrol faaliyetlerini ciddi &lciide engellemektedir'. Diinya Saglk Orgiitii 2020 raporunda?,

2019 yihinda tahmini 1.4 milyon insanin TB’den oldugi (208 000i HIV ile ko-enfekte) ve
oliimlerin yaklasik %13 (182 000)’iiniin CiD-TB’den kaynaklandigi bildirilmektedir.

Uzun sure TB’de direncin, yalniz anti-TB ila¢ diren¢ genlerinde meydana gelen mutasyon-
lardan kaynaklandigi distindlmustir. Mikobakteriler entrensek ila¢ direncine sahip olmasina
ragmen, bu durum etkili efluks mekanizmalari ile birlikte mikolik asit iceren olagan digi hiicre
duvar yapisina baglanmistir>#. Mikobakterilerin direnc mekanizmasi tam olarak anlasilmamis
olmasina ragmen olasi mekanizmalar; ilag direnci ile iligkili 6zgul enzimleri ve transkripsiyon
faktorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, hiicre duvari gecirgenligindeki degisiklikler, int-
raselliler ve ekstraselller ortama adaptasyonu diizenleyen iki-komponentli sistemin ve efluks
pompalarinin (EP) asiri ekspresyonudur. M.tuberculosis kompleksinde simdiye kadar “ma-
jor facilitator superfamily (MFS)”, “ATP-binding cassette (ABC)”, “small multidrug resistance
(SMR)”, “multidrug and toxic compound extrusion (MATE)” ve “resistance-nodulation-divi-
sion (RND)” ailelerine ait EP’lerin varligi gésterilmistir'-3. Efluks pompalari mikobakterilerde
tanimlandiktan sonra, direnc ile iliskili calismalar hizla artmis ve gliiniimuze kadar pek cok gen
bélgesi tanimlanmigstir®?.

Efluks pompa inhibitorleri (EPI), disa atimi nlemek icin bakteriyel EP’lere baglanan mole-
kiillerdir. M.tuberculosis’de EP’lere baglanan EPi’lerin; anti-TB ilaclarin disa atimini engelledigi,
M.tuberculosis'in éldurilmesini artirdigi, ilac direncini azalttigi ve birinci secenek ilaclar ile si-
nerjik etki yarattig gésterilmistir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi [U.S. Food and
Drug Administration (FDA)] tarafindan bedaquiline ve verapamilin (VER) hem in vivo hem de
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in vitro deneylerde giiclii anti-TB etkiye sahip olmasindan dolayi, antimikrobiyal terapide EPi
olarak kullanilmasina onay verilmistir®.

Bu calismada, primer anti-TB ilaclara direncli dokuz M.tuberculosis kompleks izolatinda;
birinci secenek anti-TB ilaglarin, efluks pompa inhibitéri olarak VER’in, VER varliginda (V2
MIK) birinci secenek anti-TB ilaclarin MiK degerlerinin ve dirence neden olabilecek ABC, MFS
ve RND ailelerine ait 21 efluks pompa geninin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaclan-
mistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunun onayi ile (Karar No:
2018/85 ve Tarih: 22.02.2018) gergeklestirildi.

Orneklerin Segimi

Mersin Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarina TB stphesi ile gonderilmis klinik 6rneklerden izole edi-
len ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile birinci secenek anti-TB ilaclarin tamamina [streptomisin
(SM), izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambutol (EMB)] direncli oldugu tespit edilen dokuz
M.tuberculosis kompleks izolati dahil edildi. Kontrol susu olarak M.tuberculosis H37Rv kullanildi.

Minimum inhibitér Konsantrasyonu Belirlenmesi-Resazurin Mikrotitre Testi

Lowenstein-Jensen (L)) ve sivi MGIT besiyerinde Uremis ve +4°C’de saklanmis olan
M.tuberculosis kompleks izolatlari ilk 6nce %0.5 gliserol ve %10 OADC (Oleik asit, albtimin,
dekstroz, katalaz) ilave edilmis Middlebrook 7H9 sivi besiyerine, daha sonra L] besiyerine
pasajlanarak canlandirildi. Her izolat icin; birinci secenek anti-TB ilaclarin, EPi olarak VER'in ve
VER varliginda (V2 MiK) birinci secenek anti-TB ilaclarin MiK degerleri renk degisimi prensibine
dayanan resazurin mikrotitre testi (REMA) yontemi ile 96 kuyulu U tabanh plaklarda belirlen-
di'®. Klinik izolatlarin MiK’ini belirlemede konsantrasyon araligi; VER icin 0.488-1000 ug/mL,
SM i¢in 0.5-1024 pg/mL, INH, RIF ve EMB icin 0.125-256 pg/mL olacak sekilde ayarlandi.
Rifampisin stok ¢ozeltisi metanolde; diger primer anti-TB ilaclarin ve VER’in stok ¢ozeltileri
deiyonize su icinde hazirlandi. Her ila¢ konsantrasyonu Ug¢ kopya halinde calisildi ve test lg
kez tekrar edildi. Kontrol susu olarak H37Rv kullanildi.

Verapamil’in primer anti-TB ilaclar Gzerine olan etkisi, fraksiyonel inhibitor konsantrasyo-
nu (Fik= MiK anti-TB ila¢ + VER/MIK anti-TB ilag) ve modiilasyon faktérii (MF= MIK anti-TB
ilac/MIK anti-TB ilag + VER) ile belirlendi. Hesaplanan FiK degerleri < 0.25 ise sinerjik, 0.25
ile 2 arasinda ise farksiz ve > 2 ise antagonistik; modulasyon faktori ise > 4 oldugunda (dort
kat azalma) VER'in kombinasyonda yer alan anti-TB ilaclarla kullaniminin etkili oldugu kabul
edildi'’.

RNA Ekstraksiyonu ve Komplementer DNA Sentezi

Klinik izolatlarin ve M.tuberculosis H37Rv’nin, %0.5 gliserol ve %10 OADC iceren Midd-
lebrook 7H9 sivi besiyerine kiltlrl yapildi. Taze treyen kilturlerin her biri 37°C’de 48 saat
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boyunca birinci secenek anti-TB ilaglarin (Y2 MiK) ve VER varliginda (Y2 MiK) birinci secenek
anti-TB ilaclarin MiK’ine maruz birakildi. Birinci secenek anti-TB ilaclara ve VER’e maruz birakil-
mayan izolatlar kontrol olarak kullanildi. inkiibasyon sonunda, spin kolon yéntemi ile calisan
RNeasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak Gretici firmanin talimatlar dog-
rultusunda RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra DNase | (Thermo Fischer Scientific Inc., Walt-
ham, MA) ile muamele edildi. Elde edilen total RNA'nin konsantrasyonu “NanoDrop 2000
Spectrophotometer” (Thermoscientific, ABD) cihazi ile 260 nm dalga boyunda olctilerek ug/
ul degerleri belirlendi. Oligo primerler kullanilarak “First strand cDNA synthesis kit” (Thermo
FischerScientific Inc., Waltham, MA) ile 1 ug total RNA'dan Uretici firmanin talimatlari dogrul-
tusunda komplementer DNA (cDNA) elde edildi®.

Kantitatif Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRt-PCR) duretici firmanin one-
rileri dogrultusunda “QuantiTect SYBR Green Rt-PCR Kit (Qiagen, Almanya)” kullanilarak
“LightCycler 480 System Il (Roche Diagnostics, Almanya)” cihazinda gerceklestirildi. Litera-
tirde yapilan arastirmalar sonucu belirlenen, ekspresyon seviyeleri arastiriimasi planlanan 21
olasi EP geni Tablo I’de gésterilmistir'®. Calismada ‘housekeeping’ gen olarak sigma faktor
Rv2703 (sigA) geni, internal kontrol olarak kullanildi.

Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu; 10 ul 2X RT2 SYBR Green Master Mix, 1 mikromolar
(uM) her bir primer ve 0.15 ng/pl kalip cDNA icerecek sekilde 20 pl’lik reaksiyon hacmin-
de gerceklestirildi. PCR amplifikasyon kosullari; 95°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyo-
nu, ardindan 45 dongl 95°C’de 30 saniye denatirasyon, 54-58°C’de 40 saniye baglanma
ve 72°C’'de 30 saniye uzama basamadgi seklinde uygulandi. Primerlerin 6zgiinligini dog-
rulamak icin her amplifikasyondan sonra erime egrisi analizi yapildi. Klinik izolatlarin relatif
kantitasyonu; primer anti-TB ilaclara ve VER’e maruz birakilan kilttrlerdeki efluks genlerinin
ekspresyon seviyeleri ile ilaca maruz birakilmayan kdltiirlerdeki ekspresyon seviyeleri karsilasti-
rilarak 2-AACt yontemi ile belirlendi.

BULGULAR

Calismada, BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) ile primer anti-TB ilaglarin timu-
ne direncli dokuz izolatin REMA yéntemi MiK degerleri SM, INH, RIF, EMB ve VER icin sirasy-
la 32-512 pg/mL, 1-128 pg/mL, 2-32 pg/mL, 4-16 pug/mL ve 15.62-250 ug/mL araliginda
tespit edilmistir. izolatlarin primer anti-TB ilaclar ve VER MIK degerleri ayri ayri saptandiktan
sonra, farkli konsantrasyonda primer anti-TB ilaclar iceren plaklara VER MiK degerinin 4'si
oraninda VER eklenerek elde edilen MiK degerlerine gére, MF ve FiK degerleri hesaplanmustir.
Belirlenen MF degerine gére; direngli dokuz izolatin %2 MIK VER varliginda SM, INH ve RIF
MIK degerlerinde yedi izolatta ve EMB MIiK degerinde iic izolatta > 4 kattan fazla azalma
oldugu saptanmis ve bu izolatlar icin VER’in kombinasyonda yer alan anti-TB ilaclarla kullani-
minin etkili oldugu kabul edilmistir. 2 MiK VER varliginda anti-TB ilaclarin MiK degerinde doért
kattan az azalma gosteren izolatlarin ise, FIK degerlerinin 0.25-1 arasinda oldugu ve VER'in
kombinasyonda yer alan anti-TB ilaclarla kullanimin etkisi olmamakla birlikte antagonistik etki
yapmadigi tespit edilmistir (Tablo II).
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Tablo I. Kantitatif Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction (qRt-PCR)] Testinde Kullanilan Genler ve Sekanslari

Efluks Pompa

Gen Uriin Biiyiikligi (bp) Sekans (5'-3") Ailesi
Rotod 202 R TTG GGC ACA TCG AACAGC ABC
272c 220 T OGC GC TTC A TATCICG. ABC
R 01 T
oo v GG
dsre 229 R AAC ACC ACG GCAACC ACT G B
s w e
v m SSRGS
T
g1oc 200 R TGT CGT TGC CIT GGT AGC TG ABC
I L
oo m pEGHETE
s pgscacsemoce
v RIETESEC
wor o CESSTEEET w
wor o fgSsmosaome e
2265 195 R CGTTGT CCG TGAAGG COAATAG  MFS
fadsec 200 R CTC CGA TAC CGT CGA GCAAC MES
e s LESIRSSE
e LmmCCOMEG e
s me ST
v LSEGOSGIEGN
Rv2703 (sigA) 200 F: GTG GCA GCG ACC AAA GCA AG i

=

: GTG TCC TGG GGT GCC GAG

ABC: ATP-binding cassette, MFS: Major facilitator superfamily, RND: Resistance-nodulation-division.

212 MiKROBIYOLOJi BULTENI




loinquiers :gAg ‘uisiduteny 4y ‘pizeiuoz| :HN| ‘uisiwoldans :NS

Ozgiir D, Ersoy L, Ulger M, Tezcan Ulger S, Aslan G.

¢ €€y | ¥ | lOC| SO €20 G20 | S0 | SZL'0 | 60000 | 182000 |LE00| ST9 | STO|6£00°0| LEOO | STO0°0 | AULEH
14 L 4 ¢ | ST0 L S0 S0 L 8 8 43 S'29 14 8 9l ¥9 6
4 14 8 L S0 §C’0 | sclLo L 4 8 14 43 S'29 14 43 43 43 8
4 9L 4 8 S0 | SZ90°0 | ST0 |scLo 4 4 S0 43 $Z9 8 43 4 95¢C L
L 4 8 91 L G20 | SCL0| 900 8 8 4 9L |STlE| 8 [43 43 95¢C 9
L 4 4 8 L S0 20 | sZLo 14 S0 43 8 0S¢ 4 4 8¢l ¥9 S
14 4 4 ¥ | SC0 S0 20 | SCO0 4 8 8 43 SC79 | 91 [43 43 8Cl 14
14 43 ¥ | ¢ | SC°0 | SCLEO0O| SCO0 | €00 4 L 4 9L |STle| 8 [43 9L 459 €
L 4 8 14 L S0 SZL'0 | SC0 8 9L L 8 |[Z96GL| 8 [43 8 43 4
L 91 4 14 L §290°0 S0 S0 14 L S0 [43 S'C9 14 9L L 8¢l L
dN3 | 41d | HNI| INS | N3 iy HNI NS | 93 i HNI WS | ¥43A [dN3| 4N HNI NS lejoz|
4N PIE] (Qu/br) NN (Qu/6r) NN
epuibijep jiuedessp NN

134263 (4N) 1401304 UOASDINPOW 2A (3]{) NUOASDIIUDSUOY 103IGIYU| [UOAISYDIH “(NIIN) NUOASDIIUDSUOY JQIIGIYU] WNLIUIN

UIULIDIDIOZ] YJUljy SISO[N21aqNn} WNL1DGOdAW 1j3UaJi@ UpjIypiIg ZNipjy punuoAspuiquioy (y3A) [iuibdbiap a4 DIDD]| ZoNyIaGMIIUY JaWLid “I| 0jqDL

213

MIKROBIYOLOJI BULTENI



Birinci Secenek Antitiiberkiiloz ilaglara ve Verapamil Kombinasyonuna Maruz Birakilan Direngli
Mycobacterium tuberculosis Kompleks Klinik izolatlarindaki Efluks Pompa Genlerinin Arastiriimasi

Birinci secenek anti-TB ilaclarin 72 MiK‘ine maruz birakilan izolatlarda, ilaca maruz birakil-
mayan izolatlar ile karsilastirldiginda olasi 21 EP geninin ekspresyon seviyelerinde artig oldugu
tespit edilmistir. 2 MiK SM’ye maruz birakilan izolatlarda Rv1819c’nin; %2 MiK INH’ye maruz
birakilan izolatlarda Rv1634’in; 2 MIK RIF'e maruz birakilan izolatlarda Rv0842, Rv1457c,
Rv1634, ve Rv3823c; V2 MIK EMB’ye maruz birakilan izolatlarda Rv0842, Rv1457c, Rv1634
ve Rv3823c’nin agirt eksprese (= 4 kat degisim) edildigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. 2 MiK SM’ye maruz birakilan izolatlarda Rv1456c ve 2 MiK EMB’ye maruz bira-
kilan izolatlarda Rv1273c’nin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla iki ve U¢ kat artis oldugu tespit
edilmis ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goérilmistiir (sirastyla p= 0.032 ve p= 0.046; Tablo

).
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Verapamil varliginda (V2 MiK) INH’ye maruz birakilan izolatlarda Rv0507, Rv0842, Rv1456¢
ve Rv1457¢; RIF'e maruz birakilan izolatlarda Rv0676c, Rv0842, Rv0849, Rv0194, Rv1272c,

Rv1456c¢, Rv1457c, Rv1458c, Rv1634, Rv1686¢, Rv2265 ve Rv2456c; EMB’ye maruz birakilan

izolatlarda Rv0676¢, Rv0876c, Rv1458c, Rv1634, Rv1686¢, Rv1687c, Rv1819c ve Rv2265'in

ekspresyon seviyelerinde azalma goruldigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir.

Ayrica VER varliginda INH’ye maruz birakilan izolatlarda Rv1877; EMB’ye maruz birakilan izo-

latlarda Rv0507, Rv0849, Rv1250, Rv1272c, Rv1456c ve 2456¢’nin ekspresyon seviyelerinde

ise artis oldugu tespit edilmistir (Tablo V).

‘119JUab edwod synpye uauR|zob Sijue apulRAIASS UOASaIdSYT :,

L£0°0 z- L0Z'0 L~ 9z8'0 z~ 85¢°0 z~ o€zZ8EMy
190°0 z~ 91£0 L~ 968°0 L~ L0v°0 L~ (vR) 6Svzny
€100 ¥ < zL00 vz S¥9°0 €~ $99°0 z~ 296y ZAY
£00°0 T z00'0 vz $$9°0 L~ LS¥°0 z~ s9zZMd
2900 €~ 1820 € €700 ¥ 2 ¥26°0 L~ L/811NY
8L0°0 vz 90 L~ L62°0 L~ 0Z€'0 L~ 26181AY
£20°0 vz 8650 L~ SPE0 L~ v1E0 L~ 3/89 LAY
8L0°0 €~ LLO0 €~ 0060 L~ 68€°0 L~ 2989 LAY
£20°0 vz L000 vz 8760 z~ L9€°0 L~ YE9 LAY
8200 vz 800°0 v~ €/T°0 €~ 0€€°0 L~ 285 LAY
690°0 €~ L000 vz €000 vz vLE0 €~ SYAS AN
L£0°0 €~ L000 vz 8L0°0 vz LSt'0 z~ 296 LAY
£50°0 €~ 858°0 L~ £0£°0 L~ 80€°0 L~ d€/TIM
zL00 €~ L00°0 vz [8T°0 z~ €2/°0 L~ STARANY
8200 ¥ < 12070 L~ ££0°0 z~ S/v0 z~ 0SZ LAY
690°0 L~ L00°0 T £80°0 z~ vS¥0 L~ 610y
7€0°0 vz 91Z°0 3 85¢°0 z~ €20 L~ 39/80MY
S20°0 €~ L00°0 v~ £8¥°0 z~ LEL0 €~ 630Ny
LS00 L~ L00°0 vz L00°0 vz 699°0 €~ Zr80nY
6000 €~ Z00°0 vz $95°0 z~ 89¢°0 L~ 29/90MY
0200 R 88¥°0 L~ 7500 vz 0LE0 L~ £0S0NY

d 1widibaq ey d iwi$iBaq ey d iwi$iBaq ey d 1udibaq ey SEITED)

|oanquiely
+ lwedesdp MIN 2

uisidwieyry
+ lwedesdp MIN 2

pizeiuoz|
+ [lwedesap N 2

uisiwoldang
+ lwedesap N 2

1Aazn@ bwipzy 1yopuliajaAinas uoAsaidsy3 uiuLa|uan pdwiog synj3 INOPULIDJIDIOZ] YIUlY SISO[N24agNn]
WnU21IDGOIAW 113U11g UDJIYDIIG ZNIDI Ul X[ ULIDID]| §1-1UY Yaua3as pulig (NI %) bpUbIUDA iwipdpiaj ‘Al 0]qDL

215

MIKROBIYOLOJi BULTENI
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TARTISMA

M.tuberculosis'te ilag direnci uzun sure ila¢ hedefini kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile
iliskilendirilirken, son zamanlarda yapilan calismalarda farkli bilesiklerin tasinmasinda rol alan
farkl ailelerdeki cesitli EP’lerin aktivitesinin, ilaca direncli fenotiplerin gelisimine 6nemli katki
sagladigi gosterilmistir. Glinimize kadar pek cok gen bolgesi tanimlanmis olup, en bilinen-
leri; ABC ailesinden Rv0933 (pstB), Rv1217c-1218c INH ve RIF direnci, birden ¢ok ilacin ta-
sinmasinda DrrAB, Rv1456c-57c-58c, Rv1819c, Rv2686¢c-87c-88c; MFS ailesinden Rv0037c
ve Rv0842 RIF direnci, Rv0783c (emrB), Rv0849, Rv1250,Rv1258¢,Rv1410c (p55), Rv1634,
Rv2265, Rv2456¢, Rv2459 (jefA), Rv2846c (efpA) ve Rv3239c INH hem de RIF direnci; RND ai-
lesinden Rv2942 (mmpL7) dustik diizey INH direnci; SMR ailesinden Rv3065 (mmr), Rv0342
(iniA), Rv03419 (iniB) ile Rv0343 (iniC) ise azalmis INH duyarlilig ile iliskili bulunmustur®-1217,

Giiniimiizde TB ilag direncinin arastirildigi calismalarda 6zellikle CiD-TB’ye neden olan
INH ve RIF direncine 6nem verildigi goriilmektedir® 1013141820 piinyada tiim birinci secenek
anti-TB ilaglara direncli 6rnekler Gzerinde yapilan calismalar yok denecek kadar sinirli sayida-
dir’>. Calismamizda birinci secenek anti-TB ilaclarin 2 MiK’ine maruz birakilan izolatlarda,
ABC ailesinden Rv1273c, Rv1456¢, Rv1457c ve Rv1819¢; MFS ailesinden Rv1634 ve Rv0842;
RND ailesinden Rv3823c EP genlerinin ekspresyonlarinda artis oldugu tespit edilmistir. ABC
ailesinde yer alan Rv1456¢ ve Rv1819c’nin SM direnci; Rv1273c’nin EMB direnci; Rv1457c,
Rv0842 ve Rv3823c’nin hem RIF hem de EMB direnci; Rv1634’iin ise INH, RIF ve EMB direnci
ile iliskili oldugu saptanmistir. Li ve arkadaslarinin yaptiklari iki farkli calismada'#'®, kullanilan
izolatlar her ne kadar tiim birinci secenek anti-TB ilaclara direncli olmasa da, calismamizda
oldugu gibi SM ve RIF/EMB direncinden sorumlu Rv1819c ve Rv0842 genlerinin RIF direnci
ile, Rv1634 geninin ise INH ve RIF direnci ile iliskili oldugu tespit edilmistir.

Efluks pompa inhibitorlerinin kombinasyon tedavisinde kullanimi, izolatlarin direncinde
azalmaya yol acmasi ve yeni tedavi secenegi olabilmesi acisindan 6nemlidir. Bugtine kadar en
cok calisilan anti-TB EPi, VER’dir. INH ve RIF direncli klinik 6rneklerde ve M.tuberculosis komp-
leks suslarinda VER’in INH veya RIF ile kombine kullaniminin MiK degerini ve her iki ilaca kars
ilac direncini azalttigi tespit edilmistir?'. Calismamizda da, primer anti-TB ilaclarin tamamina
direncli M.tuberculosis izolatlarinin (n= 9) 2 MiK verapamil varliginda; SM MiK degerinde
sekiz izolatta 2-32 kat, INH MiK degerinde dokuz izolatta 2-8 kat, RIF MiK degerinde sekiz
izolatta 2-16 kat ve EMB MIiK degerinde sadece bes izolatta 2-4 kat arasinda degisen oranlar-
da azalmanin oldugu REMA yontemiyle tespit edilmistir. Yapilan in vitro calismalarda; karbonil
siyanuir m-Klorofenilhidrazon (CCCP), fenotiazinler, klorpromazin, 2,4-dinitrofenol (DNP), re-
zerpin (RES) ve piperin gibi bazi EPi’lerin de tedavide umut verici etkilere sahip oldugu gériil-
miistiir’. Jaiswal ve arkadaslarinin REMA ydntemi ile INH direncli 18 M.tuberculosis kompleks
klinik izolati lizerinde EPi’nin etkinligini arastirdiklari calismada'®, izolatlarin %83’iinde VER,
%55‘inde DNP, %61'inde CCCP, CPZ ve RES ile INH MiK degerlerinde diisiis gozlenmistir.
VER'in ilaclarin M.tuberculosis hiicrelerinde etkinligini arttirmak icin EP’leri engelledigi ve etki-
sinin CCCP, RES ve klorpromazinden daha gticlii oldugu gosterilmistir. Ayrica hayvan model-
leriyle yapilan calismalarda kombinasyon kemoterapisinde VER kullaniminin; M.tuberculosis
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ile enfekte makrofajlarda basilin uzaklastiriimasini sagladigi, hiicre ici basilin blylimesini ve
toleransini inhibe ettigi, ilac dozajinin, tedavi suresinin ve niiks oraninin azalmasi seklinde
etkileri oldugu gérilmiistiir?23,

Mikobakterilerde efluks pompalarina bagli ilag¢ direnciyle ilgili yapilan calismalar genellikle
duyarli ve H37Rv suslarinda pompa inhibitérleri ile ilacin MiK degerindeki azalmanin gésteril-
mesi veya molekiiler ydntemlerle pompa genlerinin tespit edilmesine dayanmaktadir'->6, Tim
diinyada direncli M.tuberculosis klinik izolatlarinda EPi’lerin; anti-TB ilaclarinin MiK degerleri ve
ayni zamanda asiri eksprese edilen efluks sistemleri Gzerindeki etkilerinin belirlendigi calismalar
oldukga kisith sayidadir. Bu calismada ise VER varliginda (V2 MiK) birinci secenek anti-TB ilac-
larin MiK’ine maruz birakilan izolatlarda ABC ailesinden sekiz (Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c,
Rv0194, Rv1272c, Rv1686, Rv1687c, Rv1819c), RND ailesinden iki (Rv0507, Rv0676c) ve
MES ailesinden alti (Rv0842, Rv0849, Rv1634, Rv2265, Rv2456c, Rv0876c¢) adet efluks pom-
pa geninin ekspresyon seviyelerinde azalma tespit edilmistir. Ekspresyon seviyelerinde azal-
ma tespit edilen Rv1458c Rv1686, Rv0676c, Rv1634 ve Rv2265’in hem INH hem de EMB
direnci; Rv1456c, Rv1457c ve Rv0842'nin hem INH hem de RIF direnci; Rv0194, Rv1272c,
Rv0849, Rv0849 ve Rv2456c’nin RIF direnci; Rv0507’nin INH direnci; Rv1687c, Rv1819c ve
Rv0876c’nin EMB direnci ile iligkili oldugu gorilmdstir. Ayrica VER varliginda INH’ye maruz
birakilan izolatlarda Rv1877; EMB’ye maruz birakilan izolatlarda Rv0507, Rv0849, Rv1250,
Rv1272c, Rv1456¢ ve 2456¢'nin ekspresyon seviyelerinde ise artig oldugu tespit edilmistir. VER
varliginda EMB’ye maruz birakilan izolatlarda ekspresyon seviyesinde artis saptanan Rv0849,
Rv1272c ve 2456c'nin RIF’e; Rv0507’in INH’ye; Rv1456¢’nin hem RIF hem de INH’ye maruz
birakildiginda ise ekspresyon seviyelerinde azalis oldugu gorilmustir. Caleffi-Ferracioli ve ar-
kadaslarinin RIF ve VER kombinasyonuna maruz kalan M.tuberculosis H37Rv sugsunda 16. ve 72.
saatte meydana gelen morfolojik degisiklikleri ve 12 adet efluks pompa geninin ekspresyonu
arastirdiklari calismada2*; RIF + VP kombinasyonuna 16 ve 72 saatlik maruziyette sirasiyla, alti
EP geninin (Rv1218, Rv1457, Rv1819, Rv1217, Rv2459 ve Rv1258) ve dort EP genin (Rv1457,
Rv1258, Rv2846 ve Rv2942) ekspresyon seviyelerinde artig oldugu saptanmistir.

Ulkemizde, direncli klinik izolatlarda direnc ile iliskili EP genlerinin ekspresyon seviyelerinin
ve EPi'lerin arastinldigi calismalar oldukgca kisith sayidadir. Yapilan calismalarda sadece EPi’lerin
MIK degerleri (izerine etkilerinin ve dirence neden olan mutasyonlarin belirlendigi veya primer
anti-TB ilaglara maruz birakilmayan ya da sadece EPi/INH/RIF ile muamele edilen izolatlardaki
EP genlerinin ekspresyon seviyelerinin arastirildigi gériilmistiir' >25-28, Calismamiz, INH ve RIF
direncinin yani sira diger anti-TB ilaclara da direncli klinik orneklerin dahil edildigi, dirence
neden olabilecek efluks pompa genlerinin belirlendigi, hem de artan direncten dolay alterna-
tif tedavide kullanilabilecegi diisiiniilen EPi’lerden VER'in etkinligini saglayan mekanizmalarin
molekdler diizeyde ortaya konuldugu cok kapsamli bir calismadir. Bu calismanin en 6nemli
kisithligi, artan efluks mekanizmalari ile iliskilendirilen ve ila¢ direncine neden olan gen bdlge-
lerindeki mutasyonlarin belirlenmemis olmasidir.

Sonug olarak, M.tuberculosis suslarinda EP’lerin asiri aktivitesinin direng seviyesine olan kat-
kisini arastirmak icin klinik izolatlar ile yapilacak daha fazla calismaya gereksinim bulunmak-
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tadir. Ayrica, anti-TB tedavisinin adjuvanlari olarak da EPi’lerin kullaniminin yeni ve daha kisa
terapotik stratejilerin gelistirilmesi konusunda umut verici oldugu distinilmustdr.
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