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ÖZ

Mycobacterium tuberculosis’in neden olduğu tüberküloz (TB) halen tüm dünyada sağlığı tehdit eden 
en önemli enfeksiyöz hastalıklardan biridir. M.tuberculosis’te ilaç direnci başlıca, ilaç hedefi olan veya ilacı 
aktive edici enzimleri kodlayan genlerdeki spontan kromozomal mutasyonlara bağlı gelişse de direnç, 
sadece bu mutasyonlarla açıklanamamaktadır. Hücre duvar geçirgenliğinin düşük olması, inaktive edici 
enzimler ve özellikle efluks pompaları (EP) mikobakterilerde ilaç direncine neden olan diğer mekanizma-
lardır. M.tuberculosis EP’lerine bağlanan efluks pompa inhibitörlerinin (EPİ), anti-TB ilaçların dışa atımını 
engellediği, M.tuberculosis’in öldürülmesini arttırdığı, ilaç direncini azalttığı ve birinci seçenek ilaçlar ile 
sinerjik etki yarattığı gösterilmiştir. Bu çalışmada, primer anti-TB ilaçlara dirençli dokuz M.tuberculosis 
kompleks izolatında verapamil (VER) varlığında birinci seçenek anti-TB ilaçların minimum inhibitör kon-
santrasyonu (MİK) değerlerinin 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 belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya dahil edilen izolatların MİK değerleri renk 
değişimi prensibine dayanan resazurin mikrotitre testi (REMA) yöntemi ile 96 kuyulu U tabanlı plaklarda 
belirlenmiştir. Her izolatın belirlenen MİK değerlerine göre, RNA ekstraksiyonu için Middlebrook 7H9 sıvı 
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besiyerinde taze üreyen kültürler 37°C’de 48 saat boyunca birinci seçenek anti-TB ilaçların (½ MİK) ve 
VER varlığında (½ MİK) birinci seçenek anti-TB ilaçların MİK’ine maruz bırakılmıştır. İlaca maruz bırakılma-
yan kültürler kontrol olarak kullanılmıştır. Toplam RNA, RNeasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) 
kullanılarak elde edilmiş ve daha sonra DNase I (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA) ile muame-
le edilmiştir. Ekstrakte edilen RNA’lardan komplementer DNA (cDNA), oligo primerler kullanılarak “First 
strand cDNA synthesis kit (Thermo FischerScientific Inc., Waltham, MA)” ile sentezlenmiştir. Kantitatif 
gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative real-time polymerase chain reaction (qRt-PCR)] 
ile efluks genlerinin ekspresyon seviyeleri, QuantiTect SYBR Green Rt-PCR Kit (QIAGEN) kullanılarak ger-
çekleştirilmiştir. qRT-PCR analizlerinde housekeeping gen olarak sigma faktör Rv2703 (sigA) geni, internal 
kontrol olarak kullanılmıştır. Klinik izolatların relatif kantitasyonu; primer anti-TB ilaçlara ve VER’e maruz 
bırakılan kültürlerdeki efluks genlerinin ekspresyon seviyeleri ile ilaca maruz bırakılmayan kültürlerdeki 
ekspresyon seviyeleri karşılaştırılarak 2-∆∆Ct yöntemi ile belirlenmiştir. REMA yöntemi ile dokuz izolatın 
MİK değerleri streptomisin (SM), izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambutol (EMB) ve VER için sırasıyla 
32-512 μg/mL, 1-128 μg/mL, 2-32 μg/mL, 4-16 μg/mL ve 15.62-250 μg/mL aralığında tespit edilmiştir. 
½ MİK VER varlığında SM MİK değerinde sekiz izolatta 2-32 kat, INH MİK değerinde dokuz izolatta 2-8 
kat, RIF MİK değerinde sekiz izolatta 2-16 kat ve EMB MİK değerinde sadece beş izolatta 2-4 kat arasında 
değişen oranlarda azalmanın olduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda birinci seçenek anti-TB ilaçların ½ 
MİK’ine maruz bırakılan izolatlarda, ABC ailesinden Rv1273c, Rv1456c, Rv1457c ve Rv1819c; MFS ailesin-
den Rv1634 ve Rv0842; RND ailesinden Rv3823 efluks pompa genlerinin ekspresyonlarında artış olduğu 
tespit edilmiştir. 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’ün ise INH, RIF ve EMB direnci 
ile ilişkili olduğu saptanmıştır. VER varlığında (½ MİK) birinci seçenek anti-TB ilaçların MİK’ine maruz 
bırakılan izolatlarda ise ABC ailesinden sekiz (Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c, Rv0194, Rv1272c, Rv1686c, 
Rv1687c, Rv1819c), MFS ailesinden altı (Rv0842, Rv0849, Rv1634, Rv2265, Rv2456c, Rv0876c) ve RND 
ailesinden iki (Rv0507, Rv0676c) adet efluks pompa geninin ekspresyon seviyelerinde azalma olduğu tes-
pit edilmiştir. Günümüzde gittikçe artan TB direncinden dolayı alternatif tedavide kullanılabilecek EPİ’lerin 
araştırılması ve EP’lerin direnç gelişimine olan katkısının belirlenmesi için klinik izolatlar ile yapılacak daha 
fazla çalışmaya gereksinim olduğu düşünülmüştür.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; efluks pompaları; efluks pompa inhibitörü; verapamil; 
ilaç 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 (½ 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 I (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 
qRt-PCR assays. Relative quantification of the clinical isolates was determined by the 2-∆∆Ct 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 μg/mL, 1-128 μg/mL, 2-32 μg/mL, 4-16 μg/mL and 15.62-250 μg/mL for streptomycin 
(SM), isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (EMB) and VER, respectively. In the presence of ½ 
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, 
Rv1456c, Rv1457 and Rv1819 efflux pump genes from the ABC family, Rv1634 and Rv0842 from the 
MFS family and Rv3823 efflux from the RND family in isolates exposed to ½ MIC of first-line anti-TB 
drugs stress. Rv1456c 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, Rv1686c, 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 (½ 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.

GİRİŞ

Tüberküloz (TB) halen tüm dünya sağlığını tehdit eden en önemli enfeksiyöz hastalıklar-
dan biridir. Özellikle çok ilaca dirençli (ÇİD) ve yaygın ilaç dirençli (YİD) TB’nin ortaya çıkışı, TB 
kontrol faaliyetlerini ciddi ölçüde engellemektedir1. Dünya Sağlık Örgütü 2020 raporunda2, 
2019 yılında tahmini 1.4 milyon insanın TB’den öldüğü (208 000’i HIV ile ko-enfekte) ve 
ölümlerin yaklaşık %13 (182 000)’ünün ÇİD-TB’den kaynaklandığı bildirilmektedir.

Uzun süre TB’de direncin, yalnız anti-TB ilaç direnç genlerinde meydana gelen mutasyon-
lardan kaynaklandığı düşünülmüştür. Mikobakteriler entrensek ilaç direncine sahip olmasına 
rağmen, bu durum etkili efluks mekanizmaları ile birlikte mikolik asit içeren olağan dışı hücre 
duvar yapısına bağlanmıştır3,4. Mikobakterilerin direnç mekanizması tam olarak anlaşılmamış 
olmasına rağmen olası mekanizmalar; ilaç direnci ile ilişkili özgül enzimleri ve transkripsiyon 
faktörlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, hücre duvarı geçirgenliğindeki değişiklikler, int-
raselüler ve ekstraselüler ortama adaptasyonu düzenleyen iki-komponentli sistemin ve efluks 
pompalarının (EP) aşırı ekspresyonudur5. M.tuberculosis kompleksinde şimdiye 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 varlığı gösterilmiştir1,3. Efluks pompaları mikobakterilerde 
tanımlandıktan sonra, direnç ile ilişkili çalışmalar hızla artmış ve günümüze kadar pek çok gen 
bölgesi tanımlanmıştır6-9. 

Efluks pompa inhibitörleri (EPİ), dışa atımı önlemek için bakteriyel EP’lere bağlanan mole-
küllerdir. M.tuberculosis’de EP’lere bağlanan EPİ’lerin; anti-TB ilaçların dışa atımını engellediği, 
M.tuberculosis’in öldürülmesini artırdığı, ilaç direncini azalttığı ve birinci seçenek ilaçlar ile si-
nerjik etki yarattığı gösterilmiştir. Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi [U.S. Food and 
Drug Administration (FDA)] tarafından bedaquiline ve verapamilin (VER) hem in vivo hem de 
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in vitro deneylerde güçlü anti-TB etkiye sahip olmasından dolayı, antimikrobiyal terapide EPİ 
olarak kullanılmasına onay verilmiştir5. 

Bu çalışmada, primer anti-TB ilaçlara dirençli dokuz M.tuberculosis kompleks izolatında; 
birinci seçenek anti-TB ilaçların, efluks pompa inhibitörü olarak VER’in, VER varlığında (½ 
MİK) birinci seçenek anti-TB ilaçların MİK değerlerinin ve dirence neden olabilecek ABC, MFS 
ve RND ailelerine ait 21 efluks pompa geninin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaçlan-
mıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Mersin Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulunun onayı ile (Karar No: 
2018/85 ve Tarih: 22.02.2018) gerçekleştirildi.

Örneklerin Seçimi

Mersin Üniversitesi Sağlık Uygulama ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim 
Dalı Mikobakteriyoloji Laboratuvarına TB şüphesi ile gönderilmiş klinik örneklerden izole edi-
len ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile birinci seçenek anti-TB ilaçların tamamına [streptomisin 
(SM), izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambutol (EMB)] dirençli olduğu tespit edilen dokuz 
M.tuberculosis kompleks izolatı dahil edildi. Kontrol suşu olarak M.tuberculosis H37Rv kullanıldı.

Minimum İnhibitör Konsantrasyonu Belirlenmesi-Resazurin Mikrotitre Testi

Löwenstein-Jensen (LJ) ve sıvı MGIT besiyerinde üremiş ve +4°C’de saklanmış olan 
M.tuberculosis kompleks izolatları ilk önce %0.5 gliserol ve %10 OADC (Oleik asit, albümin, 
dekstroz, katalaz) ilave edilmiş Middlebrook 7H9 sıvı besiyerine, daha sonra LJ besiyerine 
pasajlanarak canlandırıldı. Her izolat için; birinci seçenek anti-TB ilaçların, EPİ olarak VER’in ve 
VER varlığında (½ MİK) birinci seçenek anti-TB ilaçların MİK değerleri renk değişimi prensibine 
dayanan resazurin mikrotitre testi (REMA) yöntemi ile 96 kuyulu U tabanlı plaklarda belirlen-
di10. Klinik izolatların MİK’ini belirlemede konsantrasyon aralığı; VER için 0.488-1000 μg/mL, 
SM için 0.5-1024 μg/mL, INH, RIF ve EMB için 0.125-256 μg/mL olacak şekilde ayarlandı. 
Rifampisin stok çözeltisi metanolde; diğer primer anti-TB ilaçların ve VER’in stok çözeltileri 
deiyonize su içinde hazırlandı. Her ilaç konsantrasyonu üç kopya halinde çalışıldı ve test üç 
kez tekrar edildi. Kontrol suşu olarak H37Rv kullanıldı.

Verapamil’in primer anti-TB ilaçlar üzerine olan etkisi, fraksiyonel inhibitör konsantrasyo-
nu (FİK= MİK anti-TB ilaç + VER/MİK anti-TB ilaç) ve modülasyon faktörü (MF= MİK anti-TB 
ilaç/MİK anti-TB ilaç + VER) ile belirlendi. Hesaplanan FİK değerleri ≤ 0.25 ise sinerjik, 0.25 
ile 2 arasında ise farksız ve ≥ 2 ise antagonistik; modülasyon faktörü ise ≥ 4 olduğunda (dört 
kat azalma) VER’in kombinasyonda yer alan anti-TB ilaçlarla kullanımının etkili olduğu kabul 
edildi11.

RNA Ekstraksiyonu ve Komplementer DNA Sentezi

Klinik izolatların ve M.tuberculosis H37Rv’nin, %0.5 gliserol ve %10 OADC içeren Midd-
lebrook 7H9 sıvı besiyerine kültürü yapıldı. Taze üreyen kültürlerin her biri 37°C’de 48 saat 
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boyunca birinci seçenek anti-TB ilaçların (½ MİK) ve VER varlığında (½ MİK) birinci seçenek 
anti-TB ilaçların MİK’ine maruz bırakıldı. Birinci seçenek anti-TB ilaçlara ve VER’e maruz bırakıl-
mayan izolatlar kontrol olarak kullanıldı. İnkübasyon sonunda, spin kolon yöntemi ile çalışan 
RNeasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanılarak üretici firmanın talimatları doğ-
rultusunda RNA izolasyonu yapıldı. Daha sonra DNase I (Thermo Fischer Scientific Inc., Walt-
ham, MA) ile muamele edildi. Elde edilen total RNA’nın konsantrasyonu “NanoDrop 2000 
Spectrophotometer” (Thermoscientific, ABD) cihazı ile 260 nm dalga boyunda ölçülerek μg/
μl değerleri belirlendi. Oligo primerler kullanılarak “First strand cDNA synthesis kit” (Thermo 
FischerScientific Inc., Waltham, MA) ile 1 μg total RNA’dan üretici firmanın talimatları doğrul-
tusunda komplementer DNA (cDNA) elde edildi8. 

Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRt-PCR) üretici firmanın öne-
rileri doğrultusunda “QuantiTect SYBR Green Rt-PCR Kit (Qiagen, Almanya)” kullanılarak  
“LightCycler 480 System II (Roche Diagnostics, Almanya)” cihazında gerçekleştirildi. Litera-
türde yapılan araştırmalar sonucu belirlenen, ekspresyon seviyeleri araştırılması planlanan 21 
olası EP geni Tablo I’de gösterilmiştir1,8. Çalışmada ‘housekeeping’ gen olarak sigma faktör 
Rv2703 (sigA) geni, internal kontrol olarak kullanıldı.

Her bir örneğin PCR amplifikasyonu; 10 μl 2X RT2 SYBR Green Master Mix, 1 mikromolar 
(μM) her bir primer ve 0.15 ng/μl kalıp cDNA içerecek şekilde 20 μl’lik reaksiyon hacmin-
de gerçekleştirildi. PCR amplifikasyon koşulları; 95°C’de 10 dakika başlangıç denatürasyo-
nu, ardından 45 döngü 95°C’de 30 saniye denatürasyon, 54-58°C’de 40 saniye bağlanma 
ve 72°C’de 30 saniye uzama basamağı şeklinde uygulandı. Primerlerin özgünlüğünü doğ-
rulamak için her amplifikasyondan sonra erime eğrisi analizi yapıldı. Klinik izolatların relatif 
kantitasyonu; primer anti-TB ilaçlara ve VER’e maruz bırakılan kültürlerdeki efluks genlerinin 
ekspresyon seviyeleri ile ilaca maruz bırakılmayan kültürlerdeki ekspresyon seviyeleri karşılaştı-
rılarak 2-∆∆Ct yöntemi ile belirlendi.   

BULGULAR 

Çalışmada, BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) ile primer anti-TB ilaçların tümü-
ne dirençli dokuz izolatın REMA yöntemi MİK değerleri SM, INH, RIF, EMB ve VER için sırasıy-
la 32-512 μg/mL, 1-128 μg/mL, 2-32 μg/mL, 4-16 μg/mL ve 15.62-250 μg/mL aralığında 
tespit edilmiştir. İzolatların primer anti-TB ilaçlar ve VER MİK değerleri ayrı ayrı saptandıktan 
sonra, farklı konsantrasyonda primer anti-TB ilaçlar içeren plaklara VER MİK değerinin ½’si 
oranında VER eklenerek elde edilen MİK değerlerine göre, MF ve FİK değerleri hesaplanmıştır. 
Belirlenen MF değerine göre; dirençli dokuz izolatın ½ MİK VER varlığında SM, INH ve RIF 
MİK değerlerinde yedi izolatta ve EMB MİK değerinde üç izolatta ≥ 4 kattan fazla azalma 
olduğu saptanmış ve bu izolatlar için VER’in kombinasyonda yer alan anti-TB ilaçlarla kullanı-
mının etkili olduğu kabul edilmiştir. ½ MİK VER varlığında anti-TB ilaçların MİK değerinde dört 
kattan az azalma gösteren izolatların ise, FİK değerlerinin 0.25-1 arasında olduğu ve VER’in 
kombinasyonda yer alan anti-TB ilaçlarla kullanımın etkisi olmamakla birlikte antagonistik etki 
yapmadığı tespit edilmiştir (Tablo II).
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Tablo I. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Quantitative Real-Time Polymerase Chain 
Reaction (qRt-PCR)] Testinde Kullanılan Genler ve Sekansları

Gen Ürün Büyüklüğü (bp) Sekans (5’-3’)
Efluks Pompa 

Ailesi

Rv0194 202
F: CGA CCT ACT TGC TGA TGT ACG     
R: TTG GGC ACA TCG AAC AGC

ABC

Rv1272c 220
F: CAA GAC CAC GCT GGT GAA CCT G   
R: CCT GGC GGC TTC TAC TAT CTC G

ABC

Rv1273c 203
F: TAG TCA CCG AGC AGG AGA TG      
R: CAC GTC AAG TGC GGA GAA C

ABC

Rv1456c 195
F: ATC GCC GCA ATC GTC ATC C         
R: CAC CGC AAA CGT GAC CAT C

ABC

Rv1457c 229
F: TGC TGG TCG GGC TGA CTT TG       
R: AAC ACC ACG GCA ACC ACT G

ABC

Rv1458c 190
F: GCA GCA TTG AGG TAC TTG GAC      
R: TCG GTG AGA CCC AAG GTG TC  

ABC

Rv1686c 211
F: GCT TGC CTG GTG CTA CTG G   
R: GGA ACC AGA ACG CCA CAA TG

ABC

Rv1687c 216
F: GGA CCC GAC CAT TTA CAA CG      
R: TCG AGC ACT AGC AGA TCA G

ABC

Rv1819c 200
F: GAT CAG TGC CAT CTG TGT GC        
R: TGT CGT TGC CTT GGT AGC TG  

ABC

Rv0842 220
F: TCT GGC AAC GCT CAC GAC             
R: ACA AAG AGT CAC CCA CAC TCC

MFS

Rv0849 170
F: TGC GGT CAT GGC ATT GGT G          
R: CCA GAT TTC CGA CGA GGA CTC

MFS

Rv0876c 211
F: AGT GCC AAC CGC TAT CTC C       
R: AGG TCA ATG CCG TCA GTC C

MFS

Rv1250 200
F: GAA CTT CAG CTT GTC CAA CCT C
R: ACA ACG GAT GGG ACC TGT C 

MFS

Rv1634 206
F: CGT GAG CTA CTG AGC AGG TATC
R: CGC AGC AAC ATC GTA TTG AC

MFS

Rv1877 201
F: GTG CCC TAT CAG GTC TTT G 
R: GGC TTC GAA TTG GTG GTC TG

MFS

Rv2265 195
F: TGC TGT CGT TTC ACA TGG TCA G  
R: CGT TGT CCG TGA AGG CGA ATA G

MFS

Rv2456c 200
F: GCT GAT GTC GTC GTG CAT C      
R: CTC CGA TAC CGT CGA GCA AC

MFS

Rv2459 (jefA) 235
F: TCG CCC TGA TCG CAT ACA       
R: ATC ACC ATC AGA GTC CCG A

MFS

Rv0507 210
F: GTG GGA ACG GCA ATT GTG 
R: CTC GAT CAA CAG CAC CTC AG

RND

Rv0676c 212
F: ATC CGC AGC TAC TTC TAC TGG 
R: TGC GCC TTC ATG CTC TTC

RND

Rv3823c 199
F: GGG CTG AAT GTA GAC CAA C 
R: ATC CGA CGA CAG ACA CCT TG

RND

Rv2703 (sigA) 200
F: GTG GCA GCG ACC AAA GCA AG 
R: GTG TCC TGG GGT GCC GAG

-

ABC: ATP-binding cassette, MFS: Major facilitator superfamily, RND: Resistance-nodulation-division.
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Birinci seçenek anti-TB ilaçların ½ MİK’ine maruz bırakılan izolatlarda, ilaca maruz bırakıl-
mayan izolatlar ile karşılaştırıldığında olası 21 EP geninin ekspresyon seviyelerinde artış olduğu 
tespit edilmiştir. ½ MİK SM’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv1819c’nin; ½ MİK INH’ye maruz 
bırakılan izolatlarda Rv1634’ün; ½ MİK RIF’e maruz bırakılan izolatlarda Rv0842, Rv1457c, 
Rv1634, ve Rv3823c; ½ MİK EMB’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv0842, Rv1457c, Rv1634 
ve Rv3823c’nin aşırı eksprese (≥ 4 kat değişim) edildiği ve istatistiksel olarak anlamlı olduğu 
saptanmıştır. ½ MİK SM’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv1456c ve ½ MİK EMB’ye maruz bıra-
kılan izolatlarda Rv1273c’nin ekspresyon seviyelerinde sırasıyla iki ve üç kat artış olduğu tespit 
edilmiş ve istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (sırasıyla p= 0.032 ve p= 0.046; Tablo 
III).
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Verapamil varlığında (½ MİK) INH’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv0507, Rv0842, Rv1456c 
ve Rv1457c; RIF’e maruz bırakılan izolatlarda Rv0676c, Rv0842, Rv0849, Rv0194, Rv1272c, 
Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c, Rv1634, Rv1686c, Rv2265 ve Rv2456c; EMB’ye maruz bırakılan 
izolatlarda Rv0676c, Rv0876c, Rv1458c, Rv1634, Rv1686c, Rv1687c, Rv1819c ve Rv2265’in 
ekspresyon seviyelerinde azalma görüldüğü ve istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptanmıştır. 
Ayrıca VER varlığında INH’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv1877; EMB’ye maruz bırakılan izo-
latlarda Rv0507, Rv0849, Rv1250, Rv1272c, Rv1456c ve 2456c’nin ekspresyon seviyelerinde 
ise artış olduğu tespit edilmiştir (Tablo IV).
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TARTIŞMA

M.tuberculosis’te ilaç direnci uzun süre ilaç hedefini kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile 
ilişkilendirilirken, son zamanlarda yapılan çalışmalarda farklı bileşiklerin taşınmasında rol alan 
farklı ailelerdeki çeşitli EP’lerin aktivitesinin, ilaca dirençli fenotiplerin gelişimine önemli katkı 
sağladığı gösterilmiştir. Günümüze kadar pek çok gen bölgesi tanımlanmış olup, en bilinen-
leri; ABC ailesinden Rv0933 (pstB), Rv1217c-1218c INH ve RIF direnci, birden çok ilacın ta-
şınmasında DrrAB, Rv1456c-57c-58c, Rv1819c, Rv2686c-87c-88c; MFS ailesinden Rv0037c 
ve Rv0842 RIF direnci, Rv0783c (emrB), Rv0849, Rv1250,Rv1258c,Rv1410c (p55), Rv1634, 
Rv2265, Rv2456c, Rv2459 (jefA), Rv2846c (efpA) ve Rv3239c INH hem de RIF direnci; RND ai-
lesinden Rv2942 (mmpL7) düşük düzey INH direnci; SMR ailesinden Rv3065 (mmr), Rv0342 
(iniA), Rv03419 (iniB) ile Rv0343 (iniC) ise azalmış INH duyarlılığı ile ilişkili bulunmuştur6-9,12-17. 

Günümüzde TB ilaç direncinin araştırıldığı çalışmalarda özellikle ÇİD-TB’ye neden olan 
INH ve RIF direncine önem verildiği görülmektedir8,10,13,14,18-20. Dünyada tüm birinci seçenek 
anti-TB ilaçlara dirençli örnekler üzerinde yapılan çalışmalar yok denecek kadar sınırlı sayıda-
dır15. Çalışmamızda birinci seçenek anti-TB ilaçların ½ MİK’ine maruz bırakılan izolatlarda, 
ABC ailesinden Rv1273c, Rv1456c, Rv1457c ve Rv1819c; MFS ailesinden Rv1634 ve Rv0842; 
RND ailesinden Rv3823c EP genlerinin ekspresyonlarında artış olduğu tespit edilmiştir. 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’ün ise INH, RIF ve EMB direnci 
ile ilişkili olduğu saptanmıştır. Li ve arkadaşlarının yaptıkları iki farklı çalışmada14,16, kullanılan 
izolatlar her ne kadar tüm birinci seçenek anti-TB ilaçlara dirençli olmasa da, çalışmamızda 
olduğu gibi SM ve RIF/EMB direncinden sorumlu Rv1819c ve Rv0842 genlerinin RIF direnci 
ile, Rv1634 geninin ise INH ve RIF direnci ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir.

Efluks pompa inhibitörlerinin kombinasyon tedavisinde kullanımı, izolatların direncinde 
azalmaya yol açması ve yeni tedavi seçeneği olabilmesi açısından önemlidir. Bugüne kadar en 
çok çalışılan anti-TB EPİ, VER’dir. INH ve RIF dirençli klinik örneklerde ve M.tuberculosis komp-
leks suşlarında VER’in INH veya RIF ile kombine kullanımının MİK değerini ve her iki ilaca karşı 
ilaç direncini azalttığı tespit edilmiştir21. Çalışmamızda da, primer anti-TB ilaçların tamamına 
dirençli M.tuberculosis izolatlarının (n= 9) ½ MİK verapamil varlığında; SM MİK değerinde 
sekiz izolatta 2-32 kat, INH MİK değerinde dokuz izolatta 2-8 kat, RIF MİK değerinde sekiz 
izolatta 2-16 kat ve EMB MİK değerinde sadece beş izolatta 2-4 kat arasında değişen oranlar-
da azalmanın olduğu REMA yöntemiyle tespit edilmiştir. Yapılan in vitro çalışmalarda; karbonil 
siyanür m-Klorofenilhidrazon (CCCP), fenotiazinler, klorpromazin, 2,4-dinitrofenol (DNP), re-
zerpin (RES) ve piperin gibi bazı EPİ’lerin de tedavide umut verici etkilere sahip olduğu görül-
müştür5. Jaiswal ve arkadaşlarının REMA yöntemi ile INH dirençli 18 M.tuberculosis kompleks 
klinik izolatı üzerinde EPİ’nin etkinliğini araştırdıkları çalışmada10, izolatların %83’ünde VER, 
%55‘inde DNP, %61’inde CCCP, CPZ ve RES ile INH MİK değerlerinde düşüş gözlenmiştir. 
VER’in ilaçların M.tuberculosis hücrelerinde etkinliğini arttırmak için EP’leri engellediği ve etki-
sinin CCCP, RES ve klorpromazinden daha güçlü olduğu gösterilmiştir. Ayrıca hayvan model-
leriyle yapılan çalışmalarda kombinasyon kemoterapisinde VER kullanımının; M.tuberculosis 
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ile enfekte makrofajlarda basilin uzaklaştırılmasını sağladığı, hücre içi basilin büyümesini ve 
toleransını inhibe ettiği, ilaç dozajının, tedavi süresinin ve nüks oranının azalması şeklinde 
etkileri olduğu görülmüştür22,23.

Mikobakterilerde efluks pompalarına bağlı ilaç direnciyle ilgili yapılan çalışmalar genellikle 
duyarlı ve H37Rv suşlarında pompa inhibitörleri ile ilacın MİK değerindeki azalmanın gösteril-
mesi veya moleküler yöntemlerle pompa genlerinin tespit edilmesine dayanmaktadır1,5,6. Tüm 
dünyada dirençli M.tuberculosis klinik izolatlarında EPİ’lerin; anti-TB ilaçlarının MİK değerleri ve 
aynı zamanda aşırı eksprese edilen efluks sistemleri üzerindeki etkilerinin belirlendiği çalışmalar 
oldukça kısıtlı sayıdadır. Bu çalışmada ise VER varlığında (½ MİK) birinci seçenek anti-TB ilaç-
ların MİK’ine maruz bırakılan izolatlarda ABC ailesinden sekiz (Rv1456c, Rv1457c, Rv1458c, 
Rv0194, Rv1272c, Rv1686, Rv1687c, Rv1819c), RND ailesinden iki (Rv0507, Rv0676c) ve 
MFS ailesinden altı (Rv0842, Rv0849, Rv1634, Rv2265, Rv2456c, Rv0876c) adet efluks pom-
pa geninin ekspresyon seviyelerinde azalma tespit edilmiştir. 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 ilişkili olduğu görülmüştür. Ayrıca VER varlığında INH’ye maruz 
bırakılan izolatlarda Rv1877; EMB’ye maruz bırakılan izolatlarda Rv0507, Rv0849, Rv1250, 
Rv1272c, Rv1456c ve 2456c’nin ekspresyon seviyelerinde ise artış olduğu tespit edilmiştir. VER 
varlığında EMB’ye maruz bırakılan izolatlarda ekspresyon seviyesinde artış saptanan Rv0849, 
Rv1272c ve 2456c’nin RIF’e; Rv0507’in INH’ye; Rv1456c’nin hem RIF hem de INH’ye maruz 
bırakıldığında ise ekspresyon seviyelerinde azalış olduğu görülmüştür. Caleffi-Ferracioli ve ar-
kadaşlarının RIF ve VER kombinasyonuna maruz kalan M.tuberculosis H37Rv suşunda 16. ve 72. 
saatte meydana gelen morfolojik değişiklikleri ve 12 adet efluks pompa geninin ekspresyonu 
araştırdıkları çalışmada24; RIF + VP kombinasyonuna 16 ve 72 saatlik maruziyette sırasıyla, altı 
EP geninin (Rv1218, Rv1457, Rv1819, Rv1217, Rv2459 ve Rv1258) ve dört EP genin (Rv1457, 
Rv1258, Rv2846 ve Rv2942) ekspresyon seviyelerinde artış olduğu saptanmıştır. 

Ülkemizde, dirençli klinik izolatlarda direnç ile ilişkili EP genlerinin ekspresyon seviyelerinin 
ve EPİ’lerin araştırıldığı çalışmalar oldukça kısıtlı sayıdadır. Yapılan çalışmalarda sadece EPİ’lerin 
MİK değerleri üzerine etkilerinin ve dirence neden olan mutasyonların belirlendiği veya primer 
anti-TB ilaçlara maruz bırakılmayan ya da sadece EPİ/INH/RIF ile muamele edilen izolatlardaki 
EP genlerinin ekspresyon seviyelerinin araştırıldığı görülmüştür13,25-28. Çalışmamız, INH ve RIF 
direncinin yanı sıra diğer anti-TB ilaçlara da dirençli klinik örneklerin dahil edildiği, dirence 
neden olabilecek efluks pompa genlerinin belirlendiği, hem de artan dirençten dolayı alterna-
tif tedavide kullanılabileceği düşünülen EPİ’lerden VER’in etkinliğini sağlayan mekanizmaların 
moleküler düzeyde ortaya konulduğu çok kapsamlı bir çalışmadır. Bu çalışmanın en önemli 
kısıtlılığı, artan efluks mekanizmaları ile ilişkilendirilen ve ilaç direncine neden olan gen bölge-
lerindeki mutasyonların belirlenmemiş olmasıdır.

Sonuç olarak, M.tuberculosis suşlarında EP’lerin aşırı aktivitesinin direnç seviyesine olan kat-
kısını araştırmak için klinik izolatlar ile yapılacak daha fazla çalışmaya gereksinim bulunmak-
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tadır. Ayrıca, anti-TB tedavisinin adjuvanları olarak da EPİ’lerin kullanımının yeni ve daha kısa 
terapötik stratejilerin geliştirilmesi konusunda umut verici olduğu düşünülmüştür.
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