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lzoniazid ve Direnc

e [zoniazid ——> Tuberkiloz tedavisinde primer ilac

e izoniazid direnci; katG, inhA, ahpC......gen bdlgesi
mutasyonlari

e Tum izoniazid direncli izolatlarinin yaklasik %20-30
kadarinda direncle ilgili bilinen genlerde mutasyonlara
rastlanmamistir

e Direncle ilgili baska mekanizmalar????

e Son yillarda Uzerinde en cok calisilan mekanizma;

@ DISA ATIM POMPALARI




Disa atim pompalarinin varligi

* Pompa iliskili genlerin gosterilmesi

* mRNA ekspresyonlarinin incelenmesi

e Etidyum bromdur atiliminin gésterilmesi

e Pompa inhibitorleri ile direnc fenotipindeki degisikligin izlenmesi

Disa atim pompa inhibitorleri

e Atim pompasinin enerji kaynagi kesilerek

e Dogrudan pompanin bloke edilmesi

Hiors Igi Anti Tibarsfloz
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{{zomizzid, Baddlulin,
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elzoniazid direncli M. tuberculosis izolatlarinda atim
pompalarinin varliginin arastirilmasi,

ePompa inhibitdrleri kullanarak yuksek izoniazid MiK
degerlerinin dusurulebilirliginin gbézlenmesi

eTluberkuloz tedavisinde oldukca 6nemli olan izoniazidin
tekrar kullanilabilme potansiyelini saptamak;




GEREC ve YONTEM

1. Izoniazid MIK degerlerinin saptanmasi

2. Pompa inhibitorleri varhginda izoniazid MiK
degerlerinin saptanmasi

3. Etidyum bromdir boyasi kullanilarak atim pompalarinin
varhiginin gosterilmesi

4. DNA dizi analizi ile katG ve inhA mutasyonlarinin
arastirilmasi
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» 50 adet izoniazid direncli M. tuberculosis kompleks klinik izolati

1. izoniazid ve pompa inhibitorlerinin (Klorpromazin,
Verapamil ve Rezerpin) MiK degerlerinin

Sd pta nmasili
MB7H9
0,5 MacFarland
\_/
100pl
512pug/ml 256pug/mil 128ug/ml 0,5ug/ml 0,25ug/ml
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2. Pompa inhibitorleri (Klorpromazin, Verapamil,
Rezerpin) varliginda izoniazid MiK degerlerinin

saptanmaS|
= N
MB7H9
0,5 MacFarland
\_/
N \A\A
512ug/ml 256pg/ml 128ug/ml 0,5ug/ml 0,25ug/ml

@ inhibitdrler MiK degerlerinin %’l olacak sekilde eklendi.
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3. Etidyum bromiir boyasi kullanilarak
atim pompalarinin varliginin gosterilmesi

I I

_/ _/
4 ml MB7H9 4 ml MB7H9
0,5 MacFarland 0,5 MacFarland
EtBr EtBr
Glukoz Glukoz

inhibitor (Mik %)

e 1 saat 37 °C’de inkiibasyon 3

10 dk 5000g’de santrifij

4. DNA dizi analizi ile katG ve inhA mutasyonlarinin

arastiriimasi

Ekstraksiyon

PCR

PCR Urunlerinin saflastiriimasi (purifikasyon)
DTCS (dye terminator cycle sequencing)
Sekans oncesi saflastirma (purifikasyon)
Analiz
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BULGULAR

1. izoniazid MIK sonuglari
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2. izoniazid ve klorpromazin
kombinasyonunun MiK sonuglari

izolat Sayisi

16

14

12

10

I,I,I.L

INH MiK Degisimi (Diliisyon)

34 izolatta 21 dilisyon dusme

1 2 3 4 5 6 7




e

3. Izoniazid ve verapamil
kombinasyonunun MiK sonuglari

12

10

izolat Sayisi
(o)}
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1 2 3 4 6 7 10 11

INH MiK Degisimi (Diliisyon)

@ 18 izolatta 21 dillisyon diisme
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4. izoniazid ve rezerpin

kombinasyonunun MiK sonuglari
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izolat Sayisi
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18 izolatta 21 dillisyon diisme

INH MiK Degisimi (Diliisyon)
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5. Izoniazid MiK degeri >2 diliisyon degisen izolatlarda
EtBr floresans sonuclari

e 21 izolat =2 dilusyon

e 11 izolat gorsel olarak
pozitif
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6. DNA dizi analizi sonuclari

katG
29 izolat

Ser315Thr AGC-ACC (28)
Ser315Asn AGC-AAC (1)

katG ve inhA
14 izolat

Ser315Thr AGC-ACC (14)

-15C>T (13)
8T>C (1)

inhA
7 izolat

-15C>T (6)
8T>A (1)




TARTISMA

Disa atim pompalari ve direncle iliskili calismalarda;
e Laboratuvar mutanti suslar

e M. smegmatis ......

e Gen bolgelerinin gosterilmesi,

e Pompa inhibitorleriile direnc¢ fenotipinde degisiklik,

e EtBr atiliminin pompa inhibitoriu varliginda inhibisyonu

o M. tuberculosis klinik izolatlari ile az,

e Direncli M. tuberculosis klinik izolatlariyla ise cok daha az
sayida calisma mevcut

e Atim pompalari-direnc iliskisi ve pompa inhibitorlerinin
etkinligini ve mekanizmalari anlamak icin klinik izolatlarla
vapilacak calismalara ihtiyac var




(]

- Pompa inhibitorlerinin izoniazid MiK’lerine etkisi
*34 jzolatta (%68) klorpromazin ile,
*18 izolatta (%36) verapamil ile,
*18 izolatta (%36) rezerpin ile
Izoniazid MIK degerinde >1 dillisyon diisme saptand..

*EtBr floresansinin degerlendirilmesi
*21 izolatta inhibitér varliginda MiK’te >2 diliisyon diisme
*11 izolatta gozle gorilir belirgin sekilde floresans azalmasi
saptandi.

*DNA dizi analizi sonuglari
29 izolatta (%58) katG,
7 izolatta (%14) inhA,
*14 izolatta (%28) katG ve inhA mutasyonu birlikte

saptandi. /




e Turkiye’den Calgin’in tez calismasinda 10’ar adet ¢oklu ilag direncli ve duyarli M.
tuberculosis klinik izolatlarinda;

® Rv1410c (p55), Rv2333c, drrA, drrB, mmpl4, mmplL7, Rv1258c, iniA (Rv0342),
Rv0037c, Rv0783c, Rv1250, Rv1273c, Rv1634, Rv1687c ve Rv3000 genlerinin
ekspresyon miktarlar

e Duyarli ve direncli izolatlar arasi belirgin fark saptanmamis
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e Calismamizda ; butin INH direncli izolatlarda en az bir mutasyon varligi
saptandi.

* Bu sonuclar da, ilacla maruziyet basladiktan itibaren atim pompalarinin
direnc gelisimi Uzerine etkili olmaya basladiklarini ve kromozomal
mutasyonlar gelistikten sonra da etkinliklerinin devam ettigini
dusindurmektedir.

» Klinik izolatlarla daha genis sayida ve daha kapsamli calismalarin, hem
atim pompalarinin daha iyi anlasilmasini hem de tedavide kullanilabilir
bir hedef olmalarini saglayarak ; hala dnemli bir halk sagligi sorunu olan

tuberkilozun tedavisi icin oldukca faydali bilgiler saglayacagina
inaniimaktadir.




Tesekkdarler...
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* Cogu calismada laboratuvar ortaminda direncli hale getirilen suslar
» Klinik izolatlarla yapilan arastirmalar daha az sayida izolat icerirken
* Calismamizda 50 adet INH direncli klinik izolat calisildi.

Farkli pompa inhibitorleri ile arastirmalar mevcut olsa da, genellikle
verapamil ve rezerpin ile ilgili calismalar daha fazla goriinmekte ve direnc
Uzerine bu inhibitorler daha etkili bulunmus.

Calismamizda ise klorpromazin belirgin olarak daha fazla izolat Gizerinde
etkili bulunmus.

Uzun antibiyotik tedavisi ve zorlu kosullar altinda mikobakterilerin ener;ji
saglamak lizere ETZ’lerinde birtakim degisiklikler oldugu ve

Anaerobik bu kosullarda ETZ’de daha aktif olan NDH2 ve SDH enzimlerinin
fenotiyazinler ve valinomisin gibi ilaclar tarafindan etkilendigi
bildirilmekte

Bu acidan bakildiginda, sonuclarimiz bu bilgileri destekler nitelikte ve
beklenen sekilde bulunmustur
Energy Metabolism and Drug Efflux in Mycobacterium tuberculosis J
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e Pompa inhibitorlerinin etkinligine, gen ekspresyonlarina bakilmasi ve
direncle ilgili kromozomal mutasyonlara bakilmasi ile Li ve ark.
(2015)’nin calismasi oldukca kapsamli

e 9izolattan 8'inde kromozomal mutasyon oldugunu saptamislar

e Calismamizda ; benzer sekilde bitin INH direncli izolatlarda en az bir
mutasyon varligi saptandi.

* Bu sonuclar da, ilagcla maruziyet basladiktan itibaren atim pompalarinin
direnc gelisimi Uzerine etkili olmaya basladiklarini ve kromozomal
mutasyonlar gelistikten sonra da etkinliklerinin devam ettigini
distindirmektedir/gostermektedir.

» Klinik izolatlarla daha genis sayida ve daha kapsamli calismalarin, hem
atim pompalarinin daha iyi anlasilmasini hem de tedavide kullanilabilir
bir hedef olmalarini saglayarak ; hala dnemli bir halk sagligi sorunu olan
tiberkllozun tedavisi icin oldukca faydali bilgiler saglayacagina
inaniimaktadir.
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