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Sunum Akışı: 

1. Tüberküloz: Dünyada ve Türkiye’de güncel 

durum 

2. İlaç direnci 

3. Tüberküloz basilinin olağanüstü adaptasyon 

yeteneği 

4. Yeni ilaç hedefleri bulunabilir mi? 

5. Dirençli basil evriminin bir sonu olabilir mi? 



Tüberküloz: 

Dünyada ve Türkiye’de Son Durum 

• Dünya nüfusunun %30’u M. tuberculosis ile 

enfekte 

• Her yıl 8 milyon yeni tüberküloz olgusu 

• Her yıl tüberküloz nedeniyle 1.5 milyon ölüm 

• Türkiye’de her yıl 10.000’e yakın yeni hasta 
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Tüberküloz insidansı 
Yeşil: TB 

Kırmızı: TB+HIV 

ÇİD-TB sayısı 
Kırmızı: Rifampisin-Dirençli TB 

Mavi: ÇİD-TB 

Dünya Genelinde Trend  

WHO: Global Tuberculosis Report 2014 



Direnç 

• Anti-tüberküloz ilacın kritik 

konsantrasyonunda, %1’den fazla üreme. 

  

 

• %1’den fazla üreme gözlendiğinde, klinik 

yarar yok veya kısa sürede kaybolacak. 









Direnç Tanımları 

• İlaca dirençli olgu: En az bir tüberküloz ilacına dirençli 

basille hastalanmış olgu 

 

• Çok ilaca dirençli tüberküloz (ÇİD-TB) 

    (Multiple drug resistance; MDR-TB):  

    Hem izoniazid hem de rifampine dirençli olgu  

    (başka ilaca direnç de eklenebilir) 

 

• Yaygın ilaç dirençli tüberküloz (YİD-TB) 

    (Extensive drug resistance; XDR-TB): İzoniazid-rifampin 

direncine ek olarak bir kinolon ve bir enjeksiyonla 

kullanılan ilaca (amikasin, kapreomisin, kanamisin) 

dirençli olgu 

 

• . 



M. tuberculosis’te İlaç 

Direncine Neden Olan 

Faktörler 

 Hücre duvarındaki mikolik asitler 

 Yüksek mutasyon hızı 

 Tedavide uygun kombinasyon, uygun süre, 

uygun dozda ilaç verilmemesi 

 Hasta uyumsuzluğu 

 







Antimikrobiyal Ajanlara Direnç Mekanizmaları: 

1. Antimikrobiyal hedef veya reseptör değişimi 

2. Antimikrobiyal modifikasyon ve/veya tahribatı 

3. Antimikrobiyalin hedefe ulaşmasının engellenmesi: 

a. Hücre duvarındaki lipopolisakkarit tabakası nedeniyle 

geçirgenliğin az olması 

b. Dışa atım pompalarının antimikrobiyali hücre dışına atması 



M. tuberculosis’te İlaç Direnci 

• M. tuberculosis’te en sık gözlenen direnç 

mekanizması, antimikobakteriyel ilaçları aktive 

eden veya kendileri ilaç hedefi olan enzimlerde 

meydana gelen mutasyonlardır.  

 

• M. tuberculosis ilaç direnci rastgele ve genellikle 

tek basamaklı bir mutasyon sonucunda oluşur.  

 

• Mikobakterilerin, diğer bakterilerle kıyaslandığında, 

mutasyon hızları yaklaşık 10 kat daha yüksektir.  



İlaç direncine neden olan mutasyonların görüldüğü genler 



Yeni ilaç çalışmaları... 
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Bedaquiline   

(TMC 207) 

Diarilkinolin  

 

ÇİD-TB tedavisinde 

 

Yeni bir etki mekanizması: 

ATP sentaz proton pompası 
inhibitörü 

 

Güçlü bakterisidal & 
sterilizan etki 

 

Mycobacterium ATP sentaz’ına 
>20 kat seçicilik  

 

Çoğalan=Etki=Latent 

 

Farelerde uygun doku dağılımı 
& uzun yarı ömür 

 

Tüm yararları bilinmiyor 



 



Bir Bakterinin Başarı Ölçütleri 

• Farklı ortamlarda canlı kalabilmesi ve 

çoğalabilmesi 

• Duyarlı diğer konaklara yayılabilmesi.  

 

• Bu faaliyetlerin gerçekleştirilebilmesi, bakterinin 

bölünme hızının optimal bir düzeyde 

tutulabilmesiyle ilişkilidir. Bu nedenle bir 

bakterinin bölünme zamanı, zindelik (fitness) 

ölçütü olarak alınabilir.  



İlaç 
Hedef 

İlaç Hedefte mutasyon XXX 

Bakteri 

Ölümü 

Dirençli

Bakteri 

(Yapısal veya 

işlevsel enzim…) 

(İnaktif enzim…) 

Kaybedilmiş 

fonksiyonun 

kazanılması 

(Telafi Mutasyonu) 

M. tuberculosis’te İlaç Direnci Sonrası Zindelik (Fitness) 



Zindeliği geri kazanmak için 

telafi mutasyonları 

• Dirence neden olan bir mutasyon, aslında bakteriye 

bir bedel ödetir. 

• Ancak bakteriler, bu bedelin sonucu olan olumsuz 

koşulları yenebilmek için farklı telafi 

mekanizmalarına sahiptirler.  

• Bu telafi mekanizmaları, kazanılmış olan 

antimikrobiyal direnç mekanizmasına zarar 

vermeden, oluşan olumsuz koşulu ortadan 

kaldırabilmektedir.  

• Bir bakteri popülasyonunda dirençli bir suşun 

baskın hale gelmesi, minimal düzeyde bir bedel 

ödediğini gösterir ve bu bakteri popülasyonu 

konaktan konağa yayılım gösterebilir.  





Müller B, et al. The heterogenous evolution of multidrug-resistant M. tuberculosis. 

Trends in Genetics 2013; 29:160-169.  





Rifampisin Dirençli İzolatlarda in vivo 

Telafi Mutasyonları Gelişimi 

• Laboratuvar şartlarında üretilen rifampisin-dirençli 

suşlar kullanılarak farelerde tüberküloz 

oluşturuldu. 

• Farelerden 14, 28, 56, 96 ve 126. günlerde alınan 

örnekler kültürde üretildi. 

• Üreyen koloniler seçilerek dizi analizi uygulandı. 

• Elde edilen diziler, başlangıç dizileriyle 

karşılaştırılarak telafi mutasyonlarının varlığı 

araştırıldı.  



Rifampisin Dirençli İzolatlarda in vivo  

Telafi Mutasyonları Gelişimi 

• Hipotez-1: Laboratuvar şartlarında oluşturulan 

rifampisin-dirençli suşlarda, başlangıçta telafi 

mutasyonları yoktur. 

 

• Doğrulama-1: Dizi analizi sonucunda saptanan 

mutasyonlar, rpoB geninin 81 baz çiftlik RRDR 

bölgesinde gözlenen ve dirence neden olduğu bilinen 

mutasyonlar oldu. 

 

rpoA, rpoB ve rpoC genlerinde başka bir mutasyon 

saptanmadı. 



Rifampisin Dirençli İzolatlarda in vivo 

Telafi Mutasyonları Gelişimi 

• Hipotez-2: Laboratuvar şartlarında oluşturulan 

rifampisin-dirençli suşlar, in vivo ortamda bir süre 

sonra telafi mutasyonları geliştirirler. 

 

• Doğrulama-2: Dizi analizi sonucunda, telafi 

mutasyonlarının oluştuğu gözlendi. 



İki Parçalı Düzenleyici Sistemler 

• Algılayıcı (sensor; histidin kinaz): özgül bir uyarıya 

cevap verir. 

• Düzenleyici (regulator): belirli genlerin 

ekspresyonunu kontrol eder. 

• Algılayıcı protein uyarım sonrasında 

otofosforilizasyona uğrar ve sonrasında bu fosfat, 

düzenleyici proteine transfer edilir.  

• Düzenleyici, DNA bağlayan bir proteindir ve gen 

ekspresyonunu arttırabilir veya azaltabilir. 





senX3-regX3 : 

M. tuberculosis’te iki parçalı bir  

düzenleyici sistem 

• senX3: algılayıcı kinaz 

• regX3: düzenleyici 

• Bu iki gen birbirinden, üç adet MIRU 

(mycobacterial interspersed repeat unit) içeren 

bir dizi ile ayrılır. 

  senX3 regX3 







senX3-regX3 : 

M. tuberculosis’te iki parçalı bir  

düzenleyici sistem 

• senX3-regX3 düzenleyici sistemi fosfat-bağımlı gen 

ekspresyonunu düzenler. 

 

• Fosfatın hücre içine transportu mikobakterilerin 

üremesi için gereklidir ve ortamdaki inorganik Pi 

konsantrasyonu ile düzenlenir. 

 

 

 

 

 

Thayil S, Morrison N, Schechter N,  Rubin H, Karakousis P. PLoS One 2011, 6 

(11): e28076. doi:10.1371/journal.pone.0028076 





“regX-3 geninin aşırı derecede 

ekspresyonu ve sonuçları” 

Amaç: 

 

•regX3 regulonunun stres şartlarındaki davranışının 

araştırılması 

•regX3 geninin bir ilaç hedefi olup olamayacağının 

anlaşılması 



regX-3 geninin klonlanması 

Yöntemler: 

 

•E. coli tetrasiklin vektörünün higromisin içeren LB 

sıvı besiyerinde üretilmesi  

•Plazmid saflaştırılması ve plazmid vektörünün 

restriksiyonu 

•regX3 geninin PCR ile çoğaltılması ve jelden DNA 

izolasyonu  

•DNA saflaştırılması 

•T4 ligaz enzimi ile plazmid vektörüne ligasyon 

•E. coli genomuna entegrasyon ve LB besiyerine ekim 



regX-3 geninin klonlanması 

…Yöntemler: 

 

•Oluşan kolonilerin LB sıvı besiyerine pasajı ve 

inkübasyonu  

•Transformasyon: LB katı besiyerine ekim ve 

inkübasyon sonrasında DNA saflaştırılması 

•Doğrulama amacıyla DNA dizi analizi 

•İzole edilen plazmidin açığa çıkarılması 

•Plazmidin M. tuberculosis CDC 1551 suşuna 

elektroporasyon yoluyla entegre edilmesi 

 



regX-3 geninin aşırı derecede 

ekspresyonu  

• Bakterilerin OD 1.0’e kadar inkübasyonu 

• 1 ml bakterinin 10 ml 7H9 besiyerine pasajlanması 

• OD 1.0 olduğunda, OD 0.01’e sulandırım ve a. tetrasiklin 

eklenmesi (250 ng/ml) 

• OD tekrar 1.0 olduğunda, OD 0.1’e sulandırım ve a. 

tetrasiklin eklenmesi (250 ng/ml) 

• OD 0.5’te bakterilerin toplanması ve RNA izolasyonu. 



regX-3 geninin aşırı derecede 

ekspresyonu  

 Bakterilerin üretildiği besiyerleri: 

 

1.%0.05 Tween 80 içeren PBS (besinsiz ortam) 

2.Fosfat (Pi) içermeyen 7H9 besiyeri (0-Pi besiyeri) 

3.50 μM Pi içeren 7H9 besiyeri 

4.25 mM Pi içeren 7H9 besiyeri 

 

 

Her besiyeri, gen ekspresyonunun arttırılması 

amacıyla a. tetracycline (250 ng/ml) içermekteydi. 



regX-3 geninin aşırı derecede 

ekspresyonu  

• RNA izolasyonu 

• DNA uzaklaştırılması 

• DNA yokluğunun doğrulanması amacıyla PCR 

• Saf RNA’dan cDNA sentezi 

• Gen-özgül primerler kullanarak kantitatif PCR 



Ekspresyonu test edilen genler: 

• regX3 

• senX3 

• pstS3 

• ppx1 (rv1026) 

• ppx2 (rv0496) 

• ppk1 

• ppk2 

 

• İnternal kontrol: sigA ‘housekeeping’ geni 



İki farklı zamanda gen ekspresyonları  

(kontrolle kıyaslandıktan sonra normalize edilmiş değerler) 
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%0.05 Tween 80 içeren PBS’te Optik Yoğunluklar 
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50μM Pi Besiyerinde Optik Yoğunluklar  

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

0 4 5 6 7 8 12 13 14 

EV-50uM Pi (ave) 

TrnsfCDC-50uM Pi (ave) 

O
p

ti
k

 Y
o
ğ
u

n
lu

k
 

Gün 



25mM Pi Besiyerinde Optik Yoğunluklar  
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• İlk 7 günde, aşırı eksprese edilmiş regX3 geni 

taşıyan M. tuberculosis optik yoğunlukları daha 

yüksek bulundu ve daha hızlı üredikleri saptandı. 

 

• Bu veriler, regX3 geninin fonksiyonel bir gen 

olduğunu göstermektedir.  

 

 

 

Optik Yoğunluk Ölçümlerinin Sonuçları: 



Dışa Atım Pompaları (Efflux Pumps) 

• Dışa atım pompaları bakteriyi korumak amacıyla, 

hücre içine giren düşük yüklü toksik molekülleri 

sitoplazma dışına atar. 

 

• Etidyum bromür hücre içine girip nükleik asitlere 

bağlandığında floresan ışıma yapan hücre-içi bir 

boyadır. 



Akım Sitometrisi (Flow Cytometry) Analizi 

 

regX3 geninin aşırı ekspresyonu ile dışa atım pompası 

fonksiyonu arasındaki ilişki: 

• 0.5 ml etidyum bromür (2 μg/ml) ve 0.5 ml M. 

tuberculosis (OD 0.5) bir FACS tüpünde karıştırıldı. 

 (FACScalibur fluorescence activated cell sorter, 

 Becton Dickinson); 

 software: Cell Quest version 7.5.3.  

 

• Her suş için:  

– 1 kontrol (etidyum bromürsüz) 

– 3 örnek  



Hemen ölçülen değerler 

(PBS, 0μM Pi ve 50mM Pi) 
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• Aşırı regX3 ekspresyonu olan suşlardaki hücre-içi 

floresan sinyali her şartta daha düşük saptandı.  

 

• regX3 geninin dışa atım pompası fonksiyonu üzerinde 

etkisi olabilir ve bazı ilaçlara karşı dirençte rol 

oynayabilir. 

 

• regX3 geni olası bir ilaç hedefi olabilir.  

Dışa Atım Pompası Analizlerinin Sonuçları: 



senX3-regX3 operonunda yeni bir  

‘open reading frame’ (orf) araştırılması 

Yöntem: 

 

•5’ and 3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE): 

Aynı kalıbın her iki ucundan cDNA’nın hızlı bir 

şekilde çoğaltılmasını sağlayan bir yöntem.  



RACE 



RACE 





  senX3 regX3 



orf: 465 bp 

orf için primer dizaynı 

142 

orf-F 

397 

orf-R 

3’ 5’ 



regX3: 693 bp 

regX3 için primer dizaynı 

249 

regX3-F 

457 

regX3-R 

3’ 5’ 



senX3: 1233 bp 

senX3 için primer dizaynı 

515 

senX3-F 

1081 

senX3-R 

3’ 5’ 



senX3: 1233 bp 

RACE 
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• Cevap şimdilik HAYIR! 

 

• Hatta, evrim devam ederse:  

 Antibiyotik Sonrası Döneme giriş riski! 

 (Post-antibiotic Era) 

 

• 30 Nisan 2014 DSÖ Raporu:  

 21. yüzyıl içinde Antibiyotik Sonrası Döneme 

 girilebilir!! 

 

 

 

 

 

• http://www.nature.com/news/who-warns-against-post-antibiotic-era-

1.15135 

Dirençli tüberküloz basilinin evriminin bir sonu 

olabilir mi? 



WHO: Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014 




