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OZET

Tlberkiloz diinyada ciddi bir saglik problemi olmaya devam etmektedir. Cok ilaca direncli Myco-
bacterium tuberculosis suslari tiiberkiiloz kontroli icin ¢cok ciddi problemler olusturdugundan yeni ve
daha etkili kemoterapétik ajanlara ihtiyag vardir. Bu calismada, cok ilaca direncli 10 M.tuberculosis kli-
nik izolatina karsi linezolidin tek basina ve izoniazid ve rifampisin ile kombine etkilerinin dama tahtasi
(checkerboard) yontemiyle in vitro olarak arastirilmasi amaclanmistir. Calismada, %10 oleik asit-albi-
min-dekstroz-katalaz iceren Middlebrook 7H9 buyyon kullanilarak mikrodiltisyon yontemi uygulanmis-
tir. Antibiyotik kombinasyonlari, linezolid icin 4-0.06 pg/ml ve izoniazid ile rifampisin icin 32-0.03
pg/ml konsantrasyonlarda test edilmistir. Sonuglar, fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon (FIK) indeksi
hesaplanarak degderlendirilmistir. Caligilan tim klinik izolatlar linezolide duyarli (2 izolat icin MiK= 0.25
pg/ml, 8 izolat icin MiK= 0.5 pg/ml) bulunmustur. Rifampisin MiK degerleri tiim izolatlarda > 32 ug/ml
iken, izoniazid MIK degerleri 2 izolat icin 4 ug/ml, 6 izolat icin 8 ug/ml ve birer izolat icin 16 ug/ml ve
32 pg/ml olarak belirlenmistir. Calismamizda, yalnizca bir izolat icin linezolid ve izoniazid arasinda si-
nerjistik etki saptanmig (FIK indeksi: 0.265), linezolid ve rifampisin kombinasyonunda sinerjistik etki bu-
lunamamistir. Sonuclarimiz, linezolid ile izoniazid (bir izolat haric) ve rifampisin arasinda sinerji olma-
digini vurgulamakla birlikte daha fazla sayida izolati iceren ileri in vitro ve in vivo calismalara gereksi-
nim oldugu aciktir.

Anahtar sozciikler: Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis, linezolid, kombinasyon.

ABSTRACT

Tuberculosis continues to be a serious public health problem worldwide. Since multi-drug resistant
strains of Mycobacterium tuberculosis constitutes a serious problem in tuberculosis control, new and more
effective chemotherapeutic agents are required. This study was aimed to investigate the in vitro effect of
linezolid alone and in combination with isoniazid and rifampicin against 10 multidrug resistant M.tuber-
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culosis isolates by using the checkerboard method. Checkerboard testing was performed by the broth
microdilution method, using Middlebrook 7H9 broth with 10% oleic acid-albumin-dextrose-catalase. An-
tibiotic combinations were tested at concentrations of 0.06-4 ug/ml for linezolid and 0.03-32 mg/ml for
isoniazid and rifampicin. The results were evaluated according to the calculated fractional inhibitory con-
centration (FIC) index. All clinical isolates were found to be susceptible to linezolid; MICs of linezolid we-
re 0.25 pg/ml for two strains and 0.5 pg/ml for the other strains. While rifampicin MIC values were > 32
pg/ml for all the isolates, isoniazid MIC values were 4 pug/ml for two isolates, 8 pg/ml for six isolates, 16
pg/ml for one isolate and 32 pg/ml for one isolate. In this study, synergism was detected in only one stra-
in between linezolid and isoniazid (FIC index: 0.265). Although synergy was observed between linezolid
and isoniazid just for one strain, further larger scale in vitro and in vivo studies are necessary to evaluate
the effect of different drug combinations against multidrug-resistant M.tuberculosis strains.

Key words: Multidrug resistant Mycobacterium tuberculosis, linezolid, combination.

GIRis

Tiberkiloz diinyada ciddi bir saghk problemi olmaya devam eden 6nemli bir hasta-
liktir. Duyarl tuberkiloz izolatlarina karsi tedavide izoniazid, rifampisin, pirazinamid ve
etambutol veya streptomisinden olusan 4 ilacli bir kombinasyon kullanilir. Son zaman-
larda artan cok ilaca direncli Mycobacterium tuberculosis izolatlari tiberkiiloz kontroltin-
de ciddi bir problemdir. Bu suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde yeni ve daha et-

kili terapotik ajanlara ihtiyac duyulmaktadir'-2.

Oksazolidinonlar protein sentezini inhibe eden yeni bir antibiyotik sinifidir ve sinifin
ilk Gyesi linezoliddir. Linezolid, metisiline ve vankomisine direncli stafilokoklar, vankomi-
sine direncli enterokoklar, penisiline direngli pnomokoklar ve anaeroplari iceren genis bir
gram-pozitif bakteri grubuna etkilidir®. Yapilan calismalarda linezolidin hem duyarli hem
de cok ilaca direncli M.tuberculosis izolatlarina karsi cok iyi bir etkinlige sahip oldugu da
gosterilmistir®”’.

Bu calismada, cok ilaca direncli M.tuberculosis izolatlarina karsi linezolidin tek basina
ve izoniazid ve rifampisin ile kombine etkilerinin arastirlmasi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, cok ilaca direncli 10 M.tuberculosis klinik izolati alindi (Tablo I). Lowenstein-
Jensen besiyerinde Uretilmis taze kiltirlerden 4-5 koloni alinarak icerisinde 4-5 ml 7H9
buyyonu ve 8-10 adet steril cam boncuk iceren tiiplere konuldu. Tipler vortekslenerek ko-
lonilerin homojen olarak dagilmasi saglandi. Daha sonra olusabilecek aerosol ve buyiik par-
caciklarin ¢okmesi icin tlpler oda isisinda 20 dakika bekletildi. Stpernatan steril bir tiipe
aktarilarak 0.5 McFarland bulanikhgina ayarlandi ve standart inokultim olarak kullanildi.

Dama tahtasi (checkerboard) testi, 6nceden tanimlandigi gibi buyyon mikrodillisyon
yontemiyle yapildi®1°. Besiyeri olarak %10 oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz (OADC)
iceren Middlebrook 7H9 buyyon kullanildi. Antibiyotik kombinasyonlari linezolid (Pfizer)
icin 4-0.06 pug/ml ve izoniazid (Sigma) ile rifampisin (Sigma) icin 32-0.03 pg/ml kon-
santrasyonlarda test edildi. Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon (FiK) indeksi su formu-
le gére hesaplandi: [B ilaci ile kombinasyonda A ilacinin minimum inhibitér konsantras-
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Tablo I. Mycobacterium tuberculosis Klinik izolatlarinin Direng Profilleri

izolat No Streptomisin izoniazid Rifampisin Etambutol
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S: Duyarli, R: Direncli.

yonu (MIK)/A ilacinin MIK'i] + [A ilaci ile kombinasyonda B ilacinin MIK’i/B ilacinin
MIK'i]. FIK indeksi < 0.5 ise sinerjistik, > 0.5 - < 4.0 ise aditif veya indiferans, > 4.0 ise an-
tagonist olarak degerlendirildi®.

BULGULAR

Caligilan izolatlarin izoniazid, linezolid ve rifampisin MiK degerleri Tablo Il ve llI’de go-
riilmektedir. Linezolidin kritik konsantrasyonu 1 pg/ml olarak kabul edilmis'' ve tiim izo-
latlarin linezolide duyarli oldugu belirlenmistir (Tablo II). Linezolid ile izoniazid arasinda
yalnizca bir izolatta sinerjistik etki saptanirken, rifampisin ile kombinasyonda sinerjistik
etki gézlenmemistir (Tablo I1,111).

Tablo Il. Cok llaca Direncli Mycobacterium tuberculosis [zolatlarina Karsi Linezolidin Tek Basina ve [zoni-
azid ile Kombine Etkileri

izoniazid MIK (ug/ml) Linezolid MiK (ug/ml)

) Linezolidle izoniazidle )

Izolatlar Tek basina kombine Tek basina kombine FIK indeks Sonug¢
1 8 4 0.5 0.25 1 Add/ind
2 16 4 0.5 0.25 0.75 Add/ind
3 8 2 0.25 0.25 1.25 Add/ind
4 4 1 0.25 0.25 1.25 Add/ind
5 4 4 0.5 0.25 1.5 Add/ind
6 32 0.5 0.5 0.125 0.265 Sinerijistik
7 8 8 0.5 0.25 1.5 Add/ind
8 8 2 0.5 0.25 0.75 Add/ind
9 8 4 0.5 0.25 1 Add/ind
10 8 4 0.5 0.25 1 Add/ind

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, Add: Aditif, ind: indiferans.
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Tablo Ill. Cok flaca Direngli Mycobacterium tuberculosis izolatlarina Karsi Linezolidin Tek Basina ve Rifam-
pisin ile Kombine Etkileri

Rifampisin MiK (ug/ml) Linezolid MiK (ug/ml)

) Linezolidle Rifampisinle .

Izolatlar Tek basina kombine Tek basina kombine FIK indeks Sonug
1 > 32 >32 0.5 0.5 2 Add/ind
2 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind
3 > 32 > 32 0.25 0.25 2 Add/ind
4 > 32 > 32 0.25 0.125 1.5 Add/ind
5 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind
6 > 32 >32 0.5 0.5 2 Add/ind
7 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind
8 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind
9 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind
10 > 32 > 32 0.5 0.5 2 Add/ind

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, Add: Aditif, ind: Iindiferans.

TARTISMA

Duyarli ve direncli M.tuberculosis klinik izolatlarina karsi linezolidin etkinligini goster-
mek amaciyla bircok calisma yapilmaktadir. Alcala ve arkadaslar® 117 M.tuberculosis izo-
latinin linezolid MIK degerlerini < 0.125-1 pg/ml arasinda bildirirken, Rodriguez ve arka-
daslari* 240 izolat icin bu degerleri 0.06-1 pg/ml arasinda saptamis, 3 izolatta ise > 16
ug/ml olarak rapor etmislerdir. Tato ve arkadaslari” 55 M.tuberculosis izolatina kars line-
zolid MIK degerlerini 0.12-0.5 ug/ml arasinda tespit etmislerdir. Richter ve arkadaslari'?,
cok ilaca direncli 210 M.tuberculosis izolatinin 4’Gnin linezolide direncli oldugunu bul-
muslar; MIK degerini bir izolatta 4 ug/ml 3 izolatta ise 8 ug/ml olarak saptamiglardir. Bu-
na kargin Erturan ve Uzun®, cok ilaca direncli tim izolatlarinin < 8 ug/ml linezolid kon-
santrasyonunda inhibe oldugunu bildirmektedir. Bizim calismamizda da, ¢ok ilaca di-
rencli tim izolatlar linezolide duyarli olarak saptanmustir (Tablo II).

Fare modelinde yapilan bir calismada, etionamidin moksifloksasinin aktivitesini artir-
digi belirlenirken, linezolid ve test edilen diger ilaclarin (sikloserin, tiyasetazon, kapre-
omisin, para-aminosalisilik asit) moksifloksasinin etkisini artirmadigi saptanmustir'. Sood
ve arkadaslan'® M.tuberculosis ile enfekte makrofajlari genis spektrumlu yeni bir oksazo-
lidinon ile karsilastirdiklarinda, 8 pg/ml’de canli bakteri sayisinin 200 kattan daha fazla
azaldigini gbstermislerdir. Fortun ve arkadaslan'* da, cok ilaca direncli M.tuberculosis ile
enfekte 5 hastada linezolid iceren kombinasyon rejimleri ile tedavi deneyimlerini rapor
etmisler ve bu hastalarin tedavisinde linezolidin alternatif bir ila¢ oldugunu belirtmisler-
dir. Yapilan bir kombinasyon calismasinda, izoniazide duyarli 10 izolatin lgtinde linezo-
lid ile izoniazidin sinerjistik etki gosterdigi, ancak izoniazide direngli izolatlarda bu etki-
nin gézlenmedigi ifade edilmistir'®. Rifampisin ile linezolid kombine edildiginde de, ri-
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fampisine duyarli 15 izolatin 5’inde sinerjistik etki saptanirken direncli izolatlarda bu et-
ki saptanmamustir'>.

Bizim calismamizda, yalnizca bir izolatta linezolid ile izoniazid arasinda sinerjistik etki
belirlenmis, rifampisin ile linezolid kombinasyonunda sinerji tespit edilmemistir. Linezo-
lid ile kombinasyonda izoniazid MIiK'leri 2 izolatta degismezken, 8 izolatta 2-64 kat ara-
sinda bir azalma gdstermis; izoniazid ile kombinasyonda linezolid MiK'leri de 2 izolatta
degismezken, digerlerinde 2-4 kat azalma gostermistir (Tablo II). Linezolid ile kombinas-
yonda rifampisin MiK’lerinde herhangi bir degisme saptanmamus; rifampisin ile kombi-
nasyonda linezolid MiK'leri yalnizca bir izolatta 2 kat azalirken digerlerinde degisiklik
gozlenmemistir (Tablo 1ll). Sonug olarak, linezolid ile izoniazid ve rifampisin arasindaki
etkilesim ile ilgili daha fazla sayida izolatin calisildigi kapsamli in vitro ve in vivo ¢alisma-
lara gerek vardir.
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