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OZET

Metisiline Direncli Stafilococcus Aureus (MRSA) deneysel sican osteomyeliti
modelinde implantin fosfomisin iceren Poli-(D,L)laktik asit (PDLLA) ile

kaplanmasinin profilaksideki etkinligi.

Dr. Anil Gilcu

Ortopedik cerrahi alaninda implant kaynakli enfeksiyonlarin azaltilmasi her gecen
giin daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada MRSA susu kullanilarak yapilan
deneysel sigan osteomyeliti modelinde implantin fosfomisin igeren Poli-(D,L)laktik
asit ile kaplanmasinin profilaksideki etkinliginin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Arastirma i¢in Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayr alindi. Arastirma i¢in 40 adet
Wistar Albino cinsi siganlarin sol tibialarina 103cfu/ 10uL olacak sekilde bakteri
siispansiyonu enjekte edilerek osteomiyelit olusturuldu ve rastgele dort gruba ayrildi.
Grup 1’e kaplamasiz Kirschner teli (Kontrol), Grup 2’ye PDLLA kapl Kirschner teli
(Kontrol), Grup 3’e gentamisin igeren PDLLA kapli Kirschner teli, Grup 4’e
fosfomisin igeren PDLLA kapli Kirschner teli implante edildi. Tiim deneklerin
birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde 6lg¢iilen rektal viicut sicakliklar
ve viicut agirliklar1 kaydedildi. Radyolojik goriiniimler An ve arkadaslar tarafindan
modifiye edilen skorlama sistemine gore birinci giin , 7., 14., 21., 28., 35. ve 42.
giinlerde degerlendirildi. Deneklerden intrakardiyak enjeksiyon ile birinci giin , 14.,
ve 42. giinlerde alinan kan Ornekleri rutin laboratuar parametreleri agisindan
incelendi. 42. giin ¢ikarilan Kirschner telleri %5 koyun kanli agara ekildi ve takiben
Sml Tryptic Soy Broth (TSB) soliisyon i¢ine kondu. Histopatolojik inceleme i¢in
deneklerin tibialarindan elde edilen o6rnekler rutin islemler sonrasi hemotoksilen
eozin ile boyandi. Petty ve arkadaslari tarafindan tanimlanan degiskenlere gore
semikantitatif olarak degerlendirildi. Istatistiksel analizler SPSS 15 programi

kullanilarak yapild.
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Grup 3’teki deneklerin ortalama radyoloji skorlar1 diger gruptaki deneklere gore
anlaml olarak diisiik olup bu fark 42. giinde en yiiksek diizeye ulagmisti. (p<0.001).
Mirobiyolojik incelemede ise Grup 3’te hem koyun kanli agari, hem de TSB
soliisyonunda %20 iireme goriiliirken, Bu oran Grup 4’te ise %80 oraninda olmustur.
Grup 1 ve 2’de biitiin kiiltiirlerde iireme olusmustur. Grup 3’te patoloji skoru, diger
gruplara gore anlamli olarak daha diistiktti (p=0.005).

MRSA iligkili implant enfeksiyonunun profilaksisi bakimindan, PDLLA
kaplamasina fosfomisin eklenmesi gentamisin eklenmesinden daha iistiin degildi.
Fosfomisin eklenen PDLLA kaplamanin sadece kaplamasiz grupdan daha istiin

olabilecegi bulundu.

Anahtar kelimeler: Fosfomisin, gentamisin, implant enfeksiyonu, MRSA, sigan,
Poli-(D,L)laktik asit kaplama, PDLLA, hayvan modeli, osteomyelit
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SUMMARY

Effectiveness of coating implant with Poly-(D,L)lactic acid (PDLLA) including
fosfomycin in the prophylaxis of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA) experimental rat osteomyelitis model

Dr. Anil Gilcu

Reduction of implant-associated infections is becoming more and more important in
orthopedic surgery. The aim of this study is to investigate effectiveness of coating
implant with Poly-(D,L)lactic acid (PDLLA) including fosfomycin in the
prophylaxis of experimental rat osteomyelitis model occured by using Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

This study was approved by Animal Research Ethics Committee. For this study,
osteomyelitis was established by 10°cfu/10uL bacteria suspension injection to the
left tibias of forty Wistar albino rats and divided into four groups randomly.
Uncoated Kirschner wire was implanted to group 1 (Control), PDLLA coated
Kirschner wire was implanted to Group 2 (Control), PDLLA which include
gentamicine coated Kirschner wire was implanted to Group 3, PDLLA which include
fosfomycin coated Kirschner wire was implanted to Group 4. Body weight and rectal
body temperature were recorded for all subjects on the first, 3rd, 7th, 14th, 21st,
28th, 35th and 42nd day. Radiographs were taken on the first, 7th, 14th, 21st, 28th,
35th and 42nd day and assessed according to a modified score defined by An et al.
Blood samples taken from the subjects with intracardiac injection on the first, 14th
and 42nd day were analyzed for routine laboratory parameters. Kirschner wire was
removed on the 42nd day and swapped on to 5% sheep blood agar and than is
incolated with 5ml TSB solution agar. For histopathological examination, samples
obtained from rats tibias were stained with hematoxylin-eosin (HE) after routine
procedures. They were evaluated semiquantitatively according to the variables
described by Petty et al. Statistical analyzes were performed using SPSS 15
software(IBM,ABD).
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Mean radiology scores of subjects in Group 3 was significantly lower than the other
groups and this difference was more evident on the day 42. (p <0.001)

In microbiological evaluations, %20 bacterial growth was observed in Group 3
which was %80 in Group 4 in both of sheep blood agar and TSB solution. Bacterial
growth is observed in all culture mediums in Group 1 and 2. Pathology score in
group 3 was significantly lower than other grup. (p=0.005).

At the end of study, we found that adding fosfomycin instead of Gentamycin is not

effective to prevent MRSA infection in rats. It was just better than uncoating.

Keywords: Fosfomycin, gentamycin, implant infection, MRSA, rat, polymer

coating, PDLLA, animal model, osteomyelitis
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GIRIS

Ortopedik implantlarin agirlikli olarak kullanim alan1 kemik fiksasyonu ve
eklem replasmanidir. Internal fiksasyon malzemelerine, dzellikle kemik kiriklarinda
gecici bir siireligine ihtiya¢ duyulur ve kemigin iyilesmesi tamamlandiktan sonra
fiksasyon malzemesi ¢ikarilabilir. Bu implantlar enfeksiyonlara karsi hassastir (1).
Son birka¢ dekatta ameliyat ortamindaki ve cerrahi islemler sirasindaki asepsi
kontrollerinin yiiriitiilmesi ve uygun antibiyotik profilaksilerinin tanimlanmasi ile
enfeksiyonlardan korunma ve tedavi alaninda onemli gelismeler saglanmistir (2).
Ancak o6zellikle ortopedik cerrahiler sonrasi enfekte ortopedik implantlardan izole
edilen metisiline direncli stafilococcus aureus (MRSA) prevelansi ile ilgili endiseler

artmaktadir (3).

Mikroorganizmalar yiizeylere yapisir ve ekstraselliiler polisakkaridler
tireterek biyofilm tabakasi olusturur. Kalict implant kullanilmasini gerektiren
durumlarda (eklem replasmani gibi) enfeksiyonun eradikasyonu igin biyofilmin
tamamen yok edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle protez ¢evresi enfeksiyonlarinda
cerrahi debridman, bir veya iki asamali degisim veya yeniden implantasyon olmadan
protezin ¢ikarilmasit uygulanabilir (4). Cerrahi tedavi yaklagimlarin yaninda
biyofilmde kolonize olan bakteriler iizerine etkili bir ajan ile birlikte uzun donem
antibiyotik tedavisi de gereklidir. Ozellikle Stafilokoklar {izerine etkili olan
rifampisin bu Ozelliklere sahip bir antibiyotiktir. Ancak diren¢ gelisiminin
engellenmesi ic¢in rifampisin mutlaka farkli antimikrobiyal ilaglarla birlikte
kullanilmalidir. Bu  antibiyotiklerin  biyofilmin olustugu bolgede yeterli
kontrasyonlarda salinimin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla Poli-(D,L)laktik asit
(PDLLA) biyouyumluluk profili ile yaygin olarak kullanilan bir materyaldir (2).
Tanimlanan bu tedavi yaklasimlar1 ile ortopedik implantlardan kaynaklanan

enfeksiyonlar hastalarin biiyiik gogunlugunda eradike edilebilmektedir (5).

Bir¢ok antibiyotigin biyofilm {izerine smirli etkisi olmasindan dolayi,

enfeksiyondan korunma ve olusan enfeksiyonun tedavisine yonelik yeni se¢eneklere



ihtiya¢ duyulmaktadir. Bakterilerin implant yilizeyine yapismasini ve biyofilm
olusumunu azaltan antimikrobiyal peptitler ile implant yiizeyinin kaplanmasi,
implant kaynakli enfeksiyonlarda potansiyel olarak koruyucu rol oynayacaktir (6).
Bu 6nemli adimlara ragmen implant kaynakli enfeksiyonlarin erken tanisi, tedavide
kullanilacak yeterli antimikrobiyal kombinasyonlari, direng gelisiminin engellenmesi

ve uygun yiizey modifikasyonlar1 konusunda arastirmalar devam etmektedir (7).

Bu c¢alismada da MRSA deneysel sigan osteomyeliti modelinde implanti
fosfomisin iceren Poli-(D,L)laktik asit (PDLLA) ile kaplamanin profilaksideki

etkinliginin aragtirtlmas1 amaglanmaktadir.



GENEL BiLGILER

Glinden giine daha fazla sayida insanin implanta ihtiya¢ duydugu giiniimiizde,
ortopedik cerrahi alaninda implant kaynakli enfeksiyonlarin azaltilmasi daha fazla
onem kazanmaktadir (8). Viicudun bir bolgesinde 6zellikle agik kirik sonrasinda (9)
implant varliginin enfeksiyonlara duyarliligi arttirdigi, konagin savunma sistemini
etkinlestirdigi ve bagisiklik sistemini uyardigi bilinmektedir (10). Viicut
fonksiyonlarmin restorasyonu veya desteklenmesi amaciyla kullanilan kalict
implantlarda veya gegici cihazlarda biyomateryal ile iligkili enfeksiyonlar izlenebilir.
Yaslanan popiilasyonda biyomateryal kullanimi1 giderek artmakla birlikte
biyomateryal ile iliskili enfeksiyonlarin sikligin1 azaltmak i¢in az sayida
biyomateryal tasarlanabilmistir. Bir biyomateryalin akibeti, ekstraselliiler matriks
(ESM) proteinleri, konak hiicre (fibroblast, osteoblast, endotel hiicreleri)
integrasyonu ve bakteriyel kolonizasyonun katildig1 ylizeye tutunmak icin bir yaris
sonunda belirlenir (11). Canli dokusuna implant yerlestirilmesi sonunda ESM
proteinlerinden olusan bir tabaka elde edilir. Ortopedik protezlerde dokuya 6zel ESM
bilesenlerine ve ESM proteinleri ile kapli yiizeye aktif bakteriyel adezyon implant
tizerinde kolonizasyon ve olusabilecek enfeksiyonunun belirleyicisidir (12).
Ekstraselliiler matriks; fibrinojen, fibronektin, albiimin, kollajen ve vitronektin gibi
makromolekiillerin karisimidan olusan biyolojik olarak aktif bir tabakadir (13).
Ekstraselliiler matriks; proliferasyon, adezyon, migrasyon, polarite, farklilasma ve
apoptosis gibi hiicrelerin yasamsal davranislarint ve 06zelliklerini belirlemesi
nedeniyle hayati 6neme sahip son derece dinamik bir yapidir. Konak hiicrenin bu
davraniglart kendisini c¢evreleyen ESM’nin bilesenleri ve yapisal organizasyonu
tarafindan etkilenir (14). Konak hiicreleri ve ESM arasindaki etkilesimler integrinler
gibi spesifik reseptorlerin araciligr ile gerceklesir. Sekiz cesit B alt birimi ve 18 ¢esit
a alt biriminden olusan 25 farkli integrin heterodimeri bircok ESM proteini ile
Okaryot hiicre sitoskeletonu arasindaki baglantiyr saglar. Bu integrinler, hiicre
proliferasyonu ile matriks yeniden sekillenmesini diizenleyen basta fibronektin ve

kollajen olmak {izere konak ESM proteinlerini baglar. Fibronektin fragmanlari



integrinler {izerinden tretilen sinyal ile pro-enflamatuar ve pro-katabolik bir cevabi
aktive eder. Bu durum eger kontrol altina alinamazsa ilerleyici matriks
dejenerasyonuna neden olur (15). Ekstraselliiler matriks sadece konak hiicrelerin
degil bakteri hiicrelerinin de tutundugu ve kolonize oldugu bir yiizeydir.
Biyomateryal yiizeyine ulasan ve kuvvetli bir sekilde baglanan fibroblast gibi
hiicreler bakterilerin canli bir hiicre yiizeyiyle karsilasmasini saglar. Fonksiyonel
olarak konak savunma mekanizmalarina sahip olan bu canli hiicre tabakas1 bakteriyel
yapisma ve kolonizasyona karsi direng gosterir (16). Bununla birlikte
Staphylococcus aureus gibi gram pozitif bakterilerin konak hiicrenin plazma ve ESM
proteinlerinin baglanmasint arttiran birgok ylizey adezini agiga c¢ikardig
bilinmektedir. Fibronektini baglayan mikrobiyal yiizey bilesenlerini taniyan adeziv
matriks molekiillerini agiga ¢ikaran bu bakteriler, birbirine benzer olarak 40-50
aminoasit kalintt motifinin 3-6 tekrarindan olusan primer ligand baglayici alanlar

icerirler (17).

Kirik olusumu sonrasinda ilgili alan1 enfeksiyondan korumak i¢in yeterli yara
debridmani ile olii veya saglikli olmayan dokunun uzaklastirilmasi, bakteri
inokiilasyonunu engellemek icin doku lavaji, kirigin stabilizasyonu ve yumusak
dokunun onarimi sonrasi kapatilmast Onerilmektedir. Kiriklarda kullanilacak
implantlarin se¢imi yaralanmanin anatomik yerine, parcali olup olmamasina, eslik
eden diger yaralanmalara, cerrahin deneyimine ve tercihine baglidir. Kapali ve agik
kruklarda kullanilabilen uzvun rijit olarak internal fiksasyonu erken mobilizasyon
imkan1 saglar. Ancak kontamine olmus veya kemigin pargalamasi nedeniyle ilave
hasarlarin oldugu durumlarda internal fiksasyon Onerilmez (18,19). Bu tiir
miidahalelerde siklikla pargali kiriklara stabilite saglayan ve daha az invaziv olan
eksternal fiksasyon yontemleri kullanilir. Eksternal fiksasyonlardaki temel sorun ise
tedavi edilmez ise osteomyelite neden olabilen pin yolu enfeksiyonudur (20). Tel
veya pin yerlestirilmesindeki teknik yetersizlik, yerlestirme sirasinda doku
sicakliginin artmasi, implantin viicutta kalig siiresi, uygulama alanindaki cilt
hareketleri ve implantin kas i¢inde yerlesimi pin yolu enfeksiyonu i¢in yatkinlik
kazandiran etkenler arasindadir. Bu enfeksiyonlar siklikla S. aureus ve S.
Epidermidis kaynaklidir ve agizdan antibiyotikler ile tedavi edilebilir. Bazen enfekte

olmus pinin temizlenmesi gibi yeterli enfeksiyon tedavisi ve uygun antibiyotiklere



ragmen bu enfeksiyonlar devam edebilir. Enfekte eksternal fiksasyon cihazlari ile
ilgli sorunlar; fiksasyon materyalinin ve kemigin stabilitesini etkileyen pin
gevsemesi, osteomyelite yol acabilen muhtemel derin doku ve kemik
enfeksiyonlariin olugmasini kapsar. Pin yolu enfeksiyonlarinda karsilasilan bir diger
sorun ise eksternal fiksasyon cihazinin intramediiller ¢ivi ile degistirilmesinden sonra
derin enfeksiyon insidansinin artmis olmasidir. Bu oran pin yolu enfeksiyonu
olmayanlarda %6’dan az iken pin yolu enfeksiyonu olanlarda %71’e kadar
bildirilmistir (21,22).

OSTEOMYELIT

Osteomyelit “osteon”, “myelos”, ve “itis” kelimelerinden tiiretilmis ve
mikroorganizmalarin enfeksiydz ve enflamatuvar siiregler sonunda kemik ve kemik
iliginde hasar yaratmasi ile kendini gdOsteren ilerleyici bir hastalik olarak

tanimlanmustir (23).

Hastaligin siiflandirilmasinin temeli, hastaligin siiresine, mekanizmasina ve
konagin cevabina dayanir (24) (Tablo 1). Hem anatomik lokalizasyonunu hem de
hastanin fizyolojik durumunu dikkate alan Cierny-Mader Siniflamasi’da yaygin

olarak kullanilir (Sekil 1).

Tablol. Osteomyelitin siniflandirilmasi (25)

Osteomyelitte simflama

A. Siireye Gore Smiflandirma
I. Akut osteomyelit
I1. Subakut osteomyelit
I11. Kronik osteomyelit
a- Aktif kronik osteomyelit
b- Inaktif kronik osteomyelit

B. Olus mekanizmasina gore siniflandirma
I. Eksojen osteomyelit
a- Travmatik
b- Iyatrojenik
- Bulasic1 odak enfeksiyonu
I1. Hematojen osteomyelit




tablonun devama.
C. Konagin cevabina gore siniflandirma
I. Piyojenik osteomyelit: gram (+), gram (-), anaeroblarla olusur.
II. Graniilomatdz osteomyelit: aside direncli bakteriler, spiroketler, mantarlarla

olusur.

D. Anatomik Siniflama
Tip . Mediiller osteomyelit
Tip II. Yiizeyel osteomyelit
Tip I1l. Lokalize osteomyelit
Tip IV. Diffiiz osteomyelit

E. Fizyolojik Siniflama
Smif A. lyi sistemik defans, iyi lokal vaskiilarite
Smif B. Lokal (L), sistemik (S) veya kombine (L, S) olarak defansi baskilanmig
Smif C. Defansi siddetli baskilanmig, minimal sakatlik cerrahiye aday degil, tedavi
hastaligin kendisinden daha kétii sonuglara yol agar.

(Oto M. 2008 'den tabloya uyarlanmistir.)

K

Mediiller Yiizeyel
Lokal Yaygin

Sekil 1. Cierny-Mader Anatomik Siniflamasi (25)



Etyoloji

Osteomiyelit, ¢ogu zaman bakteriyel kokenli olup genel olarak iki yolla olusur (26);
hematojen yayilim ile olusan osteomiyelit, bulasma ile olusan osteomiyelit (cerrahi,

travma, komsu enfeksiyon odagi). Sik osteomyelit etkenleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Sik osteomyelit etkenleri (25)

Sik Osteomyelit Etkenleri

Sik (%50’den fazla)
Stafilokokus aureus
Koagiilaz-negatif stafilokok

Az sik (9%25)
Streptokok
Enterokok
Psodomonas C tiirleri
Enterobakter tiirleri
Proteus tiirleri tiirleri
Escherichia coli
Serratia tiirleri
Anaeroblar (Peptostreptokok tiirleri, klostridium tiirleri, bakteroides fragilis)

Nadir
Mikobakterium tuberculosis
Mikobakterium avium compleks
Rapidly growing mycobacteria
Dimorphik fungi
Kandida tiirleri
Aspergillus tiirleri
Mikoplazma tiirleri
Tropheryma whipplei
Brusella tiirleri
Salmonella tiirleri
Actinomyces

Berbari ve ark. 2005 'ten uyarlanmistir.



Bulgular

Klinik bulgular, 6yki, fizik muayene, kiiltiir ve histopatoloji, laboratuar
testleri, sintigrafi, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintiileme, pozitron

emisyon tomografisi osteomyelit tan1 ve takibinde kullanilan yontemlerdir (25).

Klinik

Oykii ve muayene bulgular1 ile tani konulabilmekle birlikte bulgular
goriintiileme, mikrobiyoloji ve histopatoloji ile teyit edilmelidir. Hastalarda genel
olarak ates, Uslime-titreme, kirginlik, letarji, yorgunluk gibi 06zgiill olmayan
enfeksiyon yakinmalari izlenir. Enfeksiyon alaninda lokal agri veya fistiil olusumu
goriilebilir. Akut osteomiyelitte tablo birkac¢ giinliik iken, subakutta birkac¢ hafta,
kronik osteomiyelitte ise aylar ve yillar boyu siiren agrilar vardir ve fistiil varligi

tipik tan1 koydurucudur.

Laboratuvar

Osteomiyelitin tedavi seklinin belirlenmesinde erken tanisi1 ve mikrobiyolojik
testler onemli rol oynar. Biyopsi ve Kkiiltiir altin standarttir. Hastanin oykiisii,
muayene bulgulari, goriintiileme yoOntemleri ve mikrobiyolojik testler tani
destekleyen unsurlardir. Lokosit sayisi, eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve CRP
genellikle artmistir. Kan kiiltliri antibiyoterapiden 6nce veya en ge¢ 48 saat icinde

degerlendirilmelidir.

Goriintiileme

Enfeksiyondan 2-3 hafta sonra direkt grafiler ile yumusak doku sisligi, eklem
mesafesinde degisiklikler, kemik destriiksiyonu ve periosteal reaksiyon izlenebilir.
Ultrasonografi, yumusak dokudaki piiriilan materyalin saptanmasinda yararli olabilir.
Bilgisayarlt Tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI) yontemleri
radyografinin normal oldugu durumlarda; kortikomediiller destriiksiyonu, periost

reaksiyonunu, eklem hasarin1 ve yumusak doku yayiliminin daha erken gosterilmesi



amaciyla kullanilabilir. Bilgisayarli tomografi sekestrumun tespitinde ve igne
biopsisine rehberlik icin de yararhidir. Kemik sintigrafisinde radyofarmasotik
maddeler metabolik aktivitenin arttigit kemik bolgelerine baglanir ve akut
osteomyelitin erken saptanmasinda son derece duyarlidir. Ug fazli yapilan
goriintiilemedeki sicak alanlar, yeni kemik olusumunu ifade eder. Osteomyelitte ii¢
fazda da artmis tutulum beklenir. Pozitron Emisyon Tomografi (PET), ozellikle
kronik osteomyelit tanisinda siipheli olgularda ilk tercih edilmesi gereken

incelemedir (27-30).

Mikrobiyoloji

Osteomyelitin tanisinda temel prensip olarak kan kiiltiirleri ve kemik doku
orneklemeleri antimikrobiyal ajanlar1 baslamadan o©nce yapilmalidir. Etken
mikroorgnizmanin tespitinde swap kiiltiirleri genellikle yetersizdir. Cerrahi 6rnekler
veya perkutan kemik biyopsisinden elde edilen kiiltiirler tercih edilmelidir. Tanisal
sensitiviteyi arttirmak i¢in kemik doku orneklerinden histopatolojik inceleme de

yapilmalidir (31).

Tedavi

Osteomiyelitte tedavinin temel unsuru nekrotik dokunun temizlenmesi, 6lii
bosluklarin doldurulmasi ve etkin bir antibiyoterapidir. Tedavinin belirlenmesinde
Cierny-Mader Smiflamasi 6nem tasir. Bu siniflama hem hastaligin anatomik
lokalizasyonunu hem de hastanin fizyolojik durumunu dikkate alir. Evre 1 hastalikta
genellikle akut hematojen yayilim sonucu olusur ve medullaya smirhidir.
Antibiyoterapiye cevap verir ve cerrahi debridmana gerek duyulmayabilir. Evre 2°de
kortikal yiizey ortiinme defektine bagl yiizeyel enfeksiyonu goriilir ve erken
taninirsa antibiyoterapi ile tedavi edilebilir. Evre 3 ve 4 hastalikta derin dokular
etkilenmistir. Evre 3’te eksizyonu sirasinda stabiliteyi bozmaya neden olmayacak
kortikal sekestr, Evre 4’te tan1 veya debridman ile tedavi aninda mekanik instabilite
beklenen enfeksiyon bulgulart mevcuttur. Evre 3 ve 4 ‘te hem medikal hem de

cerrahi tedavi uygulanir. Her evrede hastanin durumu ve eslik eden hastaliklar



tedavi sonuglarini etkiler. Fizyolojik siniflamada; Smif 1: enfeksiyon ve cerrahi
tedaviye normal yanit, Sinif 2: yetersiz bagisiklik ve yara iyilesmesi, Siif 3: tedavi
ile durumu kétiilesebilecek olanlar seklinde yorumlanmis ve degerlendirmede konak

savunmasi dikkate alinmistir (25,32).

Cerrahi tedavi

Cerrahi tedavide temel unsurlar yeterli drenaj, nekrotik dokularin genis
debridmani, 6li boslugun tedavisi, yeterli yumusak doku destegi ve dolagimin
diizenlenmesidir. Kirik sonrasi gelisen enfeksiyonlarda kirik iyilesme siirecinde
baskilayict antibiyoterapi uygulanir. Kirik iyilestikten sonra kalan enfeksiyon cerrahi
ile tedavi edilebilir. Cerrahi sonrasi yeterli yumusak doku desteginin saglanmasi
amaciyla kiiciik defektler i¢in kismi deri grefti, bliylik defektler icin ise lokal kas
flebi kullanilabilir. Bu tedaviler ile birlikte uygulanacak hiperbarik oksijen tedavisi

ile iskemik veya enfekte yaranin iyilesmesi desteklenebilir (33).

Antibiyoterapi

Antibiyotik tedavi protokoliine biyopsi veya debridman sirasinda alinan
kemik kiiltiirlerinden elde edilen patojenlerin siniflandirilmasima gore karar verilir
(34). Kemik kiltirii alindiktan sonra olasi patojenlere etkili olacak parenteral

antibiyotik tedavisi planlanir.

Etken organizma tespit edildikten sonra parenteral tedavide kullanilan
antibiyotik seciminde degisiklige gidilebilir. Kullanilacak antibiyoterapinin etken
maddesini ve uygulama yolunu (oral, parenteral, kombinasyon) segerken
mikrobiyolojik testlerdeki duyarlilik sonuglari, hasta uyumu ve ilgili uzman hekimin
Onerileri dikkate alinir. Ac¢ik kiriklarda enfeksiyon riskini azaltmak icin sistemik
antibiyotik proflaksisi ve antibiyotik emdirilmis boncuklar onerilmektedir. Genel
olarak, tedavi siiresi 4-6 hafta olmakla birlikte osteomyelitin antibiyotiklerle tedavisi
icin daha uzun siireli tedavilere de ihtiyag duyulabilir. Klindamisin, rifampisin,
trimetoprim/siilfametaksazol ~ve florokinolonlar gibi  antibiyotiklerin  oral
antibiyoterapide etkili olduklari bilinmektedir. Klindamisin, baslangic dénemde

intravendz (IV) tedaviden sonra oral olarak kullanilir ve Stafilokoklar da dahil bir¢ok
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gram (+) bakteriye karsi etkilidir. Linezolid, MRSA ve Vankomisine direngli
Enterokoklara kars1 etkilidir ve 1V/oral yolla kullanilabilir. Bakterilerin protein
sentezini engeller ve kemige iyi penetre olur. Oral kinolonlar eriskinlerde gram (-)
etkenlerin tedavisinde kullailir ve oral emilimi iyidir. Rifampisin ideal hiicreler arasi
konsantrasyonlara ulasir, MRSA i¢in iyi bir duyarlilik profiline sahiptir. Sinerjik etki
ve direncin engellenmesi i¢in ¢ogulukla hiicre duvarma etki eden antibiyotikler ile
birlikte kullanilir (35). Etkenin tespit edilemedigi durumlarda enfeksiyon hastaneden
edinilmis ise MRSA, hastane disindan edinilmis ise gram (-) bakteriler de dahil
olmak iizere birden fazla mikroorganizma kaynakli olarak diisiliniilir ve bu yonde

tedaviye baglanir.

Parenteral antibiyotikler antibiyoterapinin temelidir ve birkag¢ hafta kullanilir.
Direng gelisimi sik karsilasilan bir sorun olup protez enfeksiyonlarinda Staf.
Epidermidis gibi bazi bakteriler antibiyotiklerin dagilimin1 ve organizmanin
fagositozunu engelleyen bir biyofilme tutunurlar (36). Protez enfeksiyonlarinda
biyofilm {lizerine etki eden rifampin her zaman diger antibiyotikler ile birlikte
kullanilmalidir. Rifampin kullanilmadigi durumlarda enfeksiyonun tekrarlama

ihtimalinin arttirdig1 gosterilmistir (37).

Tedavi se¢iminde biyoyararlanim, diisiik toksisite, kemige penetrasyon gibi
etkenler 6nemlidir ve cerrahinin yapilamadigi durumlarda baskilayic1 antibiyotik
tedavisi Onerilebilir. Ortopedik implanti1 olan hastalarda rifampin, ofloksasin, fusidik
asit, ve trimetoprim-siilfometaksazol baskilayici antibiyoterapide kullanilabilecek
ajanlardir  (38). Hayvan  c¢alismalarinda  debridman  sonrast  kemik
revaskiilarizasyonun saglanmasi i¢in 4 haftaya ihtiya¢ oldugu gosterilmistir.
Stafilokoklara bagli gelisen kemik, eklem veya implant ile iliskili enfeksiyonlarin

tedavisi ile ilgili hayvan ¢alismalar1 Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. Stafilokoklara bagli gelisen kemik, eklem veya implant ile iliskili
enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili hayvan calismalar (39)

Antibiyotik Bulgular

Rifampisin Rifampisin/Siprofloksasin Etkili
Rifampisin/Fleroksasin Etkili
Rifampisin/Pefloksasin Etkili
Rifampisin/Levofloksasin Etkili

(Rifampisin/Linezolid’den

11



tablonun devami.

Florokinolon

Oksazolidinon
Linkozamid
Makrolid

Rifampisin/Linezolid
Rifampisin/Trimetoprim/Siilfametaksazol
Rifampisin/Klindamisin
Rifampisin/Minosilin

Rifampisin/Azitromisin
Rifampisin/Klaritromisin
Rifampisin/Nafsilin

Levofloksasin

Moksifloksasin
Siprofloksasin

Gatifloksasin
Linezolid
Klindamisin
Azitromisin

etkili)

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili Etkili
(Rifampisin/Vankomisin’den
daha az)

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili (yiiksek dozlarda)
(MSSA* osteomyelitinde
Nafsilin’den daha az)

Etkili

(Kronik S.aureus
osteomyelitinde sefuroksimden
daha az etkili)

Etkili (MSSA osteomyelitinde
Nafsilin ile kiyaslanabilir etki)
MSSA osteomyelitinde Etkisiz
Etkili

Etkisiz

*MSSA, Metisiline duyarli Staf. Aureus
(Kim ve arkadaslari, 2014 ten Tiirk¢eye uyarlanmigtir.)

Gentamisin

Gentamisin Gram (+) (mikobakteriler de dahil) ve Gram (-) bakteriler tizerine

etkili genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Sekil 2). Bakterilerde, ribozoma
baglanmasinin yani sira lipopolisakkaritlerin paketlenme sirasin1 bozarak dis
membranda delikler olusturur (40). Gentamisin kaplanmis kemik ¢imentolarin
kullaniminin antibiyotik direncini tetkileme olasilig1 vardir. Baglangic donemindeki
yiiksek antibiyotik saliniminin ardindan implant ¢evresindeki uzun donem diisiik
konsantrasyonlar antibiyotik direngli suslarin olusumuna neden olabilir (41). Hayvan
modellerinde, gentamisinin lokal olarak uygulandigi kollajen tabaka veya
demineralize kemik matriksi ile tobramisin yedirilmis kalsiyum siilfat taneleri ile

gentamisinin akut osteomyeliti onledigi gosterilmistir (42,43).
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Sekil 2. Gentamisinin kimyasal yapisi (44).

Fosfomisin

Fosfomisin (Fosfonomisin) Gram (+) ve Gram (-) bakteriler iizerine etkili
genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Sekil 3). Ilk kez 1969 yilinda Ispanya’da
bulunmus ve {iriner sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmistir. Fosfomisin
proteinlere hemen hemen hi¢ baglanma gdstermeyen diisiik molekiil agirlikli bir
fosfonik asit derivesidir. Fosfomisin trometamit (¢6ziinebilir bir tuz), oral kullanim
i¢in fosfomisin kalsiyum ve intravendz kullanim igin fosfomisin disodyum olmak

tizere 3 formu vardir (45).
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Sekil 3. Fosfomisinin kimyasal yapis1 (46).

13



Fosfomisin hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilerde fosfoenolpiriivat
analogudur. Fosfomisine duyarli olan hiicrelere olmak iizere yapisal fonksiyon
gosteren L-a-gliserolfosfat transport sistemi (GIpT) ve heksoz fosfat transport
(UhpT) olusumunu iki farkli transport sistemi ile girer. Bu yolla N-asetilmuramik
asidin olusumunu engelleyerek peptidoglikan sentezini inhibe eder. Beta laktam,
aminoglikozid ve florokinolon grubu ile sinerjik etki gosterir. Bu etkilere ek olarak
fosfomisin bakteri fimbrialarinin sentezini ve hareket yetenegini azaltarak
patojenlerin {iriner sistem epiteline ve tiriner kateterlerinin i¢ yiizeyine yapismasini
ve kolonizasyonunu engellemektedir. Bu mekanizma ile inhibitor konsantrasyonlarin
altinda kalsa bile adezyonu engelleyici etki gosterebilmektedir. Bu etki sonunda
bakterilere hiicreye yapisabilme, iiriner sistem dokulari tizerinde birikebilme ve idrar
akimma karsi koyabilme yetenegi kazandiran en Onemli oOzelliklerden biri

engellenerek iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi saglanabilmektedir (47,48).

Minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK)so ve MiKgo degerleri S.aureus icin
sirasiyla 8 ve 16pg/ml’dir. Kalite kontrol suglarinda E.coli ATCC 25922 i¢in zon
capt 23-29 mm ve MIK degeri 0.5-2.0 pg/ml; S.aureus ATCC 25923 igin zon gapi
25-33 mm ve MIK degeri 0.5-4.0 ug/ml; P.aeruginosa ATCC 27813 i¢in MIK degeri
2.0-8.0 ug/ml ve E.faecalis ATCC 29212 igin MIK degeri 32-128 pg/ml olarak kabul
edilmektedir. Disk difiizyon testinde koagiilaz-negatif stafilokoklarin zon ¢ap1 igin
ise kesin bir ol¢iit bulunmamaktadir (49). Erigkin hastalarda intravendz uygulamada

fosfomisin kullanimi ile ilgili caligmalar Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Fosfomisinin erigskinlerde intravendz olarak etkili bulundugu ¢alismalarin
Ozeti.

Calisma Patojen Enfeksiyon Kombinasyon Mortalit
Tedavisi e
Alvarez ve ark. Serratia Endoftalmit Seftriakson+amikasin 0
marcescens
Boulard ve ark. Staphylococcus BOS sant Aminoglikozid 0
epidermidis enfeksiyonu
Bureau-Chalot ve ark.  Stomatococcus Spondilodiskit Sefotaksim 0
mucilaginosus
Florent ve ark. Coklu Coklu Coklu 13
Gillard ve ark. - Piyojenik diskit Kinolon 0
Guerin ve ark. Pseudomonas Prostatit Aztreonam 0
aeruginosa
May ve ark. Coklu Menenjit Seftriakson -
Meissner ve ark. Coklu Kronik - 26,4
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tablonun devami.

Osteomyelit
Michalopoulos ve ark.  MDR Kilebsiella Yogun bakim Coklu 18,2
pneumoniae kaynakl
enfeksiyon
Mirakhur ve ark. Pseudomonas Kistik fibrozis Coklu 0
aeruginosa
Nakayama ve ark. MRSA Toksik sok Vankomisin 0
sendromu
Nissen ve ark. Coklu Pnémoni Ampisilin 6
Ortler ve ark. Staphylococcus  Yara enfeksiyonu Sefmenoksim 0
aureus
Portier ve ark. MRSA Bakteriyemi: Sefotaksim 0
kemik eklem
enfeksiyonu
&menenjit
Roualdes ve ark. Staphylococcus BOS sant Vankomisin, 0
epidermidis enfeksiyonu Rifampin
Staphylococcus
capitis
Micrococcus
varians
Silbermann ve ark. Staphylococcus Menenjit Vankomisin 0
epidermidis
Ueda ve ark. Coklu Coklu - 46,1
Yamaguchi ve ark. MRSA Pnoémoni & sepsis Arbekasin 0
Zink ve ark. Staphylococcus  Ventrikiiloatriyel Gentamisin 0
albus sant menejiti

(Michalopoulos AS. 2011 ‘den Tiirk¢e 'ye uyarlanmistir.)

Yabanci madde, medikal cihazlar, implant yilizeyleri ve hasarli dokulara
yapisan bakteriler polisakarit ve proteinden olusan bir polimerik matriks ile
kendilerini Orterler ve biyofilm olustururlar. Biyofilmler, santral vendz kateter
kaynakli enfeksiyonlar veya iriner kateter kaynakli enfeksiyonlar gibi hastane
kokenli bir¢cok enfeksiyonun olusumu ve direng olusumunda anlamli rol oynarlar.
Biyofilmlerde antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen diren¢ artmustir. Biyofilmler
horizontal gentransferine zemin hazirlayarak antibiyotik direncinin yayilimini
kolaylastirirlar. Biyofilmlerin stabilitesi ve biyofilmler i¢indeki bakterilerde gozlenen
antibiyotik direnci hastane kaynakli enfeksiyonlarinin kroniklesmesindeki temel
unsurlardandir. Bakteriyel biyofilmlerin rutin tanisal testler ile tanisi zordur ve bu
yapilar bircok antibiyotik ile konak savunmasina karsi dogal olarak direclidir.
Fosfomisinin, 0Ozellikle florokinolonlar veya aminoglikozidler ile birlikte
kullanildiginda antimikrobiyal etkisi oldugu gdsterilmistir. Fosfomisin ayrica

biyofilm yapisini kirarak diger antibiyotiklerin gegirgenligini arttirabilir (50,51).
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S. AUREUS ILISKILi IMPLANT ENFEKSiYONLARI

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesi liyesi olup, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif
anaerob, gram boyal1 preparatta ikili, li¢lii, ya da kiime seklinde goriinen, 0.5-1.5 mm
capinda gram pozitif koklardir. Insandaki en sik patojen tiir S.aureus’tur. Stafilokok
tirleri miikoz membranlar, ve derinin normal florasinda bulunur. Bu tiirler katalaz
(+) olmasi ile katalaz (-) olan Streptokok tiirlerinden ayrilir. S. Aureus; eklem ve
iskelet sistemi enfeksiyonlar: ile seliilit, fronkiil, karbonkiil gibi deri ve yumusak
doku infeksiyonlarinin sik goriilen sebeplerinden biridir (52,53). Stafilokok cinsi
bakteriler implant kaynakli enfeksiyonlarin yaygin goriilen nedenlerindendir.
S.aureus siklikla biyomateryal, kemik, eklem ve yumusak doku enfeksiyonlarina
neden olurken S.epidermidis polimer ile iligkili implant enfeksiyonlarinda 6n plana
cikar (54,55). Ozellikle MRSA’ya kars1 gelisen antibiyotik direnci kirik fiksasyonu
sonras1 olusan enfeksiyonlarin %25-32’si MRSA kaynakli olmasi nedeniyle travma

cerrahisini de etkileyen yaygin bir sorundur (56).

S.aureus ve S.epidermidis basta olmak tlizere bir¢ok Stafilokok tiirli biyofilm
olusturur. Biyofilmlerin ayirt edici 6zelligi hiicreleri ¢evreleyen ve kaplayan basta

polisakkaritler olmak {izere ekstraselliiler polimerik maddelerdir (57).

WO et
SE 8.1 staph 97-11-52 2.2

Resim 1. Metisiline Direngli Stafilococcus Aureus’un elektron mikroskop goriintiisii
(58).
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Resim 2. S. Aureus ve polisakkarit yapinin elektron mikroskop goriintiisii (57).

Biyofilm olusumu bakterinin ylizeye yapismasi ve bakterilerin bir tabaka
olusturacak sekilde kendi arasinda yapismasi olmak iizere iki asamalidir. Biyofilm
olustuktan sonra i¢ bdoliimdeki bakteriler antibiyotiklerden ve fagositozdan
korunacagi igin enfeksiyonun tedavisi zorlasacaktir (59). Biyofilm olusumu ve
koagiilaz enzimi, S.aureus’un patojenitesinde onemli rol oynamaktadir. Bakterilerin
mikrocevreye uyumlar1 sirasinda fenotipik ve genotipik olarak farklilasip daha
patojen hale geldigi bilinmektedir. Endokardit, osteomiyelit, deri ve implant
enfeksiyonlariin persistan hale gelmesinde 6nemli bir rolii oldugu bilinen biyofilm
yapilarindaki bakterilerin, serbest olanlara kiyasla antibiyotiklere kars1 10-1000 kat
daha direngli oldugu vurgulanmaktadir (60).

BiYOMATERYAL YUZEYI VE MODIFIKASYONLARI

Uygun antibiyotik profilaksisi ortopedik cerrahiler de gelisen enfeksiyon
oranlarini azaltabilir. Ancak lokal damar hasari, doku yikimi ve ddem nedeniyle
sistemik olarak uygulanan antibiyotiklerin kirik alaninda ve doku-implant
arayiziinde dagilimi smirlidir (61). Potansiyel antimikrobiyal ajanlarin dogrudan

doku-implant arayliziine uygulanmasi ile daha iyi enfeksiyon profilaksisi

17



saglanabilir. Bu amagla antibiyotik yiiklii ¢imentolar, kollajen biyomateryaller ve
implant kaplamalar1 olmak {izere birgok biyomateryal ile ilgili arastirmalar
yapilmistir (62). Gentamisin polimetilmetakrilat (PMMA) boncuklarinin akut ve
kronik enfeksiyonu azalttigi gosterilmistir (63). Benzer sekilde gentamisin kaplanmig
kollajen siingerler de kullanilabilir. Ancak PMMA boncuklar1 4-6 hafta sonra
cikarilmalidir ve kollajen siingerler siirekli ve kontrollii antibiyotik salinimina izin
vermez (64). Antibiyotik kaplamali implantlar ise yeniden ¢ikarilmasi igin ayri bir
prosediir gerektirmez ve yara kapanmasi geciktirmez. Onceki klinik ¢alismalarda
gentamisin kapli tibial intramediiller ¢ivinin implant ile iliskili enfeksiyon oranini
azalttig1 gosterilmistir (62,65). Giiniimiizde ortopedi alaninda kullanilan antibiyotik
iceren materyallerde siklikla gentamisin kullanilmaktadir. Ancak, artan gentamisin
direncinin oldugu bir ortamda gentamisin salinimli tekolojilerin etkinliginin devam
edip etmeyecegi bilinmemektedir (66). Ayrica gentamisinin sinirli hiicre igi
penetrasyona sahip olmasi nedeniyle implant ile iliskili enfeksiyonlarda 6nemli rol
oynayan intraselliiler bakterilere antibakteriyel etkisinde yetersizlik goriilmektedir
(67-69).

Ortopedik cerrahi islemlerde paslanmaz celik, titanyum, titanyum alasimlari
ve ayrisabilen polimerle siklikla kullanilir. Paslanmaz ¢elik materyallerin enfeksiyon
oraninin titanyum implantlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (70). Femur,
tibia ve humeral diyafizin kapali ve Tip I agik kiriklarinin tedavisinde intramediiller
civiler siklikla kullanilir. Yeni intramediiller ¢ivilerin tasarimiyla bu implantlarin tip
II ve tip III agik kiriklarda da kullanimi miimkiin olmaktadir (16). Intramediiller ¢ivi
enfeksiyonlar: siklikla kirigin kaynamamasi ve osteomyelit ile iligkilidir. Bu durum
sekestrum olusumuna yatkinlik olusturabilir. Bu enfeksiyonlarin kaynagi olan S.
aureus and S. epidermidis gibi bakterilerin implant yiizeyinde biyofilm olusturmalar
nedeniyle antibiyotikler ile tedavide zorluklar yasanmaktadir. Bu durumda tek tedavi
secenegi implantin ¢ikarilmasidir. Bu nedenle, antibiyotiklere bakteriyel direncteki
artis sonucunda bakteriyel adezyonu ve kolonizasyonu engelleyen yiizeylere olan

ihtiya¢ daha anlamli hale gelmistir.
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GEREC VE YONTEM
Etik Kurul Onay1

Bu arastirma icin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan; 14.10.2014 tarihli, 2014/039 sayili toplantida alinan karar ile ve
17.10.2014 tarihli ve 60758568-020/58916 sayil1 yaz1 ile onay almustir.

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma

Birimi’nde yiiriitiildii. Arastirma dort farkli asama ile tamamlandi.

1- Aragtirmaya alinan denekler (sigan) Lucke ve arkadaslari (65) tarafindan
tanimlanmis modellerde belirtilen yontem ile enfekte edilerek implant iligkili
ostemyelit olusturuldu. Arastirmada temin edilen Metisilin Direngli Stafilococcus
aureus(ATCC 43300) kokeni kullanildi. Implant iliskili osteomyelit modeli igin
10%cfu/10 puL olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlandi. Denekler 4 grup halinde

siniflandirildi;
Grup-1: Kaplamasiz implant(Kontrol),
Grup-2:PDLLA kapli implant (Kontrol),
Grup-3: Gentamisin igeren PDLLA kapli implant,
Grup-4: Fosfomisin iceren PDLLA kapli implant.

2- Arastirmanin baglangicinda (1. giin) tiim deneklerin sol tibialar1 10 pL
bakteri siispansiyonu ile kontamine edildikten sonra igine gruba uygun Kirschner

telleri intramediiller olarak yerlestirildi.
3- Arastirmanin takip siiresince;

- Birinci giin, 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. gilinlerde tiim denekler tartildi ve

rektal viicut sicakliklar1 6l¢iildii,

- Her gruptaki deneklerden intrakardiyak enjeksiyon ile birinci giin, 14. ve 42.

giinlerde 1-2 ml kan alindi,

- Ik giin ile 7., 14.,21., 28., 35. ve 42. giinlerde radyolojik degerlendirme
yapild.
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Bakteri ve Inokiilasyonun Hazirlanmasi

Sicanlar, Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligi’ndan temin edilen
ATCC 43300 MRSA susu inokulasyonu ile enfekte edildi.

Bu bakterinin penisilin, oksasilin, klindamisin ve eritromisine direngli
oldugu; vankomisin, gentamisin, nitrofurantain, linezolid, daptomisin ve teikoplanine
duyarli oldugu BD Phoenix Otomatik Mikrobiyoloji Sistemi (Becton Dickinson Ltd.
USA) ile gosterildi. Elde edilen bakterinin fosfomisine duyarli oldugu ise disk
diftizyon yontemi ile gosterildi (71) (Resim 3). Diger MRSA suslarindaki disk
difuzyon yontemi ile yapilan ¢alismalar baz alinarak duyarlilik degerlendirildi (72).

Resim 3. Fosfomisin disk duyarlilik testi

Stafiloccus aures’un 9ml’lik Tryptic Soy Broth (TSB) soliisyonunun (Casein
peptone-soymeal peptone Agar T8907 Fluka Sigma-Aldrich Ltd. USA) 1 gecelik
kiiltiiriinden sonra 3ml TSB igeren steril tiiplere bu soliisyondan 100 mikrolitre (ul)
transfer edildi. Bu tiipler Log Faz biiyiime dénemini elde etmek igin 37°C’de 3 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast tiipler 3000 rpm (revolution per minute-dakikadaki
devir sayisi) ile 10 dakika (dk) santifiij edildikten sonra siipernatant kisim ayrildi.
Kalan kisim 2 kez fosfat tamponlu salin (FTS) ile yikandi. Spektrometrik kontrol
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yontemi (Phoenix Spec Nephelometer, BD, New Jersey USA) ile 6 numarali
McFarland standardi elde edilinceye kadar bakteriyel sedimente FTS eklendi.

100ul otomatik pipetlerle (Eppendorf EpTIBS, 10-100 pl) 10ul soliisyon
koyun kanli agarda ekildi. Etiiv sonrasi gozle koloni sayimi yapildi. Siispansiyonlar
1,5ml’lik hacimlerle Eppendorf tiiplere alinarak -80°C’de donduruldu. Cerrahi igin
kullanim 6ncesinde olas1 konsantrasyon dalgalanmalar1 ekim ve koloni sayimi ile
tekrar kontrol edildi. Operatif prosediirde Kirschner teli yerlestirilmesinden sonra,
mediiller kavitenin kontaminasyonu icin tim gruplara 10%cfu/0,1ml Staf. aureus

iceren FTS soliisyonu PPD enjektori ile verildi.

Sicanlar ve Operatif Siire¢

Arastirma i¢in 40 adet 3 aylik, ortalama agirligi 250g olan, Wistar Albino
cinsi sigan kullanildi. Cerrahi prosediir intraperitoneal anestezi ile 10 mg/kg xylazine
ve 90 mg/kg ketamin verilerek yiiriitildi. Poli (D, L-laktid) (Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Almanya) ilag tasiyici olarak segildi. 30.000 Dalton bir molekiil agirligina
sahip 100mg PDLLA, ugucu karakterdeki 1,5 ml ¢oziicii-kloroform iginde oda
sicakliginda eritildi. Elde edilen bu solusyonun igerisine 10mg gentamisin ve 10 mg
fosfomisin sodyum %210 luk konsantrasyonlar elde edilecek sekilde PDLLA /
kloroform ¢o6zeltisi hazirlandi ve steril filtre ile filtrelendi. Steril 0.8 mm lik kischner
telleri biyomalzemeler i¢ine bir kez daldirlarak kaplama ¢ozeltisi ve laminar hava
akim kosullar altinda kurutuldu.Steril sartlarda denek tibiasina intramediiller olarak
standart teknikle uygulandi. Deneklerin sol arka bacaklar1 tras edildi ve %10 povidon
iyot soliisyonu ile dezenfeksiyonu saglandi. Steril sartlarin korunmasi i¢in denekler
steril ortiilere sarild1 (Resim 4). Proksimal tibia metafizinde deri ve fasyada 5mm
uzunlugunda bir insizyon yapildi.Patellar tendon split gegilerek proksimal metafiz ve
medullar kaviteye ulasmak amaciyla 1 mm lik kischner teli ile kortikal ve kansell6z
kemikte delik acild1 (Resim 5). lgili alandaki periost korundu. Mediiller kaviteye
celik Kirschner teli (0.8mm c¢apinda, paslanmaz ¢elik Tipmed,izmir, Tiirkiye)
yerlestirildi (Resim 6). Mediiller kanala 10°%cfu/ 10uL olacak sekilde bakteri
siispansiyonu enjekte edildi. Calisma protokoliine gére kaplamasiz implant, PDLLA

kapli implant, Gentamisin iceren PDLLA kapli implant ya da fosfomisin igeren
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PDLLA kapli implantlar yerlestirildi. Kirschner tellerinin denegin viicudu disinda
kalan kisimlar1 giris yerine yakin olarak tel kesme ile kesildi. Yumusak doku %10
povidon iyot soliisyonu ile yikandi. Deri ve fasya uygun teknikle dikilerek cerrahi

alan kapatildu.

Resim 4. Cerrahi alanin goriintiisii

Resim 5. Cerrahi prosediir

izlem

Arastirmanin izlem siirecinde tiim denekler birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28,
35. ve 42. giinlerde tartild1 ve rektal viicut sicakligi 6l¢iildii. Tiim deneklerde birinci
giin ile 7., 14., 28., 35. ve 42. giinlerde radyolojik degerlendirme yapildi. Her
gruptaki deneklerden intrakardiyak enjeksiyon ile birinci giin , 14 ve 42. giinde 1-2
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ml kan alindi. Izlem doénemindeki bu prosediirler intraperitoneal anestezi ile

gergeklestirildi.
Viicut Agirhg

Tiim denekler birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde hassas
elektronik tart1 kullanilarak tartildi. Viicut agirliklart gram (g) olarak kaydedildi.

Viicut Sicakhigi

Tiim deneklerin birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde viicut
sicakligr ol¢iildii. Viicut sicakligi santigrat derece (°C) olarak kaydedildi.

Radyografik Degerlendirme

Radyografik goriintiiler, posterio-anterior (PA) ve lateral olarak birinci giin
ile 7., 14., 28. 35. ve 42. giinlerde odak ile film arasindaki uzaklik 110cm olacak
sekilde elde edildi. Bu goriintileme ic¢in digital X-ray filmi ve X-ray {initesi
(Choongwae Medical Co.Ltd, Kore) kullanildi. Radyolojik goriiniimler An ve
arkadaglar1 (73) tarafindan modifiye edilen skorlama sistemine gore degerlendirildi.
Osteomyelit olusumu ve ilerlemesinin bulgular1 ig¢in proksimal epifiz ve metafiz

(R1), diyafiz (R2) ile distal epifiz ve metafiz (R3) degerlendirildi (Resim 6 ve 7).

Resim 6. Radyolojik olarak degerlendirilen 3 alan; R1: proksimal epifiz ve metafiz,
R2: diyafiz, R3: distal epifiz ve metafiz.

23



Elde edilen radyografik goriiniimler; 1-Periosteal reaksiyon, 2-Osteolizis, 3-
Yumusak doku sisligi, 4-Deformite, 5-Genel tutulum, 6-Spontan kirik, 7-Sekestrum
olusumu agisindan degerlendirildi (Resim 8). Ilk 5 degisken her radyografi alaninda
4 degerli olarak (0-Yok, 1-Hafif, 2-Orta, 3-ileri); son iki degisken ise radyografinin
genelinde 2 degerli olarak (0-Yok, 1-Var) degerlendirildi. Buna gore bir si¢anin
alabilecegi maksimum skor ilk 5 parametre i¢in 45, 6. ve 7. parametreler igin ise 2

idi. Toplam en yiiksek skor 47 olacak sekilde degerlendirildi.

Kan Tabhlili

Her gruptaki deneklerden intrakardiyak enjeksiyon ile birinci giin ,14. ve 42.
giinlerde 1-2 ml kan alind1 (Resim 8). Alinan 6rnekler rutin laboratuar parametreleri

(hemoglobin, beyaz kan hiicresi sayisi) agisindan incelendi (Resim 9).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Resim 7. (a) Grupl: Kaplamasiz implant(Kontrol), (b) Grup2:PDLLA kaph
implant (Kontrol),(c) Grup3, Gentamisin i¢ceren PDLLA kapli implant, (d) Grup4,
Fosfomisin igeren PDLLA kapli implant.
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Resim 8. Arastirmada deneklerden intrakardiyak enjeksiyon ile kan drnegi alinmasi
ile ilgili goriintii

Resim 9. Kan 6rneklerinin analiz i¢in hazirlanmasi

Mikrobiyolojik Degerlendirme

Sicanlar 42.giin sonunda sistemik enfeksiyon gelisiminin degerlendirilmesi
icin alinan kan Ornekleri kiiltiir siselerine (BD BACTEC FX, aerobik kiiltiir sisesi,
Sparcks Maryland, USA) ekim yapildi (Resim 10). Kirschner telinin giris ucundan
stiriintii alindi (Besiyeri ekiivyon c¢ubugu transport Swap, BTR Ltd, Ankara).
Kirschner teli ¢ikarildiktan sonra %5 koyun kanli agara (Columbia Agar %5 ship
blood, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) ekim yapildi. (Resim 11).
Daha sonra Kirschner telleri Sml TSB soliisyonuna koyuldu. 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyondan sonra agardaki bakteri kolonileri (CFU) sayildi. TSB’deki bakteriyel
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tireme ise, bulutlu goriiniim tiremenin oldugunu; berrak goriiniim ise iliremenin

olmadigini gosterecek sekilde degerlendirildi (Resim 12).

Swap, kan kiiltiirii ve koyun kanli agardan izole edilen bakteriler gram
boyama, katalaz, plazma koagiilaz ve otomotik cihazda tanimlama ve resistans

acisindan degerlendirildi (BD Phoenix 100, Maryland, USA).

Resim 11. Agar besiyerine ekilmis Kirschner teli
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Resim 12. TSB agara ekim ve degerlendirme

Patoloji

Her grup igin rastgele secilmis 5 denegin tibialar1 alind1 ve 24 saat %10’luk
formaldehit soliisyonunda bekletildi. Dekalsifikasyon soliisyonunda kesilecek
kivama gelinceye kadar bekletilen tibialar longutidunal olarak kesilerek mediiller yiiz
aciga cikarildi. Takiben proksimal epi/metafiz, diafiz, distal epi/metafiz olacak

sekilde 3 bolgeye ayrildu. .

Rutin takip isleminden sonra preperat parafine gomiildii. Bir paslanmaz ¢elik
mikrotom bigagi (Leica RM2265 microtome - Bensheim, Germany) yardimi ile 5
mikrometrelik kesitler hazirlandi. Kesitler hemotoksilen eozin ile boyandi.
Hemotoksilen eozin boyali kesitler Petty ve arkadaslar1 (74) tarafindan tanimlanan
degiskenlere gore degerlendirildi. Skorlama sistemi:1-Abse formasyonu, 2-
Sekestrum formasyonu, 3-Kortikal genisleme, 4-Kortikal destriiksiyon seklinde
siiflandi. Siniflamada 1°den 4’e kadar olan degiskenler i¢in semikantitatif olarak
0:Yok, 1:Var seklinde degerlendirme yapildi. En yiiksek skor 12 olacak sekilde

skorlama tamamlandi.
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GRUP-1 Apse ve sekestrum olusumu H&E X10

GRUP-1 Apse ve sekestrum olusumu H&E X 20

T AT

GRUP-3 Dogal goriiniimlii kemik iligi H&E X10 ve H&E X 20

Resim 13:Mikroskop ile histopatolojik degerlendirme
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istatistik

Veriler SPSS V22 (IBM,ABD)istatistik analiz programi ile analiz edildi.
Bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi
kullanildi. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler
say1 ve yilizde olarak verildi. Bagimli grup karsilastirmalarinda ise Friedman Testi
kullanildi. Veriler %95 giivenilirlik araliginda degerlendirilmis olup,0,05’in altindaki

degerler istatistiksel olarak anlami kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma sirasinda hayvan kaybi yasanmadi ve calismadan ¢ikarilan denek

olmada.

Tiim deneklerin birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde Sl¢iilen
viicut agirlig1 degerlendirildiginde; deneklerin viicut agirligi degerleri ¢alismanin son
giiniinde birinci giinline gore anlamli olarak daha yiiksekti. Calisma gruplar
degerlendirildiginde, deneklerin viicut agirhigr degerleri yoniinden biitiin 6l¢iim
giinlerinde istatistiksel olarak anlamli fark vardi (Tablo5). Bu dlgiimde Grup 1’deki
kaplamasiz implant(Kontrol) deneklerin ortalama viicut agirhigi Grup3-Gentamisin
iceren PDLLA kapli implant ve Grup-4'e Fosfomisin igeren PDLLA kapli implant

gore anlamli olarak diistiktii.

Takip siiresinde Grup 1’deki deneklerde digerlerine gore daha az kilo alimi

goriiliirken (p=0.004), tiim deneklerde istatistiksel olarak anlamli kilo alim1 gézlendi.

Tiim deneklerin birinci giin , 3., 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde 6lgiilen
rektal viicut sicakliklari degerlendirildiginde; ¢alismanin birinci giinii ile son giinii
arasinda deneklerin viicut sicakligi ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (Tablo 6). Calisma gruplart degerlendirildiginde, deneklerin viicut
sicakliklar1 ortalamasi yoniinden caligmanin birinci giinii ile son giinli arasinda

anlaml fark yoktu.
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Tablo 5. Gruplarin takip siiresince viicut agirligi i¢in degerler ve gruplar arasinda istatistiksel degerlendirme

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 P

iloo Ortalama + SD 251,42 +5,28 254,57 £ 6,47 258,58 £5,12 261,22 +5,76 0.003*
Medyan (Min - Maks) 252,75 (242,3 - 258,2) 256,25 (239,5 - 262,3) 259,25 (248 - 267,1) 259,65 (254,3 - 273,4) ’

ilo3 Ortalama + SD 251,96 £ 5,35 254,87 £ 6,06 258,93 +£5,3 261,24 + 5,47 0.004*
Medyan (Min - Maks) 253,95 (243,1 - 258,1) 256,85 (240,2 - 260,4) 260,2 (248,1 - 267,4) 259,5 (255 - 272,5) ’

ilo7 Ortalama + SD 252,6 £ 5,16 25593+ 6 259,9+ 5,27 262,36 + 5,25 0.002*
Medyan (Min - Maks) 254,75 (244,2 - 258,6) 257,45 (241,5 - 261,2) 261,5 (249 - 268,3) 260,1 (257 - 273,8) ’

Kilo14 Ortalama + SD 252,99+ 5,16 256,57 £ 6,06 260,58 + 5,08 262,31 +5,17 0.004%
Medyan (Min - Maks) 254,5 (244,6 - 259,3) 257,6 (242,6 - 263,1) 262,05 (250,1 - 269) 260,6 (255 - 271) ’

ilo21 Ortalama + SD 253,19 +5,43 257,71 £ 6,32 261,28 £ 5,11 263,58 +£ 5,32 0.002%
Medyan (Min - Maks) 254,8 (244,5-260,1) 260,75 (243,2 - 264,2) 262,4 (250,7 - 269,8) 262,05 (258 - 274,3) ’

ilo28 Ortalama + SD 253,34 £ 5,05 258,03 £6,37 262,04 £ 4,95 264,1 £5,53 0.001*
Medyan (Min - Maks) 254,65 (244,7 - 260,2) 261,05 (244 - 265,2) 263,1 (252 - 270,2) 263,05 (257,3 - 275) ’

ilo3s Ortalama + SD 254,16 £ 5,48 258,98 £5,9 262,74 £4,91 264,51 £5,8 0.002%
Medyan (Min - Maks) 255,15 (244,8 - 260,8) 261,65 (245,3 - 265,9) 263,65 (253 - 271,2) 262,6 (258 - 276) ’

ilo2 Ortalama + SD 254,53 £5,43 259,05+59 263,3+4,74 265,12 +£5,8 0.002%
Medyan (Min - Maks) 255,35 (245,4 - 261,2) 261,25 (245,1 - 266,2) 264,1 (254 - 271,5) 263,5 (258,3 - 276,5) ’

P 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir)
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Tablo 6. Gruplarin takip siiresince viicut sicakligi i¢in degerler ve gruplar arasinda istatistiksel degerlendirme

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
o Ortalama + SD 3746025 3748+ 025 37,52+ 027 3748+ 028 0049
Medyan (Min - Maks) 37,5 (37,1 - 37,8) 37,5 (37,1 - 37,8) 37,55 (37,1 - 37.8) 37,55 (37,1 - 37,9)
- Ortalama + SD 37,46 £ 0,24 37,53 +0,22 37,52+ 0,21 37,6 £0,18 0.456
Medyan (Min - Maks) 37,4 (37,1 - 37.,9) 37,55 (37,2 - 37.,8) 37,5 (37,2 - 37,9) 37,6 (37,3 - 37,8)
e Ortalama + SD 37,5+ 035 37,6+ 0,27 37,58 £ 0,28 37,6 0,25 0015
Medyan (Min - Maks) 37,55 (37 - 37,9) 37,65 (37,1 - 37,9) 37,6 (37,2 - 38) 37,6 (37,2 - 37.,9)
. Ortalama + SD 37,46 £ 0,38 37,52+ 0,26 37,54+ 0,18 37,57+ 0,22 0582
Medyan (Min - Maks) 37,45 (36,8 - 37,9) 37,45 (37,1 - 38) 37,6 (37,1 - 37,7) 37,55 (37,2 - 37,9)
ot Ortalama + SD 37,37+ 0,38 37,43 +0,19 37,45 40,22 37,53 40,2 0735
Medyan (Min - Maks) 37,4 (36,8 - 37,9) 37,45 (37,2 - 37,8) 37,5 (37,1 - 37.8) 37,5 (37,2 - 37.8)
ates28 Ortalama + SD 37,58 £0,29 37,31 +£0,21 37,55+£0,19 37,53 +£0,19 0,059
Medyan (Min - Maks) 37,65 (37,1 - 37,9) 37,3 (37 - 37,6) 37,55 (37,3 - 37,9) 37,6 (37,1 - 37,8)
Ortalama + SD 37.49 £ 0,26 3748+ 021 3748+0.16 37.51£021
esds Medyan (Min - Maks) 37,55 (37 - 37.8) 37,5 (37,2 - 38) 37,5 (37,2 - 37,7) 37,5 (37,2 - 37,9) 0882
Ortalama + SD 37,53+ 023 3739+ 021 3742+ 0.18 3748+ 023
Hesd2 Medyan (Min - Maks) 37,6 (37,2 - 37,9) 37,4 (37,1-37,7) 37,4 (37,2 - 37,7) 37,45 (37,2 - 37,8) 0544
P 0,827 0,104 0,149 0,597

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir)
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Tiim deneklerin birinci giin , 7., 14., 21., 28., 35. ve 42. glinlerde radyolojik
goriintiilerindeki ~ tutulum  diizeyi {izerinden hesaplanan radyoloji  skoru
degerlendirildiginde; deneklerin radyoloji skoru ortalamalar1 ¢alismanin son giintinde
birinci giiniine goére anlamli olarak daha yiiksekti (p<0.001). Calisma gruplari
degerlendirildiginde, deneklerin radyoloji skoru ortalamasi yoniinden biitiin 6l¢iim
giinlerinde istatistiksel olarak anlamli fark vardi (Tablo 8). Bu ol¢limlere 7., 14., 21.
ve 28. giinlerde skorlarin homojen dagilim gosterdigi tespit edilirken; 35. ve 42.
giinlerde dagilim heterojendi. Grup 3’teki (Gentamisin igeren PDLLA kapli implant)
deneklerin ortalama radyoloji skorlar1 diger gruptakilere deneklere goére anlamh

olarak diisiik olup bu fark 42. giinde en yiiksek diizeye ulagsmusti. (p<0.001).

Izlemin 14 ve 21. giiniinde Grup 4’te (Fosfomisin iceren PDLLA kapl
implant) radyolojide gosterilen hasar Grup 1’e (Kaplamasiz implant) gére daha
diisiik gortilmekle birlikte (p=0.001), 42. giinde bu fark anlaml degildi (p=0.912)
(Tablo 8).

Her grup icin rastgele secilmis 5 denegin patoloji skorlar1 incelendiginde
deneklerin patoloji skoru ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edildi (Tablo 7). Grup 3’te (Gentamisin i¢ceren PDLLA kapli implant) patoloji
skoru, diger gruplara gore anlamli olarak daha diisiiktii (p:0,005).

Tablo 7: Gruplarin ¢alisma sonunda degerlendirilen patoloji skoru igin ortalama
degerler

n=5 Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
Patoloji Ortalama % SD 102£1,6 9+158 24+114 82+£13
skoru Medyan (Min - Maks) 9(9-12) 9 (7-11) 2(1-4) 8(7-10)

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmistir)
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Tablo 8. Gruplarin takip siiresince radyoloji skoru i¢in ortalama degerler ve gruplar

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
) Ortalama + SD 32+1,55 2,4+ 1,26 0,9+ 0,57 1,4+ 0,84
Rontgen? ] 0,002*
Medyan (Min - Maks) 4(0-5) 25(0-4) 1(0-2) 1(0-3)
) Ortalama + SD 7,8+ 1,14 5,5+1,27 2,4+0,52 3,1 +0,88
Rontgen14 ] <0,001*
Medyan (Min - Maks) 8(6-9) 6(3-7) 2(2-3) 3(2-5)
) Ortalama + SD 9,6 +£0,97 7,7+ 1,34 3,7+ 0,67 6,8 +1,32
Rontgen21 . <0,001*
Medyan (Min - Maks) 9,5(8-11) 8(5-9) 4(3-5) 7(4-9)
Ortalama = SD 16,1296 164+3,72 55=+1,35 149+285
Rontgen28 i <0,001*
Medyan (Min - Maks) 16 (10-21) 16,5(11-22) 55(4-8) 155(10-19)
Ortalama = SD 18,6 £3,06 18+3,33 7+1,41 17,3 +2,54
Rontgen35 . <0,001*
Medyan (Min - Maks) 18(14-23) 175(13-24) 7(-9) 18 (14 - 20)
Ortalama = SD 19,6 3,06 194+295 84+097 19,1+2,13
Rontgen4?2 . <0,001*
Medyan (Min - Maks) 19(15-24) 18,5(15-25) 8,5(7-10) 19 (16-22)
p <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*

arasinda istatistiksel degerlendirme

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir)

Deneklerin birinci giin , 14. ve 42. giinlerde alinan kan numunelerinin

analizinde hemoglobin degerleri yoniinden gruplar arasinda birinci giin izlenen

farklilik anlamli idi (p<0.001) Grup 2 de hemoglobin degeri anlamli olarak yiiksekti

fakat 14. ve 42.giinlerde bu farklilik izlenmedi (Tablo 9). Beyaz kan hiicresi sayisi

(WBC) yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo 10).

Tablo 9. Gruplarin takip siiresince alinan kan numunelerinde hemoglobin igin
ortalama degerler ve gruplar arasinda istatistiksel degerlendirme

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
hbo Ortalama + SD 14,07 £ 1,3 16,85 £ 0,66 1498 + 1,19 15,39 + 1,39 0.001*
Medyan (Min - Maks) 14 (11,7-16)  16,75(15,7-18) 14,5(13,6-17,1) 15,15 (13,8-17,6)
hp1g  Ortalama SD 14,57 + 1,54 15,08 +2.13 14,36 + 1,67 15,87 + 1,17 0212
Medyan (Min - Maks) 14,9 (12-16,4) 15,7 (11,6 -17,4) 13,95(12-17,1) 16,05 (13,2-17,1)
hba2 Ortalama + SD 14,81 + 1,43 15,71 £1,82 15,66 £ 1,07 16,07 + 1,33 0,332

Medyan (Min - Maks) 15,15 (12,4 - 16,7) 16,2 (11,7 - 17,5) 15,55 (14,1-17,6) 16,05 (13,8 - 18)

p

0,584

0,045*

0,202

0,741

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlaml1 farklilik saptanmaistir)
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Tablo 10. Gruplarin takip siiresince alinan kan numunelerinde beyaz kan hiicresi igin
ortalama degerler ve gruplar arasinda istatistiksel degerlendirme

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p
WEBCO Ortalama + SD 8,65 £2,03 7,72+ 1,32 7,41+1,87 6,75+ 1,36 0.167
Medyan (Min - Maks) 88(6-117) 74(56-10,2) 7,6(43-101) 68(42-89)
Ortalama + SD 7,58+ 1,15 6,8 + 1,83 7,41+ 1,7 7,6 + 1,51
WBC14 . 0,744
Medyan (Min - Maks) 73(6-10) 6,85(3,7-93) 7,25(4,9-10,4) 7,6 (4,7-10,1)
Ortalama + SD 8,03+ 1,54 8,51+1,9 7,84+ 1,18 7,97 + 1,07
WBC42 . 0,871
Medyan (Min - Maks) 7,65 (5,3 -10,2) 7,95 (6,6 - 13,4) 7,85(6,5-10,1) 7,85 (6,8 - 10)
p 0,656 0,199 0,926 0,202

*p<0,05 (istatistiksel olarak anlaml1 farklilik saptanmistir)

Mikrobiyoloji

Arastirmanin 42. giinde tiim siganlardan almman kan kiiltiirlerinde {ireme
olmadi. Grup 1’deki tiim yuvarlama kiiltiirlerinde 10>in itizerinde, Grup 2’de tiim
agarlarda 10>in iizerinde, Grup 4’teki 8 adet agarda 10° civarinda iireme goriiliirken,
Grup 4’iin 2 agarinda iireme goriilmedi. Grup 3’te ise 2 adet 10*iin altinda iireme
oOlurken 8 adet agarda iireme olmadi. TSB soliisyonlarinda ise Grup 1 ve Grup 2’de
tiim sollisyonlarda tireme mevcuttu. Grup 3’te ise 2 adet tiipte bulaniklik goriiliirken,
8 adet tiip berrakti. Grup 4’te ise 8 adet tiipte bulaniklik mevcut iken, 2 adet tiip

berrak olarak izlendi. Alinan stiriintii 0rneklerinde Staf. aures liremesi olmadi.

Bu ¢aligmamizda PDLLA ile kaplamanin hi¢bir koruyucu 6zelligi olmadigini,
buna fosfomisin eklendiginde koruyuculugu sadece %20 oraninda oldugu

goriilmiistiir. Ancak gentamisin ekleme koruyuculuk oranini1 %80’e ¢ikartmastir.
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Tablo 11. Gruplarin koyun kanli agarda iireme goriilen implant sayisi

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Toplam

Koyun kanli agar yok n 0 0 8 2 10
Grup i¢i % 0,0% 0,0% 80,0% 20,0% 25,0%

var n 10 10 2 8 30
Grup i¢i % 100,0% 100,0% 20,0% 80,0% 75,0%

Toplam n 10 10 10 10 40
Grup i¢i % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tablo 12. Gruplarin TSB’de lireme goriilen implant sayisi

Ureme Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Toplam

TSB yok N 0 0 8 2 10
Grup i¢i % 0,0% 0,0% 80,0% 20,0% 25,0%

var N 10 10 2 8 30
Grup i¢i % 100,0% 100,0% 20,0% 80,0% 75,0%

Toplam N 10 10 10 10 40
Grup i¢i % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
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TARTISMA

Ortopedik cerrahi girisimlerden sonra aseptik cerrahi sartlara ve uygun
profilaktik antibiyotiklere ragmen MRSA benzeri, antibiyotiklere direnc¢li ve implant
yiizeylerinde biyofilm tabakasi olusturan enfeksiyonlar glinlimiizde énemli bir sorun
olmaya devam etmektedir. Bu calismada MRSA ile deneysel implant iliskili sican
osteomyelit modeli olusturulmus, implantin profilakside kullanilan gentamisin igeren
PDLLA ile kaplanmasinin, implant1 sadece PDLLA veya fosfomisin iceren PDLLA
ile kaplamaya {istiin oldugu; implant1 fosfomisin iceren PDLLA ile kaplamanin ise

sadece Kaplamasiz gore {iistiin olabilecegi sonucuna ulasilmaistir.

PDLLA kaplamalar baslangicta implantlarin kemik entegrasyonunu arttirmak
icin tasarlanmigtir. Daha sonra biyoaktif maddelerin kontrollii salinimi i¢in bir
matriks olarak etkinligi gosterilmistir. Kaplamada biyoaktif madde olarak
antibiyotikler ~ siklikla  kullamilir.  Biyofilm  formasyonunun ve  bakteri
kolonizasyonunun engellenmesi i¢in kaplamalar aktif antibiyotikleri lokal olarak
tasir (75,76).

Mevecut literatiirde akut osteomyelit modeli i¢in genellikle 10%-10° CFU/10pL
bakteri kullanilmistir (88-90). Lucke ve arkadaslarinin (65) sigan tibiasina Kirschner
teli uyguladiklart ve MRSA ile implant iliskili sigan osteomyelit modelini
kullandiklar1 bir calismada 10° CFU bakteri kullamilmis, bu diizeyde bile

enfeksiyonun olustugu gosterilmistir.

Poelstra ve arkadaslar1 (91), tavsanlarin lumbal omurgasinda MRSA ile
uyguladiklart implant iligkili enfeksiyon modelinde 10° CFU/ 10uL bakteri ekimi
yapilan grupta 2 denekte iliremenin gosterilemedigi, 10° CFU/ 10uL bakteri ekimi
yapilan grupta ise piiriilen akinti ve apse olusumunun goézlendigini, dolayisiyla
imlant ile iliskili enfeksiyon modelinde en uygun bakteri sayisinin 10® CFU/ 10uL
oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da Lucke ve arkadaslarinin modeline
benzer bir model uygulanarak 10° CFU/10pL bakteri kullamlmistir. Bu model ile
Grup 1 ve Grup 2’de tiim soliisyonlarda iireme mevcuttu. Bu durum si¢anlarda tibia
bolgesine implant uygulanarak olusturulacak MRSA kaynakli osteomyelit modelinde

enfeksiyonun mirobiyolojik olarak gosterilebilmesi igin 10° CFU/ 10uL bakteri
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ekiminin yeterli oldugu seklinde yorumlanmistir. Lucke ve arkadaglarinin yapmis
olduklari ilk ¢alismalarda gentamisin iceren PDLLA ila kaplamanin ve kaplamasiz
titanyum Kk-teli iceren implant iliskili hayvan osteomyelit modelinde gentamisinin
etkin oldugunu saptamaislar (65). Daha sonra ayn1i modelde PDLLA ile kaplamay1 tek
doz iv. antibiyotik verilmesi ile karsilastirildiginda c¢alismada sadece gentamisin
iceren PDLLA ile kaplamanin %90, iv tek doz gentamisin ve PDLLA kaplamal
implant kullaniminda 9%80,sadece iv gentamisin uygulamasinda %15 oraninda

enfeksiyon gelisimini engelledigi saptanmis (87).

Ofluoglu ve arkadaslarina gore (92), sigan omurgasinda titanyum vida
implantasyon sonrasi dekortike laminaya 10° CFU/ 10pL S.aureus inokiilasyonunun
spinal enfeksiyonlar icin profilaksi, tedavi ve cerrahi sonrasi enfeksiyonun
degerlendirilmesi i¢in uygun bir hayvan modelidir. Ayni ¢alismada 10? ve 10°
CFU/10puL bakteri inokiilasyonlarinda mikrobiyolojik olarak enfeksiyon isaretleri
goriiliirken patolojik olarak bulgular sadece 10° CFU/10pL bakteri ekiminde
gbzlenmisti. Bizim ¢alismamizda ise bu bulgular ile ¢eliskili olarak 10® CFU/ 10uL
S.aureus ekiminde bile patolojik sonuglar gézlenmistir. Bu durum calismamizin
izlem stiresinin Ofluoglu ve arkadaslarinin ¢alismasina goére daha uzun olmasindan
veya vertebra ile tibiadan histopatolojik farkliliklarindan kaynaklanmis olabilir.
Ofluoglu ve arkadaslarinin ¢alismasinda siganlar sadece 2 hafta sonra sakrifiye
edildigi icin 10® CFU/10pL ekim ile patolojik bulgularin goriilmesi i¢in yeterli
zaman saglanamamis, 10° CFU/ 10uL. ekimde patolojik bulgular daha erken

olusmustur.

Perioperatif olarak sistemik antibiyotik kullaniminin yan1 sira yiiksek basar1
oranlar1 ile lokal uygulamalar da gerceklestirilmistir. Gentamisinin kemik
enfeksiyonlarinin proflaksi ve tedavisinde lokal olarak kullanilmi yaygindir. En sik
kullanilan iki sekli gentamisin yiikli kemik c¢imentolar1 ile yapilan endoprotez
ameliyatlar1 ve polimetil metil akrilat boncuklaridir (82). Calismamizda PDLLA
kapli implantta kullanilan gentamisin enfeksiyon proflaksisinde temel olarak bosluk
doldurucu olarak siklikla kullanilmaktadir (65). Bu durumda ince bir PDLLA
kaplamas1 doku/implant arayiiziinde antibiyotik saglayan bir ila¢ tasiyicisi olarak
gorev yapar. Gentamisin belirli bir siire icin yiiksek doku seviyeleri saglayacak

sekilde yiiksek bir baglangic salinimi gosterir (83). Yaklasik 6 saat siiren bu hizli
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baslangi¢ salmmimindan sonra doku/implant arayiiziine en az 96 saat siiren bir
antibiyotik salinimi saglanir (84). Polimer tabakasinin kalin olmasi durumunda ise
gentamisinin salimim kinetigi degisiklik gosterir. Strobel ve arkadaslar1 (85), tek kat
PDLLA kaplamada gentamisinin tamaminin salindigini; 4 kat PDLLA kaplamada
baslangi¢ gentamisin diizeyin 1/3’liniin salinmadan kaldig1 gostermislerdir. Sadece
PDLLA, Gentamisin igeren PDLLA, Teikoplanin igeren PDLLA ve Teikoplanin ve
gentamisin igeren PDLLA ile K-telleri ile yapilan deneysel bir ¢alismada, implant
cevresinde canli bakteri sayisinin azaldigi, bu degisimin gentamisin grubunda daha
belirgin oldugu gosterilmistir (86). Fuchs ve arkadaslar1 (62) tarafindan, tibia saftinin
acik ve kapali kiriklarmin cerrahi tedavisinde gentamisin kapli intramediiller ¢ivi
kullanilmasimin 6 ay sonunda klinik, laboratuar ve radyoloji ile degerlendirilen
iyilesmeye katki sagladig: bildirilmis; bu durum travma ve revizyon hastalarinda da
enfeksiyonun dnlenmesi i¢in gentamisin kapli implantlarin kullanilabilecegi seklinde
yorumlanmistir. Deneysel hayvan g¢alismalarinda ve insan ¢alismalarinda PDLLA
kapli implantlardan lokal gentamisin saliniminin implant kaynakli osteomyeliti
engelleyebilecegi ve sistemik antibiyotik tedavisini destekleyebilecegi gosterilmistir
(87). Bizim ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak agarda ve TSB’de iireme goriilen

implant sayis1 en diisiik olarak gentamisin igeren PDLLA kapli grubunda idi.

Literatiirde fosfomisinin biyofilm {izerine etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar
smirlidir  ve  genel olarak iriner sistem enfeksiyonlar1 ve florokinolon
kombinasyonlar1 ile ilgilidir. Mevcut c¢alismalarda fosfomisinin kombinasyon
tedavilerinde biyofilmler {izerine giiclii terapdtik etkisi tespit edilmistir. Kateter
kaynakli ve hastaneden edinilmig {riner sistem enfeksiyonlarinda 4 farkh
antibiyotigin oral kullanimda Pseudomonas aeuruginosa ve E.coli biyofilmi iizerine
etkisini degerlendiren bir ¢aligmada siprofloksasin ve amoksisilin/klavulanik asitin,
fosfomisin ve kotrimaksazole gore daha gii¢lii antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (50). Ofloksasine farkli duyarlilikta Pseudomonas aeruginosa tiirleri ile
olusan biyofilminde fosfomisin ile sinerjik etki olustugu, fosfomisinin hiicrede
morfolojik degisiklikler meydana getirerek hiicreye ofloksasin alimim ve
akiimiilasyonunu arttirdigr gosterilmistir (77). Benzer sekilde prulifloksasin ve
fosfomisinin kombinasyonunun biyofilm tizerine etkili oldugu hayvan modellerinde

bildirilmistir (78). Post operatif intraabdominal apselerde fosfomisin biyofilmi
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kirarak diger antibiyotiklerin etkisini arttirdig1 gosterilmis olup (51), biyofilmlerdeki
azalmig gecirgenligin diren¢ mekanizmalarinda rol oynadig dikkate alinarak,
biyofilmlere yiiksek oranda penetre olabilmesinin fosfomisinin etkinligine katkida
bulunan o6nemli faktorlerden oldugunu disiindiirmektedir. Diger bir c¢alismada;
fosfomisinin bakteri hiicresine girmesini saglayan transport sistemi (sn-glycerol 3-
phosphate transport) ekspresyon seviyesi anaerobik kosullarda artmis, ancak
fosfomisin negatif yiiklii bakteriyel glikokaliks ile reaksiyona girmemistir. Bu
gozlemler fosfomisinin ¢ok tabakali biyofilmlere penetre olabildigini ve hiicrelere
diisiik biliyiime hizi ile olan fazda tasindigini diisindiirmektedir (79). Fosfomisin
kombinasyon miikemmel terapotik etkisi, fosfomisinin bagisiklik sistemi {izerine
etkisi sonucu da olabilir. Fosfomisin lenfosit fonksiyonunu ve bircok sitokinin
salimimin etkiler. Fosfomisinin antiinflamatuvar etkisi hem in vivo hem de in vitro
caligmalarda gosterilmistir. Fosfomisin sitokin kaskadini bozarak akut-faz
inflamasyon yanitin1 diizenleyebilir ve bu etki fosfomisinin antibakteriyel etkisinden

bagimsizdir (80).

Poeppl ve arkadaslarinin yaptigt MRSA ile olusturulan sican osteomyelit
tedavisinde daptomisinin iv. olarak kullanilmasinin plasebodan {istiin oldugu,
fosfomisine gore yetersiz oldugu saptanmistir. Daptomisinin ve fosfomisinin
kombine verilmesi sonucunda sadece fosfomisin verilmesine goére farksiz oldugu
gosterilerek daptomisinin etkisiz oldugu vurgulanmistir (93). Bu grubun ayni
modelde yaptilar1 ilk caligmalarinda fosfomisinin plaseboya iistiin oldugu

saptanmistir (94).

Garrigos ve arkadaglarinin MRSA igeren doku kafesi modelinde daptomisin,
imipenem ve rifampisinin, fosfomisin ile iv kombinasyonlu ve kombinasyonsuz
karsilastirmali tedavisinde tekli olarak rifampisinin digerlerine oranla anlamli olarak
etkin bulunurken (%60, %25-30) kombinasyonlu tedavilerinde daptomisin ve
rifampisin (%94) en etkin olurken, fosfomisin ve rifampisin (%79), fosfomisin ve
daptomisin (%82) etkinlik diizeyinde kaldigr gosterilmistir (95). Voller ve
arkadaslarinin bu konuyla ilgili ¢alismalar1 mevcut olup, yaptiklar ilk ¢alismada
tavsanda osteomyelit olusturarak (107 CFU S.aures) gentamisin igeren hidroksiapatit
kaplamaya RGD (arginine, glycine, aspartik asit peptidi) eklemenin etkili olup

olmadigin1 arastirmiglardir. Her iki durumdada kaplamanin etkin oldugu
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gosterilmistir. Bu g¢alismada paslanmaz kirschner teli kullanilmistir (96). Daha
sonraki yaptiklar1 ikinci ¢alismada yine ayni modelde ve ayni kaplama teknigini
kullanarak (bu kez titanyum kirschner teli ile) MSSA ve MRSA suslarinda
karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir. Biitin gruplarda rifampisin-gentamisin
kombinasyonun enfeksiyon profilaksisi agisindan etkili bulunmustur (97) Voller ve
arkadaslarindan sonrasinda gentamisin igeren PDLLA kaph tibia ¢ivisi (UTN
PROtect®, Depuy&Synthes, ABD) tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. Kompleks tibia
kirig1 ve geg revizyon igeren tibia kirigi olan 21 hastadaki on ¢alismadaki sonuglar
yaymlanmis olup, sonuglar agik olmamakla beraber bu tip ¢ivilerin kullanimin
destekledigi seklinde rapor edilmistir (98). Ancak aradan 4 yil gecmis olmasina
ragmen daha biiyiik popiilasyonu ve uzun dénem sonuglarini i¢eren yayin bu tezin

yazildig1 donemde heniiz yayimlanmamustir.

Mihailescu ve arkadaglariin yaptigi calismada fosfomisin, daptomisin,
tegasiklin  monoterapileri ve rifampin ile kombinasyonlart MRSA (Bizim
deneyimizde de oldugu gibi ATCC 43300.) ile albino kobaylardaki doku kafesi
caligmasinda  daptomisin-rifampisinin  iv kombinasyonu (%67), fosfomisin-
rifampisim iv kombinasyonu (%83) oraninda tedavi saglarken, tim monoterapiler ve
rifampisin igermeyen kombinasyon tedavileri yetersiz kalmistir. Bu sebepten

rifampinin antibiyofilm ajan1 olarak kullanilmas1 gerektigi rapor edilmistir (99).

Alt ve arkadaslar1 (81), MSSA ve MRSA’ya kars1 ¢imentosuz endoprotezin
rifampisin-fosfomisin kaplandigi bir tavsan enfeksiyon proflaksisi modeli iizerinde
calismiglardir. Kaplamasiz veya rifampisin-fosfomisin kaplamali K telleri tavsan
tibiasma yerlestirildikten sonra 10° veya 10° iinite patojen ile kontamine edilmistir.
Kontrol grubunun tamaminda anlamli enfeksiyon bulgulari ve Kkiiltiir pozitifligi
gorilmiistiir. Sonug olarak rifampisin-fosfomisin kaplamanin hem MSSA hem de
MRSA’ya karst miikemmel antibakteriyel etki gosterdigini bildirmislerdir.
Calismalarinda Fosfomisin-Rifampisin grubunda %83 koruma elde ederken,
kaplamasiz grupta higbir koruma saglayamamaktadir. Bizim c¢alismamizda ise
Gentamisinin %80 koruma saglarken, fosfomisinin sadece %20 oraninda koruma

saglamistir. Kaplamasiz ve antibiyotik icermeyen PDLLA kaplamanin ise higbir
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koruma saglamadig1 gosterilmistir. Bu durum bize Alt ve arkadaslarinin sundugu ve
literatiirde benzerleri olan kombinasyon c¢alismalarinda, etkinligin fosfomisin
disindaki antimikrobiyal ajandan kaynaklandigini veya fosfomisinin kendi
antibakteriyel etkisinden ziyade biyofilm iizerine potansiyel etkilerinden dolay1 diger

antimikrobiyal ajanin etkinligini arttirdigini diistindiirmektedir.

KISITLILIKLAR

Calismamizin kisithiliklarindan birisi her alt grupta 10 denek olacak sekilde
planlanan sinirli 6rneklem sayisidir. Caligma sirasinda higbir denegin kaybedilmemis
olmasi ve gruplarin sayilarinda azalma olmamas: dikkate alinsa da sonuglar
yorumlarken c¢alismanin istatistiksel giiciiniin sinirliligt  akilda tutulmalidir.
Calismamizda daha genis bir grupta farkl sayida (10%, 10°) inokiilasyon yapilabilmis
olsaydi ozellikle diisiik sayida etkenin oldugu ekimlerde fosfomisin igeren PDLLA
ile sadece PDLLA arasindaki farklilik daha belirgin hale gelebileceginden
enfeksiyonun siddetine gore klinisyeni yonlendirebilecek Oneriler sunulabilirdi. Son
olarak farkli gruplardaki deneklerin viicut agirliklarinin eslestirilmemis olmasinin
enfeksiyona cevap konusunda farkliliklar  yaratabilecegi g6z  Oniinde

bulundurulmalidir.
SONUC

Bu ¢aligmamizda temel olarak implant kaplamasinda fosfomisin eklenmesinin
gentamisin eklenmesinden {istliin olmadigi, fosfomisin igeren PDLLA kaplamanin,
Kaplamisiz gruptan daha iyi oldugunu bulduk. Yukarida belirtilen galigmalar ve
bizim sonuglarimiz fosfomisinin antibiyotik profilaksisinde lokal etkinliginin
olmayabilecegi yonilinde olup; bu durumun biyofilme yetersiz kalabilecegini
diisiindiirmektedir. Ek olarak bizim ¢alismamiz sirasinda 14.giinde fosfomisin i¢eren
PDLLA kaplamanin, Kaplamasiz gruba iistiin oldugunu 42. giinde istatistiksel olarak
anlamli goriilmemesinin doz bagimli olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat daha
yiiksek konsantrasyonlardaki antibiyotik kullaniminin polimer (PDLLA) integritesini
bozabilecegi ve goz Oniine alinmalidir. Bu nedenlerle daha ileri ¢alismalarin

yapilarak gelistirilmesinin gerekli oldugunu diistinmekteyiz.

42



Kaynaklar

Lewallen EA, Riester SM, Bonin CA, Kremers HM, Dudakovic A, Kakar S et al.
Biological strategies for improved osseointegration and osteoinduction of porous
metal orthopedic implants. Tissue Eng Part B Rev. 2015;21:218-30.

Campoccia D, Visai L, Reno F, Cangini I, Rizzi M, Poggi A et al. Bacterial adhesion
to poly-(D,L)lactic acid blended with vitamin E: toward gentle anti-infective
biomaterials. J Biomed Mater Res A. 2015;103:1447-58.

Ehrensberger MT, Tobias ME, Nodzo SR, Hansen LA, Luke-Marshall NR, Cole RF,
et al. Cathodic voltage-controlled electrical stimulation of titanium implants as
treatment for methicillin-resistant Staphylococcus aureus periprosthetic infections.
Biomaterials. 2015;41:97-105.

Zimmerli W. Clinical presentation and treatment of orthopaedic implant-associated
infection. J Intern Med. 2014;276:111-9.

Laffer RR, Graber P, Ochsner PE, Zimmerli W. Outcome of prosthetic knee-
associated infection: evaluation of 40 consecutive episodes at a single centre. Clin
Microbiol Infect. 2006;12:433-9.

Zhang L, Yan J, Yin Z, Tang C, Guo Y, Li D et al. Electrospun vancomycin-loaded
coating on titanium implants for the prevention of implant-associated infections. Int
J Nanomedicine. 2014:;9:3027-36.

Ketonis C, Parvizi J, Jones LC. Evolving strategies to prevent implant-associated
infections. J Am Acad Orthop Surg. 2012;20:478-80.

Gillespie WJ, Walenkamp GH. Antibiotic prophylaxis for surgery for proximal
femoral and other closed long bone fractures. Cochrane Database Syst Rev.
2010;3:1-68.

Chern A, Greenberg SE, Thakore RV, Sathiyakumar V, Obremskey WT, Sethi MK.

Factors driving readmissions in tibia and femur fractures. Adv Orthop.
2015;2015:974543.

43



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Pajarinen J, Jamsen E, Konttinen YT, Goodman SB. Innate Immune Reactions in
Septic and Aseptic Osteolysis around Hip Implants. J Long Term Eff Med Implants.
2014;24:283-96.

Busscher HJ, van der Mei HC, Subbiahdoss G, Jutte PC, van den Dungen JJ, Zaat
SA, et al. Biomaterial-associated infection: locating the finish line in the race for the
surface. Sci Transl Med. 2012;4:153.

Montanaro L, Speziale P, Campoccia D, Ravaioli S, Cangini |, Pietrocola G, et al.
Scenery of Staphylococcus implant infections in orthopedics. Future Microbiol.
2011;6:1329-49.

Styriak I, Laukova A, Fallgren C, Wadstrom T. Binding of extracellular matrix
proteins by animal strains of staphylococcal species. Vet Microbiol. 1999;67:99-112.

Yue B. Biology of the extracellular matrix: an overview. J Glaucoma. 2014;23:20-3.

Loeser RF. Integrins and chondrocyte-matrix interactions in articular cartilage.
Matrix Biol. 2014;39:11-6.

Harris LG, Richards RG. Staphylococci and implant surfaces: a review. Injury.
2006;37:3-14.

Joh D, Speziale P, Gurusiddappa S, Manor J, Ho6k M. Multiple specificities of the
staphylococcal and streptococcal fibronectin-binding microbial surface components

recognizing adhesive matrix molecules. Eur J Biochem. 1998;258:897-905.

Brown NL, Rose MB, Blueschke G, Cho EH, Schoenfisch MH, Erdmann D et al.
Bioburden after Staphylococcus aureus inoculation in type 1 diabetic rats
undergoing internal fixation. Plast Reconstr Surg. 2014;134:412-19.

Roesgen M, Hierholzer G, Hax PM. Post-traumatic osteomyelitis. Pathophysiology
and management. Arch Orthop Trauma Surg. 1989;108:1-9.

Antoci V, Ono CM, Antoci V Jr, Raney EM. Pin-tract infection during limb
lengthening using external fixation. Am J Orthop (Belle Mead NJ). 2008;37:150-4.

44



21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Scalea TM, Boswell SA, Scott JD, Mitchell KA, Kramer ME, Pollak AN. External
fixation as a bridge to intramedullary nailing for patients with multiple injuries and
with femur fractures: damage control orthopedics. J Trauma. 2000;48:613-21.

Maurer DJ, Merkow RL, Gustilo RB. Infection after intramedullary nailing of
severe open tibial fractures initially treated with external fixation. J Bone Joint Surg
Am, 1989;71: 835 -8.

Malhotra R, Chan CS, Nather A. Osteomyelitis in the diabetic foot. Diabet Foot
Ankle. 2014:30;5.

Oto M. Kronik osteomyelit’te tan1 ve medikal - cerrahi tedavi kombinasyonunun
degeri. Pamukkale Tip Dergisi 2008;1:50-8.

Kalander AM, Giiner S. Kronik osteomyelit. TOTBID Dergisi 2011;10:216-24.

Oztuna V. Osteomiyelit patofizyolojisi ve tedavi prensipleri. TOTBID Dergisi.
2005;4:63-71.

Giinal O, Tuncel O, Ulger A. A comprehensive review of osteomyelitis. Cagdas Tip
Dergisi 2012;2: 50-63.

Acikgoz G, Averill LW. Chronic recurrent multifocal osteomyelitis: typical patterns
of bone involvement in whole-body bone scintigraphy. Nucl Med Commun.
2014;35:797-807.

Pugmire BS, Shailam R, Gee MS. Role of MRI in the diagnosis and treatment of
osteomyelitis in pediatric patients. World J Radiol. 2014;6:530-7.

Revest M, Patrat-Delon S, Devillers A, Tattevin P, Michelet C. Contribution of
18fluoro-deoxyglucose PET/CT for the diagnosis of infectious diseases. Med Mal

Infect. 2014,44:251-60.

Korean Society for Chemotherapy; Korean Society of Infectious Diseases; Korean
Orthopaedic Association. Clinical guidelines for the antimicrobial treatment of bone
and joint infections in Korea. Infect Chemother. 2014;46:125-38.

Cierny G 3rd, Mader JT, Penninck JJ. A clinical staging system for adult
osteomyelitis. Clin Orthop Relat Res. 2003;414:7-24.

Shah J. Hyperbaric oxygen therapy. J Am Col Certif Wound Spec. 2010;2:9-13.

45



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Dhanoa A, Singh VA, Mansor A, Yusof MY, Lim KT, Thong KL. Acute
haematogenous community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus
osteomyelitis in an adult: case report and review of literature. BMC Infect Dis.
2012;12:270.

Kishner S, Khan FA, Laborde JM. Osteomyelitis Treatment & Management. in
Osteomyelitis (Ed) Harris Gellman. Medscape, Erisim Tarihi: 21.04.2015.

Raad I, Alrahwan A, Rolston K. Staphylococcus epidermidis: emerging resistance
and need for alternative agents. Clin Infect Dis. 1998;26:1182-7.

Forrest GN, Tamura K. Rifampin combination therapy for nonmycobacterial
infections. Clin Microbiol Rev. 2010;23:14-34.

Calhoun JH, Manring MM. Adult osteomyelitis. Infect Dis Clin North Am.
2005;19:765-86.

Kim BN, Kim ES, Oh MD. Oral antibiotic treatment of staphylococcal bone and
joint infections in adults. J Antimicrob Chemother. 2014;69:309-22.

Kittinger C, Marth E, Windhager R, Weinberg AM, Zarfel G, Baumert R et al.
Antimicrobial activity of gentamicin palmitate against high concentrations of
Staphylococcus aureus. J Mater Sci Mater Med. 2011;22:1447-53.

Tunney MM, Ramage G, Patrick S, Nixon JR, Murphy PG, Gorman SP.
Antimicrobial susceptibility of bacteria isolated from orthopedic implants following
revision hip surgery. Antimicrob Agents Chemother. 1998;42:3002-5.
Riegels-Nielsen P, Espersen F, Holmich LR, Frimodt-Meller N. Collagen with
gentamicin for prophylaxis of postoperative infection. Staphylococcus aureus
osteomyelitisstudied in rabbits. Acta Orthop Scand. 1995;66:69-72.

Beardmore AA, Brooks DE, Wenke JC, Thomas DB. Effectiveness of local
antibiotic delivery with an osteoinductive and osteoconductive bone-graft substitute.
J Bone Joint Surg Am. 2005;87:107-12.

Gentamycin. PubChem Kimya Veritabani, Erigim Tarihi: 21.04.2015

Michalopoulos AS, Livaditis IG, Gougoutas V. The revival of fosfomycin. Int J
Infect Dis. 2011;15:732-9.

Phosphonomycin. PubChem Kimya Veritabani, Erisim Tarihi: 21.04.2015.

46



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

Ruxer J, Mozdzan M, Siejka A, Loba J, Markuszewski L. Fosfomycin and
nitrofurantoin in the treatment of recurrent urinary tract infections in type 2 diabetic
women: a preliminary report. Diabetologia Do$wiadczalna i Kliniczna 2006;6:5.

Annika I. Nilsson, Otto G. Berg, Olle Aspevall, Gunnar Kahlmeter, Dan I.
Andersson. Biological costs and mechanisms of fosfomycin resistance in
Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother. 2003;47:2850-8.

Baylan O. Fosfomycin: past, present and future. Mikrobiyol Bul. 2010;44:311-21.

Rodriguez-Martinez JM, Ballesta S, Pascual A. Activity and penetration of
fosfomycin, ciprofloxacin, amoxicillin/clavulanic acid and co-trimoxazole in
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa biofilms. Int J Antimicrob Agents.
2007;30:366-8.

Kusachi S, Nagao J, Saida Y, Watanabe M, Okamoto Y, Asai K et al. Antibiotic
time-lag combination therapy with fosfomycin for postoperative intra-abdominal
abscesses. J Infect Chemother. 2011;17:91-6.

Freney J, Kloos WE, Hajek V, Webster JA, Bes M, Brun Y, et al. Recommended
minimal standards for description of new staphylococcal species. Subcommittee on
the taxonomy of staphylococci and streptococci of the International Committee on
Systematic Bacteriology. Int J Syst Bacteriol. 1999;49:489-502.

Ak O. Benzonana NA, Balkan I, Ozer S. Katalaz negatif staphylococcus aureus’a
bagl bir yumusak doku infeksiyonu: olgu sunumu. Kartal Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tip Dergisi 2004,;3:170-1.

Barth E, Myrvik QM, Wagner W, Gristina AG. In vitro and in vivo comparative
colonization of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis on
orthopaedic implant materials. Biomaterials. 1989;10:325-8.

Yoon YK, Kim ES, Hur J, Lee S, Kim SW, Cheong JW, et al. Oral Antimicrobial
Therapy: Efficacy and Safety for Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Infections and Its Impact on the Length of Hospital Stay. Infect Chemother.
2014;46:172-81.

Chen AF, Schreiber VM, Washington W, Rao N, Evans AR. What is the rate of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Gram-negative infections in open

fractures? Clin Orthop Relat Res. 2013;471:3135-40.

Hardin  Library for the Health  Sciences, University of lowa.
http://hardinmd.lib.uiowa.edu/cdc/staph/sem3.html, Erigim Tarihi: 21.04.2015

Hardin  Library for the Health Sciences, University of lowa.
http://hardinmd.lib.uiowa.edu/cdc/staph/sem2.html, Erisim Tarihi: 21.04.2015.

47



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Cramton SE, Gerke C, Schnell NF, Nichols WW, Go6tz F. The intercellular adhesion
(ica) locus is present in Staphylococcus aureus and is required for biofilm formation.
Infect Immun. 1999;67:5427-33.

Giildas N, Bayrakal V, Bayar IH. Gentamisin etkisi altindaki staphylococcus aureus
suslarinin biyofilm ve koagiilaz yanitlar1 ile mikrogevre iligkisinin degerlendirilmesi.
Mikrobiyoloji Biilteni. 2013;46:19-26.

Gosselin RA, Roberts 1, Gillespie WJ. Antibiotics for preventing infection in open
limb fractures. Cochrane Database Syst Rev. 2004;(1):CD003764.

Fuchs T, Stange R, Schmidmaier G, Raschke MJ. The use of gentamicin-coated
nails in the tibia: preliminary results of a prospective study. Arch Orthop Trauma
Surg. 2011;131:1419-25.

Ostermann PA, Seligson D, Henry SL. Local antibiotic therapy for severe open
fractures. A review of 1085 consecutive cases. J Bone Joint Surg Br. 1995;77:93-7.

Schmidmaier G, Lucke M, Wildemann B, Haas NP, Raschke M. Prophylaxis and
treatment of implant-related infections by antibiotic-coated implants: a review.
Injury. 2006;37:5105-12.

Lucke M, Schmidmaier G, Sadoni S, Wildemann B, Schiller R, Haas NP et al.
Gentamicin coating of metallic implants reduces implant-related osteomyelitis in
rats. Bone. 2003;32:521-31.

Malhas AM, Lawton R, Reidy M, Nathwani D, Clift BA. Causative organisms in
revision total hip & knee arthroplasty for infection: Increasing multi-antibiotic
resistance in coagulase-negative Staphylococcus and the implications for antibiotic
prophylaxis. Surgeon. 2014; 6:1-6.

Riool M, de Boer L, Jaspers V, van der Loos CM, van Wamel WJ, Wu G, et al.
Staphylococcus epidermidis originating from titanium implants infects surrounding
tissue and immune cells. Acta Biomater. 2014;10:5202-12.

Boelens JJ, Dankert J, Murk JL, Weening JJ, van der Poll T, Dingemans KP, et al.
Biomaterial-associated persistence of Staphylococcus epidermidis in pericatheter
macrophages. J Infect Dis. 2000;181:1337-49.

Metsemakers WJ, Emanuel N, Cohen O, Reichert M, Potapova I, Schmid T,et al. A
doxycycline-loaded polymer-lipid encapsulation matrix coating for the prevention of
implant-related osteomyelitis due to doxycycline-resistant methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. J Control Release. 2015. 10.1016/j.jconrel.2015.04.022.

48



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Schildhauer TA, Robie B, Muhr G, Kéller M. Bacterial adherence to tantalum versus
commonly used orthopedic metallic implant materials. J Orthop Trauma.
2006;20:476-84.

Allerberger F, Klare 1. In-vitro activity of fosfomycin against vancomycin-resistant
enterococci. J Antimicrob Chemother. 1999;43:211-7.

Barry AL, Pfaller MA, Fuchs PC, Tenover FC, Reller LB, Allen SD et al.
Interpretive criteria and quality control parameters for determining bacterial
susceptibility to fosfomycin tromethamine. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.
1993;12:352-6.

An YH, Friedman RJ. Animal models of orthopedic implant infection. J Invest
Surg.1998;11:139-46.

Petty W, Spanier S, Shuster JJ, Silverthorne C. The influence of skeletal implants on
incidence of infection. Experiments in a canine model. J Bone Joint Surg Am.
1985;67:1236-44.

Schmidmaier G, Wildemann B, Stemberger A, Haas NP, Raschke M. Biodegradable
poly(D,L-lactide) coating of implants for continuous release of growth factors. J
Biomed Mater Res. 2001;58:449-55.

Jennings JA, Carpenter DP, Troxel KS, Beenken KE, Smeltzer MS, Courtney HS, et
al. Novel Antibiotic-loaded Point-of-care Implant Coating Inhibits Biofilm. Clin
Orthop Relat Res. 2015.21.

Monden K, Ando E, lida M, Kumon H. Role of fosfomycin in a synergistic
combination with ofloxacin against Pseudomonas aeruginosa growing in a biofilm. J
Infect Chemother 2002;8:218—26.

Cai Y, Fan Y, Wang R, An MM, Liang BB. Synergistic effects of aminoglycosides
and fosfomycin on Pseudomonas aeruginosa in vitro and biofilm infections in a rat
model. J Antimicrob Chemother 2009;64:563-6.

Mikuniya T, Kato Y, Ida T, Maebashi K, Monden K, Kariyama R, et al. Treatment
of Pseudomonas aeruginosa biofilms with a combination of fluoroquinolones and
fosfomycin in a rat urinary tract infection model. J Infect Chemother 2007;13:285—
90.

Morikawa K, Oseko F, Morikawa S. Immunomodulatory effect of fosfomycin on
human B-lymphocyte function. Antimicrob Agents Chemother. 1993;37:270-5.

Alt V, Kirchhof K, Seim F, Hrubesch I, Lips KS, Mannel H, et al. Rifampicin-
fosfomycin coating for cementless endoprostheses: antimicrobial effects against

49



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Acta Biomater. 2014;10:4518-24.

Blaha JD, Calhoun JH, Nelson CL, Henry SL, Seligson D, Esterhai JL Jr, et al.
Comparison of the clinical efficacy and tolerance of gentamicin PMMA beads on
surgical wire versus combined and systemic therapy for osteomyelitis. Clin Orthop
Relat Res. 1993;295:8-12.

Teller M, Gopp U, Neumann HG, Kiihn KD. Release of gentamicin from bone
regenerative materials: an in vitro study. J Biomed Mater Res B Appl Biomater.
2007;81:23-9.

Nelson CL, Hickmon SG, Harrison BH. Elution characteristics of gentamicin-
PMMA beads after implantation in humans. Orthopedics. 1994;17:415-6.

Strobel C, Schmidmaier G, Wildemann B. Changing the release kinetics of
gentamicin from poly(D,L-lactide) implant coatings using only one polymer. Int J
Artif Organs. 2011;34:304-16.

Gollwitzer H, lbrahim K, Meyer H, Mittelmeier W, Busch R, Stemberger A.
Antibacterial poly(D,L-lactic acid) coating of medical implants using a
biodegradable drug delivery technology. J Antimicrob Chemother. 2003;51:585-91.

Lucke M, Wildemann B, Sadoni S, Surke C, Schiller R, Stemberger A, et al.
Systemic versus local application of gentamicin in prophylaxis of implant-related
osteomyelitis in a rat model. Bone. 2005;36:770-8.
Korkusuz F, Uchida A, Shinto Y, Araki N, Inoue K, Ono K. Experimental implant-
related osteomyelitis treated by antibiotic-calcium hydroxyapatite ceramic
composites. J Bone Joint Surg Br. 1993;75:111-4.

Littlewood-Evans AJ, Hattenberger MR, Liischer C, Pataki A, Zak O, O'Reilly T.
Local expression of tumor necrosis factor alpha in an experimental model of acute
osteomyelitis in rats. Infect Immun. 1997;65:3438-43.

Ekince B. Sican omurgasinda implant iligkili enfeksiyon modelinde vankomisin
emdirilmis metilmetakrilatin tedavi etkinligi. Tipta Uzmanlik Tezi, 2007, istanbul.

Poelstra KA, Barekzi NA, Grainger DW, Gristina AG, Schuler TC. A novel spinal
implant infection model in rabbits. Spine (Phila Pa 1976). 2000;25:406-10.

Ofluoglu EA, Zileli M, Aydin D, Baris YS, Kugukbasmaci O, Gonullu N, et al.

Implant-related infection model in rat spine. Arch Orthop Trauma Surg.
2007;127:391-6.

50



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Poeppl W, Tobudic S, Lingscheid T, Plasenzotti R, Daptomycin, fosfomycin, or both
for treatment of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus osteomyelitis in an
experimental rat model, Antimicrob Agents Chemother. 2011;55:4999-5003.

Poeppl W, Tobudic S, Lingscheid T, Plasenzotti R. Efficacy of fosfomycin in
experimental osteomyelitis due to Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus,
Antimicrob Agents Chemother. 2011;55: 931-3.

Garrigos C, Murillo O, Lora Tamayo J, Verdaguer R, Tubau F, Cabellos C et al.
Fosfomycin-daptomycin and other fosfomycin combinations as alternative therapies
in experimental foreign-body infection by methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimicrob Agents Chemother. 2013;57:606-10.

Alt V, Bitschnau A, Osterling J, Sewing A. The effects of combined gentamicin-
hydroxyapatite coating for cementless joint prosthesis on the reduction of infection
rates in a rabbit infection prophylaxis model. Biomaterials. 2006;27:4627-34.

Alt V, Kirchhof K, Seim H. Rifampicin-fosfomycin coating for cementless
endoprostheses: antimicrobial effects against methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus (MSSA) and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Acta
Biomater. 2014;10:4518-24.

Fuchs T, Stange R, Schmidmaier G, Raschke MJ. The use of gentamicin-coated
nails in the tibia: preliminary results of a prospective study. Arch Orthop Trauma
Surg. 2011;131: 1419-25.

Mihailescu R, Tafin UF, Corvec S. High activity of fosfomycin and rifampin against

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus biofilm 1n vitro and in an experimental
foreign-body infection model. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58: 2547-53.

51



