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1.GIRIS VE AMAC

Piyojenik spondilodiskit seyrek goriilen bir enfeksiyon olmasiyla birlikte, yash
popiilasyonun ve immiin yetmezlikli hasta sayisinin g¢ogalmasiyla goriilme sikligi
artmaktadir (1, 2). Seyrek goriilmekle birlikte ciddi ve hayati tehdit edebilen bu hastaliga
tan1 koymas1 genellikle zordur. Piyojenik spondilitin erken ve dogru tanisi, spinal
deformite ve disfonksiyon olusumunu azaltma ve etkili tedavi i¢in Onemlidir.
Staphylococcus aureus vertebral osteomiyelitte karsilagilan en yaygin mikroorganizma
olarak tespit edilmistir (3, 4). Coklu ilag¢ direncine sahip bakterilerin olusturdugu piyojenik
enfeksiyonlarin tedavisinde oldukc¢a eski bir tedavi yontemi olsa da arastirmacilar
bakteriyofaj tedavisini “yeni” bir alternatif gibi tekrar ele almaya baslamistir (5, 6).
Bakteriyofajlar, cesitli virulans genlerini tasiyabilirler ve bunlar1 bakterilere aktarabilirler
(7). Litik durumda, faj konak¢1 hiicreye baglanir ve niikleik asidini enjekte eder. Daha
sonra transkripsiyon, translasyon ve replikasyon meydana gelir ve ardindan faj paketlenir.
Sonug olarak konakei hiicre, ¢cogalan fajlarin uyguladigi basingtaki artiga bagli olarak
yirtilir (8). Bakteriyofajlar oldukga spesifik ajanlar olduklar1 i¢in normal flora iiyelerine
ve Okaryotik hiicrelere, antibiyotikler kadar zarar vermezler (9, 10). Literatiirde
bakteriyofaj tedavisinin farkli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildig1 ¢alismalar
mevcuttur (11, 12) Ancak literatlirde omurga enfeksiyonlar1 tedavisinde bakteriyofaj
kullanimina yonelik c¢aligma saptanmamistir. Calismamizda ratlarda olusturulan
spondilodiskit modelinde bakteriyofaj ve/veya antibiyotikten olusan tedavi protokollerinin

etkinligini karsilastirmay1 amagladik.



2.GENEL BILGILER
2.1 Tarihce ve Epidemiyoloji

Omurga enfeksiyonlarinin insanlik tarihinin eski donemlerine kadar dayandigi
diisiiniilmektedir. Omurga enfeksiyonlar1 tarihine 11k tutuldugunda tiim gelismelerin
tiiberkiiloza bagli spondilit etrafinda sekillendigi goriiliir. Zimmerman ve ark. tarafindan
MO 3000-5000 yillar1 arasinda yasadig diisiiniilen mumyalarda saptanan kaviter akciger
lezyonlar1 ve kifotik omurga deformiteleri bdyle diisliniilmesine neden olan ilk
bulgulardandir (13). MO 4. Yiizyilda yasadig1 diisiiniilen Hipokrat, tiiberkiiloz igin
‘tikenme,erime’ anlamina gelen ‘phititis’ terimini kullanmistir (14). 1779 yilinda Sir
Percival Pott tarafindan paraplejiyle seyreden ayr1 bir hastalik olarak omurga tiiberkiiloz
enfeksiyonu ilk kez tanimlanmustir (15). Gilinlimiizde insanoglunun mikroorganizmalarla
savagl devam etmekte olup, koruyucu hekimlik ve kitlesel asilama kavramlarindaki
prensipler gelismis iilkelerde iyice yer edinmis konumdadir. Ancak geri kalmig veya
gelismekte olan iilkelerde basta tiiberkiilloz olmak {izere enfeksiyon hastaliklari;
endemilere, gocle ve enfekte hayvan ticaretiyle pandemilere sebep olmaya devam
etmektedir. Tiiberkiilozun, gelistirilen kemoterapdtik ilaglar ve tedaviler sayesinde
ozellikle gelismis tllkelerdeki sikliginda ciddi azalmalar goriilmektedir. Hastaligin daha
iyi anlagilmas1 ve tani yontemlerindeki gelismelerle birlikte hastaligin saptanmasi daha
kolay hale gelmistir. Osteomiyelit olgularmin %2 ile %8’ini, omurganin piyojenik
osteomiyelit olgular1 olusturmaktadir. Prevelans1 %0,001 ile %0,0025 rapor edilmektedir
(16, 17). Hastaliga yakalanan erkek/kadin orani:2/1 dir (3, 18-21). Genel 6lim orani
raporlar arasinda farklilik gostermekle birlikte %?2 ile %20 arasindadir (22-24). Piyojenik
spondilodiskit olgularinda en sik tutulum bdlgesi %48-50 orantyla lomber bolge olurken,
daha sonrasinda %35 ile torakal tutulum, %3-10 servikal bolge ve %5 torakolomber
bileskede tutulum raporlanmistir (25, 26). Diinyadaki literatiirlere bakildiginda 20 yas
altinda ve 50-70 yaslar arasi olmak iizere hastaligin 2 farkli yas grubunda pik yaptig
saptanmustir (19, 27). Spinal enfeksiyonlarda etken genellikle tek bir patojen iken komsu
yumusak doku enfeksiyonlarindan yayilim ile bulas gerceklesirse polimikrobiyal de
olabilir. Hadjipavlou ve arkadaslarin yaptiklar1 doku kiiltlirlerinde %75 bakteri izole
edildigi bildirilmis olup, izole edilen ajanlarin %51 i tek patojen iken %16 iki farkli patojen
ve %8 polimikrobiyal olarak belirtilmistir (28). Omurganin genellikle (%88-97) anterior



cismi ve intervertebral diskinde tutulum olurken, posterior noral arkta bir tutulum

goriiliirse daha ¢ok fungal veya mikobakteriyel etkenlerden siiphelenilmelidir (29).

2.2 Fizyopatoloji

Patojenik mikroorganizmalar hematojen yol, direkt digardan ekim ve etkilenen
komsu dokulardan yayilma olmak {izere omurgay1 ii¢ yoldan enfekte edebilir. Spontan
spondilodiskit, c¢ogunlukla viicudun herhangi bir yerinde enfeksiydz bir odaktan
kaynaklanan hematojen yayilimimn bir komplikasyonudur. Endokarditli hastalarin
spondilodiskit gelistirme riski %?2 ile 20 arasinda degisirken, spondilodiskitli hastalarin
ticte birine endokardit tanis1 konur (30). Cocuklarda, spinal arterlerde bircok intradiskal
anastomoz varligr nedeniyle enfeksiyon disk i¢inde sinirli kalmaktadir. Yetigkinlerde,
spinal arterler, intervertebral disklere kan akisi saglamadan, uclarindan ikiye ayrilirlar
(31). Bu mekanizma nedeniyle enfeksiyon bir kural olarak, iki bitisik vertebral gévdeyi
etkiler (31). Niikleus pulpozusta herhangi bir yasta kan veya lenf damar1 bulunmamasina
ragmen, besleyici damarlar 7 yasa kadar vertebral u¢ plakada kalir ve annulus fibrozusta

20 yasina kadar devam edebilir (32, 33).

Sekil 1. Vertebral arteriyel sistemi temsil eden sematik ¢izimler (34)

A.Vertebranin arteriyel sisteminin aksiyel semasi:1,aort;2.segmental arter;3,vertebral cismi besleyen
arter; 4, interkostal/muskiiler arter;5, dorsal spinal arter; 6, radikiiler arter; 7, besleyici arter. B. Vertebranin
arteriyel sisteminin sagital semas1: 1, segmental arter; 2, metafiziyel anastomoz; 3, intermetafiziyel anastomoz.

Yeom ve ark. ¢aligmasindan uyarlanmistir (34).



Septik emboliler, vertebral yikima yol agan iskemi ve enfarktiise neden olarak
vertebra cisminin striiktiirel yapisinda yikima, kompresyon kiriklarina ve bunlarin
sonucunda; spinal instabilite ve deformasyona neden olur. Omurganin arka elemanlar1
(pedikiiller, lamina,transvers ve spindz prosesler), hematojen enfeksiyonlarda, omurun
govdesine kiyasla yetersiz arteriyel beslemesi nedeniyle ¢ok nadiren etkilenir (35).
Kontrol edilemeyen enfeksiyon, ¢evredeki yumusak dokulara yayilip spinal kanala
ilerleyerek epidural apselere ve ilerleyen durumlarda parapleji, subdural apse ve menenjite
neden olabilir. Venoz sistem, spondilodiskit patogenezinde oldukca kiiciik bir role sahiptir.
Karin i¢i basing artigina bagl olarak pelvisten paravertebral pleksusa olan vendz geri
dontisle birlikte pelvisteki enfeksiyon omurgaya tasmabilir (36). Komsu yapilardan
yayilim yoluyla enfekte aort greftleri, 6zofagus riiptiirii veya retrofaringeal apse gelisebilir
(3). Son yillarda cerrahi, epidural veya spinal ponksiyon prosediirlerinden sonra direkt
enfeksiyonlarda artis goriilmiistiir ve bunlarin sikligi bazi serilerde %?25-30'a kadar
degismektedir (30, 37). Omurga enfeksiyonlarinin yaklasik olarak %40’inda degisik
nedenlerle bagisiklik sisteminde zayiflamaya neden olan hastaliklar goriildiigii icin bu
hasta grubunda immiin yetmezlik olusturabilecek farmakolojik ajan kullanimi, dibetes
mellitus, alkol bagimliligi, HIV, damar ig¢i ila¢ kullanimi, siroz, beslenme yetersizligi ve

kanser etiyolojisi acisindan hastalar detayli olarak degerlendirilmelidir (1, 2, 38).

2.3 Oykii, Klinik Belirti ve Bulgular

Omurga enfeksiyonlariin tanisinda oykiiniin dogru ve ayrintili olarak alinmasi
tanida ve ayirici tanida en onemli basamagi olusturmaktadir. Oncelikle hastanmn yakin
zamanda gecirdigi solunum yolu ve {iriner sistem enfeksiyonlari sorgulanmalidir. Hastanin
hayatinin herhangi bir doneminde geg¢irdigi brusella ve akciger tiiberkiilozu enfeksiyonlari
niiks agisindan degerlendirilmelidir. Hastanin yasadigi bolge, sosyoekonomik kosullar,
kalabalik aile yapis1 ve yakin ¢evresinde tiiberkiiloz Oykiisii akillara tiiberkiilozu
getirmelidir. Siit ve siit lirlinleriyle temas: bulunan ve atesli ataklar goriilen hastalarda
brusella enfeksiyonu akillarda bulundurulmalidir. Sokak kdpekleri veya vahsi hayvanlarla
temaslilarda ekinokok arastirlmalidir. Cig et tiikketenlerde paraziter enfeksiyonlar
akillarda bulundurulmalidir. Giivercin besleyenlerde ve digkilarin1 giibre olarak
kullananlarda kriptokok, kanalizasyon gibi rutubetli yerlerde calisanlarda ise blastomikoz

ve koksidiyomikoz enfeksiyonlar1 akla gelmelidir (39). Klinik belirti ve bulgular etiyolojik



faktore gore degigsmekle birlikte hastalarin biiylik kisminda travma 6ykiisii olmadan sinsi
baslangigli sirt ve bel agrisi temel bulgulardir (16, 18, 40-42). Hastalarin ¢ogunda agrinin
sinsi baglamasi ve enfeksiyona 6zgii sistemik belirti ve bulgularin (ates gibi) baslangicta
olmamasi nedeniyle tanida gecikmeler goriiliir. Bu nedenle omurga enfeksiyonlarinin
tanisinda en Onemli faktor sliphelenmektir. Erken donemlerde laboratuvar bulgulari
yaniltict olabilir, normal kan l6kosit sayist yaygin bir bulgudur. Eritrosit sedimentasyon
hizinda artma en sik laboratuvar bulgusu olmasina ragmen, CRP medikal tedavinin etkisini
gostermede klinisyenler tarafindan daha etkili olarak kullanilmaktadir (28, 43, 44). Diiz
radyografik incelemeler erken donemlerde yardimer degildir. Tanidan siiphe edildiginde
MRG en giivenilir tan1 yontemidir (45). Akut olgularda agri, ates ve spazm bulgulari var
iken, subakut ve kronik olgularda omurga ile ilgili belirtilere rastlanmayabilir ve hastalar
gogiis, karin, kalga veya bacak agris1 gibi atipik bulgularla doktora basvurabilirler. Agri
hastaligin bulundugu segmentte olup hareketle artan karakterdedir. Zamanla dinlenme ve
agr1 kesicilere cevap vermeyecek diizeylere ulasabilir. Piyojenik spondilodiskit
olgularinda en sik tutulum bolgesi %48-50 oraniyla lomber bolge olurken, daha sonrasinda
%35 ile torakal tutulum, %3-10 servikal bolge ve %S5 torakolomber bileskede tutulum
raporlanmistir (25, 26). Lomber omurga tutulumu, pozitif diiz bacak kaldirma testi, agirlik
kaldirmada agri, lomber lordoz kayb1 veya kalgada fleksiyon kontraktiirii ile birliktedir.
Servikal omurga tutulumu tortikollis ve disfajiye yol agar. Collert yaptig1 ¢alismada
ndrolojik defisit goriilme oran1 %4-17 olarak bildirilmistir (46). Eismont ve ark. yaptiklari
calismada norolojik defisit insidansinin diyabet, romatoid artrit, sistemik steroid
kullanimi, 50 yas ve {iist hastalar, daha list omurga segmenti tutulumu ve S. aureus
enfeksiyonlarinda artis gosterdigini bildirmislerdir (47). Omurga enfeksiyonlarinin
yaklagik olarak %40’ mda degisik nedenlerle bagisiklik sisteminde zayiflamaya neden
olan hastaliklar goriildiigii i¢in bu hasta grubunda immiin yetmezlik olusturabilecek
farmakolojik ajan kullanimi, diabetes mellitus, alkol bagimlhigi, HIV, damar i¢i ilag
kullanimi, siroz, beslenme yetersizligi ve kanser acisindan detayli olarak

degerlendirilmelidir (1, 2, 38).



2.4 Enfeksiyon Etkenleri
Staphylococcus aureus, koagiillaz negatif stafilokok ve Streptococcus spp vertebral
osteomiyelitte karsilasilan en yaygin mikroorganizmalar olarak tespit edilmistir (3, 4).
Mycobacterium tuberculosis ve Brusella spondylodiskit endemik bdlgelerde daha yaygindir
(48, 49). Intravenoz ilag bagimlilarinda, immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve
postoperatif hastalarda gram negatif aerobik bakterilerin ve Candida spp in neden oldugu
omurga enfeksiyonlar1 daha sik goriiliir (50, 51). Insan immiin yetmezlik viriisii enfeksiyonu,
konjenital veya iyatrojenik immiin sistem yetmezligi olan hastalar, Mycobacterium avium
kompleksi ile tliberkiiloz dist1 mikobakterilerin neden oldugu vertebral osteomiyelit

vakalarinda artis rapor edilmektedir (52).

Tablo I. Spinal Enfeksiyonlarda Etken Olan Mikroorganizmalar®(17)

Sik Goriilen e Staphylococcus aureus
Etkenler> % 50 e Koagiilaz negatif stafilokok
e Streptococci e Enterococci
Orta Sikhikla e Pseudomonas spp. e Enterobacter spp.
Gériilen Etkenler %25 e Proteus spp. e FEscherichia coli
e Serratia spp. e Anaeroblar

(Clostridium spp,
Bactoriedes  flagilis,

Peptostreptococcus
spp-)

e  Mycobacterium e  Mycobacterium avium

Nadir Goriilen Etkenler tuberculosis complex
<%5 e Candida spp. e Dimorfik mantarlar

e  Mycoplasma spp. o Aspergillus spp.

e Brucella spp. e Tropheryma whipplei

e Actinomyces e Salmonella spp.

*Mandell, Douglas, and Bennett’s Principles and Practice of Infectious Diseases. 8th

Ed., Elsevier Saunders, Philadelphia 2015 basimindan uyarlanmistir (53).




Tablo II. Vertebra Enfeksiyonlarinda Predispozan Faktorlere Gore Patojenlerin
Siniflandirilmasi*(54)

Klasifikasyon Patojen

Hematojen vertebra  [S.aureus, S.viridans, gram negatif basil
osteomiyeliti

Spontan ¢ocukluk diskiti S.aureus

Spinal kanal S.aureus, Streptococcus spp.
enfeksiyonlart
Yumusak doku S.aureus, Mycobacterium spp
enfeksiyonlari

Predispozan faktorler S. agalactia, Grup B Streptokok, gram negatif basil

(diabet, neoplaziler)

Uriner sistem E.coli, gram negatif basil
enfeksiyonu

Immiinkomprimize hasta |Aspergillus spp., cryptococcus spp, atipik mikobakteri

IV ilag kullanicilar1 ~ Serratia spp.

Travma Serratia spp.

Epidural enjeksiyon  S.aureus, Pseudomonas spp

Basing iilserleri Polimikrobiyal enfeksiyonlar, gram negatif basil, anaeroplar

Pastorize edilmemis Brucella spp.
siit irtinleri

Talasemi Salmonella spp.

Endemik bolgeler Endemik mantar, parazitler.

*Mandell, Douglas, and Bennett’s Principles and Practice of Infectious Diseases.

Sekizinci Basimdan uyarlanmistir.



2.4.1 Mrsa

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), metisilinin kullanilmaya
baslanmasindan kisa bir siire sonra 1961'de tanimlanmis ve ayni donemlerde MRSA
salginlar1 bildirilmistir (55, 56). Metisiline direncli Staphylococcus aureus’ un toplumdaki
yaygimligr toplumla iligkili MRSA suglarinin epidemisine bagli olarak artmaktadir (57,
58). MRSA kolonizasyonu olan yetiskinlerde MRSA enfeksiyonu gelisme riski normal
poplilasyona gore % 30'a kadar daha fazladir (59). MRSA hem {i¢iincii basamak hem de
devlet hastanelerinde cerrahi alan enfeksiyonunun 6nde gelen nedenidir (60, 61) MRSA
bulagsmasin1 6nlemek ve MRSA enfeksiyonlarini azaltmak amaciyla birgok hastane,
MRSA kolonizasyonu igin yiiksek riskli hastalar1 tarama ve MRSA tasiyicilarinin
izolasyonu olmak {izere kapsamlt MRSA kontrol programlar1 uygulamaya koymustur
(62). MRSA enfeksiyonu olan hastalar, metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA)
enfeksiyonu olan hastalara gore daha yiiksek mortaliteye, daha uzun hastanede kalig
strelerine ve daha yiiksek saglik bakim maliyetlerine, yliksek oranlarda akut bobrek
yetmezligi, hemodinamik instabilite ve uzun siireli ventilator bagimliligi vardir (63-65).
MRSA ile kolonizasyon, invazif tibbi veya cerrahi prosediirleri takiben stafilokok
enfeksiyon riskini artirir. Hastane hastalarinin taranmasi, bu patojen icin birincil
kolonizasyon bdlgesi olan burun deliklerine odaklanmistir. Bununla birlikte, bazi kisilerde
sadece bogazda MRSA kolonizasyonu vardir, bu nedenle rutin burun taramasinda bu goz
ardi edilir. Mertz ve arkadaslarinin 2009 yilinda 3464 Isvigreli hastay1 iceren bir
caligmada, katilimeilarin %48'inin S. aureus tasiyicist oldugu ve bunlarin da %12'sinde
0zel bogaz tasiyiciligi rapor edilmistir (66). Penisilin baglayici proteinler, hiicre duvari
sentezi sirasinda peptidoglikanin transpeptidasyon reaksiyonlarin1 katalize eden,
bakteriyel membranda bulunan peptidaz enzimleridir. mecA, yar1 sentetik penisilinaza
direngli beta-laktamlara diren¢ olusturan uyarilabilir bir protein olan penisilin baglayici
protein (PBP) 2a'y1 kodlar (67, 68). MecA geni, stafilokokal kromozom kaseti (SCCmec)
ad1 verilen hareketli bir genetik element tizerinde bulunur. EUCAST(European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) sinir deger olarak, oksasilin MIC> 2 mcg / ml
belirlemistir (69). Oksasilin, metisilinin artik piyasada bulunmadig: i¢in metisilinin yerini
alan yar1 sentetik bir penisilindir. Mec genini saptamak i¢in sefoksitin disk difiizyon
testinin kullanilmas1 veya birka¢ polimeraz zincir reaksiyonundan biri gibi diger yontemler

de yaygin olarak kullanilmaktadir. Oksasilin veya metisiline direngli izolatlar,



sefalosporinler dahil ¢ogu beta-laktam maddesine de direnglidir; istisnalar arasinda

seftarolin ve seftobiprol bulunur.

2.5 Tam Yontemleri

2.5.1 Laboratuvar Testleri

Omurga enfeksiyonlarda gecikmis veya yanlis tani, tedavinin onilindeki en biiyiik
engellerdir. Ates Oykiisii olan hastalarda mutlaka kan kiiltiirti alinmalidir. Bakteriyolojik
tan1 elde etmenin en hizli ve en az invaziv yontemi olan kan kiiltiiriinde etken
organizmanin %34-70 oraninda {retildigi literatiirde belirtilmis (19, 70).Tam
konulabilmesi i¢in ultrason veya BT esliginde perkiitan biyopsiyle doku kiiltiirii yapmak
altin standart olmakla birlikte doku kiiltiiriinde bile etken izole edilemeyebilir. Hastalar
septik veya kritik derecede hasta olmadigi siirece uygun kiiltlirler yapilincaya kadar
antibiyotik tedavisine baslanmamasi daha anlamlidir (71). Etken izolasyonu i¢in aerobik,
anaerobik, mantar ve tiiberkiiloz kiiltiirleri yapilmalidir. Yavas lireyen mikroorganizmalar
acisindan 10 giin kiiltiir takibi yapilmalidir. Alinan biyopsi 6rnekleri mutlaka Gram ve
EZN (Erlich Ziehl Neelsen) boyama, patolojik ve histolojik inceleme i¢in laboratuvar

testleri yapilmalidir.

Thurnher ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptiklari calismada tanida ortalama 2,6 ay
gecikildigini ve %33,7 oraninda yanhs tan1 alindigim1 belirtmislerdir (72). 2008 yilinda
yayimlanan, 14 c¢alisma ve 1008 piyojenik vertebra osteomiyelit hastasini iceren bir
derlemede BT esliginde veya agik biyopsi yoluyla mikroorganizmayi izole etmenin kan

kiiltiirtinden daha anlamli oldugu belirtilmistir (42).

Eritrosit sedimentasyon hizinda artma en sik laboratuvar bulgusu olmasina ragmen,
CRP seviyesi 0zellikle medikal tedavinin etkisini gostermede klinisyenler tarafindan daha
etkili olarak kullanilmaktadir (22, 28, 44, 73). CRP diizeyinin haftalik %50 diismesi tedavi

acisindan olumlu bir gostergedir (22).

Biyopsi, esas olarak kan kiiltiirii negatif olan hastalarda endikedir. Osteomiyelit

tanisinda ve etken ajanin gosterilmesinde altin standart BT esliginde biyopsi ve kiiltiirler



ile histopatolojik ve mikrobiyolojik incelemeler olup %70-%90 oraninda pozitif sonug

bildirilmistir (74-76).

2.5.2 Direkt Grafi

Belirsiz spinal semptomlar1 olan hastalarda ilgili spinal segmentin konvansiyonel
radyolojik goriintiilemesi birinci basamak goriintiileme arastirmasidir; duyarliligi %82 ve
ozgiilliigii %57'de olarak degerlendirilmistir (77). Lokalize osteopeni ve disk araliginda
daralma diiz radyografilerde goriilen en erken bulgulardir. Enfeksiyon baslangicindan
ancak 2-8 hafta sonra direkt grafide goriilebilecek diizeyde yaklasik %35-40 kemik yikimi
ortaya cikar. Ayrica trabekiiler kemikte %50 nin iizerinde kayip oldugunda direkt grafide
ile lezyon tanimlanabilir. Bu siire¢ alt1 ay siirebilir (42, 78). Paravertebral yumusak doku
golgeleri apse olusumu hakkinda bilgi verebilir. Gaz olusturan mikroorganizmalarin yol
actig1 enfeksiyonlarda disk araliginda gaz goriintiisii olabilir. Ilerleyen donemlerde ¢okme,
kifoz ve instabilite goriilebilir. Reaktif skleroz ¢oziintirliigii gosterir ve olgularin yaklagik
yarisinda spontan fiizyon ile sonuglanir. Direkt grafide bulgu olmamasi spondilodiskiti

dislamaz, ancak yine de hastaligin ilerlemesini degerlendirmek i¢in 6nemlidir.

2.5.3 Bilgisayarh Tomografi

BT, MRG uyumsuz kalp pilleri ve hastaya 6zgii faktorlere bagl olarak MRG' nin
kontrendike oldugu durumunda alternatif olarak siklikla kullamilir. Paravertebral apse
kontrastl1 BT ile MRG’ den daha iyi gosterilebilir. Ayrica BT; ince igne biyopsisini veya
apse dreninin yerlestirilmesini kolaylastirir (79, 80). BT, kemik destriikksiyonu ve

sekestrumun lokalizasyonunu saptamada faydalidir (45).

2.5.4 Manyetik Rezonans Goriintiileme

MRG yumusak dokulari, noral yapilari, erken enfeksiyonu, hastaligin spinal
yayilimini ve apse formasyonunu gostermede tistlinliigii nedeniyle tercih edilir(45). MRG,
spondilodiskiti saptamak i¢in goriintiileme ¢aligmalarinda altin standarttir ve bir kontrast

ajan eklenmesi, spondilodiskit, dejenerasyon (Modic tip I) veya neoplazi (81, 82) i¢in
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siipheli bulgular arasinda bir ayrim yapilmasini saglar. Ozgiilliik %96 ve duyarlilik %92
ile oldukga yliksektir(81, 83, 84). Gadolinyumla gii¢clendirilmis MRG, duyarliligi %95,4'e
kadar artirabilir(85).

Kontrast madde olmaksizin alinan T1 ve T2 agirlikli goriintiiler, epidural mesafedeki
inflamatuar kitlenin saptanmasinda yetersizdir. Clinkii beyin omurilik sivis1 ve inflamatuar
doku benzer sinyal intensitesindedir. Epidural enfeksiyonun varligi ve ger¢cek uzanimi
ancak intravendz kontrast madde enjeksiyonu sonrasi gosterilebilmektedir. Kontrast
madde tutulumu PSD’ de tipiktir ve heniiz 6deme bagl sinyal degisiklikleri olusmamissa

bile pozitif olabilir (86-89).

MRG’ de akut enfeksiyonda kemik iligi 6demine bagli olarak sivi sinyal artig1 ve
buna bagli olarak T1 agirlikli imajlarda sinyal azalmasi, T2 agirlikli imajlarda sinyal artis1
izlenmektedir (78, 90-92). Vertebral cisim ¢okmesi ve kemik sklerozunda da PSD ile
benzer karakterde sinyal degisiklikleri izlenebilir. Kontrast tutulumunun enfeksiyonda
tipik olmasi ile ayrim yapilabilir (86, 89). MRG’ de kontrast sonrasi goriintiilerde PSD’ de
vertebra ve disklerde homojen kontrast tutulumu izlenirken; tiiberkiiloz PSD’ den daha

heterojen kontrast tutulumu gosterir(78, 93).

MRG’ de, erken iyilesme bulgulari; inflamatuar yumusak dokudaki kalinligin
azalmasi ve kontrast tutulumunda azalma olarak belirtilmektedir. Kontrast tutulumunun
olmamasi ve normal sinyal paterni iyilesmenin tamamlandiginin bulgularidir (89-91).

Disk mesafesi ¢ogunlukla kalic1 olarak daralir (94, 95).

Vertebralari tutan enfeksiyon ve tiimorlerin de ayriminin yapilmasi gerekmektedir.
T2 agirhikli goriintiilerde, 6zellikle solid igerikli metastazlarda izlenen sinyal, beyin
omurilik sivisi sinyaline oranla daha diistikken enfeksiy6z durumlarda daha yiiksektir.
Tiimorlerde genellikle disk korunsa da multipl miyelom, lenfoma, kordoma, eozinofilik
graniilom, anevrizmal kemik kisti ve dev hiicreli tiimoérlerde disk tutulumu goriilebilir (78,

86, 87, 89, 90).

Tiim bu durumlarin goz Oniline alindigr vertebral kemik iligi incelemelerinde

kullanilan standart MR protokollerinde, T1 agirlikli ve yag baskili T2 agirlikli hizli SE ya
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da hizli STIR sekanslar mutlaka bulunmalidir. Lezyona yonelik en az iki ortagonal

diizeyde goriintii alinmalidir. Gerektiginde kontrastli inceleme de eklenmelidir (96-99).

2.5.5 Niikleer Goriintiilleme Yontemleri

Flor-18 florodeoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi / BT (18F-FDG-PET-BT),
onkoloji ve bulasici hastaliklarda iyi bilinen bir prosediirdiir ve spondilodiskit tanisinda

giderek daha 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir (84, 85).

PET-BT, oOzellikle kontrasti MRG/BT' nin bdbrek yetmezligi gibi
kontrendikasyonlarinda iyi bir alternatiftir. Bununla birlikte, pahali bir teknik olmas1 ve
sadece belirli merkezlerde yapilabilmesi en 6nemli sinirlayicilaridir. Fizyolojik olarak,
uygun sekilde isaretlenmis glikoz kemik iliginde ve omurgada birikmez, dyle ki artmis

glikoz aktivitesi olan iltihaplanma siire¢leri PET-BT' de "sicak noktalar" olarak goriiniir.

Yapilan bazi ¢alismalarda MRG' nin PET-BT' ye esdeger oldugunu ancak hastaligin
baslangicini izleyen ilk 2 haftada PET-BT’ nin az da olsa avantajlar sagladigini, sonraki

donemlerde anlamli fark olmadigi belirtilmis(100-102).

Son ¢alismalar, PET-BT' nin dejeneratif (Modic tip I) ve inflamatuar degisiklikler
arasindaki ayrimda MRG’ ye istiinliigii gosterilmistir (103-105). Bununla birlikte, PET-
BT’ nin neoplazi, spondilodiskit ve travma sonrast kemik iligi ddemi arasinda ayrim
yapma 0zgiilliigliniin olmamas1 6nemli bir dezavantajidir (106, 107). Bu nedenle MRG ile
kombinasyonu 6nerilir. Ote yandan PET-CT, metal implantlar ve MRG uyumlu olmayan

kalp pillerinden bagimsiz olarak tiim hastalarda uygulanabilme avantajini1 sunmaktadir.
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2.6 Omurga Enfeksiyonlarinda Tedavi
2.6.1 Medikal Tedavi

Osteomiyelit tani, patofizyoloji ve klinik olarak heterojen bir spektrumu bulunan
tedavisi zor bir hastaliktir. Tedavide amag¢ enfeksiyonun elimine edilmesi ve
fonksiyonlarin geri kazanilmasidir. Klinik semptom ve bulgularin hafif oldugu ve cerrahi
riski yliksek olan olgularda, immobilizasyon ve sistemik antibiyotik uygulamasi ile

konservatif tedavi piyojenik spondilit i¢in ilk tedavi secenegidir (108).

Enfeksiyonun erken evresinde akut agr1 diizelene kadar yatak istirahatine devam
edilmelidir. Ancak Ozellikle yasl hastalarda pnomoni, demans, dekiibitus, lilserasyon,
derin ven trombozu ve pulmoner emboli gibi yatak istirahatinin neden olabilecegi
komplikasyonlara dikkat edilmelidir. Hastalarin daha sonra omurga hareketlerini en aza
indirmek i¢in uygun bir korse 3 ile 4 ay kadar takilmalidir (109). Harici immobilizasyon,
omurgay1 stabilize etmeye, agriy1r azaltmaya ve deformiteyi ve norolojik bozulmay1

onlemeye yardimci olur (74).

Lomber diskler, yetiskin viicudundaki en biiyiikk avaskiiler yapilardir ve pasif
diflizyon, antibiyotikler de dahil olmak {izere tiim molekiillerin merkezi bolgelere
verilmesi i¢in  kritiktir  (110). Niikleus pulpozusdaki yiiksek miktarlardaki
glikozaminoglikan konsantrasyonu nedeniyle yiiksek yogunlukta negatif yiik olusturur.
Sonug olarak, negatif yilikli molekiillerin diske dis aniiliisiin damarlarindan difiizyon
yoluyla girme olasilig1 daha yiiksektir, pozitif yiiklii molekiiller ug plakay1 ¢cevreleyen kan

damarlarindan geger ve yliksiiz ¢oziinen maddeler diske her iki yoldan da girecektir (111).

Optimal antibiyotik tedavisi siiresi iyi tanimlanmamustir, birka¢ caligma alti ila sekiz
haftalik intravenoz tedavi 6nermektedir ve digerleri sadece dort hafta nermektedir. Dort
haftadan daha kisa siireli antibiyotik tedavisi, kabul edilemeyecek kadar yiiksek rekiirrens

oranina neden olabilir (112).
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Tablo III. Piyojenik Spinal Enfeksiyonlarda Sik Goriilen Enfeksiyonlar ve Tedavi

Segenekleri (113)
Mikroorganizma Ik Segenek Alternatif Tedavi
Siiresi(hafta)
1. Kusak Vankomisin 4-6
Metisilin Duyarli sefalosporin, 15mg/kg IV, 2x1
S. Aerus (MRSA) Ampisilin/Sulbaktam Daptomisin 6-
600 mg PO 4x1 8 mg/kg 1x1 IV
Linezolid 600
mg 2x1 PO/IV
Levofloksasin
500-750 mg
Ix1+Rifampisin 600
mg 1x1 PO
Klindamisin
600-900 mg IV 3x1
Vankomisin Daptomisin 6- 6
Metisilin Direngli 15mg/kg 1V, 2x1 8 mg/kg 1x1 IV
S. Aerus (MRSA) Linezolid 600
mg 2x1 PO/IV
Levofloksasin
500-750 mg
Ix1+Rifampisin 600
mg 1x1 PO
Penisilin G Vankomisin 4-6
Enterococcus spp. 20-24 milyon 15mg/kg IV, 2x1
penisilin duyarl iinite/24 saat IV 1x1 Daptomisin 6-
Ampisilin 8 mg/kg 1x1 IV
sodyum 12 gr IV 1x1 Linezolid 600
mg 2x1 PO/IV
Vankomisin Daptomisin 6- 4-6
Enterococcus spp. 15mg/kg IV, 2x1 8 mg/kg 1x1 IV
penisilin Direngli Linezolid 600
mg 2x1 PO/IV
Sefepim 2 gr Siprofloksasin 6
Pseudomonas 3x1 IV 750 mg 2x1 po veya
Aeruginosa Meropenem 1 400 3x1 IV
gr 3x1 IV Seftazidim 2
gr 3x1 IV
Penisilin G Vankomisin 6
Beta Hemolitik 20-24 milyon 15mg/kg IV, 2x1
Streptokok tinite/24 saat IV 1x1,
Seftriakson
2gr Ix1 1V
Siprofloksasin Seftriakson 6-8
Salmonella spp. 750 mg 2x1 po veya 2gr Ix1 1V

400 3x1 IV
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2.6.1.1 Antibiyoterapi

Vertebral osteomiyelitin medikal tedavisinde oral ve parenteral tedaviler
kullanilmaktadir. Beta laktam grubu antibiyotikler ve vankomisin spondilodiskit
tedavisinde en sik tercih edilen kemoterapéotiklerdir. Sefalosporinler ve penisilinaza
direngli penisilinler, diisiik yan etki profili ve stafilokoklar dahil olmak tizere diger
spondilodiskit etkenlerine karsi etkili olmalari sayesinde tedavide kullanilmaktadirlar
(114). Vankomisin, MRSA ve ampisilin direncli enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Vankomisin tedavisinin dezavantajlar1 arasinda, ilacin kemik
dokulara gegisinin ¢ok iyi olmamasi, MRSA enfeksiyonlarmda vankomisin MiK
degerinde artis ihtimalinin olmasi ve vancomisinle tedavi edilen olgularda niiks
gelisebilme ihtimali bulunmaktadir (115). Oral ve parenteral kullanim1 mevcut olan
ve oral biyoyararlanimi1 yiiksek olan linezolid, stafilokoklar, streptokoklar ve
vancomisin direncli enterokoklara bagli spondilodiskit tedavisinde tercih
edilmektedir (116). Linkozamid grubu olan klindamisn yiiksek oral biyoyararlanimi
olan ve gram pozitif etkinligi bulunan bir antibiyotiktir. Gram negatif
mikroorganizmalara bagli vertebral osteomiyelitlerde siprofloksasin tedavisinde
%64-90 arasinda etkinlik gosterilmistir (117, 118). Niiks genellikle 6 ay iginde
goriilebilmekle birlikte nadiren antibiyotik tedavisinin tamamlanmasindan 1 yil
sonrasinda bile ortaya ¢ikabilir. Antibiyotik doneminde piyojenik spondilit igin
tedavi edilen hastalarin %1-22'sinde niiks goriilmiistiir (108). Organizma belirsiz
kalirsa, birinci nesil sefalosporin veya penisilini iceren ampirik antibiyotikler
genellikle yaygin enfektif organizmalari, yani stafilokok ve streptokoklari kapsamak
icin kullanilir. Antibiyotik se¢imi, sonraki bakteri kiiltiirli sonuglarina gore ayarlanir.
Mikrobiyologlara danigmak, antibiyotik kapsamini optimize etmek ve olasi
bakteriyemi kaynaklarin1 belirlemek i¢in 6nemlidir. Uygun olmayan antibiyotik
kullanimi, hastanede kalis siirelerinin uzamasina ve maliyetlerin artmasina neden

olabilir ve ayrica hastanin prognozu iizerinde olumsuz sonuglara yol acabilir.

2.6.1.2 Faj Terapi

Faj terapi insanlardaki enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in Orta Dogu, Asya ve

ozellikle Rusya, Polonya ve Giircistan gibi Dogu Avrupa iilkelerinde klinik olarak
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kullanilmistir (119, 120). Biyosferdeki en yaygin viriis olan fajlar, bakterilerin var

olabilecegi tiim ortamlardan kolaylikla bulunabilir ve izole edilebilirler (121, 122)

Insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde en 6liimciil ve yasami tehdit eden
bakteriyel hastaliklarin ve komplikasyonlarin tedavisinde de kullanilabilirler (123,
124) Bununla birlikte, deneysel olarak enfekte olmus hayvanlarda (5, 125) net
basarilar elde edilmistir ve matematiksel modelleme fizibilite beklentilerini

desteklemektedir (126).

Litik bakteriyofajin bakterileri hedef alma ve oldiirme yetenegi, enfeksiyon
bolgesinde ¢ogalabilmeleri ve konak florasi {izerinde higbir etkisi olmadan yalnizca
belirli bakterileri hedefleyebilecekleri ve konakgilar1 ortadan kalktiginda da yavas
yavas ortadan kaybolmasi, antibiyotige direncli suslarda biyofilmler iizerinde bir

etkiye sahip olmasi potansiyel avantajlari olarak goriilmektedir (124, 127-129).

vevedfesvecoresene

- —

kuyruk iplikciklen

<,
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Sekil 2. Tipik bir bakteriyofajin yapisi

Tipik bir bakteriyofaj, kurbaga yavrusu seklinde olup, niikleik asidi gevreleyen bir kafa, bir taban

plakasi1 ve kuyruk lifine sahip bir kuyruktan olusur. Yap ve ark. ¢alismasindan alinmistir (130).

Bakteriyofajlar bazi istisnalar diginda kapsid ve / veya kuyruktan olusur (131).
Kapsid genetik materyali, DNA'y1 veya RNA'yr kapsar ve korur (132).
Bakteriyofajlarin boyutlar1 24 ila 400 nm arasinda degisir (133). Kapsid, enzimlerin

genetik materyalden yararlanmasini engelledigi icin 6nemlidir (134). Kuyruklar bir
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konektor aracilifiyla faj kapsidine tutturulur. Bakteriyel susu tanimanin diger
rolleriyle birlikte, konektor, genetik materyalin konak¢i hiicreye aktarilmasina
yardimci olur (135). Konektor, bakteri hiicre duvarini parcalayan ve genetik
materyali kapsidden konakc1 bakteriye aktarmanin yolunu agan birkac¢ proteinden

olusan altigen, hetero-oligomerdir (136, 137)
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Sekil 3. Lambda (A) bakteriyofaj iiremesinin litik ve lizojenik dongiileri (8)

Sekil 2°de lambda (A) fajlarinin litik ve lizojenik olmak tiizere iki tiir yasam
dongiisii gosterilmistir (8). Litik durumda, faj konakg1 hiicreye baglanir ve niikleik
asidini enjekte eder. Daha sonra transkripsiyon, translasyon ve replikasyon meydana
gelir ve ardindan faj paketlenir. Sonug olarak konakgi hiicre, artan fajlarin uyguladigi
basinca bagl olarak yirtilir. Ote yandan lizojenik yasam déngiisiinde, faj niikleik
asidi giris yaptiktan sonra bakteri kromozomuna entegre olur. Faj ile entegre olan
DNA profaj olarak adlandirilir. Uyur halde bulunan lizojenik profajlar ile birlikte

sonsuza kadar ¢ogalabilir ancak radyasyon veya bazi kimyasallarin varlig1 gibi belirli
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cevresel uyaranlara yanit olarak bakteri genomundan ¢ikarilirsa, viriilan forma geri

donebilir ve litik dongiiyii baslatabilir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda bir bakteriyofaj kokteyli (138, 139) ve bakteriyofajin
bir antibiyotikle (140) kombinasyon halinde kullanilmasi biyofilm iiretimini azaltir.
Bu avantajlara ragmen fajlar, siirekli degisen dinamik yapilari nedeniyle hala
antimikrobiyal ajanlar olarak rutin olarak kullanilmamaktadirlar. Bazilar1 toksinler
gibi istenmeyen genleri edinebilir, bakteriyel genleri bakteriler arasinda
transdiiksiyon ile transfer edebilir ve potansiyel olarak insan bagisiklik sistemi ile

etkilesime girebilirler (127, 141).

Giivenli bir terapotik firsat olarak faj terapisinin potansiyeli gbz Oniinde
bulunduruldugunda (9, 10), istenmeyen faj konakgi etkilesimine veya kodlanmasina
dahil olabileceklerinden, yeni viriilans faktorlerinin ve gen iirilinlerinin islevini

anlamak i¢in faj genomlarinin daha fazla arastirilmasi 6nemlidir (142).

2.6.2 Cerrahi Tedavisi

Omurga enfeksiyonunda cerrahi bir sekilde tedavinin olmasi i¢in cerrahi ve
anestezik tekniklerin gelismesi beklenmistir. 1911 yilina gelindiginde birbirinden
bagimsiz olarak Hibbs ve Albee omurgaya bagh tiiberkiiloz hastaliklarinda posterior
spinal fiizyon teknikleri gelistirmislerdi (143, 144). Dr. Hibbs tiiberkiilozlu dizlere
gerceklestirdigi artrodezlerden esinlenerek posterior spinal flizyonu tanimladigi
tarihlerde Dr. Albee ise; hastanin tibiasindan aldig1 greft ile posterior spinal fiizyon

uygulamistir (143, 144).

Kemoterapdtiklerin tedavide kullanilmaya baslanmasindan once omurgayi
tutan enfeksiyonlar deformite, nérolojik defisit ve %25-75 arasinda degisen oranlarda
mortalite ve eslik eden ciddi morbidite nedeni olan bir hastalik olarak gériilmekteydi

(145).

Kemoterapotiklerin gelismesiyle birlikte cerrahi uygulamalar daha cesur bir
sekilde uygulamaya baslandi. 1950’11 yillarin sonunda bugiin bile hastaligin cerrahi
tedavisinde altin standart olarak goriilen soguk apsenin drenaj ve debritmani

prosediirii, Hodgson ve ekibi tarafindan Hong Kong’da tanimlamistir (145, 146).
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Enfeksiyon omurganin Oniinde vertebra cisminde yer aldigindan, anteriordan
gerceklesen ve trikortikal greftlerle desteklenen anterior fiizyon cerrahisi Hong Kong

prosediirii olarak literatiirde yerini almistir (145, 146).

Yapilan calismalarda hastalarin ¢ogunlugunun medikal tedavi ve istirahatle
diizeldigini ve ¢ok az sayida hastada cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyuldugu gosterilmistir
(18, 108, 147).

Hastaligin cerrahi tedavisinde ideal cerrahi igin literatiirde farkli yorumlar
olmakla birlikte tedavide enfekte dokunun tamamen debride edilmesi, yeterli doku
iyilesmesi i¢in kanlanmanin saglanmasi ve spinal stabilizasyon tedavi i¢in olmazsa

olmazlardir.

Norolojik defisit varligi, epidural apse ve ilerleyici nérolojik defisit, uzun siireli
medikal tedaviye ragmen diizelmeyen antibiyotik tedavisine direngli olgular, disk
araliginda ve vertebra cisminde belirgin destriiksiyonu, yapisal instabilite ve spinal
deformite gelismesi cerrahi tedavi endikasyonlari arasinda yer almaktadir (42, 47,

148).

Gilinlimiizde, enfekte kemigin radikal eksizyonu ve rijit internal fiksasyon,

yardimci destegin yeterli olmasi kosuluyla rutin olarak uygulanmaktadir.

Caragee, piyojenik osteomiyeliti olan 17 hastada gerceklestirilen

enstriimantasyondan sonra %47 komplikasyon orani bildirmistir (149).

Faraj ve Webb primer omurga enfeksiyonu nedeniyle internal fiksasyon
uygulanan 31 hastada enfeksiyonun tedavi edildigini ancak 1 hastanin enfeksiyon
nedeniyle 6ldiigiinii, 1 hastada implant yetmezligi gelistigi ve 3 hastada ise daha ileri

debritman gerektiren yara yeri sorunlar1 gelistigi bildirilmis (150).

Krodel ve arkadaglar1 omurga enfeksiyonlarinin tedavisinde anteriyor
dekompresyon ve kemik grefti uygulanmasina ek olarak posterior enstriimentasyon

uygulanmasinin fazladan risk olusturmadigini bildirilmis (151).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Deneysel olarak Metisilin Direngli  Staphylococcus aureus(MRSA) etkeni
kullanilarak spondilodiskit modeli olusturulan ratlarda bakteriyofaj ve/veya antibiyotik

tedavilerinin etkilerini karsilastirmay1 amagladik.

3.2 Arastirmanin Yeri

Tiim ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.3 Etik Kurul Onay1

Bu calisma Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunda 09

Temmuz 2020 tarihli ve 64583101/2020/034 say1l1 proje olarak onaylanmistir.

3.4 Kullanilan Deney Materyali

Bu calismada kullanilan ratlar Adnan Menderes Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edilmis olup ¢alismada
48 adet Wistar-Albino cinsi, 12-14 haftalik disi (250-300 g) ratlar kullanildi. Bakim ve
beslenmeleri ¢calisma boyunca 24° ¢evre sicakligi, %55—60 nem ve 12:12 saatlik aydinlik-
karanlik dongiisii sartlarinda gergeklestirildi. Kuru yem ve musluk suyuna serbest erigimi

saglandi.
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3.5 Deney Gruplar1 ve Uygulama Protokolii

Calismada spondilodiskit gelistigi gosterilen toplam 40 adet rat rastgele 4 gruba
ayrildi. Grup 1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Vankomisin+Faj)
olmak iizere gruplar adlandirildi. (Tablo IV)

Tablo IV. Calisma Gruplar1 ve Uygulanan Islemler

Calisma Uygulanan Islemler
Gruplan

Grup 1 Kontrol grubu (Enfeksiyon olustugu gozlemlenen ratlara tedavi

uygulanmayip 28. Giin kontrol MRG goriintiilemesi yapildi)

Vankomisin grubu (Enfeksiyon olustugu go6zlemlenen ratlara
Vankomisin HCL 15 mg/kg glinde 2 doz uygulandi. 28. Giin kontrol

Grup 2 MRG goriintiilemesi yapildi.)

Bateriyofaj grubu (Enfeksiyon olustugu gdzlemlenen ratlara 10'° PFU/ml
bakteriyofaj tedavisi glinde 0,1 ml tek doz lokal olarak disk araligina

Grup 3 uygulandi. 28. Giin kontrol MRG gériintiilemesi yapildi.)

Bakteriyofaj + vankomisin grubu (Enfeksiyon olustugu gdzlemlenen
Grup 4 ratlara Vankomisin HCL 15 mg/kg giinde 2 doz ve 10'© PFU/ml
bakteriyofaj tedavisi glinde 0,1 ml tek doz lokal olarak disk araligina

uygulandi. 28. Giin kontrol MRG goriintiilemesi yapildi.)
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3.6 Tedavi Ajanlarimin Hazirlanmasi
3.6.1 Bakteriyofaj Hazirlanmasi
3.6.1.1 Bakteriyofaj izolasyonu ve Piirifikasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu i¢in, Aydin ilinde farkli ¢evrelerden toplanan hayvan digki
ornekleri ve atik su Ornekleri kullanildi. Hayvan diski ornekleri (1 g), SM (Saline-
Magnesium) faj tamponu: 5,8 g/L. NaCl, 2 g/LL MgS0O4 7H2 O, 50 ml/L 1 M Tris-HCI, 5
ml/L. %2’lik Jelatin soliisyonu) buffer ile sulandirilip homojenize edilerek, atik su
ornekleri (20 ml) ise direkt olarak santrifiij edildikten (4°C, 5.000 rpm’de 10 dk) sonra 0,2
um’ lik filtrelerden (Sartorius, Germany) gegirildi. Icerisinde faj oldugu diisiiniilen
filtratlar esit miktarda (5’er ml) 50 mL’ lik steril falkon tiip igerisinde birlestirildi ve litik
bakteriyofajlarin saflastirilmasinda bakteriyofaj kaynagi olarak kullanildi. Enfeksiyon
etkeni olarak kullanilan klinik sus koleksiyonumuzdan metisilin direngli Staphylococcus
Aureus ADU26 susu konak olarak kullanildi. Ayrica bakteriyofaj tiremesini indiiklemesi
nedeniyle ¢aligma boyunca kullanilan besiyerleri (alt kati1 agar ve iist yumusak agar)

hazirlanirken, igerisine son konsantrasyonu 0.01M olacak sekilde CaCl, eklendi.

Litik bakteriyofajlarin piirifikasyonu icin ikili agar kaplama yontemi kullanildi
(152). Bunun i¢in, faj kaynagindan SM (saline—-magnezyum) buffer yardimiyla seri
diliisyonlar hazirlandi. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra her diliisyondan 200 pl, 5 ml
yumusak agara (LB Broth 20 g/L, Bakteriyolojik Agar 5 g/L) eklendi ve sonra hizlica 100
ul TSB (Triptic Soy Broth) igerisinde 37°C’de 18-24 saat boyunca ¢ogaltilmis konak
bakteri eklenerek vortekslendi. Karisim yiizeyi kurumus dip agara (LB Broth 20 g/L,
Bakteriyolojik Agar 15 g/L) dokiildii ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu islem her
diliisyon i¢in tekrarlandi. Kuruyan plaklar ters ¢evrilerek 18-24 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi tek plak olusumu gdzlenen bir petriden 4 adet faj plag: (morfolojileri
farkli oldugu diisiiniilen) se¢ildi. Segilen plaklar steril kesik pipet ucu yardimiyla kesilip,
steril tiipler icerisine alindi. Daha sonra bu tiiplere 5 ml TSB eklenip iyice karistirilarak
fajlarin besiyerine ge¢mesi saglandi ve gecelik indikator bakteri kiiltiiriinden 0.5 ml,
adsorpsiyon icin ayn tiipe eklendi. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonun ardindan konak
hiicre artiklarini uzaklagtirmak i¢in 4°C, 5.000 rpm de 10 dk’lik santrifiij islemi uygulanda.
Bu islemler her bir bakteriyofaj i¢in 3 kez tekrarlanarak fajlarin purifikasyonu tamamlandi

ve faj stoku olarak kullanildi.
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3.6.1.2 Titrelerin Belirlenmesi ve Faj Kokteylinin Hazirlanisi

Plak izolasyonu sonucu saflastirilan 4 adet fajin (S1, S2, S3, S4) titreleri, daha 6nce
aciklanan ikili agar kaplama yontemiyle belirlendi. Titreleri belirlenen yiiksek titreli faj
stoklarinin (>10'° pfu/ml) her biri, SM (saline-magnezyum) buffer yardimiyla 10'° pfu/ml
olacak sekilde diliie edildi. Diliie edilen faj filtratlarinin her biri esit hacimlerde (10’ar ml)
karigtirilarak 50 mL’lik steril falkon tiip igerisine aktarildi ve sonraki c¢alismalarda faj

kokteyli olarak kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza edildi.

3.6.1.3 Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Enfeksiyon modeli olusturmak klinik sus koleksiyonumuzdan metisilin direngli
Staphylococcus Aureus ADU26 klinik izolat1 kullanildi. -20 °C de %10’luk skim milkde
saklanan stok kiiltiir, icerisinde TSA (Triptic Soy Agar) bulunan petriye tek koloni diisecek
sekilde ekim yapildi ve 37°C’de 18-24 saat aerobik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan tipik bir Staphylococcus Aureus kolonisi secildi ve gecelik stvi kiiltiir i¢cin 10 ml
TSB (Triptic Soy Broth) igerisinde ayn1 kosullarda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan
sonra gecelik kiiltiiriin (~10® CFU/ml) pelletlenmesi amaciyla 4°C, 5.000 rpm de 10 dk’lik
santrifiij islemi uyguland: ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet, son konsantrasyonu ~10%
CFU/ml olacak sekilde 0,01M PBS (Phosphate Buffered Salin,BioShop, Kanada) i¢erinde
¢oziildii ve kullanima hazir hale getirildi. Enfeksiyon amaciyla ratlara hazirlanan bakteri

soliisyonundan 0,1ml (107 CFU) verildi.

3.6.2 Vankomisin Hazirlanmasi

Islemden once deneklerin kilolart dlgiildii. Kiloya uygun sekilde toz halinde
Vankomisin HCL 1 ml serum fizyolojik ile sulandirildi. 12 saat arayla 15 mg/kg/giin

dozunda intraperitoneal olarak yavas inflizyon seklinde uygulandi.

3.7 Cerrahi Yontem

Calisma oncesinde ratlar 12 saat siireyle a¢ birakildi. Bu siire i¢inde su igcmelerine
izin verildi. Anestezi i¢in intraperitoneal yoldan 90 mg/kg Ketamine hydrochloride

(Ketalar®, Parke-Dawis, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg xylazine hydrochloride
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(Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Almanya) uygulandi. Bu dozun 1/3” i gerektiginde

intramuskuler olarak tekrarlanda.

Resim 1. Intraperitoneal anestezi uygulamasi

Islem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar lateral pozisyonda kuyruk proksimal
bolgesinden 2 santimlik insizyonla girilip disk araligina 0,05 ml 10’ CFU/ml ADU26
MRSA etkeni inokiile edildi. Ardindan katlar usuliine uygun olarak kapatildi
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Resim 2. Cerrahi insizyon ve MRSA inokiilasyonu

Operasyondan 10 giin sonra MRG sistemleri kullanilarak T1 sekansinda sinyal azalmasi
ve T2 sekansinda sinyal artis1 ile spondilodiskit gelisimi gosterildi. Enfeksiyon olustugu
gozlemlenen ratlara daha onceden planlanan gruplara gore islemler uygulandi. 28. giin
kontrol MRG yapildi. Goriintiileme sonrasinda anestezi altinda ratlarin isaretli diskleri, alt
ve list vertebralar1 ve diskleri de igerecek sekilde patoloji laboratuvarinda incelenmek
iizere blok halinde eksize edildi. Ratlar anestezi altinda servikal dislokasyon yontemiyle

sakrifiye edildi.
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3.8 Dokularin Histopatolojik Incelemesi

Histopatolojik incelemeler i¢in alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu formaldehit
sollisyonunda tespit edildi. Daha sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1020,
Leica Microsystems, Nussloch, Germany) alkol ve ksilol serilerinden gecirilerek
hazirlanan parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan tiim kesitler Hematoksilen-
Eosin (HE) ile boyandi(153). Boyamalar1 yapilan preparatlar, binokiiler bashkli 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan) incelendi. Gerekli goriilen olgulardan
fotograflar ¢ekildi. (Olympus DP12, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan)

3.8.1 Histopatolojik Skorlama

Disk ve vertebra Orneklerinin histopatolojik  degerlendirilmesinde
inflamasyon, 6dem, damarlanmada artma, diskte miksoid dejenerasyon, diskte apse ve
nekroz, komsu vertebralarda osteomiyelit, kemik yikimi incelenerek tedavi sonuglari
degerlendirildi. Bakilan parameterelerin siddetine gore en diislik O ile en yiiksek 3 arasi

olmak iizere skorlama yapildi. (0; Yok, 1; Hafif, 2; Orta, 3; Siddetli)

3.9 Radyolojik inceleme

Sakroiliak MR incelemeleri 1,5 Tesla manyetik alan giicline sahip MR cihazinda
(Achieva, Philips, Holland), sense knee coil kullanilarak ger¢eklestirildi. hastalar prone

pozisyonda kuyruk proksimal vertebralar hedeflenecek sekilde sekanslar alindi.
Kuyruk vertebra MR incelemede kullanilan sekanslar agsagidaki gibiydi;

1- T1 agirlikl sekans; sagital (TR/TE: 436/9ms, kesit kalinligr 1mm)

2- T2 agirlikl sekans; sagital (TR/TE:2578/100ms, kesit kalinlig1 1,2mm)

3- STIR (Short Tau Inversion Recovery) sekans; sagital (TR/TE:4900/75ms, kesit kalinlig1
1,3mm)

4- STIR (Short Tau Inversion Recovery) sekans; Koronal (TR/TE:4900/75ms, kesit

kalinlig1 Imm)

Tiim olgular, 6ncelikle sinyal 6zellikleri agisindan gorsel olarak degerlendirildi.
Gorsel degerlendirmede, iki deneyimli radyolog tarafindan, lezyonlarin sinyal 6zellikleri

normal vertebralara gore sinyal yogunluklaria gore siniflandirildi.
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3.11 istatistiksel Analiz

Bakteri inokiilasyonundan 10 giin sonrasinda enfeksiyon gelisimini gostermek
amaciyla yapilan ilk MRG’ de gruplarin enfeksiyon diizeyleri arasinda esdegerlik

gosterilmesi amaciyla MRG skorlamasi degerlendirilecektir.

Gruplarin tedavi Oncesi ve sonrasi MRG skorlamalarindaki degisimin ikili

karsilastirilmast gosterilecektir.

Gruplarin  tedavi yoOntemleri sonrast histopatolojik skorlamalarinin  ikili

karsilastirilmast gosterilecektir.

Deneklerin uygulanan tedavi yontemleri sonrasinda yapilan kontrol MRG skorlari
ile tedavi sonrasi elde edilen dokularin histopatolojik skorlamalar arasindaki korelasyon

degerlendirilecektir.

Arastirma verileri SPSS 25 istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri)
ve analitik yoOntemler (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak
arastirllmistir. Aragtirmanin tanimlayici istatistikleri i¢in normal dagilima uyan verilerde
ortalama ve standart sapma, normal dagilima uymayan verilerde ortanca ve minimum-
maksimum kullanilarak gosterilmistir. Arastirmada kategorik degiskenler arasinda fark
olup olmadigini1 gostermek i¢in Ki Kare Testi kullanilmigtir. Bagimsiz gruplarda siirekli
degiskenlerin parametrik Ozellikleri tasiyanlarinin karsilastirilmasinda Student-t Testi
veya One Way Anova Varyans Analizi, bagimsiz gruplarda siirekli degiskenlerin
parametrik ozellikleri tasimayanlarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney U Testi veya
Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanilmistir. Alt analiz olarak Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner ikili karsilastirmas1 kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik i¢in p degerinin 0,05ten

kii¢iik olmasi1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Her grupta toplam 10’ ar adet hayvan kullanilarak degerlendirme gergeklestirildi.

Bakteri inokiilasyonundan 10 giin sonrasinda enfeksiyon gelisimini gdstermek
amaciyla yapilan ilk MRG’ de gruplarin enfeksiyon diizeyleri arasinda MRG skorlamasi
acisindan anlaml fark saptanmadi. (p=0.552) Bu durumda gruplarin enfeksiyon gelisimi

acisindan birbirleriyle esdeger oldugu goriildii.

Tedavi Oncesi ve sonrasi iyilesme acisindan yapilan MRG skorlamalarinin grup ici

karsilastirmasinda tiim gruplarda anlamli bir iyilesme saptanmistir. (p<0.05) (Tablo V)

Tablo V. Tedavi dncesi ve sonrast MRG skorlarinin grup i¢i karsilastirilmasi

n Ik MRG Kontrol MRG .
Gruplar * ) . p degeri***
(Ortanca,IKA**) (Ortanca,IKA**)

10
Grup 1 2,5 (1) 2 (1) 0,011
Grup 2 10 3() 1(1) 0,006
Grup 3 10 3(1) 1(1) 0,004
Grup 4 10 2(1) 1(1) 0,005

*Grup 1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Vankomisin+Faj)
#*[KA: Interkuvartil Aralik

*#% Wilcoxon Testine gére p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Tedavi Oncesi ve sonrasi iyilesme acisindan yapilan MRG skorlamalarinin grup ici

karsilastirmasi Sekil 4°te gosterilmistir.
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MRG Skorlama ilk ve Kontrol Degerleri
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Sekil 4. Tedavi oncesi ve sonrast MRG skorlarinin grup i¢i karsilastirilmasi
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Gruplar arasinda tedavi Oncesi ve sonrasi MRG skorlarindaki degisimin ikili
karsilastirilmasinda tedavi uygulanmayan grup 1 ile faj+vankomisin tedavi uygulanan
grup 4 (p=0.013) ve faj terapi uygulanan grup 3 (p=0.026) arasinda anlamli bir fark tespit
edildi. Faj+vankomisin terapi uygulanan grup 4 ile faj terapi uygulanan grup 3 arasinda
iyilesme agisindan anlamli bir fark goriilmedi. (p=0.972) Vankomisin uygulanan grup 2
ile faj terapi uygulanan grup 3 (p=0.705), faj+vankomisin terapi uygulanan grup 4
(p=0.469) ve tedavi uygulanmayan grup 1 (p=0.259) arasinda anlamli bir fark goriilmedi.
(Tablo VI)

Sekil 5° de gruplar arasi karsilastirma sekilsel olarak verilmistir.

Tablo VI. Gruplar arasindaki tedavi oncesi ve sonrast MRG skorlarindaki degisimin

karsilastirilmast
Gruplar* W degeri*** P degeri**
Grup 2-Grup 1 -2.590 0.259
Grup 2-Grup 3 1.521 0.705
Grup 2-Grup 4 2.05 0.469
Grup 3-Grup 4 0.620 0.972
Grup 3-Grup 1 -3.967 0.026
Grup 4-Grup 1 -4289 0.013

*Grup 1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Vankomisin+Faj)
** Kruskal-Wallis testine gore p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

*** Dwass-Steel-Critchlow-Fligner ikili karsilastirmasi w(wilcoxon) degeri
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20

MRG Skorlama Degisimi
=

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Grup

*: Grup 3 ve grup 4, grup 1’ e gore anlaml1 derecede farklilik gosteriyor. (p<0.05)

Sekil 5. Gruplar arasindaki tedavi Oncesi ve sonrast MRG skorlarindaki

degisimin karsilastirilmasi

31



Resim 3. Deneklerin enfeksiyon inokiilasyonundan on giin sonrasinda enfeksiyonun

gosterilmesi agisindan ¢ekilen MRG tetkiki (A: T1 sekansi B: T2 sekans1 C: STIR sekansi)

Resim 4. Deneklerin enfeksiyonlarinin MRG ile goriintiilenmesinden dort hafta

sonraki kontrol MRG tetkiki (A: T1 sekansi B: T2 sekansi C: STIR sekansi)
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Tablo VII.” de gruplarin histopatolojik skorlamalarinin ortanca ve interkuvartil
araliklart verildi. Tedavi protokollerinin tamamlanmasi sonrasinda enfeksiyon diizeyini
gostermek agisindan yapilan histopatolojik degerlendirmede; en yiiksek histopatolojik
skorlama ortanca degerinin kontrol grubunda (2), vankomisin uygulanan grupta kontrol
grubundan daha diisiik bir ortanca degeri (1.5) oldugunu ve en diisiik histopatolojik
skorlama ortanca degerinin faj ve faj+vankomisin gruplarinda (1) oldugu gosterildi.
Protokoller sonrasinda faj+vankomisin ve faj uygulanan gruplarin diger gruplara gore

daha ¢ok iyilesme gosterdigi gorilmiistiir.

Tablo VII. Gruplarin Histopatolojik Skorlamalarmin Ortanca ve Interkuvartil

Aralik Degerleri
Gruplar* Ortanca, (IKA)**
Grup 1 2 (0)
Grup 2 1,5 (1)
Grup 3 1(1)
Grup 4 1)

*Grup 1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Vankomisin+Faj)

**[K A: Interkuvartil Aralik

Tablo VIII’ de gruplarin tedavi yontemleri sonrasi histopatolojik skorlamalarin ikili

karsilagtirilmasi gosterildi.

Yapilan ikili analizlerde faj+vankomisin tedavi uygulanan grup 4 ile tedavi
uygulanmayan grup 1 arasinda (p<0.001), faj terapi uygulanan grup 3 arasinda (p=0.049)
ve vankomisin uygulanan grup 2 (p=0.027) arasinda iyilesme agisindan anlamli bir fark
gorildii. Faj terapi uygulanan grup 3 ile tedavi uygulanmayan grup 1 arasinda (p=0.442)
ve vankomisin uygulanan grup 2 arasinda (p=0.987), vankomisin uygulanan grup 2 ile

tedavi uygulanmayan grup 1 arasinda iyilesme agisindan anlamli bir fark goriilmedi.
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(p=0.667) Histopatolojik olarak faj+vankomisin kombine terapisinin diger protokollere

gore daha tistlin oldugu gosterilmistir.

Sekil 6’te gruplarin karsilastirilmasi sekilsel olarak verilmistir.

Tablo VIII. Gruplar Arasindaki Histopatolojik Skorlamalarinin Karsilastirilmast

Gruplar* W degeri*** P degeri**
Grup 2-Grup 1 1.608 0.667
Grup 2-Grup 3 -0,475 0.987
Grup 2-Grup 4 -3.939 0.027
Grup 3-Grup 4 -3.649 0.049
Grup 1-Grup 3 2.111 0.442
Grup 4-Grup 1 5.327 0.001

*Grup 1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Vankomisin+Faj)

**Kruskal-Wallis testine gore p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

*#** Dwass-Steel-Critchlow-Fligner ikili karsilastirmas1 w(wilcoxon) degeri
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Sekil 6. Gruplarin arasindaki histopatolojik skorlamalarinin karsilastirilmast

35



osteomiyelit

Resim 6. Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x 100 biiyiitmede

graniilasyon dokusu
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Resim 7. Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x40 biiylitmede

fistiil trakt1 ve yogun inflamasyon

Resim 8. Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x200 biiyiitmede

yumusak dokular igerisinde dev hiicreler
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Resim 9. Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x100 biiyiitmede
yeni reaktif kemik odagi

Resim 10. Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x20 biiyiitmede
yumusak dokularda hafif inflamasyon

Deneklerin uygulanan tedavi yontemleri sonrasinda yapilan kontrol MRG skorlar1
ile tedavi sonrasi elde edilen dokularin histopatolojik skorlamalari arasindaki korelasyon
degerlendirildi. Kontrol MRG skorlamalar1 ve histopatolojik skorlamalar pozitif yonde

orta diizeyde korelasyon saptandi. (r=0.419; p=0.007)
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5. TARTISMA

Piyojenik spondilitin erken ve dogru tanisi, spinal deformite ve disfonksiyon
olusumunu azaltma ve etkili tedavi i¢in dnemlidir. Coklu ilag direncine sahip bakterilerin
olusturdugu piyojenik enfeksiyonlarin tedavisinde bakteriyofaj tedavisi alternatif bir
tedavi olarak ele alinmaya baslamistir. Calismamizda, deneysel olarak Metisilin Direngli
Staphylococcus Aureus(MRSA) etkeni kullanilarak spondilodiskit modeli olusturulan

ratlarda, bakteriyofaj ve antibiyotik tedavilerinin etkileri incelendi.

Leszczynski ve arkadaslarinin Polonya’da 2006 yilinda yayimladigi bir olgu
sunumunda gastrointestinal sistemi metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
tarafindan kolonize edilen ve ardindan ayni patojenin neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonu olan bir saglik c¢alisan1 antibiyotik tedavisini reddedip kendisinde
bakteriyofaj tedavisinin uygulanmasini istemis. Anti-MRSA fajlar1 ile oral tedavi
uygulanan hastada 4 hafta sonunda kiiltiirlerde negatiflik saptanip tedavisi tamamlanmas.
Hastanin kiiltiirlerinde 6 ay boyunca iireme saptanmamasi iizerine tasiyici statlisliniin
ortadan kaldirildig1 raporlanmis (6). Yapilan ¢alismalarda goriildiigii iizere bakteriyofaj
tedavisinin mortalitesi yiiksek enfeksiyon durumlarinda bile kisa siirede ve yliksek

diizeyde iyilesme sagladigi bildirilmis (5, 6).

Rashel ve arkadaslarinin yayinladigr ¢alismada MRSA ile intraperitoneal olarak
enfekte edilen farelerde rekombinant olarak tretilen faj kaynakli lizinin(MV-L) MRSA
eradikasyonunda basarili bir sekilde kullanildigi bildirilmis (154). Fajin tamaminin
kullanim1 yerine faj kaynakli proteinlerin kullanilmasinin daha avantajli oldugunu
gosteren yayinlar da mevcuttur (155, 156). Yaptigimiz ¢alismada bakteriyofaj kaynakl

proteinler yerine fajin tamamini uyguladik.

Smith ve Huggins tarafindan deneysel olarak gastroknemius kaslar1 ve intraserebral
olarak Escherichia coli suslariyla fareler enfekte edilmis. Deneklere, antibiyotik ve faj
tedavileri uygulanmis. Yapilan tedavilerde faj tedavisinin antibiyotik tedavisine daha
iistiin oldugunu gosterilmis (125). Bizim yaptigimiz ¢calismada da faj veya faj+vankomisin
terapisinin tek bagina tek basina vankomisin tedavisine gore daha anlamli iyilesme
sagladigi goriildi. Bu da faj tedavisinin iyilesme siirecine katki sagladigini

diistindiirmektedir.
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Biswas ve arkadaglari tarafindan yapilan deneysel fare modelinde, intraperitoneal
10° CFU VRE enjeksiyonu ile farelerde bakteriyemi indiiklemek igin kullanilmus.
Bakteriyemi gelisen farelerin 48 saat iginde 6ldiigii goriilmiis. intraperitoneal 10° CFU
VRE yiiklemesinden 45 dakika sonra uygulanan 3x10® PFU faj susu enjeksiyonu,
hayvanlarin %100'{ini kurtarmak i¢in yeterli oldugu raporlanmis. Tedavi, tiim hayvanlarin
vitallerinde oOliimciil diizeyde bozulma oldugu noktaya kadar ertelendiginde bile,
deneklerin yaklasik %50'si bu faj preparatinin tek bir enjeksiyonuyla kurtarilmis. Bu fajin
bakteriyemik fareleri kurtarma kabiliyetinin, spesifik olmayan bir bagisiklik etkisine degil,
fajin fonksiyonel yeteneklerine bagli oldugu gosterilmistir. (5). Yapilan ¢aligmalarda
antibiyorapinin doz bagimli olarak ek dozlarla tekrar tekrar uygulanma gerekligi mevcut
ken faj terapinin tek doz uygulamayla bile ¢ok yliksek iyilesme saglamasi faj terapinin en
onemli avantajlarinin basinda gelmektedir (5, 157). Yaptigimiz calismada deneklere ¢oklu
doz faj terapi uygulayarak basarili sonuglar aldik. Tek doz ile basar1 gdsterilen ¢alismalar
g0z Oniine alindiginda daha az doz ile tedavi uygulanabilecegini gosterecek sekilde ek
gruplar ayarlamamis olmamiz calismanin kisitlayict  yonlerinden biri  olarak

goriinmektedir.

Capparelli ve arkadaslarinin MRSA da dahil olmak tizere Staphylococcus aureus
inokiile edilen fareler iizerinde yaptiklari deneyde; bakteriyofajlarin, oliimciill dozda
verilen enfeksiyon materyaline karsi %97 kurtarict oldugu, 6liimciil olmayan diizeyde
enfeksiyon verilen denekler lizerinde ise 10 giin i¢inde enfeksiyonun eradike edildigi
raporlanmis (157). Etki diizeyinin yiiksek olmasi ve yan etki profilinin diisiik olmas1
mortalitesi yliksek olan ¢oklu organ yetmezligi olan hastalarda bakteriyofaj terapi 6nemli

avantajlar saglamaktadir (11, 157).

Shivaswamy ve arkadaglariin (11), Acinetobacter baumannii uygulanan diyabetik
sicanlarin akut eksizyonel yaralarin tedavi ettikleri ¢aligmada, yara debridmanini takip
eden bakteri yiiklemesinden 48 saat sonra 3x10° PFU faj topikal spreyleme yoluyla bir kez
uygulandi. Tedavi uygulanmayan hastalarda bakteriyel enfeksiyon gelisimi ve oliimler
goriilmiisken faj tedavisi uygulanan deneklerde bakteri yiikii, bakteri yliklemesini takiben
8. giinde sifira diisiiriildiigii bildirilmis. Antibiyoterapilerin biiyiik ¢ogunlugunda kisith
uygulama yontemleri olmasinin aksine faj terapinin farkli uygulama yontemlerinin olmast

cok farkli enfeksiyonda uygulama kolayligi saglamaktadir. Yapilan c¢alismalarda
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antibiyoterapinin doz bagimli olarak ek dozlarla tekrar tekrar uygulanma gerekligi mevcut
iken faj terapinin tek doz uygulamayla bile ¢ok yiiksek iyilesme saglamasi faj terapinin en

onemli avantajlarinin basinda gelmektedir (5, 11).

Bierry ve arkadaglarinin 2008 yilinda yayinladiklar1 deneysel tavsan spondilodiskit
modelinde; 12 adet erigkin Yeni Zelanda beyaz tavsanini 3 farkli gruba ayirarak floroskopi
altinda disk araliklarina Staphylococcus aureus uygulanarak 5-10-15. Giinlerde MRG
cekilmis ve degerlendirilmesi yapilmis. Gadolinyum ile kontrast verilen tavsanlarda 5.
Giinde enfeksiyon tespit edilebilirken kontrast verilmeden yapilan goriintiilemelerde 10.
Glinde enfeksiyon gelistigi gosterilmis. Ayrica c¢alismalarinda MRG ve patoloji
korelasyonu oldugunu raporlamiglardir (158). Yaptigimiz ¢alismada da benzer olarak
onuncu giinde kontrast uygulanmadan enfeksiyon goriintiilenmistir. Yaptigimiz ¢calismada
paralel olarak kontrol MRG skorlar1 ile histopatolojik skorlama arasindaki korelasyon

analizinde iki grup arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon saptandi.

Kay ve arkadaslarinin 2011 yilinda Pseudomonas Aeruginosa ve Escherichia coli
tirleri lizerinde yaptigi calismada, faja duyarli bir bakteri tiiriiniin, yiiksek diizeyde
spesifik faj depolimeraza duyarli olmayan ve kimyasal olarak farkli bir EPS {ireten farkli
bir tiirle karigik bir kiiltiir biyofilmi i¢inde korunabilecegini gozlemlenmis (159). Bu
bilgiler géz oniinde bulundurularak biyofilm tabakasinin azaltilmasi ve direng gelisimine
bagl tedavide basarisizlig1 engellemek amaciyla faj kokteyli kullanilmasi onerilmektedir
(160, 161). Daha onceden yapilan calismalarla benzer ozellikler gosterecek sekilde
yaptigimiz calismada literatiirle benzerlik gosterilerek faj kokteyli ile terapdtik olarak

basar1 saglandi (159-161)

Tanji ve arkadaslarinin 2004 yilinda, Gu ve arkadaglarinin 2012 yilinda faj kokteyli
kullaniminin yalnizca daha farkli hedefler lizerinde avantajlar getirmedigini, ayni1 zamanda
popiilasyonda faja direngli klonlar ve terapdtik basarisizlikla sonuglanabilecek
mutasyonlart da onleme veya geciktirebilmeyi gostermis (160, 161). Daha 6nceden
yapilan ¢alismalarla benzer 6zellikler gosterecek sekilde yaptigimiz ¢alismada literatiirle

benzerlik gosterilerek faj kokteyli ile terapdtik olarak basari saglandi (159-161).

Coulter ve arkadaslarinin E. coli tizerinde yaptiklar1 calismada faj ve antibiyotik

kombinasyonunun, tek basina antibiyotik kullaninmina kiyasla biyofilmlerinin hayatta
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kalmasinda ~% 99.99 azalmaya yol agtigin1 bildirmis (140). Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus biyofilmleri iizerinde faj ile faj+vankomisin bir antibiyotik
kullanilarak yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar bulunmustur (162, 163). Yaptigimiz
calisma da literatiirle paralel Ozellikler gosterilerek faj+vankomisin tedavinin, faj

terapiden), antibiyotik tedavisinden ve tedavi uygulanmamasindan {istlinliigii gorilmiistiir.

Wills ve arkadaglarinin (164) yaptig1 deneysel tavsan yara enfeksiyonu modelinde,
8x10” CFU Staphylococcus aureus ve 2x10° PFU stafilokokal fajin isaretli subkiitan
bolgeye ayni anda enjekte edildiginde tavsanlarda apse olusumunu Onlemistir. Ayni
zamanda doz bagimli olarak faj miktar1 arttikca lireyen bakteri miktarinin azaldigi
gosterilmis. Stafilokok enfeksiyonlarina karsi bakteriyofaj tedavisi degerli bir profilaksi
olabilecegini bildirmisler (164). Yaptigimiz ¢alismada spondilodiskit proflaksisi amaciyla

bakteriyofaj ve antibiyotik uygulanan gruplar olusturulmada.

Leszczynski ve ark., Bruttin ve arkadaglarinin goniillii insanlarda faj uygulamalarini
giivenle uyguladiklarini bildirmislerdir.(6, 165). Yaptigimiz ¢alismada da paralellik
gosterilerek faj terapide herhangi bir yan etkiye rastlanilmamistir. Faj terapisinin
insanlarda ve hayvanlarda giivenilir bir sekilde kullanilmasi gelecek acisindan umut

vermekte olup daha ileri insan ¢aligmalar1 gerekligi mevcuttur.

Osteomiyelit tanisinda ve etken ajanin gosterilmesinde altin standart BT egliginde
biyopsi ve Kkiiltiirler ile histopatolojik ve mikrobiyolojik incelemeler olup %70-%90
oraninda pozitif sonug bildirilmistir (74-76). Calismamizda, histopatolojik olarak yapilan
incelemelerde bakteriyofaj ve antibiyoterapi kombinasyonunun, tek basina faj ve tek

basina antibiyoterapi protokollerinden {istiin oldugu gdsterilmistir.

Calismanin deneysel olmasi, enfeksiyon olusumunun kontroliinde sadece MRG
kullanilmas1 ve mikrobiyolojik olarak gosterilmemesi ¢alismanin kisitlayici yonleri olarak

gosterilebilir.
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6. SONUC

Deneysel spondilodiskit modeli olusturdugumuz ¢alismamizda, bakteriyofaj
tedavisinin antibiyoterapi ile kombine edildiginde histopatolojik ve radyolojik olarak tek
basma faj ve tek basina antibiyoterapi protokollerinden {istiin oldugu sonucuna

varilmistir.
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7. OZET

DENEYSEL OLARAK METISILIN DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (MRSA) ETKENi KULLANILARAK SPONDILODISKIT MODELI
OLUSTURULAN RATLARDA BAKTERIYOFAJ VE ANTIBIiYOTIK
TEDAVILERININ ETKILERI

AMAC: Coklu ilag direncine sahip bakterilerin olusturdugu piyojenik
enfeksiyonlarin tedavisinde oldukg¢a eski bir tedavi yontemi olsa da arastirmacilar
bakteriyofaj tedavisini “yeni” bir alternatif gibi ele almaya baglamistir. Caligmamizda
bakteriyofaj tedavisinin etkilerini objektif olarak ortaya koyarak deneysel ve klinik

caligmalara yol gosterici olmasin1 amacladik.

YONTEM: Calismada 40 adet Wistar-Albino cinsi, 12-14 haftalik disi rat (250-300
g) rastgele 4 gruba ayrildi. Grup1(Kontrol), Grup 2(Vankomisin), Grup 3(Faj), Grup 4(Faj
/Vankomisin) olarak adlandirildi. Anestezi altinda, kuyruk proksimal bolgesindeki
vertebral disk araligma 0,05 ml 10’ CFU/ml ADU26 MRSA etkeni inokiile edildi.
Operasyondan 10 giin sonra manyetik rezonans goriintiileme sistemleri kullanilarak T1,
T2 ve STIR sekanslar ile yapilan goriintiileme ile spondilodiskit gelisimi gosterildi.
Enfeksiyon olustugu gozlemlenen ratlara daha Onceden planlanan protokollere gore
islemler uygulandi. 28. Giin kontrol MRG c¢ekildi. Gdriintiileme sonrasinda anestezi
altinda ratlarin isaretli diskleri, alt ve {iist vertebralar1 ve diskleri de igerecek sekilde
patoloji laboratuvarinda incelenmek iizere blok halinde eksize edildi. Kruskal-Wallis,
Wilcoxon, Dwass-Steel-Critchlow-Fligner ikili karsilastirmasi, Spearman Korelasyon

Analizi testleri ile degerlendirildi.

BULGULAR: Bakteri inokiilasyonundan 10 giin sonrasinda enfeksiyon gelisimini
gostermek amaciyla yapilan ilk MRG’ de gruplarin enfeksiyon diizeyleri arasinda MRG
skorlamasi agisindan anlamli fark saptanmayarak enfeksiyon gelisimi agisindan gruplarin
esdeger oldugu gosterildi. (p=0.552) Kontrol MRG skorlamalar1 ve histopatolojik
skorlamalar pozitif yonde orta diizeyde korelasyon saptandi. (r=0.419; p=0.007) Yapilan
ikili analizlerde faj+vankomisin tedavi uygulanan grup ve faj terapi uygulanan grup ile
kontrol grubu arasinda MRG skorlamasinda iyilesme agisindan anlamli bir fark goriildii.

(p=0.013; p=0.026) Histopatolojik skorlamalar acisindan yapilan ikili analizlerde
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faj+vankomisin tedavi uygulanan grup ile kontrol grubu, faj terapi uygulanan grup ve
vankomisin uygulanan gruplar arasinda iyilesme agisindan anlamli bir fark goriildi.

(p<0.001; p=0.049; p=0.027)

SONUC: Deneysel spondilodiskit modeli olusturdugumuz ¢aligmamizda, bakteriyofaj
tedavisinin antibiyoterapi ile kombine edildiginde histopatolojik ve radyolojik olarak tek
basma faj ve tek basina antibiyoterapi protokollerinden {istiin oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar kelimeler: Spondilodiskit, vertebra, bakteriyofaj, vankomisin
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8. ABSTRACT

EFFECTS OF BACTERIOPHAGE AND ANTIBIOTIC TREATMENTS IN
RATS WITH EXPERIMENTAL SPONDYLODISCITIS MODEL CREATED BY
MRSA

BACKGROUND: Bacteriophage therapy, which is a very old treatment method in the
treatment of pyogenic infections caused by multi-drug resistant bacteria, has begun to be

'

considered as a "new" alternative. In our study, we aimed to show the effects of

bacteriophage treatment objectively and to guide experimental and clinical studies.

METHODS: In the study, 40 Wistar-Albino 12-14 week old female (250-300 g) rats
were randomly divided into 4 groups. Groups were named as Group 1(Control), Group
2(Vancomycin), Group 3(Phage), Group 4(Vancomycin/Phage). Under anesthesia, 0.05
ml of 107 CFU/ml ADU26 MRSA agent was inoculated into the vertebral disc space in
the proximal tail region. The development of spondylodiscitis was demonstrated 10 days
after the operation with imaging performed with T1, T2 and STIR sequences in MRIL
The rats with observed infection were treated according to the previously planned
protocols. Control MRI was taken on the 28th day. After imaging, under anesthesia, the
marked discs of the rats, including the lower and upper vertebrae and discs, were excised
as blocks for examination in the pathology laboratory. In statistical analysis, Kruskal-
Wallis, Wilcoxon, Dwass-Steel-Critchlow-Fligner pairwise comparison and Spearman

Correlation Analysis tests were used.

RESULTS: In the first MRI performed to show the development of infection 10 days
after bacterial inoculation, no significant difference was found between the infection
levels of the groups in terms of MRI scoring, and it was observed that they were
equivalent to each other in terms of infection development. (p=0.552) In the paired
analyzes, it was determined that the phage+vancomycin treated group and the phage
therapy group showed a significant improvement in MRI scoring compared to the control
group. (p=0.013; p=0.026) In paired analyzes made in terms of histopathological scoring;

In the phage+vancomycin treated group; There was a significant difference in
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improvement compared to the control group, the phage therapy group and the
vancomycin applied groups. (p<0.001; p=0.049; p=0.027) In paired analyzes made in
terms of histopathological scoring; A significant improvement was observed in the
phage+vancomycin treated group compared to the control group, phage therapy and
vancomycin applied groups. (p<0.001; p=0.049; p=0.027). The correlation between the
control MRI scores performed after the treatment methods of the subjects and the
histopathological scoring of the tissues obtained after the treatment was evaluated.
Control MRI scores and histopathological scores showed moderate correlation in a

positive direction. (r=0.419; p=0.007)

CONCLUSIONS: In our experimental spondylodiscitis model, it has been shown that
the combination of bacteriophage and antibiotic therapy is superior to phage-only and

antibiotherapy-only protocols histopathologically and radiologically.

Keywords: Spondylodiscitis, bacteriophage, phage,vancomycin
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