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KAS ICi ANALJEZIK UYGULAMASININ FARELERDE DERIN YUMUSAK DOKU
ENFEKSiYONU GELiSIMINDEKI ROLU

OZET

Giris ve Amac: Uygun sartlarda yapilmayan kas ici enjeksiyonlar esnasinda inokiile olan
mikroorganizmalardan salinan uyaranlar sonucu enflamatuvar silire¢ baslamaktadir.
Enflamatuvar cevabi geciktiren etkenler derin yumusak doku enfeksiyonu, apse veya sepsis
gibi komplikasyonlara neden olmaktadir. Non steroid anti enflamatuvar (NSAE) ilag
enjeksiyonu sonrasi bu tiir komplikasyonlar goriilebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci deneysel
fare yumusak doku enfeksiyonu modelinde kas i¢i NSAE enjeksiyonu ile derin yumusak doku

enfeksiyonu ve sepsis siddetinde degisiklik olup olmadigini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada Balb-C disi fareler kullanildi. NSAE olarak diklofenak sodyum
(DS) 20 mg/kg dozunda, bakteri olarak grup A streptokok (GAS) M3 susu 10° kob/0.1 ml
inokulum dozunda kullamild:. Invitro olarak DS’nin 0,4 ve 40mg/L konsantrasyonda bakteri

tizerine etkisi olup olmadig kill-time ile belirlendi.

Denekler, DS grubu, GAS grubu, DS sonrast GAS grubu (DS+GASM3), GAS sonrast DS
grubu (GASM3+DS) ve kontrol grubu olmak iizere bes gruba ayrildi. Calisma sonunda
gruplar arasinda mikrobiyolojik olarak sepsis gelisimi, kas dokusundaki histopatolojik
degisiklikler, kas dokularinda gram basina bakteri yiikii, serum TNF alfa ve interlokin-6
diizeyleri karsilastirildi. Calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (karar no:13/127).

Bulgular: Yiiksek konsantrasyonda (40 mg/L) DS, in vitro ortamda ikinci saaten sonra
bakteri iiremesini inhibe etti. DS ile birlikte GASM3 enjeksiyonu yapilan gruplarda sepsis
gelisti. Bacaklarin histopatolojik incelemesinde en yiiksek enflamasyon skoru GASM3+DS
grubunda izlendi. DS+GASM3 grubunda da enflamasyon skoru DS, GASM3 ve negatif
kontrol grubundan yiiksekti. Ama bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi. Negatif
kontrolle yapilan karsilastirmada biitiin gruplar istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek

enflamasyon skoruna sahiptiler (p=0,001).



Mikrobiyolojik incelemede ise DS+GASM3 enjeksiyonu yapilan grupta kas dokusunda gram
basina iireyen koloni sayist GASM3 enjeksiyonu yapilan gruba gore daha az (p=0,001) oldugu

saptandi.

Sitokin diizeylerinin degerlendirilmesinde serum TNF alfa diizeyi en yliksek olan grup negatif
kontrol grubuydu. DS+GASM3 enjeksiyonu yapilan grupta serum TNF alfa ortalamasi
GASM3 enjeksiyonu yapilan gruptan daha yiiksekti. Benzer sekilde = DS+GASM3
enjeksiyonu yapilan grupta serum {L-6 ortalamasi en yiiksekti. Gruplar arasinda serum sitokin

diizeyleri ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Sonug¢: Kas i¢i DS enjeksiyonu kas dokusunda daha fazla enflamasyon ve nekroza neden
olmaktadir. Bakteri inokiilasyonundan once veya sonra DS verilmesi 96. saatte kas
dokusundaki koloni sayisini azaltmakla birlikte bakterinin sistemik yayiliminda ve sepsis
gelismesinde artisa neden olmaktadir. Bakteri enjeksiyonu oncesi DS uygulamasi serum

sitokin diizeyinde artisa neden olmaktadir.

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan desteklenmistir

(proje No: TTU-2014-4900).

Anahtar kelimeler: Derin yumusak doku enfeksiyonu; diklofenak; Streptococcus pyogenes;

non steroid anti enflamatuvar ilag; TNF alfa; interlokin 6



THE ROLE OF INTRAMUSCULARY ANALGESIC ADMINISTRATION IN THE
DEVELOPMENT OF DEEP SOFT TISSUE INFECTIONS IN MICE

ABSTRACT

Introduction and Aim: Inflammatory process begins after the stimuli from microorganisms
that were inoculated by intramuscular injections carried out unsuitable conditions. The factors
which delay the inflammatory response cause complications such as deep soft tissue
infections, abscess or sepsis. These kind of complications may be seen after the injection of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). The aim of this study is investigating
whether alteration of the severity of soft tissue infections and sepsis after intramuscular

injection of NSAIDs in an experimental mouse model.

Material and Methods: Balb-C female mice were used in this study. Diclofenac sodium
(DS) was used 20 mg/kg as NSAID, Group A streptococcus (GAS) subtype M3 was used as
bacteria with the doses of 10° cfu /0.1 ml inoculum. The effect of DS concentration of 0.4 and
40mg/L on GAS was determined by in vitro kill time study. The subjects were divided into
five groups which contain DS group, GAS group, GAS after the DS group (DS + GASM3),
DS after GAS group (GASM3 + DS) and the control group.

Developing sepsis, histopathological changes in the muscle tissue, bacterial load per gram in
the muscle tissue, the serum levels of TNF-alpha and interleukin-6 were compared between
the all groups at the end of the study. The study was approved by the Local Ethics Committee
for Animal Experiments of Erciyes University (Aproval No. 13/127).

Results: High concentration (40 mg / L) DS was inhibited the bacterial growth, two hours
after the in vitro study. Sepsis was observed with GAS M3 and DS injected groups.
GASM3+DS injected group had the highest inflammation score on histophatological



examination. The inflammation score of DS+GASM3 group was higher than the other groups.
The inflammation score of DS group was higher than the GASM3 group. All other groups

were statistically significant higher inflammation score than negative control (p = 0.001).

Isolated colonies per gram of muscle tissue were observed with group of DS+ GASM3 were
less than the group of GAS M3 in the microbiological examination (p=0.001).

Negative control group had the highest level of in the assessment of TNF alpha cytokine
levels. The mean level of TNF alpha in the group of DS+GASM3 was higher than those in
GASM3. Likewise TNF alpha, DS+GASM3 group had the highest serum level of interleukin
6. But, there was no statistically significant difference in terms of the mean serum cytokine

levels between the all groups.

Conclusion: Intramuscular injection of DS causes the higher level inflammation and necrosis
in the muscle tissue. DS injection, before/after the inoculation of bacteria leads to reduce the
number of the colonies in the muscle tissues at 96th hours. However, systemic spreading of
bacteria and sepsis developing increases in these groups. Before the inoculation of bacteria,

DS injection leads higher level cytokine levels.

This study was supported by Erciyes University Scientific Research Unit (Project No: TTU-
2014-4900).

Key words: deep soft tissue infections; diclofenac; Streptococcus pyogenes; nonsteroidal

anti-inflammatory drugs; TNF alpha; interleukin 6
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1.GIRIS VE AMAC

Hastalara ilaglar; oral, intramuskiiler(im), intravendz(iv) ve subkiitan (sc) yollar ile
verilmektedir. Kas i¢i enjeksiyonlar en sik kullanilan yontemlerdendir. Oral yolla

uygulanamayan veya hizli etki beklenen uygulamalarda im yol tercih edilmektedir.

Kas i¢i enjeksiyonlar uygun sartlarda uygulanmadigi takdirde komplikasyonlara yol
acabilmektedir. Goriilen komplikasyonlar arasinda kanama, hematom olusumu, damar igine
enjeksiyon, sinir hasari, agri, doku nekrozu, skar olusumu, eklem kontraktiirii ve tiimor
gelisimi yer almaktadir. Ayrica deri florasinda bulunan mikroorganizmalar enjeksiyon
sirasinda deri altina ve kas igine inokiile olabilmektedir. Inokiile olan mikroorganizmlardan
salinan uyaranlar sonucu enflanmatuvar silire¢ baglamaktadir. Bu slire¢ sonras1 gelisen lokal
enflamasyon sonucunda tam rezoliisyon gelisebilmektedir. Enflamatuvar cevabin baslamasini
geciktirecek etkenler bu siireci geciktirerek tam rezolusyon yerine derin yumusak doku
enfeksiyonu ve apse gelisimi gibi lokal enfeksiyon goriilebilecegi gibi, sepsise kadar giden

agir sistemik komplikasyonlarda gelisebilmektedir.

Giinliik klinik pratigimizde Ocak 2013- Aralik 2013 tarihleri arasinda hastanemizde kas igi
NSAE ilag enjeksiyon sonrasi gelisen agir yumusak doku enfeksiyonu olgulari gozlendi. Bu
hastalarda deri altinda nekroz ve lokal yumusak doku enfeksiyonundan agir sepsise kadar
degisen klinik tablolar vardi. Bu klinik gozlemler, NSAE ila¢ enjeksiyonun yumusak doku
enfeksiyonu gelismesi ve enfeksiyonun siddeti lizerine patogenezde herhangi bir etkisi var
midir sorusunu akla getirmektedir. Konu ile ilgili yaptifimiz literatiir arastirmasinda yeterli
aciklayic1 bir bilgiye ulasilamadi. Adale i¢ci NSAE ila¢ uygulamasinin enjeksiyon yerinde

gelisen lokal enfeksiyonun yayilmasi ve enfeksiyonun siddetini arttirmasi yoniinde olumsuz
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etkilerinin olabilecegi on goriimiiz nedeni ile, konunun patogenezine katki saglayacagi

diisiincesi ile bu deneysel ¢alisma planlandi.

Bu calismada amacimiz kas i¢i NSAE ilag enjeksiyonunun yumusak doku enfeksiyonu
gelisimi ve yayilmasi lizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini farelerde deneysel olarak

arastirmaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Deri, viicudumuzun en biiyiik organ1 olup insan viicudunu dis ortama kars1 koruyan bir bariyer
gorevi  gormektedir. Bu  bariyer  bitiinliigiiniin =~ bozulmasi  sonucunda  etken
mikroorganizmalarin cilt ve cilt alti dokulara yerlesmesi ile deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 (DYDE) gelismektedir (1). DYDE, basit selliilitten derin nekrotizan yumusak
doku enfeksiyonlarina kadar genis bir yelpazede goriilmektedir. DYDE’nin
siiflandirilmasinda gliniimiize kadar gesitli yontemler kullanilmistir. 1998 yilinda Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan yapilan siniflandirmada DYDE, komplike ve komplike
olmayan olarak iki sinifa ayrilmistir. Komplike olmayan DYDE arasinda selliilit, basit abseler,
impetigo ve fronkiil bulunmaktadir. Komplike DYDE’yi derin doku enfeksiyonlar
olusturmaktadir. Komplike olmayan enfeksiyonlarda sadece antibiyotik tedavisi veya basit bir
drenaj yetmekte iken komplike DYDE ciddi cerrahi operasyonlar gerektirmektedir (2).

DYDE’nin anatomik olarak siiflandirilmasi Tablo-1 de gdsterilmektedir.

"Infectious Diseases Society of America (IDSA)", DYDE’yi bes kategoride incelemistir;

1. Yiizeyel, komplike olmamis enfeksiyonlar (impetigo, erizipel, seliilit),
2. Nekrotizan enfeksiyonlar,

3. Isirik veya hayvan temasi birlikteligi olan enfeksiyonlar,

4. Cerrahi alan enfeksiyonlari,

5. Immunsuprese hastalarda goriilen enfeksiyonlar (3).

Tablo 1. Anatomik siiflandirmaya gore deri yumusak doku enfeksiyonlari

Yiizeyel Deri Enfeksiyonlari Derin Doku Enfeksiyonlari
Impetigo Nekrotizan Fasiit
Follikiilit Piyomiyozit
Karbonkiil Gazli Gangren
Erizipel
Selliilit
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Sistemik bulgulara ve komorbiditeye gore yapilan diger bir siniflamada ise DYDE dort gruba
ayrilmistir.

Smif 1: Herhangi bir sistemik toksisite semptom ve bulgusu olmayan, komorbiditesi olayan

hastalar,

Smif 2: Hafif sistemik semptom bulgusu olan ancak ko morbiditesi olmayan ya da sistemik

semptomu olmayan ancak diyabet obezite gibi ko morbiditesi olan hastalar,

Siif 3: Toksik goriiniimlii ve ates, tagikardi, takipne, hipotansiyon gibi sistemik semptomu

olan hastalar,

Siif 4: Sepsis sendromu ile birlikte hayati tehdit edici nekrotizan cilt enfeksiyonu olan

hastalar (4).

2.2. Nekrotizan Fasiit

Deri ve deri alti dokuda yaygin nekrozlarla seyreden ve hizli ilerleyen selliilittir (5).
Nekrotizan fasiitin (NF) ilk modern tanim1 1876 yilinda Jones tarafindan ‘hastane gangreni’
olarak yapilmistir (6). Amerikan sivil savasi sirasinda 2600°den fazla vaka bildirilmistir.
Yirminci ylizyilin ortalarinda ‘et yiyen bakteri’ tanimi ile hastalik yeniden popiiler olmusur
(7). Tip literatiiriinde gazli gangren adi ile de gegmektedir. Nekrotizan fasiit terimi ilk defa
1951 yilinda Wilson tarafindan tanimlanmistir (8). Genital organlar ve perine bdlgesinde
gelisen NF; 6zel bir isimle ‘Fournier Gangreni’ olarak tanimlamistir. Ayrica agiz ve

submandibular bolgede gelisen enfeksiyonlara ise ‘Ludwig Anjini’ ad1 verilmektedir (9).

2.2.1. Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri’nde Centers for Disease Control and Prevention (CDC) verilerine
gore Grup A streptokok (GAS)’a bagli NF insidans1 100 binde 3,5 ve fatalite hiz1 ise % 13,7
olarak bildirilmistir (10). Avusturalya’da 2007 yilinda bildirilen insidans 100 binde 2,7 ve
mortalite hiz1 %7,8 dir (11). NF insidanst ile ilgili lilkemizden yeterli sayida veri yoktur.

Ulkemizde 2010-2011 yillar1 arasinda 15 merkezin katildig1 epidemiyoloji ve mikrobiyolojik
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tiplendirme ¢alismasinda tilkemizdeki GAS’a bagh invaziv DYDE sikligin daha diisiik oldugu
tespit edilmistir (12).

2.2.2. Klinik simiflandirma

NF, bakteriyolojik etken ve klinik tabloya gore iki farkli sinifta incelenmektedir:

Tip_1 Polimikrobiyal tip: Enfekte fasyal yiizeyde 15 farkli aerobik ve anaerobik
mikroorganizma izole edilebilir. Her yarada ortalama bes patojen etkendir. Patojenlerin ¢ogu

bagirsak florasindan orijin alir.

Polimikrobiyal NF’nin dort farkli klinik tabloyla birlikteligi mevcuttur (3).
Bunlar;

1. Abdomen veya bagirsak penetran travmalariyla ilgili cerrahi prosediirler,

2. Dekiibit iilseri veya perianal apseler,

3. Intravendz madde bagimlilarinda enjeksiyon bolgesiyle iliskili enfeksiyonlar,

4. Bartholin apsesi veya mindr vulva/vajinal enfeksiyonlardan yayilim (3).

Tip 2 Monomikrobiyal tip: En sik karsilasilan patojen S. pyogenes'tir. S. aureus ve
anaerobik Streptokoklar da etken olarak karsimiza ¢ikabilir. Enfeksiyon genellikle toplumdan
kazanilmistir ve siklikla alt ekstremitede olusur. Cogunlukla diyabet, atherosklerotik damar
hastaliklari, vendz yetmezlik gibi altta yatan hastaliklar vardir. Kronik vaskiiler iilser ¢ok hizli
sekilde fasiite ilerleyebilir. Varisella veya 6nemsiz travmalar sonrasi gelisen fasiitlerde etken
siklikla S. pyogenes'tir. Organ yetmezligi ve hipotansiyon gelisen olgularda mortalite %50-70
olarak bildirilmistir (3) .

2.2.3. Etken mikroorganizmalar

Mikrobiyolojik olarak da tip 1 (polimikrobiyal) ve 2 (monomikrobiyal) olarak
siiflandirilmaktadir. Polimikrobiyal enfeksiyonlar genellikle perine ve gdvde kaynakli

enfeksiyonlardir ve tip 2 ye gore daha sik goriilmektedir. NF’de etken olan baslica
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mikroorganizmalar:  Peptostreptococcus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Bacteroides cinsidir. Tip 2 enfeksiyonlarda en ¢ok sorumlu etkenler
S. pyogenes ve S. aureus 'tur. Yahav ve arkadaslarinin 45 NF’li hastay1 derledigi bir ¢calismada
gram pozitif mikroorganizmalar daha sik (%57) izole edilmistir. S. pyogenes en sik izole
edilen gram pozitif mikroorganizma iken E. coli ise en sik izole edilen gram negatif
mikroorganizma olmustur. Gram negatif mikroorganizmalarla enfekte olan hastalarda 30

giinliik mortalite daha yiiksek bulunmustur (13).

Tablo 2. Nekrotizan fasiit gelisiminde sorumlu mikroorganizmalar

Mikroorganizma Sik goriilen Nadir goriilen

Gram pozitif Grup A streptokok
A veya G hemolitik streptokok Erysipelothrix rhusiopathiae
S. aureus Grup B, C ve G streptokok
Koagiilaz negatif stafilokoklar Streptococcus pneumoniae
Enterococcus spp
Bacillus spp.
Corynobacterium spp.

Gram negatif Enterobacteriaceae Vibriyolar
Escherichia coli. Aeromonas spp
Enterobacter spp. Edwardsiella spp
Klebsiella spp. Hemophilus spp. Photobacterium
Proteus spp. damsela Burkholderia
Serratia marcescens pseudomallei
Pseudomonas spp Pasteurella multocida
Acinetobacter spp. Ochrobactrum anthropi Eikenella
Citrobacter spp. spp

Anaerop Peptostreptococcus spp. Flavobacterium odoratum

Clostridium spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.
Fusobacterium spp.
Propionibacterium spp.
Veillonella spp.
Lactobacillus spp.

Mantar Candida spp. Aspergillus spp.
Mucormycosis
Cryptococcus spp.
Apophysomyces elegans
Absidia corymbifera

Aside Direngli Mycobacterium tuberculosis
Bakteriler

(*16 numarali kaynaktan uyarlanmistir)

Krieg ve arkadaslarinin 64 NF’li hastay1 derledigi diger bir ¢aligmada ise enfeksiyonlarin
%352 sinde polimikrobiyal etkenler izole edilmisken %10 hastada etken mikroorganizma izole
edilememistir. En sik izole edilen mikroorganizmalar ise sirasi ile S. pyogenes (%28), S.
aureus (%21) ve E. coli (%20) olarak bildirilmistir (14). NF gelisiminden sorumlu sik ve

nadir goriilen mikroorganizmalar Tablo 2’ de gdsterilmektedir.
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2.2.4. Patofizyoloji

Hastalik patofizyolojisinin anlagilmasi ile klinik tablonun ciddiyeti ve erken tani koymanin
onemi anlasgilmistir. Travma, cerrahi yara ya da derinin kronik enfeksiyonlar1 yolu ile
subkutan deri dokusuna mikrobiyal invazyon gergeklesir. Mikroorganizmalarin bu bdlgede
prolifere olmasi ve hyaliironidaz benzeri enzim salgilanmasi sonucu derin faysa dokusu
tizerinde horizontal yayilma ger¢eklesir. Bu enzimler nedeniyle perforan besleyici damarlarda
gelisen tromboz nedeniyle dermis tabakasinda iskemi ve likefaksiyon nekrozu gelisir. Nekroz
sonras1 fasyada sislik ve donuk gri renk degisikligi olur. Iskemi sonrasinda subepidermal
bolgede biilloz deformasyon, ilserler ve cilt nekrozlar1 geligir. Geg gelisen lezyonlarda non
enflamatuvar intravaskiiler koagiilasyon gelisir. Iskemi ve nekroz sonucu baslayan

enflamatuvar siire¢ nedeniyle sistemik enflamatuvar yanit olusmaktadir (15,16).
2.2.5. Risk faktorleri

NF gelisiminde genellikle bir predispozan faktér bulunmaktadir. Immunosupresyon, ileri yas,
periferik vaskiiler hastalik ya da obezite bunlardan en onemlileridir. Diger risk faktorleri

Tablo 3°de gosterilmektedir.

NSAE kullantmmin lenfosit fonksiyon bozuklugu yaparak streptokoksik agir nekrotizan

fasiitten sorumlu oldugu diistiniilmektedir (17).

Tablo 3. Nekrotizan fasiit gelisiminden sorumlu risk faktorleri

Diyabetes Mellitus Kronik bobrek hastaligi
Kronik Hastaliklar Malignite
Immunsupesyon yapan ilaglar Obezite

(steroid vs.) Sigara

Malnutrisyon Erkek cinsiyet

Ileri yas (>60 yas) Alkol kullanimi

Damar i¢i ilag kullanim1 Travma Oykiisii
Periferik vaskiiler hastalik

*17. Numarali kaynaktan uyarlanmistir
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2.2.6. Klinik

Nekrotizan fasiitte erken donemde selliilit ya da abse benzeri non spesifik semptomlar
gortliir. Bu nedenle erken donemde dogru tani1 konulmasinda giicliikler yasanabilir. Klinik
bulgular mikrobiyolojik patojen, anatomik bolge ve lezyonun derinligine gore degisir (18).
Vital bulgularda en sik goriilen anormallik tasikardi ve ates yliksekligidir. Hipotansiyon ve

takipne ise daha az siklikta goriiliir (19).

Hastalarda goriilen semptomlar erken ve ileri evre olmak iizere iki guruba ayrilir. Kizariklik,
enfekte olan bolgede palpasyonla hassasiyet, sislik ve 1s1 artist en sik goriilen erken donem
fizik muayene bulgusudur. Fulminan formda ise yaygin doku nekrozu ile birlikte septik sok ve
multiple organ yetmezligi bulgular izlenir. Fulminan formda klinik tabloda saatler iginde

ilerleme olur (20).

Subakut formda ise klinik bulgular giinler veya haftalar i¢inde gelisir. Baslangicta folikiilit,
abse, ekstremitede gangren gelisimi, komplike cerrahi yara ile baglar. Takibinde yara
kenarinda eritem ve ciltte skleroz gelisir. Hastalar genellikle enfekte bolgede agri hisseder.
Ancak bu his tani i¢in ayirt edici bir 6zellik degildir. Ayrica lokal sinirlerin enfekte oldugu
enfeksiyonlarda duyu kaybi1 da gelisebilir.

Enfeksiyon gelisimi sonrast agri hissi daha belirgin hale gelir. Ates, dehidratasyon,
konflizyon, bas donmesi, konflizyon, diyare, bulanti, kusma, halsizlik, gii¢siizlik gibi
semptomlar goriilebilir. Hastaya bu donemde tanm1 konulup tedavi edilmez ise klinik tablo
giderek agirlasir. Baslangigta seréz vasifta olan biiller hastalik progrese olduk¢a hemorajik
hale gelir. Cilt altinda krepitasyon ve gaz formasyonu goriilebilir. Bu evrede hasta apatik ve

toksik gorlinlimdedir (21). NF gelisim evrelerini kisaca siralamak gerekirse;

1.Biil gelisimi

2.Ciltte ekimoz ve sonrasinda nekroz gelisimi

3.Fizik muayene ya da radyolojik goriintiilemede dokularda gaz goriiniimii

4. Kutandz anestezi

Bu bulgular vakalarin %7-44’linde gelisir. Bu bulgularin goriilmesi durumunda acil cerrahi

miidahale gereklidir (18).
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2.2.7. Laboratuvar Bulgular

NF’ye 0zgiill bir laboratuvar bulgusu yoktur. Ancak temel laboratuvar bulgularindaki

degisiklikler klinisyenleri nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlarina yonlendirebilmektedir.

Lokositoz en sik goriilen laboratuvar bulgusudur. Beyaz kiire sayisinin 20 000/ul iizerinde
olmas1 klinisyenlere yiiksek olasilikla bu tamiy1 diisiindiiriir. Kan iire azotu (BUN) > 18
mg/dL, kreatinin > 1,2 mg/dL olan hastalarda bobrek yetmezligi siireci baslamistir. Agir
sespsis ve multiorgan yetmezligi gelisen hastalarda serum kreatinin kinaz (CK) seviyesi
yiikselir (21). Laboratuvar degerlerini baz alan “The Laboratory Risk Indicator for Necrotising
Fasciitis” (LRINEC) skoru erken tani i¢in yardimci olan, Wong ve arkadaslar tarafindan

olusturulan bir tiir skorlama sistemidir (22). LRINEC skorlama sistemi Tablo 4’te

gosterilmektedir.
Tablo 4. Nekrotizan fasiitte LRINEC skorlama sistemi
Degerler Puan
CRP(mg/L)
>150 4
Beyaz kiire (bin/mm?)
<15 0
15-25 1
>25 2
Hemoglobin (g/dL)
>13.5 0
11-13,5 1
<11 2
Sodyum (mmol/L)
<135 2
Kreatinin (mg/dl)
>1,6 2
Glukoz (mg/dl)
<180 1

LRINEC: laboratory risk indicator for necrotizing fasciitis, CRP: C reaktif protein

Bu skorlama sistemine gore bes puan ve alt1 diisiik risk, alti-yedi puan orta risk, sekiz puan ve

lizeri yiiksek risk grubunda yer alir (22).

Vakalarin dortte birinde direk grafide subkutan dokuda gaz goriilebilir. Ancak gaz
goriilmemesi bu taniy1 ekarte ettirmez. Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans
gorlintiilleme (MRI) tani icin daha yardimicidir. NF’nin erken doneminde selliilit benzeri

yumusak doku opasitesi ve kalinliginda artis goriiliir. BT goriintiileri, patolojik bulgular ve
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yumusak doku enflamasyonuyla korele olarak degisir. Bu dogrultuda dermal kalinlagsma,
yumusak doku ateniiasyonunda artis, yiizeyel veya derin fasyada sivi veya gaz goriiniimii
olabilir. Yumusak dokuda gaz golgesi goriintiilemede direk grafiye gére BT daha spesifiktir.
Enfeksiyon kaynaginin belirlenmesi, kemik komponentlerle baglanti ve doku nekrozuna bagl
vaskiiler riiptiir gibi komplikasyonlar1 belirlemede BT goriintiilleme daha yararlidir. MRI ile
kiyaslanacak olursa hizli goriintiileme agisindan da BT daha avantajhidir (23). MRI’da T2
hiperintens goriintiilemede derin faysa kalinligt 3 mm’den fazladir. Yiizeyel fasyada sinyal
degisikligi izlenebilir ancak izlenmemesi taniyr ekarte ettirmez. MRI goriintiilemesinde
interfasyal s1v1 birikimi ve perifasyal hiperemik degisiklikler T1 goriintiilemede hipointens T2
goriintiilemede hiperintens degisiklikler ve degisen derecelerde kontrast tutulumu izlenir
(24).Direk grafide goriilen gaz golgesi ve MRI goriintiilemedeki perifasyal degisiklikler Sekil

1’ de goriilmektedir.

Ultrasonografik goriintiilemede derin fasyada kalinlagsma, s1v1 birikimi ve bozulma gortilebilir.
Fasyada 4mm’den genis kalinlagsmalar NF i¢in belirleyicidir. Kas dokuda hipo/hiperekojenik
sislik, doppler goriintiilemede kiiglik damarlarda kanlanma artig1 veya tromboz goriilebilir
(15).

Sekil 1. Nekrotizan Fasiitli Hastalarda Direk Grafi ve Manyetik Rezonans Goriintiileri (* 15 numarali
kaynaktan alinmigtir)

2.2.8. Tedavi

Nekrotizan fasiit tedavi yonetiminde antibiyotikler tedavinin sadece bir basamagini olusturur.
Iskemi ve hipoksi nedeniyle uygulanan antibiyotik enfekte dokuya etkin diizeyde ulasamaz.

Tedavinin en 6nemli basamagini cerrahi debridman olusturur (25).
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NF siiphesi olan durumlarda acilen genis spektrumlu bir antibiyotik baglanmalidir. Nekrotizan
fasiitin mikrobiyolojik siniflamasina gore ampirik tedavi planlanmalidir. Polimikrobiyal
enfeksiyonlarin tanis1 hasta hikayesi, gram ve kiiltiir sonucuna gore konulur. Baslangic
tedavisinde anaerobik etkinligi de olan tedaviler planlanmalidir. Yakin donemde antibiyotik
kullanan ve hastanede yatis Oykiisii olan hastalarda ampirik tedavide direngli gram negatif
bakterilere de etkili antibiyotikler planlanmalidir. Tip 2 enfeksiyonlarda S. pyogenes ve S.
aureus’a karsi etkili antibiyotikler kullanilmalidir. Metisilin duyarli S. aureus (MSSA)
enfeksiyonlarinin tedavisinde birinci veya ikinci kusak sefalosporinler kullanilabilir. Metisilin
direncli S. aureus (MRSA) enfeksiyonlarinda vankomisin kullanilabilir. Vankomisine direngli
suslarin tedavisinde ise daptomisin ya da linezolid tedavisi tercih edilebilir. Streptokoksik
enfeksiyonlarda beta laktam grubu antibiyotiklere klindamisin eklenmesi bazi klinisyenler

tarafindan onerilmektedir (21).

Tedavi baslangicinda alinan kan, yara veya doku kiiltiirii sonucuna gore antimikrobiyal tedavi
yeniden diizenlenmelidir. Ancak ampirik tedaviye hemodinamik stabilizasyon saglandiktan 48
saat sonrasina kadar devam edilmelidir. Antibiyotik tedavisine lokal enfeksiyon semptom ve
bulgular1 kaybolduktan 5 giin sonrasina kadar devam edilmelidir (26). Toplam tedavi siiresi 4-
6 haftaya tamamlanmalidir (21). Ampirik tedavide kullanilan antibiyotikler ve dozlar1 Tablo
5’te belirtilmistir.

Tablo 5. Nekrotizan Enfeksiyonlarda Uygulanan Antibiyotik Tedavileri ve Dozlari

Enfeksiyonun Tiirii Antibiyotik Dozu
Miks Enfeksiyon Piperasilin-tazobaktam+ 3.37g 6-8 saatte bir
Vankomisin 30 mg/kg/glin boliinmiis 2 doz
Imipenem 1 g 6-8 saatte bir
Meropenem 19 8 saatte bir
Ertapenem 1 g/giin
Sefotaxim + 2 g 6 saatte bir
Metronidazol/klindamisin 500 mg 6 saatte bir/600-900 mg 8
saatte bir
Streptokoksik Penisilin 2-4 milyon {inite 4-6 saatte bir
Enfeksiyon +klindamisin + 600-900 mg 8 saatte bir
Stafilokoksik Sefazolin 1 g 8 saatte bir
Enfeksiyon Vankomisin(direngli sug ise) | 30 mg/kg/glin boliinmiis 2 doz
Klindamisin 600-900 mg 8 saatte bir
Klostridyal Klindamisin + 600-900 mg 8 saatte bir+
Penisilin 2-4 milyon {inite 4-6 saatte bir

* 3 numarali kaynaktan uyarlanmistir
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2.3. Grup A Streptokoklar

Grup A streptokoklar, gram pozitif boyanma 6zelligi gosteren, spor olusturmayan koklardir.
Ik olarak yara enfeksiyonu, erizipel ve puerperal sepsis etkeni olarak gdsterilen bakteri
1884°te Rosenbach tarafindan S. pyogenes olarak adlandirilmistir (27). Piiriilan lezyonlarda
ve Ozellikle s1v1 besiyerlerinde kisa-orta uzunlukta zincir olusturan kiire veya ovoid sekilli
bakterilerdir. Ureme esnasinda tek bir diizlemde béliinmelerinden dolayr zincir
olusturmaktadirlar. Patojen streptokoklarin olusturduklar1 zincirler, normal floradaki
streptokoklarin olusturduklarina gore daha uzun olmaktadir. Zincir olusturma o&zellikleri,

besiyeri igerigi, ortam 1sis1 ve besi yerine eklenen antibiyotikler gibi cesitli etkenlerden

etkilenmektedir (28).

S. pyogenes bu grubun temsilcisi olan tiirdiir. Bu mikroorganizma fakiiltatif aeroptur,
optimum tireme 1s1s1 35-37°C, uygun tireme pH’s1 ise 7,4 ile 7,6 arasidir. Serum, kan ve beyin
gibi zenginlestirici maddeler eklenmis besi yerlerinde daha iyi iireme gdsterirler. Yiizde 5-7
koyun kanli agarda 1-2 mm biiyiikliigiinde seffaf veya yar1 seffaf S (smooth) tipi koloni ve
cevresinde beta hemoliz olusturur. Bu hemoliz zonu 2-3 mm ¢apinda goriiliir ve koloninin 2-3
katindan daha genis olabilir. Beta hemolitik 6zelligi anerobik ortamdaki inkiibasyonda daha
belirgin olarak ortaya cikar. S. Pyogenes’in beta hemolitik aktivitesi bakteride bulunan

streptolizin S ve O nedeniyle olusur (28, 29).

2.3.1 Biyokimyasal Reaksiyonlar1

Katalaz negatiftir ve bu 6zellikleri ile stafilokoklardan ayrilir. Birgok sekeri fermente ederek
asit olusturur ancak gaz olusturmaz. Ribozu fermente edemez. Safrada ¢ozlinmez. Pirolidon
naftilaminde (PYR) hemoliz olusturur ve 54 °C’de 30 dk kaynatma ile Oliir. Basitrasine
duyarlidir, bu 6zelligi ile diger hemolotik streptokoklardan ayrilir (30).

2.3.2. Yapisi

Kompleks bir yapiya sahip olan hiicre duvari ii¢ kisma ayrilir:

1. En i¢ kisimda peptidoglikan (mukopeptid) tabaka bulunmaktadir, 6zellikle duvarin

sertliginden sorumludur.
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2. Polisakkarit veya gruba 0zgii karbonhidratlarin oldugu kisim. Hiicre duvarinin bu

komponenti insan kalp kapaklarindaki glikoprotein ile benzer bir antijenik yap1 gosterir.

3. Hiicre duvarinin en dis kisminda M, T ve R proteinleri bulunur (31).

Hiicre duvar1 peptidoglikan matriks iizerinde yer almakta oldugundan saglam bir yapiya
sahiptir. Peptidoglikan matrikste GAS gruplandirilmasinda kullanilan karbonhidrat antijeni
bulunmaktadir. Lipoteikoik asit ve M proteini hiicre duvarina bagli bulunmakta ve disa dogru
pili seklinde uzanmaktadir. Hiicre duvarinda T ve R proteinleri de yer almaktadir. Suslarin

bazilarinda hyaliironik asit yapisinda kapsiil bulunmaktadir (28,29).

Streptolizinler
NADaz
Hyaliromidaz
Streptokinaz
Streptodomaz
Streptolizin-O
Pirojemk
ekzotoksinler

Peptidoghikan (hicre duvan) ]

]

Grup karbonhudrat antijem
T ve R protemlen

\_l |I Lipotetkoik asit [

Sekil 2. Streptococcus pyogenes’ in hiicre yiizeyi yapisi ve virulansta rol oynayan {irtinleri
(texbookofbacteriology.net/streptococcus adresinden uyarlamistir. Erigim tarihi 30.10.2015)

Fimbnyal antyjen
M protemn

2.3.3. Spesifik antijenleri

S. pyogenes’in hiicre yiizeyinde bulunan bazi antijenler, insan kalp, diiz kas dokusu, iskelet,
kalp kapak fibroblastlar1 ve noronal dokulari ile benzerlik gosterirler. Bu durum konakta

immiin toleransa veya baskilanmis immiin yanitin olusmasina yol acar (31).

M proteini: Grup A streptokoklarin en 6nemli yiizey antijeni olan M proteini, emm geni
tarafindan kodlanir. M protein antijeni, tripsine duyarli, asit ve 1siya direnclidir. Alkolde
¢oziinlir ve A’dan D’ye kadar siralanan 4 sarmaldan olusur. Prolin ve glisinden zengin ucu
bakteri hiicre duvarina interkalasyondan sorumludur, hidrofobik u¢ ise membran zincirini
olusturur (28,32). GAS icin 80’den fazla M proteini tanimlanmistir. Ancak emm gen

mutasyonlar1 nedeniyle siirekli yeni M proteini olugsmaktadir (33).
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M proteini C-terminali ile konak proteinlerine baglanarak ya da konak proteinlerinin
mikroorganizmaya baglanmasin1 engelleyerek klasik kompleman yolagimi, C3b ile
isaretlenmesini Onleyerek alternatif yolagi inaktive eder (34). Bdylece mikroorganizmanin

fagositer hiicreler tarafindan taninmasini ve fagosite edilmesini 6nlemis olur (31).

M proteininin alt tipi ile gelisen hastaliklar arasinda dogrudan bir baglant1 yoktur. Ancak
nekrotizan fasiit olgularinda etkenin ¢ogunlukla M1 ve M3 alt tipi oldugu bildirilmistir (35).
M1, M3 ve M6 alt tiirleri fibronektin gibi ekstraselliiler matriks elemenlari ile konak hiicre
resptorlerine  baglanarak bakteriyel kolonizasyondan sorumludur (34). Wessel ve
arkadaslarinin yaptig1 deneysel calismada M3 proteinine sahip bakteri ile olusturulan cilt
enfeksiyonlarinda yayilim, bakteriyemi ve 6liim goriiliirken M3 protein defekti olan kapsiilsiiz
mutant susla yapilan calismada sadece lokal abse goriilmiistiir (36). Bu calisma sonunda
kapsiil ve M proteinin nekrotik lezyonlarin yayilmasinda 6nemli rol oynadigi sonucuna

ulasilmustir.

T proteini: Isiya ve asite duyarli, pepsin ve tripsine dayanikli, alkolde ¢6ziinmeyen, virulans
arttiricr etkisi olmayan antijenik bir proteindir. Viicutta kendilerine kars1 antikor iiretmezler. T
protein antijeni M ve R proteinleri ile birlikte hiicre yiizeyinde bulunur. T proteinini kodlayan
tee genleri arasinda homoloji olmasina ragmen, emm genlerine gore daha cok cesitlilige
sahiptirler. M proteinlerinin tersine, tee geninin en iyi korunmus ucu amino terminalidir. Bu
gozlemlere gore GAS’lar 25 farkli kombinasyonda T proteini tiirli i¢erebilmektedir ve T
proteinine karsi gelistirilmis antiserumlarla yapilan agliitinasyon yontemi ile streptokoklar

serolojik olarak tiplendirilebilmektedir (30).

R proteini: R proteini pepsine duyarli, tripsine dayanikli, virulansta rol oynadigi
diistiniilmeyen ve tiplendirmede heniiz kullanilmayan bir antijendir. Tipe 6zgii degildir, R28

ve R3 seklinde iki tipi belirlenmistir.

R28: Bu protein ile puerperal sepsis arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Genellikle bu
hastalik nedeniyle olusan salginlardan izole edilen suslarin biiyiik kisminda bulundugu
belirtilmektedir. Bu tip proteinden yoksun mutant bir bakterinin genital epitel hiicrelerine
baglanamadig1 gozlenmistir, bu yiizden R28 proteininin doku tropizmi ve kadin genital

sitemine adezyonu sagladig: diisiiniilmektedir (37).
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Serum Opasite Faktorii: GAS’in ¢ogunda bulunur. Tiir spesifik lipoprotein lipaz
yapisindadir. Serum opasite faktorii, hiicre yiizeyine baglanan ¢ift fonksiyonlu bir protein
olarak gorev yapar. Bu iki aktivite; serumu opaklastirma ve C-terminal bolgesi ile fibronektin-

fibrinojen baglamadir (36).

Kapsiil antijeni: GAS kapsiilii, N-asetil glukozamin ve D-glukuronik asit molekiillerinin
olusturdugu yiliksek molekiil agirlikli hyaluronik asit polimerlerinden meydana gelmektedir
(38). Kapsiil, hasA, hasB ve hasC denilen ii¢ adet genden olusan kiime tarafindan kodlanan
enzimlerin bir Urliniidiir. Bu 3 gen, sirasiyla hyaliironik asit sentaz, uridin difosfat (UDP)-
glukoz dehidrogenaz ve glukoz pirofosfataz enzimlerini kodlar. Bu genler, GAS suslari
arasinda yilksek derecede korunmustur ve kapsiiler gen ekspresyonu derecesindeki
varyasyonlar gen transkripsiyonunun diizenlenmesindeki farkliliklar1 yansitmaktadir. Sozii
gecen genlerin ¢okca eksprese olmasi, mikroorganizmanin koyun kanli agarda mukoid
koloniler halinde iiremesine yol acar. Kimyasal olarak, bu kapsiiler materyal, bag dokusunun
zemin maddesinden ayirt edilememektedir ve bu durumun enfekte konakta bu maddenin
yetersiz immiin yanit olusturmasmi agiklayabilmektedir. Kapsiil, fagositoza diren¢ igin
gereklidir. Ayrica, farinks epitelindeki CD44 reseptorleine baglanan énemli bir yapidir (38
,39).

Kapsiiliin antijenik 6zelligi fazla olmamakla birlikte virulansi artirict 6zelligi bulunmaktadir
(32).

Lipoteikoik asit (LTA): Fibronektine baglanma 6zelliginde olan virulans faktoriidiir. Birgok
hiicre ic¢in sitotoksik etkisi bulunmaktadir. Mikroorganizmanin farengeal mukozaya

yapismasinin baslamasinda merkezi bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (38).

Fibronektin baglayici proteinler: LTA’ya ek olarak streptokokal adezinler arasinda sayilan,
fibronektin baglayici proteinler mikroorganizmanin mukozal ve kutandz hiicre tiplerinin
yiizeylerinde bulunan fibronektin molekiiliiniin amino terminaline yapismasinda rol

oynamaktadir (38).

2.3.4. Salgiladiklar toksin ve enzimler
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Streptolizin O: Streptolizin-O, oksijene duyarli, 1s1 ve asitlere direnglidir ve besiyerindeki
derin hemolizden sorumludur. Bu hemolitik etki, ortamda oksijen varliginda geri doniistimlii,
kolesterol varliginda ise geri donlisiimsiiz olarak ortadan kalkar. Etkinligi, ultrasantrifiigasyon,
dondurma-¢ézme ve liyofilizasyon ile azalmaktadir. Lokosit, monosit ve kiiltiirii yapilan
hiicreler igin toksiktir. Bu proteinin kardiyotoksik Ozellik gostermesi klinik Onem
tagimaktadir. Antijenik 6zellige sahiptir. Streptolizin-O’ya karsi konak tarafindan olusturulan

antikorlar serolojik tani i¢in kullanilmaktadir (Antistreptolizin -O antikoru — ASO) (28, 31).

Streptolizin S: Streptolizin-S, kanli agardaki yilizeyel hemolizden sorumlu olan, oksijene
dayanikli 16kosidindir. Eritrosit, l6kosit ve protoplastlar1 eriten bu peptit fagositozu
engellemektedir. Hemolitik aktivitesi, lesitin ve beta lipoproteinaz tarafindan engellenen bu
protein antijenik degildir. Uremenin geg logaritmik fazinda ve duragan fazinda demir elementi
varliginda en yliksek diizeyde iiretilmektedir. Streptolizin S’nin membran fosfolipidleriyle

etkileserek toksik etkilerini gosterdigi diisiiniilmektedir (31).

DNaz: Deoksiriboniikleik asidi depolimerize ederek enfeksiyon ortaminin akiciligini
saglayan enzimdir. Bu enzimin A, B, C ve D olmak iizere 4 tiirii bulunmaktadir. Deri ve

bogaz enfeksiyonlarinda DNaz’ a kars1 gelisen antikorlar serolojik tanida kullanilir (31).

Hyaluronidaz: Hyaluronik asidi enzimatik olarak pargalayarak bag doku yiizeyinde yayilmay1
saglar (31).

Streptokinaz: Plazminojeni plazmine doniistiirerek fibrinin eritilmesinde rol oynar. Boylece

mikroorganizma etrafinda olusan piht1 eritilerek dokuda yayilim kolaylagtirilmis olur (31).

Strepkokal pirojenik ekzotoksin B: Potent bir proteazdir. Grup A streptokoklarin
toksinleriyle olusturduklart kizil gibi klinik tablolardan sorumlu eritrojenik toksin olarak da
bilinen protein yapisinda toksinlerdir. Giiniimiizde tanimlanmig 14 tiirii bulunan egzotoksinler
siiperantijen olarak davranmakta ve antijen sunucu hiicreler tarafindan islenmesine gerek
olmadan dogrudan ve spesifik olmayan yollarla major histocompatibility complex (MHC)

siif I molekiillerine baglanarak T hiicrelerini uyarmaktadirlar (31,40,41).

Cba Peptidaz: Kemotaksisi onler (40). S. pyogenes virulans faktorleri ile ilgili 6zet Tablo

6’da gosterilmektedir.
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Tablo 6. S. pyogenes’in virulans faktorleri

Kolonizasyon (Aderans) Yiizey Makromolekiilleri

M-protein, Lipoteikoik asit, Protein F ve fibronektin baglayici proteinler

Dokuya Yayilim Kolaylastiric1 Faktorler

Hiyaliironidaz, Proteazlar, Streptodornazlar

Streptokinaz: Fibrini eritir

Fagositozdan Koruyucu Faktorler

Kapsiil: Hiyaliironik asit yapisinda
C5a peptidaz: Serin proteza, kemotaksisi onler
M proteini

Lokosidinler: Streptolizin S, Streptolizin O

Konak immiin yamtina karsi savunma faktorleri

Antijenik gizlenme ve hyaliironik asit tarafindan saglanan tolerans

Antijenik varyasyon

Toksinler: Streptokoksik pirojenik ekzotoksinler

Kan Dolasimindaki Antikorlar: Konagin bazi dokulart ile ¢capraz reaksiyon gosteren

mikroorganizma antijenlerine karsi konagin olusturdugu antikorlar

(*http://mww.textbookofbacteriology.net/streptococcus aderesinden uyarlanmistir erigim tarihi 30.10.2015)

2.4. Akut Enflamasyon ve Enflamatuvar Mediyatorler

Enflamasyon; konak hiicrenin, kan damarlarinin, proteinlerin ve diger mediyatorlerin hiicre
hasarin1 baglatma nedeni ve bu neden yiiziinden nekroza ugrayan hiicre ve dokular1 ortadan

kaldirmaya ¢alistig1 ve rejenerasyon siirecini baslattigi koruyucu bir yanittir.

Akut enflamasyonu baslatan olaylar:

1- Enfeksiyonlar (bakteriyel, viral, fungal ve paraziter olabilir)
2-Travma

3-Doku nekrozu

4-Yabanci cisimler

5-Hipersensitivite reaksiyonlari

Vaskiiler reaksiyon ve hiicre yanit1 enflamasyonun baslica bilesenleridir (42).
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2.4.1 Akut enflamasyonda vaskiiler degisiklikler

Enflamasyon sirasinda gelisen arterioler vazodilatasyon sayesinde bu bdlgedeki lokalize kan
miktarindaki artis nedeniyle konjesyon gelisir. Bu olay sayesinde enflamasyonun dort
belirtecinden kizariklik (kolor) ve 1s1 artis1 (rubor) belirtisi olusur. Mikrovaskiiler gecirgenlik
artis1 ile intravaskiiler alandan damar disina proteinden zengin sivi gecisi olur. Gegis sonrasi
enflamasyon bolgesinde arterioler viskozite artar ve kan akimi yavaslar. Arteriollerden
postkapiller veniillere gecis sirasinda eritrositlerden boyutca biiyiik olan 16kositler endotele
yakin alana itilir. Yavaglayan kan akimi sayesinde endotele yapisma sansi artar
(marjinasyon). Lokosit yiizeyindeki Siyal-Lewis-X glikoproteini ve integrinler endotel
yizeyindeki E ve P selektine tutunarak yuvarlanmaya baslar (yuvarlanma). Lokosit
yiizeyinde bulunan ve afinitesi diisiik olan integrinler enflamasyon sirasinda salgilanan TNF
alfa ve interlokin 1 (IL-1) gibi mediatérler ile aktive olarak endotel iizerindeki ligandlarina
yapisir ve (adezyon) gergeklesir. Adezyon sonrasi lokositlerin endotel ylizeyindeki Platelet
endothelial cell adhesion molekiilii (PECAM)-1, (CD-31) glikoproteinine yapisarak
ekstravaskiiler alana gegmesine (transmigrasyon) adi verilir. Bu olayda endotel bazal
memranindan salman cesitli kollajenazlar da gorev alir. Ekstravaskiiler alanda I6kositlerin
enflamasyon bolgesine gogiine ise (kemotaksis) adi verilir (43,44). Akut enflamasyondaki

l16kosit aktivasyon basamaklart Sekil 3’te gosterilmektedir.

Sialyl-Lewis

X-modifiye glikoprotein (PSGL-1) _
g 111/ selektin

L-selektin Uyarilmamis (LFA-1/Mac-1)
ntegrinler
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Endotel
/ aktivasyonu

| Sialyl-Lewis

N

{ ! e /“ q P Xz‘-modiﬁyelglikoprotein
A (=] f"”gl_'{ "‘:Jif‘i‘ 3 B (b r?f o
E- L- P- s SO~ G P-
selektin ~ selektin ~ selektin S\%ol&ilg(leerr selektin Eelektin selektin
ligant uyaran iganti
sinyaller
Sialyl-Lewis Uyarilmis integrinler
X-modifiye Adezyon .
glikoprotein Transmigrasyon
PECAM-1 PECAM-1

|
selektin P (CD31)

C‘—:-'.flff'ml!

L- ~ E- ICAM-1P-
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Sekil 3. Akut enflamasyonda 16kosit aktivasyon basamaklari

(* 42 nolu kaynaktan alinmistir)
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Lokositler i¢in kemotaktik kabul edilen ajanlar;

-N-formilmethionin terminaline sahip bakteri peptitleri

-Sitokinler

-Kompleman sistemi bilesenleri

-Arasidonik asit metabolizmasinda yer alan l6kotrien B4 (LTB4)’tiir (42).

Akut enflamasyonda ilk 6-24 saatte enflamasyon bolgesinde hakim olan nétrofiller 24-48 saat

sonra yerini monositlere birakir.

2.4.2 Enflamasyonun kimyasal mediyatorleri ve diizenleyicileri

Mediyatorler lokal olarak enflamasyon yerindeki hiicreler tarafindan f{iretilir ya da

enflamasyon bolgesinde aktive edilen inaktif prekiirsorlerden olusur.

2.4.2.a. Hiicrelerden kaynaklanan mediyatorler

Histamin: Mast hiuicreleri, trombositler ve bazofiller tarafindan tretilir. Tavma, zedelenme,
anafilotoksinler ya da cesitli sitokinler araciligi ile uyarilan mast hiicrelerinin graniillerinden
salinir. Arteriollerde dilatasyon, veniillerde ise endotel kontraksiyonu ile endotel hiicreleri

arsinda bosluk olusurarak damar gecirgenliginde artiga neden olur (45).

Serotonin: Trombosit graniillerinde depo edilir. Vazokonstriiktor etkisi vardir (42, 46).

Arasidonik Asit Metabolitleri; Prostaglandinler, Lokotrienler, Lipoksinler Arasidonik
asit (AA) metabolitleri enflamasyon ve hemostaz gibi ¢esitli biyolojik siireclerde etkilidir.
Enflamatuvar yanit olusumunda sentezleri artar ve bu sentezin inhibitdrleri enflamasyonu
hafifletir. Lokosit, mast hiicreleri, endotel hiicreleri ve trombositler enflamasyondaki AA

metabolitlerinin 6nemli kaynaklaridir (42).

Prostaglandinler ve trombaksanlar: Prostaglandin E2(PGE2), PGD2, F2A ve PGI2
(prostasiklin) ve tromboksan A2 (TXAZ2) siklooksijenaz yolunun her biri spesifik bir enzimin
bir ara lirlinii lizerinde etkisi ile meydana gelen {irlinleridir. Enflamasyona eslik eden agr1 ve
atese katkida bulunurlar. PGE2 ¢esitli uyaranlar karsisinda agr1 esigini diisiiriir ve sitokinlerle

etkliesime girerek ates ylikselmesine neden olur (42).
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Lokotrienler: Notrofillerde AA’y1 metabolize eden baslica enzim olan lipooksijenaz etkisi ile
iiretilir.  Ozellikle Lokotrien B4 (LTB4)’ {in nétrofiller iizerinde giiglii kemotaktik etkisi
vardir. LTD4 ve LTE4 oncelikle mast hiicrelerinde tiretilir, bronkokonstriiksiyon ve vaskiiler

permeabilitede artmaya neden olur (42).

Lipoksinler: AA metabolizmasinda lipooksijenaz enzimi ile olusan metabolittir. Notrofil
adezyonunu ve kemotaksisi Onleyen endojen antienflamatuvar mediyatorler olarak gorev
yaparlar. Aktive olan ve lokositlere yapisan trombositler de 6dnemli bir lipoksin kaynagidir

(42).

Trombosit Aktive Edici Faktor: Trombosit agregasyonu ve degraniilasyonuna neden oldugu
icin bu ad1 alan trombosit aktive edici faktor (PAF) , birgok enflamatuvar etkiye sahip diger
bir fosfolipid tiirevi mediyatordiir. No6tofil, monosit, bazofil, endotel hiicreleri ve
trombositlerdeki membran fosfolipidlerinden fosfolipaz A2 etkisi ile iiretilir. Trombosit
aktivasyonu yani sira bronkokonstiiksiyon, vazodilatasyon ve vaskiiler permeabilite arttirici

etkisi vardir ve bu etki histaminden 100-1000 kat daha giicliidiir (42).

AA metabolizmasi ve yolaktaki inhibitdr mekanizmalar Sekil 4° te gosterilmektedir.
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COX-1,COX2 siklooksijenaz 1,2; HETE, hidroksieikozatetraenoik asit; HPETE, hidoksiperoksieikozatetraenoik asit.

Sekil 4. Arasidonik asit metabolitlerinin iiretilmesi, enflamasyondaki rolleri ve bu yolaktaki inhibitor

mekanizmalar (*42 nolu kaynaktan alinmistir)

Sitokinler: Enflamasyon ve bagisiklik yanitlarinda mediyator olarak fonksiyon goren birgok
hiicre tiirlinlin polipeptid yapisindaki iriinleridir. Molekiiler agirliklar1 genellkile 40
kiloDaltonun (kDa) altindadir. Lokositler arasinda iletisimde araci olmasi nedeniyle interlokin
(IL) olarak adlandirilirlar. Immiin yanitin aktivasyonu ve farklilastirilmasinda rol oynarlar.
Enflamasyonun baglangicinda salinan proenflamatuvar sitokinlerin salinmasi sonrasinda
adaptif immun yanittan sorumlu immunoregiilarér ve efektor sitokinler salinir. Akut
enflamasyonda sirali salinan sitokin olayina ‘sitokin kaskadi ad1 verilir. 1990’11 yillarda sepsis
gelisiminde sadece proenflamatuvar sitokinlerin asir1 salimiminin sonrasi olusan sitokin
firtinasinin  sorumlu olduguna inanilmaktaydi. Ancak son c¢aligmalarda proenflamatuvar
sitokinlerle birlikte IL-10, TGF beta, IL-4 gibi anti enflamatuar sitokinlerin salinimi ile
immiinolojik dengenin saglandigi sonucuna verilmistir. Tiimdr nekroz faktorii (TNF), IL-1,
IL-6 gibi aktut enflamasyondan sorumlu proenflamatuvar mediyatdrlerin salgilanmasinda
bireylerin gen ekspresyonunun farkli olmasi ve antienflamatuvar mekanizmalar nedeniyle

tutarli bir patern yoktur. Enflamatuvar yanitin baslangicinda konak yanitinda proenflamatuvar
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yanit1 takiben antienflamatuvar siire¢ baslamakta ve oldukca interaktif ve dinamik bir siire¢
islemektedir (47-49). Kronik enflamasyonda ise daha 6nemli olan sitokinler ise interferon

gama ve IL-12 dir (42).

TNF alfa: 17 kDa agirliginda non-glizolile bir proteindir ve 157 amino asitten olusur. iL-1 ile
birlikte aktive makrofajlar, mast hiicreleri, endotel hiicreleri, kalp, karaciger ve kemik iligi
gibi hiicreler tarafindan iiretilir. In vitro kosullarda bir¢ok tiimér hiicresinin sitoliz ve
sitotaksisinde énemli rol oynar. In vivo kosullarda IL-1 ile birlikte endotel degisikliklerinden
sorumludur. Enflamatuvar olayin baslangici sonrast gen transkripsiyonu ve RNA translasyonu
sonrast TNF alfa salinimu siiresi 30 dakikadir, bu nedenle immun yanitin erken diizenleyicisi
olarak bilinir (50). TNF alfa ve IL-1’in sepsisteki roliinii arastiran deneysel bir calismada
bakteriyel endotoksin enjeksiyonundan 60-90 dakika icinde serum TNF alfa ve IL-1
diizeylerinin pik konsantrasyona ulastigi goriilmistiir (51). Sistemik enflamatuvar yanit
sendromunda IL-1 ile birlikte antikoagiilan mekanizmalar1 inhibe ederek dissemine
intravaskiiler koagiilasyon (DIC) gelisiminden sorumludur. Normal insan hiicresi diploid
fibroblastlarinda biiyiime faktorii gorevi yaparak kollajenaz ve PGE2 sentezine Onciiliik eder.
Makrofajlarda siiperoksid dismutaz enzimi sentezini indiikleyerek fagositozdan sorumludur.
Osteoklast aktivasyonu ile kemik doku rezorbsiyonundan da sorumludur. Adipozitlerde
lipoprotein lipaz yapimini suprese ederek lipogenetik metabolizmada rol oynar. Smif 1 ve 2
HLA ve diferansiyasyon antijeni uyarilmasi ve IL-1, koloni stimiilatér faktdr, IFN gama ve
arasidonik asit metabolizmasini indiikleyerek 16kosit ve lenfositlerin yapimindan sorumludur.
Endotelyal ve sinovyal hiicrelerde kollajenaz yapimindan sorumludur. Maligniteli hastalarda
kaseksiden sorumlu temel mediyatordiir bu nedenle diger bir ad1 ise kasektindir. Zorunlu ve

fakiiltatif bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda ise hiicresel immun yanittan sorumludur (52).

IL-6: Interferon beta 2 ya da B hiicre stimiilan faktor (BSF-2) olarak da bilinen bu sitokin 26
kDa agirligindadir. Pleotropik alfa helikal yapidadir. TNF alfanin aksine kendi kendine sepsis
benzeri durum olusturamaz. Inflamatuvar yanit sirasinda goriilen ates, 16kositoz, CRP salinim1
fibrinojen ve ferritin yliksekliginden sorumludur (47). Akuf faz reaksiyonu yani sira
enflamasyon, hematopoez, kemik metabolizmasi ve kanser progresyonunda 6nemli rol oynar.
Proenflamatuvar sitokin olmasinin yamsira iL-6, antienflamatuar yanitin tetiklenmesinde de
rol oynamaktadir. Bu siiregte TNF alfa ve IL-1 salinimimi inhibe eder ayriva [L-10, TGF-beta,

ve kortizol gibi antienflamatuvar mediatorlerin salinmasini arttirir (47, 53).
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Kemokinler: 8-10 kDa agirliginda yapisal olarak birbirleri ile iliskili, oncelikle 16kositlerin
farkls alt boliimleri izerinde kemoatraktan olarak etkili bir protein ailesidir. inflamtuar uyariya
yanit olarak noétrofil, lenfosit, eozinofil gibi enflamatuar hiicreleri enflamasyon bdlgesine
toplamak i¢in gecici olarak kemokin kombinasyonlar1 {iretilir. Diger bir gorevi ise 16kosit

imtegrinlerinin endotel hiicresine afinitesini artirmaktir (42).

Reaktif Oksijen Tiirevleri: Lizozomlar igerisinde {retilerek fagosite edilen
miokroorganizmalar1 ve nekrotik dokular1 yok ederler. Diisiik diizeyde salgilandiklarinda

kemokin, sitokin ve adezyon molekiillerinin ekspresyonu arttirir (42).

Nitrik Oksit: Enflamasyon sirasinda aktif makrofajlarda sitotoksik olarak kullanilir. Ayrica
vazodilatasyon, trombosit aktivasyonunun tiim asamalar1 ve 16kosit kemotaksisinde gorev

almaktadir (42).

Noropeptidler: Enflamasyonun baslangicinda vaskiiler tonusun diizenlenmesi ve

permeabilitenin ayarlanmasinda rolii vardir (42).

2.4.2.b. Plazma proteininden kaynaklanan mediyatorler

Kompleman sistemi konak savunmasinda ve enflamasyonda onemli rol oynayan plazma
proteinlerinden olusur. Farkli kompleman proteinleri aktive oldugunda opsonizasyon ile
mikroorganizmalar1 fagositoza hazirlarlar. Ayrica vaskiiler permeabilite ve 10kosit

kemotaksisini uyararak enflamatuvar siirece katkida bulunur.

Alternatif, klasik yol ya da lektin yolu ile aktive olan C3 ve C5 proteini aktive olarak C3a,
C3b, C5a ve C5b ye doniisiir. C3a ve C5a akut enflamasyondaki kompleman kokenli
faktorlerdir. Enflamasyondaki baslica etkileri mast hiicrelerini uyararak histamin salinimi yolu
ile vazodilatasyon yapmak ve vaskiiler permeabiliteyi artirmaktir. C5a ayrica noétrofil ve
makrofajlarda  AA metabolizmasinin lipooksijenaz yolunu aktive ederek enflamatuvar

mediyatorlerin salgilanmasini artirirlar.

C5a ve daha az miktarda C3a ve C4a lokosit adezyonu, notrofil, monosit, eozinofil ve

bazofiller i¢in ise kemotaksisi arttirici etkisi vardir (42, 46).
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Pihtilasma ve kinin sistemleri de akut enflamasyonda cesitli rollere sahiptir. Intrensek

koagiilasyon sisteminde faktdr 7 olarak da bilinen ve normalde inaktif olan Hageman faktor

aktif hale gectiginde enflamatuvar yanita katkida bulunan dort sistemi harekete gegirir;

1. Vaskiiler etkili vazoaktif kininleri tireten kinin sistemi,

2. Timii enflamauvar Ozelliklere sahip olan trombin, fibrinopeptidler ve faktér 10’un

aktivasyonun yol agan pihtilasma sistemi

3. Plazma tiretilmesine ve trombin inaktivasyonuna neden olan fibrinolitik sistem

4. Anafilotoksinleri iireten kompleman sistemi (42).

Enflamatuar mediyatorlerin farkli reaksiyonlardaki rolleri Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7. Enflamatuvar mediyatorlerin farkli reaksiyonlardaki rolii

Enflamasyon Bileseni

Mediyatorler

Vazodilatasyon

Prostaglandinler, Nitrik Oksit, Histamin

Damar Gegcirgenliginde Artma

Histamin ve Serotonin, C3a ve C5a

Bradikinin

Lokotrien C4, D4, E4, Trombosit aktive edici
faktor, P maddesi

Lokosit Aktivasyonu ve Kemotaksis

TNF, IL-1, Kemokinler, C3a, C5a, Lokotrien B4,

Bakteri Uriinleri

Ates

IL-1, TNF, Prostaglandinler

Agrn

Prostaglandinler, Bradikinin

Doku Hasar1

Lokositlerdeki lizozom enzimleri, Reaktif oksijen

tirevleri, Nitrik okstit

*42 no lu kaynaktan uyarlanmustir.
IL; interlokin, TNF; Tiimor nekroz faktorii
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2.5. Non Steroid Anti-Enflamatuvar flaclar

Klasik non steroid anti enflamatuvar ilaglar agri, ates, kizariklik ve 6demin giderilmesinde
etkili olduklar1 i¢in enflamasyonla seyreden hastaliklarin tedavisinde en fazla tercih edilen
ilaclardir (54). Giinlimiizde enflamasyon, agr1i ve ateste NSAE ilaglarin 6ncelikli
kullanilmasmmin en Onemli nedenlerinden biri de narkotik analjezikler gibi bagimlilik
yapmamasi ve etkilerine karsi tolerans gelismemesidir (55). Analjezik etki diginda antipiretik
etkileri bulunan NSAE’ler atesli durumlarda viicut sicakligini diisiiriirler, fakat normal viicut
s1sint degistirmezler. Romatizmal eklem iltihaplart ve kemik eklem iltihaplarinin tedavileri

NSAE’lerin temel klinik uygulamalar1 arasinda bulunur (56).

NSAE’lerin diger kullanim alanlari, prostaglandin biyogenezini Onleme kapasitelerine
baglidir. Prostaglandinler duktus arteriosusun gelisiminde de yer edinmektedir. Bu nedenle
indometazin ve benzeri ajanlar yeni doganlarda kapanmamis duktuslart kapatmak icin
kullanilmaktadir. Diger yandan non-selektif NSAE’lerin hamile kadinlarda kullanimi,
intrauterin duktus arteriozusun prematiire kontraksiyonuna sebep olabilir. Fetal hayatta COX—
1 ve COX-2 tarafindan sentezlenen prostaglandinlerin (vazodilatator PG), duktus arteriosusun
acikligim siirdiiriilmesinde etkili oldugu gozlenmektedir. Diger bazi kullanim alanlar1 ise

dismenore tedavisi, sistemik mastoidoz tedavisi ve kolon kanserinde protektif etkisidir (56).
2.5.1. Etki Mekanizmalari

NSAE ilaglarin antienflamatuvar etki mekanizmalar1 COX ve lipooksijenaz (LO) iiriinlerinin
sentezinin inhibisyonu, toksik oksijen radikallerinin ve lizozomal enzim saliniminin
engellenmesi, notrofil agregasyonu, adezyon ve kemotaksinin Onlenmesi ve oksidatif
fosforilizasyonun kenetsizlenmesi seklinde siralanabilir. NSAE’ler siklooksijenaz yolunu
inhibe ederek prostaglandin sentezini dnlerler. Ancak lipoksijenaz yolunu inhibe edemezler ve
16kotrien olusumunu dnleyemezler. Aspirin kovalent bag yaparak, hem COX-1 hem de COX-

2 enzim sentezini inhibe eder (55).

Enflamasyonda aktive olan makrofaj ve fibroblastlardan iL—1’den baska sitokinler de

salinmaktadir. IL-6, TNF ve INF’da enflamasyonda rol oynarlar. NSAE ilaglarin IL-1 ve IL-6
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yapimini ve salinimini inhibe ettikleri cesitli arastirmalarda gosterilmektedir. Enflamatuvar
eklem hastaliklarinda sinoviyal dokuda ve eklem yiizeylerinde polimorfoniikleer 16kosit sayisi
artmakta ve bunlardan diger mediyatorler gibi proteolitik enzimler de salinmaktadir. Bu
enzimler enflamasyonun baslamasina ve ayni zamanda periartikiiler kemigin yikimina sebep
olmaktadir. NSAE ilaglar lizozomal membran stabilizasyonu saglayip lizozomal enzimlerin
salimimin1 o6nleyerek de etkilerini gostermektedirler. Ayn1 zamanda cAMP diizeyini artirarak
da lizozomal enzim saliniminmi inhibe ettikleri ileri siiriilmektedir (57). NSAE ilaglarin
antienflamatuvar etkilerine katkida bulunan diger 6zellikleri ise sirayla; notrofil agregasyonu,
adezyon ve kemotaksinin Onlenmesi, NADPH oksidaz ve fosfolipaz C aktivitesinin

antagonizma edilmesi olarak sayilabilir.(58)
2.5.2. Siiflandirilmasi

1. Salisilatlar: (Asetil salisilik asit, salisilik asit, metil salisilat ve sodyum salisilat, ve

diflunisal )

2. Paraaminofenol tiirevleri: Asetaminofen, fenasetin

3. Pirazolon tiirevi ilaglar: Aminopirin, propifenazon, metamizol sodyum, fenilbutazon,

oksifenbutazon

4. Profenler (Fenilropionik asid tiirevleri): ibuprofen, naproksen, fenbufen, tiaprofenik asit,

ketoprofen, fenoprofen kalsiyum, flurbiprofen, indoprofen, zomepirak.

5. Fenilasetik asid tiirevleri: Nabumeton, fenklofenak, diklofenak sodyum,

6. Indol asetik asid tiirevleri: Indometazin, asemetazin, tolmetin, ketorolak, sulindak
7. Fenamik asid tiirevleri: Mefenamik asit, flufenamik asit, etofenamat

8. Oksikamlar ve diger ilaglar: Piroksikam, tenoksikam, prokuazon, azapropazon,

metotrimeprazin

9. COX-2 inhibitorleri: Meloksikam, nimesiilid, etodolak, selekoksib, rofekoksib (59).
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2.5.2.a. Diklofenak Sodyum

Analjezik, antienflamatuvar ve antipiretik etkili bir fenilasetik asid tiirevidir. Romatoid artrite
kars1 aspirin ve indometasin kadar ve osteoartrite karsida indometasin derecesinde etkili
oldugu bulunmustur. Bu gruptaki diger ilaglar gibi, mide ve duodenum mukozasini bozucu
etkisi diger NSAE’lerin ¢oguna gore daha zayiftir. Mide-barsak kanalindan tam olarak ve
cabuk absorbe edilir. Maksimum plazma diizeyine 1,5-2 saatte erigir. Plazma proteinlerine
fazla baglanir. Karacigerde esas olarak hidroksillenmek ve konjiigasyon suretiyle inaktive
edilir. Bobreklerden ve kismen karacigerden itrah edilir. Eliminasyon yarilanma émrii 1,2-1,8
saat kadardir (55).Eriskinlerde baslangicta giinde 3 kez 25-50 mg dozunda agizdan verilir;
sonra bu miktar azaltilir. Yavas salan tablet seklinde giinde 1 kez 75-100 mg verilir.
Diklofenak sodyum i.m. olarak 75 mg dozunda giinde 1-2 kez uygulanabilir. (en fazla 2 giin).
Hastane ortaminda i.v. olarak da uygulanabilir. Cocuklarda giinliik dozul-3 mg/kg kadardir
(55). Hastalarin tedaviyi birakmasini gerektirecek en sik yan etki gastrointestinal sistem yan
etkileridir. Nadir olarak transaminazlarda yiikselme yapar. Bu nedenle uzun siireli tedavilerde

ilk haftalarda transaminaz takibi yapilmalidir. Gebelik ve emzirmede onerilmez (56).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Hastalar

Ocak 2013- Aralik 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigine yatan ve yumusak doku enfeksiyonu tanisi alan
hastalar belirlendi. Bu hastalardan kas i¢i NSAE ila¢ enjeksiyonu hikayesi olanlarin dosya
bilgilerine ulasildi. Hasta ile ilgili alt hastalik, enjeksiyon hikayesi, enfeksiyon bilgileri,

laboratuvar bulgular, klinik seyir, tedavi, cerrahi girisim ve prognoz bilgileri kaydedildi.
3.2. Deneysel Calisma

Calisma Mart 2014 ile Ekim 2015 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde yapildi. Bu ¢alisma Erciyes Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (karar no:13/127).
3.3. Deney Hayvam

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi’nden saglanan 8-10 haftalik Balb-c tiirii beyaz, disi fareler kullanildi. Deneye
alinacak fareler ayr kafeslerde tutularak, diizenli ad libitum suya ve yeme ulasmas1 saglandi.

Deneysel calisma da ayn1 merkezde yapildi.

3.4. Bakteriyel Tiir

Ozellikle invaziv enfeksiyon gelisiminden sorumlu Streptococcus pyogenes alt tip M3 (ATCC
BAA-595/MGAS 315) (Sigma Aldrich, Almanya) temin edildi.

3.5. Bakterinin Hazirlanmasi

Sigma laboratuarlarindan temin edilen bakteri izolat1 Brain-Heart infiizyon (BHI) brota pasaj

yapildiktan sonra %5 koyun kanli agara ekim yapildi. Hemolizli tek kolonilerden yeniden
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pasaj yapildi. Ureyen koloniler gram boyasi ile boyanarak bakteri morfolojisi incelendi ve

kontaminasyon acisindan kontrol edildi. ikinci pasajdan nefelometre ile 1 McFarland (McF)

(2-4X108 (koloni olusturan birim) kob/ml) siispansiyon hazirland.

3.6. flaclar

Calismada kullanilacak NSAE diklofenak sodyum (Voltaren 75 mg, Novartis, Turkey) 20
mg/kg dozda, antienflamatuvar etki gosterecek kan diizeyini saglayacak (0,4mg/L)
konsantrasyonda planlandi (60). Servikal dislokasyon Oncesi anestezik olarak Ketamin

hidrokloriir (Ketalar 500mg flakon, Pfizer) 150mg/kg kullanildu.
3.7. In vitro ¢alisma (kill-time)

Diklofenak sodyumun bakteri {izerine etkisini test etmek i¢in broth makrodiliisyon yontemi
kullamild. BHI agara 5x10° kob/ml bakteri olacak sekilde GAS bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Diklofenak sodyumdan 0,4 mg/l ve 0,05mg/l arasindaki konsantrasyonlarda
diliisyonlar hazirland1 ve S. pyogenes alt tip 3 ile CLSI M07-A9 rehberindeki islem sirasina
gore calisildi (61). Esit boliinen bakteri suspansiyonlarindan calisma grubuna diklofenak
sodyum, kontrol grubuna esit miktarda SF eklendi. Her iki grupta 1/ 107, 1/10* 1/10°, 1/10°
olacak sekilde diliisyonlar yapildi. Her bir soliisyondan 0,1ml alinarak kanli besi yerine ekim
yapildi. Ekimin 2, 4, 6, 8 ve 24. saatinde benzer sekilde tekrar pasajlar yapildi. BHI agarda
hazirlanan bakteri siispansiyonu 34-36 °C de benmaride 140 rpm/dk’da galisma boyunca

inkiibe edildi. Koloni sayim1 24 saat inkiibasyon sonunda yapildi.

3.8. Enfeksiyon Dozunun (inokulum dozu) Belirlenmesi

27 ve 29 gram agirhiginda disi farelerden birincisine 10® kob/0,1 ml, ikincisine 10* kob/0,1 ml
bakteri enjeksiyonu yapildi. Calismanin 84. saatinde deneckler sakrifiye edilerek kalp ve
akciger doku Kkiiltlirleri yapildi. Enjeksiyon yapilan uyluk kaslari histopatolojik olarak
incelendi. 10° kob/0,1 ml bakteri enjeksiyonu yapilan farede akciger dokusunda iireme oldu ve

histopatolojik incelemede nétrofil infiltrasyonunun daha belirgin oldugu goriildii. Bu nedenle
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calismanin 10° kob/0,1 ml bakteri dozu ile yapilmasina karar verildi. Caligmaya alinacak

fareler 5 gruba ayrildi, gruplarin 6zellikleri ve ¢aligma diizeni Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Calisma i¢in planlanan gruplar ve saatlere gore yapilan enjeksiyonlar

Giinler - 48. -24. 0 24. 48. 72 96

" saat saat saat saat .saat .saat
Grup 1 DS .
(n=10) DS DS +GASM3 SF SF SF Sakrifikasyon
Grup 2 DS+ .
(n=10) SF SF GASM3 DS DS DS Sakrifikasyon
Grup 3 o
(n=10) SF SF DS DS DS SF Sakrifikasyon
Sl SF SF GASM3 SF SF SF | Sakrifikasyon
(n=10)
Grup 5 .
(n=10) SF SF SF SF SF SF Sakrifikasyon

DS; diklofenak sodyum, SF; serum fizyolojik, GASM3; Grup A Streptokok M3 susu

-48. saat: Birinci gruba diklofenak sodyum 0,Iml i¢inde 20mg/kg igiincii, dordiincii ve

besinci gruba 0,1 ml serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

-24. saat: Birinci gruba diklofenak sodyum 0,1ml i¢inde 20mg/kg iicilincii, dordiincii ve

besinci gruba 0,1 ml serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

0. saat: Birinci ve ikinci gruba 20 mg/kg diklofenak sodyum/0,05 ml+ GAS 10°kob/0,05 ml
ayn1 enjektdr iginde enjeksiyondan hemen 6nce hazirlanarak enjekte edildi. Ugiincii gruba 20
mg/kg diklofenak sodyum/0,1 ml, dérdiincii gruba 10%kob/0,1ml, besinci gruba 0,1 ml SF
enjeksiyonu yapildi.

+24. saat: lkinci ve {igiincii gruba diklofenak sodyum, dérdiincii gruba SF enjeksiyonu

yapildi.

+48. saat: Ikinci ve iiciincii gruba diklofenak sodyum; birinci, dordiincii ve besinci gruba SF

enjeksiyonu yapildi.
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+72. saat: Hi¢bir gruba enjeksiyon yapilmadi

+96. saat: Fareler ketamin ile anesteziye edildikten sonra servikal dislokasyon ile 6tenaziye
edildi ve 25G igne ile intrakardiyak kan alindi. Sepsis gelisimini degerlendirmek {izere
insizyon sonrasi akciger ve kalp dokusundan alinan &rneklerden %35 kanli Mueller-Hinton
agara ekim yapildi. Enjeksiyon yapilan uyluk kasi diseke edildi ve gozlenebilen lezyon
mevcut ise ¢ap1 Olgiilerek kaydedildi. Kas dokusu lezyondan ikiye boliinerek mikrobiyolojik
ve histoptolojik ¢alisma i¢in ayrildi.

3.9. Mikrobiyolojik Calisma

Bacagin ¢ikarilmasi sonrasinda doku, 1ml SF i¢inde homojenize edildi. Onar kat diliisyonlar
yapilarak %5 kanli Mueller-Hinton agara ekim yapildi. Bakteri kolonileri 37 °C de 20-24 saat
inkiibe edildikten sonra koloni sayimi yapildi. Kantitatif kiiltiir sonuglar1 ise kob/gr olarak
kaydedildi.

3.10. Histolojik Calisma

Alinan kas dokusu %10’luk noétral tamponlu formalin soliisyonu i¢inde 24 saat tespit edildi.
Kas dokular1 en genis yiizeyi goriilecek sekilde uzun eksende ikiye boliinerek rutin doku takip
islemine alindi ve parafinde bloklandi. Hazirlanan 5 mikronluk kesitler Hematoksilen-Eozin
boyasi ile boyandi. Dokularin histopatolojk incelemesini yapan patolog, gruplar hakkinda
bilgilendirilmedi. Cizgili kas dokusunda olusan degisiklikler asagidaki 6zelliklere gore O ile 4
arasinda puanlandirildi. Kas dokularindaki enflamasyon derecelendirme skoru Tablo 9’ da

gosterilmektedir.
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Tablo 9.Histopatolojik olarak kas dokusunda enflamasyon derecelendirme skoru

Derecelendirme skoru

Histopatolojik bulgu

0

Normal ¢izgili kas dokusu

1 Hafif 6dem ve seyrek enflamatuar hiicre gosteren ¢izgili kas dokusu

2 Belirgin enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve yer yer septal infiltrasyon
gosteren ¢izgili kas dokusu

3 Yogun iltihabi hiicre infiltrasyonu

4 Yogun iltihabi hiicre infiltrasyonu, kas tipi multiniikleer dev hiicre

olusumu ve nekrotik degisiklikler gdsteren ¢izgili kas dokusu

3.11. Sitokin Calismasi

Alman kan EDTA’ll mikrosantrifiij tlipline aktarildi ve 1500 devir/dk’da 15 dakika santrifii

edildi. Elde edilen plazma, calisma giiniine kadar -20 °C’de saklandi. Serum IL-6 ve TNF-alfa

diizeyleri Enzyme-linked immunosorbent assay (ELIZA) yontemi (Boster, Mouse TNF alpha
PicoKine ™ ELISA Kit EK0527, Mouse IL-6 PicoKine ™ ELISA Kit EK0411) ile ticari kit

prosediiriine gore Histoloji laboratuarinda ¢aligildi. -20 0 C’de saklanan serum 6rnekleri ve kit

icinde bulunan sample diliient buffer’dan esit miktarda (100 mikrolitre) alindi. Kit

prosediiriine gore verilen konsantrasyonda standart solusyonlar hazirlandi. Kit kuyucuklarina

serum Ornegi ve standart solusyon oOnerilen miktarda konularak 90 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi prosediirde &nerilen sayida yikama islemi yapildi. Otomatik yikama

cihazinda (ayto-RT 3100) sonrasinda sirasi ile Tris-buffered saline (TBS), Avidin-Biotin-

Peroxidase Complex (ABC), TMP ve stop solusyonlari ile prosediir siiresince inkiibe edildi.

Stop solusyonu eklendikten sonra 30 dk i¢cinde 450 nm absorbansli okuyucuda (Tecan,

Sunrise™) okunarak elde edilen degerler pikogram/mililitre (pg/ml) olarak kaydedildi.
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3.12. istatistiksel Degerlendirme

Farelerin gruplara gore kas dokusu kantitatif kiiltiirlerinden elde edilen bakteri sayilari, kan
IL-6, TNF-alfa diizeyleri ve doku histolojik siniflandirmalar1 karsilastirildi. Uremelerde en
diisiik koloni sayis1 20kob/ml olarak alindi. Kas dokusunda kantitatif kiiltiir sonuglar1 ve kan
IL-6, TNF-alfa diizeyleri gruplarda ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Kantitatif
kiiltiir sonuglart gruplar arasindaki fark (A log= miidahale grubu ortalamasi — kontrol grubu
ortalamasi) hesaplandi. Calisma ve kontrol gruplar1 arasinda fark yok ise islem etkisiz olarak
degerlendirildi. Bakteri koloni sayilar1 logaritmik olarak diizenlendikten sonra gruplar
arasindaki karsilagtirmalar ANOVA ile yapilarak, Kruskal-Wallis One Way Analizi’ne gore
anlaml fark olan gruplarda gruplar arasi karsilastirmada Dunn's Methodu kullanildi. P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hastalar

Ocak 2013- Aralik 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe
Hastanesi’nde kas i¢i enjeksiyon sonrasi yumusak doku enfeksiyonu gelisen yedi hasta bilgisine
ulagildi. Takip edilen hastalarin klinik ve laboratuvar bulgular1 ve prognozu ile ilgili bilgiler Tablo 10

ve 11’ de 6zetlendi. Hastalar ile ilgili bilgiler kisaca asagida verilmektedir;

Tablo 10. Takip edilen hastalarin klinik 6zellikleri ve prognozu

Hastalarin Ozellikleri N/
Total
Cinsiyet | Bayan/Erkek 3/4
Median yas (y1l) 50
Alt hastalik varligi 417
Non-steroid Diklofenak 6/7
antienflamatuvar Etofenamat 1/7
Enfeksiyon bolgesi Gluteal golge 417
Bilateal gluteal bolge 1/7
Alt ekstremite 217
Enfeksiyonun siddeti Lokal enfeksiyon 3/7
Agir sepsis 317
Septik sok 1/7
Tedavi Antibiyotik ve destek 717
tedavisi
Debridman 6/7
Prognoz Yasayan 6/7
Olen 1/7

Hasta 1.

Gelisimsel kalga displazisi tanisi ile takip edilen 43 yasinda bayan hasta kendi kendisine im
Flexo (tenoksikam) enjeksiyonundan 10 giin sonra sag gluteal bolgede siddetli agr1 ve
kizariklik sikayeti ile hastaneye basvurmus. ki giin dis merkezde oral antibiyotik kullanan
hastanin kliniginde bozulma olmasi nedeniyle acil servise sevk edildi. Acil serviste atesi 38,6
°C, suuru konfiize ve uykuya meyilli idi. Sag gluteal bolgeden baslayip ayaga kadar uzanan
palpasyonla krepitasyon hissedilen hiperemik alan mevcuttu. Seliilit bolgesinden aspirasyon
yapildi. Ornegin gram boyamasinda nadir polimorf niiveli 16kosit (PNL), gram negatif basil ve

gram pozitif kok izlendi. Aspirasyon 6rneginin kiiltliriinde iireme olmadi. Acil debridman ve
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fasyatomi sonrasi yogun bakimda vazopressor destegi ile takip edildi. Acil servise

basvurusunun yedinci giiniinde ekstiibe edildi ve 17. gilinlinde taburcu edildi.

Hasta 2.

Colyak hastaligr tanist ile takip edilen 43 yasinda bayan hastaya bel agrisi sikayeti ile dis
merkezde 12 giin im diklofenak sodyum enjeksiyonu yapilmis. Enjeksiyon sonrasi sag kalgada
agr sikayeti ile acil servise bagvurdu. Basvuru sirasinda atesi 38,8 °C idi. Sag gluteal bolgede
15x10cm genisliginde kizariklik, hassasiyet ve 1s1 artis1 olan alan mevcuttu. Ultrasonografik
(US) goriintiilemede abse izlenmedi. Ampirik olarak parenteral ampisilin-sulbaktam (SAM
)tedavisi baglandi. Gluteal bolgede piiriilan akintili biilloz lezyon gelisti ve selliilit tablosu
ilerledi. Biilloz lezyondan aspirasyon yapildi. Aspirasyon drneginin graminda bol PNL, bol
gram pozitif kok izlendi. Kontrol ultrasonografik incelemede sag gluteal bolgede cilt alt1 yaglh
dokusu artmig ve yag planlar1 arasinda hipoekoik ¢izgilenmeler izlendi. Hastanin antibiyotik
tedavisi yeniden diizenlendi. Acil fasyatomi onerildi. Hasta fasyotomiyi reddederek tedavinin

5. glinlinde kendi istegi ile taburcu oldu.

Hasta 3.

Bel agris1 sikayeti ile her iki gluteal bolgeye im diklofenak sodyum enjeksiyonu yaptiran 52
yasinda bayan hasta enjeksiyondan bir hafta sonra sol gluteal bolgede agr sikayeti ile acil
servise bagvurdu. Bagvuru aninda atesi 36,8 °C idi. Sag gluteal bolgede enjeksiyon skari
mevcuttu. Sol gluteal bolgede 8x10cm ¢apinda nekroz iceren kizarik ve ddemli bolge izlendi.
Ampirik olarak SAM tedavisi baslanarak acil fasyotomi ve debridman yapildi. Operasyon
sirasinda nekrotik yag dokusunun, zeminde kemik ve kikirdak gibi kalsifiye oldugu goriildii.
Perioperatif alinan biyopsi sonucunda kronik aktif {ilseratif iltihabi olay ve yag nekrozu

saptand1. Vital bulgulari stabil olan hasta bagvurusunun 4. giinii taburcu edildi.

Hasta 4.

Dogumsal kalca ¢ikigi tanisi olan 49 yasinda erkek hastaya bacak agrisi sikayeti ile dis
merkezde ii¢ giin diklofenak sordum enjeksiyonu yapilmis. Ugiincii giiniin sonunda genel
durum bozuklugu, oral alim bozuklugu, suur bulaniklig1 olmasi iizerine hastaneye bagvurdu.

Bagvuruda ates: 38,6 °C, nabiz: 80/dakika, arteryel kan basinci: 96/ 45 mm/Hg, genel durum
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kotii, suuru konfiize, uykuya meyilli idi. Sol glutel bolgeden skrotal bélgeyi de igine alarak
ayaga kadar uzanan fasiit bulgusu mevcuttu. Ampirirk olarak seftriakson ve metronidazol
tedavisi baslandi. Yogun bakim iinitesinde entiibe edilip siirekli hemodiyalize alindi.
Bagvurunun ikinci giiniinde fasyatomi yapildi. Alinan 6rnekten yapilan gram boyamada PNL
ve mikroorganizma izlenmedi ve yara kiiltiirlinde iireme olmadi. Biyopsi sonucu kronik aktif
iltihabi olay olarak geldi. On iki giin mekanik ventilatérde takip edilen ve nozokomiyal
etkenlerle enfekte olan hasta bagvurunun 12. giinii bakteriyemiye bagl sepsis nedeniyle exitus

oldu.

Hasta 5

Is yerinde disaridan tavuk yeme oykiisii olan 44 yasinda erkek hasta karmn agris1, yan agrisi,
bulanti sikayeti ile digs merkeze bagvurmus. Renal kolik 6n tanisi ile 2 giin diklofenak sodyum
ve hyosin-N-butil bromiir ampul enjeksiyonu yapilan hasta genel durumunda bozulma, karin
agrisinda siddetlenme, enjeksiyon yerlerinde agri sikayeti ile dis merkeze bagvurusunda
karaciger yetmezligi On tanis1 ve etyolojisi arastirilmasi amaci ile hastanemize sevkedildi.
Bagvuru sirasinda ates 38,6 °C nabiz: 96/dk ve hipotansifti. Biling agik, ancak uykuya meyilli
idi. Cilt ve skleralar ikterik, batinda defans ve hassasiyet mevcuttu. Bilateral glutael
enjeksiyon yerinde kizariklik, sag gluteal bolgede krepitasyon mevcuttu. Yiizeyel US’de sag
kalcada cilt, cilt alti yagli doku iginde golgelenme veren gaz dansitesi izlendi. Dokudan
aspirasyon yapildi. Gram boyamada nadir PNL, gram negatif basil, gram pozitif basil izlendi.
Ampisilin-sulbaktam tedavisi baslandi. Acil debridman- fasyatomi, eksploratif batin
operasyonuna alindi. Karin igerisinde yesil renkli piiriilan mayi mevcuttu. Operasyon sonrast
yogun bakim tinitesinde takip edilen hasta ii¢lincii giin servise alindi. Aspirasyon materyali ve
perioperatif alman kiiltiirde Salmonella Typhii iiremesi oldu ve antibiyotik tedavisi
siprofloksasine ge¢ildi. Bagvurunun sekizinci giiniinde kontrol yiizeyel ve batin USG’de abse

izlenmeyen hasta bagvurusunun 14. giiniinde taburcu edildi.
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Hasta 6.

Bilinen kronik bir hastaligi olmayan 62 yasinda erkek hasta diz agris1 sikayeti ile alt1 giin 6nce
im diklofenak sodyum enjeksiyonu sonrasi sag kalcada agr1 ve ates sikayeti ile bagvurdu. Acil
serviste yapilan fizik muayenesinde ates 38,6 °C nabiz: 102/dk 6l¢iildi. Sag gluteal bolgede
selliilit bulgusu izlenen ve palpasyonda fluktuasyon tespit edilen hastanin laboratuvar
incelemesinde kreatinin yiiksekligi, 16kositoz ve aminotransferaz yiiksekligi olmasi nedeniyle
agir sepsis kabul edildi. Acil fasyotomi ve debridman yapilan hastanin perioeratif doku
orneklemesinde gram boyamada nadir PNL, nadir gram negatif basil ve gram pozitif kok
goriildii. Ampirik olarak baslanan Ciprofloksasin- Klindamisin tedavisine devam edildi.
Postoperatif iki giin yogunbakim {initesinde takip edildi. Perioperatif kiiltiirde anaerob gram
pozitif zincirli kok iiremesi olan hastanin antibiyotik tedavisi 10 giine tamamlanarak taburcu

edildi.

Hasta 7.

Diyabetes mellitus tanisi ile takip edilen 63 yasinda bayan hasta, eklem agrisi sikayeti ile im
diklofenak sodyum enjeksiyonu sonrasi sol kalgcada agr1 sikayeti ile acil servise bagvurdu.
Basvuru aninda yapilan fizik muayenede vital bulgular1 stabldi. Sol gluteal bolgede 15x20 cm
genisliginde selliilit ile uyumlu lezyon izlendi. Gluteal abse 6n tanisi ile yapilan yilizeyel USG’
de abse formasyonu izlenmedi. Laboratuvar incelemesinde 16kositoz mevcuttu. Ampirik
olarak SAM tedavisi baslanarak servise kabul edildi. Antibiyotik tedavisinin besinci giiniinde
sol gluteal bolgede fluktuasyon tespit edilerek abse drenaji yapildi. Perioperatif gram
boyamasinda mikroorganizma izlenmeyen ve Kkiiltiirde iireme olmayan hastanin ampirik
tedavisine devam edildi. Antibiyotk tedavisi tamamlanan hasta hastaneye bagvurusundan 20

giin sonra taburcu edildi.
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Tablo 11. Hastalarin demografik 6zellikleri, laboratuar bulgulari ve tedavi yaniti

. Enjeksiyon Beyaz Ala_nin - .
Hasta | Cinsiyet Alt e s amino | Kretatinin Tedavi
sonrasi Kiiltiir kiire LRINEC
numarast | /Yas | hastalik .. transferaz | (mg/dL) sonucu
(giin) (x109/L) (UIL)
1 K/43 GKD 10 Negatif | 11200 58 1,3 Orta Tyilesti
Colyak Baska
2 E/43 yax 7 MSSA | 17560 41 0,8 Yiiksek | hastaneye
hastalig1
sevk
3 K/52 gllﬁl 15 Yok 9590 26 0,7 Hafif Tyilesti
4 E/49 GKD 3 Negatif | 4900 76 4.8 Yiiksek | Eksitus
5 E/44 DM 3 S.typhii | 7750 117 3,9 Yiiksek | Iyilesti
Anaerop
6 E/62 - 6 gram 1 18660 56 1,67 Yiksek | lyilesti
pozitif '
kok
7 K/63 | DM.HT 2 Negatif | 13830 31 0,86 Hafif Tyilesti

*K; kadin, E; erkek, LRINEC; laboratory risk indicator for necrotizing fasciitis, GKD; gelisimsel kalca displazisi, DM;

diyabets mellitus, HT; hipertansiyon MSSA: metisilin sensitif Staphylococcus aureus

4.2. In Vitro Calisma

4.2.1. In vitro Calisma (kill-time) Sonuclar:

Burada Grup A streptokok M3 tiirli kullanilarak 40 mg/L diklofenak sodyum (DS) (yliksek

konsantrasyon) ile kill-time calismasi yapildi. Calismanin 2, 4, 6, 8 ve 24. saat sonunda

prosediire uygun olarak yapilan diliisyonlar sonrasinda kanli besiyerine ekimler yapildi.

Inkiibasyondan 24 saat sonra iireyen koloniler sayildi (Sekil 5).
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Sekil 5. In-vitro calismada konsantrasyona gore kanli besiyerinde GAS kolonilerinin goriiniimii

Diklofenak ve kontrol gruplarinin koloni sayilarimin logaritmik sonuclart Sekil 6°da
gosterilmistir. Buna gore diklofenak eklenen grupta zaman iginde lireyen koloni sayisinda
azalma izlenirken kontrol grubunda artis izlendi. Yiksek konsantrasyonda diklofenak
sodyumun in vitro ortamda bakteri liremesini inhibe ettigi ve bu inhibisyonun 24 saat sonra

daha da artt1g1 izlendi.

9,00
Kontrol; 7,64

8,00

7,00 }
6,00 /
5,00 /

=)

W 4,00

Re)

€ 3,00 \

S~

2 2,00

Q Diklofenak; 2,30
1,00
0,00

Oh 2h 4 h 6 h 8h 24 h

zaman (saat)

Sekil 6. Yiiksek konsantrasyonda diklofenak sodyum ve kontrol grubunda zamana gore iireyen koloni

sayilari
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Aynmi ¢alismanin 0,4 mg/L konsantrasyonda (diisiik konsantrasyon) DS kullanilarak yapilan

Kill-time ¢alismasinda {ireyen mikroorganizma ve koloni sayilar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.

Buna gore her iki grupta da zaman iginde iireyen mikroorganizma koloni sayilarinda artis

izlendi. Zaman i¢inde iireyen mikroorganizma sayisinda DS ile bir baskilanma izlenmedi.

9
8 P N
7
S6
o0
05
€ 4 ——— Diklofenak
N
..3 3 —&— Kontrol
2
1
0

0h 2h 4h 6h 8h 24 h

zaman (saat)

Sekil 7. Diisiik konsantrasyonda diklofenak sodyum ve kontrol grubunda zamana gore iireyen koloni

sayilari

4.3 In vivo Calisma

4.3.1 Deneyin Yapihisi

Deney hayvanlart grup 1 (diklofenak+GASM3), grup 2 (GASM3+ diklofenak), grup 3
(diklofenak), grup 4 (GASM3) ve grup 5 (sadece SF) olarak ayrildi. Calisma diizeni Tablo

8’de 6zetlenmistir.
Histopatolojik ¢calisma

Sakrifikasyon yapildiktan sonra diseke edilen sag uyluk kas dokusu, enjeksiyon yapilan

bolgeyi ortadan ayiracak sekilde histopatolojik inceleme i¢in %10 formol iceren tiiplere alindu.
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Ozellikle bakteri enjeksiyonu yapilan grupta makroskopik olarak da abse goriiniimii izlendi
(Sekil 8).

Sekil 8. Diseke edilen kas dokusunda absenin makroskopik goriiniimii

Diklofenak enjeksiyonu yapilan grupta ise diseksiyon sirasinda makroskopik olarak hemorajiler
gortildii (Sekil 9).

Sekil 9. Diseksiyon sonrasinda enjeksiyon bolgesinde makroskopik olarak hemoraji

goruntimiu

Baglangicta Seal Kingston siniflamasina gore degerlendirilmesi planlanan doku 6rneklerinin,
kas dokusu Ornegi olmasindan dolayr enflamasyonun siddeti ve nekroz varligima gore
derecelendirme yapilmistir. Buna gore normal ¢izgili kas dokusu sifir olarak degerlendirilmis
ayrica yogun iltihabi hiicre infiltrasyonu, kas tipi multiniikleer dev hiicre olusumu ve nekrotik
degisiklikler gosteren ¢izgili kas dokusu ise 4 olarak degerlendirilmistir. Bu siniflamadaki

derecelendirmeler Tablo 9°da ve mikroskobik goriiniimleri ise Sekil 10°da gosterilmistir.
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ST e i

Sekil 10. Histopatolojik inceleme sonuglarindan goriintiiler.
Normal ¢izgili kas dokusu, degerlendirme skoru: 0 (A: H-E, x100); hafif 6dem ve seyrek enflamatuar hiicre
gosteren ¢izgili kas dokusu, degerlendirme skoru: 1 (B: H-E, x40); belirgin enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
yer yer septal infiltrasyon gosteren ¢izgili kas dokusu, degerlendirme skoru: 2 (C: H-E, x40, D: H-E, x100);
yogun iltihabi hiicre infiltrasyonu, degerlendirme skoru: 3 (E: H-E, x40, F: H-E, x100); yogun iltihabi hiicre
infiltrasyonu, kas tipi multiniikleer dev hiicre olusumu ve nekrotik degisiklikler gosteren cizgili kas dokusu,

degerlendirme skoru: 4 (G: H-E, x40, H: H-E, x100).
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Calismaya alinan birinci grupta (diklofenak+GASM3) dokuz biyopsi 6rnegi histopatolojik
olarak incelendi. Inceleme sonucunda histopatolojik evrelemeye gore median degeri 4, (%25-
75; 2-4), ortalama degeri ise 3,1+1,5 olarak hesaplandi. Ikinci grupta (GASM3-+diklofenak)
10 biyopsi Ornegi incelendi. Median degeri 4, (%25-%75; 4), ortalama degeri ise 3,6+0,9
olarak hesapland1. Uciincii grupta (diklofenak) 10 biyopsi ornegi histopatolojik olarak
incelendi. Median evre 3,5 (%25-%75;3-4); ortalama evre ise 3,5+0,8 olarak hesaplandi.
GASM3 enjeksiyonu yapilan grupta 10 biyopsi ornegi incelendi. Histopatolojik evrelemeye
gore median degeri 4 (%25-%75;3-4), ortalama degeri 3,3+1,1 olarak hesaplandi. Besinci
grupta (negatif kontrol grubu) 7 biyopsi 6rnegi histopatolojik olarak incelendi median evre 0

(%25-%75; 0- 0,75); ortalama evre 1,0+1,6 olarak hesaplandi.

Deney gruplarinda enflamasyonun histopatolojik derecelendirme sonuglarinin ortalama ve

standart sapma degerleri Tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 12. Deneklerin histopatolojik evreleme sonuglari

Gruplar Ortalama + standart sapma
(evre)

Diklofenak+GASM3 3,60+0,89

GASM3+diklofenak 3,80+0,42

Diklofenak 3,50+0,83

GASM3 3,30+1,05

Negatif Kontrol 0,42+0,78

Buna gore en yiiksek skor GAS M3 + diklofenak grubunda izlendi. Diklofenak + GASM3
grubunda da enflamasyon evresi diklofenak, GAS M3 ve negatif kontrol grubundan yiiksekti.
Sadece diklofenak enjeksiyonu ise sadece bakteri verilmesinden daha fazla bir enflamasyona
neden olmaktaydi. Ama bu farklar istatistiksel olarak bir fark olusturmadi. Sadece diklofenak
veya GASM3 verilmesi ile olusan enflamasyon ikisinin birden verilmesi ile olusan ortalama
enflamasyon skorundan daha azdi, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu da bize
bakteri inokulasyonu Oncesinde veya sonrasinda diklofenak kullaniminin daha fazla doku

inflamasyonuna neden oldugunu diistindiirmektedir.

Ancak tiim gruplar degerlendirildiginde Kruskal-Wallis One Way analizi ile yapilan

istatistiksel karsilastirmada gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0,001).
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Dunn’s methodu ile yapilan alt analizde ise gruplarin ikili karsilastirmasinda biitiin gruplarin
negatif kontrol ile karsilagtirilmasinda enflamasyon derecesi agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (p=0,001). Ancak negatif kontrol disinda gruplarin kendi arasinda

karsilastirilmasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 11).
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Sekil 11. Gruplarin histopatolojik evreleme ortalama ve standart sapma degerleri

Mikrobiyolojik ¢calisma
Sepsis gelisimi

Sepsis gelisimi agisindan kalp ve karaciger dokusundan yapilan kiiltiirlerde; inkiibasyon siiresi
sonras1 diklofenak, negatif kontrol ve GASM3 enjeksiyonu yapilan gruplarda iireme
goriilmedi (Tablo 13). Diklofenak+GASM3 grubunda dort denekte (%36) sepsis gelisimi
izlenirken GASM3+diklofenak grubunda bir denekte sepsis gelisimi izlendi (%10). Gruplar
arasinda goriilen bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi. Sadece bakteri verilmesi ile
sepsis gelismemesine ragmen diklofenak ile bakteri verilen gruplarda sepsis gelismesi

diklofenak enjeksiyonunun bakteriyemi olasiligini artirdigini diistindiirmektedir.
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Tablo 13. Gruplarda sepsis gelisimi

Gruplar Diklofenak+ | GASM3+ Diklofenak | GASM3 | Negatif

GASM3 Diklofenak Kontrol
Sepsis Var (%36) Var (%10) Ureme yok | Ureme Ureme yok
gelisimi yok

En c¢ok tlireme sadece GASM3 enjeksiyonu yapilan grupta goriildii. Bu grupta iireyen
bakterilerin ortalama degerleri hesaplandiginda median deger 5,56 logip kob/g olarak tespit
edildi. Diklofenak+GASM3 grubunun koloni kob/g,
GASM3+Dilofenak grubunun koloni sayimi ortalamasi 1,28 logio kob/g, olarak hesaplandi
(Tablo 14).

sayis1 ortalamasi1 1,40

10g10

Tablo 14. Deneklerin bacak dokusunda gram doku basina iireyen koloni sayisi ortalamasi

Gruplar Ortalama =+ standart sapma
(logyo kob/g)

Diklofenak+GASM3 1,28 +1,80

GASM3+Diklofenak 1,40 £1,21

Diklofenak 0

GASM3 5,56 +1,53

Negatif Kontrol 0

Gruplarin koloni sayilar1 ortalamalarina gore bakteri enjeksiyonu yapilan GASM3 grubunda
ortalama koloni sayisinin istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek oldugu gbzlendi (p=0,001).
Diklofenak ile birlikte bakteri enjeksiyonu yapilan gruplarda iireyen ortalama koloni sayilari
(Sekil 12). Diklofenak

gram basina mikroorganizma

sadece bakteri enjeksiyonu yapilan gruba gore daha azdi

enjeksiyonunun kas dokusundaki sayisin1  azalttigini

diistindiirm{istiir.
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Sekil 12. Deneklerin uyluk kasinin gram dokusu basina diisen koloni sayis1 ortalamalari

Sitokin Calismasi: TNF alfa diizeyi i¢in yapilan degerlendirmeye gore diklofenak+GASM3

grubunun ortalamasi 44,70 pg/ml olarak hesaplandi. GASM3+diklofenak grubunun ortalamasi

ise 40,40 pg/ml olarak hesaplandi. Diklofenak ve GASM3 gruplarinin ortalamalar1 sirasi ile

41,27 ve 36,51 pg/ml olarak hesaplandi. Negatif kontrol grubuna sitokin diizeyi ortalamasi
50,59 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 15).

Tablo 15. Gruplarin serum TNF alfa diizeyi ortalamalar1

Gruplar

Ortalama +standart sapma (pg/ml)

Diklofenak+GASM3 44,70+50,13
GASM3+diklofenak 40,40+27,81
Diklofenak 41,274+23,71
GASM3 36,51+17,69
Negatif Kontol 50,59+17,57

Bu sonuglara gore serum TNF alfa diizeyi ortalamasi en yiiksek olan grup negatif kontrol

grubu idi. Bakteri 6ncesinde ve sonrasinda DS enjeksiyonu yapilan gruplarda serum TNF alfa

diizeyi ortalamasi bakteri enjeksiyonu yapilan gruba daha yiiksek tespit edildi. Sadece
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diklofenak enjeksiyonu yapilan grupta serum TNF alfa diizeyi ortalamasi sadece bakteri
enjeksiyonu yapilan gruba gore daha yiiksek hesaplandi. Gruplar arasi ikili karsilastirmada

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplarin serum TNF alfa sitokin diizeyi ortalamalari

Interldkin 6 diizeyi i¢in yapilan degerlendirmeye gore diklofenak+GASM3 grubunun sitokin
diizeyi ortalamas1 12,02 pg/ml; GASM3-+diklofenak grubunun ortalamasi ise 14,72 pg/ml
olarak hesaplandi. Diklofenak ve GASM3 gruplarinin sitokin diizeyleri ortalamalar sirasi ile
9,34 ve 11,78 pg/ml olarak saptandi. Negatif kontrol grubunun ortalamasi 12,61 pg/ml
hesaplandi (Tablo 16).
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Tablo 16. Gruplarm serum iL- 6 sitokin diizeyi ortalamalar1

Gruplar Ortalama +Standart sapma (pg/ml)
Diklofenak+GASM3 14,72+ 9,42
GASM3+Diklofenak 12,02+4,22

Diklofenak 9,34+1,43

GASM3 11,78+5,01

Negatif Kontrol 12,61+2,67

Bu sonuglara gore serum IL-6 diizeyi ortalamasi en diisiik olan grubun diklofenak grubu idi.

Diklofenak+GASM3 grubunda ortalama serum IL-6 diizeyi yalnizca GASM3 enjeksiyonu

yapilan gruptan daha yiiksek tespit edildi.

IL-6 degerleri

{pg/ml)

15 - T
10
5_
0 -

< *
‘Sé\ 9@0%
L W°
O %
@ W
ANO vf)
o ©

Gruplar

Sekil 14. Gruplarin serum {L-6 diizeyi ortalamalari

Gruplarin kendi aralarinda IL-6 ortalamasina gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak

anlaml fark bulunamadi.
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5.TARTISMA

Nekrotizan fasiit, deri, deri alt1 doku ve yiizeyel fasiyay1 tutan, hizla invazyon sonucu sistemik

toksisiteye neden olabilen, mortalitesi yliksek bir enfeksiyon hastaligidir (62).

NF gelisiminde immunsupresif hastalik ve ilaglarin risk faktorleri olabildigini bildiren bir¢ok
calisma mevcuttur (17, 63- 65). Tanimlanmig birgok risk faktorii olmasina karsin Dufel ve
arkadaslarinin NF‘li hastalar1 degerlendirdigi bir calismada olgularin yaklasik yarisinin
saglikli bireyler oldugu rapor edilmistir (66). Bu nedenle ko-morbid hastaliklar disinda NF
gelisiminde baska faktorlerin de rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Hastanemizde takip
ettigimiz hastalardan {i¢ tanesinde herhangi bir ko-morbid hastalik bulunmamasi da bu

hipotezi desteklemektedir.

Bunun yaninda Forbes ve arkadaslarinin 2001 yilinda 24 NF hastast ve risk faktorlerini
degerlendirdigi calismada obezite ve ko-morbid hastaliklarin yani sira bes hastada NSAE ilag
kullanim 6ykiisii bildirilmistir (67). NF’li hastalarda komorbid durum olmamasina ragmen
NSAE ila¢ uygulamasi gibi enfeksiyona neden olabilecek bazi uygulamalar eslik edebilir. Bu
durumda enfeksiyona enjeksiyon isleminin mi yoksa NSAE ilacin enflamasyonu baskilamasi
m1 etkili oldugu bilinmemektedir. Ancak bu durumu aydinlatmaya yonelik ¢esitli ¢calismalar

vardir.

Bunlardan bir tanesi Lesko ve arkadaglarinin primer varisella enfeksiyonu sonras1 GAS’a
bagl invaziv cilt enfeksiyonu gelisen 52 ¢ocuk ve komplikasyon gelismeyen 172 kontrol
grubunu karsilastirdigi ¢ok merkezli prospektif ¢alismadir. Buna gore antipiretik olarak
ibuprofen kullaniminin NF gelisme riskini, kullanmayan gruba goére dort kat arttirdigi
raporlanmistir (68). Benzer sekilde 2006 yilinda primer varisella enfeksiyonu sirasinda
antipiretik amagli NSAE kullanimi sonrast GAS’a bagl iki NF vakasi bildirilmistir (69).
Souyri ve arkadaglarinin 2000-2004 yillar1 arasinda yaptig1 retrospektif bir ¢alismada ise NF
gelisen hastalar risk faktorleri acisindan kontrol grubu ile karsilastirilmis, karsilastirilan 38
hasta ve 228 kontrol grubunda NSAE kullaniminin NF gelisme riskini 31 kat arttirdigi
raporlanmstir (70). Iki bin oniki yilinda 247 invaziv DYDE tamli hastanin degerlendirildigi
bir caligmada hastalarin %23’tinde NSAE kullanim Oykiisii bildirilmistir. Bu c¢aligmalarda

NSAE kullaniminin enflamatuvar yaniti baskilamasi nedeniyle enfeksiyonlarin daha invaziv
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gelisebilecegi  goriisii  bildirilmistir.  Ancak fizyopatolojiyi aciklayacak bir yanit
bulunamamistir (70,71). Literatiirde NSAE ilaglarin oral ve topikal kullanimi diginda im
uygulanmasi sonrasi da NF gelisen vakalar bildirilmistir (72-74). Bu nedenle invaziv DYDE
gelisiminde im uygulanan NSAE’lerin histopatolojik, mikrobiyolojik ve proenflamatuar
sitokin {iretimi tizerine etkisini deneysel fare modelinde incelemek i¢in bu calisma

planlanmustir.

NF, mikroorganizmanin inokulasyon yerine gore viicudun farkli bdlgelerinde
goriilebilmektedir. Kalaivani ve arkadaslarinin ¢aligmasinda NF gelisen hastalarda %56 alt
ekstremite, %25 perine tutulmustur (75). Turhan ve arkadaslari da NF gelisim bolgesini %31
oraninda alt ekstremite olarak tespit etmistir (76). Shi Nae Yu ve arkadaslarinin NF gelisen
83 hastayr degerlendirdigi calismasinda enfeksiyon bolgesinin %50 oranda alt ekstermite,
%20 govde ve %14 oranda gluteal bolge oldugu tespit edilmistir. Sag kalan ve 6len hastalarin
enfeksiyon bolgesine gore karsilastirildigi bir calismada 6len hastalarda alt ekstremite tutulum
yiizdesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (77). NF in en sik alt ekstermitede goriilmesi
ve bazi calismalarda mortalite lizerine etkisi bulunmasi nedeniyle deneysel calismada

enjeksiyon bolgesi alt ekstremite olarak belirlendi.

Bu calismada 40 mg/L. DS konsantrasyonunda GAS M3 tiirline kars1 24. Saatte 3 log’ dan
fazla diisiis saglamamiza regmen 0,4 mg/L konsantrasyonda (bu deger farelerde
antienflamatuvar etkinin saglanmadig1 diizeydir) (60) kill-time yontemi ile bakteri {iremesini
inhibe etmedigi gosterildi. DS’nin antibakteriyel etkisinin olduguna dair yapilan
caligmamalarda Mycobacterium tiirleri, Listeria monocytogenes, Salmonella spp, E. Coli,
Enterococcus spp ve S. Aureus’ a karst 50-100 mg/L konsantarsyonda bu etki tespit edilmistir.

Bu antibakteriyel etkinin DNA sentez inhibisyonuna bagli oldugu gosterilmistir (78- 80) .

Bu ¢alismada kas dokusunda meydana gelen degisiklikler degerlendirildigi i¢cin Seal Kingston
smninflamast kullanilmadi. Bunun yerine enflamasyonun derecesini gdsteren parametreler
kullanildi. Buna gore gruplar arasinda ortalama histopatolojik evreleri karsilastirdigimizda en
fazla enflamatuvar hiicre ve nekrozun diklofenakla birlikte bakteri enjeksiyonu yapilan
gruplarda oldugu goriildii. Sadece diklofenak enjeksiyonu yapilan grupta bakteri enjeksiyonu
yapilan gruba gore enflamatuvar hiicre sayis1 ve nekrozun daha fazla oldugu tespit edildi.
Enjeksiyon sonrasi iskemik nekroza baglh cilt, yumusak doku ve kas dokusunun etkilendigi

hastaliga ‘Nicolau Sendromu’ adi verilmektedir (81). Fizyopatolojisinde c¢esitli faktorler
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tanimlanmistir. Enjeksiyonun intra/periarteioler enjeksiyonuna bagl arterioler vazospazm
veya okluzyon tanimlanan bir risk faktoriidiir. NSAE’lerin prostaglandin sentezi inhibisyonu
etkisi ile gelisen vazospazm tanimlanan diger bir risk faktoriidiir. NSAE’lerin sitotoksik
reaksiyonuna bagli perivaskiiler enflamasyon olusmaktadir. Bu enflamasyona bagli gelisen
arterioler riiptiir de baska bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (82). Bizim ¢alismamizda da
DS enjeksiyonu yapilan grupta enflamatuvar hiicelerin ve nekrozun fazla bulunmasi bu

hipotezleri destekler niteliktedir.

Guibal ve arkadaglarinin bu konuda 1998 yilinda yaptigi deneysel calismada 16 tavsan
kullanilmistir. Deneklerden 8 tanesine NSAE enjeksiyunu uygulanmis ve bakteri olarak GAS
ve stafilokoksik alfa toksin kullanilmistir. Caligma sonucunda postmortem cilt biyopsileri
Seal-Kingston metoduna gore evrelenmistir. Bu evrelemeye gore alinan doku 6rneklerinde
dermonekroz, miyonekroz, hemoraji, enflamatuvar hiicreler, pily varligi, tromboze damar
varhgr ve streptokokal degisiklikler bizim c¢alismamiza benzer sekilde 5 evrede
siiflandirilmistir (80). Bu calisma sonucunda NSAE enjeksiyonu yapilan grupta kontrol
grubuna gore dermonekroz, pily, tromboze damar ve bakteriyel degisiklik evreleri daha
diisiik bulunmustur (83). Eter ve arkadaslarinin yaptigi deneysel rat NF modelinde ise 40
denekte tiikiiriik ve peptostreptokok enjeksiyonu yapilarak tip 1 ve 2 NF modeli olusturulmasi
amaglanmistir. NSAE olarak DS kullanilmis ve histopatolojik evreleme igin Seal-Kingston
yontemi kullanilmistir. Her iki grubun histopatolojik karsilastirmasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir. Alman biyopsi oOrneklerinin higcbirinde tromboze damar
yapisinin  bulunmamast ve bu nedenle NF olusturulamamasi; biyopsi alinma giiniiniin

literatiirle uyumlu olmamasina baglanmistir (84).

Weng ve arkadaslarinin yaptig1 deneysel fare modelinde toplam 26 farenin 14 tanesine GAS
enjeksiyonu sonrasi 7 giin boyunca oral ibuprofen uygulanmistir. Yedinci giin sonunda
enjeksiyon bolgesinden alinan cilt biyopsileri incelendiginde NSAE ve bakteri uygulanan
grupta dermis tabakasi ve fasyada komplet yikilma, PNL infiltrasyonu ve bakteriyel debris
goriinimili yaygin olarak izlenmistir. Kontrol grubunda bu goriinlimlerin minimal oldugu

gbzlenmistir (85).

Bizim ¢alismamizin her ii¢ deneysel ¢aligmadan farki hem DS 6ncesinde ve sonrasinda GAS
enjeksiyonu yapilan hem de sadece DS enjeksiyonu yapilan bir gruba sahip olmasidir. Bu

sayede klinik olgularda da tanimlanan NSAE uygulamasinin enflamasyon ve nekroza neden
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oldugu ve NSAE ile birlikte bakteri enjeksiyonunun da bu enflamatuvar degisiklikleri
arttirdigin ~ sonucuna  varilmistir.  Enflamatuvar  derecelendirme  agisindan  bakteri
inokulasyonundan oOnce veya sonra DS verilmesi arasinda ise belirgin farklilik

bulunmamaktadir.

Sepsis gelisimi agisindan degerlendirildigide yaptigimiz mikrobiyolojik ¢alisma sonucunda
NSAE ile birlikte GASM3 enjekte edilen gruplarda sepsis gelisti. Onceden 48 saat NSAE ilag
uygulanmas1 daha fazla oranda sepsise (%36) neden olurken GAS M3 enjeksiyonu sonrasi
NSAE uygulananlarda sepsis orani daha diisiik (%10) idi. Sadece GAS M3 enjeksiyonu
yapilan deneklerde sepsis gozlenmedi. Guibal ve arkadaglarinin deneysel tavsan modeli
calismasinin devaminda ¢alisma ve kontrol grubundan ¢alismanin 1, 4, 7 ve 10. gilinlerinde
alman kan kiiltiirlerinde lireme olmadigi goriildii (83). NSAE kullanimu ile iligkili NF
vakalarinin derlendigi bir c¢alismada olgu sunumu olarak rapor edilen 8 vaka
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda 5 vakada septik sok bulgusunun izlendigi
raporlanmistir (86). NSAE ejeksiyonu sonrasi pndmokoksik NF vakalarinin bildirildigi olgu
sunumunda da bildirilen her iki vakanin kan ve doku kiiltiiriinde bakteri tiremesi goriilmiistiir
(72). Hastanemizde takip edilen vakalardan besinci vakada da benzer sekilde doku kiiltiirti
disinda intraabdominal mayi kiiltlirlinde de bakteri iiremesi goriilmiistiir. Bu sonuglar NSAE
enjeksiyonunun lokal enfeksiyonlarla birlikte sistemik enfeksiyonlara da neden olabilecegi

hipotezini destekler niteliktedir.

Calismamizda dokulardan yapilan bakteriyolojik incelemede NSAE ile birlikte bakteri
enjeksiyonu yapilan gruplarda sadece bakteri enjeksiyonu yapilan gruba gore koloni iiremesi
daha az izlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. Birgok ilagta gdsterilen
antimikrobiyal etki NSAE ilaglarda da izlenebilmektedir. DS’nin in-vivo satlarda 1,5-3 mg/kg
konsantrasyonda S. Typhimurium’ a kars1 antimikrobiyal etkisi gosterilmistir(78). Ratlarda kas
dokusunda bakteriyel dansite dl¢limii yapilan benzer bir deneysel ¢alisma modelinde yedinci
giin sonunda NSAE enjeksiyonu yapilan grupta yapilmayan gruba gore bakteri yogunlugu
daha fazla Olglilmiistiir. Bu sonuca gore NSAE ilaglarin bakteri proliferasyonunu direk
etkledigi yorumu yapilmistir (84). Bizim ¢alismamizdan farkli olarak bu ¢alismada bakteri
tiirii olarak miks bakteri ve anaerobik peptostreptokok tiiriiniin kullanilmas: ve bu bakterilerin
proliferasyon kosullarinin GAS’tan farkli olmasi nedeniyle karsilastirma yapmak uygun

olmayabilir. Ayrica bu ¢alismada DS yapilan gruplarda dokudaki bakteri yiikii yalnizca GAS

62



verilenlere gore daha diisiiktii. Bu sonu¢ DS enjeksiyonu yapilmasmin bakteri iiremesini

inhibe etmesine bagli olabilir.

Guibal ve arkadaglarinin deneysel tavsan modelinde lezyonun merkezinden ve kenarindan
ornek alinarak mikrobiyolojik inceleme yapilmis ancak bu ¢alismada da gruplar arast anlaml
fark bulunamamistir (83). Tavsanlarin GAS’a bagli invaziv enfeksiyonlara direngli olmasi
nedeniyle stafilokoksik alfa toksin de kullanilmustir. In vitro ¢alismamizda da yiiksek
konsantrasyonda diklofenak sodyum uygulamasmin bakteri proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. In-vitro, i¢ organ ve kas dokusu kiiltiir sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde
yiksek konsantrasyonda DS’nin GAS proliferasyonunu baskilayabildigi fakat yiiksek
konsantrasyonda bakteri inokulasyonunda sistemik enfeksiyon gelisimine katkida bulundugu
sonucuna varilmistir. DS ticari ampullerinin {i¢ ml’lik distile suyla sulandirilmasi sonucunda
25mg/ml’lik bir soliisyon elde edilir. in vitro calismada 40mg/L konsantrasyonda bakteri
tiremesini inhibe etmesinden dolayr 25mg/ml konsantrasyonda DS’ nin GAS {iiremesini inhibe
ettigini soyleyebiliriz. Bundan dolayt GAS’1n ilagla tasinmasi olasi degil gibi goriinmekle
birlikte mikroorganizmalar sonraki enjeksiyonlarda deriden igne ile inokule ediliyor olabilir.
Ayrica 48 saat NSAE ilag enjeksiyonunun dokudaki enflamasyon ve nekrozu artirmasina bagl

olarak enfeksiyona meyil artiyor olabilir.

Gruplarin TNF alfa diizeyi karsilagtirlmasinda negatif kontrol grubunda serum TNF alfa
diizeyinin en yiiksek oldugu, bakteri enjeksiyonu dncesi ve sonrasinda diklofenak enjeksiyonu
yapilan gruplarda serum TNF alfa diizeyinin sadece bakteri enjeksiyonu yapilan gruba gore
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Teglund ve arkadaslarinin GAS’a bagli agir ve agir olmayan
hastalarda enflamatuar yanit1 karsilagtirdigi bir ¢alismada enfeksiyonun akut faz doneminde
agir GAS enfeksiyonu geciren grupta IL-2, IL-6 ve TNF alfa diizeyi diger gruba gore anlaml
olarak yiliksek bulunmustur (87). Agir enfeksiyon geciren grupta hastalar kendi arasinda
kategorize edildiginde iki veya daha fazla organ yetmezligi olan grupta bu sitokin diizeyleri
daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuca gore DS ile birlikte bakteri enjeksiyonu yapilan
gruplarda sepsis gelisen denek oraninin daha fazla olmasi (%36 ve %10) sitokin seviyelerinin
neden daha yiiksek oldugunu aciklayabilir. Fakat kontrol grubunda diger gruplara gére TNF

alfa seviyesinin yiiksek olmasi ag¢iklanamamaistir.
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TNF alfanin enflamasyondaki bir diger rolii de enflamasyon bolgesine PNL ve makrofajlarin
infiltrasyonunun diizenlenmesi oldugu bilinmektedir. Daha Once yapilan caligmalarda
enflamatuvar yanitin baglangicinda GAS’in PNL ile etkilesim basamaginda inhibisyonu
nedeniyle fagositoz, intraselliiler ve extraselliiler tuzak basamaklarinda defekt gelistigi
bildirilmistir. Bu viriilans faktorii sayesinde GAS’in lokal enfeksiyonundan sistemik
enfeksiyona yayillmasinda onemli rol oynadigi tespit edilmistir (88-91). Mishalian ve
arkadaslar1 transgenik ve vahsi tip farelerde GAS’a bagli NF modeli olusturmus ve gruplar
arasindaki enflamatuvar sitokin diizeyi farkliliklarini incelemistir. Transgenik fare tiirii olarak
TNF alfa reseptorii duyarsizlagtirilan farelerin kullanildigi bu calismada gruplara 1x10°
kob/100 mikrolitre subkutan GAS enjeksiyonu sonrasi mortalite, 48 ve 72. saat serumdaki
bakteri konsantrasyonu karsilagtirllmistir. Calisma sonunda vahsi tip farelerde mortalite
anlamli olarak daha diisiik bulumus ve transgenik farenin serumdaki bakteri konsantasyon
diizeyi vahsi tipe gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek tespit edilmistir. Ayrica 72. saatteki
serum TNF alfa diizeyleri 48. saate gore daha yiiksek bulunmustur. Lezyondan alinan
orneklerdeki doku TNF alfa diizeyi degerlendirildiginde vahsi tip farede enjeksiyonun altinci
saatinde maksimum degere ulastig1 12. saatte maksimum degerin yarisina diistiigii ve yeniden
yiikselme egilimine girdigi izlenmistir (90). Bu sonuglar 1s18inda TNF alfa defisiti olan
durumlarda enflamasyon bolgesine PNL ve makrofaj translokasyonunda kisitlanma ve bu
nedenle bakterinin enflamasyon bdolgesine sinirlandirilmasinda problem olabilecegi sonucuna
varilmistir. Bizim ¢alismamizda DS enjeksiyonu yapilan gruplarda serum TNF alfa diizeyinin
bakteri enjeksiyonu yapilan gruptan yliksek olmasit DS’nin dokuda yaptigi nekroza bagl
olusan enflamatuar yanita bagli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak DS enjeksiyonu yapilan
gruplarda TNF alfa diizeyi artmasina ragmen reseptdr defisiti de gelismis olabilir ancak
bununla ilgili bir calisma yapilmadi. Mishalian ve arkadaglarinin ¢alismasinda da gosterildigi
tizere enflamasyon sirasinda serum TNF alfa diizeyi erken donemde pik yapmakta ve
sonrasinda diismektedir. Gruplardaki TNF alfa seviyelerinin ylikselme ve diisme zamanlarin
tesbit etmek i¢in periyodik serum TNF alfa diizeyi oOl¢limiiniin yapilmast daha uygun

olabilirdi.

Dogan ve arkadaslarinin diklofenak ve bagka bir NSAE ilacin ates yanit1 lizerine ratlarda
yaptig1 deneysel calismada da farkli konsantrasyonda diklofenak uygulamasi ve serum TNF
alfa diizeyi Ol¢limii yapilmistir. Caligma sonucunda DS’nin baslica yiiksek konsantrasyonda

olmak {izere biitiin konsantrasyonlarda TNF alfa diizeyini suprese ettigi tespit edilmistir (91).
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Bu sonuglar esliginde enflamatuvar yanit siirecinde serum TNF alfa diizeyinin akut donemde
hizli bir ylikselis gosterdigi, giinler i¢inde ise siklik bir seyir gosterdigi sonucuna varilmaistir.
Bu nedenle sitokin diizeyi degerlendirilmesi igin tek bir Ol¢limiiniin yeterli olmayacagini

destekler.

Gruplarin serum IL-6 diizeyleri karsilastirmasinda en yiiksek diizeyin diklofenak+GASM3
grubunda, en diisiik diizeyin ise diklofenak grubunda oldugu goriildii. Calismamizin sonucu
ile benzer seklide Teglund ve arkadaslar1 agir GAS enfeksiyonu gegiren hastalarda serum IL-6
diizeyini daha yiiksek bulmustur (87). Weng ve arkadaslarinm 2x10° kob/ml GAS enjeksiyonu
ile yaptig1 ve NSAE olarak ibuprofen kullanilan deneysel NF modelinde serum ve doku IL-6
diizeyleri karsilastirilmistir. GAS enjeksiyonun 1, 3, 5 ve 7. giiniinde doku ve serum iL-6
diizeyleri olgiilmiistiir. NSAE uygulanan grupta kontol grubuna gére serum ve doku IL-6
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli yliksek bulunmustir. Calismanin {i¢iincii glinlinde NSAE
uygulanan grupta serum ve doku IL-6 konsantrasyonunun pik yaptig1 goriilmiistiir. Kontrol
grubunda serum IL-6 diizeyi iiciincii giiniinde negatiflesmistir (85). Bizim galismamizda
serum IL-6 diizeyi olgiimii calismanin 4. giiniine rastlamistir. Weng ve arkadaslarinin
calismasma gore NSAE ila¢ enjeksiyonu yapilan gruptaki serum IL-6 diizeyinin iigiincii
giinden sonra diisme egilimine girmesi ve besinci glinde minimum seviyede olmasi1 nedeniyle
dordiincii giin serum [L-6 diizeyi Olgiimiiniin yetersiz kaldig:1 diisiiniildii. Bu nedenle

calismamizda da gruplar arasindaki fark anlamli ¢ikmamis olabilir.
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6. SONUCLAR

1. GAS ve yiiksek konsantarasyonda DS, in vitro ortamda birlikte inkiibe edildiginde ikinci
saatten itibaren bakteri proliferasyonunda inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.

2. Deneklerin uyluk kasma diklofenakla veya diklofenaksiz bakteri verilmesi arasinda
histopatolojik olarak dokuda olusturduklart enflamasyon acisindan istatistiksel fark
olmamasina ragmen en fazla enflamasyon bakteri inokulasyonu sonrasinda diklofenak enjekte

edilmesinde gozlenirken bunu 48 saat diklofenak sonrasi bakteri enjeksiyonu izledi.

Sadece diklofenak veya GASM3 verilmesi ile olusan enflamasyon ikisinin birden verilmesi ile
olusan ortalama enflamasyon skorundan daha azdi, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
Bu da bize bakteri inokulasyonu 6ncesinde veya sonrasinda diklofenak kullaniminin daha

fazla doku inflamasyonuna neden oldugunu diistindiirmiistiir.

3. DS, DS+bakteri ve sadece bakteri enjeksiyonu yapilan gruplarda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek enflamasyon cevabi izlendi.

4. Sepsis gelisiminin mikrobiyolojik olarak incelenmesinde DS ile birlikte bakteri
enjeksiyonu yapilan gruplarda i¢ organ kiiltiirlerinde tireme goriiliirken sadece bakteri enjekte
edilen grupta higbir denekte lireme olmadi. Sadece bakteri verilmesi ile sepsis gelismemesine
ragmen diklofenak ile bakteri verilen gruplarda sepsis gelismesi diklofenak enjeksiyonunun

bakteriyemi gelismesine katkisi olabilecegini diistindiirmiistiir.

5. Diklofenak kullanilan gruplardaki deneklerin uyluk kasindan iireyen bakteri koloni sayilar
anlaml olarak tek basina GAS enjekte edilenlerden istatistiksel olarak anlamli olarak daha
azdi. Bu da diklofenak enjeksiyonunun kas dokusundaki gram basina mikroorganizma sayisini
azalttigin1 diislindiirmiistiir. Ancak bakteri enjeksiyonu oncesinde diklofenak enjeksiyonu

sepsis gelisme oranini artirmigtir (%36 ).

6. Serum TNF alfa diizeyleri bakteri enjeksiyonu oOncesi ve sonrasinda DS uygulanan

gruplarda yalnizca bakteri enjeksiyonu yapilan gruba gore daha yiiksekti.
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7. IL-6 diizeyleri ise DS ile birlikte bakteri enjeksiyonu yapilan gruplarda daha yiiksekti ancak
bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.

8. Diklofenak sodyumun kasa enjekte edilmesi yalniz basina bakteri enjeksiyonundan daha
fazla hasara neden olmaktadir. Diklofenak ile kombine bakteri enjeksiyonu yapilan gruplarda
ortalama kas dokusundaki bakteri sayilarinin daha az olmasina karsin dokudaki histopatolojik
hasarin ve sepsis gelisminin daha fazla olmasi diklofenak sodyumun enfeksiyon gelisimine
katkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica diklofenak sodyumla birlikte bakteri
enjeksiyonunun TNF alfa ve IL-6 salinnmini arttirdigi gostermistir. Ancak serum sitokin
diizeyleri diklofenak ve bakteri enjeksiyonu yapilan giinlere ve dl¢iimiin yapildigr giine gore

degisebilmektedir. Bunun netlestirilebilmesi i¢in daha genis calismalar gereklidir.
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