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Giris
Keratit olgularinda en sik etken Staphylococcus aureus’tur.

Ozellikle metisilin direncli suslar ciddi bir morbidite sorunu
olusturmaktadir.

Son zamanlarda vankomisin orta derece duyarl S. aureus suslarida
enfeksiyon etkeni olarak gortulmektedir.

Vankomisin orta duyarli suslarin nedeni genotipik bir direnc degil
fenotipik olarak hucre duvar kalinliginin artmasina bagl
vankomisinin hucreye girisinin zorlasmasidir. Bu durum enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde sorun olusturmaktadir.

Son 10 yil igerisinde onay alan linezolid bu sorunu ¢cozmeye aday bir
antibiyotik gibi durmaktadir. Metisilin rezistan Staphylococcus
aureus (MRSA) ve vankomisin orta duyarl Staphylococcus aureus
(VOSA) suslarina etkin bir protein sentez inhibitortadur.

Literaturdeki calismalarda keratiti modellerinde kullanilan hayvan
tavsandir.

Bunun nedeni gozun buyuk olmasi ve insan gozune benzer bir
yapisl olmasidir.



Amac

* Bizim daha once yaptigimiz literaturde bir
Ik olan tavsanlarda olusturulan MRSA
iliskili keratit modelinde linezolid etkin
bulunmustu. Bu calismada ise tavsanlarda
olusturulan heterojen VOSA (hVOSA)
keratit modelinde topikal linezolidin
etkinligini arastirdik.



Deney Susunun Izolasyonu

* Deney susu olarak hVOSA Mu-3 standart susu kullanildi.

* Bu susun frozen stok solusyonu (%20 gliserol iceren triptik
soy broth igcinde); %5 koyun kanli agara kolonilerin izolasyonu
icin ekildi.

* 37 °C’'de 24 saat inkube edildi.

* |zole edilen kolonilerden bir kismi alinarak steril saline
icerisinde 0.5 McFarland (1-2x 108 bakteri/mL) yogunluk
olusturacak sekilde suspanse edildi.

* SUspansiyonun bulanikligi spektrofotometre ile olcllerek
ayarlandi.

* Bu solusyondan 10’ar kat dilisyonlar yapildi.

* Dorduncu dilusyondan (10.000 cfu/mL) 10 uL (100 kfu)
tavsanlarin korneal enfeksiyonu olusturmak icin kullanildi.
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Tavsanlarda Korneal Enfeksiyon

Bu calismada 2-3 kg agirliginda New-Zealand tipi 24
beyaz erkek tavsan kullanildi.

Her tavsana genel anestezik olarak i.m. 10 mg/kg
xylazaine (100 mg/mL) ve 35 mg/kg ketamine hidroklorid
(100 mg/mL) enjeksiyonu yapildi.

Topikal anestezik olarak her bir goze 2'ser damla
proparakain hidroklorit (0.5 %) uygulandi.

Her goz forceps klemp ile kaldirilarak, 0.1 mL’lik gaz
sizdirmaz siringada 30 gauge igne ile korneal stroma
icine dogru, 100 CFU hVISA iceren 10 uL sivi enjekte
edildi.

Bu islem calismaya dahil edilen tum tavsanlarin sadece
sol gozune uygulandi.
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Tavsan gozlerinin Muayenesi ve
Skorlamasi

+ Tum calisma tavsanlarinin kornealari; hVOSA
inokulasyonunun (tedavi oncesi) 16. saatinde ve 25.
saatinde (tedavi sonrasi) iki bagimsiz goz hastaliklari
uzmani tarafindan muayene edildi.

+ Bu muayene sirasinda enfeksiyonunun siddetini
belirlemek i¢in; enjeksiyon, kemozis, iritis, korneal
infiltrat, korneal 6dem, fibrini hipopyon ve epitel erozyonu
varligi gibi 8 parametre degerlendirildi.

+ Her hekim; her bir parametre icin en fazla 4 puan,
toplamda da 7 parametre icin en fazla 28 puan verdi.

+ Her iki goz hekiminin degerlendirmesi sonucu elde edilen
skorlarin ortalamalari alindi.

+ Kornealar; diameter olgcumu ve fluorescein ile boyanarak
epitelyum erozyonu varligl acisindan degerlendirildi.
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Tedavi protokolu

- Tedaviye; olusturulan hVOSA enfeksiyonunun 16.
saatinde, skorlamadan hemen sonra baslandi.

- Tavsanlar; ortalamalari bilmeyen bir arastirici tarafindan,
[’serli 4 gruba ayrildi.

- Birinci gruba steril fosfat-tampon saline solusyonu, 2.
gruba 50 mg/mL topikal vankomisin, 3. gruba 2 mg/mL
topikal linezolid, 4. gruba 2 mg/mL dozunda topikal
linezolid ve 50 mg/mL topikal vankomisin solusyonlari
birer damla damlatildi.

- Solusyonlar; her bir goze bir damla olacak sekilde, 15
dakikada bir olmak Uzere toplam 5 kez, daha sonra 30
dakikada bir olmak uzere toplam 14 doz olacak sekilde
uygulandi (Toplam 19 doz tedavi).
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Tedavi Sonrasi Kornealarin
Mikrobiyolojik Degerlendirmesi

Tedavi sonunda her tavsanin sol gozu (toplam 24
tavsan) mikrobiyolojik degerlendirmeye tabi tutuldu.

Kornealar alinarak steril kaplar igerisinde agirliklari
olguldu.

Daha sonra kaplara 2000 mcl steril salin solusyonu
yerlestirildi.

Icerik vortekslendi ve icerikten 1, 10 ve 100 mcl alinarak
kanl agara ciftli ekimler yapildi.

37 0C’de bir gece bekletildikten sonra Ureyen koloniler
sayildi ve CFU/Gram olarak hesaplandi.

Her gruptan bir izolat BD PhoenixTM ile tanimlandi..



Otenazi ve dokularin imhasi

« Tavsanlara 25. saatte (Enfeksiyon sonrasi) 10 mg/kg
xylazaine (100 mg/mL) ve 35 mg/kg ketamine hidroklorid
(100 mg/mL) enjeksiyonu yapilarak derin sedasyon
saglanacaktir. Kornea eksizyonu sonrasi otenazi

yapilacaktir.



Istatistik

Veriler SPSS 17.0 programi ((version 11.5 for Windows; SPSS, Inc,
Chicago, IL) ile istatistiksel degerlendirmeye alindi.

Degiskenlerin dagilimi Shapiro—Wilk testi kullanilarak degerlendirildi.

Degiskenlerin homojenitesini degerlendirmek icin Levene testi
kullanildr.

Veriler means + standard deviasyon veya medians (interquartile
range, IQR) olarak gosterildi.

Ortalama degerler (Mean) arasindaki farklar one-way analizi ile
ortanca (median) arasindaki farklar ise Kruskal-Wallis testi ile
hesaplandi.

One-way anova testi ile veya Kruskal-wallis testi ile hesaplanan p
degerleri anlamli olursa a post hoc Tukey veya Conover
nonparametric ¢coklu kiyaslama metodu ile gruplar arasindaki
kKiyaslama yapildi. Wilcoxon testi grup ici kiyaslamalar icin kullanildi.

P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
Bonferroni duzeltmesi gerekli yerlerde kullanildi.



Bulgular-1

« Calismamizda olen tavsan olmamis ve 24 tavsanla
tamamlanmistir. Calisilan parametrelerin sayisal verileri
Tablo.1’de sunulmustur.



Tablo.1 Gruplarda Calisilan
Parametrelerin Degerler!

Gruplar Ureme koloni | Tedavi Tedavi

sayisi (log) Oncesi Sonrasi

skorlar Skorlar
Grup-1 7 (6,7-7,0) 11 (8-18) 24,17+4,40
Grup-2 5,7 (0-6,7) 10,5 (8-13) |14,33+5,79
Grup-3 6,5(6,3-6,9) [11(11-18) 17,50+2,43
Grup-4 6 (4,7-6,3) 14 (9-15) 12,50+4,72




Bulgular-2

« Calisma gruplari arasinda; bakteri sayilari
ve tedavi sonrasi goz klinik skorlamalari
arasinda anlamli fark bulunmustur (Tablo.

2)



Tablo.2 Calisilan Parametrelerin Gruplar

aras| Degerlendirilmesi
Parametreler o
Bakteri Ureme 0,005*
sayisi (log)
Tedavi 6ncesi 0,32
Tedavi sonrasi 0,0001**

*Kruskal Wallis p<0,005, **One-W Anova p<0,005



Bulgular-3

« Grup ici yapilan istatistikte, bakteri sayilarinin
median deger kiyaslamasinda en dusuk deger
vankomisin (VA) grubunda en yuksek deger
kontrol grubunda olmakla birlikte anlamli fark
sadece kontrol ile vankomisin+linezolid (VA
+|.ZD) grubunda bulundu. Tedavi sonrasi
ortalama klinik skorlamalarda ise en dusuk skor
VA-LZD, en yuksek skor kontrol grubunda
saptandi. Anlamli fark ise kontrol ile VA arasinda
(p:0,006) ve kontrol ile VA+LZD arasinda (p:
0,001) saptandi. (Tablo-3)



Tablo.3 Grup i¢in Karsilastirmalar

Grup Ici Bakteri koloni Tedavi sonrasi
Karsilastirma sayisi (log) klinik skorlar
1.2 0,016 0,006**

1.3 0,032 0,08

1.4 0,008* 0,001**

2.3 0,095 0,62

2.4 0,69 0,89

3.4 0,016 0,25

*Bonferroni dizeltmesine gore anlamlik p<0,008, **Tukey’e gore anlamlik duzeyi
p<0,05



Sonug

« Sonug olarak hem bakteri sayilarinda hemde tedavi
sonrasi klinik skorlamalarda kontrole gore anlamili
azalma saglayan sadece VA+LZD grubuydu. VA+LZD
heterojen vankomisin orta derece duyarl
Staphylococcus aureus tedavisinde kullanilabilir.

» Linezolidin; VOSA olanlarda dahil olmak uzere MRSA
iliskili keratitte kullanilabilecek vankomisine alternatif bir
ilac olabilecegini dustunuyoruz. Ozellikle vankomisin ve
linezolid kombinasyonu VOSA suglarinda hem bakteri
yukunu azaltmasi acisindan hemde klinik skorlari
lyilestirmesi acgisinda uygun bir kombinasyondur.



Oneriler

* Bu calismanin sonuclari daha once
yaptigimiz deneysel calismalar ile birlikte
degerlendirildiginde; linezolidin keratit
modellerinde kullanilabilecek alternatif bir
Ila¢ olabilecegini fakat daha guclu bir oner;i
olusturabilmek icin insan ¢alismalarina
ihtiyac oldugunu dusunuyoruz



