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Insan siingerimsi kemiginden gentamisin ve teikoplanin saliniminin
in vitro degerlendirilmesi

In vitro evaluation of gentamicin and teicoplanin release from cancellous human bone
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Amac: Bu caligmada teikoplanin veya gentamisin emdiri-
len insan siingerimsi kemiginin lokal antibiyotik tastyicisi
olarak in vitro antibakteriyel etkinligi aragtirildi.

Calisma plami: Calismada parsiyel veya total kalca protezi
uygulanan yedi hastanin eksize edilen femur baslarindaki
stingerimsi kemikten elde edilen 6rnekler kullanildi. Kemik
ornekleri iki gruba ayrilarak bir grup gentamisin, diger grup
ise tekoplanin i¢inde bir saat bekletildi. Kontrol amagli ola-
rak, steril salin soliisyonu i¢inde bekletilmis kemik 6rnek-
leri kullanildi. Kemik o6rneklerinin antibiyotik salgilama
ozellikleri disk difiizyon yontemiyle, her bir giinde yediser
ornekte olmak tizere, 1, 3, 7, 10, 14, 18 ve 21. giinlerde in
vitro olarak degerlendirildi. Gentamisin i¢in E. coli ATCC
25922, teikoplanin i¢in S. aureus ATCC 25923 suglari
kullanild: ve sirasiyla =15 mm ve =14 mm zon c¢aplar1 in
vitro etkinlik olarak kabul edildi.

Sonuclar: Test edilen giinlerde 6l¢tilen agar disk caplari
incelendiginde, teikoplanin+kemik (12-18 giin) yapisinin
gentamisin+kemik yapisina (7-10 giin) oranla daha uzun
stireli salinim olusturdugu izlendi. Kontrol grubunda inhi-
bisyon olugmadi. Teikoplanin ve gentamisin arasinda agar
disk caplar1 ortalamalar1 agisindan birinci ve ti¢lincii giin-
lerde anlamli farklilik bulunmazken, yedinci (p=0.008) ve
10. giinlerde (p=0.003) teikoplanin 6rneklerinin inhibis-
yon alani anlamli derecede fazla bulundu.

Cikarmmlar: Bulgularimiz, insan siingerimsi kemiginin
uygun kosullarda teikoplanin ile 6nemli miktarda birles-
me olusturdugunu ve yaklagsik iki hafta boyunca etkin dii-
zeyde antibiyotik salinimi sagladigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Antibakteriyel ajan; kemik transplantas-
yonu; ilag tasiyicisi; gentamisin/terapotik kullanim; stafilokok
enfeksiyonu/onleme ve kontrol; teikoplanin/terapotik kullanim.

Objectives: This study was designed to determine the in vitro
antibacterial activity of gentamicin- or teicoplanin-impreg-
nated human cancellous bone as a local antibiotic carrier.
Methods: The study samples were obtained from human
cancellous bone within the femur head in seven patients
who underwent partial or total hip arthroplasty. Bone
specimens were processed and incubated with gentamicin
or teicoplanin for an hour. Control bone specimens were
soaked in sterile saline solution for the same duration. An-
tibiotic release of bone specimens was assessed by the disc
diffusion technique after 1, 3, 7, 10, 14. 18, and 21 days of
antibiotic impregnation, with seven samples in each group.
The test strains were E. coli ATCC 25922 for gentamicin,
and S. aureus ATCC 25923 for teicoplanin. In vitro antibi-
otic efficacy was defined as an inhibition zone diameter of
=15 mm for gentamicin, and =14 mm for teicoplanin.

Results: Evaluation of inhibition zone diameters showed
that bone + teicoplanin complexes had a longer duration of
antibiotic release than that of bone + gentamicin complex-
es (12 to 18 days vs 7 to 10 days). There was no inhibition
in the control group. There were no significant differences
in inhibition zone diameters of teicoplanin- and gentami-
cin-treated specimens on the first and third days; however,
teicoplanin exhibited significantly greater zone diameters
on the seventh (p=0.008) and tenth (p=0.003) days.

Conclusion: Our data show that, under appropriate condi-
tions, human cancellous bone incorporates a considerable
amount of teicoplanin and exhibits effective antibiotic re-
lease for approximately two weeks.

Key words: Anti-bacterial agents; bone transplantation; drug carri-
ers; gentamicins/therapeutic use; staphylococcal infections/preven-
tion & control; teicoplanin/therapeutic use.
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Kemik enfeksiyonlarmin ve enfeksiyon sirasinda
olusan kemik defektlerinin tedavisi olduk¢a zordur.
Enfekte ortamdaki kemik dokusuna antibiyotik penet-
rasyonunun zayif olmasi nedeniyle, sistemik antibiyotik
tedavisi bakterinin yok edilmesi i¢in tek basina yeter-
li degildir. Ayrica, uzun siireli yliksek doz antibiyotik
tedavisi uygulanmasi, olugabilecek yan etkileri nede-
niyle sakincalidir."* Acik kirikla birlikte gortilen veya
cerrahi tedavi sonrasi ortaya cikan derin enfeksiyon
tablosu hastanede kalig siiresini, tedavi maliyetini ve
mortaliteyi ciddi sekilde artirmaktadir. Bunun yani sira
metisiline direncli Staphylococcus aureus ve Escheric-
hia coli’nin EBSL (extended-spectrum beta-lactamase)
olusturan suglar1 gibi direncli organizmalarin neden ol-
dugu enfeksiyonlarin giderek yayginlagmasi da basari-
s1z tedavi oranini artirmaktadir.*

Antibiyotik emdirilmis ¢imento zincirlerinin kul-
lanimiyla enfeksiyon alaninda yiiksek konsantrasyon-
da uzun siireli antibiyotik salinimi elde edilebilmek-
tedir. Kronik osteomiyelit ve ameliyat sonrasi derin
enfeksiyon kontroliinde yaygin olarak kullanilan bu
yontemin en biiylik dezavantaji, ¢imento zincirlerinin
ikinci bir ameliyatla ¢ikartilmast zorunlulugudur.®*
Son yillarda cesitli polimerler lokal antibiyotik tagty1-
cist olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok polimerle istenen
stire ve etkinlikte lokal antibiyotik salinimi1 olugturu-
labilmektedir. Ne yazik ki, bu polimerlerin cerrahi
alana uygulanma zorluklari, yabanci cisim reaksiyonu
olugturma ve kemik defektlerinin tedavisinde yetersiz
kalma gibi dezavantajlar1 vardir.*'”' Insan kemiginin
hem yapisal olarak cerrahi alana uygulanma kolaylig1,
hem de osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zelliklerinin
bilinen tiim materyallerden istlin olmasi nedeniyle
lokal antibiyotik tastyicisi olarak kullanilabilmesi bir-
cok sorunu ortadan kaldiracaktir. Insan kemiginin an-
tibiyotik tagiyicist olarak kullanilmasi, lizerinde ¢ok
fazla calistlmig bir konu degildir.!**!'" Yapilan sinirli
sayida caligmada, gerek kortikal, gerekse siingerimsi
kemigin antibiyotik emdirildikten sonra uygun siire ve
yeterlilikte antibiyotik salgiladigi ileri stirtilmiistiir.”>"
81 Bu ¢aligmalar, insan kemiginin kronik osteomiyelit
ve diger derin enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik
tastyicisi olarak kullanilabilecegi gortisiinii destekle-
mektedir.”''? [nsan kemigiyle yapilan galigmalarin
birgogu tobramisin ve gentamisin gibi gram-negatif
bakteriler iizerine etkili antibiyotiklerle yapilmis-
tir.>6131 Bu antibiyotiklerin gram-pozitif organizmalar
tizerine etkinlikleri ¢ok diistiktiir. Bildigimiz kadar1y-
la, metisiline direngli S. aureus gibi direngli organiz-

malarin tedavisinde etkili bir antibiyotik olan teikop-
laninin insan siingerimsi kemiginde emilebilmesini
aragtiran bir ¢aligma yapilmamigtir.

Bu caligmanin varsayimi, insan siingerimsi kemi-
ginin uygun sekilde hazirlanmasinin ve uygun siirede
antibiyotik sollisyonu i¢inde bekletilmesinin ardin-
dan etkin ve yeterli siirede antibiyotik salgilayacak
antibiyotik + kemik kompleksinin olugacagi yoniinde-
dir. Bu calismada, in vitro olarak bir saat boyunca
teikoplanin ve gentamisin emdirilen insan slingerimsi
kemiginden kac gilin boyunca etkin sekilde antibiyo-
tik salindiginin arastirilmasi amaclandi.

Gerec ve yontem

Calismada kullanilan kemik ornekleri, klinigi-
mizde 2007 yil1 i¢inde total veya parsiyel kalca ar-
troplastisi uygulanan besi kadin, ikisi erkek yedi
hastadan elde edildi. Hastalarin eksize edilen femur
baglarindan alinan kemik 6rnekleri kemik 6gtitme ci-
hazi ile (Aesculap Bone Mill, Coarse, Harris, GB44,
Almanya) steril sartlar altinda &giitiilerek parcacik
haline getirildi. Antibiyotik soliisyonunun siingerim-
si kemikteki kanalikiillere ntifuz etmesini artirmak
amaciyla, 0glitme igleminden Once kemik dokusu
yag, kemik iligi ve yumusak dokudan arindirildi
Ogiitiilen kemikler serum fizyolojik ile iyice temiz-
lendikten sonra kurutuldu. Daha sonra, her hastadan
alinan kemik 6rnekleri ikiye ayrilarak, bir grup gen-
tamisin (Gentreks, 80 mg ampul Bilim Ilag), diger
grup ise teikoplanin (Targocid, 400 mg steril toz,
Aventis) antibiyotigi icinde bekletildi. Yirmi gram
ogiitiilmiis kemik 20 ml antibiyotik sollisyonu i¢inde
(antibiyotik soliisyonlar1 40 mg/ml olacak gekilde ha-
zirland1) yaklagik bir saat boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan antibiyotik soliisyonu siiziilerek
geride kalan kemik dokular: silindirik tel agin ige-
risine sikigtirildi (wire mesh). Silindirlerdeki kemik
miktar1 yaklagik 1 gr olacak sekilde hassas terazide
oOlctilerek ayarlandi.

Antibiyotik emdirilmis kemik parcaciklart 5 ml
9%0.9 NaCl ile 15 saniye boyunca vortekslendi. Daha
sonra 5 ml yeni yikama soliisyonuyla tekrar yikandi.
Antibiyotik emdirilmis kemikler 5 ml fosfatli tam-
ponlu sivi iceren (phosphate-buffered saline) steril bir
eltisyon tiipiiniin i¢ine yerlestirildi (15 x 100 mm steril
cam tiip). Ardindan 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe
edildi. Kontrol amaglh olarak, steril salin sollisyonu
icerisinde bekletilmis olan 6giitiilmiis kemik kulla-
nildi. Kemiklerden salinan antibiyotik etkinligi in
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vitro olarak modifiye agar disk difiizyon yontemiy-
le saptandi. Standart sug olarak gentamisin icin E.
coli ATCC 25922, teikoplanin i¢in S. aureus ATCC
25923 kullanildi. Miiller-Hington agar plak tizerine
2x10° CFU/ml olacak yogunlukta standart bakteri
suglarinin ekimi yapildi. E. coli ATCC 25922 ekimi
yapilan plakta gentamisin/10 ug (Oxoid, Ingiltere) ve
S. aureus ATCC 25923 ekimi yapilan plakta teikop-
lanin/30 pg (Oxoid, Ingiltere) diski kullanildi. Fosfat
tamponlu sividan 10 ug test kagidina emdirildi. Her
iki test plagi 37 °C’de bir gece inkiibasyona kondu.
Standart suglar iizerinde konan standart disk ve test
diskinin zon caplar1 6l¢iildii (Sekil 1). Gentamisin
icin =15 mm, teikoplanin i¢in =14 mm zon caplar1 in
vitro etkinlik olarak degerlendirildi."¥ Kemiklerden
salinan antibiyotik konsantrasyonun in vitro etkinligi,
her bir giinde yediser 6rnekte olmak tizere, 1, 3, 7, 10,
14, 18 ve 21. giinlerde yukaridaki yikama iglemleri
yapilarak ve 37 °C’de inkiibe edilerek belirlendi.

Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasindaki
farki incelemek i¢cin Mann-Whitney U-testi kullanil-
di. Calismada %95 giiven araliinda p<0.05 degerle-
ri anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analizde,
SPSS 11.5 paket programi kullanildi.

Sonuclar

Test edilen giinlerde Slgiilen agar disk caplar1 ince-
lendiginde (Tablo 1), gentamisin + kemik kompleksleri
baglangicta yeterli inhibisyon olustururken, birinci haf-
tanin sonunda bu etkinliklerini kaybettikleri goriildii.
Teikoplanin + kemik yapisi ise disk inhibisyonu olugtur-
mada daha kararl bir seyir izledi. Teikoplanin + kemik
kompleksleri ortalama 14 giin (dagilim 12-18 giin) bo-

Sekil 1. Teikoplanin emdirilmis diskin ve test diskinin 14.
glinde olusturdugu inhibisyon zonu c¢aplari.

yunca etkin gekilde inhibisyon olugturdu (Sekil 1). Ca-
lisma, 21. giinde yapilan testte tiim orneklerin etkinlik-
lerini kaybettiklerinin goériilmesi tizerine sonlandirildi.
Kontrol grubunda inhibisyon olugmadi. Test giinleri ve
bu giinlerde 6lciilen ortalama inhibisyon zon c¢aplari
Sekil 2’'de gosterildi. Gruplar arasinda yapilan deger-
lendirmede, test edilen giinlerdeki teikoplanin ve gen-
tamisin agar disk caplar1 ortalamalar1 arasinda birinci
ve tigtincii giinlerde anlamli farklilik bulunmazken, ye-
dinci giin (p=0.008) ve 10. giinlerde (p=0.003) anlamli
fark bulundu (Tablo 1).

Tartisma

Calismamizda, insan slingerimsi kemiginin tei-
koplanini emerek uzun siireli salinim olusturan ke-
mik antibiyotik kompleksi olusturdugunu goézledik.
Gentamisinle bu yapinin istenilen diizeyde olugsma-

Tablo 1. Test edilen giinlerdeki teikoplanin (T) ve gentamisin (G) agar disk ¢aplart (mm)

1. glin 3. giin 7. glin 10. giin 14. giin 18. giin 21. giin

Ornekler T G T G T G T G T G T G T G
Ornek 1 28 22 17 16 16 8 15 D 14 D D D D D
Ornek 2 30 28 24 22 20 16 18 15 16 D 15 D D D
Ornek 3 36 34 30 23 22 15 18 D 16 D D D D D
Ornek 4 40 30 28 25 25 15 17 D 14 D D D D D
Ornek 5 40 32 31 24 24 17 21 15 16 D 14 D D D
Ornek 6 26 22 18 17 16 16 15 D D D D D D D
Ornek 7 34 30 23 21 20 15 17 D 16 D D D D D

Ortalama 334 283 244 211 204 14.6 173 43 131 0.0 41 00 0.0 00

SS 56 47 56 34 3.6 3.0 2.1 7.3 59 0.0 7.1 00 00 00

P 0.138 0.2 0.008 0.003

D: Direngli.
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Sekil 2. Test glinlerinde 6l¢tlen inhibisyon zon ¢ap ortala-
malarinin dagiimi.

dig1 goriildii. Lokal antibiyotik tasiyici sisteminden
antibiyotik salinimini etkileyen birden fazla neden
vardir. Bunlari, kullanilan antibiyotigin tipi ve mik-
tari, tagtyicinin yiizey alani ve yapisal 6zellikleri ola-
rak siralamak miimkiindiir.">'® Calismamizda tasiyi-
ciin sekli, yiizey alani, ylizey yapist ve kullanilan
antibiyotik miktar1 ayn1 oldugundan, ila¢ saliniminin
kullanilan antibiyotik yapisi ve ¢oziintirliigi ile ilgili
oldugunu diisiiniiyoruz.

Antibiyotiklerin lokal olarak uygulanmasi yoluyla
enfeksiyon sahasinda yiiksek antibiyotik konsantras-
yonu elde edilirken, hastalar sistemik etkilerden ko-
runmaktadirlar.'> Bu nedenle, bircok materyal lokal
antibiyotik tagtyicist olarak kullaniimistir. Bunlar
arasinda en sik kullanilani, kemik ¢imentosu olarak
da bilinen polimetil-metakrilattir (PMMA).!'"! Insall
ve ark.nin'® enfekte diz protezlerinin iki asamali
tedavisinde uygulamaya baglamasiyla, antibiyotikli
cimento kullanilmasi ortopedik cerrahide enfeksiyon
kontrolii amaciyla yaygin kullanim alani bulmustur.
Antibiyotik emdirilmis kemik c¢imento zincirlerinin
derin enfeksiyon tedavisinde oldukga basarili oldugu-
nu bildiren in vitro ve in vivo ¢aligmalar vardir.!"’-"
Ote yandan, antibiyotik emdirilmis ¢imento zincirleri
ve benzeri antibiyotik tagtyicilarinin belirli dezavan-
tajlar1 da bulunmaktadir. Enfeksiyon yok edildikten
sonra, ¢cogu zaman ortaya doldurulmasi gereken ke-
mik defektleri ¢cikmaktadir. Ayrica, baslangigta an-
tibiyotik salgilayan cimento zincirleri, bu salinim
durdugunda, bakteri kolonizasyonuna uygun birer ya-
banci cisim gorevi géormektedir. Bu durum da, ikinci
bir ameliyatla ¢cimento zincirlerinin ¢ikartilmast ve
olusan kemik defektlerin otogreft veya allogreft ile
doldurulmasi geregini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu de-

zavantajlarin ortadan kaldirilmasi amacuyla, gesitli in
vitro ve in vivo ¢alismalarda hidroksiapatit,’?'?4 kalsi-
yum siilfat parcaciklari,!'®! kitozan,?® fibrin yapisti-
ric1,?” polimerler,'®?® kollojen stingerler®” ve ksenog-
reftler®™ gibi bircok biyo¢oziiniir materyal lokal ilag
tastyicist olarak kullanilmustir. Ilgili galigmalarda bu
materyallerin bagar1 diizeylerinin ¢eligkili oldugu iz-
lenmektedir. Ayrica, cogu mekanik yiiklenme 6zelli-
ginden yoksun olan bu materyallerin bir kisminda in
vitro ortamda bagarili sonuglar alinmasina karsin, in
vivo ortamda yapisal olarak cerrahi alana uygulama
zorlugu bulunmaktadir. Zelken ve ark.nin® deney-
sel calismasinda, in vitro sartlarda yeterli antibiyo-
tik baglanmasina ragmen hidroksiapatit pastasinin
in vivo sartlarda basarisiz sonuglara neden oldugu
bildirilmis ve bu durumun pastanin enfeksiyon ala-
nina uygulama zorluguna bagh oldugu belirtilmistir.
Bunun yani sira, bu materyallerin bir kism1 sadece
osteokondiiktif (kalsiyum stilfat), bir kism1 ise sadece
osteoindiiktif (hidroksiapatit) 6zellikler tagimaktadir.
Allogreftlerin sterilizasyonu sirasinda antijenik 6zel-
likleri zayiflamaktadir. Bu durum immiin reaksiyon
olusturma riski acisindan bir avantaj gibi goriinse de,
bu islem sirasinda greftin osteokondiiktif 6zelligi de
azaldigindan otogrefte gore bir dezavantaja doniis-
mektedir."! Ayrica, osteokondiiktif 6zellikli kemik
restorasyon materyallerinin bir kisminin in vivo uy-
gulama sonrasinda yabanci cisim reaksiyonuna neden
oldugu bildirilmistir (kalsiyum stilfat dihidrat).’*!

Winkler ve ark.”! uygun sekilde hazirlanan insan
ve sigir kemik greftlerinin lokal antibiyotik tasiyicisi
olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.

Calismamiz, uygun kosullarda insan siingerimsi
kemiginin 6nemli miktarda teikoplanin ile birlesme
olusturdugunu gostermektedir. Olusan antibiyotik ke-
mik kompleksi cevre ortama, baglangicta en yiiksek
diizeyde olan ve zamanla salinim miktar: azalsa da
iki hafta boyunca etkin diizeyde antibiyotik salinimi-
na neden olmaktadir. Bu durum kemik enfeksiyon-
larinin tedavisinde aranan sartlar1 saglamaktadir.*!
Derin enfeksiyon tedavisinde, kontamine olan do-
kulardaki bakterilerin yok edilmesi i¢in baglangicta
lokal antibiyotik konsantrasyonu yiiksek olmalidir.
Daha sonra ise, kontaminasyonun tekrar olugsmasinin
engellenmesi ve antibiyotigin ameliyat sahasindan
daha uzak alanlara gitmesinin saglanmasi i¢cin daha
diisiik, ama stirekli salinim Snemlidir."* Ameliyat
sirasinda elde edilen kortikospongiéz otogreftler,
kemik defektlerini doldurabilen, mekanik yiiklenme
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ozelligine sahip ve kirik iyilegsmesini hizlandiran en
degerli kemik restorasyon materyalidir. Otojen kemik
greftlerinin osteogenik, osteoindiiktif ve osteokon-
diiktif 6zellikleri, bilinen diger greft materyallerinin
hicbirinde yoktur. Kemik grefti olarak siklikla kulla-
nilmakta olan kortikospongi6z allogreftlerin sadece
osteokondiiktif 6zellikleri bulunmaktadir. Antibiyo-
tik emdirilirken otogreftlerin osteogenik 6zellikleri-
ni kaybedebilecegi diisiiniilse de, diger 6zellikleriyle
kemik iyilesmesini en uygun sekilde hizlandiracagi
kesindir. Verici saha morbiditesi ve alinabilecek ke-
mik miktarinin sinirli olmasina ragmen antibiyotik
emiliminin gerceklesmesi igin bir saatlik siirenin
yeterli olmasi, bu yontemin cerrahi tedavi sirasinda
hastadan elde edilecek otogreftler ile yapilabilmesine
izin vermektedir.

Calismamizin baglica zayif noktasi, salinan ilag
konsantrasyonlarinin tam olarak olgiilememesi ve
modifiye disk yontemi gibi yariniceliksel (semiqu-
antitative) bir yontemin kullanilmig olmasidir. Buna
ragmen, Bayston ve Miller!"™ disk diftizyon yontemi-
nin uzun siireli ve diisiik doz ila¢ salinimin1 deger-
lendirebilen hassas bir yontem oldugunu bildirmisler-
dir. Calismanin bir diger zayif noktasi emilim siiresi
farklar1 ve antibiyotik konsantrasyon farklar1 gibi
degiskenleri icermemesidir. Ne yazik ki, insan siin-
gerimsi kemiginden antibiyotik salinimu ile ilgili cok
az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Dolayisiyla, in vivo
sartlarda siingerimsi kemikten antibiyotik salinimuy-
la ilgili farmakokinetik bilgiler ¢ok yetersizdir. pH
tablosunda in vivo degisiklikler, ortaya c¢ikan immiin
yanit ve kullanilan antibiyotik soliisyonunun ne-oste-
ogenez lizerindeki etkilerin degerlendirilmesi agisin-
dan daha fazla calismanin yapilmasi gerekmektedir.
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