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Yumusak doku enfeksiyonlari (YDE), normal deri florasi ve deri bitiinliginin bozuldugu durumlarda
patojen bakterilerin kolonizasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriyel YDE'nin cogundan streptokok
ve stafilokoklar sorumludur. ibuprofen gibi steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar, analjezik ve antipi-
retik etkileri nedeniyle YDE'nda siklikla kullaniimaktadir. Ancak bazi calismalarda, bu ilaglarin antiproli-
feratif etkileri nedeniyle yara iyilesmesinin erken doneminde epitelizasyon ve anjiyogenezi geciktirdigi
bildiriimektedir. Bu calismada, immunostpresif farelerde Staphylococcus aureus ile olusturulan YDE'nda,
ibuprofenin yara iyilesmesi tizerindeki etkisinin arastirlmasi amaglanmistir. Calismada toplam 120 adet
disi Balb/c faresi kullanilmig; dort deney ve iki kontrol grubu olusturulmustur. Deney gruplari; B (Bakteri
grubu, n= 23), Bi (Bakteri + ibuprofen grubu, n= 23), BA (Bakteri + Ampisilin grubu, n= 23) ve BIA
(Bakteri + ibuprofen + Ampisilin grubu, n= 21) olarak; kontrol gruplari ise, STB2 (sadece immiin siipres-
yon yapilan grup, n= 15) ve S2B2 (Hicbir islem yapilmayan grup, n= 15) olarak belirlenmistir. Farelerde
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immdn stipresyon siklofosfamid uygulamasi ile yapilmis; enfeksiyon ise metisiline duyarl S.aureus ATCC
25923 bakteri siispansiyonunun (2 x 108 cfu/ml) sa§ arka bacaktan subkiitan yolla verilmesi ile olustu-
rulmustur. ibuprofen farelere gastrik gavaj yoluyla (50 mg/kg/giin), ampisilin ise intramuskiiler yoldan
(100 mg/kg/giin) uygulanmistir. Hayvanlarda olusan yara boyutlar glinlik olarak 6lciilmis ve birinci,
Uglincli ve yedinci glinlerde doku (epitel tabaka, bag dokusu, sebase bezleri, ter bezleri) ve serum
ornekleri alinmistir. Alinan doku ornekleri hematoksilen-eozin (HE) boyama yontemiyle histopatolojik
olarak incelenmis; serum orneklerinde IL-1, IL-6, TNF-a ve VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
dizeyleri ELISA yontemiyle belirlenmis ve ayrica doku sitokin reaksiyonlari immuinohistokimyasal olarak
(immiinoperoksidaz boyama ile) degerlendirilmistir. Calismamizda, B ve Bi gruplarinin yara boyutlarinda,
ikinci giinden calismanin sonuna kadar belirgin bir degisim goriilmemistir (p> 0.05). BA ve BIA grupla-
rinda ise yara boyutlari her glin kademeli olarak kiictilmis ve ytzeyel kalmistir. TNF-a ve IL-1 ortalama
serum dizeyleri tiim gruplarda distik bulunmustur. Serum IL-6 ortalama degeri, B grubunda ilk glinde
diger gruplara gére daha yiiksek saptanmis ve bu fark Bi ve BA gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Ayrica lglincii giin tim gruplarda dislik bulunan serum VEGF
degerleri, yedinci giin belirgin olarak artmistir. Doku 6rneklerinin histopatolojik ve immiinohistokimyasal
degerlendirme sonuclari da ELISA sonuglarini desteklemis ve serum sitokin paternleri ile benzer reaksiyon
vermistir. Sonug olarak calismamizin verileri, S.aureus’un neden oldugu deneysel yumusak doku enfek-
siyonlarinda ibuprofenin yara iyilesmesi tizerine hicbir olumsuz etkisinin bulunmadigini gostermektedir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; yumusak doku enfeksiyonu;, ibuprofen; yara iyilesmesi; hayvan
modeli.

ABSTRACT

Soft tissue infections (STIs) occur as a result of the colonization of pathogenic bacteria upon the
destruction of normal skin microbial flora and the skin integrity. Streptococci and staphylococci are the
most frequent causes of bacterial STIs. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as ibupro-
fen are often used in STIs because of their analgesic and antipyretic effects. However, evidence suggests
that these drugs might delay both epithelization and angiogenesis in the early phases of wound healing
because of an antiproliferative effect. The aim of this study was to investigate the effect of ibuprofen on
the wound healing in STIs caused by Staphylococcus aureus in immunosuppressed mice. A total of 120
female Balb/c mice were used in the study and the mice were assigned to four test groups and two con-
trol groups. The test groups were defined as follows; B (Bacteria group, n= 23), Bl (Bacteria + Ibuprofen
group, n= 23), BA (Bacteria + Ampicillin group, n= 23), BIA (Bacteria + Ampicillin + Ibuprofen group,
n= 21); and the control groups were defined as follows; S1B2 (only immunosuppressed controls, n=
15) and S2B2 (Sham group). Immunosupression was induced with cyclophosphamide and the experi-
mental infection was generated by subcutaneous inoculation of bacterial suspension (2 x 108 cfu/ml)
of methicillin-sensitive S.aureus ATCC 25923 to the right hind leg. Ibuprofen was given to the mice by
gastric gavage (50 mg/kg/day), and ampicillin (100 mg/kg/day) by intramuscular injection. Wound sizes
that appear in the animals were measured on a daily basis. Serum and tissue (epithelial tissue, connective
tissue, sebaceous glands, sweat glands) samples were obtained on the first, third and seventh days. The
tissue samples were examined histopathologically by hematoxylin-eosin (HE) staining method and IL-1,
IL-6, TNF-a and VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) levels were determined in serum samples
by ELISA method. The tissue cytokine reactions were also evaluated by immunohistochemical (immu-
noperoxidase staining) method in tissue samples. In our study, no significant change was detected in
the wound sizes of B and Bl groups from the second day to the end of study period (p> 0.05). On the
other hand the wound dimensions of BA and BIA groups gradually decreased and remained superficial.
The average serum levels of TNF-a and IL-1 was detected low in all groups. The mean value of serum
IL-6 on the first day in group B was determined to be higher compared to other groups, and when this
difference was compared to groups Bl and BA, and the control group, it was found statistically significant
(p< 0.05). In addition, the VEGF levels which were detected low in all groups in the third day of infec-
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tion increased significantly at the seventh day. The results of histopathologic and immunohistochemical
studies have supported the results of ELISA and yielded similar results with serum cytokine patterns. In
conclusion, our data indicated that ibuprofen has no negative effect on the wound healing in soft-tissue
infections caused by S.aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus; soft tissue infection, ibuprofen; wound healing; animal model.

GIRi$

Normal deri florasinin ve deri bittinliginiin bozuldugu durumlarda patojen bakte-
rilerin kolonizasyonu sonucu deri ve yumusak doku enfeksiyonlar (YDE) ortaya ¢ikmak-
tadir'. Bakteriyel kaynakli YDE’nin nedeni ¢ogunlukla gram-pozitif mikroorganizmalar
olup, streptokoklar ve stafilokoklar ilk siray1 almaktadir'. Steroid olmayan antiinflamatu-
var ilaglar (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs; NSAID) ise, analjezik ve antipiretik
etkileri nedeniyle YDE'nda siklikla kullanilmaktadir®3. En fazla kullanilan NSAD’dan biri
olan ibuprofen, fenilpropionik asit tirevi olup siklooksijenaz izoenzimlerinin selektif ol-
mayan inhibitoriidiir?. Bazi calismalarda sistemik ibuprofen kullaniminin yara iyilesmesi
Uzerinde olumsuz etkisi oldugu belirtiimekte; bu etkinin, ilacin proinflamatuvar sitokin
(IL-1B, TNF-a, vb) ve VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ekspresyonlarini de-
Jistirerek epitelizasyon ve anjiyogenezi geciktirmesinden kaynaklandigi ifade edilmekte-
dir*1°, Grup A streptokoklar (GAS)'In neden oldugu YDE’nda ise, celiskili veriler olmakla
birlikte, NSAID kullaniminin, immiin sistemi baskilamak suretiyle prognozu kot yonde
etkiledigi bildirmektedir' 13,

Yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotige ilaveten NSAID"in kullani-
mi da tartismali bir konudur'*'8, Bu konuda &zellikle GAS (izerinde yapilmis calisma-
lar'2131518 mevcut olup, S.aureus’'un neden oldugu YDE modelinde yapilacak calisma-
lara ihtiyac bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, immunostpresif farelerde S.aureus ile
olusturulan YDE’'nda ibuprofenin yara iyilesmesi Gzerindeki etkisinin arastiriimasidir. Bu
amacla, farelerde deneysel olarak olusturulan enfeksiyonda, olusan yara boyutlari gtinliik
olarak ol¢tilmus; birinci, G¢linct ve yedinci glinlerde alinan serum 6rneklerinde IL-1, IL-6,
TNF-a ve VEGF dizeyleri ELISA yontemiyle belirlenmis; alinan doku ornekleri ise histopa-
tolojik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay (12/02/2013-PAUHDEK-2013/03) ile gerceklesti-
rilen bu calismada, 120 adet 18-22 gr disi Balb/c fareleri kullanildi. Fareler bir kafeste 6
tane olacak sekilde 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortam saglanarak, 1sitma ve nemlen-
dirme yapilabilen bir ortamda, standart fare yemi ve su kullanilarak barindiriidi. YDE olus-
turmak amaciyla metisiline duyarh S.aureus (MSSA) ATCC 25923 susu kullanildi. Nutrient
buyyon besiyerinde 37°C’de 24 saat ¢cogaltilan bakterilerden hazirlanan siispansiyon, 0.5
McFarland bulaniklik skalasi kullanilarak hiicre sayisi 2 x 108 cfu/ml olacak sekilde ayar-
landi ve bitiin calismalarda bu yogunluk kullanildi.
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Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma icin dort deney ve iki kontrol grubu olusturuldu ve grup icindeki hayvan
saylilari, enfeksiyon olusumundan sonra 1., 3. ve 7. giinde degerlendirilecek sekilde du-
zenlendi (Tablo I). Tium deney gruplarina immdin sistemin baskilanmasi icin siklofosfamid
uygulandi ve S.aureus ile enfekte edildi. Farelerde immun stipresyon, Dai ve arkadaglari-
nin'® tanimladiklari sekilde olusturuldu. ilk siklofosfamid dozu, farelerin enfekte edilme-
sinden 4 glin 6nce 150 mg/kg olacak sekilde, 2. doz farelerin enfekte edilmesinden 1
glin 6nce 100 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak verildi. Enfeksiyon olusturula-
cak gruptaki farelerin sag arka bacadi steril tras bicadr ile tras edildi. Calame ve arkadasla-
rn?? tarafindan tanimlandigi sekilde; 2 x 108 cfu/ml bakteri siispansiyonu 100 ul subkiitan
yolla verildi. Calismaya dahil edilen tim farelerin giinliik fotograflar ¢ekildi ve yara yeri
“tahmini alan hesaplama yéntemiyle” 6lciilerek mm? olarak not edildi.

ibuprofen (Sigma Aldrich, 14883-1G, istanbul), Reagen-Shaw ve arkadaslari?' tara-
findan tanimlandigi sekilde gastrik gavaj yoluyla 50 mg/kg/glin g esit doza bolinerek
8'er saat araliklarla verildi. Ampisilin, (Sigma Aldrich, A9393-5G, istanbul) Mal ve arka-
daslarinin?? tanimladigi gibi intramuskdiler (IM) yoldan 100 mg/kg olarak giinde tek doz
olacak sekilde uygulandi.

Belirlenmis olan giinlerde (1., 3., 7.) uygun anestezi altinda intrakardiyak yoldan kan
alindi. Alinan kan 2000x rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar ayrildi ve calisma
anina kadar -20°C’de saklandi.

Serum sitokin diizeylerinin saptanmasi

Serumda sitokin dlizeyleri ticari ELISA kitleri kullanilarak (TNF-a, IL-1 ve IL-6 icin Mouse
ELISA, AssayPro, ABD; VEGF icin Mouse ELISA, Wuhan Eiaab Science Co., Cin) arastirildi.

Histolojik ve immiinohistokimyasal inceleme

Alinan dokular, %10’luk formaldehit soliisyonunda bekletilerek tespit edildi ve 72
saat sonunda rutin 15tk mikroskobunda takibe alindi. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica
RM-2125 rotary mikrotom kullanilarak 5 pm kalinhginda kesitler elde edildi. Kesitlere,
hematoksilen eozin (HE) boyama ve TNF-a, IL-1, IL-6 ve VEGF'i belirlemek amaciyla

Tablo I. Farelerin Deney ve Kontrol Gruplarina Gére Dagilimi
Toplam Kan alinma zamanlari
Gruplar  Kod Yapilan uygulama sayl 1.giin  3.giin 7. giin
Deney B Bakteri + serum fizyolojik 23 7 8 8
Bi Bakteri + ibuprofen 23 7 8 8
BA Bakteri + ampisilin 23 7 8 8
BIA Bakteri + ibuprofen + ampisilin 21 7 7 7
Kontrol S1B2 Sadece immiin slipresyon yapildi 15 5 5 5
S2B2 Hicbir islem yapilmadi (Sham grubu) 15 5 5 5

MiKROBiYOLOJi BULTENI 169




Deneysel Staphylococcus aureus Yumusak Doku Enfeksiyonlarinda
ibuprofenin Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

immuinohistokimyasal boyama islemi yapildi. Kesitler daha sonra Olympus BX51 marka
1stk mikroskobu (Japonya) ve Olympus DP72 dijital kamera (Japonya) ile goriintilendi.
immiinohistokimyasal boyama sonuglari; (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede
boyanma, (+): zayif boyanma, (/+/-): ¢ok zayif boyanma, (-): boyanma yok, seklinde
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Gruplar kendi aralarinda karsilagtirmak icin istatistiksel degerlendirme One-Way ANO-
VA testi ile yapildi; p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Yara Boyutlarinin Degerlendirilmesi

ilk giin icin tespit edilen ortalama yara boyutlar B grubunda (96 mm?) en biiyiik olup,
bunu sirasiyla Bi (81 mm?), BiA (45 mm?) ve BA (39 mm?) gruplari izlemistir. B grubunda
yara buyukligi calisma sonuna kadar ayni kalirken, yara derinliginde artis meydana gelmis-
tir. Uclincii giinde nekroz baslamis; 4. giinden itibaren nekroz ilerlemis ve ampiitasyona
bagl ekstremite kaybi ile sonuclanmistir. Bi grubunda ikinci giin eksuda drenaji ile lser
olusmustur. ikinci giinde gerceklesen bu kiiciilme, B ve BIA gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamis (sirasiyla; p= 0.12, p= 0.07); ancak BA grubuyla is-
tatistiksel olarak belirgin bir fark tespit edilmistir (p= 0.01). Daha sonraki glnlerde yara
boyutlarinda degisim gézlenmemistir. Bi grubunda; B grubunda gériilen yara derinlik artisi
saptanmamustir. Bi grubunda nekroz olusumu, B grubuna gére geg olarak 4. giinde gercek-
lesmis; hicbir farede amptitasyona baglh ekstremite kaybi olmamistir.

BiA ve BA gruplarinda yara boyutlarinda genellikle giinler icinde kiiciilme gériiliirken,
BIiA grubunda en belirgin kiiciilme 4. ve 5. giinde yasanmistir. Her iki grupta da yara
derinligi olusmayarak yiizeyel kalmistir. BIiA ile BA gruplar yara boyutlari agisindan
karsilastinldiginda, hicbir glinde istatistiksel fark bulunmamistir (p> 0.05). Yara boyut-
larinin giinlere ve gruplara gore degisimi Sekil 1'de gosterilmistir.

Sitokin Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Ortalama TNF-a. ve IL-1 diizeylerinde 1., 3. ve 7. giinlerde Bi grubuyla diger gruplar
arasinda istatistiksel bir fark gortlmemistir (p> 0.05). Serum IL-6 ortalama degeri, 1.
giinde B grubunda diger gruplara gére daha yiiksek saptanmis; bu fark Bi, BA ve kontrol
gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Birinci
glinde olusan bu fark 2. ve 3. giinde ortadan kalkmistir. Serum IL-6 ortalama degerinde
1., 3, ve 7. giinlerde Bi grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark gériilmemistir
(Sekil 2). Tim gruplarda 3. guinde dusiik olarak gorilen serum VEGF degerleri 7. glinde
belirgin olarak artmistir. Bi grubuyla diger calisma gruplari arasinda 3. ve 7. giinde ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark olusmamistir.
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Sekil 1. Yara boyutlarinin gtinlere ve gruplara gére degisim grafigi (B grubu: Bakteri grubu; Bi grubu: Bakteri
+ Ibuprofen grubu; BA grubu: Bakteri + Ampisilin grubu; BIA grubu: Bakteri + Ibuprofen + Ampisilin grubu,).
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Sekil 2. Tim gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama IL-6 6lciim degerleri (B grubu: Bakteri grubu; BI grubu:
Bakteri + Ibuprofen grubu; BA grubu: Bakteri+ Ampisilin grubu; BIA grubu: Bakteri+ Ibuprofen + Ampisilin
grubu; S1B2: Sadece immiin stipresyon yapilan kontrol grubu; S2B2: Hicbir islem yapilmayan kontrol grubu,).
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immiinohistokimyasal (iIHK) Degerlendirme Sonuglari

Degerlendirmeler; epitel, bag dokusu, yag bezleri ve ter bezlerinde ayri ayri yapilmistir.
Yedinci giinde B grubunda yapilan iHK boyamada, deri dokusunda dejenerasyon cok art-
tig1 icin degerlendirme yapilamamistir.

TNF-a reaksiyonu; 1. ve 3. giin tim gruplarda zayif pozitif veya negatif olarak
gorilmiistiir (Tablo 11, 1) (Resim 1, 2). Yedinci giin; Bi, BA ve BIA grubunda bag dokusu
lifleri pozitif bulunmus, bu ¢ grubun epitel dokusunda reaksiyon cok zayif pozitif sonug
vermistir. BA ve BIA gruplarinda yag bezlerinde reaksiyon pozitif olarak izlenmistir. Reak-
siyonlar sitoplazmik ve yaygin sekilde olup, ¢ekirdek boyanmasi gorilmemistir (Tablo 1V)
(Resim 3).

IL-1 reaksiyonu; 1. glin en yuksek olarak B grubunda goriilmdis, diger tim gruplarda
zayif pozitif veya negatif reaksiyon izlenmistir (Tablo I1) (Resim 1). Ugiincii giin; IL-1 reak-
siyonu tiim gruplarda zayif pozitif ya da negatiftir (Tablo Ill) (Resim 2). Yedinci giin; Bi,
BA ve BIA gruplarinda bag dokusu liflerinde pozitif reaksiyon gézlenirken tiim gruplarin
epiteli negatif bulunmustur (Tablo IV) (Resim 3).

IL-6 reaksiyonu; 1. glin epitel dokusunda B grubu digindaki diger gruplarda nega-
tif olarak izlenirken, bag dokusu butin gruplarda pozitif olarak g6zlenmistir (Tablo II)
(Resim 1). Uciincii giin; epitel dokusu tiim gruplarda zayif pozitif veya negatif reaksiyon
olarak izlenirken bag dokusunda reaksiyon ise Bi grubu hari¢ biitiin gruplarda pozitiftir.
Ter ve yad bezlerinde IL-6 reaksiyonu ise BA grubu ve BIA grubunda pozitif bulunmustur
(Tablo 1) (Resim 2). Yedinci giin; epitel dokusunda IL-6 reaksiyonu tim gruplarda nega-
tif olarak gortilmustir. Bag dokusu liflerinde pozitif reaksiyon ise B grubu hari¢ diger tim
gruplarda izlenmistir (Tablo 1V) (Resim 3).

Tablo Il. Birinci Giinde TNF-a, IL-1, IL-6 ve VEGF'in immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

TNF IL-1 IL-6 VEGF
B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B Bl BA BIA
Epitel tabaka - +* - -+ - - - - - [ I I,
Bag dokusu - + + -+ - B e e S o B S S I n s
Sebase bezleri | - L T T R - - + + o+ 4+
Ter bezleri - - - - - - - - - - - - - o b+ 4+

* Epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda pozitif reaksiyon.

Tablo Ill. Ugiincii Giinde TNFa, IL-1, IL-6 ve VEGF'in immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

TNF IL-1 IL-6 VEGF
B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B Bl BA BIA
Epitel tabaka + + + /-] - - - - - - - - ++ o+ ++ -
Bag dokusu e A e T i (i
Sebase bezleri | + + + + - - - - - - |+ A -
Ter bezleri - - - - - - - - + - ++ o+ - 4/

* Reaksiyon bazal laminada ¢ok kuvvetli.
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™~ GRUP

Bl

BA

BlA

Resim 1. Birinci gtinde deri dokusunda TNF-a, IL-1, IL-6 ve VEGF'in immtinohistokimyasal ekspresyonu (E:
Epitel; Ok: Yag bezleri) (Immiinoperoksidaz, 200x).

VEGF reaksiyonu; 1. giin tim gruplarda epitel ve bag dokusunda kuvvetli olarak goz-
lenmis, en yogun boyanma BA ve BIA grubunda izlenmistir. Bu gruplarda ter ve yag
bezleri de kuvvetli pozitiftir. B ve Bi gruplarinda ise reaksiyon pozitif olmasina karsin, bu
pozitiflik diger gruplardan daha azdir. Boyanma, BA grubu disinda sitoplazmik ve yaygin
olarak goriilmis; ancak BA grubunda hem sitoplazmik hem de cekirdek boyanmasi dik-
kati cekmistir (Tablo II), (Resim 1). Ugiincii giin; epitel, bag dokusu, ter ve yag bezlerinde
VEGF reaksiyonu B, Bi ve BA gruplarinda zayif veya orta derecede pozitif olarak goriil-
miistiir. BIA grubunda ise epitel reaksiyonu negatif olmasina karsin, bag dokusu ve yag
bezlerinde reaksiyon pozitiftir (Tablo Ill) (Resim 2). Yedinci glin epitel dokusunda VEGF
reaksiyonu BA ve BIA grubunda kuvvetli pozitif, BI grubunda negatif olarak izlenmis; B
grubunda ise epitel gériilmemistir. Bag dokusu liflerinde VEGF reaksiyonu; Bi, BA ve BiA
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TNF::

Resim 2. Ugiincii giinde deri dokusunda TNFa, IL-1, IL-6 ve VEGF'in immdinohistokimyasal ekspresyonu (E:
Epitel; Ok: Yag bezleri) (Immiinoperoksidaz, 200x).

Tablo V. Yedinci Glinde TNFa., IL-1, IL-6 ve VEGF'in /mmﬁnohistokimyasal Dederlendirmesi

TNF IL-1 IL-6 VEGF
B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B Bl BA BIA| B BI BA BIA
Epitel tabaka S v +/- - - - - - 4+ 4+
Bag dokusu * + + + + o+ o+ +H o+ + + +
Sebase bezleri | * + + + - - - - - _ _ + +
Ter bezleri * - - - - - - - B - _ B _

* B grubunda epitel ve epitel alti bag doku izlenmedi.
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s | TNF-u. L1 L6 _ VEGF
- e e
BA

BIA

Resim 3. Yedinci gtinde deri dokusunda TNFo,, IL-1, IL-6 ve VEGF'in immdinohistokimyasal ekspresyonu
(B grubu calisilamarmustir) (E: Epitel; Ok: Yag bezleri) (Immiinoperoksidaz, 200x).

gruplarinda zayif pozitif; yag bezlerinde reaksiyon BA ve BIA grubunda zayif pozitiftir.
Ter bezleri reaksiyonu tim gruplarda negatif bulunmustur. Reaksiyonlar sitoplazmik ve
yaygin sekilde olup, ¢ekirdek boyanmasi yoktur (Tablo 1V), (Resim 3).

Histolojik Degerlendirme Sonuglari

Birinci glinde; B grubunda epitel dokunun yer yer kayboldugu, dermis varliginin de-
vam ettigi, yag bezleri, kil follikilleri ve ter bezlerinin gozlendigi belirlenmistir. Diger
U¢ grubun epitelleri sureklidir ve kesintiler yoktur. Ancak bazi alanlarda epitel hiicreleri-
nin oldukga yassi oldugu gozlenmistir. Dermiste yag bezleri, ter bezleri ve kil follikilleri
normal yapisinda izlenmistir. Uclincii giinde; B grubunda 1. giinde izlenen epitel doku
kaybinin boyutlarinin artarak devam ettigi saptanmis, ayni zamanda bag dokusu lifler-
inin birbirlerinden ayrilarak arada bosluklar olusturduklar dikkati cekmistir. Yag bezleri,
ter bezleri ve kil follikilleri normal gériinimdedir. Diger Ug grupta epitel doku varhigini
devam ettirmekle birlikte; BA ve BIA grubunda epitel dokuda hiicre siralarinin arttig
izlenmistir. Bi grubunda epitel hiicrelerinin boyunun uzadigi dikkati cekmis; dermiste
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GRUP

BIA

1.GUN

3.GUN

7.GUN

Resim 4. Tiim gruplarin gtinlere gére histolojik degisimleri (E: Epitel; Ok: Yag bezleri; Ok basi: Ter bezleri)
(Hematoksilen-eozin, 200x).

yag bezleri, ter bezleri ve kil follikiilleri normal yapisinda gézlenmistir. Yedinci glinde;
B grubunda epitel ve dermis izlenmezken, diger l¢ grupta epitelin cok katli oldugu ve
keratinize oldugu belirlenmistir. BA ile BiA grubunda epitel kalinligi Bi grubuna gére daha
fazladir. Dermiste yag bezleri, ter bezleri ve kil follikiilleri normal yapisinda izlenmistir.
Calisma gruplarinin histolojik boyama gortntileri Resim 4’de verilmistir.
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TARTISMA

Dokularda olusan enfeksiyon veya travmatik hasar sonucu inflamasyon ortaya ¢ikmak-
ta ve bu surecte immin sistem hiicreleri tarafindan cesitli sitokinler salinmaktadir. IL-1f,
IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler, enfeksiyonlarda viicudun immiin yanitini
olusturan 6nemli mediatorlerdir. IL-1 ve TNF-q, inflamatuvar yanitta 6nemli olan pros-
taglandin ve I8kotrien gibi eikozanoidlerin sentezlenmesine sebep olur?3. ibuprofenin
sitokinler iizerine etkisinin arastinldigi calismalarda, bazi arastirmacilar?*2> ibuprofenin
inflamatuvar yanitta sitokin diizeylerini artirdigini bildirirken, bazilar?® degistirmedigini
ifade etmektedir. Weng ve arkadaslarinin'® calismasinda, ibuprofenin farelerde olusturu-
lan deneysel S.pyogenes YDE uzerine etkisi incelenmis ve enfeksiyonun 1, 3, 5 ve 7.
glinlerinde serum ve enfekte dokuda IL-6 dlizeyi, deney grubunda kontrol grubuna gére
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Deney grubunda 3. glinde serum IL-6 dlizeyi pik
yaparken, kontrol grubunda tespit edilemez dlizeydedir. Benzer olarak arastiricilar, en-
fekte dokuda TNF-a dizeyini, deney grubunda kontrol grubuna gore 6zellikle 3. glinde
anlamli olarak yiiksek bulmus; serum TNF-a diizeyinin ise her iki grup icin 1. giinde tespit
edilemez diizeyde oldugunu bildirmislerdir'®>. Bu calismanin sonucunda; ibuprofenin,
proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-6 diizeylerini serum ve dokuda artirarak, yara
iyilesmesini geciktirdigi distinilmiistiir'3. Bizim calismamizda, yara enfeksiyonu olusu-
munda S.aureus kullanilmis; yara iyilesmesinde sadece ibuprofenin degil, ampisilin ve
her iki ilacin beraber kullaniminin da etkinligi incelenmistir. Weng ve arkadaslarinin'3
bulduklari sitokin pikini yakalamak icin 1., 3. ve 7. glinlerde serumdan ELISA calismasi
yapilmis; yine ayni giinlerde doku degisimlerini gorebilmek amaciyla doku ornekleri
alarak HE boyama ve immiinohistokimyasal (IHK) calisma ile doku sitokin reaksiyonlari
degerlendirilmistir. Calismamizda dokuda IL-6 reaksiyonu, tiim gruplarda 1. glinde pozi-
tif olarak goriiliirken, Weng ve arkadaslarinin'® calismasina gére pik yapmasi beklenilen
3. glinde Bi grubunda diger gruplarin aksine negatif olarak gériilmstiir. Bu veri Weng ve
arkadaslarinin’® bulmus olduklari ibuprofen grubundaki kontrol grubuna gére dokudaki
yuksek IL-6 sonugclariyla celismektedir. Yedinci giinde ise IL-6 doku reaksiyonlari 1. ve 3.
gline nispeten zayif pozitif olarak gézlenmistir. Diger taraftan, Weng ve arkadaslarinin'3
bulduklari doku TNF-o. degerleri de, bizim calismamizda bulunan zayif veya negatif
TNF-a reaksiyonlariyla celismektedir.

Calismamizda elde edilen serum sitokin dizeyleri degerlendirildiginde; IL-6 dUzey-
inin B grubunda belirgin olarak yiiksek oldugu saptanmis, bu fark Bi ve BA gruplariyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.005). ilk giin gériilen bu
yiikseklik takip eden giinlerde azalmistir. Daha 6nceki calismalar? 1siginda, yiiksek IL-6
ve dusiik TNF-a diizeylerinin siklofosfamid kullanimu ile iliskili olabilecegi diistinilmustar.
Siklofosfamidin sitokinler (izerine etkisi tartismali olup, bazi calismalarda®’ siklofosfa-
midin sitokin diizeylerini artirdigi, bazilarinda?®?° ise azalttigi rapor edilmistir. Serum
IL-1 diizeylerine bakildiginda ise; Bi grubuyla diger gruplar arasinda belirgin bir fark
goriilmemistir. Bu sonuclar Sirota ve arkadaslarinin?* buldugu serum IL-1 sonuglarina
benzemektedir. Ayni sekilde, Bi grubunda 1., 3. ve 7. giinlerde doku IL-1 reaksiyonlar
zayif pozitif veya negatif olarak gorilmus ve diger gruplarla kargilastirldiginda belirgin
bir fark bulunmamustir.

MiKROBiYOLOJi BULTENI 177




Deneysel Staphylococcus aureus Yumusak Doku Enfeksiyonlarinda
ibuprofenin Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

VEGF, 6zellikle endotel hiicreleri icin 6zgil etkilere sahip olan cok yonli trombosit
kaynakli bir biiyiime faktoriidir. VEGF'in endotelyal anjiogenez, kemotaksis ve endotel
hicrelerinde mitojenik etki ile damar gelisimini uyarmasinin yani sira morfogenezde
de énemli etkisi vardir’®. Trombositler, nétrofil, makrofaj, diiz kas ve endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve diger bircok hiicreden salinan VEGF, endotel ylizeyinde eksprese edilen
kendi reseptorlerine baglanarak anjiogenezi baslatir. Cok yaygin olarak kullanilan
siklofosfamid, doksorubisin ve paklitaksel gibi anti-kanser ilaclarin anti-anjiogenik etkileri
bilinmektedir3'-2. Beharry ve arkadaslarinin®? ratlar tizerinde yaptiklari calismada, diisiik
ve yliksek doz ibuprofen uygulanan deney grubunda retinada VEGF diizeylerinin, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda baskilanmis oldugu go6zlenmis ve iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak serum VEGF duzeylerinin, her iki grupta
kontrol grubuyla karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir®3.
Bizim calismamizda serum VEGF dizeyleri; tim gruplarda 3. glinde 7. giline gore
daha dustk bulunmus, 7. glinde ise anlamli bir artig gorilmusttr. Bu farkin, kullanilan
siklofosfamid ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiis, 3. ve 7. giin icin Bi grubuyla diger
gruplar arasinda belirgin bir fark gériilmemistir. Bu sonug, Beharry ve arkadaslarinin33
bulmus olduklari serum VEGF sonuglarina benzemektedir. Calismamizda saptanan doku
VEGF reaksiyonlari ise Bi grubunda; 1., 3. ve 7. giinde diger gruplara gére daha zayif
olarak gériilmiistiir. Bu sonuclar da, Beharry ve arkadaslarinin®® bulduklari, ibuprofen
kullanimiyla dokuda olusan diistik VEGF sonuglarina benzemektedir.

ibuprofenin bakteriyel enfeksiyonlar (izerine etkisi tartismali bir konudur. Bazi arastir-
macilar antiinflamatuvar ve analjezik 6zelliginin yaninda, ibuprofenin antibakteriyel etki-
sinin de varhgini iddia etmislerdir**3°. Ancak Groppo ve arkadaslari®® tarafindan hayvan
modeli ile yapilan bir calismada; stafilokok kaynakli YDE'nda sodyum diklofenakin serum
ve dokuda amoksisilin konsantrasyonunu azaltarak yara iyilesmesini geciktirdigi sap-
tanmugtir. Bizim calismamizda ibuprofenin antibakteriyel etkisi in vivo ve in vitro olarak
degerlendirilmemistir. Ancak, sadece bakteri verilen B grubunda gézlenen istah kaybi,
canlilik azalmasi ve tiiylerin dékiilmesi gibi belirtiler bakteri+ibupofen verilen Bi grubun-
da gdzlenmemistir. Bi grubunda nekroz baslangicinin B grubuna gére daha gec gercek-
lesmesi, B grubunda gériilen yara derinligindeki artisin Bi grubunda gériilmemesi ve B
grubunda gériilen ampiitasyona bagl ekstremite kaybinin Bi grubunda hicbir farede
olmamasi, ibuprofenin antibakteriyel etkisinin varligini distindirmektedir. Bu sonuglar,
yara yerinden yapilacak olan bakteri sayimi gibi in vivo calismalara ve ozellikle S.aureus
ile yapilacak in vitro calismalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

ibuprofen ve ampisilinin klinikte beraber kullaniminin tedaviye etkisi ile ilgili veriler si-
nirl olmakla beraber, daha ¢ok akut otitis media modeli Gizerinde yapilan calismalar géze
carpmaktadir3”38, Bazi calismalar®” enfeksiyonun tedavisinde ibuprofen ve ampisilinin
beraber kullaniminin, tek basina ampisilin kullanimina gore belirgin bir yararinin olmadi-
g1 ydniindeyken, bazi calismalarin®® sonuclari ise adeta her iki ilacin beraber kullanimini
tesvik etmektedir. Bizim calismamizda, baslangi¢ yara boyutu bakteri + ampisilin verilen
BA grubunda, bakteri + ampisilin + ibuprofen verilen BIA grubuna gére kiiciik olmakla
birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0.05). ilerleyen giinlerde
de bu iki grup arasinda yara boyutlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilme-
mistir (p> 0.05). Benzer olarak serum sitokin diizeylerinde de her iki grup arasinda, tim
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glinlerde istatistiksel bir fark yoktur (p> 0.05). Her iki grupta da yaralar yiizeyel kalirken,
7. giinde yara kapanmasi gerceklesmemistir. IHK reaksiyonlar degerlendirildiginde, her
iki grup icin benzer reaksiyonlar gérilmiistiir. Yara boyutlar,, HE boyama, iHK reaksi-
yonlar ve serum sitokin diizeyleri dikkate alindiginda, prognozda; tek basina ampisilin
kullaniminin her iki ilacin beraber kullanimina gore cok belirgin bir fark olmasa da daha

iyi

oldugu yoniindedir. Sonug olarak calismamizin verileri, S.aureus'un neden oldugu

yumusak doku enfeksiyonlarinda, ibuprofenin yara iyilesmesine hicbir olumsuz etkisinin
bulunmadigini gostermektedir.
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