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ÖZET

Giriþ: Bu çalýþmada farelerde oluþturulan akut
hematojen ve post-travmatik osteomyelit
modellerinde, kemiðe yerleþtirilen yabancý
cisimlerin lokal infeksiyon bulgularý ve diðer organ
tutulumlarý üzerine etkileri araþtýrýlmýþtýr.

Gereç ve Yöntem: Çalýþmada kullanýlan 30 adet
fýndýk faresi beþ gruba ayrýldý. Bütün deneklerde
medüller kanal hasarý oluþturulup ilk grup kontrol
grubu olarak alýndý. Ýkinci ve üçüncü grupta
metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA)
suþu ile hematojen osteomyelit modeli oluþturudu
ve 3. grupta medüller kanala silikon dren parçasý
konuldu. Dördüncü ve beþinci grupta MRSA ile
post-travmatik osteomyelit modeli oluþturularak 5.
grupta medüller kanala silikon dren parçasý
konuldu. Fareler 10. günde öldürülerek tibialarý
makroskopik, mikrobiyolojik ve histopatolojik
olarak incelendi. Kan kültürü örneklerinin ekimi
yapýldý. Karaciðer, dalak, böbrek, kalp kasý, akciðer
ve beyin dokularýndan alýnan örnekler
histopatolojik olarak incelendi. Grup 2 ile 3�ün
bulgularý ve Grup 4 ile 5�in bulgularý SPSS 9.05
istatistik programýnda relatif risk tahmini
hesaplanarak karþýlaþtýrýldý.

Bulgular: Kontrol grubunda lokal ve sistemik
infeksiyon bulgusuna rastlanmadý. Hematojen ve
post-travmatik osteomyelit modellerinde yabancý
cisim uygulanmasýnýn lokal ve sistemik infeksiyon
bulgularý üzerine bir etkisi olmadýðý gözlendi.

Tartýþma: Osteomyelitte, bakterinin kemiðe
yerleþimi sürecinin ortamda bulunan yabancý
cisimlerden baðýmsýz olarak seyrettiði kanýsýna
varýldý.

Anahtar Kelimeler: Osteomyelit, Hayvan
Modeli, Yabancý Cisim.

SUMMARY

THE EFFECT OF THE APPLICATION OF
FOREIGN BODY ON LOCAL AND SYSTEMIC
FINDINGS OF EXPERIMENTAL OSTEOMYELITIS
IN MICE

Introduction: In this study, by inducing acute
hematogenous and post-traumatic osteomyelitis in
mice, the effect of the foreign body fitted into bone
on local infection findings and other organ
involvement were investigated.

Materials and Method: Thirty mice used in this
study were separated into five groups. In all of
the subjects the medullary canals were destroyed
and the first group formed the control. In the 2nd
and the 3rd groups hematogenous osteomyelitis
were developed using meticilline resistant
Staphylococcus aureus, and in the 3rd group a
piece of silicon drain tube was placed into the
medullary canal. In the 4th and the 5th groups
post-traumatic osteomyelitis were induced using
meticilline resistant Staphylococcus aureus and in
the 5th group a piece of silicon drain tube was
placed into the medullary canal. Ten days later
mice were killed and tibias were studied by
macroscopically, microbiologically, and
histopathologically. Blood samples were inoculated
in agar plate. Samples taken from the liver, the
spleen, the kidney, the heart muscle, the lung, and
the brain tissues were observed histopathologically.
Findings of the group 2 versus 3 and the group
4 versus 5 were statistically compared by using
SPSS 9.05 program.
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Results: There was no local or systemic finding of
infection in the control group. The application of
foreign body in hematogenous and post-traumatic
osteomyelitis models did not influence local or
systemic infection findings.

Conclusion: Our findings suggest that, the process
of bacteria settlement in bone is independent from
foreign bodies present in the environment.

Key Words: Osteomyelitis, Animal Model, Foreign
Body.

GÝRÝÞ

Osteomyelit periostu, korteksi ve medüllayý tutan
infektif bir klinik tablodur. Geliþim sürecinde kiþinin
baðýþýklýk sistemi ve mikroorganizmanýn virülansý
ile ilgili birçok faktör rol oynadýðý için henüz
osteomyelitin patogenezi, profilaksisi, erken tanýsý
ve tedavisi konusunda fikir birliðine varýlamamýþtýr.
Bu nedenle tedavi amaçlý yaklaþýmlarý, iyi
tanýmlanmýþ hayvan modellerini kullanarak
deneysel ortamlara taþýmak gerekir.

Deneysel osteomyelit modeli oluþturabilmek için
öncelikle lokal kemik hasarý yapmak
gerekmektedir1,2,3,4. Bazý çalýþmalarda ise medüller
kanal içine yabancý cisim koyarak osteomyelit
oluþturulmasý önerilir5,6,7. Bu modellerin kemikte
infeksiyon yapabilme özellikleri ayrýntýlý olarak
araþtýrýlmýþ olmasýna karþýn yabancý cisim varlýðýnýn
infeksiyon þiddetini arttýrýp arttýrmadýðý ve diðer
organlarda infeksiyon odaklarý oluþmasýný ne
derecede etkilediði ayný ilgi ile
deðerlendirilmemiþtir. Bu çalýþmada hem
hematojen hem de post-travmatik akut osteomyelit
modeli oluþturulan deneklerde yabancý cisim
uygulamasýnýn bu parametreler üzerine etkileri
araþtýrýldý.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakteri: Çalýþmada, bir toraks operasyonu
sonrasýnda geliþen infeksiyon etkeni olarak izole
edilen metisiline dirençli Staphylococcus aureus
(MRSA) suþu kullanýldý. Bakterinin infektivitesi
fýndýk faresi peritonuna verilerek kanýtlandý.
Metisilin direncini kontrol etmek için
Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanýldý..

Ýnokulumun hazýrlanmasý: %2 NaCl eklenmiþ
koyun kanlý agarda 35°C�de 16 saat inkube
edildikten sonra direkt plaktan alýnan bakteriler
%0,85 NaCl ile süspanse edildi. 5000 devir/dakika
hýz ile 15 dk santrifüje edilip üst kýsým dökülerek
dipteki çökeltiye 10cc %0,85 NaCl eklendi ve bu

iþlem iki defa tekrarlandý. En son çökeltiye tekrar
%0,85 NaCl eklenerek spektrofotometrik
kontrollerle 0.5 McFarland ile eþit bulanýklýkta
bakteri süspansiyonu (2x108 CFU/ml) hazýrlandý.
Standart bakteri süspansiyonu, IV uygulama için
2x105 CFU/0.2 ml (birinci süspansiyon) ve
intramedüller uygulama için 2x105 CFU/0.05ml
(ikinci süspansiyon) canlý bakteri içeren iki ayrý
süspansiyon elde edilecek þekilde %0,85 NaCl ile
sulandýrýldý.
Denekler ve Ýþlem: Çalýþmada 30 adet, patojen
taþýmayan, 25-40 gr aðýrlýðýnda, diþi, inbred fýndýk
faresi kullanýldý. Deneklere çalýþma süresince
standart yem ve þehir suyu verildi. Günlük 21°C�de
12 saatlik aydýnlýk-karanlýk ortam saðlandý.
Farelerin anestezisi, kas içine 80 mg/kg dozda
ketamin hidroklorid (Ketalar®; EWL Eczacýbaþý
Warner Lambert Ýstanbul-Türkiye) enjeksiyonuyla
saðlandý. Bütün farelerin sol cruris proksimal
antero-medial yüzleri traþ edildikten sonra bütün
bacak %10 poviodin solusyonuyla (Biokadin®;
Biokar Düzce-Türkiye) boyandý. Cilt-cilt altý steril
olarak geçildikten sonra 11 no bisturi ucu ile periost
sýyrýldý. 22 no iðne ucuyla tibia proksimal metafizer
bölge korteksi manuel olarak delindi ve iðne ucu
ile rimerizasyon yapýlarak medüller kanal hasarý
oluþturuldu. Bu iþlemden sonra denekler eþit
sayýda 5 grup oluþturacak þekilde ayrýldý. Birinci
grup kontrol grubu olarak alýndý ve bakteri
uygulanmadý; 2. grubun (hematojen 1) kuyruk
veninden 0.2 ml birinci bakteri süspansiyonu
verildi; 3. gruba (hematojen 2) medüller kanala
0.1x0.2 cm silikon dren parçasý konulduktan sonra
kuyruk veninden 0.2 ml birinci bakteri
süspansiyonu verildi; 4. gruba (post-travmatik 1)
medüller kanala ikinci bakteri süspansiyonundan
0.05 ml verildi; 5. gruba (post-travmatik 2) ikinci
bakteri süspansiyonundan 0.05 ml intramedüller
olarak verildikten sonra medüller kanala 0.1x0.2
cm silikon dren parçasý kondu. Ýþlemin sonunda
cilt katküt iplikle kapatýldý. Uygulama sonrasý
dördüncü günde 2. gruptan bir fare exitus oldu.
Steril þartlarda çýkartýlan sol tibiasýndan alýnan
örnek ve intrakardiak kan örneði kanlý agara ekildi.
Karaciðer, böbrek, dalak ve akciðerden alýnan doku
örnekleri histopatolojik olarak incelendi. Onuncu
günde bütün denekler servikal dislokasyon ile
öldürüldü. Sol cruriste ödem, fistül ve tibiada apse
odaðý olup olmadýðý deðerlendirildi. Mikrobiyolojik
inceleme için steril þartlarda tibialardan alýnan
örnekler ve intrakardiak kan örnekleri kanlý agara
ekildi. Kültür sonuçlarý 35°C de 24 saatlik
inkübasyondan sonra deðerlendirildi. Histopatolojik
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deðerlendirme için deneklerden alýnan tibia,
karaciðer, böbrek, dalak, beyin, akciðer ve kalp
dokularý, %10�luk formalinde tesbit edildi. Tibia
örnekleri, %5�lik nitrik asit solüsyonunda bir gün
bekletilerek dekalsifiye edildi. Daha sonra diðer doku
örnekleriyle birlikte rutin doku takibi prosedürü
uygulanarak, parafin bloklar elde edildi. Mikrotom
(Leica 2125RT) aracýlýðýyla 5mm�lik kesitler alýndý.
Kesitler deparafinizasyonu takiben hematoksilen
eozin boyasý ile boyanýp Olympus BX50 ýþýk
mikroskobu ile deðerlendirildi ve Olympus PM10SP
fotoðraf sistemi ile fotoðraflarý çekildi.

Ýstatistiksel deðerlendirme: Ýkinci ve üçüncü
gruplar ile 4. ve 5. gruplar arasýndaki istatistiksel
deðerlendirme bilgisayar ortamýnda SPSS for
Windows 9.05 kullanýlarak relatif risk tahmini (RR)
ile yapýldý8.

SONUÇLAR

Dördüncü günde exitus olan deneðin kan ve tibia
kültürlerinde S. aureus izole edildi. Diðer
organlarýnda yaygýn PNL infiltrasyonu gözlendi.
Ölüm nedeninin sepsis olduðu düþünüldü.
Deneklerin makroskobik, mikrobiyolojik ve
histopatolojik bulgularý Tablo I�de verilmiþtir.

Hematojen ve post-travmatik osteomyelit
modellerinde yabancý cisim uygulanmasýnýn
makroskopik bulgularý arttýrmadýðý gözlendi (sýrasý
ile RR= 1.5 (%95 CI[0.3, 5.9]), RR 1[0.44, 2.22]).

Exitus olan dýþýnda diðer deneklerin kan
kültüründe üreme olmadý. Grup 2 ve grup 5 in
tibia kültürlerinde birer denekte (%16.7) MRSA�a
ek olarak sýrasýyla Enterobacter cloacea ve
Klebsiella pneumoniae üredi. Hematojen ve
posttravmatik osteomyelit modellerinde yabancý
cisim uygulanmasýnýn tibia kültürlerindeki üreme
oranýný arttýrmadýðý gözlendi (sýrasý ile RR=1.5
(%95 CI[0.3, 5.9]), RR=1[0.6, 1.66]).

Histopatolojk deðerlendirmede kontrol grubunda

Tablo I
Deney Gruplarýndaki Makroskopik, Mikrobiyolojik ve Histopatolojik Bulgular

PNL Ýnfiltrasyonu Sistemik
Gruplar Ödem, Apse, Fistül Kemikte Üreme Periost Kalýnlaþmasý Tutulum

Kontrol Yok Yok Yok Yok
Hematojen 1 3 (%50) 3 (%50) 4 (%66.7) 4 (%66.7)
Hematojen 2 4 (%66.7) 4 (%66.7) 4 (%66.7) 3 (%50)
Post-travmatik 1 4 (%66.7) 5 (%83.3) 5 (%83.3) 2 (%33.3)
Post-travmatik 2 4 (%66.7) 5 (%83.3) 5 (%83.3) 2 (%33.3)

yer alan altý deneðin tibia örneklerinde kemik iliði
rimerizasyonu nedeniyle hasarlanmýþ olan defekt
bölgesi ve bu alanda yeni kemik yapýmýyla uyumlu
olarak osteoblastik aktivitede artýþ göze çarptý.
Kompakt kemikte Havers kanallarý, iç ve dýþ
sirkumferensiyal kemik lamelleri, periost ve kemik
iliði normal olarak izlendi (Þekil 1). Diðer gruplarda
infeksiyon bulgusu olarak kemik iliðinde
polimorfonükleer lökosit (PNL) infiltrasyonu ve
periost kalýnlaþmasý gözlendi (Þekil 2). Buna ek
olarak bazý deneklerde, kemik iliðinde
fibroblastlarýn ve bað dokusu liflerinin yoðun olarak
bulunduðu belirlendi (Þekil 3). Beþinci gruptaki bir
denekte, kemik onarýmý alanýndaki osteoklast
aktivitesinde yoðun artýþ dikkati çekti. Her iki
grupta da yabancý cisim varlýðýnýn, tibiadaki
infeksiyon bulgularýnýn þiddetini etkilemediði
gözlendi (hematojen modeller için RR= 1[0.44,
2.22], post-travmatik modeller için RR=1[0.6,
1.66]).

Tibia dýþýndaki organlarýn herhangi birine ait
mikroskobik infeksiyon bulgusu (vaskülarizasyonda
artýþ ve yaygýn lökosit infiltrasyonu) sistemik
tutulum olarak kabul edildi. Bu bulgulara en sýk
böbrekte, ikinci sýklýkta ise akciðerde rastlandý.
Yabancý cisim uygulanmasýnýn, S. aureus un diðer
organlarda infeksiyon odaklarý yapma olasýlýðýný
deðiþtirmediði gözlendi. (hematojen modeller için
RR= 1.33 (%95 CI[0.5, 3.55]), post-travmatik
modeller için RR= 1[0.2, 4.95]).

TARTIÞMA

Osteomyelitlerin çoðu bakteriyel kökenli olup iki
ana grupta incelenirler. Birinci grup daha çok
çocuklarda görülen ve hematojen yayýlým ile
oluþan osteomyelitler (hematojen osteomyelit);
ikinci grup ise daha çok eriþkinlerde rastlanan ve
lokal travma (açýk kýrýk, cerrahi uygulama) sonrasý
bulaþma sonucu oluþan osteomyelitlerdir (post-
travmatik osteomyelit9. Her iki grubun infeksiyon
sürecinde kiþinin baðýþýklýk sistemine ve
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mikroorganizmanýn virülansýna baðlý birçok faktör
rol oynar. Bu nedenle gerek deneysel gerekse klinik
çalýþmalarda metodolojik bir yol izlenmesi
gereklidir. Ýnsanlarda, hastalýðýn ne zaman
baþladýðýný bilmek ve deðiþkenlere müdahale
edebilmek þansý olmadýðý için kontrollü çalýþmalar
yapmak olasý deðildir. Bu durumda hayvan
deneyleri, osteomyelit patogenezi ve tedavisinin
incelenebildiði en güvenilir yöntemler olarak
karþýmýza çýkmaktadýr. Biz de çalýþmamýzda,
osteomyelite karþý insan baðýþýklýk sistemindekine
benzer cevaplar verdiði10 gözlenmiþ olan inbred
fýndýk faresi türünü kullandýk.

Her iki osteomyelit tipinde de en fazla karþýlaþýlan
mikroorganizma S. aureus� tur1,9. Kemiðin
ekstraselüler matriks moleküllerini tanýyarak
adezyon saðlayan yüzey proteinleri yardýmý ile S.
aureus, tedaviye dirençli ve kronikleþen
infeksiyonlara neden olmaktadýr11. Tedavi amaçlý
hayvan deneylerinde, fazla sayýda infekte denek
saðlayabilmek için uygulanan canlý bakteri sayýsýnýn
106 ve 108 gibi yüksek tutulmasý önerilmekle
birlikte patogenez üzerine yapýlacak çalýþmalarda
deneðin savunma mekanizmalarýný tamamen
ortadan kaldýrmamak için daha az sayýda canlý
bakteri içeren süspansiyonlarýn kullanýlmasý
önerilmektedir3. Biz de yabancý cisim
uygulanmasýnýn lokal ve sistemik olarak patogenezi
nasýl etkilediðini araþtýrdýðýmýz bu çalýþmamýzda
hem hematojen hem de post-travmatik osteomyelit
gruplarýna 2x105 canlý MRSA inoküle edecek
þekilde hazýrlanan süspansiyonlar kullandýk.

Günümüze kadar birçok hematojen ve post-
travmatik hayvan osteomyelit modeli
tanýmlanmýþtýr. Fakat insanda oluþan osteomyelit
patogenezini tamamen taklit eden bir hayvan
modeli oluþturmak olasý deðildir. Günümüzde
kabul gören metodlara bakýldýðýnda deneysel
osteomyelit oluþturabilmek için öncelikle lokal
kemik hasarý yapmak gerektiði ve bunun için
mekanik10,12 ya da þimik4,13 yöntemlerin
uygulandýðý görülmektedir. Ýnfeksiyon ortamýna
eklenecek yabancý cisimlerin fibrinojen ve
fibronektin gibi adeziv moleküller tarafýndan
kaplanarak mikrobiyal yerleþmeyi kolaylaþtýran
ortamlar oluþturduðu yayýnlanmýþ olmakla
birlikte5,6 bu iþlemin infeksiyonu arttýrýp arttýrmadýðý
tartýþmalýdýr. Ýnvitro14 çalýþmalarda metal
kullanýmýnýn infeksiyon riskini arttýrmadýðý, invivo
çalýþmalarda ise kullanýlan hayvan modeline baðlý
olarak sonuçlarýn deðiþebileceði savunulmuþtur12.
Biz MRSA ile oluþturduðumuz hematojen ve post-

Þekil 3: Kemik onarýmý alanýnýn (K) daha büyük büyütmedeki
mikrografýnda, bu alanýn kemik iliði tarafýndaki osteoklastik
aktivite (oklar) ve kemik iliðindeki (Ki) çok miktarda bað dokusu
elemaný izleniyor. Hematoksilen eozin x 200.

Þekil 1: Kontrol grubuna ait ýþýk mikrografta, kemik onarýmý
alaný (K), kemik iliði (Ki), periost (P) ve havers kanallarý
izleniyor. Hematoksilen eozin x 100.

Þekil 2: Kemik iliðinde (Ki) polimorfonükleer lökosit
infiltrasyonunun çok belirgin olarak izlendiði mikrografta, periost
kalýnlaþmasý (P) ve periost çevresinde yer alan granülasyon
dokusu (G) da görülüyor. Hematoksilen eozin x 100.
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travmatik osteomyelit modellerinde yabancý cisim
varlýðýnýn infeksiyon olasýlýðýný ve þiddetini
arttýrmadýðýný gördük. Kemikte yapýlan iþlem
sýrasýnda medüller kanalýn kan akýmý bozulmakta
ve oluþan kan pýhtýlarý bakteri için iyi bir yatak
görevi yapmaktadýr. Damarlanmasý bozulmuþ olan
bu or tamda bakteriler, konaðýn baðýþýklýk
sisteminden kendilerini koruyabilmektedir. Elde
ettiðimiz sonuçlar doðrultusunda bakteri
yerleþmesini tetikleyen asýl faktörün lokal kemik
hasarý olduðunu ve yabancý cisim varlýðýnýn bu
süreci deðiþtirmediði kanaatine vardýk.

Kemiðe yerleþtirilen yabancý cisimlerin bakteri
adezyonu için bir yatak oluþturacaðý vurgulanmýþ
ve sistemik yayýlýmý engelleyebileceði
savlanmýþtýr15. Özellikle antibiyotik tedavilerinin
etkinliklerinin çalýþýldýðý akut osteomyelit
modellerinde tedaviye verilen cevabý
etkileyebilecek sekonder organ tutulumlarýnýn
ortaya konmasý çalýþmalarýn standardizasyonunu
saðlayacaktýr. Bu yayýlýmýn, kullanýlan modele baðlý
olabileceðini düþünerek çalýþmamýzda hem
hematojen hem de post-travmatik osteomyelit
modellerinde yabancý cisim eklenmesinin diðer
organlarda infeksiyon odaklarý oluþmasý üzerine
etkilerini araþtýrdýk ve gruplar arasýnda bir deðiþiklik
olmadýðýný gözledik. Günümüze kadar sekonder
organ tutulumlarý bakteri suþlarýnýn IV olarak
uygulandýðý yöntemlerde araþtýrýlmýþ3 ve
intramedüller bakteri inokulasyonunun yapýldýðý
yöntemlerde, diðer organlarda geliþen infeksiyon
odaklarý incelenmemiþtir. Bu çalýþmadaki post-
travmatik osteomyelit modeli oluþturulan
deneklerin diðer organlarýnda histopatolojik olarak
infeksiyon odaklarý saptanmasý, lokal uygulanan
bakterilerin kemiðin venöz dolaþýmý ile sistemik
dolaþýma katýlarak bakteriyemi yapabildiðini
düþündürmüþtür. Tanýmlanmýþ olan post-travmatik
osteomyelit modellerinin, hastalýðýn patogenezini
aydýnlatmak için daha ayrýntýlý gözden geçirilmesi
gerektiðini düþünüyoruz.

Bu çalýþmada, fýndýk farelerinde MRSA ile
oluþturulan hematojen ve post-travmatik
osteomyelitin, ortamda bulunan yabancý
cisimlerden baðýmsýz olarak geliþtiði gösterilmiþtir.
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