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OZET

Giris: Bu calismada farelerde olusturulan akut
hematojen ve post-travmatik osteomyelit
modellerinde, kemige yerlestirilen yabanci
cisimlerin lokal infeksiyon bulgulari ve diger organ
tutulumlari tzerine etkileri arastirilmigtr.

Gerec ve Yontem: Calismada kullanilan 30 adet
findik faresi bes gruba ayrildi. Bitiin deneklerde
mediiller kanal hasari olusturulup ilk grup kontrol
grubu olarak alindi. Ikinci ve ticiincii grupta
metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
susu ile hematojen osteomyelit modeli olusturudu
ve 3. grupta mediller kanala silikon dren parcasi
konuldu. Dérdinct ve besinci grupta MRSA ile
post-travmatik osteomyelit modeli olusturularak 5.
grupta mediiller kanala silikon dren parcasi
konuldu. Fareler 10. glinde oldirtilerek tibialart
makroskopik, mikrobiyolojik ve histopatolojik
olarak incelendi. Kan kulttrii 6rneklerinin ekimi
yapildi. Karaciger, dalak, bobrek, kalp kasi, akciger
ve beyin dokularindan alinan 6rnekler
histopatolojik olarak incelendi. Grup 2 ile 3’n
bulgulart ve Grup 4 ile 5’in bulgular1 SPSS 9.05
istatistik programinda relatif risk tahmini
hesaplanarak karsilagtirildi.

Bulgular: Kontrol grubunda lokal ve sistemik
infeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Hematojen ve
post-travmatik osteomyelit modellerinde yabanci
cisim uygulanmasinin lokal ve sistemik infeksiyon
bulgular tizerine bir etkisi olmadigt gozlendi.

Tartisma: Osteomuyelitte, bakterinin kemige
yerlesimi siirecinin ortamda bulunan yabanci
cisimlerden bagimsiz olarak seyrettigi kanisina
varildi.

Anahtar Kelimeler: Osteomyelit, Hayvan
Modeli, Yabanci 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 Kkilled 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.

* Yrd. Dog. Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dalr.
#% Yrd. Dog. Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali.
*#% Yrd. Dog. Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal:.
###% Doc, Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart Anabilim Dalr.
##a5% Aras Gor. Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dalr.
#xxwkx Prof Dy, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali.



ARTROPLASTIi ARTROSKOPIK CERRAHI / JOURNAL OF ARTHROPLASTY & ARTHROSOPIC SURGERY 95

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.

GiRiS

Osteomuyelit periostu, korteksi ve mediillay: tutan
infektif bir klinik tablodur. Geligim stirecinde kiginin
bagisiklik sistemi ve mikroorganizmanin virtilanst
ile ilgili bircok faktér rol oynadid icin heniiz
osteomyelitin patogenezi, profilaksisi, erken tanisi
ve tedavisi konusunda fikir birligine varillamamustir.
Bu nedenle tedavi amagh yaklagimlari, iyi

tanimlanmig hayvan modellerini kullanarak
deneysel ortamlara tasimak gerekir.

Deneysel osteomyelit modeli olusturabilmek icin
oncelikle lokal kemik hasart yapmak
gerekmektedirl234, Bazi caligmalarda ise mediiller
kanal icine yabanci cisim koyarak osteomyelit
olusturulmasi énerilir>67. Bu modellerin kemikte
infeksiyon yapabilme 6zellikleri ayrintili olarak
arastirlmis olmasina karsin yabanci cisim varliginin
infeksiyon siddetini arttirip arttirmadi@i ve diger
organlarda infeksiyon odaklari olugsmasini ne
derecede etkiledigi ayni ilgi ile
degerlendirilmemistir. Bu calismada hem
hematojen hem de post-travmatik akut osteomyelit
modeli olusturulan deneklerde yabanci cisim
uygulamasinin bu parametreler tizerine etkileri
aragtirildi.

GEREC VE YONTEM

Bakteri: Calismada, bir toraks operasyonu
sonrasinda gelisen infeksiyon etkeni olarak izole
edilen metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) susu kullanildi. Bakterinin infektivitesi
findik faresi peritonuna verilerek kanitlandi.
Metisilin direncini kontrol etmek icin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanildi..

inokulumun hazirlanmasi: %2 NaCl eklenmis
koyun kanli agarda 35°C’de 16 saat inkube
edildikten sonra direkt plaktan alinan bakteriler
%0,85 NaCl ile stispanse edildi. 5000 devir/dakika
hiz ile 15 dk santrifije edilip st kisim dokilerek
dipteki ¢okeltive 10cc %0,85 NaCl eklendi ve bu

islem iki defa tekrarlandi. En son ¢okeltiye tekrar
%0,85 NaCl eklenerek spektrofotometrik
kontrollerle 0.5 McFarland ile esit bulaniklikta
bakteri stispansiyonu (2x108 CFU/ml) hazirlandi.
Standart bakteri stispansiyonu, IV uygulama icin
2x10° CFU/0.2 ml (birinci siispansiyon) ve
intramediiller uygulama icin 2x10° CFU/0.05ml
(ikinci stispansiyon) canh bakteri iceren iki ayri
stispansiyon elde edilecek sekilde %0,85 NaCl ile
sulandirildi.

Denekler ve i§lem: Calismada 30 adet, patojen
tagimayan, 25-40 gr agirhiginda, disi, inbred findik
faresi kullanildi. Deneklere calisma siiresince
standart yem ve sehir suyu verildi. Gunliik 21°C’de
12 saatlik aydinlik-karanlik ortam saglandi.

Farelerin anestezisi, kas igcine 80 mg/kg dozda
ketamin hidroklorid (Ketalar®; EWL Eczacibasi
Warner Lambert Istanbul-Tiirkiye) enjeksiyonuyla
saglandi. Butin farelerin sol cruris proksimal
antero-medial yiizleri trag edildikten sonra bittin
bacak %10 poviodin solusyonuyla (Biokadin®;
Biokar Diizce-Turkiye) boyandi. Cilt-cilt alt1 steril
olarak gecildikten sonra 11 no bisturi ucu ile periost
swyrildi. 22 no igne ucuyla tibia proksimal metafizer
bolge korteksi manuel olarak delindi ve igne ucu
ile rimerizasyon yapilarak meddller kanal hasari
olusturuldu. Bu islemden sonra denekler esit
sayida 5 grup olusturacak sekilde ayrildi. Birinci
grup kontrol grubu olarak alindi ve bakteri
uygulanmadi; 2. grubun (hematojen 1) kuyruk
veninden 0.2 ml birinci bakteri siispansiyonu
verildi; 3. gruba (hematojen 2) mediiller kanala
0.1x0.2 cm silikon dren parcast konulduktan sonra
kuyruk veninden 0.2 ml birinci bakteri
stspansiyonu verildi; 4. gruba (post-travmatik 1)
mediiller kanala ikinci bakteri siispansiyonundan
0.05 ml verildi; 5. gruba (post-travmatik 2) ikinci
bakteri stispansivonundan 0.05 ml intrameduller
olarak verildikten sonra meduiller kanala 0.1x0.2
cm silikon dren parcasi kondu. Islemin sonunda
cilt katkit iplikle kapatildi. Uygulama sonrasi
doérdiinct glinde 2. gruptan bir fare exitus oldu.
Steril sartlarda ¢ikartilan sol tibiasindan alinan
ornek ve intrakardiak kan 6rnegi kanh agara ekildi.
Karaciger, bobrek, dalak ve akcigerden alinan doku
ornekleri histopatolojik olarak incelendi. Onuncu
giinde butin denekler servikal dislokasyon ile
olduraldi. Sol cruriste 6dem, fistll ve tibiada apse
odagi olup olmadigi degerlendirildi. Mikrobiyolojik
inceleme igin steril sartlarda tibialardan alinan
ornekler ve intrakardiak kan érnekleri kanli agara
ekildi. Kultir sonuclart 35°C de 24 saatlik
inkiibasyondan sonra degerlendirildi. Histopatolojik
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degerlendirme icin deneklerden alinan tibia,
karaciger, bobrek, dalak, beyin, akciger ve kalp
dokular1, %10’luk formalinde tesbit edildi. Tibia
ornekleri, %5’lik nitrik asit soltisyonunda bir glin
bekletilerek dekalsifiye edildi. Daha sonra diger doku
ornekleriyle birlikte rutin doku takibi prosediirii
uygulanarak, parafin bloklar elde edildi. Mikrotom
(Leica 2125RT) araciligiyla 5mm’lik kesitler alindi.
Kesitler deparafinizasyonu takiben hematoksilen
eozin boyasi ile boyanip Olympus BX50 1sik
mikroskobu ile degerlendirildi ve Olympus PM10SP
fotograf sistemi ile fotograflar: cekildi.

istatistiksel degerlendirme: ikinci ve ticiincii
gruplar ile 4. ve 5. gruplar arasindaki istatistiksel
degerlendirme bilgisayar ortaminda SPSS for
Windows 9.05 kullanilarak relatif risk tahmini (RR)
ile yapildi®.

SONUCLAR

Dérdinct giinde exitus olan denegin kan ve tibia
kilturlerinde S. aureus izole edildi. Diger
organlarinda yaygin PNL infiltrasyonu gézlendi.
Olim nedeninin sepsis oldugu disiinildii.
Deneklerin makroskobik, mikrobiyolojik ve
histopatolojik bulgulart Tablo I'de verilmistir.

Hematojen ve post-travmatik osteomyelit
modellerinde yabanci cisim uygulanmasinin
makroskopik bulgulari arttirmadigi gozlendi (sirast
ile RR= 1.5 (%95 CI[0.3, 5.9]), RR 1[0.44, 2.22]).

Exitus olan disinda diger deneklerin kan
kiltiriinde treme olmadi. Grup 2 ve grup 5 in
tibia kiltiirlerinde birer denekte (%16.7) MRSA'a
ek olarak sirasiyla Enterobacter cloacea ve
Klebsiella pneumoniae Uredi. Hematojen ve
posttravmatik osteomyelit modellerinde yabanci
cisim uygulanmasinin tibia kulttrlerindeki tireme
oranini arttirmadigt gozlendi (sirasi ile RR=1.5
(%95 CI[0.3, 5.9]), RR=1[0.6, 1.66]).

Histopatolojk degerlendirmede kontrol grubunda

yer alan alti denegin tibia 6érneklerinde kemik iligi
rimerizasyonu nedeniyle hasarlanmis olan defekt
bdlgesi ve bu alanda yeni kemik yapimiyla uyumlu
olarak osteoblastik aktivitede artis goze carpti.
Kompakt kemikte Havers kanallari, i¢ ve dig
sirkumferensiyal kemik lamelleri, periost ve kemik
iligi normal olarak izlendi (Sekil 1). Diger gruplarda
infeksiyon bulgusu olarak kemik iliginde
polimorfontikleer 16kosit (PNL) infiltrasyonu ve
periost kalinlasmasi goézlendi (Sekil 2). Buna ek
olarak bazi deneklerde, kemik iliginde
fibroblastlarin ve bag dokusu liflerinin yogun olarak
bulundugu belirlendi (Sekil 3). Besinci gruptaki bir
denekte, kemik onarimi alanindaki osteoklast
aktivitesinde yogun artis dikkati cekti. Her iki
grupta da yabanci cisim varliginin, tibiadaki
infeksiyon bulgularinin siddetini etkilemedigi
gozlendi (hematojen modeller icin RR= 1[0.44,
2.22], post-travmatik modeller icin RR=1[0.6,
1.66]).

Tibia disindaki organlarin herhangi birine ait
mikroskobik infeksiyon bulgusu (vaskiilarizasyonda
artis ve yaygin lokosit infiltrasyonu) sistemik
tutulum olarak kabul edildi. Bu bulgulara en sik
bobrekte, ikinci siklikta ise akcigerde rastlandi.
Yabanci cisim uygulanmasinin, S. aureus un diger
organlarda infeksiyon odaklari yapma olasiligini
degistirmedigi gozlendi. (hematojen modeller icin
RR= 1.33 (%95 CI[0.5, 3.55]), post-travmatik
modeller icin RR= 1[0.2, 4.95]).

TARTISMA

Osteomyelitlerin ¢ogu bakteriyel kokenli olup iki
ana grupta incelenirler. Birinci grup daha cok
cocuklarda gorilen ve hematojen yayilim ile
olusan osteomyelitler (hematojen osteomyelit);
ikinci grup ise daha cok erigkinlerde rastlanan ve
lokal travma (acik kirik, cerrahi uygulama) sonrasi
bulasma sonucu olusan osteomyelitlerdir (post-
travmatik osteomuyelit®. Her iki grubun infeksiyon
siirecinde kisinin bagisiklik sistemine ve

Tablo 1
Deney Gruplarindaki Makroskopik, Mikrobiyolojik ve Histopatolojik Bulgular

. PNL infiltrasyonu Sistemik
Gruplar Odem, Apse, Fistiil Kemikte Ureme Periost Kalinlasmasi 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)
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A

Sekil 1: Kontrol grubuna ait 151k mikrografta, kemik onarimi
alani (K), kemik iligi (Ki), periost (P) ve havers kanallari
izleniyor. Hematoksilen eozin x 100.

Sekil 2: Kemik iliginde (Ki) polimorfontiikleer l6kosit
infiltrasyonunun ¢ok belirgin olarak izlendigi mikrografta, periost
kalinlasmasi (P) ve periost gevresinde yer alan graniilasyon
dokusu (G) da goruluyor. Hematoksilen eozin x 100.

Sekil 3: Kemik onarimi alaninin (K) daha biiyiik buytitmedeki
mikrografinda, bu alanin kemik iligi tarafindaki osteoklastik
aktivite (oklar) ve kemik iligindeki (Ki) cok miktarda bag dokusu
elemant izleniyor. Hematoksilen eozin x 200.

mikroorganizmanin virtilansina baglh bircok faktor
rol oynar. Bu nedenle gerek deneysel gerekse klinik
calismalarda metodolojik bir yol izlenmesi
gereklidir. Insanlarda, hastaligin ne zaman
basladigini bilmek ve degiskenlere mudahale
edebilmek sansi olmadid igin kontrollii caligmalar
yapmak olasi degildir. Bu durumda hayvan
deneyleri, osteomyelit patogenezi ve tedavisinin
incelenebildigi en glvenilir yontemler olarak
karsimiza cikmaktadir. Biz de caligmamizda,
osteomyelite karst insan bagisiklik sistemindekine
benzer cevaplar verdigil® gézlenmis olan inbred
findik faresi ttirtinti kullandik.

Her iki osteomyelit tipinde de en fazla karsilagilan
mikroorganizma S. aureus’ turl?. Kemigin
ekstraseltiler matriks molekiillerini taniyarak
adezyon saglayan yiizey proteinleri yardimi ile S.
aureus, tedaviye direncli ve kroniklesen
infeksiyonlara neden olmaktadir!!. Tedavi amagch
hayvan deneylerinde, fazla sayida infekte denek
saglayabilmek icin uygulanan canli bakteri sayisinin
106 ve 108 gibi yiiksek tutulmas: &nerilmekle
birlikte patogenez lzerine yapilacak ¢alismalarda
denegin savunma mekanizmalarini tamamen
ortadan kaldirmamak igin daha az sayida canli
bakteri iceren stspansiyonlarin kullanilmasi
dnerilmektedir3. Biz de vyabanci cisim
uygulanmasinin lokal ve sistemik olarak patogenezi
nasil etkiledigini arastirdigimiz bu calisgmamizda
hem hematojen hem de post-travmatik osteomyelit
gruplarina 2x10° canli MRSA inokiile edecek
sekilde hazirlanan stspansiyonlar kullandik.

Glinimize kadar bircok hematojen ve post-
travmatik hayvan osteomyelit modeli
tanimlanmustir. Fakat insanda olusan osteomyelit
patogenezini tamamen taklit eden bir hayvan
modeli olusturmak olasi degildir. Gintimitizde
kabul goren metodlara bakildiginda deneysel
osteomyelit olusturabilmek igin 6ncelikle lokal
kemik hasari yapmak gerektigi ve bunun igin
mekanik10.12 ya da simik%13 yéntemlerin
uygulandigi gorilmektedir. Infeksiyon ortamina
eklenecek yabanci cisimlerin fibrinojen ve
fibronektin gibi adeziv molekiiller tarafindan
kaplanarak mikrobiyal yerlesmeyi kolaylastiran
ortamlar olusturdugu yayinlanmis olmakla
birlikte®6 bu islemin infeksiyonu arttirip arthirmadig
tartismalidir. Invitrol4 calismalarda metal
kullaniminin infeksiyon riskini arttirmadigi, invivo
galismalarda ise kullanilan hayvan modeline bagl
olarak sonuclarin degisebilecegi savunulmustur!2.
Biz MRSA ile olusturdugumuz hematojen ve post-
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travmatik osteomyelit modellerinde yabanci cisim
varliginin infeksiyon olasiligini ve siddetini
arttirmadigini gérdiik. Kemikte yapilan iglem
sirasinda mediiller kanalin kan akimi bozulmakta
ve olusan kan pihtilart bakteri icin iyi bir yatak
gorevi yapmaktadir. Damarlanmasi bozulmus olan
bu ortamda bakteriler, konagin bagisiklik
sisteminden kendilerini koruyabilmektedir. Elde
ettigimiz sonuclar dogrultusunda bakteri
yerlesmesini tetikleyen asil faktoriin lokal kemik
hasar1 oldugunu ve yabanci cisim varliginin bu
streci degistirmedigi kanaatine vardik.

Kemige yerlestirilen yabanci cisimlerin bakteri
adezyonu icin bir yatak olusturacagi vurgulanmig
ve sistemik yayilimi engelleyebilecegi
savlanmustir!®. Ozellikle antibiyotik tedavilerinin
etkinliklerinin calisildigi akut osteomyelit
modellerinde tedaviye verilen cevabi
etkileyebilecek sekonder organ tutulumlarinin
ortaya konmasi calismalarin standardizasyonunu
sag@layacaktir. Bu yayilimin, kullanilan modele bagli
olabilecegini distinerek galismamizda hem
hematojen hem de post-travmatik osteomyelit
modellerinde yabanci cisim eklenmesinin diger
organlarda infeksiyon odaklari olusmasi lzerine
etkilerini aragtirdik ve gruplar arasinda bir degisiklik
olmadigini gozledik. Ginimuze kadar sekonder
organ tutulumlart bakteri suslarinin IV olarak
uygulandigi yoéntemlerde arastirilmisd® ve
intrameduller bakteri inokulasyonunun yapildidi
yontemlerde, diger organlarda gelisen infeksiyon
odaklar: incelenmemistir. Bu caligmadaki post-
travmatik osteomyelit modeli olusturulan
deneklerin diger organlarinda histopatolojik olarak
infeksiyon odaklari saptanmasi, lokal uygulanan
bakterilerin kemigin ventz dolasimi ile sistemik
dolasima katilarak bakteriyemi yapabildigini
distindirmustiir. Tanimlanmig olan post-travmatik
osteomyelit modellerinin, hastaligin patogenezini
aydinlatmak i¢in daha ayrintili gozden gecirilmesi
gerektigini distiniyoruz.

Bu calismada, findik farelerinde MRSA ile
olusturulan hematojen ve post-travmatik
osteomyelitin, ortamda bulunan yabanci
cisimlerden ba@imsiz olarak gelistigi gosterilmistir.
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