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OZET

Ipci K, Orta Kulak Bakteriyel Patojenlerinin Nazofaringeal Sekresyon ve Orta Kulak
Efiizyonunda PCR(Polymerase Chain Reaction) ve Kiiltir Yontemleriyle
Tespiti,Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal,
Uzmanhik Tezi,Ankara, 2006.

Eflizyonlu Otitis Media ¢ocukluk c¢aginda c¢ok sik goriilen ve c¢ocuklardaki isitme
kayiplarinin en 6nemli nedenini teskil eden bir hastaliktir. Etyolojide rol oynayan etkenler
arasinda en sik H.Influenza basta olmak iizere S.Pneumonia ve M.Catarrhalis gibi patojenler
yer almaktadir. Bu patojenlerin tespiti konvansiyonel yontemlerden olan kiiltiir teknigi veya
bugiin kendinden sik¢a sz ettiren polimeraz zincir reaksiyonu(PCR) ile yapilabilmektedir.
PCR,yavas biiyiiyen, kiiltiirde iiretimi zor olan patojenlerin sensitif ve spesifik olarak
saptanmasini saglayan bir tekniktir. Orta kulak efiizyonlarinda kiiltiir pozitifligi %20ile %30
arasinda degisirken PCR ile bu oran %75’e kadar ¢ikabilmektedir. Biz bu ¢alismada EOM
tanis1 alan ¢ocuklarda nazofarinks ve orta kulak efiizyonunda etken patojenleri saptamayzi,
nazofarinkste yer alan mikroorganizmanin OME’de hastalik etkeni olup olmadigini ortaya
koymay1 ve hem nazofarinkste hem de orta kulak eflizyonunda multiplex PCR verilerini
kiiltiir sonuglari ile karsilagtirarak uygulanan teknigin farkini ortaya koymay1 amagladik. Bu
dogrultuda EOM tanis1 almis 100 kulak ve bu hastalara ait 53 nazofarinks sekresyonu hasta
grubu olarak almirken, 102 saglikli nazofarinks ©Orne8i de kontrol grubu olarak
alindi.Sonucglara baktigimizda 6rnek saymmizin azliindan otiirii nazofarinksteki patojenin
kulakta da hastalik etkeni oldugunu sdyleyememekteyiz. S.Pneumonia, H.Influenza ve
Moraxella Catarrhalis goz onilinde bulunduruldugunda kiiltiirle pozitiflik oran1 %14 olup,
PCR ile bu oran %29’a cikmaktadir.Sonu¢ olarak o6rnek sayisinin yetersizliginden otiirii
istatistiksel olarak sensitif ya da spesifik bulunmasa da  PCR’m kiiltiire gore patojeni
saptamada daha etkin oldugunu soyleyebiliriz.EOM olan hastalarin nazofarinksinde ise
H.Influenza % 7.5 oraminda, kontrol grubunda % 3.9 olarak saptanmistir. S.Pneumonia ise
hasta nazofarinkslerinde % 17 sikliginda goriiliirken kontrol grubunda ise % 9.8 olarak
bulunmustur.Dolayisiyla 6rnek sayisinin azligindan 6tiirii istatistiksel olarak anlamli olmasa
da hasta popiilasyonunun nazofarinksinde orta kulak patojenlerinin daha sik rastlandigini

gormekteyiz.

Anahtar kelimeler:Efiizyonlu otitis media, PCR kiiltiir.



ABSTRACT

Ipci K, The Determination of Middle Ear Bacterial Pathogens in Middle Ear Effusion
and Nasopharyngeal Secretion by Culture and PCR(Polymerase Chain Reaction)
Methods,  Hacettepe  University = Faculty of Medicine , Thesis in
Otorhinolaryngology,Ankara 2006.

Otitis media with effusion is a very frequent disease of the childhood and it is the most
frequent cause of hearing loss in children. Among the etiologic agents, H.influenza is the
leading one followed by S.Pneumonia ve M.Catarrhalis.Identification of these agents are
carried out either by conventional technique such as culture method or by recently popular
method polymerase chain reaction(PCR).PCR is a technique which enables us to identify
pathogens that are slowly or hard to grow in in-vitro conditions sensitively and
specifically..The culture positivity varies between 20% and 30, but this ratio can rise up to
75% with PCR. In this we aimed to compare the effectiveness of culture and PCR in detecting
the pathogen in middle ear effusion; to determine whether the microorganism in nasopharynx
is the pathogen in the diseased ear and to show that middle ear pathogens colonize more in
nasopharynx of ill children compared to healthy ones. In this respect 100 ears, 53
nasopharynx secretion samples belonging to ill children and 102 control nasopharynx samples
are included in the study. In our study, regarding S.Pneumonia, H.Influenza and Moraxella
Catarrhalis,culture positivity rate is 14% and rises up to 29% with PCR so we succeeded to
conclude that PCR is superior than culture in identifying the microorganism more efficiently.
However since the sample size is small, it is not possible yet to call the difference sensitive
and specific statistically. We also can not show that the pathogen in nasopharynx is also
responsible for the disease in the ear due to small sample size. Finally it is also found out
that middle ear pathogens colonize more in nasopharynx of diseased children with respect

to healthy ones despite the lack of statistical significance due to limited samle size.

Key words:Otitis media with effusion,PCR, culture.
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GIRIS

Effiizyonlu otit(EOM) ¢ocukluk caginin en sik hastaliklarindan biridir(1).
OME siklikla wviral st solunum yollariyla yakin ilgisi olan akut otitis
media(AOM) epizodunu takip eder ve ¢ocukluk c¢aginin en sik isitme kaybi
nedenidir(2). Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 2.2 milyon EOM atagi
teshis edildigi ve bunun yillik 4 milyar Amerikan Dolar1 harcamaya neden
oldugu bildirilmistir(3). Ulkemizde de bu hastaliga sik rastlanmaktadir.Yapilan
caligmalarda EOM prevalansi %S5 ile %18 arasinda bulunmustur(4-7).

Cok sik rastlanan bir hastalik olmasina ragmen etyopatogenezi halen tam
olarak acikliga kavusmamistir. Ge¢miste EOM’nin tamamen inflamatuar bir
siire¢ oldugu ve efiizyonun steril oldugu kabul edilmistir. Ancak bu inanis
1958’de Senturia ve arkadaslarinin efiizyondan yaptiklar1 kiiltiirlerde bakteri
tespit etmesine kadar devam etmistir(8§). Bu donemden sonra EOM’nin
infeksiydz etyoloji sonucu olustugu ortaya konmustur. Ancak buna ragmen
kiiltirle orta kulak eflizyonlarinin  sadece  %20-40 arast1  pozitif
saptanmaktadir(9).

EOM tedavisinde etyopatogenezde oldugu gibi tedavide de tam bir goriis
birligi yoktur. Hastaligin tedavisi medikal veya cerrahi olabilmekle beraber
kombine yaklagimlar da uygulanmaktadir. Ancak bu tedavilerin etkinligini
tartisan ve tedavi vermeden yakin takibi benimseyen pek ¢ok ¢alisma da artik
literatiire girmektedir. Yaklasimda en 6nemli nokta tedavi veya takip ne olursa
olsun bu hastaligin kendi haline birakilmamasi gerekliligi ve komplikasyonlarin
onlenme gercegidir. Bu asamada da hastaliin taninmasimnin 6nemi ortaya
cikmaktadir.

Tam1 daha cok klinik olarak konmasina ve ampirik tedavi buna gore
baslanmasina ragmen segilen antibiyotik ve etkinligi agisindan mikrobiyolojik

tan1 da Onem arz etmektedir.Bu sayede, etkene yonelik tedavi ile direng



gelisimi ve tedaviye yanitsizlik gibi sorunlarin en aza indirgenmesi ve
komplikasyonlarin 6niine gecilmesi amaglanmaktadir.

Tanida konvansiyonel yontemlerden olan kiiltiir yaninda yakin zamanda
buna ek olarak orta kulak efiizyonlarinda bakteriyel DNA tespit etmeye yonelik
PCR(Polymerase Chain Reaction) tabanli testler gelistirilmistir. Bu testlerle
pozitif sonug elde etme oranlart %80 (%50-%77.3)’e kadar ulasmistir(10,11).
PCR yoOntemleri de kendi i¢lerinde gelisim kaydetmistir. Giinlimiizde artik
bir¢ok etkenin simultane tespitini saglayan multiplex PCR ve kontaminasyonu
minimuma indiren, hizli ve sensitif sonu¢ verebilen, kullanimi kolay real-time
PCR metodlar1 kullanilmaktadir. Gerek kiiltiir ve gerek PCR sonuglarina gore
orta kulak efiizyonlarinda en sik karsilasilan bakteriyel ajanlar Haemophilus
infuenza,  Streptococcus  pneumonia, ve Moraxella (Branhamella)
catarrhalis’dir(12).

Orta kulak eflizyonunda yapilan kiiltiir sonucu saptanma oranlari
H.Influenza %8-20, S.Pneumonia %4-10, M.Catarrhalis icin %?2-8 olarak
saptanmistir(13).PCR ile patojenlerin tespiti literatiirde yapilan ¢alismalarda ise
Haemophilus infuenza i¢in %12.5-70.2, Streptococcus pneumoni igin %6.4-35,
ve Moraxella (Branhamella) catarrhalis i¢in %16-63 olarak tespit
edilmistir(14).

Bu calismada amac¢ tanida kiiltiir yontemi ve multiplex PCR ydnteminin
etkinliginin karsilastirilmasi1 ve EOM etyopatogenezinde en 6nemli role sahip

patojenlerin nazofarinkste kolonizasyonun gdsterilmesidir.



GENEL BILGILER

2.1. Tanim

Efiizyonlu otitis media(EOM), intakt bir timpanik membran arkasinda ‘orta
kulak eflizyonu’ ad1 verilen sivi mevcudiyeti ile karakterize ates ve kulak agrisi
gibi akut semptom bulunmayan, ¢ogunlukla efiizyona bagli iletim tipi isitme
kayb1 sonucu ¢ocugun dil gelisiminde gecikme ve duyarsizlik sonucu fark
edilen bir hastaliktir. EOM  efiizyonun mevcut oldugu siireye gore
smiflandirilir. <3 hafta siliren efiizyon varliginda ‘akut’, 3 hafta ile 3 ay arasi
siiren eflizyonda ‘subakut’ ve >3 ay varolan eflizyonda ise ‘kronik> EOM’den
bahsedilir(15).

2.2. Epidemiyoloji

EOM’nin llkemizdeki sikligim1 gosteren bir rakam mevcut degildir.
Ancak cesitli bolgelerde yapilmis c¢alismalar vardir. Kaya ve dig. (4) 4-8
yaslar1 arasinda 1628 ¢ocukta yaptigi calismada EOM prevalansi Ankara
cevresinde %12.5 olarak bulmuslardir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 5 yas
alt1 ¢ocuklarda prevalans %15ve %40 arasinda bildirilmistir(3).

EOM’nin dogal seyrine bakildiginda kulakta bulunan eflizyonun ilk 3 ay
icinde hizla azaldigi , takip eden donemde ise daha az olmak kaydiyla bir
miktar daha azaldig1 goriiliir. EOM’nin bir diger 6zelligi ise rekiirrenslerle
giden bir hastalik olusudur(16,17).

EOM riskini artiran pek ¢ok faktér bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
tekrarlayan  akut otitis medialarf(AOM) ve st solunum yolu
enfeksiyonlaridir(USYE). AOM sonras1 her hastada orta kulakta efiizyon
bulunur. Bu efiizyonlarin %75-90’1 1lk 3 ayda spontan diizelir(18). 3 ay ile 12

ay arasinda %30 hastada diizelme olur. 12 aydan sonra spontan diizelme sayisi



¢ok azdir(19-21). Ugiincii aydan sonra devam eden efiizyonlarda ise EOM
diisiiniiliir(22). Ust iiste iki AOM atag1 sonrast EOM riski 30 kat, ii¢ atak
sonrasinda ise 40 kat artmaktadir. USYE’ler de ostaki tiipiinii ve mukosiliyer
aktiviteyi etkileyerek EOM’ye neden olabilirler.

Spontan rezoliisyonu azaltan risk faktorleri arasinda EOM’nin yaz ve
sonbahar doneminde baslamis olmasi , 30 dB’den fazla isitme azlig1 olmasi,
daha 6nce tiip takilmis olmasi, adenoidektomi yapilmamis olmasi vardir(23,24).

EOM’nin 6-36 aylar ve 4-7 yaslar aras1 iki pik donemi mevcuttur(25).
Sade ve dig.(26) 2.6 yastaki pikin erken cocukluktaki bakteriyel AOM
sikligina , 5 yastaki pikinse viral etyolojiye bagli oldugunu bildirmislerdir.

EOM siklig1 ile yas arasinda negatif bir iligki vardir. Yas ilerledikce
bagisiklik sisteminin gelismesi, USYE sikligmin azalmasi ve Ostaki tiipii
fonksiyonlarinin diizelmesi sonucu EOM siklig1 azalir.

Erkek cinsiyet bir risk faktorii olarak gosterilmisse de , boyle bir iliski
bulmayan c¢alismalar da mevcuttur(27).

EOM sikligi mevsimlere gore de degismektedir. EOM siklig1 sonbahar
ve kis aylarinda sik goriilirken yaz aylarinda siklik azalmaktadir. Kis
aylarinda ozellikle krese giden ¢ocuklarda USYE sikligin artmasi  EOM
sikligini da arttirmaktadir(28-30). Gordon ve dig.(31) kis aylarinda EOM olan
cocuklardaki iyilesme oraninin diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Adenoid hipertrofisinin EOM sikligina etkisi hakkinda ¢esitli sonuclar
vardir ancak Watanabe ve dig.(32) adenoidin bir infeksiyon kaynagi olarak
EOM’ye yatkinlig1 arttirabilecegini belirtmislerdir.

EOM’li hastalarda  alerji prevalansint %10’la, %80 arasinda belirten
caligmalar vardir(33). Fakat alerjinin EOM sikligimi arttirdigi
gosterilmemistir(34).

Diisiik dogum yas1 ve diisiik dogum agirliginin  EOM riskini arttirdigi
gorilmiistiir(27). Krese giden ¢ocuklarda EOM riski artar(27). Anne siiti



almayanlarda ve pasif sigara iciciligi ile EOM sikliinin  arttigi  yOniinde
olumlu ve olumsuz bulgular vardir(27,35).

Basta Down sendromu ve takiben yarik damak hastalar1 olmak iizere
kraniyofasiyal anomaliler EOM sikligini arttirmaktadir(22).
2.3.Patogenez

EOM etyopatogenezi kesin olarak ortaya konulamamistir.Bununla beraber
pek cok teori ortaya atilmistir. Bu durum EOM’nin tek bir hastalik degil pek
cok faktoriin, degisik yollar izleyerek ortaya cikardiklari multifaktoriyel bir
hastalik oldugu sonucu ¢ikmaktadir.Viral, bakteriyel infeksiyonlar, imiinolojik
durum, alerji ve ¢evresel faktorler patogenezde suclanmistir.

Normalde orta kulak mukozasinda bir miktar mukus siirekli olarak
salgilanmaktadir ve mukosiliyer hareket ile Ostaki tiipiine ve oradan da
nazofarinkse taginmaktadir. Bu orta kulagin savunma mekanizmalarindan
biridir. Orta kulakta muhtemelen bakteri, bakteri yikim {iriinleri, viriisler veya
alerji sonucu inflamatuvar bir durum olustugunda ilk olarak mukozada vaskiiler
proliferasyon, plazma hiicresi ve lenfosit infiltrasyonu olusur. Takiben goblet
hiicrelerinde proliferasyon ve mukus bezlerinde hipertrofi geliserek sekretuvar
tipte metaplazik epitel olusur.

Orta kulakta efiizyon olusumuyla ilgili ilk teori hastaligin tanimini da yapan
Politzer (36) tarafindan ortaya atilmis olan Ex Vacuo teorisidir. Bu teoriye gore
Ostaki tiipiiniin tikanmas1 sonucu orta kulakta negatif basing olusacak ve
transiidasyonla steril bir efiizyon olusacaktir. Ancak daha sonra yapilan
calismalarda hem negatif basing nedeni olarak &ne siiriilen Ostaki tiipii
tikanmasmin olmadigi, hem de sivinin karakterinin kanin bir ultrafiltrati
olmadig1 gosterilmistir.

EOM’nin mikrobiyoloji ile ilgili yapilan erken ¢alismalarda higbir
mikroorganizma iiretilememistir ve eflizyonlarin steril oldugu kabul edilmistir.
Ancak daha sonralar1 bakteri tespitinde kullanilan tekniklerin gelismesi ile

birlikte %40’a varan oranlarda bakteri izolasyonlar1 bildirilmistir(37,38).



Uretilen mikroorganizmalar genellikle diger USYE’ler ve AOM’de de
karsilasilan Streptococcus Pneumoniae, Hemophilus Influenzae ve Moraxella
Catarrhalis’tir. Ancak diger pek cok mikroorganizma da iretilmistir. Bunlarin
bir kismi da nazofarinkste yer alan patojenlerle aynidir(39). Hemophilus
Influenzae saglikli ¢ocuklarin nazofarinks kiiltiirlerinde  siklikla {iremesine
ragmen tasiyicilik oran1t EOM olan ¢ocuklarda saglikli popiilasyona gore daha
fazladir(40). Kiiltiirde bakteri iiretilemedigi hallerde bile PCR ve reverse
transkriptaz PCR gibi modern metodlarin kullanilmasi sonucu %80’e varan
oranlarda bakteriyal DNA tespiti bildirilmistir(41-42).

Ataoglu ve dig. (43) orta kulak efiizyonlarinda bakterilerin L- formlarini
tespit etmislerdir.

Bakteri kiiltiirlerinde iireme siklinin diisiik olusunun bir diger nedeni de
bakterilerin metabolik olarak inaktif bir form olan biofilm halinde
bulunmalarina baglanmistir(44). Biofilm halindeki bakteriler antibiyotiklere
diren¢li olmalar1 yaninda immiin yanit olusturabilmektedirler. Bu teori heniiz
tam olarak ispatlanamamis olmakla birlikte kanitlandig1 taktirde EOM
patogenezine yeni bir boyut katacaktir. Dolayisiyla EOM’nin en azindan bir
kismindan, bir zamanlar diisiinlildiigliniin aksine bakteriyel etyoloji
sorumludur.Orta kulakta bulunan fakat klinik olarak agikar otite neden olmayan
bakterilere kars1 olusan reaksiyon EOM’nin sebebi olarak kabul edilmektedir.
Viral USYE’ler swrasinda EOM  ataklar1  goriilmektedir.Efiizyonlarn
incelenmesinde respiratuvar sinsityal viriis, adenovirlis ve rinoviriis niikleik
asitleri izole edilmistir(45,46). Hosal(34) 1966 yilinda yaptig1 bir calismada
viral etyolojiyi ortaya koymustur.

Eflizyon olusumunun birtakim inflamatuvar mediatorler araciligiyla
gelistigi diistiniilmektedir.Pek c¢ok mediator orta kulak sivilarinda
arastirtlmistir.  Ancak en  Onemli mediatorlerin  sitokinler  oldugu
disiiniilmektedir.Efiizyonlarda TNF-a %77-91 , IL-1B %67-97 ve IL-8 %92-

100 oraninda tespit edilmistir. Bakteriyel endotoksine cevap olarak TNF- a ve



bunun da musin salinimina ve miik6z bez hiperplazisine yol ac¢tig1 gosterilmistir
(47,48). Orta kulakta CO2 basincinin artmasiyla da miikoz metaplazi olusur.
Sonucta EOM’ de orta kulakta bulunan sivi yine orta kulakta bulunan salgi
bezlerinden salgilanmaktadir.

Eflizyonlar incelendiginde su, hiicreler , hiicre debrisi, elektrolitler,
musinler, proteinler, lipidler ve DNA’dan olustuklar1 goriilmekteir. Bunlarin
cogu epitel ve bakteri yikim1 sonucu ortaya ¢ikarlar. Musinlerse eflizyona aktif
olarak salgilanirlar ve efiizyonlarin transiida olmadiginin kanitidirlar(49).

Efiizyonun temizlenememesi de eflizyon olusumuna yol acar. Siliyer
disfonksiyon eflizyon olusmasina bu yolla neden olur. EOM’de sekretuvar
hiicreler artarken, silyali hiicrelerin de azaldig1 ve fonksiyonlarinin bozuldugu
gorilmiistiir. Primer siliyer diskinezi sillerin karakteizedir ve bu hastalarin
neredeyse tiimiinde efiizyon mevcuttur. Radyasyon, bakteri ve bakteri
endotoksinlerinin siliyer hareketi bozdugu gdsterilmistir. Pasif sigara igiciligi de
siliyer disfonksiyona yol agtig1 diisiiniilen bir durumdur.

EOM’de eflizyonda bulunan 16kotrienler , prostaglandinler ve arasidonik
asit metabolitlerinin yol a¢tig1 lokal inflamatuvar cevap nedeniyle , timpanik
membranda yapisal hasra olusmasi riskinin yaninda , havalanma azligi
nedeniyle olusan negatif basinca bagli olarak da zarda retraksiyon cepleri,
atelektazi ve atrofi olugsmaktadir(50,51).

Alerji ile EOM arasinda iliski kuran ve iligski olmadigin1 avunan pek ¢ok
calisma mevcuttur(3,35). Hem alerji, hem de EOM c¢ok sik rastlanan durumlar
oldugundan aradaki iliskinin ortaya konmas1 giictiir. Alerjinin Ostaki tiipiinde
odeme yol agarak Ostaki fonksiyonlarini bozdugu ve efiizyona yol acgtig1 ileri
stiriilmektedir (52). EOM ve alerji iligkisini agiklayan bir diger teori de birlesik
hava yollar1 teorisidir. Bu teoriye gore tek etkilenen orta kulak degildir.
Nazofarinks, burun ve akcigerler yaninda hava yollarinin bir pargasi olan orta
kulak da etkilenmektedir (53). Orta kulak mukozasinin allerjenlere cevabi

gosterilmistir(54).



Adenoid vejetasyon onceleri Ostaki tiipiinii tikayarak EOM’ye neden olan
bir faktor olarak su¢lanmigsa da giintimiizde bakteri rezervuari gorevi gordiigii
diistintilmektedir(32).

Orta kulak havalanmasimimn asil kaynag1 Ostaki tiipiinden gecen hava degil,
mastoid hiicrelerden olan gaz alisverisidir(55). Ostaki tiipiiniin protektif ve
ventilasyon fonksiyonlarinda bozukluk meydana geldigi ancak bunun primer
sebep degil, EOM’ye sekonder gelistigi kabul edilmektedir. EOM, akut otitis
media sonrasinda bir inflamatuvar cevap olarak gelisebilecegi gibi Ostaki
fonksiyolarindaki bozukluk nedniyle de kendiliginden de olusabilir.

Yarik damak hastalarinda EOM siklig1 ¢ok yiiksektir. Bu hastalarda Ostaki
tiipii lateral lamellas1 gelisimi normal insanlara gore daha azdir ve bu durum
Ostaki tiipiinde fonksiyon bozukluguna yol acar(56). Yarik damakli hastalarda
patolojinin drenaj bozuklugundan ¢ok koruma fonksiyonundaki eksiklikten
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yine kraniyofasyal anomalilerde ve Down
sendromu gibi hastaliklarda Ostaki tiipiiniin fonksiyonundaki yapisal
bozukluklar nedeniyle EOM’ye sik rastlanmaktadir.

Klinigimizde yapilan bir calismada EOM’de oksidatif stresin yer aldigi
gosterilmistir.Diyetle alinmasi gereken antioksidanlarin eksikligi imiiniteyi
bozarak, orta kulakta sekretuvar hiicre metaplazisine, drenaj bozukluguna,
0deme neden olarak orta kulaktaki inflamasyonun nedenlerinden biri
olabilir(57).

Son yillarda laringofaringeal reflii kulak burun bogaz hastaliklarinin pek
cogunda suglanmaya  baglanmistir.Laringofaringeal refliinin EOM’nin de
sebebi oldugu diisiincesi ortaya atilmistir. Literatiirde bu konuyu destekleyen iki
onemli bulgudan birincisi, Tasker ve dig. (58) tarafindan yapilan ¢alismada
orta kulak efiizyonunda yiiksek konsantrasyonlarda pepsin ve pepsinojen
iretilmesidir. Diger c¢alisma boliimiimiizde Ceylan ve dig.(59) tarafindan
yapilmistir ve orta kulak eflizyonunda, adenoid ve tonsil  dokusunda

Helikobakter pilori tiretilmistir.



2.4 Tam

EOM’de isitme azlig1, kulakla oynama gibi bazi sikayetler olabilecegi gibi,
higbir belirti vermeyebildiginden vakalarin birgogunun tanis1 diger sebeplerle
yapilan muayenelerde konmaktadir. Ayrica deneyimsiz hekimler bu hastaligi
siklikla atlayabilmektedirler.

Rosenfeld ve dig.(3) klinik uygulama kilavuzunda pnématik otoskopinin
mutlaka uygulanmasi gerektigini ve timpanometrinin de konfirmasyonda
kullanilmas1 gerektigini onermektedirler. EOM tanist zarin mat olusu, radial
damarlarda genisleme ve hareketlerinin azalmis olmasiyla konulur. Bazen hava
stv1 seviyesi veya baloncuk da goriilebilir. Hiperemi de %35 vakada bulunabilir
(60). EOM tanisinda altin standart miringotomidir. Bu teknikle
karsilagtirlldiginda  pnomatik  otoskopinin sensitivitesi %94, spesifisitesi
%380’dir (61). Toner ve Mains (62) pnomatik otoskopinin prediktif degerini
%88, timpanometrinin prediktif degerini ise %89 olarak bulmuslardir. Ayrica
iki metodun bir arada kullanilmasinin prediktif degeri belirgin derecede
arttirmadigini belirtmislerdir.

Timpanometri pnomatik otoskopide siiphede kalindiginda uygulanmasi
onerilen bir metottur. Timpanometrinin bir avantaji da objektif olusudur. B tipi
timpanogramin sensitivitesi %81, spesifisitesi %74 diir. Ayrica timpanogramda
B tipinden farkli bir tipe gecis iyilesme belirtisidir.

Timpanometri bir diger adiyla impedans odyometri kolay uygulanabilen,
invazif olmayan ve objektif sonuglar veren bir testtir. Impedans bir sistemin
kendini harekete gecirmeye c¢alisan bir kuvvete karsi koyma direnci olarak
tanimlanir. Timpanik membrana ¢arpan ses enerjisi timpanik membrani ve
orta kulak kemikciklerini harekete gecirmeye c¢alisir. Orta kulak, timpanik
membran ve kemikgiklerin direnci de bu kuvvete kars1 koyar ki buna akustik
impedans denilir.Bir miktar enerji kars1 orta kulaga gecer. Buna ise admittans

denmektedir.impedans dlgiimiinde genellikle dis kulak yoluna 220Hz frekansta



bir ses verilir.zardan yansiyan ses de bir mikrofon yardimiyla almir. Ugiincii bir
kanaldan da dis kulak yolunun basinci degistirilir. +200 ve —400 mmH20
arasindaki basin¢larda kompliyans Ol¢limii yapilarak kaydedilir.Kompliyans
kulak zarinin titresim amplitiidiidiir ve dis kulak yolu ve orta kulak basinct esit
oldugunda maksimumdur.Kompliyans birimi cm®tir ve modern cihazlar
genelde bu degeri 6lger. Ortaya ¢ikan egriye de timpanogram denilir. Jerger (63)
Tablo 2.1 Impedans tipleri(Jerger,1970)

Timpanogram tipi Orta kulak basinci(immH20)

A -100mmH20 ve usti

Cl -100 ile -199mmH20 aras1

C2 -200 mmH20 ve alt1

B Tepe noktasi olmayan diiz egri

EOM’de genellikle tip B ve tip C2 timpanogramlar elde edilir. Ancak
AOM’de de ayni bulgulara rastlanabilecegi gibi asir1 kalin timpanosklerotik
kulak zarlarinda ve ileri derecede retrakte adezif kulak zarlarinda , ayrica buson
gibi  dis kulak tolunu tikayan patolojilerde B tipi timpanogram
gortlebilir.Dolayisiyla otoskopik muayene ile birlikte kullanilmasi gerekir(22).

Tanm1 amagli tarama testleri saglhikli , asemptomatik ¢ocuklarda
onerilmemektedir(3).

EOM ile bagvuran hastaya isitme ile ilgili sikayeti yoksa ilk 3 ayda isitme
testi yaptirmaya gerek yoktur. 3 ayda iyilesmeyen hastalara isitme testi yapilir.
Isitme seviyesi 40dB ve iistiinde ise cerrahi dnerilir. 21-40dB arasinda hastanin
durumuna gore karar verilir. 20dB’den az ise ameliyat Onerilmez ancak
eflizyonun devam etmesi halinde 3-6 ayda bir tekrara odyolojik tetkik yapilmasi
onerilir(3).

Tiim bu tanisal metodlarin disinda epidemiolojik c¢alismalara 1s1k tutacak

ve sonuglariyla hastaligin  mikrobiyolojisi ve tedavi seceneklerine yonelik




katkis1 olabilecek mikrobiyolojik yontemler de vardir. Bunlardan en sik
kullanilanlardan biri olan kiltir disinda artik gliniimiizde PCR yontemleri de
siklikla kullanilmaktadir.Oyle ki PCR yontemleri de kendi iglerinde gesitlilik
gostermekte, gilin gegtikge zamandan ve maliyetten kazandiran, kontaminasyonu

en aza indirgeyen teknikler gelistirilmeye baslanmustir.

2.5 PCR( Polimerase Chain Reaction)

Hastaliklarin basarili bir sekilde tedavi edilebilmeleri igin ilk sart, erken ve
dogru taninin saglanmasidir. Bu nedenle hizli tan1 saglayabilen, 6zgiilliigii ve
duyarhilig1 yiiksek laboratuar yontemlerine ihtiya¢ vardir. Geleneksel tani
yontemleri giiniimiizde halen bir¢cok patojen mikroorganizmanin saptanmasinda
vazgecilmez yoOntemler olmalarma  ragmen, bazi durumlarda  yetersiz
kalabilmektedirler. Ozellikle viral enfeksiyonlarmn tanisi, ge¢ ve gii¢ iireyen
bakterilerin saptanmasi, ila¢ direncine neden olan mutasyonlarin saptanmasi,
identifikasyon veya tiplendirme c¢alismalarinda molekiiler yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. 1983 yilinda Kary Mullis’in  PCR yontemini kesfetmesinden
gilinlimiize kadar olan siirecte, niikleik asit ¢ogaltma yOntemlerinin rutin tan
amactyla kullanilmalar1 konusunda 6nemli gelismeler kaydedilmistir.

Niikleik asit cogaltma  yoOntemleri, se¢ilmis olan  hedef bdlgenin
cogaltilmas1 ile gergeklestirilebildigi , niikleik asit iizerinde 0zgiil problarin
cogaltilmasi veya sinyal ¢ogaltma yontemleriyle de istenen sonuca ulasilmasi
miimk{indiir.

Rutin mikrobiyolojik tanida PCR yonteminin kullanim amaci, hastalardan
alman Ornekler icinde, hastalik etkeni mikroorganizmanin niikleik asit
diizeyinde saptanmasidir. PCR yontemi, niikleik asitlerin in vitro olarak
cogaltilmasini saglayan bir yontemdir.Bir baska deyisle, canli bir hiicre i¢inde
gerceklesen DNA replikasyonu, PCR yonteminde bir tiip ig¢inde taklit edilir. Bu

amacla, bakteri hiicresinde DNA replikasyonu ic¢in kullanilan enzimlerin



islevleri, farkli 1s1 dongiileri kullanilarak gergeklestirilir.  Bakteri
replikasyonunun  baslayabilmesi i¢in ilk basamak , DNA c¢ift zincirinin
birbirinden ayrilmasidir. Bakterilerde bu islem helikaz enzimi tarafindan
gergeklestirilirken, PCR  yonteminde 94°C gibi yliksek bir 1s1 uygulanarak ,
zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Bakteriyel replikasyon, uygun
calisma sicakligi 37°C olan DNA polimeraz enzimi tarafindan yapilirken, PCR
yonteminde yiiksek sicakliklarda calisabilen Taq polimeraz enzimi kullanilir.

Pcr yomtemi, farkli sicakliklarin uygulandigi ii¢ basamagin, birbirini takip
eden dongiiler seklinde tekrarlanmasi esasina dayanir. Birinci basamak olan
denaturasyon basamaginda amag¢, DNA ¢ift zincirlerinin  birbirlerinden
ayrilmasidir.Bu ayrilma, 94°C’lik  yiikdek bir sicaklik uygulamasi ile
gerceklestirilir.

Ikinci basamak olan baglanma(annealing) basamaginda sicakligin
diistiriilmesi ile primerler, ¢ogaltilacak olan hedef bolgenin her iki ucunda
komplementer olduklar1 bdlgelere tutunurlar. Primerler, hem PCR
karisimindaki konsantrasyonlari ¢ok yiiksek oldugundan , hem de boylar1 daha
kiigiik oldugundan, ayrilan hedef DNA pargalar1 birbirlerine baglanmadan
once hedef DNA’ya baglanirlar.Bu asamada primerlerin 6zgiil olarak hedef
DNA’ya baglanabilmeleri i¢in  gerekli sicaklik 50-70°C’dir. Bu sicaklik
kullanilan primerlerin niikleotid igerigine gore degisir.

Ucgiincii basamak olan sentez basamaginda ise iki primerden itibaren 5°-3
yoniinde komplementer DNA sentezi baslar. DNA sentezinin baslayabilmesi
icin sicakligin, Taq polimeraz enziminin optimum c¢alisma sicaklig1r olan
72°C’ye getirilmesi gerekir. Boylece Taq polimeraz , hedef DNA’ya tutunmus
olan primerin 3’ ucundan itibaren zincire yeni niikleotidler ekleyerek
komplementer zincir sentezine baglar. Her yeni eklenen niikleotidin 3’
hidroksil ucu aciktadir ve bir sonraki niikleotid bu uca baglanir. Bu islem
hedef DNA’nin her iki tek zincirinde de gercgeklesir.Bu nedenle sentez 5°-3’

yoniinde diger uctaki primer baglanma bolgesini de gegerek devam eder.



Olusan bu yeni DNA pargalarina uzun iirlin adi verilir. Uzun irlinler primer
baglanma boélgelerini igerdiginden , bir sonraki dongiide kalip DNA gorevi
gorebilirler. Yeni bir dongii i¢in sicaklik tekrar 94°C’ye yiikseltildiginde
sentez islemi sonlanir ve yeni olugsmius ¢ift zincirler tekraa birbirinden ayrilir.
Birlesme ve sentez basamaklarinin tekrar uygulanmasiyla , tek zincirlerden
yeniden 5°-3’ yoniinde sentez bagslar. Bu asamada uzun {riinlerin bir ucu
primer baglanma bolgesi iken diger ucu primer baglanma bdlgesinin Otesine
uzanmaktadir. Bu nedenle ikinci sentez basamaginda primer baglanma
bolgesinden baslayan sentez, bir onceki dongiideki diger primer baglanma
bolgesine kadar devam edebilir ve daha fazla uzayamaz. Bu nedenle bu dongiide
olusan DNA dizileri, iki primer baglanma bdlgesi arasindaki bolge olur ve kisa
tirlin olarak adlandirilir. Kisa iirlinler, cogaltma icin secilmis olan hedef DNA
dizileridir. Denaturasyon, baglanma ve sentez basamaklarinin birbiri ardi sira
tekrarlanmasiyla kisa {iriinler geometrik olarak ¢ogalir. Dongii sayis1 ‘n’ olarak
tanimlanacak olursa , PCR sonrasinda ¢ift zincirli bir kalip DNA’dan 2xn
sayida uzun {iriin, 2 lizeri n  sayida kisa iirlin olusur. Boylece toplam 40-50
dongli yapilmasi1  sonucunda, genom {izerinde se¢ilmis olan hedef bolge
milyarlarca kopya halinde ¢ogaltilmis olur.

2.5.1.PCR icin Hedef DNA ve Primerlerin Secilmesi:

Enfeksiyon etkenlerini tanisinda PCR ydntemi kullanilirken , ¢ogaltilacak
olan hedef bolgenin se¢imi biiylik 6nem tasimaktadir. Birbirinden tamamen
farkli organizmalarda bile bircok gende onemli derecede DNA homolojisi
bulunabilmektedir. PCR igin se¢ilecek olan hedef DNA, sadece saptanmasi
istenen mikroorganizmada bulunan bir gen bolgesi olmalidir. Ozgiil hedef gen
bolgesi belirlendikten sonra ikinci O6nemli  asama , primerrlerin dogru
secilmesidir. Dogru primer se¢cimi PCR ile yapilacak olan ¢ogaltma isleminin
basarili olmasin1  etkileyen en onemli etkenlerden biridir. Bu amagla ilk dikkat
edilmesi gereken nokta primer dizilerinin, varhigi1 arastirillan mikroorganizma

genomunda mutlaka sadece bir yerde bulunmasidir. Primerlerin 3° ucu DNA



polimerazin baglanmas1 ve sentezin baglamasi icin en Onemli bdlgedir.Bu
nedenle primerlerin 3’ ucundaki 6-7 niikleotidlik dizinin de genom iizerinde
komplementerinin olmamasi gerekmektedir.

Guanin ve sitozin birbirlerine ii¢ hidrojen bag ile baglanirken , adenin ve
timin iki hidrojen bagi ile baglanirlar. Bu nedenle G-C baglanmasi1 daha siki bir
baglanmadir. G ve C’den zengin 3’ ucu bulunan primerler kalip DNA’ya daha
sik1 olarak baglanabilmekte ve sentezin baslatilmasi daha basarili olmaktadir.

Primerlerin kendi iizerine baglanabilme olasiliklart olmamalidir. Primerler
kendi iglerinde 4 veya daha fazla niikleotidin  uyumluluk gostermesi
durumunda, kivrilarak kendi iizerlerine baglanabilirler. Bunun yam sira ,
primerlerin birbirlerine baglanabilme olasiliklar1 da olmamalidir. Ozellikle 3’
uclarinda iki veya daha fazla niikleotid uygunluk gosterirse DNA polimeraz
bu uclara baglanarak primer dimer adi verilen kiigiik liriinlerin sentezlenmesine
neden olur.

Primerlerin niikleotid igerikleri de iyi bir amplifikasyon saptanmasinda
onemlidir. Primer dizileri i¢inde tekrarlayan diziler olmamali, baglanma ve
ayrilma  sicakliklarinda uyum  saglanabilmesi i¢in GC/AT oram1 kalip
DNA’daki orana yakin olmalidir. iki primerin ayrilma — baglanma sicakliklari
birbirine miimkiin oldugunca yakin olmalidir. PCR dongiisiinde primerlerin
baglanma asamasindaki sicaklik, baglanma sicaklig1 diisiik olan primere gore
ayarlanmalidir.

Magnezyum iyonu, DNA polimerazin caligmasin1 saglayan onemli bir
kofaktordiir. iki pozitif yiik tastyan magnezyum iyonu , iki DNA zincirinin
arasma girerek negatif yiikleri ¢eker ve bir araya getirir. Bunun yani sira,
sentez sirasinda niikleotidlerin de yeni yapilmakta olan zincire eklenmesini
kolaylastirir. Magnezyum konsantrasyonunun yiiksek olmasi, primerlerin kalip
DNA’ya baglanmalarmi1  kolaylastirir.  Ancak yiliksek magnezyum

konsantrasyonu bir yandan da, kalip DNA’nin ve yeni sentezlenen zincirlerin



birbirinden ayrilmasinmi zorlastirir. Bu nedenle en iyi performansi saglayacak

optimal bir magnezyum konsantrasyonunun kullanilmasi ¢ok énemlidir.

2.5.2.PCR Modifikasyonlari

Bugiin kullanilmakta olan ¢ok cesitli teknikler olmakla beraber bunlardan
adindan en ¢ok soz ettirenler RT-PCR(Reverse Transcriptase PCR), Multiplex
PCR ve Real-time PCR’dir.

e RT-PCR: Bu yontem RNA hedeflerini ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir. Hedef
RNA oncelikle revers transkriptaz enzimi ile cDNA’ya ¢evrilir. Bundan
sonraki asamada cDNA kullanilarak normal PCR ile ¢ogaltma islemi yapilir.

e Multiplex PCR: Bu yontemle tek bir tiip i¢inde iki veya daha fazla hedef

bolgeye O6zgiil primerlerin  kullanilmasiyla farkli ¢cogaltma {iriinleri elde
edilmesi miinkiindiir. Ancak kullanilacak olan primerlerin benzer baglanma
sicakligina sahip olmamalarina ve birbirlerine komplementer bolgeleri
olmamasina dikkat edilmelidir.Multiplex PCR yontemi aym klinik 6rnek
icindeki farkli mikroorganizmalarin tanisi i¢in kullanilabilecegi gibi ayni
mikroorganizmanin  farkli hedef bdlgelerini saptayabilmek  i¢in de

kullanilabilir.

e Real-time PCR: Cogaltilan driinlerin elektroforez  yapilmaksizin
saptanmasina yonelik olarak yapilan c¢aligsmalar sonucunda, real-time PCR
yontemi ve otomatize PCR sistemleri gelistirilmistir. Real-time PCR
yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren
floresan  sinyalinin Ol¢lilmesiyle, kantitatif sonug¢ alinabilen bir PCR
yontemidir.Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire
icinde saptanabilmektedir. Ayni cithaz igerisinde hem c¢ogaltma isleminin,
hem de c¢ogaltilan {iriinleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu yontemi
cok pratik bir yontem haline getirmistir. Ayrica tiipler ac¢ilmadan test

tamamlandig1 i¢cin kontaminasyon riski de azalmaktadir.



BIiREYLER VE YONTEM

3.1. Bireyler

Caligma kriterlerine uygun Ozelliklere sahip olan ve 1 Ocak 20006-30
Haziran 2006 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali’na bagvuran hastalar davet edilmistir.Hasta ve hasta
yakinlarindan bilgilendirilmis onam sonrasi ¢caligmaya katilmak isteyenler dahil
edilmistir.
3.1.1. Cahismaya Alinma Kriterleri

1-12 yas aras1 efiizyonlu otitis media tanisi alan hastalar calismaya dahil

edilmistir.Kontrol grubuna ise ayn1 yas araliinda benzer demografik 6zellikleri
olan ancak otolojik nedenler disinda operasyon endikasyonu olan hastalar
dahil edilmistir.
3.1.2. Cahismaya Alinmama Kriterleri

Sistemik hastalik, immiin supresyon, konjenital anomaliler(yarik dudak-
damak, Down sendromu, kraniofasyal anomali), son 2 hafta i¢inde antibiyotik
kullanimi, yakin zamanda {ist solunum yolu enfeksiyonu ve bilinen alerji
Oykiisii olan hastalar calismaya dis1 tutulmustur.
3.2. Yontem

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol grubu olmak {iizere iki grup
olusturulmustur.Hasta grubuna klinik olarak tek tarafli veya bilateral EOM
tanis1 alip yeterli siire ve dozda uygulanan tedaviye yanit vermeyen, bu
nedenle parasentez veya ventilasyon tiipii tatbiki endikasyonu konan hastalar
dahil edilirken , kontrol grubuna ise nazofarinks sekresyonlarinin hasta grubu
ile degerlendirilmesi i¢in, otolojik nedenler disinda herhangi bir nedenle
operasyon endikasyonu konan hastalar dahil edilmistir.Calisma randomize ve

prospektif bir ¢alisma olarak planlanmastir.



3.2.1. Hastalara ilk Basvuruda Yapilan Rutin Muayene ,Tetkik ve
Tedaviler

Calismaya hasta grubunda dahil edilen vakalar, otolojik sikayetlerle
poliklinigimize basvuran ve yapilan otoskopik muayenelerinde EOM tani
kriterlerine uygun bulgular saptanan hastalar olup tani akustik impedans ile
desteklenmistir.

Bu sekilde EOM tanisi alan hastalara daha once herhangi bir saglik
kurulusunda tedavi alip almamalarima gore poliklinigimizde antibiotik tedavisi
baglanmistir. Tedaviye yanitsiz kalan vakalara kontrol akustik impredans ve
preoperatif odyogram ile parasentez veya ventilasyon tiipii tatbiki endikasyonu

konmustur.

3.3.EOM Tam Kiriterleri

1-Otoskopik muayenede donuk gri, mat goriinimde intakt timpanik
membran, radial kapillerlerde dolgunluk,pndmotik otoskopide zarin hareketsiz
veya hareketinin azalmig olmast EOM yoniinde bulgular olarak
degerlendirilmistir.

2- Akustik impedansta  basincin -200’den daha negatif bulunmasi
destekleyici bulgu olarak kabul edilmistir.

3- Odyogramda iletim tipi isitme kayb1 bulunmasi taniy1 destekler.

3.4.Tedavi

Bagvuran hastalara, daha once tedavi alip almamalarina gore , aldilarsa
hangi antibiyotik semasin1 ne siire kullandiklar1 gbéz oniinde bulundurularak
tedavi baslanmistir.Buna gore ilk basamak olarak amoksisilin  10-14 giin
boyunca, 6nceden tedavi almis veya ilk basamak antibiyotik se¢ciminden fayda
gormeyen  hastalarda ise  amoksisilin  klavulonat 10-14 giin boyunca

uygulanmistir. Tedavi bitiminden 15 giin sonra hastalar kontrol muayeneye



cagirilmiglar  ve akustik 1mpedans sonuclar1 ile tedaviye yanitlari
karsilastirilmistir. Tedaviye yanit vermeyenlerde bir bagka antibiyotik se¢cimine
gidilmigtir. {lk kez tedavi alan hastalara 3 ay , daha 6nceden de muhtelif tedavi
alanlara 3 aydan kisa siiren tedaviye yanitsizlikla giden takip sonrasinda
preoperatif odyogram ile tek veya ¢ift tarafli parasentez veya ventilasyon tiipii

tatbiki endikasyonu konmustur.

3.5. Klinik Orneklerin Toplanmasi

3.5.1. Orta kulak efiizyonlar:

Parasentez veya ventilasyon tiipl tatbiki endikasyonu konan 53 hastaya
genel anestezi altinda dis kulak yolu mekanik olarak temizlenmis, takiben salin
ve batikon karisimu ile irige edilmistir.irigasyonun ardindan mikroskop altinda
miringotomi yapilmig, sadece parasentez yapilacak hastalarda ameliyat
sonlandirilmadan orta kulak efiizyonu tiip seti icinde yer alan kulak aspiratorii
yardimi ile aspire edilmistir. Aymi islem tiip tatbiki yapilacak hastalarda
ventilasyon tlipii yerine yerlestirilmeden yapilmistir.  Steril sartlarda alinan
eflizyon O6rnegi yine 2 ml steril 9%0.9’luk NaCl ile diliiye edilip 1 ml’si
“BACTEC Ped Plus” kan kiiltiir siselerine enjekte edildi, 1 ml de DNA
ekstraksiyonu i¢in steril mikrosantrifiij Eppendorf tiipiine alinmistir. Kan
kiiltiirii vasatlar1 30 dakika icinde Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, = Eppendorf tiipleri de
dondurulup kullanilmak iizere Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na yollanmustir.

3.5.2. Nazofarinks Sekresyonlari:

Gerek hasta grubunda gerek kontrol grubunda nazofarinks sekresyonlari

genel anestezi altinda steril sartlarda nelaton tiip yardimiyla aspire edilerek

almmustir. Alinan 6rnekler yine steril serum fizyolojik ile diliiye edilmistir. Bu



orneklerde PCR yapilmayacagindan sadece kan kiiltiirii vasatina alinarak
Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvart’na yollanmustir.

3.6.Mikrobiyolojik Tam Yontemleri.

Molekiiler testlerde kullanilacak orta kulak aspirati DNA saflastirma
islemlerinin uygulanacagi giine kadar bekletilmek {tizere -20°C’lik derin
dondurucuya yerlestirilmistir. Orta kulak aspiratinin enjekte edildigi kan kiiltiir
siseleri “BACTEC 9120” kan kiltiir sisteminde inkiibasyona alinmistir.
Nazofaringeal aspirasyon materyalleri ise sivi tiyoglikolat besiyerlerine
aktarilmistir ve 35-37°C’ye ayarlanmis etiivde 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiyoglikolat besiyerinden %5 koyun kanli agara ve
basitrasinli ¢ikolata agara pasajlar yapilmistir. Orta kulak aspiratini iceren kan
kiltiir siselerinin inkiibasyonu 5 giin devam ettirilmis; bu siire icinde klinik
ornegi iceren kan kiiltiir sisesinde pozitif sinyal elde edilmesi halinde kan kiiltiir
sisesinden %35 koyun kanli agar, basitrasinli ¢ikolata agar ve “eosin methylene
blue” (EMB) agara pasaj yapilmis ve plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Orta kulak aspirati iceren kan kiiltiir sisesinde inkiibe edildigi 5
giinliik siire icinde pozitif sinyal elde edilmemesi halinde kan kiiltiir sisesinden
%35 koyun kanli agara pasaj yapilmis, plaklar 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Pasajlarin yapildig1 plaklarda inkiibasyon sonrasi iireme saptanmissa,
koloniler makroskopik olarak incelenmistir. Gram boyama yontemi ile
boyanmalar1 sonrast Gram boyanma o6zellikleri ve mikroskopik morfolojileri
dikkate alinarak, Streptococcus pneumonaie’nin tanimlanmasi igin %5 koyun
kanli agarda optokin duyarlilik testi uygulanmistir; Haemophilus influenzae ve
Moraxella catarrhalis ise “BBL Crystal N/H (Neisseria/Haemophilus)
paneli”’ndeki biyokimyasal reaksiyonlarina gore tanimlanmigtir. Plaklarda

tiremis oldugu saptanan S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis



disindaki diger bakteriler standart mikrobiyolojik yontemlerle tanimlanarak

kiiltiir sonuglar1 kaydedilmistir (ref. Murray PR).

3.7.Molekiiler Tan1 Yontemleri:

3.7.1. PCR icin orneklerin hazirlanmasi

Steril mikrosantrifiij tiiplinde -20°C’de bekletilmekte olan ornekler derin
dondurucudan cikartilip, ¢oziinmeleri beklendikten sonra 12,000 xg’de 10
dakika santriftij edilmistir. Santrifiij sonrasi, ¢okelti ile birlikte 200 pl 6rnek
kalacak sekilde iistteki siipernatan atilmistir. DNA saflastirma islemi
QIAamp®DNA Mini Kit (QIAGEN) kan ve viicut sivist spin protokolii
dogrultusunda yapilmistir. Bu amagla 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline, sirasiyla,
20 ul QIAGEN proteazi (proteinaz K), 200 ul 6rnek ve 200 ul AL tamponu
konulmus, mikrosantrifiij tiipii 15 saniye vortekslenmistir. Karisim 56°C’de 10
dakika inkiibe edilmis, inkiibasyonun ardindan kapakta kalan damlaciklarin
toparlanmasi icin mikrosantrifiij tiipli ¢ok kisa bir siire santrifiij edilmistir.
Mikrosantrifiij tlipiindeki karisima 200 pl etanol (%96-100) eklenmis ve 15
saniye vortekslenerek tekrar karigtirllmistir. Ardindan, mikrosantrifiij tiipii
kapakta kalan damlaciklarin toparlanmasi i¢in ¢ok kisa bir siire santrifiij
edilmistir. QIAamp spin kolon 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilip,
mikrosantrifiij tiipiindeki karigim kenarlarini 1slatmadan QIAamp spin kolona
aktarilmistir. Toplama tiipiiyle birlikte QIAamp spin kolon 6000 xg’de (8000
rpm) 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, QIAamp spin kolon 2 mI’lik
temiz bir toplama tilipiine yerlestirilmis ve filtrat1 igceren tiip atildQIAamp spin
kolona kenarlarim1 1slatmadan 500 pl AW1 tamponu eklenmistir, ardindan
toplama tiipiiyle birlikte 6000 xg’de (8000 rpm) 1 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi, QIAamp spin kolon 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiine
yerlestirilmis ve filtrat1 iceren toplama tlipii atilmistir. QIAamp spin kolona

kenarlarini 1slatmadan 500 pl AW2 tamponu eklenmis, toplama tiipiiyle birlikte



20,000 xg’de (14,000 rpm) 3 dakika santrifiij edilmistir. QIAamp spin kolon 1.5
ml’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirilerek filtrat igeren toplama tiipii
atilmistir. QIAamp spin kolona 200 ul AE tamponu veya distile su eklenmis,
oda sicakliginda (15-25°C) 1 dakika inkiibe edildikten sonra 6000 xg’de (8000
rpm) 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi filtrat1 igeren tiip PCR’1n
uygulanacagi giine kadar bekletilmek iizere -20°C’deki derin dondurucuya

yerlestirilmistir.

3.7.2.Multipleks PCR primerleri

Multipleks PCR protokolii i¢in bir adet ortak 3°—5’ alt u¢ primeri ve 3
adet 5°—3° st u¢ primerleri kullanilmistir. Alt u¢ primeri 21 baz ¢ifti
uzunlugunda olan (5’-CTA CGC ATT TCA CCG CTA CAC-3’) iiniversal
primerdir. Ozgiil {ist u¢ primerleri ise sdyledir: 24 baz ciftlik Haemophilus
influenzae primeri (5’- CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC-3’) 177-
200 pozisyonunda; 20 baz ciftlik Moraxella catarrhalis primeri (5’- CCC ATA
AGC CCT GAC GTT AC-3’) 416-435 pozisyonunda; 22 baz ciftlik
Streptococcus pneumoniae primeri (5’- AAG GTG CAC TTG CAT CAC TAC
C-3’) 106-127 pozisyonunda; 20 baz g¢iftlik Alloiococcus otitidis primeri (5°-
GGG GAA GAA CAC GGA TAG GA-3’) 437-456 pozisyondadir.

3.7.3.Multipleks PCR protokolii

Multipleks PCR karisimi toplam 25ul hacimde gerceklestirilmistir. Her bir
PCR 6rnegi 1.6 uM A. otitidis primeri, 1.4 uM H. influenzae primeri; 0.2 uM M.
catarrhalis primeri; 0.04 uM S. pneumoniae primeri; 0.4 uM {iniversal primeri;
1X PCR tamponu; 200 uM deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP karigimi); 1.5
mM MgCl, ve 0.3 U Taq polimeraz (QIAGEN) icermektedir. DNA
orneklerinden her bir PCR tiipiine 5 pl kadar konulmustur. Her bir testin
uygulanmasi sirasinda pozitif ve negatif kontroller calismaya dahil edildi. Pozitif

kontrol olarak Streptococcus pneumoniae ATCC .., Moraxella catarrhalis



ATCC .. ve Haemophilus influenzae ATCC .. suslarina ait DNA Ornekleri

kullanilmastir.

Is1 dongii cthazinda PCR dongiisii, 3 dakikalik baslangic denatiirasyon
basamagini takiben 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 66°C’de 45 saniye primer
birlesmesi ve 72°C’de 1 dakika polimerizasyon dongiisiiniin 38 kez tekrar1 ve en
sonda 72°C’de 5 dakikalik uzama basamagi seklinde uygulanmistir. Cogaltilan
PCR iirtinleri %2’lik agaroz jelde 1x TAE tamponu i¢inde 100 voltta 2 saatte
ayristirtlmig ve 0.5 g/ml etidyum bromid icerisinde jelin boyanmasinin ardindan
distilme suda yikanmistir. Jeldeki amplifikasyon (diriinleri ultraviyole
transiliiminator (UVP) ile goriintiilenmis ve jel dokiimantasyon sisteminde
(UVP-Grab-IT 2.0) programi ile fotografi ¢ekilmistir. Agaroz jel elektroforezi
sirasinda her bir jel i¢in ¢@x174 Hae III molekiiler agirlik standardi, 6rneklerin

band biiytikliiklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmastir.

Sekil 1. Multipleks PCR. Sira M, molekiiler agirlik standardi (¢x174 Hae III); 1-
3 klinik ornekler; 4 pozitif kontrol (S. pneumoniae; 484 bp, H. influenzae; 525
bp, M.catarrhalis; 237 bp); 5 negatif kontrol.



BULGULAR

Tedavi grubuna uygun bulunarak alinan hasta sayis1 53 olup toplam 100
kulak calismaya dahil edilmistir.Endikasyona gore bazi hastalarin her iki
kulagindan, bazilarinin ise sadece tek kulagindan efiizyon 6rnegi toplanmistir.
Hastalarin 33’1 erkek, 20°si kiz olup toplam 49 sag kulak, 51 sol kulak iizerinde
calisma yiritilmistir. Ortalama yas 5.7°dir. Nazofarinks kontrol grubunda
hasta sayist 102’dir.102 nazofarinks sekresyonu ornegi alinmistir.Kontrol

grubunun 61°1 erkek, 41°1 kizdir.Ortalama yaslar1 5.2°dir.

Tablo 4.1. Orta kulak eflizyonu 6rneklerinin kiiltiir sonuglari

kultur

Frequency | Valid Percent

Valid ureme yok 64 64,0
strept pneumonia 4 4,0

H. Influenza 8 8,0

Morexella 2 2,0

Diger 22 22,0

Total 100 100,0

Calismamizda 100 kulak {izerinde yapilan kiiltiir sonuclarina gore 64
kulakta(%64) lreme saptanmazken, 36 kulakta (%36) lreme bulunmus;
bunlarin 4(%4) ’iinde S.Pneumonia, 8(%8) ’inde H.Influenza, 2(%2) ’sinde
Moraxella saptanmistir. 22(%22) kulakta ise diger normal flora elemanlar1 ve
farklt grup bakteriler saptanmistir(Tablo 4.10). %36 iireme yiizdesi i¢inde 3

major orta kulak patojeni bu oranin % 14’liik kismini olusturmaktadir.



Tablo 4.2. Orta kulak eflizyonu 6rneklerinin PCR sonuglari

PCR
Cumulative
Frequency |Valid Percent| Percent

Valid ureme yok 71 71,0 71,0
strept pneumonia 10 10,0 81,0
H. Influenza 13 13,0 94,0
Morexella 6 6,0 100,0

Total 100 100,0

PCR metodunda ise 100 kulagin 71’inde (%71) ilireme saptanmazken;
S.Pneumonia, H. influenza ve Moraxella sirastyla 10(%10), 13(%13) ve 6(%6)
kulakta pozitif saptanmistir. Calismamizda PCR pozitiflik oranimiz %29 olarak
saptanmistir. Literatiire gore bu diisiik oran1 PCR metodumuzda kullanilan
primerlerin sadece 3 major orta kulak efiizyonuna yonelik olmasi ve diger
patojenleri negatif grubuna almasindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Kiiltiir
sonuglarimiza baktigimizda toplam %36 oraninda iireme saptanmasina ragmen-
ki buna patojen olmayan bakteriler de dahildir- {ireme yiizdesinin sadece
%]14’iinii orta kulak patojenleri olusturmaktadir. Sonu¢ olarak  sadece
S.Pneumonia, H.Influenza ve Moraxella Catarrhalis goéz Oniinde
bulunduruldugunda kiiltiirle pozitiflik %14 olup, PCR ile bu oran %?29’a
cikmaktadir. Bu da literatiirdeki diger sonuclarla uyumludur. PCR patojeni

saptamada kiiltlire gore daha etkindir.



sonuclarinin karsilastirilmasi

SAG_PCR * SAG_KX Crosstabulation

Tablo 4.3. Sag kulaklardan almman eflizyon Orneklerinin kiiltiir ve PCR

SAG_KX
strept
ureme yok | pneumonia |H. Influenza | Morexella Diger Total

SAG_PCR ureme yok Count 23 0 0 0 10 33
% within SAG_PCR 69,7% ,0% ,0% ,0% 30,3% 100,0%

strept pneumonia Count 2 2 0 0 2 6

% within SAG_PCR 33,3% 33,3% ,0% ,0% 33,3% 100,0%

H. Influenza Count 0 0 4 1 1 6

% within SAG_PCR ,0% ,0% 66,7% 16,7% 16,7% 100,0%

Morexella Count 2 0 0 1 1 4

% within SAG_PCR 50,0% ,0% ,0% 25,0% 25,0% 100,0%

Total Count 27 2 4 2 14 49
% within SAG_PCR 55,1% 4,1% 8,2% 4,1% 28,6% 100,0%

Toplam 49 sag kulakta yaptigimiz incelemede kiiltiirde 2 kulakta
S.Pneumonia saptanmis, ayni kulaklarda PCR da pnomokok i¢in pozitif sonug
vermistir. Ayrica PCR, kiiltiiriin ‘lirime yok’ olarak saptadigi 2 kulakta ve
‘diger’ baslik altinda iireme olan 2 kulakta da pnomokok saptamistir. Sonug
olarak sunu soyleyebiliriz ki PCR’1n pnémokok saptadigi kulaklarin sadece
%33.3’linde kiiltiir ayn1 patojeni saptamistir. PCR  kiiltiiriin  tespit ettiklerini
yakalamakla kalmayip kiiltiirde negatif c¢ikanlarda da etken patojeni bulmustur.

Sag kulaklarda yapilan kiiltiir sonras1 49 kulaktan 4’iinde H.Influenza
saptanmis, PCR aymi kulaklarda H.Influenza igin pozitif sonu¢ vermistir.PCR
ayrica kiiltiirde Moraxella iireyen 1 ve diger gruptan bakteri iireyen 1 kulakta da
etken patojeni saptamustir. Sonuc¢ olarak, PCR’da H.influenza saptanan

kulaklarin %66.7’sinde kiiltiirde H.Influenza bulunmustur.

Moraxella gz 6niinde bulunduruldugunda ise kiiltiir 49 kulaktan 2’sinde

patojeni saptarken PCR bunlarin sadece 1’ini yakalayabilmis. PCR tek basina,




kiiltirde iireme saptanmayan 2 kulakta ve diger gruptan bakteri lireyen
kulaklardan

I’inde de etkeni saptamistir. Sonug olarak Moraxella i¢in pozitif olan 6rneklerin
sadece %25’inde kiiltiirde de ayni etken bulunmustur.

Genel olarak baktigimizda sag kulaklarda kiltiirde 2/49 Ornekte
S.Pneumonia saptanirken PCR ile 6/49 oOrnekte etken saptanmistir.Benzer
sekilde H.Influenza 4/49 6rnekte saptanirken PCR 6/49 drnekte saptanmistir.
Moraxella icin ise kiltiirde tireme 2/49 ornekte olurken PCR da ise 4/49
ornekte etken etken bulunmustur.  Tiim bu sonuclart ele aldigimizda, PCR
ozellikle S.Pneumonia ve H.Influenza basta olmak iizere major orta kulak

patojenlerinin tespitini gozden kagirmamaktadir. Kiiltiirde saptanana pozitif

sonu¢  verdigi
bulabilmektedir.

azligindan otliri PCR yoOnteminin kiiltiire gore

gibi  kiiltiirde

ureme

olmayan oOrneklerde

Sonuclarimiz literatiirii  desteklese de

Ornek

de etkeni

say1sinin

daha spesifik ve sensitif

oldugunu soylemek istatistiksel olarak miimkiin degildir.

Tablo 4.4. Sol kulaklardan alinan eflizyon Orneklerinin kiiltir ve PCR
sonuclarinin karsilastirilmasi
SOL_PCR * SOL_KX Crosstabulation
SOL_KX
strept
ureme yok pneumonia H. Influenza Diger Total
SOL_PCR ureme yok Count 29 1 1 7 38
% within SOL_PCR 76,3% 2,6% 2,6% 18,4% 100,0%
strept pneumonia Count 2 1 0 1 4
% within SOL_PCR 50,0% 25,0% ,0% 25,0% 100,0%
H. Influenza Count 4 0 3 0 7
% within SOL_PCR 57,1% ,0% 42,9% ,0% 100,0%
Morexella Count 2 0 0 0 2
% within SOL_PCR 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%
Total Count 37 2 4 8 51
% within SOL_PCR 72,5% 3,9% 7,8% 15,7% 100,0%




Sol kulaklarda PCR ve kiltiirii karsilastirdigimizda ise su sonuclara
varmaktayiz. Toplam 51 sol kulagin 2’sinde kiiltiirde S.Pneumonia iiremis ve
PCR bunlarin 1’ini  saptamistir. PCR ise tek basina, 4 pndmokok i¢in pozitif
deger saptamistir. Yani PCR’da etken patojen saptanan kulaklarin %25’inde
kiltiir de ayn1 sonucu vermistir. PCR ayrica kiiltiirtin {iretemedigi 2 6rnekte de
pnomokok bulmustur. Ancak kiiltir 1 6rnekte PCR’1in negatif saptadigina
S.Pneumonia sonucu vermistir.

H.Influenza i¢in degerlendirme yapildiginda ise kiiltiirde toplam 4 kulakta
ireme saptanirken PCR bunlarin 3’{inii saptamustir. PCR’da H.influenza
saptananlarin %42.9’unda kiiltiirde de ayni1 etken bulunmustur. Buna ek olarak
PCR Kkiiltiirde iireme olmayan 4 Ornekte de etken patojeni saptamistir.Farkli
olarak kiiltiir, PCR’1n negatif saptadig1 1 kulakta H.Influenza saptamustir.

Genel olarak baktigimizda PCR sol kulaklarda S.Pneumonia ve
H.influenza patojenlerinden 1’er vakayr kacirmis ve bunlarn kiiltiir tespit
etmistir. Kiiltlirde 2/51 ornekte  S.Pneumonia saptanirken, PCR’da 4/51
ornekte etken saptanmistir. H.Influenza i¢in baktigimizda kiiltiirde 4/51 drnekte
patojen saptanirken, PCR’da 7/51 ornekte patojen saptanmustir. Kiiltiirde sol
kulaklarda Moraxella iiremezken PCR 2/51 Ornekte etkeni  bulmustur.
Sonuglarimiz literatiirii desteklese de Ornek sayisinin azligindan otiirii PCR
yonteminin kiiltire goére  daha spesifik ve sensitif oldugunu sdylemek

istatistiksel olarak miimkiin degildir.



Tablo 4.5. Sag kulak efiizyonlar1 ve nazofarinks sekresyonlarinin kiiltiir

sonuclarinin karsilastirilmasi

Crosstab
SAG_KX
strept
ureme yok | pneumonia | H.Influenza | Morexella Diger Total

NZF_KX ureme yok Count 8 0 0 0 3 11
% within NZF_KX 72,7% ,0% ,0% ,0% 27,3% 100,0%

strept pneumonia  Count 5 1 0 0 3 9

% within NZF_KX 55,6% 11,1% ,0% ,0% 33,3% 100,0%

H. Influenza Count 0 0 1 1 0 2

% within NZF_KX ,0% ,0% 50,0% 50,0% ,0% 100,0%

Diger Count 14 1 3 1 8 27

% within NZF_KX 51,9% 3,7% 11,1% 3,7% 29,6% 100,0%

Total Count 27 2 4 2 14 49
% within NZF_KX 55,1% 4,1% 8,2% 4,1% 28,6% 100,0%

Aragtirmamizin 2 kisminda ise nazofarinkste iireyen etken patojenin

kulakta da hastalik etkeni olup olmadigini inceledik. Bunu hem OKE hem de
nazofarinksten alinan aspiratlarin kiiltiir sonuclarina gore degerlendirdik.

Sag kulaklar1 ve nazofarinksi karsilastirdigimizda nazofarinkste iireme
olmayan vakalarin %72.7’sinde kulakta da lireme olmadigim1 gordiik. 49
nazofarinks Orneginden 9’unda S.Pneumonia saptanirken bunlardan sadece
I’inde kulakta ayni patojen liremis.Kisaca nazofarinkste S.Pneumonia saptanan
vakalarin sadece %11.1°inde kulakta ayn1 patojenin saptandigi sdylenebilir.

H.influenza igin degerlendirme yaptigimizda ise 49 nazofarinks
orneginden 2’sinde lireme gozlenirken bunlardan 1’1 yani %50°sinde kulakta da

ayni patojen izlenmistir.

Sag  kulaklarda  yapilan  kiiltiirlerde 2 Ornekte =~ Moraxella

goriiliirken,nazofarinks kiiltiirlerinde Moraxella’ya rastlanmamius.




Sonug olarak bu bulgularla hem 6rnek sayimizin yetersizliginden hem de
yiizdelerin azlifindan otiirii nazofarinksteki H.Influenza, S.Pneumonia gibi

patojenlerin kulakta hastalik etkeni oldugunu soylemek giictiir.

Tablo 4.6. Sag kulak eflizyonlar1 ve nazofarinks sekresyonlarinin kiiltiir

sonuglarinin karsilastirilmasi

Crosstab
SOL_KX
strept
ureme yok | pneumonia H. Influenza Diger Total

NZF_KX ureme yok Count 11 0 0 0 11
% within NZF_KX 100,0% ,0% ,0% ,0% 100,0%

strept pneumonia  Count 5 0 0 3 8

% within NZF_KX 62,5% ,0% ,0% 37,5% 100,0%

H. Influenza Count 2 0 1 1 4

% within NZF_KX 50,0% ,0% 25,0% 25,0% 100,0%

Diger Count 19 2 3 4 28

% within NZF_KX 67,9% 7,1% 10,7% 14,3% 100,0%

Total Count 37 2 4 8 51
% within NZF_KX 72,5% 3.9% 7,8% 15,7% 100,0%

Sol kulak OKE’ler1 ve nazofarinks aspiratlarinin kiiltiir sonuglaria
baktigimizda; nazofarinkste iireme olmayan orneklerin hi¢birinde OKE’de da
ireme olmamis.Nazofarinkste S.Pneumonia saptanan vakalarin(8/51)
higbirinde OKE’da S.Pneumonia  saptanmamis. Yine nazofarinkste
H.Influenza saptanan o6rneklerden(4/51) sadece 1’i ayn1 zamanda OKE’de da
rastlanmis. OKE Kkiiltiir sonuglarina baktigimizda ise S.Pneumonia ve
H.Influenza  saptanan &rneklerin higbirinde nazofarinkste bu patojenler

gosterilememis.

Bu  sonuglarla gerek Ornek sayisinin azligindan gerek iiremedeki
farkliliklardan oOtiirli nazofarinksteki  patojenin kulakta da hastalik etkeni

oldugunu




sOylemek giictiir.

Tablo 4.7. Hasta ve kontrol grubu nazofarinks kolonizasyonunun
karsilastirilmasi
GRUP * NZF_KX Crosstabulation
NZF_KX
strept
ureme yok | pneumonia | H. Influenza | Morexella Diger Total

GRUP hasta Count 12 9 4 0 28 53
% within GRUP 22,6% 17,0% 7,5% ,0% 52,8% 100,0%
kontrol  Count 41 10 4 3 44 102
% within GRUP 40,2% 9,8% 3,9% 2,9% 43,1% 100,0%
Total Count 53 19 8 3 72 155
% within GRUP 34,2% 12,3% 5,2% 1,9% 46,5% 100,0%

Calismamizin tigiincii asamasinda EOM (+) olan hasta nazofarinksleri ve
EOM(-) kontrol grubu nazofarinksleri arasinda 3 major orta kulak patojenlerinin
saptanma orani tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bu sekilde literatiirde yapilan diger
caligmalarda ki gibi OME(+) olan hastalarin nazofarinksinde OME(-) olanlara
gore daha vyiiksek oranda H.Influenza, S.Pneumonia veya Moraxella’ya
rastlamak amag¢lanmaistir.

Kiiltiir sonuglarimiza baktigimizda hasta grubunda iireme orani % 77.4
59.8

kontrol olarak  bulunmustur.

tek tek

olarak  saptanirken, grubunda %

Mikroorganizmalari géz Oniinde bulundurdugumuzda  hasta

nazofarinksinde H.influenza % 7.5 oraninda, kontrol grubunda ise % 3.9 olarak
S.Pneumonia ise hasta

saptanmustir. nazofarinkslerinde % 17 sikliginda

goriiliirken kontrol grubunda ise % 9.8 olarak bulunmustur.



Bu oranlar arasinda yaklasik 2 kat fark olmasina ragmen sonuglara
istatistiksel olarak anlamli diyebilmek i¢in iki grup arasinda S.Pneumonia i¢in
karsilagtirma yapildiginda Pearson Chi-Square istatistiksel yontemi ile p=0.196
olarak saptanmistir(Tablo-8). H.Influenza igin karsilastiriima yapildiginda ise
ornek sayisi az oldugundan Fischer’s Exact Test kullanilmis ve p=0.446 olarak
saptanmistir(Tablo-9).

Bu nedenle her ne kadar hasta ve kontrol grubu arasinda patojenin lireme
ylizdeleri agisindan 2 kata yakin fark olsa ve literatiirii desteklese de oOrnek
sayisinin azlig1 nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bulunmamaktadir.

Tablo 4.8. S.Pneumonia i¢in hasta ve kontrol nazofarinkslerinin

karsilastirilmasi
GRUP * NZF_PN Crosstabulation
NZF PN
,00 1,00 Total
GRUP hasta Count 44 9 53
% within GRUP 83,0% 17,0% 100,0%
kontrol  Count 92 10 102
% within GRUP 90,2% 9,8% 100,0%
Total Count 136 19 155
% within GRUP 87, 7% 12,3% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df p-degeri
Pearson Chi-Square 1,670 1 ,(196
N of Valid Cases 155

a. Computed only for a 2x2 table

Tablo 4.9. H.Influenza icin hasta ve kontrol nazofarinkslerinin karsilastirilmasi



GRUP * NZF_INF Crosstabulation

NZF INF
,00 1,00 Total

GRUP hasta Count 49 4 53
% within GRUP 92,5% 7,5% 100,0%

kontrol Count 98 4 102

% within GRUP 96,1% 3,9% 100,0%

Total Count 147 8 155
% within GRUP 94,8% 5,2% 100,0%

Chi-Square Tests

Value

p-degeri

Fisher's Exact Test
N of Valid Cases

155

446

a. Computed only for a 2x2 table




Tablo 4.10. Orta Kulak Efiizyonu kiiltiirlerin de ‘Diger’ baglig1 altinda {iremesi

saptanan mikroorganizmalar

MIKROORGANIZMA n(100)
Streptococcus Intermedius 1
Staphylococcus Warneri 1
Neisseria Flavescens 1
Hemophilus Ducreyi 2
Staphylococcus Epidermidis 4
Aerosporlu Basil 1
Bacillus 1
Pseudomonas 2
Staphylococcus Auricularis 1
Streptococcus Sanguis 2
o —Hemolitik Streptococcus 1
Candida Albicans 1
Non-albicans Candida 2
Micrococcus 1
Microkristenea 1
Toplam 22




TARTISMA

EOM, tanimlandig: iizere intakt bir timpanik membran arkasinda efiizyon
toplanmasiyla karakterize ¢ocukluk ¢agimnin en sik isitme azlig1 sebeplerinden
biridir. EOM’nin gerek medikal gerek cerrahi tedavisi global sosyoekonomik
bir 6neme haiz oldugundan , yeni tedavi modalitelerine; 6zellikle as1 ile 6nleme
gibi girisimlere her gecen giin ilgi artmaktadir. EOM’den sorumlu olan veya
patogenezde rol oynayan mikroorganizmalarin prevalansi hakkinda edinilecek
bilgiler, en uygun antibiyotigin secilmesine ve dolayisiyla cerrahi gerektiren
komplikasyonlarin azaltilmasina yardimci olabilecektir.

EOM patogenezi her ne kadar tam aydimlanmamis olsa da ileri siiriilen
birtakim nedenler ya tek basmna ya da kombinasyon halinde hastalikta rol
oynamaktadirlar. Bunlar arasinda uzun siiren veya rekiirren AOM , sik USYE,
cocuklardaki Ostaki tiipiiniin yetiskine gdre anatomik farklilk gostermesi,
mastoid havalanmanin az olmasi, birtakim konjenital anomaliler ve immiin
yetmezlik gibi  faktorler sayilabilir. OM’de saptanan bakterilerin cogu
nazofarinksin  benign kommensal mikroorganizmalaridir. Oysa bu
mikroorganizmalar Ostaki tiipii icerisinden retrograd yolla timpanik kaviteye
ulastiklarinda , oportunistik patojenler olarak davranmaktadir. Bu patojenler orta
kulak bosluguna bir kere ulastiktan sonra bu ortami1 yabanci kabul edip farkl
birtakim  bakteriyel yiizey antijenleri olusturmaktadirlar. Benzer sekilde
metabolizma da  nazofarinksin bu  mikroorganizma c¢esitliligine karsi
toleransin1 degistirmekte ve orta kulaktaki bu patojenlere karsi immiin cevabini
arttirmaktadir.

Literatiire bakildiginda gerek kiiltiir ve gerek PCR gibi yontemlerle EOM
mikrobiyolojisi hakkinda  epidemiyolojik calismalar icin faydali olabilecek

degerli sonuglara ulasildigim  gormekteyiz. Onceden infeksiydz kabul



edilmeyen bu hastaligin etyopatogenezi hakkindaki fikirler, kiiltiir yontemleriyle
orta kulak efiizyonlarinda  %20-30 arasinda iireme saptanmasiyla artik
degismistir. PCR yoOntemlerinin de tanmisal metodlar arasinda yer almasiyla
OKE’de bakteriyel DNA saptama oranlar1 %75’e kadar ¢ikmis, bu da aslinda
kiiltirle vardigimiz yiizdelerin oldugundan ne kadar diisiik saptandigini
gostermistir.

Kurono ve dig.(39) yaptiklar1 calismada OKE’de kiiltiir yontemleriyle
bakteri saptama insidans1 sadece %23.7 olarak bulunmustur. Hotomi ve dig.(10)
ise kiiltiirle pozitiflik oranin1  %20-40 arasinda, PCR ile pozitifligi ise %80’e
yakin bulunmustur. Uzeyir Gok ve dig.(64) 4 ile 14 yas arast 20 hastadan
aldiklari 37 ornegi incelemisler, 9’unda(%24.3) Kkiiltiirle pozitiflik
saptamiglardir.37 6rnegin 35’inde(%94.5) PCR ile pozitiflik bulunmustur. Panu
ve dig.(11) yaptiklar1 bir diger ¢alismada ise 25 OKE 06rnegini incelemis;
kiiltiirle bunlarin 8(%32)’inde lireme saptarken, 21(%84)’inde PCR ile pozitiflik
gormiislerdir. Gerek kiiltiir gerek PCR ile orta kulakta en sik saptanan
patojenler Haemophilus Influenza basta olmak iizere Streptococcus Pneumonia
ve Moraxella( Branhamella) Chatarrhalis’tir. Sutton ve dig(9)’nin ¢alismasinda
kiltir pozitifligi HI icin  %10.2, SP i¢in %6.3 ve MC i¢in %3.9 olarak
saptanmistir. Saffer ve dig.(65) ise yukarda bahsedilen 3 major patojen disinda
S. aureus, S. epidermidis ve P.aeruginosa gibi patojenlerin sikligindan da soz
etmislerdir.

Calismamizda da ilk amag olarak literatiirdeki bu bulgular destekleyecek
sonuglara ulasmak hedeflenmistir. Uygulamamizda 100 kulak iizerinde yapilan
kiiltir sonuglar1 36 kulakta(%36) {reme saptamig, bunlarin 4(%4) ’linde
S.Pneumonia, 8(%8) ’inde H.Influenza, 2(%2) ’sinde Moraxella goriilmiistiir.
Kiiltiir sonuglarimiza baktigimizda toplam %36 iireme ylizdesinin -ki buna
patojen olmayan bakteriler de dahildir- sadece %14 iinii orta kulak patojenleri
olusturmaktadir. Diger c¢alismalardan farkli olarak kiiltiir sonuclarimiza gore

S.Pneumonia 6nde gelen mikroorganizma olarak saptanmustir.



PCR metodunda ise 100 kulagin 29’unda (%29) ilireme saptanirken ;
S.Pneumonia, H. Influenza ve Moraxella sirasiyla 10(%10), 13(%13) ve 6(%6)
kulakta pozitif bulunmustur. PCR ile en sik rastlanan patojen H.influenza
olarak tespit edilmistir.

Literatiire gore bu diisik PCR pozitifligi, metodumuzda kullanilan
primerlerin sadece 3 major orta kulak patojenine yoOnelik olmasindan ve diger
patojenlerin negatif grubuna alinmasindan kaynaklanabilir. Yine de PCR ile
%29 oraninda H.Influenza, S.Pneumonia ve Moraxella Chatarrhalis saptama
yiizdesi, %14 oraninda kiiltiir ile ayn1 patojenleri saptama yiizdesinden biiytiktiir
ve yukarida bahsedilen c¢alismalarin sonuglarim1 desteklemektedir. Kisaca
PCR’1n patojeni saptamada kiiltiire gore daha etkin oldugu sdylenebilir.

Sadece sag kulaklart goz Oniine aldigimizda kiiltiirde 2/49 Ornekte
S.Pneumonia saptanirken PCR ile 6/49 ornekte etken saptanmistir.Benzer
sekilde H.Influenza 4/49 ornekte kiiltiirle saptanirken, PCR ile 6/49 Ornekte
saptanmistir. Moraxella i¢in ise kiiltiirde tireme 2/49 ornekte olurken PCR da
ise 4/49 ornekte etken etken bulunmustur. Tiim bu sonuglar ele aldigimizda,
PCR ozellikle S.Pneumonia ve H.influenza basta olmak iizere major orta kulak
patojenlerinin tespitini gdzden kacirmamaktadir. Kiiltiirde saptanana pozitif
sonu¢ verdigi gibi kiiltirde {iireme olmayan Orneklerde de etkeni
bulabilmektedir. Sonuglarimiz literatiirii desteklese de  Ornek sayisinin
azligindan otiri PCR yonteminin kiiltiire gore daha spesifik ve sensitif
oldugunu sdylemek istatistiksel olarak miimkiin degildir.

Sadece sol kulaklar1 géz Oniine aldigimizda ise kiiltiirde 2/51 Ornekte
S.Pneumonia saptanirken, PCR’da 4/51 Ornekte ayni etken saptanmistir.
H.Influenza igin baktigimizda kiiltiirde 4/51 Ornekte patojen saptanirken,
PCR’da 7/51 ornekte patojen saptanmustir. Kiiltiirde sol kulaklarda Moraxella
iremezken PCR 2/51 Ornekte etkeni  bulmustur. PCR S.Pneumonia ve
H.Influenza patojenlerinden 1’er vakayr kagirmis ve bunlari kiiltiir tespit

etmistir. Sonuglarimiz literatiirli desteklese de Ornek sayisinin azligindan 6tiirti



PCR yonteminin kiiltiire gore daha spesifik ve sensitif oldugunu sdylemek
istatistiksel olarak miimkiin degildir.

Kiiltiirde tireme ylizdesinin PCR yontemi ile saptanana gore diisiik olmasi
farli sekillerde acgiklanabilir: (a) Orta kulakta varolan mikroorganizma miktari
10000CFU/ml cinsinden kiiltiir ile saptanacak limitlerin altinda olabilir (b)
Bakteriler hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabakasini sentezleyemeyen, bu
sekilde orijinal sekillerini degistirip antibiyotik rezistansi kazanan ve in-vitro
ortamda  koloni olusturmayan L-formuna doniisebilirler (¢) Orta kulakta
bakteriler bir yiizeye veya birbiri iizerine yapisip biofilm haline gecerek
metabolik aktivitelerini azaltabilir ve antibiyotik direnci kazanabilir.Bu 3 durum
da tedavi veya konak¢inin immiin cevabi sonucu olabilir. Ek olarak biofilm
halindeki bakteriler,metabolik faaliyetleri ve {ireme hiz1i acisindan yavas
olduklarindan planktonik bakterilere oranla kronik enflamasyondan ve uzun
stireli semptomsuz eflizyon varligindan da sorumlu tutulmaktadir(14). Kiiltiirde
liremenin  az olusu yine yakin zamanda antibiyotik kullanimindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu faktoriin etkinligini azaltmak i¢in calismamiza 2
haftadan daha yakin zaman i¢inde antibiyotik kullanim Oykiisii veren hastalar
dahil edilmemistir.

PCR ile saptanan pozitiflik oranlarmin kiiltiire gore fazla olmasi ise bu
yontemin hastalik etkeni olmayan Oli bakterilerden ekstrakte olmus DNA
parcalarin1 saptayabiliyor olabilecegi kuskusunu giindeme getirmis,Cantekin ve
dig.(66) PCR ile tespit edilenlerin fosilize bakteri DNA kisimlar1 oldugunu
belirtmislerdir. Bu dogrultuda literatiirde yapilan calismalarda 6zellikle Post ve
dig.(12,67) degerli sonuglara ulagsmislardir. Yaptiklar1 hayvan g¢alismasinda
DNA yikimmin, bakteri Oliimiinii takiben 2 giin icinde gerceklestigini
gostermislerdir.Bu da tespit edilen DNA’nin geg¢irilmis eski AOM ataklarindan
kalan artik DNA olmadigim1 gostermektedir. PCR pozitifliginin yiiksek
olmasinin bir nedeni olarak da literatiirdeki baz1 ¢alismalarda belirtilen PCR

yalanct pozitifligi gosterilmistir. Calismamizda yalanci pozitifligi 6nlemek



maksatli hem negatif hem de pozitif kontrol o6rnekleri, PCR 6rneklerine
katilmastir.

Bilindigi gibi PCR ile ¢ok az miktarda genetik materyalin amplifikasyonu
miimkiin olabilmekle beraber 6rnek igindeki DNA materyali 9 giin ile 3 hafta
arasinda degisen bir zaman aralift boyunca amplifiye edilebilir
kalabilmektedir(64). PCR tabanli mikrobiyolojik yontemlerin ¢ogu Southern
hibridizasyonu kullanmakta olup bu hem zaman ve maliyet kayb1 olusturmakta
hem de 1’den ¢ok tanisal basamak gerektirmektedir. Giiniimiizde artik PCR
yontemleri de kendi i¢lerinde oldukca ilerleme sarfetmis, daha kisa zamanda
daha giivenilir sonuglar veren, az miktarda o6rnekle ¢alisip kontaminasyon riskini
en aza indirgeyen yontemler kullanima girmistir.Bunlar arasinda multiplex PCR
ve real-time PCR sayilabilir.

Calismamizda faydalandigimiz multiplex PCR, diger PCR yo6ntemlerine
gore zamandan ve kullanilan ara maddelerden tasarruf saglamaktadir. Ciinkii
tek bir reaksiyon planlanmakta ve analiz edilmektedir. Multiplex PCR’1n yer
aldig1 literatiirdeki diger caligmalarda bakteriyel 16S rRNA gen siralamasi
hedef olarak kullanilirken, bazi calismalarda da H.Influenza dis membran
proteinlerinden biri ve H.Influenza infeksiyonlarina kars1 dnleyici potansiyel as1
komponenti olan p6 proteini kullanilmaktadir(68,69). Pnomokok icin ise
1995°de Salo ve dig tarafindan cinse 06zgii bir toksin olan ‘Pnomolizin’
kullanilmistir(70,71). Multiplex PCR ile sonuclarin elde edilmesi 7 saati
gecmemekte, kiiltiire gore ¢ok daha hizli sonug verebilmektedir(72).

Real-time PCR ise multiplex PCR’dan daha ileri bir metod olup hizli,
sensitif ve kullanim1 kolaydir. Hazir ekstrakte edilmis DNA kullanildiginda
sonuglarin elde edilmesi yaklasik bir buguk saati bulmaktadir. Real-time PCR ile

kontaminasyon da en aza indirgenmistir(73).



Ostaki tiipii ve  patojenlerin nazofarinksten orta kulaga olan retrograd
uzanimi EOM etyopatogenezinde rol aldigindan (74) ¢alismamizin ikinci amaci
olarak nazofarinkste iireyen etkenin hasta kulakta da EOM etkeni olup
olamayacaginin ortaya konmasi hedeflenmistir. Literatiire baktigimizda Tomoya
ve dig.(75) calismalarinda PCR ile nazofarinkste p6 gen DNA’s1 saptanan
hastalarin yaridan fazlasinda ayni DNA’nin OKE 0Orneginde de oldugunu
gostermislerdir. Ayn1 zamanda OKE iginde p6 gen DNA’s1 saptanan hastalarin
timiinde de hedef DNA nazofarinkste saptanmistir. Tiim bunlar EOM’nin
nazofarinksten Ostaki tiipii boyunca bakteriyel invazyon sonucu ortaya
cikabilecegini desteklemektedir.

Bu dogrultuda sag kulaklar1 ve nazofarinksi karsilastirdigimizda 49
nazofarinks Orneginden 9’unda kiiltiirle S.Pneumonia saptanirken bunlarin
sadece 1’inde kulakta ayni patojenin iiredigini goriilmiistiir. H.Influenza icin
degerlendirme yaptigimizda ise 49 nazofarinks Orneginden 2’sinde lireme
gozlenirken bunlardan 1’1 yani %50’sinde kulakta da ayni patojenin varlig
saptanmistir. Sag kulaklarda yapilan kiiltiirlerde 2 Ornekte Moraxella
goriiliirken, nazofarinks kiiltiirlerinde Moraxella’ya rastlanmamustir.

Sol kulak OKE’leri ve nazofarinks aspiratlarinin kiiltiir sonuclarina
bakildiginda; nazofarinkste {ireme olmayan Orneklerin hicbirinde OKE’de de
ireme olmamistir. Nazofarinkste S.Pneumonia saptanan  vakalarin(8/51)
higbirinde OKE’de S.Pneumonia  saptanmamistir. Yine nazofarinkste
H.Influenza saptanan &rneklerden(4/51) sadece 1°i aym1 zamanda OKE’de de
rastlanmigtir. OKE kiiltiir sonuglarina baktigimizda ise S.Pneumonia ve
H.Influenza saptanan Orneklerin hicbirinde nazofarinkste ayni patojenler
gosterilememistir.

Bu bulgularla gerek ornek sayisinin azligindan gerek iiremedeki
farkliliklardan otiiri nazofarinksteki  patojenin kulakta da hastalik etkeni
oldugunu séylemek giictiir. Bu nedenle kendi sonuglarimiz Tomoya ve dig.’nin

sonuclarini desteklememektedir.



(Caligmamizda son olarak normal popiilasyonda nazofarinkste kolonize olan
orta kulak patojenlerinin, EOM olan hasta popiilasyonundaki nazofarinks
kolonizasyonu ile karsilagtirilmasi hedeflenmistir. Literatiire baktigimizda Freijd
ve dig. (40) ve Faden ve dig.(76) yaptiklar1 ¢calismada; H.Influenza’nin her ne
kadar normal nazofarinks florasinda olmasina ragmen, tasiyiciligin saglikli
cocuklara oranla EOM olan ¢ocuklarda daha fazla oldugunu saptamislardir.
Kiiltiir yontemleri ile nazofarinksteki H.Influenza siklig1 Freijd ve dig.’nin
calismasinda %9 ile %20 arasinda diisiik oranlarda seyrederken saglikli
popiilasyonda nazofarinks sekresyonlarinda PCR ile p6 gen pozitifligi %46
olarak saptanmistir(75).  Kurono ve dig.(39) yaptiklar1t calismada ise
H.Influenza’ya yonelik olarak nazofarinkste p6 geni DNA’s1 %86 hastada tespit
edilmistir.Bu da PCR’1n kiiltiire oranla nazofarinkste varolan mikroorganizmay1
daha sensitif olarak gosterdigini ve nazofarinksteki H.Influenza ¢ogalmasinin
EOM patogeneziyle ne kadar yakin ilgili oldugunu ortaya koymaktadir. Kendi
calismamizda literatiirden farkli olarak laboratuvar imkanlarimiz dahilinde
nazofarinks sekresyonlarinin degerlendirilmesinde sadece kiiltiir yOntemi
kullanilmis olup PCR, nazofarinks sekresyonlarinda ¢alisilamamastir.

Nazofarinks sekresyonlar1 Kkiiltiir sonuglarimiza baktigimizda  hasta
grubunda lireme orant % 77.4 olarak saptanirken, kontrol grubunda % 59.8
olarak  bulunmustur. = Mikroorganizmalar1  tek tek g6z  Oniinde
bulundurdugumuzda hasta nazofarinksinde H.influenza % 7.5 oraninda,
kontrol grubunda ise % 3.9 olarak saptanmistir. S.Pneumonia ise hasta
nazofarinkslerinin % 17 sikliginda goriiliirken kontrol grubunda ise % 9.8
olarak bulunmustur.

Bu oranlar arasinda yaklasitk 2 kat fark olmasina ragmen sonuglara
istatistiksel olarak anlamli diyebilmek i¢in iki grup arasinda S.Pneumonia icin
karsilastirma yapildiginda Pearson Chi-Square istatistiksel yontemi ile p=0.196
olarak saptanmustir(Tablo-8). H.influenza i¢in karsilastirilma yapildiginda ise

ornek sayisi az oldugundan Fischer’s Exact Test kullanilmis ve p=0.446 olarak



saptanmistir(Tablo-9). Her iki deger i¢in de istatistiksel olarak anlamli(p<0.05)
demek miimkiin degil ama literatiirii destekleyicidir.

Bu nedenle her ne kadar hasta ve kontrol grubu arasinda patojenin lireme
yilizdeleri acisindan 2 kata yakin fark olsa ve literatiirii desteklese de Ornek

sayisinin azlig1 nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bulunmamaktadir.



SONUCLAR

1-EOM etkeni olarak en sik rastlanan patojenler olan H.Influenza, S.Pneumonia
ve Moraxella Catarrhalis’t saptamada PCR ve kiiltiirii karsilastirdigimizda
PCR’in etkeni bulmada daha etkin oldugunu ve Kkiiltiir ile saptanamayan
mikroorganizmalari da saptadigi sOylenebilir. Ancak Ornek sayisi yetersiz

oldugundan bu fark i¢in istatistiksel olarak anlamli diyebilmek giictiir.

2-Nazofarinksteki patojenin EOM etkeni olup olmadigini kiiltiirle saptamaya
calistigimizda gerek ornek sayisinin yetersizligi gerek sadece kiiltiir yonteminin

kullanilmasindan 6tiirii ikisi arasinda iliskili bir sonu¢ bulamamaktayiz.

3- Son olarak, EOM olan hastalarda nazofarinkste kolonize olan orta kulak
patojenlerinin normal popiilasyona oranla daha fazla oldugunu gostermek igin
yaptigimiz  hasta ve kontrol grubu nazofarinks kiiltiirlerinin sonucu bu
hipotezimizi desteklemekte, EOM patogenezi agisindan nazofarinks florasinin
onemini gostermekte ve her iki grup arasinda 2 kata yakin fark gérmekteyiz.
Ancak yine de yukarida bahsetti§imiz nedenlerden otiiri bu fark igin

istatistiksel olarak anlamli demek miimkiin degildir.
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