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OZET

Otitis Media’h Hastalarda Etken Mikroorganizmalar ve Diren¢ Paternleri

Kronk oftitis media (KSOM) timpank membrann bozuldugu, akmtiyla seyreden
mastoid mukoza ve orta kulagmn kronik inflamasyonudur. KSOM, 6nemli bir morbidite sebebi
olup gelismekte ve gelismis tilkelerde farkh wk ve Kkiiltiirel gruplart etkileyen en yaygmn
kronik infeksiydz hastaliklarmdan biridir. Bu cahgsmaya yaslarni 5-83 arasmda degisen kronik
otitis media tamih 122 hasta dahil ediimisti. Cahsmaya dahil edilen 122 hastadan alnan
orneklerden %24.6 (30/122)’snda Stafilokok cinsi (21(%70) S.aureus, 9 (%30) KNS) tespit
edilirken, %24.6 (30/122)’sinda da P.aeruginosa izole edilmisti. Toplam 30 stafilokok 30
(%100)’ununda da mecA geni acismdan poztif oldugu tespit edilirken, kokenlern 6
(%20)’smda sea, 4 (%13.33)’linde seb, 2 (%6.67)’sinde see, 17 (%56.67)’sinde seg, 20
(66.67)’sinde seh, 19 (%63.33)’unda sei genlerinin varh@ tespit edildi. Ayrica, 21 S.aureus
izolatmm 17 (%81.0)’sinin  pvl (panton valentine leukocidin) geni agismdan pozitif oldugu
tespit edilmistir. Cahsmada S.aureus kokenleri arasmda etaA, fem A, femB ve tsst genleri
negatif bulunurken, hem S.aureus hem de KNS kokenleri arasmda sec, sed ve sej genlerine
rastlanmamustir. P.aeruginosa kokenleri arasmda ise tetK geni varh@ %96.7 orannda tespit
edilirken, tetM geni varhg ise kokenlerin %76.7’sinde tespit edilmisti. 30 P. aeruginosa
izolatmm %70’inde ise ampC geni poztif olarak buluinmustur. Srafilokoklarda penisiline
karst %93.3 (28/30), eritromisin ve gentamisine karsi %60.0 (18/30), rifampine karst %53.3
(16/30), siprofloksasine karst 46.7 (14/30), oksasilin ve Klindamisine kars1 %43.3 (13/30)
orannda direng saptanrken, suslarm tamammm vankomisine karst duyarh olduklar
belirlenmistir. Cahsmada tim suglarm PZR ydntemi ile mecA geni tasidigt tespit edilmesine
ragmen, fenotipik olarak 13 (%46.7) izolatm oksasiline direngli oldugu tespit ediimistir. P.
aeruginosa suslarmda ise en yiksek direng (%90) tetrasikline karsy, en disik direng ise
imipeneme kars1 bulmnmustur. Ilag direng tespitinde spesifite ve sensitivite agismdan duyarh
yontemler tercih edimelidi. Hizh ve dogrulugu yikksek testlerle direng oranlan
arastrilmalidir.

Anahtar Kelimeler: KSOM, stafilokok, pseudomonas, direng, gen.



ABSTRACT

Pathogen Microorgansms And Resistance Patterns In Patients With Otitis
Media

Chronic Otitis Media is an catarrhal infection of mastoid mucosa and middle ear
which affects tympanic membrane. Chronic Otitis Media is a significant morbidity factor and
the most common chronic infection which occurs in different ethnic and cultural groups in
developing and developed countries. A total of 122 patients were included to the study who
diagnosed as chronic otitis media and aged between 5-83. The samples were taken from these
122 patients and while a ratio 24.6% (30/122) of these isolates were Staphylococcci [21/30
(70%) were Staphylococcus aureus, other 9 were coagulase negative Staphylococcci], 24.6%
of them were identificated as Pseudomonas aeruginosa. While mecA gene positivity was
found in a total 30 staphylococcal isolates, presence of genes sea in 6 strains (20%), seb in 4
(13.3%), seein 2 (6.7%), seqgin 17 (56.7%), sehin 20 (66.7%), seiin 19 (63.3%) were
determined. Also, 17 of 21 (81.0%) S.aureus izolates are determined pozitive according
to pvl (panton valentine leukocidin) gene. In this study, while etaA, fem A, femB and tsstgenes
were found as negative inS.aureus strains. Sec, sed and sej genes were not found in
both S.aureus and CoNS (coagulase negative staphylococci) strains. While
in P.aeruginosa strains, presence of tetK gene was determined as 96.7%, tetM gene presence
was found as 76.7% among the Pseudomonas aeruginosa isolates. AmpC gene ratio was found
as 70% in a total of 30 P. aeruginosa isolates. While resistance detected in staphylococci was
93.3% (28/30) against to penisillin, 60.0% (18/30) against to erythromycin and gentamycin,
53.3% (16/30) against to rifampin, 46.7% (14/30) against to ciprofloxacin, 43.3% (13/30)
against to oxacillin and clindamycin. It was determined that all strains were sensitive to
vancomycin. Although, all strains were found to carry the mecA gene byPCR method in this
study, 13 isolates (46.7%) were resistant to oxacillin phenotypically. In P. aeruginosa strains
the highest resistance (90%) against to tetracyclin, the lowest resistance against to imipenem
were found. Sensitive methods in terms of specificity and sensitivity should be preferred for
detection of drug resistance. Drug resistance should be investigated using faster and higher
accuracy tests.

Key words: KSOM, staphylococci, pseudomonas, resistance, gene.



1-GIRisS

Kronik otitis media (KSOM) timpanik membranin bozuldugu, akmntiyla seyreden
mastoid mukoza ve orta kulagm kronik inflamasyonudur. Onemli bir morbidite sebebi olup
ekstra ve intra kraniyel komplikasyonlara yol agan hem gelismekte olan ve hem de
gelismis llkelerde farkl wk ve kiiltiirel gruplar: etkileyen ¢ocukluk ¢agindaki en yaygin
kronik infeksiydz hastaliklarindan biridir (Fliss ve ark 1990, Bluestone 2004). KSOM’da
semptomlarin ¢esidi ve siiresi farkliliklar gdstermektedir. Diinya Saghk Orgiitii KSOM’u
en az 2 hafta siiren perfore timpanik membran i¢cinden akint1 seklinde tanimlarken, bazi
kaynaklarda ise 6 haftadan uzun siiren kronik infeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir
(Roland 2002, Morris 1998, WHO 1986). Akut otitis media (AOM)’nin yetersiz ya da
basarisiz tedavisi sonucu KSOM’un gelisebildigi de bildirilmektedir. Otitis media i¢in tani
kriterleri orta kulak efiizyonu ve orta kulak inflamasyonu semptomlar1 ve belirtilerini
icermektedir. S.aureus, Pseudomonas aeruginosa gibi mikroorganizmalar kronik otitis
mediali hastalarin orta kulak akintisindan izole edilen en yaygin mikroorganizmalardir.
Ates, kulak agris1 bas agrisi, duyarhlik, oksiirik, rinit, halsizlik, anoreksia, kusma, diyare
ve kulagin ¢mlamasi1 yaygm fakat non-spesifik semptomlar arasinda yer almaktadir.
Pnomatik otoskopi ile orta kulak eflizyonunun ortaya ¢ikarilmasi tani tespitinde oldukca
Onemlidir.

Orta kulagin viral ya da bakteriyel infeksiyonlari olan otitis media Birlesik
Devletlerde antibyotik verilen ¢ocuklar i¢in en yaygin infeksiyonlar arasinda yer
almaktadr (Bluestone 2004). Otitis media ¢alisanlar i¢cin is giicii kaybina yol agarken
cocuklar icin de okul devamsizlig1 gibi sonuglara yol agan ciddi infeksiyonlardan olup,
tedavisi yiiksek maliyet gerektiren hastaliklar arasinda yer almaktadir (Madana ve ark
2011). Amerika’da hastahigin maliyetine yonelik yapilan bir ¢alismada yillik maliyetin 3
milyon dolar dolaylarinda oldugu hesaplanmustir. Otitis medianm, 6zellikle akut otitis
medianmn 6-24 ayhk cocuklar arasinda olduk¢a yaygin oldugu ve 3 yasmndaki ¢ocuklarm
%80’inden fazlasinin hastahga yakalandigi bildirilmektedir (Ramakrishnan ve ark 2007).



Efiizyonlu otitis media, akut orta kulak efilizyonuyla seyreden bir hastaliktir.
Amerika’da yillik yaklasik 2.2 milyon eflizyonlu otitis media vakasi bildirilmektedir
(Ramakrishnan ve ark 2007). Kronik siipiratif otitis media (KSOM) kalic1 ve niikseden bir

infeksiyon olup timpanik membran perforasyonu ile sonuglanabilmektedir.

KSOM, kulak zari delinmis ve gri-beyaz homojen, tortulu ve yogun sekresyonu
olan orta kulak ve mastoid mukozanin kronik inflamasyonudur. KSOM, en sik hayatm ilk
5 yilinda meydana gelmekte ve gelisen iilkkelerde, kroniyofasyal anormalili ¢cocuklar gibi
bazi 6zel popiilasyonlarda ve bazi wrklarda yaygin olarak goriilmektedir. KSOM’da en sik
izole edilen aerob ve fakiiltatif anaerob mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus basta olmak iizere, proteus, klebsiclla tiirleri ve
Escharichia coli gibi Gram negatif mikroorganizmalar yer almaktadir. Bunun yaninda
Haemophilus influenza ve Moraxella cattarhalis ve anaerob mikroorganizmalardan
bacteroides ve fusobacterium gibi tirler de etkenler arasinda yer alan diger

mikroorganizmalardir.

KSOM kuzey kutbu ile ekvator arasinda degisen ekstrem iklimlerde de yasayan,
farkli rk ve kiiltiir gruplarini etkileyen ve diinya ¢apindaki bir¢ok popiilasyonda goriilen
major bir saglk problemidir. Yapilan calismalarda degisik popiilasyonlarda KSOM’un
%7-46 arasinda degisen oranlarda goriildiigii bildirilmistir (Kaplan ve ark 1973, Baxter et
al. 1992).

Ulkemizde KSOM’lu hastalar iizerinde yapilan calismalarda en yiiksek oranda izole
edilen mikroorganizmalarin basinda P.aeruginosa ve stafilokoklarin geldigi, bu kokenlerde
direng profillerinin ise hastane diren¢ oranlariyla benzer ya da daha yiiksek diizeyde
seyrettigi bildirilmektedir (Goriir ve ark 2000, Aktas ve ark 1999). KSOM’lu vakalarda
etken olarak izole edilen S.aureus kokenlerininin 6zellikle penisilin grubu antibiyotiklere
ve aminoglikozitlere, P.aeruginosa suslarinda ise aminoglikozid grubu antibiyotikler ile
safalosporinlere olduk¢a yiiksek oranda (%8.5- 90) direng gelistigi bildirilmistir (Goriir ve
ark 2000). Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada da KSOM’lu hastalardan izole edilen
patojenlerin baginda P.aeruginosa geldigi, hatta P.aeruginosa’nmn KSOM’da tiim etken
patojenlerin  yartya yakinindan sorumlu oldugu bildirilirken, aym c¢aligmada
P.aeruginosa’nin penisilin ve 1. ve 2. kusak sefalosporinlere %90 dolaylarinda ilag
direncinin saptandigi bildirilmistir (Aktas ve ark 1999).



KSOM’Iu hastalar arasinda 2008 yilinda olduk¢a genis bir popililasyon tizerinde
yapilan bir ¢aliymada vakalarm %54’ tinden etken patojen olarak stafilokoklarm sorumlu
oldugu bildirilmistir. Stafilokok izolatlarinin da yaklasik %46’min metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) oldugu bildirilmistir. P. aeruginosa vakalarinda oldugu
gbi KSOM vakalarinda etken stafilokoklar i¢cin oldukg¢a yiiksek direng oranlar
bildirilmektedir (Park et al. 2008).

Antibiyotik direncli KSOM vakalarmin olduk¢a 6nemli morbidite ve mortalite
sebebi oldugu ve 6nemli ekonomik maliyetler olusturdugu bildirilmektedir (Park et al.,
2008). Son yillarda iilkemizde ve diinyada diger tiim nozokomiyal infeksiyonlarda oldugu
gibi KSOM’da da yogun ve uygun olmayan antibiyotik kullanimma bagh olarak direng
gelisiminin oldukg¢a yiiksek boyutlara ulastigi bildirilmistir. Antibiyotik direngli kokenlerin
tamimlanmasimnda dogru ve hizli yontemlerin kullaniimasi olduk¢a dnemlidir. Ulkemizde ve
diinyada diren¢ profillerinin belirlenmesinde en sik kullanilan ydntemler fenotipik
yontemler olup bu yontemlerin spesifite ve sensitivitelerindeki eksiklikler sebebiyle
ozellikle son yillarda diren¢ genlerinin varhgmi gostermeye dayali molekiiler bazl
yontemlerin kullanilmasi tercih edilmektedir (Park et al., 2008; Goriir ve ark 2000; Aktas
ve ark 1999).

Biz bu cahsmada Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Ve
Uygulama Hastanesi Kulak Burun Bogaz polikliniklerine bagvuran ve KSOM tanis1 almig
hastalarm kulak kiiltiirlerinde;

-izole edilen etken mikroorganizmalarin tanmlanmasin,
- P.aeruginosa ve stafilokok suslarinda direng profillerinin belirlenmesini,

-.P.aeruginosa kokenlerinde tetK, tetM, ve ampC direng genlerininin varhginin

miiltipleks PCR yontemiyle belirlenmesini,

- S.aureus kokenlerinde tsst, pvl (Panton Valentin Lokosidin), etaA, femA ve B

genlerinin varlhigini,

- Hem koagiilaz negatif (KNS) hemde koagiilaz pozitif stafilokok kdkenlerinde
metisilin direng geni ile enterotoksin genlerinin (Sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, se ve sej)

varlgin1 miiltipleks PCR yontemiyle belirlemeyi amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Tamm

Otitis media, Ostaki tiipli, orta kulak, mastoid ve non-intakt timpanik membran
(timpanostomi tiip perforasyonu gibi) gibi orta kulak yarigmin kronik bir infeksiyonu olan
kulak hastaligi olup, akmtiyla seyretmektedir. Kulak infeksiyonunun kronik bir hal alan bu
sathas1 kronik otitis media olarak adlandirilmaktadir. Fakat bu terim, perforasyonun
olmadig1 durumlarda kronik eflizyonlu otitis media (EOM) ile karistirilabilmektedir. Bir
baska karistrilma potansiyeli olan konu orta kulak infeksiyonunun olmadigi kronik
perforasyonun goriildiigli durumlardr. Bu durum KSOM olarak tanimlanmakta ve sadece
kronik perforasyon olarak adlandirilmaktadr. Perforasyon timpanostomi tiipiiniin
¢ikarilmasini takiben veya bir travma sonucunda olusan otitis medianin bir komplikasyonu
ya da sekeli olarak olusabilmektedir. ilk episodda kronik drenaj olmayip hastada higbir
zaman otore goriilmemektedir (Bluestone ve Klein 1996). Bu kesin tanima ragmen;
KSOM’un epidemiyolojisini tanimlayan birgok kaynakta, hastalikta otoreli veya otoresiz
kronik perforasyonun dahil oldugu bildirilmektedir. Bunun yaninda bazi klinisyenler,
infeksiyon iligkili perforasyonu aktif, infeksiyonsuz perforasyonu ise inaktif olarak
tanimlamaktadir (Browning ve Gatehouse 1992). Kronik mastoid klinisyenler tarafindan
kullanilan bir bagka terim olup, bu terim ayni1 zamanda KSOM ile es anlaml olarak da
kullanilmaktadir. Isitsel kolesteatoma KSOM hastalig1 ad: altina da dahil edilebilmekte
ancak kolesteatoma kronik infeksiyonla iliskili olabilmekte ya da olmayabilmektedir.

KSOM en yaygimn timpanostomi tiip komplikasyonlarindan olan timpanostomi tiip
otoresinden (TTO) ayirt edilmelidir. Fakat AOM ve KSOM’la ilgili olarak, TTO’dan
KSOM’a gecis iyi tanimlanmamustir. Aynm1 zamanda, KSOM, aktif infeksiyon veya
perforasyonun olmadigi kronik EOM’den ayrt edilmelidir. Ayrica KSOM orta kulak
infeksiyonunun goriilmedigi timpanik membranmn kronik perforasyonundan da ayirt
edilmelidir (Bluestone 1998). Eger kolesteatoma mevcutsa kolesteatomaali KSOM terimi
kullanilmalidir.



©1997 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Sekil. 2.1.Kulagin Anatomisi ( Encyclopaedia Britannica 1997).

2.2 .Akut Otitis Media

Akut otitis media’nin patogenezi, gogu zaman asagidaki sekilde gergeklesmektedir.
Hastada nazofarinks ve dstaki tliplinii iceren iist solunum yolundaki solunum mukozasmin
tikanmas1 ve daralmasiyla sonuclanan genellikle bir {ist solunum yolu viral infeksiyonu
Oykiisii vardir. Negatif orta kulak basinci gelismesi ve uzun siirmesiyle nazofarinksten orta
kulaga dogru potansiyel patojenlerin (virus ve bakteriler) aspirasyonu gerceklesmektedir.
Ostaki tiipiiniin tikkanmas1, orta kulak eflizyonunda infeksiyon, orta kulak sekresyonunda
patojenin ¢ogalmasi, siipiiratif ve semptomatik OM ile sonuglanmaktadir. Buchman ve
arkadaslarinin(1995) yaptig1 bir ¢alismada burunlarma influenza A virusu inokiile edilen
27 goniillide bu olaylar dizisi izlenmis, inokiilasyondan sonra hastalarda nazal infeksiyon

gelistigi tespit edilmistir. Calismada goniillilerin 16’sinda sonradan yiiksek negatif orta



kulak eflizyonu gelistigi ve AOM gelisen bir goniilliide orta kulak aspirasyonunda
influenza A virusu ve Streptococcus pneumonia varhigi tespit edilmistir. Sik stk AOM ve
EOM goriilen ¢ocuklarda oOstaki tiipiiniin anatomik ve fizyolojik bozuklugunun &nemli
oldugu bildirilmistir (Buchman et al 1995). Ostaki tiijp anomalisi ¢ocuklarda rekiiren
infeksiyonlarm en Onemli sebepleri arasinda yer almaktadir. Rekiirren AOM’nin
patogenezi iizerine otite yatkin 50 ¢ocukta yapilan bir ¢alismada, dstaki tiip fonksiyonunu
test edilmis, otitis egilimli ¢ocuklarm, AOM hikayesi olmayan c¢ocuklardan tiip
fonksiyonunun 6nemli derecede daha zayif oldugu tespit edilmistir (Stenstrom et al 1991).
Bu bulgular, rekiiren AOM’nin patogenezinin, mekanik olanin aksine Ostaki tiipiiniin
fonksiyonel olarak tikanmasmin bir sonucu oldugunu gostermektedir. Ancak, kisa ve
yumusak Ostaki tiipiine sahip bebek ve kiicik cocuklarin viral st solunum yolu
infeksiyonu siiresince nazofaringeyal sekresyonlarmm orta kulagm igine refliisii (burun
kapatilip yutma hareketini takiben burundan iifleme ve aglama) olabilmektedir. Bir bagska
olas1 mekanizma ise nazofarinkten Gstaki tiiptiniin mukozasi igine dogru artan akim sonucu

infeksiyon riskidir.
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Sekil.2.2. Akut Otitis Medianin Klinik Seyri (Bluestone 1998)



2.3.Efiizyonlu Otitis Media

Eflizyonlu otitis media kismen asemptomatik olmasmna ragmen, akut baslangich
EOM, yukarida AOM i¢in anlatildig1 gibi benzer olay dizinine sahiptir (Bluestone et al
1992, Post et al 1995). Bakteri izolasyonu EOM’1i hastalarin orta kulak akintisindan izole
edilebilmektedir. Bununla birlikte orta kulaktaki uzun siireli negatif basing EOM’yi
temizleyebilmektedir. Efiizyonlu otitis media orta kulak basmnci altinda Ostaki tiipiiniin
acilmas1 ve eflizyonla sonuglanan bir rahatsizliktir. (Casselbrant et al 1988, Alper ve ark
1997). Bu calismalar, Ostaki tlipliniin a¢ilmadigr zamanlarda orta kulak efiizyonu
patogenezinin “hydrops ex vacuo” teorisini ortaya koymaktadir. Bu teoriye gore, Ostaki
tiipl disfonksiyonuyla olusan eflizyon sizit1 ile orta kulakta transtida olugturmakta ve bu
da negatif basmng olusturmaktadr. Swarts ve arkadaslar1 (1995) ayrica negatif orta kulak
basincini tetikleyen, orta kulagin CO, ile ylkkanmasindan kisa siire sonra maymunlarda
MEE (middle ear effusion) olusturabilmislerdir. Eflizyonlu orta kulakta tiip agilmasi s6z
konusu oldugunda nazofaringeyal sekresyonlarin aspirasyonlari olusabilmekte ve boylece
EOM ve rekiirren akut bakteriyel OM’nin birlikte olustugu kritik durum meydana
gelebilmektedir. Yetiskin goniillii hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada rhinovirus ile
nazal inokiilasyonu takiben Ostaki tiipiiniin tikanmasi ve negatif orta kulak basinci ile
sonuglanirken iki hastada OM gelisimi goriildiigii bildirilmisti. EOM’li iki bireyde
inoktiilasyon Oncesinde, negatif orta kulak basinci goriilmiistir. Eger hastada Ostaki tiip
disfonksiyonu mevcutsa inokiilasyondan énce normal orta kulak basmcma sahip hastalarda
viral infeksiyonu takiben EOM ile sonuglanacak olan efiizyon gelismemektedir (Buchman
ve ark 1994).

Bir ¢alismada 33 saglkli yetiskin hastaya influenza A virusu intranazal olarak
inoktiile edilmis, hastalarda Ostaki tiip tkanmasi, negatif orta kulak basinct meydana
gelirken 21 hastanin 5’inde de orta kulak eflizyonu gelistigi bildirilmistir (Doyle et al
1994). influenza A virusunun rhinoviruslardan daha virulan olmasi nedeniyle iist solunum
yolu infeksiyonu periyodlar1 sonrasinda orta kulagin atelektazisi (yiiksek negatif orta kulak
basmnci), EOM ve akut bakteriyel OM ile sonuglanabilmektedir.



2.4.Inatc1 orta kulak efiizyonu

Orta kulaktaki akut viral/bakteriyel infeksiyonun ilk asamasmdan sonra inat¢1 orta
kulak eflizyonunu veya ardindan orta kulakta negatif yiiksek basmg¢ varken eflizyonun
transiidasyonu birbirine benzemektedir. Inflamasyonu takiben orta kulaktaki miikoz
membranin inflamasyon hiicrelerinden interlokin 1, 2, 6 ve 8, timor nekrozis faktor ve
interferon gama gibi sitokinlerin sitimiilasyonu gerceklesmektedir. Ayn1 zamanda sitokin
ve inflamatuar medyatorleri iireten, mukozanin i¢ine lenfositleri tutan primer olarak
selektinler ve integrinler submukozal reseptorlerin upregiilasyonu ve mukoz membrandan
sivi madde kagagmi tetikleyen platelet aktive edici faktor, prostasiklin, tromboksan,
prostoglandin, lokotrien gibi inflamatuar mediatorlerin stimiilsyonu ger¢eklesmektedir
(Bernstein et al 1976, Tachibana et al 1996).

Bu asamada, kan damarlarinin ve anjiyogenezin (kilcal damar olusumu)
konjesyonundan (vendz kanin dokudan uzaklagsmasinda yetersizlik) dolayr mukoz
membran i¢cinde kan akisi artis1 muhtemeldir. Bu da daha sonrasinda mukozanin mikro-
sirkiilasyonunun i¢ine dogru N, perflizyonundaki artistan dolay1 orta kulak i¢inde daha ¢ok
negatif basing olusmaktadir (Doyle ve Seroky 1994). Buna ek olarak, dar bir ¢ikisi olan
kapali bir ylizey gibi (6staki tiipli) sistemin anatomisinden dolay: iiretilen efiizyon orta
kulakta birikmektedir. Bunun yaninda mukosilier sistem ve tiipiin agilip kapanma sistemi

de biiyiik olasiikla bozulacak ve persisten orta kulak eflizyonu meydana gelecektir.

2.5.Kronik perforasyon

Timpanik membranin kronik perforasyonu akut perforasyonun olusmasindan sonra
gelismektedir. Akut (travmadan dolay1 degil) gelisen timpanik membran perforasyonlari
genellikle AOM’a baglh olmakla birlikte kronik EOM’nin gelisemsiyle de olusabilmektedir
(Boswell ve Nienhuys 1996). Bir spontan perforasyon genellikle bir antimikrobiyal ajanla
tedavi edilmeyen akut orta kulak infeksiyonununda goriilmektedir. Yeterli tedavi
uygulansa dahi bir komplikasyondan ziyade hastaligin dogal siirecinin bir bdlimii

gerceklesmektedir. Ciinkii boyle bir perforasyon, piirillan materyalin dis kanalin icine



bosalmasimi saglayacak ve irin drenajmi Ostaki tiipiine dogru arttiracaktir. Orta kulaga
yeterli drenaji olan kulak zar1 perforasyonu temporal kemik i¢inde veya daha 6nemli olan
intrakraniyal kavite i¢cine dogru infeksiyonun daha ¢ok yayilmasini dnleyebilmektedir.
Genellikle akut perforasyon tedavisi basarisiz oldugunda timpanik membranm kronik
perforasyonu olusmaktadir. KSOM varlhiginda, uygun tedaviyi takiben perforasyon
kendiliginden kapanabilmektedir. Muhtemelen kronik perforasyonun iyilesmesi

perforasyon alaminda yassi epitel olusumunun engellenmesi ile gerceklesmektedir.

2.6. KSOM (Kronik siipiiratif otitits media)

KSOM 2 haftadan 3 aya kadar ya da daha uzun siireli timpanik membrandan akut
bir drenajin bulunmasiolarak tanimlanabilir. Fakat, bilim adamlar1 arasinda otore siirecinin
kronik olarak kabul edilmesinde bir fikir birligi bulunmamaktadr. Akut otore KSOM’dan
once olugsmaktadwr. Akut otore daha ¢cok AOM’den kaynaklanmaktadr ancak kronik EOM
varliginda Avustralyan aborjinleri gibi belirli yiiksek riskli gruplarda da ayrica olusabildigi
bildirilmistir (Boswell ve Nienhuys 1996). Yukarida bahsedilen kronik evrede bu faktorler
daha cok akut otorenin siireciyle iliskilidir. Ancak siire¢ eger daha cok ilerlemisse orta
kulak yariginda kemik iltihab1 ile sonuglanabilmektedir (Bluestone ve Kenna 1988).
Infeksiyon belirtisi olmayan kronik perforasyon goriildiigi zaman, reinfeksiyon
muhtemelen 2 yoldan biriyle olusmaktadir. Ya nazofarinksteki bakterilerin refluksa bagh
olarak orta kulaga erismesi ile ya da orta kulakta “gaz yastig1” kaybolmasiyla dstaki tiipii
icinden nazofaringeyal salgilarin bosalimi (stimkiirme sirasinda bebeklerin aglamas1 veya
nazal tikanma mevcutken ve burun kapaliyken yutkunma sirasinda) ile gergeklesmektedir.
Cogu oOrnekte timpank membranin arkasmda AOM olustugunda Streptococcus
pneumoniae ve Haemophilus influenzae gibi mikroorganizmalar izole edilmektedir
(Mandel et al 1994). KSOM ayni zamanda, yilizerken ya da banyo yaparken saglam
olmayan kulak zar1 aracihigiyla kulaga giren suda bulunan mikroorganizmalar ile orta
kulak yarigmin kontamine olmasiyla da olusabilmektedir. Ostaki tiip disfonksiyonunun bu
stirece dahil oldugu bilinmektedir. Bir ¢alismada kronik perforasyonlu Japon ¢ocuk ve
yetiskinlerin kulagmdaki dstaki tiip fonksiyonu ile ilgili tiipiin aktif agilma fonksiyonunun
bozuldugunu tespit etmistir. Tiipiin fonksiyonel olarak tikandigmni belirtmekle beraber ayni



zamanda mekanik veya anatomik tkanmanin da yetiskinlerin patogenezinde rol

oynayabilecegi bildirilmistir (lwano et al 1993)

2.6.1. KSOM’un Komplikasyonlari

KSOM’un en yaygin sekeli kondiiktif ya da sensorindral isitme kaybidir. Bu, kiigik
cocuklarda dil gelisimini ve okul siirecini etkileyebilmektedir. Orta kulagmn kronik
infeksiyonu orta kulakta Odem, akmnti ve timpank membran perforasyonuyla
sonuclanabilmekte ve osikular zincir hasar1 20-60 desibele kadar isitme kaybiyla
sonuglanabilmektedir (Bluestone etal 1996, Seely et al 1995). Sensorindral isitme kaybina
sebep olan KSOM ile ilgili ¢esitli caligmalar bulunmaktadr. Hayvanlar iizerinde yapilan
calismalarda yuvarlak pencere membrani iginden i¢ kulaga penetre olan inflamatuvar
medyatorlerinin kokleadaki igitme hiicrelerinin kaybina sebep olabilecegi gosterilmistir
(Huang et al 1990, Morizono ve Tono 1991). Son zamanlarda insanlarda yapilan bir
calismada KSOM’lu hastalarda kokleanin bazal kivrimlarindaki i¢ ve dig isitme
hiicrelerinde azalmalar oldugu gosterilmistir (Cureoglu ve ark 2004). KSOM’da
sensorindral isitme kaybmin oldugunu gosteren cesitl ¢ahsmalar bulunmaktadir.

Tek tarafli KSOM’lu 218 hastanin dahil edildigi bir ¢aligmada (ortalama 35 yas)
kemik iletimi esiginin saglikl kisilerden 9-14 dB daha diisiik oldugu bildirilmistir (EI
Sayed 1998). Tek tarafli KSOM’lu 121 hastanin dahil edildigi bir baska calismada ise
kemik iletimi esiginin KSOM’lularda 10-12 dB iken, saglikli bireylerde 3-4 dB oldugu
gosterilmistir (Papp et al 2003). Diger yandan, biri tek tarafli KSOM’Iu (50 yas) 286 hasta
digeri de ¢ift tarafli KSOM’lu (5.5 yas) 87 ¢ocuk hasta tizerinde yapilan ¢aligmalarda
kemik iletimi esiginde infeksiyonun herhangi bir etkisi olmadigi bildirilmistir (Kaplan ve
ark 1996, Browning ve Gatehouse 1989). Cocuklarda sensorindral igitme kaybi1 gelisme
riskinin yetigkinlerden daha yiiksek oldugunu gostren higbir kanit bulunmamaktadir (El
Sayed 1998, Browning ve Gatehouse 1989). KSOM ciddi ekstra ve intrakranial
komplikasyonlarla sonu¢lanabilmektedir. KSOM’da ekstra ve intrakranial komplikasyon
gelisme riskinin %0.7-3.2 arasinda degistigi bildirilirken yalmz ekstrakranial
komplikasyon gelisme oraninin %0.5-1.4 ve yalniz intrakraniyal komplikasyon goriilme

oraninin ise %0.3-2 arasinda oldugu bildirilmistir (Osma et al 2000, Kangsanarak et al
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1990). Komplikasyon goriilme insidansmin KSOM’lu ¢ocuk hastalarda yetiskinlere gore
daha yiiksek oldugu bildirilmisti. KSOM’un ¢ocuklarda daha sik goriilmekle beraber,
cocuklarda ve yetiskinlerdeki komplikasyon oranlarini karsilastirma yapabilecek diizeyde
veri bulunmamaktadir.

2.6.2.Sistemik hastahklar ve KSOM
KSOM mastoid ve orta kulagm bu spesifik inflamasyonunun goriilebildigi
M.Wegener, tiiberkiiloz ve Histiacytosis X gibi sistemik hastaliklarin bir pargasi olarak da

meydana gelebilmektedir.

2.6.3. KSOM ve Istime iliskisi

OM’li ¢ocuklarda isitmenin degerlendirildigi Pitsburgh’da yapilan bir ¢aligmada
EOM’li oldugu bildirilen bebek ve ¢ocuklar ¢aligmaya dahil edilmistir. Calismada 7-24
ayhk 222 bebekde ortalama konusma farkindalik esigi 24.66 dB, 2-12 yas aras1 540
cocukta ise ortalama hava iletimi esigi 27 db olarak belirlenmistir (Fria et al 1985).
KSOM’un vyiiksek goriildiigii toplumlarda isitmeyle ilgili sadece bika¢ calisma
bulunurken, ortalama isitme kayb1 genellikle EOM’nin var oldugu durumlarda
bildirilenden daha koétiidir. Son zamanlarda Sierra Leone’den gergeklestirilen bir
caliymada siiplirasyonlu ve siiplirasyonsuz perforasyonu olan c¢ocuklardaki isitme
degerlendirilmis, kuru perforasyonu olan 37 kulaktan 33 (%89)’iinde saf ses ortalamasimnin
26 db ve KSOM’lu 100 kulaktan 96’sinda da ayni derecede isitme kaybinin goriildiigii
bildirilmistir (Stewart ve Byrne 1976).

2.7.Kolesteatoma ve KSOM iliskisi

Orta kulak boslugunda veya temporal kemigin havali bolgelerinde diizensiz sekilde
gelisen deriye ait kistlerdir. Edinilmis ve dogumsal olmak iizere 2 smifa ayrilmaktadir.
Edinsel kolesteatoma en yaygin kolesteatoma tiirii olmakla beraber kulak zarinda bir delik
ya da retraksiyon cebi olarak olusmaktadir. Edinsel kolesteatomaa, Eskimolar,
Kizilderililer ve Avustralya Aborijinleri gibi KSOM’un yiiksek oranda goriildiigii

toplumlarda nispeten nadr goriilmektedir. Gronland Eskimolari arasinda yapilan bir
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calismada 14 yasmma kadar Kolesteatoma sikligimin 6.6/100.000 oldugu hesaplanmistir
(Homoe wve Bretlau 1994). Sierra Leone’de 2015 ¢ocuk arasinda yapilan baska bir
calismada ise KSOM orani1 %6.4 olarak belirlenirken, sadece bir ¢ocukta kolesteatoma
goriilmiistiir (Stewart ve Byrne 1976). Ancak; hayat kosullar1 ve saglk alanindaki
gelismelerle, kolesteomanin insidansindaki artisla ilgili bazi kanitlar oldugu belirlenmistir.
KSOM msidansinin diisikk oldugu gelismis iilkelerde (OM sekeli olarak) kolesteoma orani
nispeten yiiksektir. lowa’da 10-19 yas araligindaki ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismada,
insidans 9.2/100000 oldugu bildirilmistir (Wiet ve ark 1980).

Sekil.2.3. Kolesteatoma Olusumu ( http://www.kulakburunbogaz.info 2013)

2.8.Patogenez

Yukarida bahsedilen risk faktorlerinden bir ya da daha fazlasini igeren KSOM’un
etiyolojisi ve patogenezi multifaktdriyeldir. Ostaki tiipiiniin anatomik ve fonksiyonel
ozellikleri yaninda ¢evresel ve genetik faktorlerin de etkili olabilecegi bildirilmistir.
KSOM, akut veya eflizyonlu OM’nin akut baslangiciyla goriilmektedir. Boylece, AOM’la
iliskilendirilmis faktorler arasinda; basta infeksiyon (viral ve bakteriyel), Ostaki tiip
disfonksiyonu gibi anatomik faktorler, gen¢ yas gibi konak faktorleri, gelismemis veya
baskilanmis immiinolojik durum, Ust solunum yolu alerjisi, ailesel yatkmlik, ailedeki

kardes sayismin fazlalii, cinsiyet (erkek), beslenme sekli, ¢cevresel ve toplumsal faktorleri
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sayilabilmektedir (Bluestone ve Klein 1996). Genellikle bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda
OM’nin baglangiciyla iligkili en 6nemli faktorler; Gstaki tiipliniin yap1 ve fonksiyonunun
gelismemis olmasi ve immiin sistemin zayif olmasidir (Bluestone, 1996). Bebekler ve
kii¢tik ¢cocuklar miist solunum yolu infeksiyonuna maruz kalmalariyla birlikte OM yaygin

bir infeksiyon haline gelmektedir.

2.9.Mikrobiyoloji

KSOM’da bakteri, ostaki tiipli araciligryla nazofarinksten ya da saglam olmayan
timpanik mambran aracilifiyla dis kulak kanalindan orta kulaga ulagilabilmektedir
(Bluestone 1996). KSOM’da en sik izole edilen aerobik mikroorganizmalar arasmda
P.aeruginosa (%18-67) ve Staphylococcus aureus (%14-33) ilk swalarda yer alirken bu
mikroorganizmalar1, Proteus spp., Klebsiella spp., ve Escherichia spp. gibi Gram negatif
mikroorganizmalar (%4-43) ve Haemophilus influenzae (%1-11) takip etmektedir (Ibekwe
et al 997). En sik izole edilen anaecrob mikroorganizmalar arasinda ise Bacteroides tiirleri
ile Fusobacterium tiirleri bulunmaktadr (De Uzeda ve Rocha 1989). KSOM’da orta kulak
yilizeyinin P.aeruginosa, S.aureus ve anaeroblar gibi mikroorganizmalara daha t6leransli
oldugu distiniilmektedir. Bu ylizden bu bakterilerin KSOM i¢cin gercek patojen olup
olmadig: tartismalidir. Bir diger goriis ise bu mikroorganizmalarm dis kulak yolundan
kontaminasyon veya sekonder isgalciler i¢in uygun ortam sagladigina iliskin hipotezdir
(Brook 1995, Bluestone et al 1996).

Aerob ve anaerob bakterilerin iyilesme oranindaki genis degiskenlik, hastalign
seyri boyunca ornekleme zamanindaki farkliliklarla, 6nceden antibiyotik kullanimi, 6rnek
almmadan 6nce bolgenin temizlenmesi, transport besiyeri veya inokiilasyonun gecikmesi
gibi 6rnek alimi ve islenmesiyle iligkili olan farkli proseslerden kaynaklanabilmektedir
(Brook 1995, Bluestone et al 2002).

Mantarlardan 6zellikle Aspergillus spp. ve Candida spp. tiirlerinin de KSOM da rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Mantar infeksiyonlarmin sk goriildiigii 6zellikle sicak ve nemli
bolgelerde yasayan toplumlarda KSOM vakalarinin %50’sinden mantarlarlarin sorumlu
oldugu bildirilmektedir (Tiwari et al 1995, Khanna et al 2000). Son zamanlarda kinolon
kulak damlas1 ile tedavinin komplikasyonu olarak sekonder mantar gelisimine sik¢a

rastlanmaktadir (Schrader ve Isaacson 2003). Bununla birlikte bakteriyel biyofilmler
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kronik infeksiyon kaynagi olarak 6nem kazanmustir. Biyofilmler, polisakkarit matriks i¢ine
gomiilii bir yiizeyde gelisen, ortadan kaldirilmas1 zor olan ve igerisinde bakteri hiicreleri
barindiran polisakkarit yapili maddeler olup kronik infeksiyonlarin gelisiminde son derece
onemlidir (Lewis 2001, Stewart ve Costerton 2001). Ayrica biyofilmlerin, osteitik kemik
ve llserli orta kulak mukozas1 veya timpanostomi tiipii gibi otolojik implantlarda hasarlar
meydana getirdigi de bildirilmektedir. Bu sebeple biyofilmlerin KSOM’da inat¢1
infeksiyonlara yol agtigi diistiniilmektedir (Roland 2002, Post et al 2004).

2.10.immiinoloji ve Genetik

Genel olarak KSOM gibi mukozal infeksiyonlara karsi savunmada IgG ve IgA
tipindeki antikorlar gorev almaktadir. Salgisal IgA (sIgA) orta kulak kavitesinin
mukozasindaki plazma hiicreleri tarafindan lokal olarak sentezlenmekte ve bakterilerin orta
kulak mukozasma kolonizasyonun onlenmesinde rol oynamaktadir. KSOM’lu ¢ocuklar
slgA’dan  yoksun olabilmektedirler (Stenfors ve Raisanen 1991). IgG smifi
immunglobulinler direkt veya kompleman aktivasyonu ile fagositozu kolaylagtirmaktadir.
IgG ve IgG alt smif konsantrasyonlar1 yasa bagl olarak degismektedir (Stenfors ve
Raisanen 1992). Rekiirren iist solunum yolu infeksiyonu goriilen ¢ocuklarda 1gG’nin bazi
alt gruplarmin (6zellikle 1gG2) diisiik titrelerde oldugu (vakalarin %10-20’s1) bildirilmistir
(Veenhoven et al 2004, Gross et al 1992). Ig seviyeleriyle ilgili olarak KSOM’da boyle bir
veri bulunmamaktadir. Immunglobulinler bakteri duvarma yapisarak aktive olmaktadirlar
(Stenfors ve Raisanen 1992). KSOM’da bakterinin sIgA ve IgG ile kaplanmasi sik olarak
goriilse de, infeksiyon etkeni Pseudomonas aeruginosa oldugunda Ig’lerle bakteriyel
kaplanma goriilmemektedi. Bu KSOM’da Pseudomonas aeruginosa kaynakl
infeksiyonlarin tedavisinin ne kadar zor oldugunun gostergesidir (Stenfors ve Raisanen
1991). AOM ve EOM’deki inflamatuvar medyatorler lizerine bir ¢ok ¢alisma bulunsa da,
KSOM’da lokal sitokin iiretimi gibi faktorlerin spesifik rolleri hakkindaki yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir. KSOM’un genetik determinantlari hala bilinmemektedir. OM’li
ikizler arasinda yapilan caliymalarda tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta ikizlerinden daha
yiiksek oranda bir uyumdan bahsedilmektedir (Rovers et al 2002). MBL (Mannose-binding
lectin)’nin diisiik serum seviyesi ve Fc gama reseptdriiniin polimorfizminin ¢ocuklukta

niikseden st solunum yolu infeksiyonu ve OM ile alakali oldugu bildirilmistir (Sanders et
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al 1995). Bu ve diger diizenleyici genlerin KSOM’daki rollerinin tam olarak ne oldugunun

anlagilmas1 i¢in ileri cahsmalara ihtiyag duyulmaktadir.

2.11.Epidemiyoloji

KSOM, timpanostomi tiipiiniin en yaygm komplikasyonu olan timpanostomi tiipii
akintisindan ayrt edilmelidir. KSOM’un dogru prevalanst ve insidansmin
hesaplanmasinda kolesteatomaali hastalarin dikkate alinmasi olduk¢a Onemlidir. KSOM
genellikle hayatmn ilk 5 yilinda goriilmekte olup, en yaygin olarak gelismekte olan
iilkelerde, 6zellikle kraniyofasyal anomalili ¢cocuklarin sik goriildiigii toplumlarda (ve bazi
etnik gruplarda) goriilmektedir (Wintermeyer ve Nahata 1994, Nelson 1988). KSOM,
sadece 1liman iklimlerde degil ayn1 zamanda kuzey kutbu ile ekvator arasinda degisen
ekstrem iklimlerde de yasayan, farkli rk ve kiiltiir gruplarmi etkileyen ve diinya ¢apindaki
birgok popiilasyonda goriilen major bir saghk problemidir. Son yillarda yaymlanmis
caliymalarda hastaligin prevalansma dayali populasyonlarda farkli topluluklar oldugu
bildirilmektedir. Alaska Eskimolar1 arasinda insidansm %30-46, Kanada’da %7-
31, Avustralya aborjinleri arasinda %12-33, ve bazi Amerikan kabileleri arasinda %4-8
arasinda degistigi bildirilmistir. (Ling et al 1969, Baxter et al 1992). Dogu Kanada’da,
kuzey Amerika Kizilderili kabilesi (Cree yerlileri) 6grencileri ile ayn1 bolgede yasayan
Inuit ¢ocuklar arasinda yapilan bir ¢aliymada Inuit’de hastalig prevalansmm %22 oldugu

bildirilitken, Cree’de bu orann %1 oldugu bildirilmistir (Baxter et al 986).

Yapilan bir baska c¢alismada da, Giiney Afrika kirsalindaki zencilerde oranin
%1°den disik oldugu saptanmustir (Halama et al 1986). Ispanya’da bir c¢ingene
popiilasyonunda KSOM prevalans1 %4 iken, ayni bolgedeki Kafkaslar’da bu oranin sadece
%1 oldugu bildirilmistir. KSOM’un diisiik prevalansta gorildiigli popiilasyonlar arasinda
Kore (%2) (Kim et al 1993), Hindistan (%2) (Kapur et al 1965) ve Suudi Arabistan (%1.4)
(Muhaimeid et al993) sayilabilir.

Cok gelismis iilkkelerdeki ¢alismalar en diisiik oranda (%]1°’den daha az ya da hig
goriilmeyen yerler) goriilen yerler arasinda Birlesmis Devletler (Casselbrant ve ark 1985),
Finlandiya (Zeisel ve ark 1995), Birlesmis Kralhk (Williamson ve ark 1994) ve
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Danimarka (Fiellau-Nikolajsen 1983) olarak bildirilmistir. Biiyiik Britanya’daki bir
yetiskin popiilasyonunda oranin %3.1 oldugu bildirilmistir (Browning ve Gatehouse 1992).
Ancak, timpanostomi tipii kullannmmm yayginlagsmasiyla birlikte bebeklerde ve
cocuklarda KSOM’un sik goriilen bir komplikasyon olarak olustugu goriilmiistiir (Dohar et
al 1996). Bu populasyonlardaki KSOM’un yiiksek oraniyla iliskili/atfedilen risk faktorleri
arasinda; emzirme eksikligi, asir1 niifus yogunlugu, kotii hijyen, kotii beslenme, sigara
kullanimi, potansiyel patojen bakterilerin nazofaringeyal kolonizasyonunun yiiksek orani

ve saglk durumundaki elverissizlik sayilabilmektedir (Leach etal 1994).

2.12.Risk Faktorleri

KSOM’un risk faktorleri arasinda; akut veya rekiirrent OM hikayesi, ailese]l KOM
hikayesi ve kalabalik ortamlarda yasama (¢ok kardesli biiyiik aileler, biiyiikk kresler) gibi
faktorler sayilabilir (Fliss et al 1991). KSOM’un alerji, rekiirrent iist solunum yolu
infeksiyonu, emzirme, cinsel iligki, yas ve pasif sigara iciciligi ile iligkisinin olmadigi
bildirilmistir. Ancak AOM ig¢in bu risk faktorlerinden bazilarinin klinik agidan KSOM’da
rol oynadig: bildirilmektedir. KSOM’un ¢ocuklarda hastaligi 6nceden tahmin edebilecek
kantitatif bir bulgusu bulunmamaktadir.

2.12.1.Yiiksek riskli popiilasyonlar

Yukarida anlatildig1 gibi, KSOM’la beraber ya da KSOM’suz timpanik membranin
kronik perforasyonunun gelismesi acismdan yiiksek risk tasiyan popiilasyonlar
bulunmaktadwr. Bazi konak faktorleri hastaligin prevalansi ile ilgili nemli risk faktorleri
arasinda sayilmaktadir. Konak faktorleri arasinda hastaligin daha sik goriildiigii kisilerin
oOstaki tiipiiniin yapistyla ilgili olabilece gibildirilse de bu konuda yapilan ¢aligmlarin sayist
olduk¢a smirhdr. Eskimolar, Amerikan kizilderilileri, Katkaslar ve zenci bireyler arasinda
kraniyofasiyal kemik yapilari ile ilgili bir ¢aliymada Ostaki tlipliniin kemik segmentlerinde
anatomik farkliliklar oldugunu bilirilmistir (Doyle 1977). Farkh wrklarda tiipiin uzunlugu,
genigligi ve acisinda 6nemli farkliliklar OM’den korunmada veya yatkinlikta onemli

olabilecegi bildirilmistir. Yaslar1 3-36 yas araliginda degisen 25 beyaz apagi yerlisi ile ayni1
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yas grubundaki Kafkaslar arasinda yapilan bir klinik ¢aligmada apagi yerlilerinin ostaki tiip
araligmin daha dar oldugu (yar1a¢ik konu) bildirilmistir. Caligmada Gstaki tiip fonksiyonu
inflasyon-deflasyon ve etki-tepki testlerinin uygulanmasiyla kulak zarmin kronik
perforasyonlar1 degerlendirilmistir (Beery et al 1980). Baska bir ¢alismada iireter kateterli
Kanada’li Eskimolarda Ostaki tiipii Olgiilmiis ve eskimolardaki tiipiin kafkaslara nazaran
daha genis oldugu saptanmustir (Ratnesar 1977).

Bu calismalarda farkhh wklarda ve toplumlarda Ostaki tiipiiniin yapismin
nazofaringeyal sekresyonlarm orta kulagm igcine refluksunda dnemli rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Refluks AOM gelismesine ve timpanik membranin perforasyonuna sebep
olabilmektedir. Baz1 bireylerde nazofaringeyal sekresyonlarin refluksu ilk episoddan sonra
devam ederken, bazi bireylerde ise bu siireg, list solunum yolu infeksiyonu veya bunu
takiben ylizme srasinda olusan kontaminasyonla beraber tekrarlanmaktadwr. Orta kulak
mastoidinde gaz yastig1 ortadan kalktig1 i¢in, perforasyon, nazofarinksten sekresyonlarm
refluksunu arttirmaktadir. Daha ¢ok, nadiren pars tensanin posterosuperior kadraninda ya
da pars flasida’da kolesteatomalu timpanik membran perforasyonunu olan ¢ogu kiside,
perforasyon i¢inden epitel gd¢ii miimkiin olsa da yaygin olarak goriilmemektedir. Clinkii
koleastatomlarin ¢ogu orta kulakta negatif basincin baslamasi, atelektazi gelismesi ve bir
rekraksion cebinin olusmasi gibi olaylar dizisi ile sonlanmaktadir. Orta kulak basmcinin
olusmasi sebebiyle merkezi perforasyon goriildiigii zaman kolesteatomaa gelisimi nadirdir.
Bu yilizden, KSOM’lu ¢ocuk ve yetiskinlerin bir morbid siireci olsa da, kolesteatomaanin
posterosuperior tipi gelisiminden korunuyor gibi goriinmektedirler. Bu yiksek oranda
kronik perforasyona sahip irk gruplarinda kolesteatomaanin diisiik insidansda goriilmesiyle
aciklanabilir. Bunun yaninda yiiksek riskli populasyonlardaki ostaki tlip fonksiyonunda
wrksal gruplardaki olast yaygm soruna ek olarak erken yaslarda nazofarinks
kolonizasyonunda farkliliklar olabilmektedir. Avustralyan yerlisi bebeklerde yapilan bir
calismada nazofarinks kolonizasyonunun Kafkas yerlilerine nazaran daha hizli oldugu
saptanmustir (Leach et al 1994). Son zamanlarda Gronland’de AOM’lu (%44 akut otore)
cocuklarda yapilan bir ¢alismada nazofareinskte potansiyel patojen bakterilerin biiylik
oranda bulundugu bildirilmistir (Homoe ve ark 1996). Caligmalarda izole edilen

patojenlerin orta kulaktan izole edilen izolatlarla ayni oldugu bildirilmistir (Bluestone et al
1990).
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Bunun yaninda perforasyondan Once olusan hastalik farkli da olabilmektedir.
Eskimolarda ¢ocuklar arasinda yapilan bir calismada OM’nin, daha hafif formu kronik
graniilamatoz OM olarak adlandrilmistir (Timmermans ve Gerson 1980). AOM ’nin bir ya
da daha fazla episodundan sonra (genellikle antimikrobiyal bir ajanla tedavi edilir) agr1 ya
da atessiz ani baslangigh bir otore mevcuttur. Akmt1 yillarca devam edebilmektedir.
Timpanik membranda genis perforasyon gelismekte ve orta kulak boslugu graniilomatdz
doku ile dolmaktadir. Bir ¢ahsmada, yiiksek riskli popiilasyonlarda ¢evre kosullarmin
onemli risk faktorii olabilecegi bildirilse de genetik farkliliklarin bu yiiksek riskli
topluluklarda daha 6nemli oldugu bildirilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Mustafs Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda yapilmistr. Cahsmaya 31.12.2010- 05.04.2012 tarihleri arasmda MKU
Arastrma Hastanesi Kulak Burun Bogaz poliklinigine miiracaat eden yaslar1 5-83 arasinda
degisen kronik otitis media tanisin1 almis 122 hasta dahil edildi. Calismada; Pseudomonas
aeruginosa suslarinda amikasin, meropenem, siprofloksasin, levofloksasin, imipenem,
piperasilin, gentamisin, sefepim, seftazidim ve tetrasiklin duyarliliklar1 ile stafilokoklarda
oksasilin, klindamsin, eritromisin, siprofloksasin, vankomisin, penisilin, gentamisin, TMP-
SXT, rifampin duyarhiliklar1 Vitek-2 (bioMeuriux, Fransa) otomatize sistemle arastirildu.
Mikroorganizmalarm duyarlilik testleri Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)
kriterlerine uygun olarak yapildi

Caligmada P.aeruginosa kokenlerinde tetK, tetM ve ampC diren¢ genlerininin
varlig1 multipleks PCR yontemiyle belirlendi. Bunun yaninda S.aureus kokenlerinde tsst,
pvl (Panton Valentin Lokosidin), etaA, femA ve femB genlerinin varlig1 ile koagiilaz negatif
(KNS) ve koagiilaz pozitif stafilokok kokenlerinde metisilin direng geni (mec A) ile
enterotoksin genlerinin (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, se ve sej) varligi miiltipleks PCR

yontemiyle arastirildi.
3.1. Arac¢ ve Geregler
3.1.1. Araglar

e Inkibatér (Heal Force HF90, Cin)

e Santriflij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

e Elektroforez sistemi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

e PCR Cihazr (Thermal cycler, Techne Flexigene, Ingiltere)
e UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

e Vitek 2 (bioMeuriux, Fransa)

e Mc farland cihazi (italya)
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Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Agaroz (Sigma, ABD)

Kanh agar (bieomrieux, Fransa)

SDA (sabouraud dextrose agar) (Merck, Almanya)

Jelli transport besiyeri (Macaristan)

Miiller Hinton Agar (Merck, Almanya)

Buffer (Fermentas, Avrupa)

Mg (Fermentas, Avrupa)

dNTP (Fermentas, Avrupa)

dH,O (Fermentas, Avrupa)

Taqg polimeraz enzimi (Thermo Scientific Fermentas, Avrupa)
Eosin Metilen-Blue Agar (EMB) (bIEOMrieux, Fransa)
DNA Ladder (100 bp, Fermentas, Avrupa)

Etil Alkol (Merck, Almanya)

Etidium Bromid (Sigma, ABD)

Potasyum dihidrojen fosfat, KH,PO4 (Sigma, ABD)
Proteinaz K (Sigma, ABD)

Potasyum kloriir, KCI (Sigma, ABD)

Sodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Sigma, ABD)

Sodyum klortir, NaCl (Sigma, ABD)
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e TAE Elektroforez Tamponu(Tris Asetat Tamponu) 50X

e GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis, ABD)

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Kiiltivasyon

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz polikliniklerine
kulak akmtis1 sikayeti ile bagvuran kronik otitis media tanis1 konan 122 hastadan steril
ekiivyonlarla ¢evresel etkenlerden kotaminasyona dikkat edilerek alinan 6rnekler transport
besiyeri iginde Mikrobiyoloji kiiltiir laboratuvarma yollandi. Mikrobiyoloji laboratuvarina
gelen ornekler %5 koyun kanli agar, ¢ukulota besiyeri, Eozin Methylene Blue (EMB) agar
ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerlerine inokiile edilerek 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakild1. Izole edilen mikroorganizmalarin identifikasyonu, Gram boyama,
katalaz testi, plazma koagiilaz testi, oksidaz ayirac1 ve biyokimyasal reaksiyonlar temeline
dayanan otomatize Vitek-2 sistemi ile Identifiye edildi Gram pozitif bakterilerin
tiplendirilmesinde Gram boyamayr takiben katalaz ve plazma koagiilaz testleri
kullantlirken, Gram negatif bakterilerin identifikasyonu otomatize sitem yardimiyla
yapildi. Candida olarak izole edilen 6rneklerin tiplendirilmesi ise Candida albicans ve
non-albicans diizeyinde jerminasyon testi ile yapildi. Tiplendirilen izolatlar istenilen 6rnek
sayisina ulagilincaya kadar icerisinde %20 oraninda gliserol (Merck, Almanya) bulunan
buyyonda -70°C’de muhafaza edildi
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Sekil 3.1. Kanh Agarda S.aureus Izolatlarmm Goriiniimii.

3.3. Kullamlan Besiyerleri, Soliisyonlar
3.3.1. Kanh Agar

Ticari olarak toz halinde temin edilen kanli agardan (bioMeurieux, Fransa) 40 gr
tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi Sterilizasyon isleminden sonra 45-
50°C'ye kadar sogutuldu. icerisine %5.0 (v/v) oranimnda, steril sartlarda almmis koyun kan1
lave edilip karstirldiktan sonra petri kutularma dagitildi

3.3.2. Eosin Metilen-Blue Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen EMB (bieomrieux, Fransa) agardan 36 gr
tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize
edildikten sonra 9 cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiildii. Besiyeri katilagtiktan sonra
izolasyon ve identifikasyon icin kullanild1
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3.3.3. Miieller Hinton Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen Miiller Hinton agardan (Merck, Almanya) 34
gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika
sterilize edildikten sonra 9 cm ¢apmda steril petri plaklarma dokdildii.

Sekil 3.2. Miiller Hinton Agarda P.aeruginosa izolatlarmin goriiniimii.

3.3.4. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Ticari olarak toz haldeki SDA besiyeri (bioMérieux, Fransa) 65 gr tartilip, 1000
ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildikten sonra i¢cine, 10 ml %
70'lik alkolde eritilen 0.04 gr Kloramfenikol ve 0.5 gr siklohekzimid katilarak karistirildi

Hazirlanan besiyeri 9 c¢cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiilerek katilastiktan sonra
kullanild1.

3.3.5. Gram Boyama

Kanli, ¢ukulota, EMB ve SDA besiyerinden 24 saatlik inkiibasyondan sonra
iiretilen mikroorganizma kolonilerinden 6ze ile alinarak temiz bir lam f{izerine serum
fizyolojik ile siispanse edilerek homojenize edildi ve havada kurutuldu. Preparat metanol

ile 3-5 dk. tespit edildikten sonra Gram boyma islemine gegildi. Preparat iizerine ilk olarak
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kristal viyole konup 1.5 dk. siire ile muamele edildi. Preparat {lizerindeki boya dokiiliip
cesme suyuyla ykandiktan sonra yine 1.5 dk. liigol konup inkiibasyon sonunda ¢esme
suyuyla yikandi. Takiben preparat %96’lik etil alkol ile dekolorizasyona tabii tutuldu. Son
asamada ise preparat sulu fuksin boyasi ile 15 saniye muamele edilip yikandiktan sonra
havada kurutuldu. Preperatlar immersiyon objektifinde incelenerek Gram (+), Gram (-) ve

Candida ayrmi yapildi
3.3.6. Oksidaz testi

EMB agarda tireyen koloni morfolojisi bakimindan pseudomonas agisindan siipheli
kolonilerden 6ze ile alinarak lam {izerinde kurutma kagitlarma emdirilmis oksidaz aymraci
ile muamele edildi. Muamaeleden 3-5 dakika sonra mor renge doniisiim oksidaz pozitif
olarak degerlendirildi. Tir diizeyinde tiplendirme Vitek-2 cihazunda otomatik sistemle

yapildi.
3.3.7. Katalaz Testi

Katibesiyerinde 37 °C deki 1 giinliik inkiibasyon sonunda saf {ireyen koloniden 6ze
yardimiyla alinarak temiz bir lam iizerine yayildi. Uzerine %30’luk hidrojen peroksitten bir

damla damlatilarak hava kabarciklarinin goriilmesi katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
3.3.8. Koagiilaz Testi

Test i¢cin bir tiipe 0.5 ml plazma konarak 6ze yardimiyla stafilokok kolonisinden
plazma besiyerine inokiile edildi. Tiplerin inkiibasyonu 37 °C’de 6 saat inkiibe edildi.
Koagiilasyon varligi agisindan tiipler her 2 saatte bir kontrol edildi. Koagiilasyonun tespit
edilmesi stafilokok izolatlarmin koagiilaz pozitif stafilokok (S.aureus)a olarak
degerlendirilmesiyle sonuglandi Siispansiyonda hicbir degisikligin olmamasi1 durumunda

ise koagiilaz negatif olarak tiplendirildi.
3.3.9. Germ tiip Deneyi

SDS besiyerinde saf olarak lireyen ve Gram boyama ile maya tanis1 konan izolatlar
germ tiip deneyi igin segildi. Bu yontemde maya kolonisinden 0.5 ml insan serumuna
inokiile edilerek germinasyon i¢in 37°C’de 2-4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bu
stispansiyondan lam-lamel arasi preperat hazirlanarak 40x’lik mikroskopta incelendi.
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3.3.10. Triptik Soy Buyyon

Ticari olarak temin edilen Triptik Soy Buyyon besiyeri (Tryptic Soy Broth, Merck
Almanya) 3 gr tartilarak bidistile su ile 100 ml’ye tamamland1i Otoklavda 121°C de 15
dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra oda isisinda 30 dk bekletilen besiyerine 25 ml
gliserol eklendi. Daha sonra 1’er ml olarak eppendorf tiiplere porsiyonlanarak bakteri

izolatlarinin derin dondurucuda saklanmasi i¢in kullanild1.
3.3.11. Fosfat Buffer Tamponu (PBS)
- 8.0 gr NaCl
-0.2 gr KCI
-1.15 gr NaHPO4

- 0.2 gr KH2POq4 tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanr. pH’s1 7.2 olacak
sekilde ayarlanarak +4°C’de saklanr.

3.4. Genomik DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in ticari olarak temin edilen GF-1 Bacterial DNA
Extraction Kit (Vivantis, Amerika) kullanildi Ekstraksiyon admmlar1 asagidaki sekilde

uyguland1.

Stafilokok i¢in;

e Saklama besiyeri i¢inde -70 °C’de bulunan bakteriler kanli BY ve EMB’ye
pasaj ¢ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkilbasyon sonunda saf olarak bulunan tek bir koloniden almarak steril
kapakli santriflij tliplerine 1-3 ml konulmus olan Miiller Hinton Broth
besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiipler 3500 devirde 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasmda siipernatant kisim dokiildii.

e Tiplerde bulunan pelletin lizerine 1000 ul serum fizyolojik konularak
vorteks ve ardindan pipetaj yapildi

e 6000 g’ de 2dakika santriflij yapid1 ve slipernatant kisim dokdildii.
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Pellete 100 pl Buffer R1 eklendi ve hiicrelerin tamamu pipetaj yapilarak
resiispanse edildi.

Hiicre siispansiyonu i¢ine 20 ul (50mg/ml) lizozim enzimi eklendi, vorteks
yapildi ve 37°C’ de 20 dakika inkiibe edildi.

10.000g’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatanatin tamamu
uzaklastir1ldi.

Pellete 180 ul Buffer R2 resiispanse edildi ve 20 ul Proteinaz K eklendi.
Vortekslendi. 65°C, 1000 rpm’ de 20 dakika mkiibe edildi.

Inkilbasyon sonunda tiiplere 400 ul Buffer BG eklendi ve homojen bir
sollisyon elde edilene kadar tiip birkag kez alt {ist edilerek iyice karigtirild1
65°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiiplere 200 ul %100’liik etil alkol eklendi ve hemen
vortekslendi.

Ependorf tiiplerde bulunan bu karigim toplama tiipiliniin i¢ine yerlestirilmis
spin kolona aktarild1.

10.000g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Stvi iceren alttaki tiip atild1 ve kolon
yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

750 ul yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi
Toplama tiipiindeki siv1 atildi ve kolon tekrar aym tiipe yerlestirildi.

Kalan ethanolu uzaklastirmak icin 10,000g’ de 1 dakika santrifiij edildi
Spin kolon 1.5 ml’lik bir mikrosantrifiyj tlipe transfer edildi.

Mikrosantrifiij tiipe transfer edilen spin kolon iizerine 50-100 ul 70°C’ ye
isitilmis Elution Buffer eklendi ve oda sicakhginda 2 dakika inkiibe edildi.
10,000g’de 1 dakika santriftij edildi.

Spin kolon atild1 ve mikrosantrifiij tiipliniin i¢indeki eliisyon tamponunda
genomik DNA elde edildi.
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Pseudomonas icin;

e Saklama besiyeri iginde -70 °C’de bulunan bakteriler kanli BY ve EMB’ye
pasaj c¢ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkibasyon sonunda saf olarak bulunan tek bir koloniden almarak steril
kapakli santriflij tliplerine 1-3 ml konulmus olan Miiller Hinton Broth
besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiipler 3500 devirde 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasmda siipernatant kisim dokiildii.

e Tiplerde bulunan pelletin lizerine 1000 pl serum fizyolojik konuldu ve
vorteks, pipetaj yapildi

e 6000 g’ de 2dakika santrifiij yapidi1 ve stipernatant kisim dokiildii.

e Pellete 100 pl Buffer Rl eklendi ve hiicrelerin tamamu pipetaj yapilarak
resiispanse edildi.

e Hiicre siispansiyonu i¢ine 10 pl (50mg/ml) lizozim enzimi eklendi, vorteks
yapildi1 ve 37°C’ de 20 dakika inkiibe edildi.

e 10.000g’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatanatin tamami
uzaklastirildi.

e Pellete 180 pl Buffer R2 resiispanse edildi ve 20 pl Proteinaz K eklendi.
Vortekslendi. 65°C, 1000 rpm’ de 20 dakika inkiibe edildi.

e Inkilbasyon sonunda tiiplere 400 ul Buffer BG eklendi ve homojen bir
soliisyon elde edilene kadar tiip birkac¢ kez alt iist edilerek iyice karistirildi
65°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda tiiplere 200 ul %100’liik etil alkol eklendi ve hemen
vortekslendi.

e Ependorf tiiplerde bulunan bu karigim toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis
spin kolona aktarild1.

e 10.000g’ de 1 dakika santrifiij edildi. S1v1 igeren alttaki tiip atild1 ve kolon
yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.

e 750 ul yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika santriftij edildi.
Toplama tiiptindeki svi atild1 ve kolon tekrar ayn tiipe yerlestirildi.

e Kalan ethanolu uzaklastirmak icin 10,000g’ de 1 dakika santrifiij edildi
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e Spmn kolon 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi

e Mikrosantrifiij tiipe transfer edilen spin kolon {izerine 50-100 pul 70°C’ ye
sitilmis Elution Buffer eklendi ve oda sicakhiginda 2 dakika inkiibe edildi.

e 10,000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Spin kolon atild1 ve mikrosantriflij tlipiiniin i¢indeki eliisyon tamponunda

genomik DNA elde edildi.

3.5. PCR Amplifikasyonu

Ekstrakte edilen stafilokok ve P.aeruginosa genomik DNA orneklerinden KNS’ler
icin ticari olarak sentezlenen; sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej primerleri, S.aureus
icin femB, mecA, pvl, etaA ve tsst primerleri ve P.aeruginosa i¢in tetK, tetM ve ampC
primerleri kullanilarak 181 dongii cihazinda PCR amplifikasyonu gerceklestirildi (Cizelge
3.1, 3.2).

Cizelge 3.1. Stafilokoklar i¢in, multiplex PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer | Hedef gen Primer dizisi (5'-3") Fragment boyutu (bp)

Sea sea-F GTA GGG AAGCGA ACA GAG 361

sea-R AAGCTC CGT GTIG CCT GAA

Seb seb-F ACA CTG GAT GAT CTC AGT GG 614

seb-R CTG AAT CCC CCT CCA TTATG

Sec sec-F CCA TGA CAA CGG ACAGCA GIT 779

sec-R CCT GTC AACTGA GCA CTT TG

Sed sed-F CTA GIT TGG TAATATCTC CT 317
sed-R TAATGC TATATCTTA TAG GG

See see-F AGG TTT TTT CAC AGG TAC TCC 200
see-R CTT TTTTTT CTT CGG TAC ATC

Seg seg-F CGT CTC CACCTG TTG AAG G 328
seg-R CCA AGT GAT TGT CTA TTG TCG

Seh seh-F CAACTG CTG ATT TAG CTC AG 360

seh-R GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG
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Sei

sei-F

CAA CTC GAATTT TCA ACA GGT ACC

466

sei-R CAG GCA GTC CAT CTC CTG
Sej sej-F CAT CAG AACTGT TGT TCC GCT AG 142
sej-R CTG AATTTT ACC ATC AAAGGT AC
femA femA-F AAAAAAGCA CAT AACAAG CG 132
femA-R GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG
femB femB-F TTA CAG AGT TAACTG TTA CC 651
femB-R ATA CAA ATC CAG CAC GCT CT
pvl pvi-F ATC ATT AGG TAAAATGTC TGG ACATGA TCC 433
pvl-R GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC
etaA etaA-F CTA GTG CATTTGTTATTC AA 119
etaA-R TGC ATT GAC ACC ATAGTA CT
mecA mecA-F [ ACT GCT ATC CAC CCT CAA AC 163
mecA-R | CTG GTG AAGTTG TAATCT GG
Tsst tsst-F ATG GAC GAC TCA GCT TGA TA 350
tsst-R TTT CCA ATAACC ACCCGT TT
ermA ermA-F | AAGCGG TAAACC CCT CTG A 190
ermA-R TTC GCA AAT CCC TTC TCA AC
ermB ermB-F CTA TCT GAT TGT TGA GAA GGA TT 142
ermB-R GTT TACTCT TGG TTT AGG ATG AAA
ermC ermC-F | AATCGT CAATTC CTG CAT GT 299
ermC-R TAA TCG TGG AATACG GGT TTG

Cizelge 3.2. P.aeruginosaigin, multiplex PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Hedef gen Primer dizisi (5°-3") Fragment
boyutu (bp)

tetk tetk —F GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT 360
tetk-R GTA GTG ACA ATA AACCTC CTA

tetM tetM-F AGT GGA GCG ATT ACA GAA 158
tetM —R CAT ATG TCC TGG CGT GTC TA

ampC ampC-F CGG CTC GGT GAG CAAGAC CTT 200
ampC-R AGT CGC GGA TCT GTG CCT GGT
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Stafilokoklar i¢in; PCR karisimi 25 pl olarak ayarlanarak (Cizelge 3.3, 3.4 ve 3.5)
asagidaki thermal cycler dongiilerinde amplifikasyon ger¢eklestirilmistir (Cizelge 3.6, 3.7

ve 3.8)

Cizelge 3.3. Enterotoksin genleri i¢in (Sea,

karigimlari.

Bilesen Her 6rnek icin pl hacim
Distile su 15.5

Buffer 2.5u

Dntp 0.5ul

Tag DNA Polimeraz | 1ul

MgCl, 2.5

P1 forward (F) Tul

P1 reverse (R) Tyl

Genomik DNA 1w

Toplam 25u

Cizelge 3.4. EtaA, mecA ve TST gen bolgeleri igin PCR karigimlari.

Bilesen Her 6rnek icin pl hacim
Distile su 14.75u
Buffer 2.5u
dNTP 0.5u
Tag DNA Polimeraz | 0.25u
MgCl; 1.5u
P1-F 0.5u
P1-R 0.5u
P2-F 0.5u
mecA-R 0.5u
P2-R 0.5ul
P3-F 0.5u
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P3-R 0.5u
Genomik DNA 2ul
Toplam 25ul

Cizelge 3.5. Pvl, femA ve femB gen bolgeleri igin PCR karigmmlart.

Bilesen Her 6rnek icin pl hacim
Distile su 15.25u
Buffer 2.5u
dNTP 0.5u
Tag DNA Polimeraz | 0.25ul
MgCl, 1.51
P1-F 0.5u
P1-R 0.5u
P2-F 0.5u
P2-R 0.5u
P3-F 0.5u
P3-R 0.5u
Genomik DNA 2ul
Toplam 25u
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Cizelge 3.11 ErmA,

erm B ve ermC gen bélgeleri i¢in PCR karigimlart.

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Distile su 11.5

Buffer 2.5u

dNTP 0.5

Taq DNA Polimeraz | 1ul

MgCl, 2.5ul

PLF 1l

P1R 1l

P2 F 1

P2R 1l

P3F 1ul
P4R 1ul
Genomik DNA 1l
Toplam 25ul

Cizelge 3.6. Enterotoksin genleri igin (sea, seb, sec, sed, see, seq, seh, sei, sej) 1s1 dongiileri

Asama | Tammlama Sicakhk | Siire
1 Ik denatiirasyon 94 °C 4 dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 60°C | 1dk.
Uzama 72°C | 1dk. 30 siklus
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4 °C 0
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Cizelge 3.7. EtaA, mecA ve TST gen bolgeleri i¢in 1s1 dongiileri.

Asama | Tammlama Sicaklik | Siire
1 Ik denatiirasyon 94 °C 5 dk.
Denatiirasyon 94 °C 30 sn.
2 Baglanma (Annealing) 60°C | 30sn.
Uzama 72°C_ | 1dk. 30 sikdus
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C 0
Cizelge 3.8. Pvl, femA ve femB gen bélgeleri igin 1s1 dongiileri.
Asama | Tammlama Sicaklik | Siire
1 Ik denatiirasyon 94 °C 4 dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 60 °C 1 dk.
Uzama 72°C | 1dk 30 dongd
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C 0
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Cizelge 3.9. EmA, ermB ve ermC gen bélgeleri i¢in 1s1 dongiileri.

Asama | Tammlama Sicakhk | Siire
1 Ik denatiirasyon 94 °C 4 dk.
Denatiirasyon 94 °C 1 dk.
2 Baglanma (Annealing) 60°C | 1dk.
30 siklus
Uzama 72°C 50 sn.
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C 0

P.aeruginosa i¢in; PCR karismi 25 pl olarak ayarlanarak (Cizelge 3.7, 3.8, 3.9)
asagidaki thermal cycler dongiilerinde amplifikasyon gerceklestirilmistir (Cizelge 3.10,
3.11, 3.12).

Cizelge 3.10. AmpC gen bolgesii¢in PCR karigmu

Bilesen Her ornek i¢in ul hacim
Distile su 16.50

Buffer 2.5u

dNTP i

Tag DNA Polimeraz | 0.5ul

MgCl, 1.5u

PIF 0.5

P1R 0.5 u

Genomik DNA 2ul

Toplam 25u
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Cizelge 3.11. TetK ve tetM gen bolgeleri i¢in PCR karigimlart.

Bilesen Her ornek i¢in ul hacim
Distile su 13.5
Buffer 2.5u
dNTP 0.5u
Taq DNA Polimeraz | 1ul
MgCI2 2.5
PIF 1l
P1R 1l
P2F 1
P2R 1l
Genomik DNA 1l
Toplam 25ul

Cizelge 3.12. AmpC gen bolgesii¢in 1s1 dongiileri.

Asama | Tammlama Sicakhik | Siire
1 Ik denatiirasyon 94 °C 4 dk.
Denatiirasyon 94 °C 1 dk.
2 Baglanma (Annealing) 60°C | 1dk.
Uzama 72°C | 50sn. 30 siklus
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C ©
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Cizelge 3.13. TetK ve tetM gen bolgeleri i¢in 1s1 dongiileri

Asama | Tammlama Sicakhk | Siire
1 Ik denatiirasyon 94°C | 4dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 60 °C 1 dk.
Uzama 72°C | 1dk. 30 siklus
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C 0

Sekil 3.3. PCR amplifikasyonunda kullanilan 1s1 déngii (Thermal cycler, Techne Flexigene, Ingiltere) cihaz.
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3.6. 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre

-242 gr Tris Base (Sigma)
-57.1 ml Glasiyal asetik asit
-100ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

Tris base, 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal asetik asit ve
son olarak EDTA eklendi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.. TAE 50X olacak
sekilde stok soliisyon olarak hazrlandi ve 1xTAE olacak sekilde sulandrilarak kullanildi.

3.7. Yiikleme (Loading) Tamponu (6X)
- 40 gr siikroz
- 0.25 gr Bromfenol mavisi

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak 100 ml olacak sekilde distile su
icinde ¢ozdiirtildii. Porsiyonlanarak -20 °C‘de muhafaza edildi

3.8. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile Goriintiilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon tirtinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu kullanildi.
TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XxTAE olacak sekilde
sulandirilarak kullanild1.

- 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre

- 242 gr Tris Base (Sigma)

- 57.1 ml Glasiyal asetik asit

- 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)
242 Gram Tris base 600 ml distile su igerisinde ¢dzdiriildiikkten sonra glasiyal asetik asit
eklendi. En son olarak EDTA eklendi ve son hacim distile suile 1 litreye tamamlandi
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Sekil 3.4. Elektroforez iinitesi

. Elektroforez i¢in stok TAE soliisyonundan 1XxTAE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi.

. 2 gragaroz tartilarak 100 ml’lik bir erlenmayere konuldu, 100 ml 01X TAE tamponu
eklendi (%2’lik agaroz) ve 10 mg/ml’lik etidyum bromid’den 10 pl ilave edildi.

. Mikrodalga firmda 1-2 dk kaynatild.

. Elektroforez taraklar1 jel dokme kabma, tabanda 1mm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi.

. Yaklagik 60° C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabma dokiilip donmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.

. Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kab1 elektroforez tankina (Wealtec, Elite 300 Plus,
ABD) vyerlestirildi (Sekil 3.4).

. Amplifiye edilen 6rneklerden 10°ar pl 3ul yikleme tamponu ile karistirilarak jelde
acllan kuyucuklara yerlestirildi.

. Yikleme srasmda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas) kullanild1.

. Jele elektrik akmu (15 Volt/cm) verilerek 15 dk elektroforez yapildi
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10. Yaklasik 30 dk sonra yiiriitme islemi durdurularak jel goriintiileme cihazi (Wealtec,
Dolphin-View, ABD) ile bantlarin varhg: incelendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Goriintiileme (UV Translimunator) cihaz.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen otitis media tanili hastalarm yas arahigi 5-83 olup, yas
ortalamas1 34.8+19.9 idi. Hastalarin 7°si (%5.7) 5-11, 27°si (%22.1) 11-18, 28°si, (%23.0)
18-30, 26’s1 (%21.3) 30-50 ve 34’1 (%27.9) ise 50 yasmdan biiyik idi (Sekil 4.1).

30,0% e
25,0% n=27 n=28 n=26
20,0%
15,0%
10,0% B
5,0%
0,0% - : : : .

5-11yas 11-18 yas 18-30 yas 30-50 yas >50 yas

Sekil4.1. Hastalarin Yas Gruplarma Gore Dagilm.

Calismada toplam 122 hastadan alman kulak akint1 6rneklerinin 28’inde (%22.95)
normal kulak floras1 iredigi, 14’tinde (%22.13) iireme olmazken, toplam 60(%49.18)
hastanin kulak orneklerinde etken oldugu tespit edilen patojen mikroorganizma iiremesi
tespit edildi. Bu patojen mikroorganizmalar dagilimi incelendiginde kronik otitis media
klinik tanili 122 6rnekten %24.6 (30/122)’sinda Stafilokok cinsi (21(%70) S.aureus ve
9(%30) Koagriilaz negatif stafilokok) izole edilirken, %24.6 (30/122)’sinda da P.aeruginosa
izole edildi. Bu patojenler disindaki etken mikroorganizmalarm %4.1 (5/122)’inde
Klebsiella pneumoniae, %4.1 (5/122)’inde Candida albicans, %2.4 (3/122)’iinde E.coli,
%1.6 (2/122)’sinda Proteus vulgaris, %1.6 (2/122)’sinda Acinetobacter baumannii, %0.8
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(1/122)’inde Citrobacter cinsi, %0.8 (1/122)’inde E.faecalis ve % 0.8 (1/122)’inde de
S.pneumoniae olarak tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. izole edilen etken mikroorganizmalarin dagimu.

Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Cahsmada; Pseudomonas aeruginosa suslarmda amikasin, meropenem,
siprofloksasin, levofloksasin, imipenem, piperasilin, gentamisin, sefepim, seftazidim ve
tetrasiklin duyarhliklar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Calismada en diisik direng orani
imipeneme kars1 (%6.7) olarak bulunurken, bunu %13.3’lik oranla amikasin ve
siprofloksasin direng oralar1 takip etmektedir. Bu antimikrobiyalleri %26.7’lik diren¢ orani
ile meropenem ve %40’lik direng oranmi ile seftazidim izlemektedir. P.aeruginosa
kokenlerinde en yiiksek direng ise %90’lik oran ile tetrasikline karsi elde edilmistir
(Cizelge 4.1.).
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Gizelge 4.1. Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde MIK degerleri ve direng oranlart.

Antibiyotik

Amikasin
Meropenem
Siproflioksasin
Levofloksasin
Imipenem
Piperasilin
Gentamisin
Sefepim
Seftazidim

Tetrasiklin

MIK Degerleri

ug/mi

2-32
0.25-4
0.25-4
0.25-8
1-2
4-32
1-16
1-16
1-16

4-32

P.aeruginosa

n=30
Sayt (%)
4 13.3
8 26.7
4 13.3
16 53.3
2 6.7
19 63.3
15 50.0
21 70.0
12 40.0
27 90.0
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Sekil 4.3. P.aeruginosa suslarmin antibiyotik diren¢ oranlart (%).

Kronik otitis mediali hastalarin kulak akint1 ve siirlintii 6rneklerinden izole edilen
stafilokok kokenlerinde oksasilin, klindamsin, eritromisin, siprofloksasin, vankomisin,
penisilin, gentamisin, TMP-SXT ve rifampine kars1 direng profilleri degerlendirildi. Test
edilen antibiyotiklerden TMP-SXT’ye %33.3 (10/30), oksasilin ve klindamisine %43.3
(13/30), siprofloksasine 46.7 (14/30), eritromisin ve rifampine %53.3 (16/30), gentamisine
%60.0 (18/30) ve penisiline de %93.3 (28/30) oraninda direng saptanirken, suslarin
tamaminin vankomisine kars1 duyarh olduklar1 belirlenmistir. Caligmada tiim suglarm PZR
yontemi ile mecA geni tagidigr tespit edilmesine ragmen, fenotipik olarak 13 (%46.7)
izolatin oksasiline direngli oldugu tespit edilmistir. Stafilokok kokenlerinin antibiyotik
duyarliliklar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Stafilokok kokenlerinde MIK degerleri ve direng oranlari.

Direng orani (%)

100

Antibiyotik

Oksasilin
Klindamsin
Eritromisin
Siprofloksasin
Vankomisin
Penisilin
Gentamisin
TMP-SXT

Rifampin

MIK Degerleri

ug/mi

0.25-32
0.25-2
0.25-8
0.25-4
0.25-1
0.125-0.5
0.25-16
0.5-4

025-0.5

S.aureus KNS Toplam
n=21 n=9 n=30

Say1 (%) Sayi(%) Sayi (%)
8(381) 5(566) 13(433)
9(42.9) 4(444) 13 (43.3)
11 (52.4) 5(55.6) 16 (53.3)
10 (47.6) 4 (44.4) 14 (46.7)
0(0) 0(0) 0(0)

20(95.2) 8(88.9) 28(93.3)
12(57.1) 6(66.7) 18 (60.0)
6(28.6) 4(44.4) 10(33.3)
10 (47.6) 6(66.7) 16 (53.3)

Sekil 4.4. Stafilokok suslarmm antibiyotik diren¢ profilleri
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Cizelge 4.3. S.aureus kokenlerinde eritromisin direnci ile erm A, erm B ve erm C direng genleri arasmdaki

iliski.
Stafilokok Fenotipik yOntemle Eritromisin direng genlerinin | PCR ile negatif
kokenleri eritromisin direnci dagihmi koken sayis
ermA ermB ermC
S.aureus 11 (direngli 6 4 1 0
S.aureus 10 (duyarli) 2 1 0 7
KNS 5 (direngli 3 2 0 0
KNS 4 (duyarh 1 1 0 2
Toplam 14 7 1 10

Kulak 6rneklerinden identifiye edilen 30 stafilokok kokeninin 6 (%20)’sinda sea, 4
(%13.33)’tinde seb, 2 (%6.67)’sinde see, 17 (%56.67)’sinde seg, 20 (66.67)’sinde seh, 19
(%63.33)’unda sei ve 30 (%100)’ununda da mecA geni agisindan pozitif oldugu tespit

edildi (Sekil 4.5). Ayrica, 21 S.aureus izolatinin 17 (%81.0)’sinin pvl (panton valentine

leukocidin) geni agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Caligmada S.aureus kdkenleri

arasinda etaA, fem A, femB ve tsst genleri negatif bulunurken, hem S.aureus hem de KNS

kokenleri arasmda sec, sed ve sej genlerine rastlanmamistir.

20
O i il —
seh sei seg sea seb see sec sed sej
B Toksin genleri| 66,7 63,3 56,7 20 13,3 6,7 0 0 0

Sekil4.5. Stafilokok izolatlarinda sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei ve sej genlerinin dagilim.

45




Calismada P.aeruginosa kokenleri arasinda tetK geni varhigi 29 kokende (%96.7)
tespit edilirken, tetM geni varhig1 ise P.aeruginosa kokenlerinin 23 (%76.7)’tinde tespit
edilmistir. Fenotipik olarak P.aeruginoa kokenlerinde direng orant %90 olarak tespit
edilmesine ragmen tetrasiklin direncinden sorumlu gen varligi daha yiiksek oranda
bulunmustur. Identifiye edilen 30 P. aeruginosa izolatmin 21 (%70)’inde ise ampC geni
pozitif olarak bulunmustur (Sekil 4.7).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Direng orani (%)

tetk tetM ampC
H direng genleri 96,7 76,7 70

Sekil 4.6. P. aeruginosa izolatlarinda tetK, tetM, ampC genlerinin dagilum.
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DNA Marker (100 bp)

AmpC (200 bp)

Pozitif kontrol

Sekil 4.7. AmpC geninin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisit M: 100 bp DNA
Ladder. AmpC (200 bp): 1-5 ve 7-10; pozitif 6mekler. 6; pozitif kontrol.

DNA Marker (100 bp)

Pvl (433 bp)

Pozitif kontrol

Sekil 4.8. PVL geninin PCR amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii M: 100 bp DNA
Ladder. 2-4 ve6. 7. 8. ve 10: pvl (433 bp) pozitif 6mekler; 5: pozitif kontrol,1. ve 9; negatif 6rnekler.
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DNA Marker (100 bp)

E
- -

=

seg (328 bp)

Sekil 4.9. Seg geninin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisit M: 100 bp DNA
Ladder. 1, 3, 5, 7 ve 9: seg (328 bp) pozitif 6rnekler; 2, 4, 6, 8 ve 10: negatif 6rnekler.

DNA Marker (100 bp)

—=

sei (466 bp)

Sekil 4.10. Sei geninin PCR amplifikasyon tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii M: 100 bp DNA
Ladder. 1, 2, 3, 5, 7 ve 9: sei (466 bp) pozitif 6rnekler; 4, 6, 8 ve 10: negatif 6rnekler.
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DNA Marker (100 bp)

= :——7> —

tetK (360 bp )

tetKM(158 bp )

Sekil 4.11. TetK ve tetM genlerinin PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisiit M: 100
bp DNA Ladder. 2, 3, 4 ve 5: tetK (360 bp) pozitif 6rnekeler; 1 ve 6-10 negatif 6rnekler. 8: tetM (158 bp)
pozitif 6rnek; 1-5 ve 6, 7, 9 ve 10 negatif 6rnek

DNA Marker (100 bp)

-

tetM (158 bp)

Pozitif kontrol

Sekil 4.12. TetM geninin PCR amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii M: 100 bp DNA
Ladder. 1, 2, 3, 4, 8 ve 10: tetM (158 bp) pozitiekler; 7: pozitif kontrol; 5, 6 ve 9: negatif 6rekler.
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5. TARTISMA

Insanlar ve hayvanlardaki antibiyotik direncinin en énemli sebeplerinden biri asr1
ve gereksiz antibiyotik kullanimidir. Gerek hastane ve gerekse de toplum kokenli direngli
bakterilerin yayilmasindaki 6nemli risk faktorleri arasinda niifus yogunlugu, diisik hijyen
kosullar1 ve mfeksiyon kontrol uygulamalarmin yetersizligi sayilabilmektedir.

KSOM orta kulak kavitesinde ve mostoid ¢ikmntidaki geri doniisiimsiiz inflamatuvar
degisikliklerle karakterizedir. Piiriilan otore KSOM’lu hastalarda sik goriilen
semptomlardan biridir. KSOM, genellikle rekiirren otoreyle iliskili, timpanik membranin
kalic1 perforasyonuyla beraber orta kulak ve mostoid ¢ikintinin kronik inflamasyonuyla
seyreder. Mukoz membranda inat¢1 piiriilan akmti iilserleme, polipoid ve graniiloma yol
acabilir. Uzun siireli infeksiyonlar demineralizasyon ve osteoklostik aktivite ile beraber

seyreden kulak kemikigikleri ile mastoid kemigin rezorpsiyonuyla iliskili olabilmektedir.

Stafilokoklar 6zelliklede metisilin direncgli stafilokoklar KSOM’un en 6nemli
etkenleri arasinda yer almaktadr. 1lk kez MRSA suslarmin izole edildigi 1961 tarihinden
giiniimiize kadar hastane kokenli MRSA izolatlarinin oranmin artarak devam ettigi
bildirilmektedir.( Jevons 1961). Giiniimiize kadar yapilan gesitli ¢aligmalarda metisilin
direncinin %2 ’den %70 lere kadar degistigini bildirilmistir (Lowy 1998, Park et al 2008).
Otore vakalarinda yapilan ¢aliymalarda MRSA insidansinda ise siirekli bir artistan sz
edilmektedir (Suh et al 1998, Hunt ve Robb 2006). Ornegin; KSOM’lu hastalar arasinda
Japonyada yapilan bir ¢alismada MRSA insidansmin %22 ve Tayvan’da yapilan bagka bir
calisma ise %25 oldugu bildirilmistir (Furukawa et al 2008, Hwang et al 2002). Kore’de
MRSA insidansi konusunda yapilan ¢alismalarda 1950’1i yillardan gilinlimiize kadar izole
edilen S.aureus suslarminda metisilin direncinin %70’ lere kadar ¢iktig1 bildirilmistir. (Park
et al 2008).

Metisilin direnci stafiloklarin 6nemli viriilens faktorleri arasinda yer alir. Stafilokok
infeksiyonlar1, 6zellikle metisilin direngli stafilokoklar tarafindan olusturulan infeksiyonlar

ciddi bir halk saghgi sorunudur. Stafilokoklar hiicre duvarinda trans peptidaz aktivitesine
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sahip penicillin binding protein (PBP) olarak isimlendirilen bir proteine sahiptir. Bu
proteinler hiicre duvar1 sentezinde kilit rol oynar ve beta-laktam grubu antibiyotikler i¢in
hedeftirler. Metisilin direngli stafilokoklar PBP2 ya da PBP2’ olarak adlandirilan beta
laktam grubu antibiyotiklere diisiik affiniteli bir modifiye PBP {iiretirler. Metisilin direncine
mecA geni aracilik eder. MecA geni metisilin direngli stafiloklarda goriilen PBP2a
iiretiminden sorumludur. Metisilin direncli stafilokoklar hastane infeksiyonlarmm baslica
sorumlularindandir. Fakat son yillarda toplum kokenli suslarda da yiliksek metisilin direng
oranlarma rastlanilmaktadir. Metisilin direncli suslarda diger antibiyotiklere direng,
metisilin duyarh suslardan daha yiiksek oldugundan, morbidite ve mortalitede metisilin
direngli kokenlerin sebep oldugu infeksiyonlarda daha yiksektir. Giinlimiizde metisiline
direngli stafilokoklarda bir¢ok antibiyotige yiiksek oranda direng goriilmektedir.
Stafilokoklarda  metisilin ~ direnci kromozomal mecA geni tarafindan
kodlanmaktadr. Sadece metisiline direngli izolatlarda bu gen bulunmaktadir. MecA geni
direngli suslardan duyarh suslara kolayca aktarilabilmektedir. MRSA yayilimmim &niine
gegilebilmesi i¢in MRSA infeksiyonlarmm dogru ve erken tanismm son derece dnemli
oldugu bildirilmistir (Hamid et al 2011). Metisilin direngli kokenlerin olusturdugu

infeksiyonlarm tedavisi olduk¢a zor ve maliyetlidir. Bu yiizden metisiline direngli stafilokoklarm

hizli ve dogru tamsmm yapilmasi son derece onemlidir.

Metisilin direng geninin (mecA) iilkemizde klinik izolatlar arasinda yapilan g¢esitli
calismalarda oldukga yiiksek oranlarda oldugu bildirilmistir( Cift¢i ve ark 2009). Duran ve
ark.’nin 2012 yilinda ¢esitli klinik izolatlardan elde ettikleri stafilokoklar arasinda
yaptiklart bir ¢aliymada ise mecA geni varligini S.aureus ve S.epidermidis kokenleri
arasinda swrastyla %25.9, %29.6 olarak tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da Duran ve
ark.’larmm yaptiklar1 cahsmaya benzer sekilde koagiilaz negatif suslar arasinda metisilin
direnci daha yikksek bulunmustur.

Japoni ve arkadaslarinin yaptiklar: bir cahsmada ise klinik drneklerde mecA geni
varliginin metisilin direncinin %43’lere kadar ¢iktig1 bildirilmistir (Japoni Eet al 2004).
Bizim ¢alismamizda ise mecA geni varligmi %43.3 olarak tespit ettik. MecA varligmimn
Duran ve arkadaglarmin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismadan daha yiiksek bulunmasinin
sebebinin caliymada hastane kokenli izolatlarm kullanilmasindan kaynaklanabilecegini

distinmekteyiz.
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Stafilokoklarmm neden oldugu infeksiyonlarin kontrol ve tedavisinde uygun
antibiyotigin secilmesi ¢ok 6nemlidir. Ozellikle ¢ok ilaca direncli olmalariyla bilinen
metisilin direngli suslarda metisilin direncinin hizli ve dogru olarak tespit edilmesi
tedavideki basar1 acisindan son derece 6nemlidir. Metisilin direncinin genotipik olarak
belirlenmesi son derece 6nemlidir. Caligsmamizda metisilin direng geninin varlig1 genotipik
yontemle %100 olarak bulunurken fenotipik yontemle %43.3 olarak bulunmustur. Bizim
cahsmamizda genotipik yontemle (PCR yontemi) mecA direng geni varligi ile fenotipik yontemle
metisilin direnci arasmda istatiksel olarak anlamli derece farkli oldugu tespit edilmistir (p<<0.001).
Metisilin direnci homojen ve heterojen direng olarak iki farkh sekilde goriiliir. Heterojen
direngli suslarda mecA geni eksprese olmadigindan direngli olan sus duyarh olarak tespit
edilebilmekte ve sonucta yanlhs tedavi edilebilmektedir. Bu tiir direncin tespit edilmesinde
en dogru yontem PCR ydntemi ile mecA geninin varhginin gosterilmesidir (Chambers et al
1997) Stafilokoklarda metisilin direncinin yanlis belirlenmesi tedavi basarisizliklarina ya
da gereksiz glikopeptid grubu antibiyotiklerin kullanimina neden olmaktadir. Bunun
neticesinde de glikopeptid grubu ilaglara direng gelisimi tetiklenmektedir (Skulnick et al
1996, Chambers et al 1997 ).

Fenotipik yontemlerin bir diger handikap1 ise inokiilasyon miktarinin yanls
sonuglara yol acabilecegidir. Inokiilasyon miktarmin fenotipik olarak direng belirleme
calismalarinda yanhslklara yol acabilecegi ¢esitli ¢aligmalarda bildirilmistir (Bozdogan ve
ark 2003).

Hastane infeksiyonlarinin en yaygm sebeplerinden birisi MRSA’dir. Toplum
kokenli MRS A infeksiyonlarmm kronik hastaliklar ve rekiirren antimikrobiyal tedavi gibi
risk faktorleriyle yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir. (Crum et al 2006). O zellikle son
yillarda bilinen risk faktorleri olmaksizin yetiskin ve ¢ocuklardaki toplum kokenli MRSA
infeksiyonlarmin prevelansinda onemli artiglar oldugu bildirilmistir (Saravolatz et al 1982,
Herold 1982). Bunun yaninda, son zamanlarda 6zellikle orta kulak operasyonlarindan
sonra MRS A infeksiyon insidansinda artiglar oldugu bildirilmektedir. Saglk personeli ile
hastalar arasindaki karsilikli bulas riskinin arastirildigi bir caligmada saglik calisanlar1 ve
hastalardan nazal siiriintii 6rnekleri ile parmak ucu 6rnekleri alinmig, MRS A tasiyicisi olan
12 saglik ¢alisani izolat1 ile 60 otoreli hastadan izole suslardan ribotipleme yontemi ile 6
MRSA kokeninin ayni oldugu gosterilmistir(Lee et al 2001). Bu ¢alisma saglik personeli
ve hastalar arasmda MRSA bulagmin olabilecegini gostermektedir.
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Timpanostomi tiipii yerlestirilmis ¢ocuklarm yaklasik %30’unda akut otore gelistigi
bildirilmektedir. Kis aylarmda semptomatik ozellikle 2 yasm altindaki c¢ocuklarda
vakalarin  %40-45’inden Haemophylus influenza ve Streptococcus pneumoniae’nin
sorumlu oldugu bildirilirken, vakalarin %55-60’indan ise Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa gibi dis kanaldaki patojenlerin sorumlu oldugu bildirilmistir
(nazofarenjiyal patojenlerin sorumlu oldugu infeksiyonlar genellikle kokusuzdur).
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu hastalarin yas olarak
daha biiyiik hastalar oldugu ve semptomlarin genellikle yilin kig aylar1 disindaki daha sicak
aylarda goriildiigii, akmtilarmnin ise daha kotii kokulu oldugu bildirilmektedir. Bunun
sebebinin  inflamatuvar  yanit1 tetikleyen kulaktaki sudan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’nin KSOM’da etken
olarak sikca izole edilmesiyle ofloksosin ve siprofloksasin gibi topikal florokinolonlar
tedavide sikga kullanilmaya baslanmistir. Hatta kiigliik ¢ocuklarda otik preparatlarin
genellikle oral antibiyotiklere istiinlik sagladigi da diistiniilmektedir. Ciinkii bu ilaglarin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa gibi patojenlere karsi etkili olduklar1
ve orta kulakta yikksek konsantrasyon diizeylerine ulasabildigi, sistematik olarak
alimmadigindan direng gelisiminin az goriildiigi bildirilmektedir. Ancak son yillarda CA-
MRSA posttimpanostomi tiipii otoresinin artan prevalansi topikal kinolon tedavi stratejisini

basarisizliga ugratma egilimindedir.

Genellikle piiriilan otore tedavisi i¢in topikal antibiyotikler tercih edilmektedir.
Yapilan bir ¢calismada topikal uygulanan siprofloksasinin in-vitro MRSA aktivitesinin iyi
oldugu bildirilmistir. Ancak florokinolon direncinin artmas1 sebebiyle, siprofloksasin kulak
damlalarmi MRSA infeksiyonlarina etkili olmadigi bildirilmektedir( Jang et al 2004,
Limoneu et al 2003)

Ozellikle son zamanlarda siprofloksasin-direngli MRSA otoreli hasta sayisinda
ciddi artiglar oldugu bildirilmistir. Klindamisin, trimetoprim/siilfametaksazol, eritromisin
ve tetrasiklinlere olan MRSA’ya karst in-vitro olarak etkin goriinebilseler de, bu
antibiyotiklerin in-vivo etkinligi sorgulanmaktadir (Hussian et al 2000, Groom et al 2001).

Cahismamizda KSOM vakalarindan izole edilen stafiloklarin %70’inin S.aureus
oldugu tespit edilmistir. Stafilokok kokenlerinde metisilin direncinin oldukg¢a yiiksek

oldugu tespit edilirken, koagiilaz negatif kokenler arasinda metisilin direncinin anlaml
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derecede daha yiksek oldugu goriilmektedir (p<0.01). Bunun yaninda ¢aligmada koagiilaz
negatif kokenler arasinda klindamisin (%44.4, p>0.05) ve rifampin (%66.7, p<0.05),
gentamisin (%66.7, p>0.05), ve eritromisin (%55.6, p>0.05) direng oranlarmnin S.aureus
kokenlerine nazaran daha yiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge. 4.2.). Koagiilaz negatif
kokenlerin son yillarda artan direng oranlariyla seyrettigini goriillmektedir. KSOM
vakalarinda etken olarak tespit edilen koagiilaz negatif kokenleri antibiyotik test sonuglari
baz alnarak Onemle tedavi edimelidir.

Intravendz vankomisin MRSA otore icin tek segenek oldugunda, oral yolla
verilemeyen antibiyotiklerin tedavi i¢in uygun olmadigi kabul edilmektedir. Giinlimiizde
ticari olarak tedarik edilemeyen vankomisinin kulak preparatlari, parenteral tedavi ile
kiyaslandiginda daha diisiik dozlarda etkinlik sagladig1r gosterilmistir. Bir c¢alismada
ayaktan MRSA otoreli hastalarda vankomisinin kulak solisyonu hazirlanarak lokal tedavi
uygulanmistir. Calismada 25 mg/ml vankomisin konsantrasyonlu g¢alisma soliisyonu
hazirlanmig, bu kulak damlast ile tedavi edilen tiim hastalarin inat¢1 otore tedavisinde
kesinlikle etkili oldugu bulunmustur. Dilue sirke irrigasyonunun orta kulak ve dig kulak
yolunda MRS A {iremesini inhibe ettigi bildirilmistir. Giiniimiizde, bir dilue sirke soliisyonu
kullanildiktan sonra vankomisin kulak damlas1 tedavisi uygulanmaktadr. Hastalar kulak
kanalmin i¢cine kulak damlasinin yayilmas1 i¢in uygun sekilde kafa pozisyonu saglamasi
hususunda bilgilendirilmelidir. Tedaviyi takiben, hastalarm ¢cogunda akintmin tamami ya
da bir kismi sona ererken, kulak kavitesi kurumakta ve 3-4 hafta icinde infeksiyonun
ortadan kalktig1 bildirilmektedir. Hastada akinti devam etmesi durumunda, topikal
vankomisinli kulak damlasinin daha uzun siireli kullanilmas1 6nerilmektedir. Akmt1 sona
erdiginde, lokal mupirosin tedavisi verilmelidir. MRSA otorede topikal mupirosin
tedavisinin %40’in {izerinde klinik etkinliginin oldugu bildirilmistir (Jang et al 2004,
Frukawa et al 2008). Ancak, dilue kulak damlasi ve topikal vankomisin uygulamasmm, tek
basmma mupirosin tedavsisinden daha iyi oldugu bildirilmistir. Ayrica bu hastalarda
trimetoprin/siilfametaksazol oral antibiyotik ve fusudik asit merhem tedaviilerinin
verilmesi de Onerilmistir. Fakat bu ¢alismadaki incelenen hasta sayisinin istatistiksel bir
sonug ortaya ¢cikmasi i¢in yeterli olmadigr bildirilmistir. Ayrica, bu tedavinin fusidik asit
direngli MRSA artisma da yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Walshe et al 2001).

Topikal vankomisinin ve dilue sirke tedavisisinden sonra hastalarin ¢ogunda

perforasyonla beraber orta kulak mukozasmnda bir kalmlagsmanm oldugu gozlenmistir.
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Timpanik membrana uygulanan mupirosin tedavisi, MRSA tedavisi i¢in genellikle orta
kulak mukozasin1 yumusatmada kullanilmaktadir.

MRSA iliskili deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 i¢in genellikle trimetoprim
stilfametaksazol, linezoid veya intravendz vankomisin etkilidir. Ancak; biyofilm olugumu
ve kan akis1 olmadigmda timpanostomi tiipiinde oldugu gibi yabanci cisimlerin varhginda,
tedavi devam etmedigi zaman bu ajanlar etkisiz olmakta ve hastalik niiksetmektedir. Son
zamanlarda yapilan yeni bir ¢alismada. vankomisin ile linezolidin MIC degerlerinin
arasidaki in-vitro etkinlikleri kiyaslanmis, izole edilen mikroorganizmalarmn tiimiiniin her
iki antibiyotige de duyarli oldugu saptanmistir (Kaleem et al 2011). Calismada
vankomisinin MIC degerlerinin linezolidin MIK degerlerinden daha yikksek oldugu
bildirilmistir. Linezolidin vankomisin direngli Staphylococcus aureus (VRSA) tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmistir. Ancak, KSOM vakalarinda VRSA ile karsilagildigi
bildirilmemistir. Timpanostomi tipii kulaga sokulduktan sonra bakteriyel biyofilm
olusumu yikksek oranda otorenin sorumlusu olarak goriilmistiir (Karlan et al 1980,
Johnson et al 1990).

Pseudomonas aeruginosa, Gram negatif, aerob, tek kutuplu hareketli basillerdir(
Ryan ve Ray 2004). Firsat¢1 patojeni olan Pseudomonas aeruginosa siklikla steril olmayan
bolgelerden (agiz cubugu, balgam v.b.) izole edilmektedir ve bu sartlar altinda genellikle
kolonizasyon gdstermekte ve infeksiyon olusturmamaktadir. Steril olmayan orneklerden
izole edilen P.aeruginosa, bu yiizden dikkatle yorumlanmalidir. Steril viicut bolgelerinden
izole edilmisse etken olarak degerlendirilerek tedavi edilmelidir. P.aeruginosa, ¢ok sayida
antibiyotige dogal dwenglidir ve basarisiz bir tedaviden sonra Ozellikle porin
modifikasyonuyla ek bir direng gosterebilmektedir. Ampirik olarak antibiyotik se¢iminden
ziyade laboratuvar duyarhligma bagh olarak tedavi verimelidir.

P.aeruginosa, bu konuyla son derece iliskili firsatgi bir patojendir.
P.aeruginosa’nin son derece rahatsiz edici Ozelliklerinden biri, digik antibiyotik
duyarliligin1 kapsamaktadir. Bu diisik duyarhlik; bakteriyel seliiler kilifin diisiik
permablitesi ve kromozomal kodlanmig antibiyotik direngli genleri ile ¢oklu ilag efluks
pompasiyla uyumlu bir duruma dayanmaktadir. Bu yapisal dirence ek olarak, P.aeruginosa
kromozomla kodlanmig genlerin mutasyonuyla veya antibiyotik diren¢ determinantlarmin
horizontal gen transferi ile kolayca direng kazanabilen bir mikroorganizmadir.

P.aeruginosa’nin ¢oklu ilaca direng gelistirmesi, farkli mutasyonlarin olusu ve/veya
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antibiyotik direng genlerinin horizontal transferi edinimini igeren birka¢ farkli genetik
olay1 gerektirmektedir. Hipermutasyon, kronik infeksiyona yol agan P.aeruginosa’daki
mutasyon odakli antibiyotik se¢imini kolaylastirmaktadr oysa ki, integronlardaki birkag
farkli antibiyotik direng genlerinin kiimelenmesi antibiyotik diren¢ determinantlarmimn
birlikte edinimini kolaylastrmaktadir. Son zamanlarda yapilan baz1 ¢alismalar, biyofilm
formasyonu veya kiiciik koloni varyantlarin ortaya ¢ikmastyla iliskili olan fenotipik
direncin, P.aeruginosa’nin antibiyotik tedavisine cevabinda Onemli olabilecegini
gostermektedir (Cornelis 2008). Calismamizda KSOM vakalarindan etken olarak izole
edilen P.aeruginosa kokenlerinde en yiiksek direng terasikline karsi elde edilirken (%90;
27/30), bunu sefepim (%70; 21/30), piperasilin (%63.3; 19/30) ve levofloksasinin (%53.3;
16/30) takip ettigi tespit edilmistir. Pseudomonas kokenlerinde en diisik direng %6.7
(2/30)’lik bir oranla imipeneme karsi elde edilirken, bunu %13.3 (4/30) ’lik oranla
amikasin ve siprofloksasinin takip ettigi tespit edilmistir.

P.aeruginosa kokenleri gogu beta-laktam grubu antibiyotige intrensek direnglidir.
Intrensik direncin yaninda pseudomonaslar genis spektrumlu beta laktamaz enzimi iiretimi,
mannoz baglayict lektin veya benzer enzim tretimleri, efluks pompa sistemi, penisilin
baglayic1 proteinlerin yapisindaki degisimler ve membran gegirgenliginin azalmasi gibi
mekanizmalarla da antimikrobiyallere karsi kolayca direngli hale gelebilmektedirler
(Weldhagen et al 2003).

P.aeruginosa ozellikle immunsupresif hastalarda yikksek mortalite ile
seyretmektedir. ila¢ tedavisi sirasinda kullamlan antibiyotiklere direngli mutant suslarm
gelisimi  goriilebilmektedir. Tedavide aminoglikozitler, florokinolanlar veya bu
antibiyotiklerle beta lactam antibiyotik kombinasyonlar1 tercih edilmektedir. Tedavide
antimikrobiyalin se¢ciminin hizli ve dogru ydntemlerle yapilmas1 direngli kdkenlerin
olusumunun engellenmesinde oldukca Onemlidir. Bu sebeple spesifite ve sensitivite
problemlerinden dolay:1 fenotipik yontemlerin yaninda son dénemlerde molekiiler bazl
yontemler direng tespitinde tercih edilmektedir. izole edilen kokenlerde direng genlerinin
molekiiler olarak gosterilmesi oldukga biiyikk 6neme sahiptir (Deplano et al 2005).

Calismada tetK geni varligi 29 kokende (%96.7) tespit edilirken, tetM geni varhigi
ise P.aeruginosa kokenlerinin 23 (%76.7) ’linde tespit edilmistir. Fenotipik olarak

P.aeruginoa kokenlerinde direng orant %90 olarak tespit edilmesine ragmen tetrasiklin
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direncinden sorumlu gen varligi daha yiiksek oranda bulunmustur. Gram negatif
bakterilerde beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi direng gelisiminde en Onemli
mekanizmalardan biri beta laktamaz enzim iretimidir. Cahsmada P.aeruginosa
kokenlerinde %70 (21/30) oraninda ampC geni varhg: tespit edilirken, sefalosporinlerden
sefepim direnci %70 olarak tespit edilirken seftazidim direnci ise %40 olarak bulunmustur.
Bunun yaninda ampC geni varligt %70 olarak bulunurrken antipseudomonal
penisilinlerden  piperasilin  direnci %63.3 olarak bulunmustur. Beta laktam
antibiyotiklerden en diisik direng orami karbapenemlerden imipenem (%6.7) ve
meropeneme (%26.7) karsi elde edilmistir.

Stafilokoklar hem yapisal hem de salgiladig: iirlinlerle infeksiyonun patogenezine
katkis1 olan ¢ok cesitli virulans faktorleri ile donatilmistir. Bunlar arasinda Panton Valentin
I6kosidin, toksik sok sendromu toksini, enterotoksinleri en Onemlileri arasinda yer
almaktadwr.  Stafilokok enterotoksinleri basta S. aureus tarafindan olmak iizere S.
intermedius, S. hyicus, S. xylosus ve S. epidermidis tarafindan da sentezlenen tek zincirli,
disiik molekiiler agirlikli proteinlerdir. Simdiye kadar belirlenmis 14 enterotoksin
antjenite 0zelliklerine gore ve alfabetik sirayla isimlendirilmistir (sea-seo). Calismamizda
en yiksek oranda seh (%66.7) geni tespit edilirken bunu sei (%63.3) ve seg (%56.7)
genleri takip etmistir. Ayrica toplam 30 kdkende sec, sed ve sej enterotoksin genlerinin

varhgina rastlanmamistir.

PVL bir sitolizin biyokomponent olarak siniflandirilmaktadir. Ciinkli konake1
sitoplazmik membranina giren ve membranda porlar olusturmak suretiyle hiicre 6liimiine
sebep olan toksindir. S.aureus’un en Onemli patojenite faktorlerinden biridir. PVL
I6kositlere kars1 yiksek affinite gostermekte ve ciddi nekrotizan pndmoni ve bulasici deri
hastaliklarina yol agan ¢ogunlukla toplum kokenli metisilin direngli S. aureus (CA-MRSA)
ile iligkilendirilmektedir (Foster 2005). Calismamizda KSOM hastalarindan izole edilen 21
S.aureus kokeninin 17 (%81.0)’sinde PVL geni varlig1 tespit edilmistir.
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6. SONUC

. Bu ¢alisma, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kulak Burun Bogaz polikliniklerine bagvuran KSOM tanist almis ve yas
aral1 5-83 olan hastalar arasnda yapimustir.

. Kulak siiriintli 6rneklerinin 14’iinde (%]11.5) ireme olmazken, 28’inde (%22.9)
normal kulak flora iiremesi tespit edimistir.

Siirtintii  O6rneklerinin  %65.6°’sinda  patojen mikroorganizma {iremesi tespit
edilmezken, orneklerin 30 (%24.6)’unda stafilokok cinsi bakteriler (21 (%17.2)
S.aureus ve 9 (%7.4) KNS) ve 30 (%24.6)’sinda P.aeruginosa, 5’inde (%4.1)
Klebsiella pneumoniae, 5’inde (%4.1) Candida albicans, 3’tinde (%2.5) E.coli,
2’sinde (%]1.6) Proteus vulgaris, 2’sinde (%1.6) Acinetobacter baumannii, 1’inde
(%0.8) Citrobacter cinsi, 1’inde (%0.8) E.faecalis ve 1’inde (%0.8) de
S.pneumoniae tiremesi saptanmustir.

. Calismaya dahil edilen 122 hastadan alinan Orneklerden %24.6 (30/122)’sinda
Stafilokok cinsi (21(%70) S.aureus, 9 (%30) KNS) tespit edilirken, %24.6
(30/122)’snda da P.aeruginosa izole edilmistir.

Stafilokok kokenleri arasinda fenotipik olarak metisilin direnci toplam 13 (%46.7)
izolatta tespit edilirken, PZR yontemiyle tiim stafilokok kokenlerinde metisilin
direng geni (mecA geni varhgi; %100) varligi saptanmustir.

Stafilokoklarda penisiline kars1 %93.3 (28/30), eritromisin ve gentamisine karsi
%60.0 (18/30), rifampine karst %53.3 (16/30), siprofloksasine kars1 46.7 (14/30),
oksasilin ve klindamisine kars1 %43.3 (13/30) oraninda direng saptanirken, suslarin
tamammin vankomisine karsi duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Stafilokok kdkenlerinde enterotoksin genlerinin dagilimi ise soyle idi; kokenlerin 6
(%20)’s1nda sea, 4 (%13.3)’iinde seb, 2 (%6.7)’sinde see, 17 (%56.7)’sinde seg, 20
(66.7)’sinde seh, 19 (%63.3)’'unda sei genlerinin varligi tespit edilmistir.

. Calismada eritromisin direngli 11 (%52.4; 11/21) S.aureus ve 5 (%55.6; 5/9)
koagiilaz negatif kokenin tamaminda ermA, ermB veya ermC genlerinden biri ya da

birkacmin birlikte pozitifligi tespit edilirken, fenotipik yontemlerle eritromisin
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

duyarli oldugu bulunan 10 (%47.6;10/21) S.aureus kdkeninden 3’tinde ermA ve
ermB geni varligi, KNS kokenleri arasinda ise 5 duyarh kdkenden 2°sinde ermA ve
ermB geni pozitivitesi tespit edildi.

S. aureus’un en Onemli patojenite faktorlerinden biri olarak kabul edilen Panton-
Valentne 16kosidin geni insidansi ise S.aureus kokenleri arasinda oldukga yiiksek
oranda bulunmustur (%81; 17/21).

Cahsmada enterotoksin genlerinden sec, sed ve sej genleri varligi hem S.aureus
hem de KNS kokenleri arasinda negatif bulunmustur.

Bunun yaninda stafilokok kokenleri arasinda etaA, fem A, femB ve tsst genleri
varhgina da rastlimlmamistir.

Cahsmada P.aeruginosa kokenleri arasinda en yiksek antibiyotik direnci
tetrasikline karsi saptanirken (%90), tetrasiklini en yiiksek direng oranlariyla
sefepim (%70), piperasilin (%63.3), levofloksasin (%53.3), gentamisin (%50),
seftazidim (%40), meropenem (%26.7), amikasin (13.3), siprofloksasin (%13.3), ve
mipenem (%6.7)takip etmistir.

P.aeruginosa kokenleri arasinda tetrasikline karsi fenotipik direng %90 olarak

bulunurken, izolatlar arasinda tetK geni varligi %96.7 oraninda tespit edilirken,
tetM geni varhg1 ise kokenlerin %76.7’sinde tespit edilmistir.

Toplam 30 P. aeruginosa izolatmim %70’inde ise ampC geni pozitif oldugu tespit
edilmistir.

Caligmada fenotipik ila¢ direng oranlarmin genotipik ilag direng genlerinden daha
diisiik diizeyde seyrettigi tespit edilmistir. Son zamanlarda gerek stafilokok ve
gerekse de pseudomonas suslarinda artan direng oranlar1 sebebiyle tedavi
protokollerinin ilag duyarlilik testleri yapilarak belirlenmesini gerektirmektedir.

Ilag direnc tespitinde spesifite ve sensitivite acisindan duyarli yontemler tercih
edimelidir. Hizli ve dogrulugu yiiksek testlerle direng oranlari arastrilmalidir.
Fenotipik yontemlerin yaninda yiksek spesifite ve sensitiviteleri sebebiyle direng
genlerinin varhgi PZR gibi molekiiler bazli yontemlerle de belirlenmelidir. Ciinkti
direng genleri tasiyan kokenlerin fenotipik yansimasmin (ekspresyonunun) her an

gerceklesebilecegi akilda tutulmalidir.
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