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OZET

Eftizyonlu akut otitis media, cocuklarda antibiyotik kullaniminin, operasyon endikasyonunun ve isit-
me kaybinin en 6nemli nedenlerinden birisidir. Olgularin lgcte ikisinde etken olan patojenler, bakteriler-
dir. Bununla birlikte, prognozda bazi etkileri olabilecek viruslarin etyolojik ajan olarak varligi, artan sayi-
da yayin ile karsimiza cikmaktadir. Bu calismanin amaci, otitis media tanisi konulan ¢ocuklardan alinan
orta kulak eflizyon (OKE) érneklerinde TagMan “real-time” polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yonte-
miyle respiratuvar sinsityal virusu (RSV) tip A ve B, influenza tip A virus, adenovirus, sitomegalovirus
(CMV), herpes simpleks virus tip-1 (HSV-1) ve enteroviruslarin arastirlmasidir. Calismada, 30 OKE 6rne-
ginin 18 (%60)’inde RT-PCR yontemiyle viral pozitiflik bulunmus; 9 (%30) 6rnekte RSV-A, 3 (%10) or-
nekte CMV ve 1 (%3.3) 6rnekte HSV-1 niikleik asit varhgr saptanmustir. Geri kalan bes 6rnekte ise iki fark-
I virus birlikte [3 (%10)'linde adenovirus ve RSV-A; 2 (%6.7)'sinde CMV ve RSV-A] pozitif olarak bulun-
mustur. Bu sonuglar, cocuklarda otitis media gelisiminde viruslarin dnemli bir rol oynadigini desteklemek-
tedir. Ayrica OKE &rneklerinde viruslarin saptanmasinda TagMan RT-PCR yonteminin kisa slirede sonug
verebilen giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegdi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Akut otitis media, orta kulak eflizyonu, viral etyoloji, gercek zamanli PCR.

ABSTRACT

Acute otitis media with effusion (OME) is one of the major causes of antibiotic use, indication for
operation and hearing loss in children. In two third of the cases the etiologic agents are bacteria. No-
netheless, increasing numbers of reports have implicated viruses as etiologic agents that may have so-
me effect on prognosis of OME. The aim of this study was to investigate the presence of nucleic acids
of respiratory syncytial virus (RSV) type A and B, influenza type A virus, adenovirus, cytomegalovirus
(CMV), herpes simplex virus type-1 (HSV-1), and enteroviruses in the middle ear effusion specimens from
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children with otitis media by TagMan real-time PCR. As a result, 18 of 30 (60%) OME samples were fo-
und positive in terms of viral nucleic acids by real-time PCR. RSV-A was detected in nine samples (30%),
CMV in 3 (10%) samples and HSV-1 in 1 (3.3%) sample. In five of the samples two viruses were detec-
ted in the same sample (three were positive for adenovirus and RSV-A, and two were positive for CMV
and RSV-A). Our data have supported the importance of viruses as etiologic agents of OME. Additionally,
it was thought that TagMan real-time PCR may be used as a reliable and rapid method for the detecti-
on of viruses in the middle ear effusion samples.

Key words: Acute otitis media, middle ear effusion, viral etiology, real-time PCR.

GiRis

Akut otitis media (AOM), tim diinyada ¢ocukluk caginin en 6nemli saglik sorunlarin-
dan biridir'*. Gelismekte olan (ilkelerde AOM, cocuklarin antibiyotik tiiketiminin veya
ameliyat olmasinin en sik karsilasilan nedenlerindendir’#°. Amerika Birlesik Devletle-
ri'nde AOM enfeksiyonlarina bagh yillik harcama tutarinin yaklasik olarak 3-5 milyar do-
lar oldugu bildirilmektedir'#. Yapilan bir calismaya gére, doktor muayenelerinin
%33’Unun ve bes yasindan kicuk cocuklarin %40’ 1inin antibiyotik kullaniminin nedeni
otitis media olarak bulunmustur®.

AOM, cocuklarda respiratuvar sinsityal virus (RSV), influenza virus, parainfluenza virus
ve enteroviruslarin neden oldugu Gst solunum yolu enfeksiyonlarinin en 6nemli kompli-
kasyonlarindan biridir’. Heikkinen ve arkadaslari®, AOM gelisen cocuklarin yaklasik
%20’sine yukarida sayilan viruslarin neden oldugunu gostermistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), viral enfeksiyon etkenlerinin tanisi icin hizl ve gu-
venilir bir ydntemdir®?. Giinimiizde bircok farkli PCR teknigi tani amacl olarak kullanil-
maktadir. Bunlardan biri olan gercek zamanli PCR ile, duyarliligi ve 6zgilligu ylksek so-
nuglar elde edilmektedir'®. Bu yéntem ayni zamanda amplifikasyon riintiniin miktarini
da olcebilmektedir. Bu sekilde 6zellikle viral enfeksiyonlarin evreleri tanimlanmakta ve te-
davi etkinligi izlenebilmektedir''4.

Bu calismanin amaci, otitis media tanisi konmus hastalarin orta kulak eflizyonlarinda,
influenza virus tip A, RSV tip A ve B, adenovirus (AdV), herpes simpleks virus (HSV) tip
1, sitomegalovirus (CMV) ve enterovirus varliginin TagMan “real-time” PCR yontemiyle
arastiriimasidir.

GEREC ve YONTEM
Hasta Popiilasyonu ve Ornekler

Calismaya, Kasim 2002-Eylul 2003 tarihleri arasinda eflizyonlu otitis media tanisi ko-
nulan ¢ocuk yas grubundaki (15 erkek, 15 kiz; yas arahdi: 3-14 yil; yas ortalamasi: 6.8
yil) hastalar alindi. Orta kulak efizyonu (OKE) ornekleri genel anestezi altinda dis kulak
yolu povidon-iyot (betadine) ile silindikten sonra mikroskop esliginde miringotomi (ku-
lak zari kesilmesi) yontemi ile steril tliplere aspire edilerek alindi ve en kisa stirede GATA
Viroloji Bilim Dali laboratuvarlarina ulastirildi. Ornekler calismaya alinincaya kadar
-80°C’de sakland.
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Calismada CMV, HSV-1, adenovirus, RSV tip A ve B, influenza virus tip A ve enterovirus-
lara ait laboratuvarda izole edilen suslar ile klonlanmis PCR Grtinleri kontrol olarak kullanildi.

Klinik Orneklerden Niikleik Asit izolasyonu

DNA izolasyonu, alkali fenol-kloroform-izoamil alkol yéntemine gére yapildi'®.
DNA'lar kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. RNA izolasyonu 200 pL 6rnekten EZ-RNA
total RNA izolasyon kiti (Biologic Industries, Beit Haemek, israil) kullanilarak retici firma-
nin 6nerileri dogrultusunda yapildi. Elde edilen RNA pelleti 40 pL “RNase-free” steril dis-
tile suda (Sigma/Almanya) stispanse edildi. RNA'lar revers transkripsiyon asamasina ka-
dar -80°C’de saklandi.

Primer ve Prob Dizayni

Calismada kullanilan tim primer ve problarin dizayni OligoYap 3.0 isimli bilgisayar
yaziimi yardimiyla yapildi'®. Tiim oligolar MWG-Biotech (Almanya) firmasina sentezlet-
tirildi (Tablo I). Sentezlenen primerlerin duyarhliklarini belirlemek amaciyla; CMV ve HSV
icin daha once rutin laboratuvarimiza gelen orneklerden elde edilen DNA’lar, adenovi-
rus, enterovirus ve influenza icin laboratuvarimizdaki kiiltiir koleksiyonundan elde edilen
DNA'lar pozitif kontrol olarak kullanildi. Primerlerin 6zgdilliikleri ise restriksiyon enzim ke-
simiyle belirlendi.

PCR islemi

Son hacmi 40 pL olan ve icerisinde 2 mM dNTP (Sigma/Almanya), 1x PCR tamponu,
2.5 mM MgCl,, , 1.5 U Taqg DNA polimeraz ve 20 pmol sens ve antisens primerler olan
reaksiyon karisgimmna 10 pL DNA ilave edildikten sonra “thermal cycler” cihazinda

Tablo I. Gercek Zamanli PCR Yénteminde Kullanilan Primer* ve Problar**

Virus Sens primerler Antisens primerler Problar
CMV 5’-acaggttgagccc- 5’-ctggagctcaccgat-  5'-FAM cgagagaagcgccacataca-
ggcggtggt-3’ cacagacacc-3’ gcgcaaacacc TAMRA-3'
HSV-1 5’-ccggceegtgt- 5’-atgaccgaac- 5’-JOE ataccgacca-
gacacta-3’ aactccctaa-3’ caccgacgaatc TAMRA-3’
Adenovirus 5'-tcgatgMtgcc- 5’-gccacNgtggg- 5’-JOE cacatckcsggvca-
ScaRtggKcDtac-3’ RttYctraacttgtt-3’ ggacgcytcggagta TAMRA-3’
RSV-A 5’-gctcttagcaaa- 5'-tgctccgttggatgg- 5’-FAM acactcaacaaagat-
gtcaagt-3’ tgtatt-3’ caacttctgtcatc TAMRA-3’
RSV-B 5’- gatggctcttagcaaa- 5'-tgtcaatattatct- 5’-JOE tgatacattaaataagg-
gtcaagttaa-3’ cctgtactacgttgaa-3’ atcagctgctgtcat TAMRA-3’
Enterovirus 5'-ccctgaatgcgg- 5’-attgtcaccataag- 5’-FAM aaccgactac-
ctaatcc-3’ cagcca-3’ tttgggtgtccgtgtttc TAMRA-3’
influenza-A 5’-cgatcttcgccaatt- 5'-ccatgagWgc- 5’-FAM acggttctctc-
ccaca-3’ YtcRagat-3’ YatcgtYccgtca TAMRA-3’

* H, K, R, S ve Y dejeneratif bazlari géstermektedir (Wobble bazlar): M= A/C, K= G/T, R= A/G, S= G/C, Y= C/T,
N= Herhangi biri, D= A/G/T, V= A/C/G.
** JOE, FAM ve TAMRA proba ait floresan isaretlerdir.
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94°C’de bes dakika, daha sonra her bir siklus 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye,
72°C’de 35 saniye olmak Uzere 40 siklus ve en son uzatma agamasi icin 72°C’de 10 da-
kika olacak sekilde PCR islemi gerceklestirildi. Elde edilen Griintin 5 pL’si jel elektroforez-
de (%1.5 agaroz, 1x TBE, 100V) 100 bazciftlik (bp) molekiler standart (K180-250 UL,
Amresco, USA) kullanilarak yuratildi. Jel etidyum bromiir ile boyandi ve UV (Gel Doc
2000, BIO-RAD, USA) kullanilarak gorintiilendi.

Klonlama ve Standartlarin Hazirlanmasi

Jelde goriintulenen amplifikasyon Urtinlerinden uygun olanlari bistdiri ile kesilerek alin-
di. Kesilen jel parcaciklar ticari jel ekstraksiyon kiti (Qiagen, Almanya) ile purifiye edildi.
Purifiye PCR amplifikasyon urinleri “TA cloning kit” (Invitrogen, Almanya) kullanilarak
pCR 2.1 plazmidine klonlandi. Transformasyon islemi Escherichia coli'ye kimyasal yolla
yapildi. Bakterilerden plazmid pirifikasyonu “plasmid purification kit” (Invitek, Alman-
ya) kullanilarak yapildi ve spektrofotometri ile DNA miktar 6lculip, OligoYap 3.0 yardi-
mi ile kantitasyon standartlar hazirland.

Revers Transkripsiyon

cDNA sentezi, 75 mM KCI, 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 10 mM dithiothreitol (DTT), 3
mM MgCl,, 10 mM dNTP, 40 U revers transkriptaz (Promega, Madison), 20 pmol anti-
sens primer iceren 20 pl’lik reaksiyon karisimina 5 uL RNA siispansiyonundan ilave edi-
lerek yapildi. Karigim 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. inaktivasyon icin 95°C’de bes da-
kika bekletildi. Elde edilen cDNA'lar gercek zamanl PCR islemine alindi.

Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

TagMan RT-PCR yonteminde son hacmi 25 plL olan ve icerisinde 5 plL klinik 6rnekler-
den izole edilen DNA (veya cDNA), 12.5 pyL TagMan Universal PCR Master Mix (Appli-
ed Biosystems, Foster City, CA, USA), 5’er pmol sens, antisens primer ve 4 pmol TagMan
probu bulunan reaksiyon karigimi kullanildi. PCR sikluslari 50°C’de iki dakika, 95°C’de on
dakika [hotStart Taqg DNA polimeraz (AmpliTaq Gold-DNA polymerase, Applied Biosys-
tems, ABD) aktivasyonu icin] daha sonra 40 siklus 95°C’de 15 saniye, 60°C’de bir daki-
ka olacak sekilde uygulandi. Amplifikasyon, verilerin elde edilmesi ve tim analizler ABI
PRISM 7700 Sequence Detector cihazi (Applied Biosystems, ABD) ile yapildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 30 OKE 6rneginin 18 (%60)’inde RT-PCR yontemiyle viral pozitiflik
saptanmistir. Orneklerin 9 (%30)’unda RSV-A, 3 (%10)’tinde CMV, 1 (%3.3)’inde HSV-1
saptanmig, bes ornekte ise iki farkli tip virus birlikte pozitif bulunmustur. Bu bes 6rnek-
ten l¢tinde adenovirus ve RSV-A, ikisinde de CMV ve RSV-A'nin birlikte pozitif oldugu iz-
lenmistir.

TARTISMA

AOM, cocukluk yas grubunda en sik gortlen ve antibiyotik tedavisi gerektiren hasta-
liklardan biridir. Tekrarlayan AOM, antibiyotige direncli bakteriler tarafindan olusturul-
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maktadir'®. Bununla birlikte son zamanlarda yenidogan ve kiiciik cocuklarda iist solu-
num yolu viral enfeksiyonlari ile AOM arasindaki iliski acik bir sekilde ortaya konulmus-
tur'#18-20. AOM olan cocuklarin OKE &rneklerinde viruslarin arastirilmasi, bu hastaligin
nedenleri arasinda viruslarin roliinii géstermek acisindan énemlidir®. En sik izole edilen
viruslar RSV, influenza viruslar, adenovirus, parainfluenza viruslar ve enteroviruslar-
dir’619.20 . CMV ve HSV de etken olarak izole edilen viruslar arasinda yer alir'”-2!,

Yapilan bir calismada, AOM tanisi konulan 271 ¢cocugun 66°sinda viral antijen veya vi-
rus varligi saptanmis; etkenler siklik sirasina gore RSV (%55), parainfluenza virus
(%13.2), CMV (%13.2), enterovirus (%1.47) ve rinovirus (%1.47) olarak bulunmus-
tur?2, Heikkinen ve arkadaslarinin' calismasinda, AOM tanisi konulan 456 cocuktan ali-
nan OKE orneklerinde RSV (%74), diger viruslardan daha sik olarak izole edilmistir. Ayni
calismada parainfluenza virus %52, influenza virus %42, enteroviruslar %11 ve adeno-
viruslar %5.4 oraninda bulunmustur'. Bir baska calismada Monobe ve arkadaslar'®, 93
OKE orneginde RT-PCR ile dokuz farkli solunum yolu virusunu arastirmiglar ve 39 (%42)
ornekte pozitiflik bulmuslardir. Bunlarin %69’unun RSV, %19’unun adenovirus,
%7.1'inin rinovirus ve %4.8'inin influenza virus oldugu bildirilmistir'®. Multipleks PCR
yonteminin kullanildigi bir calismada ise, 73 OKE 6rneginden 51 (%69.8)’inde viral po-
zitiflik saptanmis; bunlarin 35 (%47.9)'inde solunum yolu viruslari (RSV-A, adenovirus,
rinovirus, RSV-B, influenza virus), 16 (%21.9)’sinda ise herpesviruslar (CMV ve HSV) po-
zitif olarak bulunmustur'”. Yine bir baska calismada, 940 AOM’li cocugun nazofarenge-
al aspiratlari ve OKE 6rneklerinden RT-PCR ile rinovirus, enterovirus ve parainfluenza vi-
rus, antijen arama yontemiyle de diger yaygin solunum yolu viruslar arastinimis ve so-
nucta incelenen tim AOM olgularinin 2/3’tinde nazofarengeal veya OKE 6rneginden bi-
rinde virus varhgr saptanmistir?®.

Bizim calismamizda da, diger calismalarla uyumlu olarak solunum yolu viruslar daha
yuksek oranda bulunmustur. Pozitif bulunan 18 6rnekten besinde iki etken birlikte bu-
lunmak Uzere toplam 23 etkenden 14’U RSV-A, licl de adenovirus olarak saptanmugtir.
Bir baska ifadeyle, saptanan viruslarin yaklasik %74 (17/23)'i solunum yolu viruslaridir.
Geri kalan etkenler herpes grubu viruslar olup, bunlardan 4 (%17.4)'i tek basina (li¢
CMV ve bir HSV), 2 (%8.7)'si ise RSV-A ile birlikte (CMV + RSV) saptanmistir. RSV, cocuk-
larda AOM icin en muhtemel predispozisyon faktortidir. Sonuglarimizin, ¢ocuklarda
AOM gelisiminde RSV'nin 6nemli bir etken oldugu gorisini destekledigi distiniimus-
tir. AOM gelisimi coklu faktorlere bagl bir stire¢c oldugundan, farkl viruslarin AOM olu-
sumunu kolaylastirma potansiyellerini belirlemek zordur. Bununla birlikte bu calismada,
tek basina etken olan herpesviruslarin orani (%17.4), herpes grubu viruslarin da otitis
media patogenezinde dnemli bir rol oynadigini dustindirmektedir. Ancak bu verilerin
daha buyik hasta populasyonu ile calisilarak desteklenmesi gerekmektedir.

Konvansiyonel metotlarla karsilastirildiginda, PCR yonteminin duyarliliginin ytksek ol-
dugu bildirilmektedir. Altmis bes OKE 6rnegi ile yapilan bir calismada kiiltiir ile multip-
leks PCR yontemleri karsilastiriimis, kiltirle %29 olarak bulunan pozitiflik oraninin PCR
yontemiyle %72’ye ciktig ve kultir negatif 6rneklerin tcte ikisinde PCR ile bir etken izo-
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le edildigi bildirilmistir®. Calismamizda kullanilan TagMan yéntemi, PCR temelli olmakla
birlikte, analiz acisindan floresan rezonans enerji transferi teknigini kullanmasi nedeniyle
test duyarlihgi daha yiksektir. Ayrica bu yontem 6zgulligu yiksek, gtvenilir ve hizli bir
metot olup, dort-bes saat icinde tibbi tani ve kantitasyon yapabilmektedir. Diger klasik
yontem ve PCR teknikleriyle karsilastirldiginda bazi ciddi avantajlara sahiptir. Amplifikas-
yon sonrasl basamaklarin olmamasi nedeniyle tek bir calisma yapilarak para ve zaman-
dan buyuk tasarruf saglanmaktadir. Ayrica, ornekler icinde kontaminasyon riski de olduk-
ca dustiktir. Doksan alti kuyucuklu calisma zemini de buiyiik capli calismalarin yapilma-
sini saglamaktadr.

Cocuklarda sik goriilen AOM etyolojisinde genellikle bakteriler etken olarak gortilmek-
te ve siklikla tedavide antibiyotikler kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir calisma-
da, bakteri ve/veya viruslarin olgularin %96’sinda, bakteri ve virus birlikteliginin ise olgu-
larin %66’sinda saptandigi bildirilmistir?®. Gériildiigu izere AOM, sadece bakteriler ta-
rafindan olusturulan bir enfeksiyon olmayip, etyolojide viruslarin da roli buyuktir. Bura-
da viral etkenlerin saptanmasinda kullanilacak yontemin duyarl bir ydontem olmasi ol-
dukca 6nem arz etmektedir. Sonug olarak, AOM patolojisinde su¢lanan ve muhtemel vi-
ral etkenlerle ilgili yapilacak calismalarda, TagMan teknolojisinin kullaniimasi, 6zellikle
kantitatif degerler elde edilmesi nedeniyle etyopatogenezi aydinlatmada yararli bir yak-
lasim olacaktir.
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