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OZET

Akut orta kulak iltihabina en sik neden olan bakteriler Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus inf-
luenzae'dir. Bu calismada, orta kulak iltihabi tanisi konulmus hastalarin orta kulak eflizyonlarinda, S.pne-
umoniae ve H.influenzae varliginin kiiltir ve gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yontem-
leriyle arastirilmasi ve yontemlerin karsilastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, eflizyonlu orta kulak iltiha-
bi tanisi konulan ¢ocuk yas grubundaki 60 hastadan elde edilen orta kulak aspirasyon érnekleri dahil edil-
mistir. Orneklerin kiiltiirii icin BACTEC Ped Plus kan kiiltiir siseleri ve BACTEC 9120 sistemi (BD Diagnos-
tic Systems, MD) kullaniimis; tanimlama konvansiyonel yontemlerle yapilmistir. Rt-PCR yontemiyle S.pne-
umoniae ve H.influenzae varhigini gostermek icin sirasiyla ply pnémolizin geni ve HIB kapstl bdlgesi
LightCycler cihazi (Roche Diagnostics, Aimanya) kullanilarak ¢cogaltiimistir. Konvansiyonel kiiltiir yontem-
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leriyle hasta orneklerinin 5 (%8.3)’inden H.influenzae, 3 (%5)’inden S.pneumoniae izole edilmistir. Ayri-
ca, orneklerin %11.6’sinda diger mikroorganizmalar (Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedi-
us, Streptococcus sanguinis, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans) Gretilmistir.
Rt-PCR yontemiyle 6rneklerin 38 (%63.3)’inde H.influenzae, 24 (%40)'(inde ise S.pneumoniae varligi sap-
tanmigstir. Rt-PCR ile, kiltiir ydontemlerine gore H.influenzae ve S.pneumoniae tespitinde yaklasik sekiz kat
artig oldugu izlenmistir. Kilttr yontemi referans alindiginda, Rt-PCR yonteminin H.influenzae ve S.pne-
umoniae’'nin saptanmasindaki duyarlilik, 6zgullik ve negatif prediktif degeri sirasiyla %80, %51 ve %98.2
olarak bulunmustur. Sonug olarak, Rt-PCR yonteminin, akut orta kulak iltihabinin etiyolojik tanisinda,
ozellikle bakteri kiltir yontemlerinin negatif oldugu durumlarda, H.influenzae ve S.pneumoniae’nin hizli
tanisinda duyarliligi ylksek, tercih edilebilir bir ydntem oldugu disiinilmastdr.

Anahtar sézciikler: Orta kulak efiizyonu; Streptococcus pneumoniae; Haemophilus influenzae; gercek za-
manli PCR.

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae are the major etiologic agents of acute otitis
media. This study was aimed to compare the detection rate of S.pneumoniae and H.influenzae by cultu-
re and real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) in the middle ear effusions of patients diagnosed as
acute otitis media. A total of 60 middle ear effusion samples collected from children with acute otitis me-
dia were included in the study. The samples were inoculated and incubated in BACTEC Ped Plus blood
culture bottles and BACTEC 9120 system (BD Diagnostic Systems, MD), respectively, and the isolates we-
re identified by conventional methods. For the molecular diagnosis of H.influenzae and S.pneumoniae,
ply pneumolysin gene and HIB capsule region, respectively were amplified by Rt-PCR (LightCycler, Roc-
he Diagnostics, Germany). H.influenzae and S.pneumoniae were isolated from 5 (8.3%) and 3 (5%) of
the patient samples with conventional culture methods, respectively. In addition in 11.6% of the samp-
les other microorganisms (Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedius, Streptococcus sanguinis,
Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans) were also isolated. On the other hand
H.influenzae and S.pneumoniae were detected in 38 (63.3%) and 24 (40%) of the samples with Rt-PCR,
respectively. There was about eight fold increase in the detection frequency of H.influenzae and S.pne-
umoniae with Rt-PCR compared to culture methods. When culture was accepted as the gold standard
method, the sensitivity, specificity and positive predictive value of Rt-PCR in the detection of H.influen-
zae and S.pneumoniae were estimated as 80%, 51% and 98.2%, respectively. As a result, Rt-PCR was
shown to be a sensitive method and could be preferred for the rapid diagnosis of H.influenzae and S.pne-
umoniae in the etiological diagnosis of acute otitis media, especially in culture negative cases.

Key words: Middle ear effusion; Streptococcus pneumoniae; Haemophilus influenzae; real-time PCR.

GiRiS

Akut orta kulak iltihabi bebeklik ve cocukluk doneminde siklikla gorilen hastaliklar
arasinda yer almaktadir. Hastalik, olgularin hemen hepsinde st solunum yolu viral en-
feksiyonunu takiben ortaya ¢cikmaktadir. Olgularin lgte ikisi bakterilere bagh gelismekte
olup eflizyonlu orta kulak iltihabina en sik neden olan bakteriler arasinda Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Moraxella catarrhalis yer alir'. Akut otitis media
olgularinin %80’den fazlasi ise, S.pneumoniae ve tiplendirilemeyen H.influenzae'ya bag-
I gelismektedir. Mikrobiyolojik taninin birkag gtinliik gecikmesine baglh olarak patojenin
eradike edilememesi durumunda, klinik basarisizlik belirgin sekilde artmaktadir. Etkili te-
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davi yontemlerinin gecikmesi halinde, bu hastaliga bagli isitme kaybi gibi 6nemli yan et-
kiler gériilmektedir?. Bu nedenle, bakteriyel etkenlerin laboratuvarda erken tanimlanma-
s, orta kulak iltihabina bagl tedavi bagarisinda 6nemli bir yer tutmaktadir.

Klinik 6rnekten bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi mikrobiyolojik a¢idan altin stan-
dart kabul edilmekle birlikte, glinimuizde bazi bakterilerin Gremesindeki gtglikler ve
hasta sonuclarinin daha cabuk elde edilmesinin klinik Gnemi nedeniyle, hizli molekdler
yontemler kullanima girmistir. Bu molekiiler yontemlerden birisi de gercek zamanli po-
limeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR)’dur?. Rt-PCR yéntemi diger molekiiler yéntemlere gé-
re daha hizli tani olanagi saglamasi ve klinik 6rnekte bulunan dustik sayidaki mikroorga-
nizmalari tanimlayabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir®.

Bu calismanin amaci; akut orta kulak iltihabi tanisi konulmus hastalarin orta kulak
eflizyonlarinda, S.pneumoniae ve H.influenzae varliginin kiltir ve Rt-PCR yontemleriyle
karsilastirimasidir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesinin onay ile gerceklesti-
rildi. Calismaya eflizyonlu orta kulak iltihabi tanisi konulan ¢cocuk yas grubundaki 60 has-
ta alindi. Ameliyathane kosullarinda orta kulak eftizyonlari aspire edildi, elde edilen aspi-
rasyon materyalleri 1 ml steril %0.9’luk NaCl ile sulandirildiktan sonra molekdiler testler-
de kullanilmak tzere steril mikrosantrifiij tiptine 500 pl aktarildi. Materyalin arta kalan
bolimi ise hasta basinda “BACTEC Ped Plus (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)” kan
kiiltiir siselerine enjekte edildi*. Kan kiiltiir siseleri ve mikrosantrifiij tiipleri hemen labo-
ratuvara ulastinldi. Kan kaltur siseleri “BACTEC 9120 (BD Diagnostic Systems, Sparks,
MD)" sisteminde inklibasyona birakildi ve bes giin inkiibasyona devam edildi. Bu siire
icinde kan kultir sisesinden pozitif sinyal elde edilmesi halinde, %5 koyun kanli agar, ba-
sitrasinli cikolata agar ve EMB agara pasaj yapildi ve besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inku-
be edildi. Bes gilinliik inklibasyon siiresince pozitif sinyal elde edilmemesi halinde ise, yi-
ne kan kultir sisesinden %5 koyun kanli agara pasaj yapildi ve besiyerleri 35-37°C’de 18-
24 saat inkibe edildi. Pasajlarin yapildigi besiyerlerinde treme oldugunda koloniler mak-
roskobik olarak incelendi. Izolatlarin Gram yéntemiyle boyanma 6zellikleri ve mikrosko-
bik morfolojileri dikkate alinarak, S.pneumoniae’'nin tanimlanmasi icin %5 koyun kanli
agarda optokin duyarhlk testi uygulandi. H.influenzae ve M.catarrhalis ise “BBL Crystal
N/H (Neisseria/Haemophilus) paneli (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)"”ndeki biyo-
kimyasal reaksiyonlarina gore tanimlandi. Besiyerlerinde treyen S.pneumoniae, H.influen-
zae ve M.catarrhalis disindaki diger bakteriler standart mikrobiyolojik yontemlerle tanim-
lanarak kiiltiir sonuclari kaydedildi®.

Rt-PCR yontemi icin ayrilan 6rnekler DNA saflastirma islemlerinin uygulanacagi gline
kadar -20°C’de saklandi. Orneklerden DNA izolasyonu QlAamp (Qiagen Hilden, Alman-
ya) kiti kullanilarak gerceklestirildi. Rt-PCR yontemiyle S.pneumoniae ve H.influenzae var-
hgini gostermek icin sirasiyla ply pnémolizin geni ve HIB kapsul bolgesi LightCycler (Roc-
he Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) cihazi kullanilarak codaltildi. Bu amacla
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pnomokok tanisi icin ply F5-TgCAgAgCgTCCTTTggTCTA T-3’, ply RS5'-
CTCTTACTCgTggTTTCCAACTTgA-3’ ve plyTM 5'-Cy5-TggCgCCCATAAgCAACACTC-
gAA-BBQ problari ve H.influenzae tanisi icin HIB-A 5’-gAAgAATgAgAAgTTTTgTggTgC-3’
ve HIB-TM2 5’-YAK-ATgATATgggTACATCATgTTCgC CAT-BBQ problar modifiye edilerek
kullanildi®”.

BULGULAR

Konvansiyonel kiiltir yontemleriyle hasta orneklerinin %8.3’inden H.influenzae,
%5’inden S.pneumoniae izole edilmistir. Orneklerde ayrica Staphylococcus epidermidis
(%3.3), Candida albicans (%3.3), Streptococcus intermedius (%1.6), Streptococcus san-
guinis (%1.6), M.catarrhalis (%1.6) ve Pseudomonas aeruginosa (%1.6) uretilmistir. Rt-
PCR yontemiyle orneklerin %63.3’Unde H.influenzae, %40"1nda S.pneumoniae pozitif-
ligi saptanmistir. Rt-PCR ile, kiiltiir yontemlerine gore H.influenzae ve S.pneumoniae
varliginda yaklasik olarak sekiz kat artis tespit edilmistir. Orta kulak sivisi 6rneklerinde
H.influenzae ve S.pneumoniae varliginin kiltir ve Rt-PCR ile karsilastiriimasi Tablo I'de
gosterilmistir.

Gergcek zamanli PCR yonteminin, H.influenzae ve S.pneumoniae kiltiir ydntemleriyle
karsilastirlmasi sonucu duyarliiginin %80, 6zgilliguniin %51 ve negatif prediktif dege-
rinin %98.2 oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA

Akut orta kulak iltihabr genellikle cocukluk caginda goriilmekte ve siklikla antibiyotik-
lerle tedavi edilmektedir. Bu hastaligin bakteriyolojik tanisinda orta kulak sivisi 6rneginin
kaltirunin yapiimasi 6nerilmektedir. Orta kulak sivisi 6rneklerinin yaklasik olarak, en faz-
la %60'Inda bakteriyel etken saptanabilmektedir®. Viicudun savunma mekanizmalari, &r-
nek aimindan 6nce antibiyotik kullanimi, orta kulak mukozasinda biyofilm yapimi ve vi-
ruslara bagl enfeksiyonlar gibi faktérler etken patojenlerin tanisini etkilemektedir®®. Bi-
zim calismamizda, kiltir yontemleriyle etken olan temel patojen mikroorganizmalar

Tablo 1. Orta Kulak Sivisi Orneklerinde H.influenzae ve S.pneumoniae Varligi

Gercek zamanh PCR

Pozitif sayi Negatif sayi Toplam

H.influenzae

Kiltdr pozitif 4 (%80) 1 (%20) 5

Kiltir negatif 34 (%62) 21 (%38) 55

Toplam 38 22 60
S.pneumoniae

Kiltir pozitif 3 (%100) 0 3

Kdltir negatif 21 (%37) 36 (%63) 57

Toplam 24 36 60
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%13 oraninda saptanmistir. Bu oran dustik seviyede goziikse de, yukarida belirtilen fak-
torlere gore kiiltir yontemleriyle etkenleri Gretmek gug olabilmektedir.

Akut orta kulak iltihabi etkenlerinin genellikle zor treyen bakteriler olmasi ve 6ncesin-
de antibiyotik kullanilmigs olma olasihgi gibi nedenlerden dolayi, konvansiyonel kilttr
yontemleriyle mikroorganizmalarin tespit edilmesinde zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Gu-
nimuzde bircok PCR yontemi taniya dogru ve hizl bir sekilde ulasmak icin kullaniimak-
tadir®. Niikleik asitlerin tespitine dayanan bu yéntemler cansiz bakterileri de tanimladik-
lari icin, bu yontemlerin kullanilmasi bazen tartismalara neden olmaktadir. Deney hay-
vanlarinda yapilan ¢alismalarda, orta kulak sivisinda bakteri 6limiinu takip eden iki giin
icerisinde bakteriyel DNA'larin parcalandigi ve niikleik asit varligini gosteren yontemle-
rin aktif hastaliga neden olan bakteriden kaynaklanan DNA'lari tespit ettigi saptanmis-
tir', Bu nedenle orta kulak sivisi érneginde patojen mikroorganizmalarin varligini gés-
termek icin kullanilan PCR yontemlerinin givenilir oldugu kanitlanmistir. Rt-PCR yonte-
mi ozellikle rutin tani icin ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Pndmokok tanisinda Rt-PCR
yonteminin bakteriyel kiltlir ydontemine gore 50 kat daha duyarli oldugu, kii¢iik hacim-
deki klinik 6rnekte az sayida bakterinin varhigi durumunda dogru tani koyma imkani ver-
digi bildirilmektedir''. Bu calismada, H.influenzae ve S.pneumoniae’nin kiiltiirden izolas-
yon oranlari sirasiyla %8.3 ve %S5 iken, Rt-PCR yontemiyle bu oranlarin sirasiyla %63.3
ve %40’a yukseldigi gozlenmistir.

Konvansiyonel kultiir yontemleri daha genis aralikta bakteri turlerini tanimlama imka-
nina sahip olmalarina ragmen, efiizyonlu akut orta kulak iltihabinin tanisinda Rt-PCR
yonteminin duyarliiginin yiiksek olmasi ve hizli tani nedeniyle hastanede yatma suresi-
ni kisaltmasi nedeniyle, kiilturle birlikte kullanildiginda, maliyet/yarar oranini oldukg¢a du-
stirmektedir'. Sonug olarak bu calismada, Rt-PCR yénteminin, orta kulak iltihabinin eti-
yolojik tanisinda, 6zellikle kiltiir yontemlerinin negatif oldugu durumlarda, H.influenzae
ve S.pneumoniae’nin tanisinda duyarli ve hizli bir yontem olarak kullanilabilecegi dusu-
nilmastar.
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