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ÖZET

Akut orta kulak iltihabına en sık neden olan bakteriler Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus inf-
luenzae’dır. Bu çalışmada, orta kulak iltihabı tanısı konulmuş hastaların orta kulak efüzyonlarında, S.pne-
umoniae ve H.influenzae varlığının kültür ve gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yöntem-
leriyle araştırılması ve yöntemlerin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya, efüzyonlu orta kulak iltiha-
bı tanısı konulan çocuk yaş grubundaki 60 hastadan elde edilen orta kulak aspirasyon örnekleri dahil edil-
miştir. Örneklerin kültürü için BACTEC Ped Plus kan kültür şişeleri ve BACTEC 9120 sistemi (BD Diagnos-
tic Systems, MD) kullanılmış; tanımlama konvansiyonel yöntemlerle yapılmıştır. Rt-PCR yöntemiyle S.pne-
umoniae ve H.influenzae varlığını göstermek için sırasıyla ply pnömolizin geni ve HIB kapsül bölgesi
LightCycler cihazı (Roche Diagnostics, Almanya) kullanılarak çoğaltılmıştır. Konvansiyonel kültür yöntem-
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leriyle hasta örneklerinin 5 (%8.3)’inden H.influenzae, 3 (%5)’ünden S.pneumoniae izole edilmiştir. Ayrı-
ca, örneklerin %11.6’sında diğer mikroorganizmalar (Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedi-
us, Streptococcus sanguinis, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans) üretilmiştir.
Rt-PCR yöntemiyle örneklerin 38 (%63.3)’inde H.influenzae, 24 (%40)’ünde ise S.pneumoniae varlığı sap-
tanmıştır. Rt-PCR ile, kültür yöntemlerine göre H.influenzae ve S.pneumoniae tespitinde yaklaşık sekiz kat
artış olduğu izlenmiştir. Kültür yöntemi referans alındığında, Rt-PCR yönteminin H.influenzae ve S.pne-
umoniae’nın saptanmasındaki duyarlılık, özgüllük ve negatif prediktif değeri sırasıyla %80, %51 ve %98.2
olarak bulunmuştur. Sonuç olarak, Rt-PCR yönteminin, akut orta kulak iltihabının etiyolojik tanısında,
özellikle bakteri kültür yöntemlerinin negatif olduğu durumlarda, H.influenzae ve S.pneumoniae’nın hızlı
tanısında duyarlılığı yüksek, tercih edilebilir bir yöntem olduğu düşünülmüştür. 

Anahtar sözcükler: Orta kulak efüzyonu; Streptococcus pneumoniae; Haemophilus influenzae; gerçek za-
manlı 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. 

GİRİŞ

Akut orta kulak iltihabı bebeklik ve çocukluk döneminde sıklıkla görülen hastalıklar
arasında yer almaktadır. Hastalık, olguların hemen hepsinde üst solunum yolu viral en-
feksiyonunu takiben ortaya çıkmaktadır. Olguların üçte ikisi bakterilere bağlı gelişmekte
olup efüzyonlu orta kulak iltihabına en sık neden olan bakteriler arasında Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Moraxella catarrhalis yer alır1. Akut otitis media
olgularının %80’den fazlası ise, S.pneumoniae ve tiplendirilemeyen H.influenzae’ya bağ-
lı gelişmektedir. Mikrobiyolojik tanının birkaç günlük gecikmesine bağlı olarak patojenin
eradike edilememesi durumunda, klinik başarısızlık belirgin şekilde artmaktadır. Etkili te-
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davi yöntemlerinin gecikmesi halinde, bu hastalığa bağlı işitme kaybı gibi önemli yan et-
kiler görülmektedir2. Bu nedenle, bakteriyel etkenlerin laboratuvarda erken tanımlanma-
sı, orta kulak iltihabına bağlı tedavi başarısında önemli bir yer tutmaktadır. 

Klinik örnekten bakteri izolasyonu ve tanımlanması mikrobiyolojik açıdan altın stan-
dart kabul edilmekle birlikte, günümüzde bazı bakterilerin üremesindeki güçlükler ve
hasta sonuçlarının daha çabuk elde edilmesinin klinik önemi nedeniyle, hızlı moleküler
yöntemler kullanıma girmiştir. Bu moleküler yöntemlerden birisi de gerçek zamanlı po-
limeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR)’dur3. Rt-PCR yöntemi diğer moleküler yöntemlere gö-
re daha hızlı tanı olanağı sağlaması ve klinik örnekte bulunan düşük sayıdaki mikroorga-
nizmaları tanımlayabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir3.

Bu çalışmanın amacı; akut orta kulak iltihabı tanısı konulmuş hastaların orta kulak
efüzyonlarında, S.pneumoniae ve H.influenzae varlığının kültür ve Rt-PCR yöntemleriyle
karşılaştırılmasıdır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Komitesinin onayı ile gerçekleşti-
rildi. Çalışmaya efüzyonlu orta kulak iltihabı tanısı konulan çocuk yaş grubundaki 60 has-
ta alındı. Ameliyathane koşullarında orta kulak efüzyonları aspire edildi, elde edilen aspi-
rasyon materyalleri 1 ml steril %0.9’luk NaCl ile sulandırıldıktan sonra moleküler testler-
de kullanılmak üzere steril mikrosantrifüj tüpüne 500 µl aktarıldı. Materyalin arta kalan
bölümü ise hasta başında “BACTEC Ped Plus (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)” kan
kültür şişelerine enjekte edildi4. Kan kültür şişeleri ve mikrosantrifüj tüpleri hemen labo-
ratuvara ulaştırıldı. Kan kültür şişeleri “BACTEC 9120 (BD Diagnostic Systems, Sparks,
MD)” sisteminde inkübasyona bırakıldı ve beş gün inkübasyona devam edildi. Bu süre
içinde kan kültür şişesinden pozitif sinyal elde edilmesi halinde, %5 koyun kanlı agar, ba-
sitrasinli çikolata agar ve EMB agara pasaj yapıldı ve besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inkü-
be edildi. Beş günlük inkübasyon süresince pozitif sinyal elde edilmemesi halinde ise, yi-
ne kan kültür şişesinden %5 koyun kanlı agara pasaj yapıldı ve besiyerleri 35-37°C’de 18-
24 saat inkübe edildi. Pasajların yapıldığı besiyerlerinde üreme olduğunda koloniler mak-
roskobik olarak incelendi. İzolatların Gram yöntemiyle boyanma özellikleri ve mikrosko-
bik morfolojileri dikkate alınarak, S.pneumoniae’nın tanımlanması için %5 koyun kanlı
agarda optokin duyarlılık testi uygulandı. H.influenzae ve M.catarrhalis ise “BBL Crystal
N/H (Neisseria/Haemophilus) paneli (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)”ndeki biyo-
kimyasal reaksiyonlarına göre tanımlandı. Besiyerlerinde üreyen S.pneumoniae, H.influen-
zae ve M.catarrhalis dışındaki diğer bakteriler standart mikrobiyolojik yöntemlerle tanım-
lanarak kültür sonuçları kaydedildi5.

Rt-PCR yöntemi için ayrılan örnekler DNA saflaştırma işlemlerinin uygulanacağı güne
kadar -20°C’de saklandı. Örneklerden DNA izolasyonu QIAamp (Qiagen Hilden, Alman-
ya) kiti kullanılarak gerçekleştirildi. Rt-PCR yöntemiyle S.pneumoniae ve H.influenzae var-
lığını göstermek için sırasıyla ply pnömolizin geni ve HIB kapsül bölgesi LightCycler (Roc-
he Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) cihazı kullanılarak çoğaltıldı. Bu amaçla

678

Akut Orta Kulak ‹ltihab› Örneklerinde Streptococcus pneumoniae ve
Haemophilus influenzae’n›n Saptanmas›nda Kültür ve Gerçek Zamanl›
PCR Yöntemlerinin Karfl›laflt›r›lmas›

M‹KROB‹YOLOJ‹ BÜLTEN‹



pnömokok tanısı için ply F5’-TgCAgAgCgTCCTTTggTCTA T-3’, ply R5’-
CTCTTACTCgTggTTTCCAACTTgA-3’ ve plyTM 5’-Cy5-TggCgCCCATAAgCAACACTC-
gAA-BBQ probları ve H.influenzae tanısı için HIB-A 5’-gAAgAATgAgAAgTTTTgTggTgC-3’
ve HIB-TM2 5’-YAK-ATgATATgggTACATCATgTTCgC CAT-BBQ probları modifiye edilerek
kullanıldı6,7. 

BULGULAR

Konvansiyonel kültür yöntemleriyle hasta örneklerinin %8.3’ünden H.influenzae,
%5’inden S.pneumoniae izole edilmiştir. Örneklerde ayrıca 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) üretilmiştir. Rt-
PCR yöntemiyle örneklerin %63.3’ünde H.influenzae, %40’ında S.pneumoniae pozitif-
liği saptanmıştır. Rt-PCR ile, kültür yöntemlerine göre H.influenzae ve S.pneumoniae
varlığında yaklaşık olarak sekiz kat artış tespit edilmiştir. Orta kulak sıvısı örneklerinde
H.influenzae ve S.pneumoniae varlığının kültür ve Rt-PCR ile karşılaştırılması Tablo I’de
gösterilmiştir.

Gerçek zamanlı PCR yönteminin, H.influenzae ve S.pneumoniae kültür yöntemleriyle
karşılaştırılması sonucu duyarlılığının %80, özgüllüğünün %51 ve negatif prediktif değe-
rinin %98.2 olduğu tespit edilmiştir. 

TARTIŞMA

Akut orta kulak iltihabı genellikle çocukluk çağında görülmekte ve sıklıkla antibiyotik-
lerle tedavi edilmektedir. Bu hastalığın bakteriyolojik tanısında orta kulak sıvısı örneğinin
kültürünün yapılması önerilmektedir. Orta kulak sıvısı örneklerinin yaklaşık olarak, en faz-
la %60’ında bakteriyel etken saptanabilmektedir8. Vücudun savunma mekanizmaları, ör-
nek alımından önce antibiyotik kullanımı, orta kulak mukozasında biyofilm yapımı ve vi-
ruslara bağlı enfeksiyonlar gibi faktörler etken patojenlerin tanısını etkilemektedir8,9. Bi-
zim çalışmamızda, kültür yöntemleriyle etken olan temel patojen mikroorganizmalar
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Tablo I. Orta Kulak Sıvısı Örneklerinde H.influenzae ve S.pneumoniae Varlığı

Gerçek zamanlı PCR

Pozitif sayı Negatif sayı Toplam

H.influenzae 

Kültür pozitif 4 (%80) 1 (%20) 5

Kültür negatif 34 (%62) 21 (%38) 55

Toplam 38 22 60

S.pneumoniae

Kültür pozitif 3 (%100) 0 3

Kültür negatif 21 (%37) 36 (%63) 57

Toplam 24 36 60



%13 oranında saptanmıştır. Bu oran düşük seviyede gözükse de, yukarıda belirtilen fak-
törlere göre kültür yöntemleriyle etkenleri üretmek güç olabilmektedir.

Akut orta kulak iltihabı etkenlerinin genellikle zor üreyen bakteriler olması ve öncesin-
de antibiyotik kullanılmış olma olasılığı gibi nedenlerden dolayı, konvansiyonel kültür
yöntemleriyle mikroorganizmaların tespit edilmesinde zorluklar ortaya çıkmaktadır. Gü-
nümüzde birçok PCR yöntemi tanıya doğru ve hızlı bir şekilde ulaşmak için kullanılmak-
tadır8. Nükleik asitlerin tespitine dayanan bu yöntemler cansız bakterileri de tanımladık-
ları için, bu yöntemlerin kullanılması bazen tartışmalara neden olmaktadır. Deney hay-
vanlarında yapılan çalışmalarda, orta kulak sıvısında bakteri ölümünü takip eden iki gün
içerisinde bakteriyel DNA’ların parçalandığı ve nükleik asit varlığını gösteren yöntemle-
rin aktif hastalığa neden olan bakteriden kaynaklanan DNA’ları tespit ettiği saptanmış-
tır10. Bu nedenle orta kulak sıvısı örneğinde patojen mikroorganizmaların varlığını gös-
termek için kullanılan PCR yöntemlerinin güvenilir olduğu kanıtlanmıştır. Rt-PCR yönte-
mi özellikle rutin tanı için çok tercih edilen bir yöntemdir. Pnömokok tanısında Rt-PCR
yönteminin bakteriyel kültür yöntemine göre 50 kat daha duyarlı olduğu, küçük hacim-
deki klinik örnekte az sayıda bakterinin varlığı durumunda doğru tanı koyma imkanı ver-
diği bildirilmektedir11. Bu çalışmada, H.influenzae ve S.pneumoniae’nın kültürden izolas-
yon oranları sırasıyla %8.3 ve %5 iken, Rt-PCR yöntemiyle bu oranların sırasıyla %63.3
ve %40’a yükseldiği gözlenmiştir. 

Konvansiyonel kültür yöntemleri daha geniş aralıkta bakteri türlerini tanımlama imka-
nına sahip olmalarına rağmen, efüzyonlu akut orta kulak iltihabının tanısında Rt-PCR
yönteminin duyarlılığının yüksek olması ve hızlı tanı nedeniyle hastanede yatma süresi-
ni kısaltması nedeniyle, kültürle birlikte kullanıldığında, maliyet/yarar oranını oldukça dü-
şürmektedir12. Sonuç olarak bu çalışmada, Rt-PCR yönteminin, orta kulak iltihabının eti-
yolojik tanısında, özellikle kültür yöntemlerinin negatif olduğu durumlarda, H.influenzae
ve S.pneumoniae’nın tanısında duyarlı ve hızlı bir yöntem olarak kullanılabileceği düşü-
nülmüştür.
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