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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ORTA KULAK EFUZYONUNDAN iZOLE EDIiLEN HEAMOPHILUS
INFLUENZAE, STREPTOCOCCUS PNEUMONIA VE MORAXELLA CATARRHALIS
BAKTERILERININ MOLEKULER TANIMLANMASI

Abdullah Musaa KADHIM

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar ARSLAN
Es Danigsman: Dr. Amran Mezher Lawas AL-LAWAS

Otitis media eflizyonu (OME), siklikla c¢ocuklarda gorillen bir orta kulak
hastaliklarindan biri olup tedavi edilmedigi takdirde isitme kaybina neden olabilir.
OME’ye yaygin olarak bakteriler etki ettigi gibi viriisler de hastalik etkeni olabilirler.
Bu nedenle, OME olusturan mikrobiyota tiirlerinin bilinmesi Onemlidir. Bu tez
caligmasinda, beyin omurilik sivisi ve orta kulak eflizyon ornekleri alinan bireylerde
OME etkeni oldugu bilinen Haemophilus influanze, Streptococcus pneumonia ve
Moraxella catarrhalis bakterilerinin kiiltlir ortam1 ve molekiiler ydntemler ile
teshislerinin yapilmasi sonucu karsilagtirilmalar1 amaglanmigtir. Kiiltiir ortaminda beyin
omurilik sivisindan elde edilen 0rneklerde S.pneumoniae (%1,9), orta kulak efiizyon
orneklerinde M.catarrhalis, ve H.influenzae non b (%13,6) Kkiiltir pozitifligi
saptanmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonrasinda elde edilen sonuglarda ise
beyin omurilik sivisinda %9,4 (S.pneumoniae) ve orta kulak efiizyon orneklerinde
%36,3 (H.influenzae, M.catarrhalis ve S.pneumoniae + M.catarrhalis) oraninda
pozitiflik saptanmistir. Calisma sonucunda, PCR tekniginin menenjit ve OME
vakalarindan alinan 6rneklerden en sik goriilen ii¢ patojeni daha etkili bir sekilde tespit
edebilecegini gostermistir. PCR tekniginin bu alanda rutin kullanima sokulmasi ve
mikrobiyolog, molekiiler biyolog ve klinisyen arasinda iyi bir diyalog saglanmasi
durumunda bu hastaliklarda etiyolojik ve dolayisiyla tedavi sorunlarna dogru
yaklasimin azaltilabilecegi sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

MOLECULAR IDENTIFICATION OF HEAMOPHILUS INFLUENZAE,
STREPTOCOCCUS PNEUMONIA, AND MORAXELLA CATARRHALIS BACTERIA
ISOLATED FROM MIDDLE EAR EFUSION
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Cankir1 Karatekin University
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Department of Biology

Advisor: Asst. Prof. Dr. Pinar ARSLAN
Co-Advisor: Dr. Amran Mezher Lawas AL-LAWAS

Otitis media effusion (OME) is one of the middle ear diseases frequently seen in
children and can cause hearing loss if left untreated. Bacteria commonly affect OME,
and viruses can also be the cause of the disease. Therefore, it is important to know the
types of microbiota that makeup OME. In this thesis, it was aimed to compare the
results of the diagnosis of Haemophilus influenza, Streptococcus pneumonia and
Moraxella catarrhalis bacteria, which are known to be OME agents, in individuals from
whom cerebrospinal fluid and middle ear effusion samples were taken, using culture
media and molecular methods. Culture positivity of S. pneumoniae (1.9%) in samples
obtained from cerebrospinal fluid in culture medium, M.catarrhalis, and H.influenzae
non-b (13.6%) in middle ear effusion samples were detected. In the results obtained
after the polymerase chain reaction (PCR), 9.4% (S.pneumoniae) in the cerebrospinal
fluid and 36.3% (H.influenzae, M.catarrhalis and S.pneumoniae + M.catarrhalis) were
detected in the middle ear effusion samples. The results of the study showed that the
PCR technique can more effectively detect the three most common pathogens from
samples from meningitis and OME cases. It has been concluded that if the PCR
technique is put into routine use in this field and a good dialogue between
microbiologists, molecular biologists and clinicians is provided, the correct approach to
etiological and therefore treatment problems in these diseases can be reduced.
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1. GIRIS

Efiizyonlu otitis media (EOM), orta kulak kisminda meydana gelen akut iltihaplanmaya
bagl olarak efiizyon olusmasi durumudur. Ozellikle, Kulak Burun Bogaz kliniklerine
basvuruda bulunan ¢ocuklarda yiiksek oranda prevalansina rastlanilan bir hastaliktir.
Tedavi siirecinde ge¢ kalinmasi veya iyi bir sekilde tedavi edilmedigi takdirde
cocuklarda duyma kaybi, davranissal gelisimde degisiklikler ve konusma bozukluklari
gibi fiziksel sonuglar meydana gelmesine neden olur. Ostaki borusunda, bakteriyel ve

viral kaynakli enfeksiyonlar EOM’un nedenleri arasindadir (Huang et al. 2021).

Orta kulak, tist solunum yollari ile iliskide olan bir bdlge oldugu i¢in {ist solunum yolu
enfeksiyonlara sebep olan bakteriler, EOM hastalik etkeni de olabilmektedirler. Ust
solunum yollar1 hastaliklarinin etkenleri olan Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae ve Moraxella catarrhalis bakterilerinin EOM olusmasina da neden oldugu

bilinmektedir (Jorissen et al. 2021).

Menenjit, EOM’un en sik rastlanilan intrakraniyel komplikasyonu sonucu olusan bir
hastaliktir ve yiiksek diizeyde o6liim riski meydana getirir (Yildirirm-Baylan vd. 2014).
Biitlin yas gruplarinda goriilme olasilig1 olan menenjit, bir bakteri nedeniyle meydana
geliyorsa epidemi olusmasina ve 24 saatten kisa silirede Olim olaylarinin meydana
gelmesine neden olur. As1 gelismesine paralel olarak, menenjit goriilme sikliginda

azalma meydana gelmistir (WHO 2021).

Menenjit hastaliginda tani1 koyarken, hastalik etkeni olan bakterilerin biiyiimesinden
bagimsiz olarak diisiik miktarda bakteri popiilasyonundan elde edilen DNA 6rnekleri ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler tan1 yontemleri ile erken
teshis saglanabilir. Menenjit hastaligina neden olan siklikla karsilasilan patojen bakteri
tiirlerine Haemophilus influenzae ve Streptococcus pneumoniae drnek olarak verilebilir
(Sharma et al. 2021). Ayrica, menenjit etkeni olan ve iist solunum yolu
enfeksiyonlarinda siklikla karsilagilan patojen bakteri tiirlerinden Moraxella catarrhalis

ise hastalik teshisi olarak otitis media konulan kisilerde %15-20 oraninda teshis



edilmistir (Ozerol vd. 2002). Bu {i¢ patojen bakteri tiirii, hasta kisilerden ornek
alinmasindan sonra laboratuvar ortamina getirilmesi ve sonrasindaki islemler sonrasinda
kiltlir ortaminda hayatta kalma oranlarinda diisiis gostermektedirler. Bu nedenle, PCR
yontemlerinden multiplex PCR yontemi ile tek bir reaksiyonda ii¢ bakteri tiiriinlin ayn1

anda saptanmasi gergeklestirilebilir (Sharma et al. 2021).

EOM’un yaygin bir hastalik olmasi ve belirtilen diger hastaliklar ile iliskide olmasi
hastaligin izlenme siirecini ve hastalik etkeni olan bakterilerin tanimlanmasini gerekli
kilmaktadir. Gelismis iilkelerde, orta kulak efiizyonuna neden olan mikrobiyotanin
saptanmast ¢aligmalar1 ¢ok sayida yapilmisken, Irak gibi gelismekte olan iilkelerde

calisma sayilar1 oldukea sinirlidir (Xu et al. 2020).

Bu tez ¢alismasinda, Irak Al- Hussein Egitim Hastanesi ve Al-Satra Genel Hastanesi
Kulak Burun Bogaz Klinigi ve Cocuk Saglig1 Poliklinigi’nde klinik olarak efiizyonlu
otitis media siipheli vakalardan bilinen kisilerden alinan beyin omurilik sivist ve orta
kulak eflizyon kiiltiir 6rneklerinde normal ve multiplex PCR yontemi ile Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae ve Moraxella catarrhalis’in saptanmasi

amagclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Otitis Media

Otitis media (OM) hastalig1 orta kulak boslugunda meydana gelen enflamatuvar bir
hastaliktir. Nazofarinks bdlgesinden baglayan solunum yolu hastaliklarinin
komplikasyonlar1 sonucunda meydana gelir. Hastaligin 0Ostaki tlipline dogru

yayilmasindan sonra orta kulak bosluguna gelmesi ile olusur (Kogyigit vd. 2016).

Otitis media, akut, eflizyonlu ve kronik olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilir.

e Akut OM, bakteriyel ve viral kaynakli olabilir. Viral kaynakli oldugu
durumlarda eflizyon gostermeyen inflamasyona neden olmaktadir. Ayrica akut
nekrotizan olarak belirtilen alt grubu kiside hastalik etmeninin hizli ilerlemesine
bagl olarak bagisiklik sisteminin yetersiz kalmasi sonucu olusan ciddi bir
enfeksiyon durumudur.

e Efiizyonlu OM, hastalik etiyolojisi ve patogenizine bakilmaksizin diinya ¢apinda
kabul edilen orta kulak efiizyonlaridir.

e Kronik OM, kiside hastaligin bir sonucu olarak kulak zar1 bdlgesinde kalic1 bir

deformasyon sonucu olusan bir durumdur (Kogyigit vd. 2016).

OM epidemiyolojisi incelendiginde, her yasta goriildiigli ancak en sik bebek ve
cocuklarda rastlanilan bir hastalik oldugu tespit edilmistir (Leibovitz et al. 2004;
Kogyigit vd. 2016). Kiigiik yastaki bireylerin bagisiklik sisteminin zayif olmasi, iist
solunum yolu enfeksiyonlarinin sikligi, kulak i¢ yapisinin anatomik yapisi, beslenmeye
bagli olarak meydana gelen kulak i¢i enfeksiyonlar, aile niifusunun fazlaligi, kres
ortamlarinin kalabalik olmasi gibi faktérler OM nedenleri arasinda yer almaktadir

(Kogyigit vd. 2016, Sezgin 2016).

OM’ye etki eden biyolojik ajanlar incelendiginde viriisler ve bakteriler olmak tizere iki
grup bulunmaktadir. Akut OM vakalarinda tespit edilen viriisler (adenovirus, rinovirus,

influenza A ve B gibi viriisler), ayn1 zamanda bakteriler ile birlikte saptanmaktadir



(Kogyigit vd. 2016). OM’a neden olan bakteri tiirleri arasinda en sik rastlanilanlari
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve Moraxella catarrhalis’dir. Bu
etkenlerden ise, H. influenzae ve S. pneumoniae EOM’da goriilme olasilig1 en yiiksek
olan bakteriler olup (Leibovitz et al. 2004) patojenik olarak aktivitesi en yiiksek olan tiir

S. pneumoniae’dir (Kogyigit vd. 2016).

Hastalik teshisi olarak OM konulmus bireylerde, kulak agrisi, ates, uyku bozuklugu gibi
yakinma sikayetleri; otoskobik muayenede kulak sivisinin kirmizi veya sar1 renkte
olmasi, bombelesme, kalinlasma, kulakta akinti olmasi; timpanogramda ise azalmis
komplians goriilmektedir. Hastaligin erken doneminde teshis konulduktan sonra alinan
orneklerden hastalik etkeninin saptanmasi dogru bir sekilde yapilir ve tedavi buna gore

ilerler (Hacimustafaoglu 2003).

Pnomokok ve konjlige pndmokok asilari ile S. pneumoniae hedef alinirken OM hastalik
korumasindaki etkisi tartisma konusudur. H. influenzae ve M. catarrhalis gibi yaygin
etki gosteren bakteriler i¢in ise heniiz bir as1 gelistirilmemistir (Hacimustafaoglu 2003).

H. influenzae’nin tiplendirilmemis tiirlerinin neden oldugu EOM, alt1 aylik ve {i¢ yas
donemindeki ¢ocuklar arasinda %23-%67 oraninda degisen siklikta gdzlenmektedir.
Cocuklarda konjuge pnomokok asisinin kullanilmaya baglanmasi ile birlikte,
tiplendirilemeyen, B-laktamaz {ireten H. influenzae suslarinin amoksisilin tedavisinin
basarisiz oldugu hastalarda daha yaygin olmasina neden olmustur. Tip I penisilin alerjisi
olan hastalarda, azitromisin, klaritromisin, sefdinir, sefuroksim aksetil kullanilirken tip I
olmayan penisilin alerjisi olan hastalarda sefpodoksim kullanilmaktadir (Tristram et al.

2020).

2.2 Menenjit

Bakteriyel kaynakli menenjit, cocuklarda spesifik olmayan etkiler gdstermesi nedeniyle
tanis1 zor bir hastaliktir. Bu etkiler, yiiksek ates, zayif beslenme, mide bulantisi, kusma

gibi bir¢ok hastalik bulgusu ile ortaktir (El Bashir et al. 2003).



Gelismis ve gelismekte olan {ilkelerdeki Ozellikle cocukluk cagindaki bireylerde
olduk¢a oliimciil sayilabilecek olan menenjit (El Bashir er al. 2003), pnomokok
asilarinin gelistirilmesi ve uygulanmaya baslanmasi ile daha az siklikta gézlenmektedir

(Acar vd. 2014).

OM’a neden olan Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve Moraxella
catarrhalis bakterilerinin disinda (Sharma et al. 2021), grup B streptokoklar,
Escherichia coli ve Listeria monocytogenes gibi bakteriler de bakteriyel menenjit

hastaligina neden olmaktadir (Acar vd. 2014).

Menenjit tanisi, hastanin yukarida sayilan diger hastaliklarla ortak belirtilerinin
gozlenmesinin disinda beyin omurilik sivisinin alinip analiz edilmesi ve kafatasi
tomografisinin ¢ekilmesi, hastanin kan 6rneklerinin incelenmesi gibi yontemler ile tespit

edilmektedir (El Bashir et al. 2003).

Menenjit tedavisinde, penisilin, sefotaksim, amfisilin, vankomisin, seftriakson ve

seftazidim antibiyotikleri kullanilmaktadir (El Bashir et al. 2003).

2.3 Otitis Media ve Menenjit Hastaliklarimin Baz1 Biyolojik Etkenleri

2.3.1 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae’nin sistematik olarak siniflandirilmasi su sekildedir (Cizelge

2.1):



Cizelge 2.1 Haemophilus influenzae nin simiflandirilmasi

Alem Bacteria

Altalem | Negibacteria

Sube Probacteria

Sinif Gammaproteobacteria

Takim Pasteurellales

Aile Pasteurellaceae

Cins Haemophilus

Tir Haemophilus influenzae (Lehmann and Neumann 1896, Winslow et
al.1917)

Haemophilus influenzae, insan solunum yollarinda bulunan gram negatif bir kokobasil
bakteri tiirlidlir. H. influenzae izolatlari, kapsiillii olan ve kapsiillii olmayan bakteri
suslar1 icermektedir. Kapsiillii suslari, a’dan f’ye tanimlanan alt1 adet farkli kapsiiler
polisakkaritten birini ifade etmektedir. Kapsiillenmemis suslar ise H. influenzae
polisakkarit kapsiillerine kars1 antiserumlarla reaksiyona girememeleri ile tanimlanir ve
tiplendirilmeyen suslar olarak ifade edilir (Geme 2000, Tristram et al. 2020).

H. influenzae tip b (Hib) suslari, tanimlanmasinin iyi yapilmasi nedeniyle protein
konjiige polisakkarit asilarinin kullanimindan etkilenmektedir. H. influenzae’nin neden
oldugu hastaliklar 6zellikle tip b suslarinin meydana getirdigi ¢ocukluk ¢ag1 pnoémonisi,

menenjit, EOM, akut siniizit ve akut alevlenmelerdir (Tristram et al. 2020).

OM etkeni olmalar1 H. influenzae’nin nazofarinks bolgesine yerlesmesi ve koloni
olusturmas ile baglar. Istilact bir tiir oldugu igin hizli bir sekilde yayildiktan sonra
Ostaki borusu ile orta kulak bolgesine ulasir ve enfeksiyon olusumuna neden olur (Geme

2000).

2.3.2 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae’nin sistematik olarak siniflandirilmasi su sekildedir (Cizelge

2.2):



Cizelge 2.2 Streptococcus pneumoniae nin smiflandirilmasi

Alem Bacteria

Altalem | Posibacteria

Sube Firmicutes

Sinif Bacilli

Takim | Lactobacillales

Aile Streptococcaceae
Cins Streptococcus
Tir Streptococcus pneumoniae (Klei 1884, Chester 1901)

Streptococcus pneumoniae, H. influenzae gibi insan solunum sistemine yerlesen bir
patojendir. Nazofarinkste koloni haline geldikten sonra menenjit, pndmoni ve sepsis
gibi 6liimciil hastaliklara neden olan gram pozitif bir bakteri tiiriidiir (Eichner er al.
2021). Ozellikle bes yas alti cocuklarda ve yash bireylerde gériilen pnémoni etkenidir
(von Specht et al. 2021).

OM etkeni olmasi nedeniyle pediatri alaninda siklikla karsilasilan bir bakteridir. Diinya
Saglik Orgiitii Antimikrobiyallere Direngli Tiirler listesinde yer almasi ise B-laktam ve

diger antibiyotik siniflarina direng gelistirmis olmasindandir (Silva et al. 2021).

2.3.3 Moraxella catarrhalis

Moraxella catarrhalis’in sistematik olarak siniflandirilmasi su sekildedir (Cizelge 2.3):



Cizelge 2.3 Moraxella catarrhalis 'in siiflandirilmasi

Alem Bacteria

Altalem | Negibacteria

Sube Probacteria

Siif Gammaproteobacteria

Takim Pseudomonadales

Aile Moraxellaceae

Cins Moraxella

Tiir Moraxella catarrhalis (Frosh and Kohle 1896, Henriksen and
Bovre 1968)

M. catarrhalis teshis edildigi ilk yillarda iist solunum yollar1 florasinda bulunan zararsiz
bir bakteri olarak diisiiniilirtken zaman i¢inde OM’a neden bir bakteri oldugu
anlasilmistir (Igagasioglu vd. 1995). Ayrica, OM gibi lokal enfeksiyonel hastaliklarin
yant sira endokardit, menenjit gibi Oliimciil olabilen enfeksiyonel hastaliklarin da
etkenidir (Ozerol, vd. 2002). OM nedeni olan siklikla karsilasilan bakterilerden biri

olmasmin yani sira, goriillme sikligr S. pneumoniae ve H. influenzae’ya gore daha

diisiiktiir (Verduin et al. 2007).




3. MATERYAL VE METOT

3.1 Calisma Grubu

Bu tez ¢alismasinda, c¢alisma grubu Irak Al- Hussein Egitim Hastanesi ve Al-Satra
Genel Hastanesi Kulak Burun Bogaz Klinigi ve Cocuk Saglig1 Poliklinigi’ne bagvuran
cocukluk cagindaki bireylerdir. Calisma, Zi Kar Valiligi Zi Kar Saghk Departmani
Egitim ve Insani Gelisme Boliimii 55 say1 numarali 10/2/2020 tarihli etik kurul belgesi
alindiktan sonra gerceklestirilmistir (EK 1).

3.2 Klinik Orneklerinin Alinmasi

3.2.1 Orta kulak efiizyonu

Ornekler, genel anestezi altinda dis kulak yoluna povidone - iodine (Betadine) ile
antisepsi uygulandiktan sonra mikroskop esliginde myringotomy (kulak zar1 kesilmesi)
yontemi ile steril tiiplere aspire edilerek alinarak en kisa siirede Mikrobiyoloji ve Klinik

Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 (AD) laboratuvarlarina ulastirilmistir.

3.2.2 Beyin omurilik s1visi

Cocuk Hastaliklar1 Klinigi'nde lomber ponksiyon (LP) ile iki steril tiip i¢cine alinan BOS
ornekleri en kisa siirede Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD laboratuvarlarina

ulastirilmustir.



3.3 Mikrobiyolojik Analiz

3.3.1 Standart suslar

Haemophilus influenzae ATCC 49247, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 ve
Moraxella catarrhalis ATCC 25238 suslar1 kontrol olarak kullanilmistir.

3.3.2 Kiiltiir ve morfolojik tamimlama

a) BOS Kiiltiirti:
BOS 6rnekleri, steril bir pastor pipeti ile kanli ve ¢ikolatamsi agar besiyerine ekilmistir.
Kalan materyal steril eppendorf tiipline alinarak -70°C’de PCR ¢alismasinda
kullanilmak {iizere saklanmustir. Petri kaplarina ekimi yapilan Ornekler 24-48 saat

stireyle 37°C de %5 CO0,'li etlivde inkiibe edilmistir.

b) OKE Kiiltiirii:
OKE ornekleri, kanli ve cikolatams1 agara ve Thioglikolatli buyyon besiyerlerine

ekildikten sonra kalan materyal, steril eppendorf tiip igerisinde 0,5 mL steril serum
fizyolojik ile siispanse edilerek PCR c¢aligmasinda kullanilmak tizere -70° C'de
saklanmistir. Petri kaplarina ekimi yapilan 6rnekler ise 24-72 saat siireyle 37°C de %5
C0,'li etiivde inkiibe edilmistir.

¢) Tanmimlama
Petri kaplarinda inkiibe edilen 6rneklerde bakterilerin gogalarak kolonilesmesini takiben

morfolojik tanimlamasi bakteriyolojik yontemlere gore yapilmistir.

X ve V bagimli, porfirini metabolize etmeyen, non-hemolitik olmasinin yani sira
kiiltiirel ve morfolojik o6zellikleri ile uyumlu koloniler H.influenzae olarak

tanimlanmiglardir (Schuchat et al. 1997).

Kanli agarda yayvanlasarak su damlasi veya diigme seklini almaya baslayan katalaz
negatif ve alfa-hemolitik streptekok kolonilerinin buyyondaki saf kiiltiirlerinden yapilan

optokin hassasiyet testi sonucunda S.pneumoniae tanimlamasi yapilmistir.
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Kanli ve ¢ikolatamsi agarda oksidaz pozitif, nitrat negatif, glukoz, sukroz, maltoz,
fruktoz ve laktoz i¢in negatif karbohidrat fermentasyonu gosteren gram negatif

diplokoklar M.catarrhalis olarak kabul edilmistir.

Ayrica, bakteri tiirlerinin tanimlanmasi igin iiretici firma tarafindan standardize edilmis
tire Ozgii bilgi altyapisina sahip otomotize (APl NH - bio Merieux) sistemi de

kullanilmistir.

3.4 Molekiiler Yontemler

Calismada hastalardan elde edilen orneklerin bir kismi ile rutin mikrobiyolojik
islemlerin yapilmasinin ardindan kalan 6rneklerle multiplex polimeraz zincir reaksiyonu
ile bakteri tiirlerinin tanimlanmasi islemi yapilmistir. Bu amagla, polimeraz zincir
reaksiyonunda kullanilan cihazlar, soliisyonlar ve bakterilerin primer dizileri asagida

verilmistir.

Kullanilan Cihazlar

Elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi (Mini Sub Celi GT System-BioRad/ABD)
Hassas terazi (Precisa 125 A SCS/lsveg)

Jel Goriintiileme Sistemi (GelDoc/BioRad/ABD)

Muhtelif Mikropipetler (Biohit Proline Pipette/Finlandiya)

Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417R/Almanya)
Thermal cycler cihazi (MJ Research/Ingiltere)

Kullanilan Soliisyonlar

2-propanol (Riedel-dehaen/Almanya)

10XTBE:Tris (Sigma/Almanya)108 gr/lt

Borik asid (Sigma/Almanya) 55 gr/lt

EDTA (Sigma/Almanya) 20 mL/It [0,5 M (pH: 8,0)]

Agaroz (Genaxis/Almanya)

Etidyum Bromid (Boehringer Mainheim/Almanya): 10 mg/mL (steril distile su
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icinde)

Mineral oil (Sigma/Almanya)

Thermus aquaticus (Tag) DNA Polimeraz (Fermentas/Almanya)
%40 Sukroz (Sigma/Almanya): %40 (distile su i¢inde, w/v)
Orange-G (Sigma/Almanya): %0.25

Calisma kapsaminda kullanilan primerler asagida belirtilmistir.
Organizma Primer dizileri Pozisyon

H.influenza CGTATTATCGGAAGATGAAAGTGC  177-200

S.pneumoniae  AAGGTGCACTTGCATCACTACC 106-127
M.catarrhalis CCCATAAGCCCT GACGTTAC 416-435
Universal CTACGCATTTCACCGCTACAC 682-702

3.4.1 Klinik 6rneklerden DNA ekstraksiyonu

1. Steril 1,5 mL eppendorf tiiplere 10 pL proteinaz K, 250 pL K buffer, 100 pL hasta
materyali (BOS, OKE), kontrol oérnekleri (pozitif ve negatif) eklenerek 42°C'de 1 saat
inkiibe edildi.

2. Karisimin iizerine 250 pL alkali fenol ve 250 pL kloroform-izoamilalkol (24:1)
eklenerek + 4°C’de 12000 rpm S5dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant atildi.

3. Homojenat tizerine 500 pL izopropil alkol eklenerek vorteks yapildi. Karigim
+4°C'de 12000 g 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

4. Homojenat tlizerine 500 pL etil alkol (%70'lik) eklenerek vortekslendi. Karisim
+4°C'de 12000 g 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

5. Hiicre lizatina 3 pLL RNase soliisyonu eklendi. Tiipii 2-5 kez karistirmak i¢in alt-tist
cevirme yapilarak 37 C'de 15-60 dakika inkiibe etti.

6. Inkiibasyon sonrasinda siipernatant atildi1 ve 37°C'de kurumaya birakildi.

7. Ependorflar i¢ine 100 pL steril Dnase free distile su ilave edildi.

8. Ekstraktlar kullanilincaya kadar -20°C'de derin dondurucuda saklandi.

12



3.4.2 PCR karisimi

Caligmada kullanilan multiplex PCR ve normal PCR karigimlart asagidaki gibi
yapilmistir (Cizelge 3.1 ve 3.2).

Cizelge 3.1 PCR karisimi (1): Multiplex PCR (M.catarrhalis + S.peumoniae)

dNTP (Sigma/Almanya) 2 uL

dNTP (Sigma/Almanya) 2 uL

10X PCR buffer S5uL

MgCI12 4 uL (2.5 mM)
Taq DNA polimeraz 0.3 uL (1.5 U)
Primer 2 0.5 puL (100 pmol)
Primer 3 0.5 puL (100 pmol)
Universal 4 0.5 puL (100 pmol)

Cizelge 3.2 PCR karisimi1 (2): Normal PCR (H.influenzae)

dNTP (Sigma/Almanya) 2 uL

Distile su 37.7 uL

10X PCR buffer 5uL

MgCI2 4 uL (2.5 mM)
Tag/ DNA polimeraz 0.3 uL (1.5 U)
Primerl 0.5 uL (100 pmol)
Universal 4 0.5 uL (100 pmol)
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3.4.3 Amplifikasyon

Orneklerin ¢evreden ve capraz kontaminasyonlardan korunmasi igin hem ekstraksiyon
asamasinda hem de amplifikasyon asamasinda gerekli hassasiyet gosterildi ve

orneklerin ekstraksiyonu ile amplifikasyonu ayr1 ayr1 odalarda yapildi.

1) Her tiipte 50 pL PCR karisimi olacak sekilde hazirlanarak tiiplere dagitildi.

2) Elde edilen 50 uL karigim ile 10 uL. DNA karistirilarak {izerlerine iki damla mineral
oil koyuldu ve amplifikasyon islemine gecildi.

3) Amplifikasyon, Thermal cycler cihazinda asagidaki sekilde programlanarak
gerceklestirildi.

*94°C 5dk. 1dongi

*94°C 30 sn

*52°C 30 sn

*72°C 35 sn

*72°C 5dk. 40 dongii

olacak sekilde programlanmugtir.

3.4.4 Amplifiye iiriinlerin gosterilmesi

Amplifikasyondan sonra elde edilen numunelerin goriintiilenmesi elektroforez ile

yiiriitiilmesinin ardindan yapilmistir.

1) 20 mL TBE buffer bulundurulan erlene 400 mg agaroz eklenmesinin ardindan
hazirlanan %2'lik jel mikrodalga i¢inde eritildi.

2) Mikrodalgadan ¢ikarilan erlen i¢indeki agaroz jele SmL (10mg/mL) etidyum bromid
koyularak 0.5x8x10 cm boyutlarindaki tarak yerlestirilmis elektroforez tabagina dokiildii
ve jelin donmasi i¢in 15 dk beklenildi.

3) 20 pL PCR iiriinii 2 pL yiikleme soliisyonu ile pipetlenmesinden sonra kuyucuklara
yiiklenerek 100 voltta 20 dk stire ile elektroforez islemine baslandi.
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4) Elektroforez tamamlandiktan sonra band goriintileri UV altinda GelDoc
goriintiileme sistemi yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildi.

5) Olusan bant goriintiileri PCR 6l¢ii birimi ve pozitif kontrol ile birlikte karsilastirildi.

3.5 istatiksel Analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalarda SPSS 21.0 (SPSS inc, IL, ABD) programi
kullanilmistir. Pozitif ve negatif sonuglar PCR ve kiltiir testlerinin her biri igin
Olcililmiistlir. Aragtirma grubunun tanimlayici istatistikleri i¢in aritmetik ortalama +
standart sapma gosterimi kullanilmistir. Hassasiyet, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger
(PKD), negatif prediktif deger (NKD) ile ifade edilerek ve etkinlik degerleri ¢apraz
Cizelgeler yardimiyla hesaplanmigtir. Olabilirlik orani, (LR) ve Spearman sira
korelasyon katsayilari hesaplanmistir. P<0,005 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilerek

analizler yorumlanmistir.

Duyarlilik, 6zgiillik, PKD ve NKD ve yontemlerin biitiin olarak korelasyonu asagida
tarif edilen standart yontemlerle hesaplanmistir (Wright 2000).

D
5 — Dogru Pozitif
wyartite = Dogru Pozitif + Yalanci Negatif
2)
Srotllik — Dogru Negatif
zgullik = DogruNegatif + Yalanci Pozitif
3)

Dogru Pozitif + Yalanct Pozitif — Dogru Negetif

Dugru Pozitif TM KD =
ugru Pozitif Dogru Negetif + Yalanct Negetif

4)

Dogru Pozitif + DogruNegatif
Dogru Pozitif + DogruNegatif + Yalanci Pozitif + Yalana Negatif

Korelasyon =

Verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde Ki-kare (Chi-square) testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, hastalik siiphesi olan kisilerden alinan 60 6rnekten 43 tanesi BOS ve 17
tanesi OKE ornekleridir. Bu ornekler bireysel olarak calismada elde edilen sonuglara
gore iki grup altinda toplanmistir: Grup A Orneklerini ve Grup B OKE o6rneklerini
gostermektedir (Cizelge 4.1).

Kirk ii¢ BOS 6rneginin, 2 aylik ile 14 yas (yas ortalamasi 3,81 yas) arasinda bulunan 48
cocuktan alindig1 ve bunlarin 24'iiniin (%50) erkek, 24"iniin (%50) kiz ¢ocugu olduklari

belirlenmistir.

17 OKE oOrneginin 3-14 yas (yas ortalamasi:7,14 yas) arasinda bulunan 22 ¢ocuktan
alindigr ve bunlarin 12'sinin (%54,5) erkek, 10'unun (%45,5) kiz ¢ocugu olduklar1

belirlenmistir.

Cizelge 4.1 PCR ve bakteri kiiltiirii sonuglarinin karsilagtiritlmasi (grup A: 43 adet BOS,
grup B: 17 adet OKE o6rnekleri)

Grup Say1 Yas Cinsiyet | Bakteri Multiplex PCR | H.influenza
Yib| Ay Kiiltiirii PCR
A 1 2 E - - -
A 2 10 K - - -
A 3 1 | 10 K - - -
A 4 2 E - - -
A 5 2 5 K - - -
A 6 10 K - - -
A 7 6 K - - -
A 8 5 E - - -
A 9 1 2 K - - -
A 10 8 K - - -
A 11 1 2 K - - -
A 12 7 K - - -
A 13 11 E - - -
A 14 10 E - - -
A 15 6 K - - -
A 16 1 E - - -
A 17 7 K - - -
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Cizelge 4.1 PCR ve bakteri kiiltiiri sonu¢larinin karsilastirilmasi (grup A: 43 adet BOS,
grup B: 17 adet OKE o6rnekleri) (devami)

Grup Say1 Yas Cinsiyet | Bakteri Multiplex PCR | H.influenza
Yi| Ay Kiiltiiri PCR

A 18 6 E - - -
A 19 2 E - - -
A 20 3 K - - -
A 21 4 E S.pneumonia | S.pneumoniae -
A 22 5 K - - -
A 23 2 1 E - - -
A 24 5 K - - -
A 25 12 K - - -
A 26 2 K - S.pneumoniae -
A 27 1 1 E - S.pneumoniae -
A 28 8 K - S.pneumoniae -
A 29 1 8 K - - -
A 30 8 K - - -
A 31 3 9 E - - -
A 32 7 E - - -
A 33 4 E - - -
A 34 3 3 K - S.pneumoniae -
A 35 5 E - - -
A 36 5 E - - -
A 37 6 4 E - - -
A 38 2 6 E - - -
A 39 9 E - - -
A 40 11 E - - -
A 41 5 K - - -
A 42 14 K - - -
A 43 7 E - - -
B 44 13 K - - -
B 45 9 K - - -
B 46 11 E - - -
B 47 8 E - - H.influenzae
B 48 5 E S.pneumoniae

B 49 4 E - - -
B 50 5 K Moraxella sp.| M.catarrhalis -
B 51 8 K - - -
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B

52

6

E

M.catarrhalis

M.catarrhalis

B

53

6

K

S.pneumoniae

Cizelge 4.1 PCR ve bakteri kiiltiirii sonuglarinin karsilagtiritlmasi (grup A: 43 adet BOS,
grup B: 17 adet OKE o6rnekleri) (devami)

Grup Say1 Yas Cinsiyet | Bakteri Multiplex PCR | H.influenza
Yib} Ay Kiltiirii PCR
B 54 7 E - - -
B 55 3 K - - -
B 56 7 E H.influenza - H.influenzae
B 57 8 E - - H.influenzae
B 58 7 K - M.catarrhalis -
B 59 8 E - - -
B 60 5 E - - -

E: Erkek, K: Kadin

4.1 Kiiltiir ve PCR sonuclari

Bu calismada 43 BOS 0Orneginin sadece bir (%1,6) tanesinde (S.pneumoniae) kiiltiir

pozitifligi saptandi. ABM'de major patojenlerden olan H.influenzae izole edilmedi. 17

OKE o6rneginin, 2'si M.catarrhalis 1'1 H.influenzae non b olmak tizere {i¢linde (%13,6)

kiiltiir pozitifligi bulundu.

Calismamiz siiresince ABM ve EOM stipheli hastalardan gonderilen toplam 60 6rnekten

sadece 4 tanesi (%?5,3) kiiltiir-pozitif olarak bulundu ve elde edilen sonuglar Sekil 4.1 ve

Cizelge 4.2'de gosterildi.

60

50

40

30

20

Not: Yiizde degerleri tam rakamlara tamamlanmigtir.
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Sekil 4.1 Bakteri kiiltiirii sonuglari

Cizelge 4.2 Bakteriyoloji kiiltiir ve PCR sonuglari

Grup Bakteriyel Tiirler Kiiltiir Pozitif(%) PCR Pozitif (%)
A H.influenzae 0/43 (0) 0/43 (0)
A S.pneumoniae 1/43(2,3) 5/43 (11,6)
A M.catarrhalis 0/43 (0) 0/43 (0)
A H.influenzae 1/17 (5,9) 3/17(17,6)
A S.pneumoniae 0/17 (0) 0/17 (0)
A M.catarrhalis 2/17 (11,8) 3/17(17,6)
B Miks bakteri
B S.pneumoniae 0/17 (0) 2/17(11,7)
B M.catarrhalis
B Total Bakteri 4/60 (6,7) 13/60 (21,7)

Calisma orneklerine PCR testi uygulandiginda, 43 BOS 6rneginin S'inde (% 11,6), 17
OKE 0Orneginin 8'inde (%47,1) pozitiflik saptandi. BOS oreneklerinde saptananlarin
hepsi S.pneumoniae, OKE orneklerinde saptananlarin 3'4 (%17,6) H.influenzae, 3"t
(%17,6) M.catarrhalis ye 2'si ise (%11,7) hem S.pneumoniae hem de M.catarrhalis
olarak belirlendi. Bu durumda PCR uygulanan toplam 60 6rnegin 13'liinde (%21,7)
pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 7'sinde (karisik bulunan iki S.pneumoniae dahil)
(%11,6) S.pneumoniae DNA's1, S5'inde (karisitk bulunan iki S.pneumoniae +
M.catarrhalis dahil) (%8,3) M.catarrhalis DNA's1 ve 3'linde (%5) ise H.influenza
DNA's1 PCR ile gosterildi. Bu sonuglar Sekil 4.2 ve Cizelge 4.3'te gosterilmistir.
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100 O H.influenzae
90 ,
80 B S.pneumoniae
70
60 OM.catarrhalis
50
40 OM.catarrhalis+S.pne
30 umoniae
20 B Negati,

10 gatif
0 T

PCR SONUCLARI

Not 1: Yiizde degerleri tam rakamlara tamamlanmigtir.
Not 2: Karisik olarak pozitiflik saptanan iki 6rnek burada ayri olarak degerlendirilmistir.
Sekil 4.2: PCR sonuglari

Kiiltiir ve PCR sonuglar1 alindiktan sonra, hasta dosyalarindan hastanin LP Oncesi
antibiyotik alip almadigr ve BOS hiicre sayilar1 aragtirilmistir. Kiiltiir pozitif bulunan
ornekte notrofil sayisinin 70 oldugu ve LP Oncesi antibiyotik hikayesi olmadigi
belirlenmistir. PCR pozitif bulunan orneklerden ikisinin bilgilerine ulagilamamis,
ulasilan iki PCR pozitif 6rnekte de hiicre mevcudiyeti ve antibiyotik hikadyesine

rastlanmamuistir.

e Kiiltiir ve PCR'n karsilastirilmas:

Grup A: BOS o6rneklerinin 43'{iniin 4'i (% 9,3) PCR pozitif ve kiiltiir negatif bulundu.
Sadece orneklerinde (%1,9) PCR-pozitif ve kiiltiir-pozitif, 38'inde ise (%90,6) PCR-
negatif ve kiiltiir-negatif bulundu. Kiiltiir-pozitif ve PCR-negatif 6rnek belirlenmedi.

Grup B: OKE orneklerinin 17'sinin 5'1 (%29,4) PCR-pozitif ve kiiltiir-negatif, 3'i
(%17,6) PCR-pozitif ve kiiltiir-pozitif, 12'i ise (%82,3) PCR-negatif ve kiiltiir-negatif

olarak bulundu. Kiiltiir-pozitif ve PCR-negatif 6rnek belirlenmedi.
Beyin omurilik sivis1 ve OKE 6rneklerinin kiiltiir ve PCR sonuglari ile bunlarin Ki-kare

istatistik testi ile saptanan duyarlilik, 6zgiillikk, PKD ve NKD degerleri Cizelge 4.3'te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 BOS ve OKE ile elde edilen bakteri kiiltiiri ve PCR istatistikleri

Pozitif [Negati | Topla |Duyarlilik |Ozgiillik [PK |NKD |Korelasyon |[LR [P
(%) (%) |(%)

BOS |Pozitif |1 4 5 100 92,3 20 |100 92,4 4918

(53) Negatif |0 38 38 0,027
Toplam |1 42 43

OKE |Pozitif |3 5 8 100 73,7 37,5 1100 77,3

(22) Negatif |0 12 12 0,008
Toplam |3 17 20

Tim |Pozitif |4 g 13 100 87,3 30,8 (100 88

smekle Negatif |0 50 50 <0,00
Toplam |4 60 60

Kiiltiir sonuglart A ve B gruplarindaki 60 ornekten sadece 4 (%6,6) ornek icin elde
edildi. Bunlardan ¢ogunlugu (3 6rnek) B grubunda yer almaktadir. PCR prosediirii ile
60 6rnegin 13'linde (%21,6) pozitif sonug elde edildi.

Bu durumda kiiltlir ve PCR verileri arasinda %12'lik (%5,3 - %17,3) bir uyumsuzlugun
oldugu goriilmektedir. Ornek tipleri ayri ayr1 incelendiginde, kiiltir ve PCR
uyumsuzluklarinin BOS i¢in %7,5, OKE i¢in %22,7 oldugu gozlenmistir.

Ikisi BOS'ta 2'si OKE'de olmak iizere kiiltiirlerde elde edilen calisma dis1 bakterilere
Cizelgelarda ve istatistiksel hesaplamalarda yer verilmemistir. Grup A ve B' nin her
ikisinde elde edilen PCR ve Kkiiltiir pozitif sonug¢larin karsilastirilmasi Sekil 4.3'te

yapilmistir.
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Pozitif Ornek Sayis

14
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10

8

6

4 —
Sekil 4.3 PCR ve bakteri kiiltiirii ile belirlenen pozitif 6rnek sayisi

PCR ve Kkiiltiir testlerinin tan1 benzerliklerinin yiiksek oldugu, bu uyumun istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (LR: 15,184; p<0,001). Bu iliskinin boyutunu
belirlemek i¢in hesapladigimiz Spearman sira korelasyon katsayisinin da istatistiksel

olarak énemli oldugu goriildii (p=0,518;p<0,001).

Numunelerin PCR analizi sonucunda elde edilen {iriinlerin elektroforez isleminden

sonraki goriintiileri Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 S.pneumoniae, M.catarrhalis ve H.influenzae multipleks PCR sonuglarinin jel
gorlntiisi. S. pneumoniae geni, M. catarrhalis ve H. influenzae geninin PCR
triinlerinin %1,5 agaroz jel tlizerinde 10 volt/cm'de 1 saat jel elektroforezi. Hat SM:
1Kb DNA merdiveni, hat 2,3,4: Pozitif kontroliin PCR firiinleri, hat 5,6: Negatif
kontroliin PCR firiinleri, hat 7,8,9,10,11,12: Pozitif hastalarin PCR tirtinleri, hat 13, 14:
Negatif hastalarin PCR {iriinleri

Pozitif kontrol ve pozitif hasta Orneklerinde H.influenzae amplifikasyon bandlar
S.pneumoniae amplifikasyon bandiyla yakin biiyiikliikte oldugundan siiperpoze
olmustur. Bu nedenle S.pneumoniae ve M.catarrhalis i¢in multiplex PCR ¢aligilip Sekil
4.6 ve Sekil 4.7'deki jel goriintiisii elde edilirken H.influenzae icin ayrica PCR ¢alismasi

yapilmak zorunda kalinmis ve Sekil 4.5'deki jel goriintiisii elde edilmigtir.
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Sekil 4.5 H.influenzae PCR sonuglarinin jel goriintiisi. Hat SM: 1Kb DNA merdiveni,
hat 2,3,4: Pozitif kontroliin PCR iiriinleri, hat 5,6: Negatif kontroliin PCR iiriinleri, hat
7,8,9,10,11,12: Pozitif hastalarin PCR {irtinleri, hat 13: Negatif hastalarin PCR {irtinleri

Positive patients
500 bp Satte
e
Positive patients
95 bp
100 bp

Sekil 4.6 Multiplex PCR sonuglarinin jel goriintiisii. Serit SM: 1Kb DNA merdiveni, hat
2,3,4: Pozitif kontroliin PCR f{irtinleri, hat 5,6: Negatif kontroliin PCR {iriinleri, hat
7,8,9,10,11,12: Pozitif hastalarin PCR iiriinleri
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Positive patients
500 bp 500 bp

50 bp

Positive patients
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Sekil 4.7 H.influenzae multipleks PCR sonuglarinin jel goriintiisii. Hat SM: 1Kb DNA
merdiveni, hat 2,3.4: Pozitif kontroliin PCR iiriinleri, hat 5,6: Negatif kontrolin PCR
tirtinleri, hat 7,8,9,10,11,12: Pozitif hastalarin PCR {irtinleri, hat 13, 14: Negatif hastalarin
PCR iiriinleri
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5. TARTISMA

Otitis media ve menenjit hastaliklariin gériilme prevalansi bebek ve cocuklarda ytiksek
olup norolojik olarak deformasyon birakmasinin yani sira 6liim olaylarina da yol
acmalar1 nedeniyle hastalik etkeni patojen mikrobiyotanin incelenmesi gereklidir
(Balganesh et al. 2003). Orta kulak iltithabindan sorumlu en yaygin bakteriyel ajanlar
olan H.influenzae, M.catarrhalis ve S.pneumoniae ayn1 zamanda bakteriyel menenjit
vakalarinin da Onemli patojenlerindendirler (Sakamoto et al. 1996). Etkenlerin
genellikle zor lireyen bakteriler olmasi ve Oncesinde antibiyotik kullanilmaya baglh
olarak tespit edilme durumunun zor olma olasiligi gibi nedenlerden dolayi,
konvansiyonel mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri ile OME ve ABM'in altta yatan
patojenik nedenlerini aydinlatmak kolay degildir (Radstrom et al. 1994).

Bakteri kiiltiirlerinin teshisi i¢in morfolojik incelemeler halen uygulanmakta ve tanida
ilk olarak tercih edilen yontemler olmaktadirlar. Uzun bir kiiltiir siirecinin olmasi,
kontamine olma durumu gibi zorluklar olsa da direkt tan1 i¢in ilk asamada kullanilirlar.
PCR gibi hizli tan1 yapan molekiiler tekniklerin gelismesi ile birlikte az miktarda 6rnek
olsa bile mikrobiyal genom a¢1ga ¢ikarilarak kiiltiirde negatif verme durumu veya yavas
biiyliyen patojenlerin oldugu zamanlarda tanimlamay1 saglamaktadir (Aboutalebian et

al. 2021).

Ozellikle hastaliklarin hizli ilerlemesi ve konvansiyonel yontemlerle etken patojenlerin
tanimlanmasinin 36 saat veya daha uzun siirmesi gibi nedenler gozoniine alindiginda, bu
tiir olgularda molekiiler yontemlerden PCR gibi hizli tan1 yontemleri uygulanmaktadir

(Post et al. 1995).

Bu ¢alismada, konvensiyonel mikrobiyolojik yontemlerle 43 BOS 6rneginin sadece 1
(%1,9) tanesinde (S.pneumoniae) kiltir pozitifligi saptanmistir. ABM'de mojor
patojenlerden olan H.influenzae izole edilmemistir. 17 OKE Orneginin, 2'si

M.catarrhalis, 1'1 H.influenzae non b olmak iizere 3'inde (%]13,6) kiiltiir pozitifligi
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bulunmustur. Calisma siiresince ABM ve OME siipheli hastalardan génderilen toplam

60 ornekten sadece 4 tanesi (%5,3) kiiltiir-pozitif olarak bulunmustur.

Calisma oOrneklerine PCR testi uygulandiginda, 43 BOS 06rneginin 5'inde (%9,4), 17
OKE o6rneginin 8'inde (%36,3) pozitiflik saptanmistir. BOS 6reneklerinde saptananlarin
hepsi S.pneumoniae, OKE Orneklerinde saptananlarin 3'Q (%13,6) H.influenzae, 3'i
(%13,6) M.catarrhalis ve 2'si ise (%9,1) hem S.pneumoniae hem de M.catarrhalis olarak
belirlenmistir. Bu durumda PCR uygulanan toplam 60 ornegin 13'linde (%17,3)
pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 7'sinde (karisik bulunan iki S.pneumoniae dahil)
(%9,3) S.pneumoniae DNA's1, 5'inde (karigik bulunan iki M.catarrhalis dahil) (%6,7)
M.catarrhalis DNA's1 ve 3'liinde (%4) ise H.influenza DNA's1 PCR ile gosterilmistir.
Elde edilen bu sonuglar, kiiltiir ortami ile PCR verileri arasinda %12'lik (%5,3 - %17,3)
bir uyumsuzluk oldugunu géstermektedir. Ornek tipleri ayr1 ayr1 incelendiginde, kiiltiir

ve PCR uyumsuzluklarinin BOS i¢in %7,5, OKE i¢in %22,7 oldugu tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, BOS orneklerinin hiicre sayim sonuglar1 gozardi edilerek islem
uygulanmis ve ornek az oldugu i¢in Gram boyama uygulanamamigstir. Kiiltiir ve PCR
sonuclar1 elde edildikten sonra, hasta dosyalari incelenerek hastanin LP Oncesi
antibiyotik kullanip kullanmadigi, BOS hiicre sayilar1 incelediginde kiiltiir sonucu
pozitif bulunan numunelerde nétrofil sayisinin 70 olarak gozlemlendigi ve LP Oncesi
antibiyotik hikayesinin bulunmadig1 anlagilmistir. Hasta dosyalar1 igerisinde bulunan
bilgilere bakildiginda bazi 6rneklerde farkli miktarlarda nétrofil bulunmasina ek olarak
lenfositlerin de varligi goriilmiis fakat bu numunelerde hem kiiltir hem de PCR

poztifligi gbzlemlenmemistir.

PCR sonucu pozitif ¢ikan oérneklerin 2 tanesinin bilgisine ulasilamamis, ulasilan 2 PCR
pozitif drnekte ise hiicre varlig1 ve antibiyotik ile ilgili bilgiler goriilmemistir. Bu bilgi
daha fazla sayida kiiltiir negatif-PCR pozitif olan ornekler de arastirilma yapilmasi

gerektigini gostermektedir.

van Ketel ve arkadaglar1 (1990) yaptiklar1 ¢alismada, PCR DNA amplifikasyonu ile

menenjitli hastalardan aldiklar1 serebrospinal sivida H. influenzae'nin saptanmasi igin
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yaptiklar1 ¢alisgmada H. influenzae kiiltiir pozitifligi tespit etmislerdir. Kullandiklar
primerler de dahil, PCR yonteminin hastalik tanisinda uygun olabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Ingiltere’de halk saglhig laboratuvarlarinda hastalik siiphesi bulunan kisilerden alian
kan ve beyin omurilik sivisi orneklerinde Neissaria meningitidis ve S. pneumoniae
tanisi icin PCR yontemlerinin kullanildigi ve bu ydntemin hassasiyetinin %87 oldugu
tespit edilmistir (El Bashir ez al. 2003). Bu ¢alismada da, PCR sonuglarindan pozitiflik

saptamanin yiiksek olmasi nedeniyle ¢alismadaki amacimiz dogrulanmastir.
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6. SONUC

Bu ¢aligmada, otitis media ve menengit siipheli kisilerden alinan beyin omurilik sivisi
ve orta kulak eflizyon orneklerinde konvensiyonel mikrobiyolojik yontemlerle kiiltiire
edilmesi ve molekiiler biyoloji ydntemlerinden PCR ve multiplex PCR islemleri
yapilmistir. Kiiltliir negatif ¢ikan ornekler, molekiiler yontemler sonucunda pozitif
olarak saptanmigtir. Buradan yola ¢ikilarak, PCR ve multiplex PCR metodlarinin
uygulanarak bakteriyel DNA’nin 6rneklerde saptanmasi islemi hastaliklarin tanisi i¢in
olduk¢a 6nemli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, drneklerin laboratuvar ortamlarinda hizl

bir sekilde kiiltiire alinmas1 ve bekletilmemesi sonucuna varilmaistir.

Otitis media ve bakteriyel menenjit hastaliklarinin tanisinda, Ornekleri alan doktor,
laboratuvar ortaminda tanimlayan mikrobiyolog ve molekiiler biyolog arasinda
sistematik bir calisma diizeni yapilarak oOrnekler hizli ve etkin bir sekilde isleme
alinmalidir. Bu sekilde, hizli bir tam1 yapilarak hastalik etkeni olan bakteri veya

bakterilere kars1 tedavi yontemleri erken uygulanmaya baslayacagi ongoriilmektedir.
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