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ÖZET

Efüzyonlu akut otitis media, çocuklarda antibiyotik kullanımının, operasyon endikasyonunun ve işit-
me kaybının en önemli nedenlerinden birisidir. Olguların üçte ikisinde etken olan patojenler, bakteriler-
dir. Bununla birlikte, prognozda bazı etkileri olabilecek virusların etyolojik ajan olarak varlığı, artan sayı-
da yayın ile karşımıza çıkmaktadır. Bu çalışmanın amacı, otitis media tanısı konulan çocuklardan alınan
orta kulak efüzyon (OKE) örneklerinde TaqMan “real-time” polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yönte-
miyle respiratuvar sinsityal virusu (RSV) tip A ve B, influenza tip A virus, adenovirus, sitomegalovirus
(CMV), herpes simpleks virus tip-1 (HSV-1) ve enterovirusların araştırılmasıdır. Çalışmada, 30 OKE örne-
ğinin 18 (%60)’inde RT-PCR yöntemiyle viral pozitiflik bulunmuş; 9 (%30) örnekte RSV-A, 3 (%10) ör-
nekte CMV ve 1 (%3.3) örnekte HSV-1 nükleik asit varlığı saptanmıştır. Geri kalan beş örnekte ise iki fark-
lı virus birlikte [3 (%10)’ünde adenovirus ve RSV-A; 2 (%6.7)’sinde CMV ve RSV-A] pozitif olarak bulun-
muştur. Bu sonuçlar, çocuklarda otitis media gelişiminde virusların önemli bir rol oynadığını desteklemek-
tedir. Ayrıca OKE örneklerinde virusların saptanmasında TaqMan RT-PCR yönteminin kısa sürede sonuç
verebilen güvenilir bir yöntem olarak kullanılabileceği kanısına varılmıştır.
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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 TaqMan 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 TaqMan 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.

GİRİŞ

Akut otitis media (AOM), tüm dünyada çocukluk çağının en önemli sağlık sorunların-
dan biridir1-4. Gelişmekte olan ülkelerde AOM, çocukların antibiyotik tüketiminin veya
ameliyat olmasının en sık karşılaşılan nedenlerindendir1,4,5. Amerika Birleşik Devletle-
ri’nde AOM enfeksiyonlarına bağlı yıllık harcama tutarının yaklaşık olarak 3-5 milyar do-
lar olduğu bildirilmektedir1,4. Yapılan bir çalışmaya göre, doktor muayenelerinin
%33’ünün ve beş yaşından küçük çocukların %40’ının antibiyotik kullanımının nedeni
otitis media olarak bulunmuştur6. 

AOM, çocuklarda respiratuvar sinsityal virus (RSV), influenza virus, parainfluenza virus
ve enterovirusların neden olduğu üst solunum yolu enfeksiyonlarının en önemli kompli-
kasyonlarından biridir7. Heikkinen ve arkadaşları6, AOM gelişen çocukların yaklaşık
%20’sine yukarıda sayılan virusların neden olduğunu göstermiştir. 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), viral enfeksiyon etkenlerinin tanısı için hızlı ve gü-
venilir bir yöntemdir8,9. Günümüzde birçok farklı PCR tekniği tanı amaçlı olarak kullanıl-
maktadır. Bunlardan biri olan gerçek zamanlı PCR ile, duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek so-
nuçlar elde edilmektedir10. Bu yöntem aynı zamanda amplifikasyon ürününün miktarını
da ölçebilmektedir. Bu şekilde özellikle viral enfeksiyonların evreleri tanımlanmakta ve te-
davi etkinliği izlenebilmektedir11-14.

Bu çalışmanın amacı, otitis media tanısı konmuş hastaların orta kulak efüzyonlarında,
influenza virus tip A, RSV tip A ve B, adenovirus (AdV), herpes simpleks virus (HSV) tip
1, sitomegalovirus (CMV) ve enterovirus varlığının TaqMan “real-time” PCR yöntemiyle
araştırılmasıdır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Hasta Popülasyonu ve Örnekler

Çalışmaya, Kasım 2002-Eylül 2003 tarihleri arasında efüzyonlu otitis media tanısı ko-
nulan çocuk yaş grubundaki (15 erkek, 15 kız; yaş aralığı: 3-14 yıl; yaş ortalaması: 6.8
yıl) hastalar alındı. Orta kulak efüzyonu (OKE) örnekleri genel anestezi altında dış kulak
yolu povidon-iyot (betadine) ile silindikten sonra mikroskop eşliğinde miringotomi (ku-
lak zarı kesilmesi) yöntemi ile steril tüplere aspire edilerek alındı ve en kısa sürede GATA
Viroloji Bilim Dalı laboratuvarlarına ulaştırıldı. Örnekler çalışmaya alınıncaya kadar
-80°C’de saklandı. 
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Çalışmada CMV, HSV-1, adenovirus, RSV tip A ve B, influenza virus tip A ve enterovirus-
lara ait laboratuvarda izole edilen suşlar ile klonlanmış PCR ürünleri kontrol olarak kullanıldı.

Klinik Örneklerden Nükleik Asit İzolasyonu

DNA izolasyonu, alkali fenol-kloroform-izoamil alkol yöntemine göre yapıldı15.
DNA’lar kullanılıncaya kadar -80°C’de saklandı. RNA izolasyonu 200 µL örnekten EZ-RNA
total RNA izolasyon kiti (Biologic Industries, Beit Haemek, İsrail) kullanılarak üretici firma-
nın önerileri doğrultusunda yapıldı. Elde edilen RNA pelleti 40 µL “RNase-free” steril dis-
tile suda (Sigma/Almanya) süspanse edildi. RNA’lar revers transkripsiyon aşamasına ka-
dar -80°C’de saklandı.

Primer ve Prob Dizaynı

Çalışmada kullanılan tüm primer ve probların dizaynı OligoYap 3.0 isimli bilgisayar
yazılımı yardımıyla yapıldı16. Tüm oligolar MWG-Biotech (Almanya) firmasına sentezlet-
tirildi (Tablo I). Sentezlenen primerlerin duyarlılıklarını belirlemek amacıyla; CMV ve HSV
için daha önce rutin laboratuvarımıza gelen örneklerden elde edilen DNA’lar, adenovi-
rus, enterovirus ve influenza için laboratuvarımızdaki kültür koleksiyonundan elde edilen
DNA’lar pozitif kontrol olarak kullanıldı. Primerlerin özgüllükleri ise restriksiyon enzim ke-
simiyle belirlendi. 

PCR İşlemi

Son hacmi 40 µL olan ve içerisinde 2 mM dNTP (Sigma/Almanya), 1x PCR tamponu,
2.5 mM MgCl2, , 1.5 U Taq DNA polimeraz ve 20 pmol sens ve antisens primerler olan
reaksiyon karışımına 10 µL DNA ilave edildikten sonra “thermal cycler” cihazında
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Tablo I. Gerçek Zamanlı PCR Yönteminde Kullanılan 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’-ccggccgtgt- 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’

İnfluenza-A 5’-cgatcttcgccaatt- 5’-ccatgagWgc- 5’-FAM acggttctctc-
ccaca-3’ YtcRagat-3’ YatcgtYccgtca TAMRA-3’

* H, K, R, S ve Y dejeneratif bazları göstermektedir (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 işaretlerdir.



94°C’de beş dakika, daha sonra her bir siklus 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye,
72°C’de 35 saniye olmak üzere 40 siklus ve en son uzatma aşaması için 72°C’de 10 da-
kika olacak şekilde PCR işlemi gerçekleştirildi. Elde edilen ürünün 5 µL’si jel elektroforez-
de (%1.5 agaroz, 1x TBE, 100V) 100 bazçiftlik (bp) moleküler standart (K180-250 UL,
Amresco, USA) kullanılarak yürütüldü. Jel etidyum bromür ile boyandı ve UV (Gel Doc
2000, BIO-RAD, USA) kullanılarak görüntülendi. 

Klonlama ve Standartların Hazırlanması

Jelde görüntülenen amplifikasyon ürünlerinden uygun olanları bistüri ile kesilerek alın-
dı. Kesilen jel parçacıkları ticari jel ekstraksiyon kiti (Qiagen, Almanya) ile pürifiye edildi.
Pürifiye PCR amplifikasyon ürünleri “TA cloning kit” (Invitrogen, Almanya) kullanılarak
pCR 2.1 plazmidine klonlandı. Transformasyon işlemi Escherichia coli’ye kimyasal yolla
yapıldı. Bakterilerden plazmid pürifikasyonu “plasmid purification kit” (Invitek, Alman-
ya) kullanılarak yapıldı ve spektrofotometri ile DNA miktarı ölçülüp, OligoYap 3.0 yardı-
mı ile kantitasyon standartları hazırlandı.

Revers Transkripsiyon

cDNA sentezi, 75 mM KCl, 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 10 mM dithiothreitol (DTT), 3
mM MgCl2, 10 mM dNTP, 40 U revers transkriptaz (Promega, Madison), 20 pmol anti-
sens primer içeren 20 µl’lik reaksiyon karışımına 5 µL RNA süspansiyonundan ilave edi-
lerek yapıldı. Karışım 37°C’de 60 dakika inkübe edildi. İnaktivasyon için 95°C’de beş da-
kika bekletildi. Elde edilen cDNA’lar gerçek zamanlı PCR işlemine alındı.

Gerçek Zamanlı PCR (RT-PCR)

TaqMan RT-PCR yönteminde son hacmi 25 µL olan ve içerisinde 5 µL klinik örnekler-
den izole edilen DNA (veya cDNA), 12.5 µL TaqMan Universal PCR Master Mix (Appli-
ed Biosystems, Foster City, CA, USA), 5’er pmol sens, antisens primer ve 4 pmol TaqMan
probu bulunan reaksiyon karışımı kullanıldı. PCR siklusları 50°C’de iki dakika, 95°C’de on
dakika [hotStart Taq DNA polimeraz (AmpliTaq Gold-DNA polymerase, Applied Biosys-
tems, ABD) aktivasyonu için] daha sonra 40 siklus 95°C’de 15 saniye, 60°C’de bir daki-
ka olacak şekilde uygulandı. Amplifikasyon, verilerin elde edilmesi ve tüm analizler ABI
PRISM 7700 Sequence Detector cihazı (Applied Biosystems, ABD) ile yapıldı. 

BULGULAR

Çalışmaya alınan 30 OKE örneğinin 18 (%60)’inde RT-PCR yöntemiyle viral pozitiflik
saptanmıştır. Örneklerin 9 (%30)’unda RSV-A, 3 (%10)’ünde CMV, 1 (%3.3)’inde HSV-1
saptanmış, beş örnekte ise iki farklı tip virus birlikte pozitif bulunmuştur. Bu beş örnek-
ten üçünde adenovirus ve RSV-A, ikisinde de CMV ve RSV-A’nın birlikte pozitif olduğu iz-
lenmiştir. 

TARTIŞMA

AOM, çocukluk yaş grubunda en sık görülen ve antibiyotik tedavisi gerektiren hasta-
lıklardan biridir. Tekrarlayan AOM, antibiyotiğe dirençli bakteriler tarafından oluşturul-
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maktadır19. Bununla birlikte son zamanlarda yenidoğan ve küçük çocuklarda üst solu-
num yolu viral enfeksiyonları ile AOM arasındaki ilişki açık bir şekilde ortaya konulmuş-
tur1,8,18-20. AOM olan çocukların OKE örneklerinde virusların araştırılması, bu hastalığın
nedenleri arasında virusların rolünü göstermek açısından önemlidir6. En sık izole edilen
viruslar RSV, influenza viruslar, adenovirus, parainfluenza viruslar ve enteroviruslar-
dır1,6,19,20. CMV ve HSV de etken olarak izole edilen viruslar arasında yer alır17,21. 

Yapılan bir çalışmada, AOM tanısı konulan 271 çocuğun 66’sında viral antijen veya vi-
rus varlığı saptanmış; etkenler sıklık sırasına göre RSV (%55), parainfluenza virus
(%13.2), CMV (%13.2), enterovirus (%1.47) ve rinovirus (%1.47) olarak bulunmuş-
tur22. Heikkinen ve arkadaşlarının1 çalışmasında, AOM tanısı konulan 456 çocuktan alı-
nan OKE örneklerinde RSV (%74), diğer viruslardan daha sık olarak izole edilmiştir. Aynı
çalışmada parainfluenza virus %52, influenza virus %42, enteroviruslar %11 ve adeno-
viruslar %5.4 oranında bulunmuştur1. Bir başka çalışmada Monobe ve arkadaşları19, 93
OKE örneğinde RT-PCR ile dokuz farklı solunum yolu virusunu araştırmışlar ve 39 (%42)
örnekte pozitiflik bulmuşlardır. Bunların %69’unun RSV, %19’unun adenovirus,
%7.1’inin rinovirus ve %4.8’inin influenza virus olduğu bildirilmiştir19. Multipleks PCR
yönteminin kullanıldığı bir çalışmada ise, 73 OKE örneğinden 51 (%69.8)’inde viral po-
zitiflik saptanmış; bunların 35 (%47.9)’inde solunum yolu virusları (RSV-A, adenovirus,
rinovirus, RSV-B, influenza virus), 16 (%21.9)’sında ise herpesviruslar (CMV ve HSV) po-
zitif olarak bulunmuştur17. Yine bir başka çalışmada, 940 AOM’li çocuğun nazofarenge-
al aspiratları ve OKE örneklerinden RT-PCR ile rinovirus, enterovirus ve parainfluenza vi-
rus, antijen arama yöntemiyle de diğer yaygın solunum yolu virusları araştırılmış ve so-
nuçta incelenen tüm AOM olgularının 2/3’ünde nazofarengeal veya OKE örneğinden bi-
rinde virus varlığı saptanmıştır20. 

Bizim çalışmamızda da, diğer çalışmalarla uyumlu olarak solunum yolu virusları daha
yüksek oranda bulunmuştur. Pozitif bulunan 18 örnekten beşinde iki etken birlikte bu-
lunmak üzere toplam 23 etkenden 14’ü RSV-A, üçü de adenovirus olarak saptanmıştır.
Bir başka ifadeyle, saptanan virusların yaklaşık %74 (17/23)’ü solunum yolu viruslarıdır.
Geri kalan etkenler herpes grubu viruslar olup, bunlardan 4 (%17.4)’ü tek başına (üç
CMV ve bir HSV), 2 (%8.7)’si ise RSV-A ile birlikte (CMV + RSV) saptanmıştır. RSV, çocuk-
larda AOM için en muhtemel predispozisyon faktörüdür. Sonuçlarımızın, çocuklarda
AOM gelişiminde RSV’nin önemli bir etken olduğu görüşünü desteklediği düşünülmüş-
tür. AOM gelişimi çoklu faktörlere bağlı bir süreç olduğundan, farklı virusların AOM olu-
şumunu kolaylaştırma potansiyellerini belirlemek zordur. Bununla birlikte bu çalışmada,
tek başına etken olan herpesvirusların oranı (%17.4), herpes grubu virusların da otitis
media patogenezinde önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir. Ancak bu verilerin
daha büyük hasta popülasyonu ile çalışılarak desteklenmesi gerekmektedir. 

Konvansiyonel metotlarla karşılaştırıldığında, PCR yönteminin duyarlılığının yüksek ol-
duğu bildirilmektedir. Altmış beş OKE örneği ile yapılan bir çalışmada kültür ile multip-
leks PCR yöntemleri karşılaştırılmış, kültürle %29 olarak bulunan pozitiflik oranının PCR
yöntemiyle %72’ye çıktığı ve kültür negatif örneklerin üçte ikisinde PCR ile bir etken izo-
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le edildiği bildirilmiştir8. Çalışmamızda kullanılan TaqMan yöntemi, PCR temelli olmakla
birlikte, analiz açısından floresan rezonans enerji transferi tekniğini kullanması nedeniyle
test duyarlılığı daha yüksektir. Ayrıca bu yöntem özgüllüğü yüksek, güvenilir ve hızlı bir
metot olup, dört-beş saat içinde tıbbi tanı ve kantitasyon yapabilmektedir. Diğer klasik
yöntem ve PCR teknikleriyle karşılaştırıldığında bazı ciddi avantajlara sahiptir. Amplifikas-
yon sonrası basamakların olmaması nedeniyle tek bir çalışma yapılarak para ve zaman-
dan büyük tasarruf sağlanmaktadır. Ayrıca, örnekler içinde kontaminasyon riski de olduk-
ça düşüktür. Doksan altı kuyucuklu çalışma zemini de büyük çaplı çalışmaların yapılma-
sını sağlamaktadır.

Çocuklarda sık görülen AOM etyolojisinde genellikle bakteriler etken olarak görülmek-
te ve sıklıkla tedavide antibiyotikler kullanılmaktadır. Son zamanlarda yapılan bir çalışma-
da, bakteri ve/veya virusların olguların %96’sında, bakteri ve virus birlikteliğinin ise olgu-
ların %66’sında saptandığı bildirilmiştir23. Görüldüğü üzere AOM, sadece bakteriler ta-
rafından oluşturulan bir enfeksiyon olmayıp, etyolojide virusların da rolü büyüktür. Bura-
da viral etkenlerin saptanmasında kullanılacak yöntemin duyarlı bir yöntem olması ol-
dukça önem arz etmektedir. Sonuç olarak, AOM patolojisinde suçlanan ve muhtemel vi-
ral etkenlerle ilgili yapılacak çalışmalarda, TaqMan teknolojisinin kullanılması, özellikle
kantitatif değerler elde edilmesi nedeniyle etyopatogenezi aydınlatmada yararlı bir yak-
laşım olacaktır. 
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