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ONsOz

TUBITAK tarafindan 116S078 proje numarasi ile desteklenilen ve 3001 proje
kapsaminda gergeklestirilen bu ¢alismada Dlnya Uzerinde milyonlarca insani etkileyen bir
hastalik olan Kronik otitis media’'ya baglh gelisen kolesteatoma veya timpanoskleroz
durumunda varhgi muhtemel olan mikrobiyotanin, gelisen molekuler teknolojinin 1g1ginda 16s
rRNA gen sekans analizi ile ortaya konmasi amaglanmis ve yapilacak metogenomik analiz
ile elde edilecek verilerle literatlre katki saglamak umulmustur. Bu amagla gerceklestirilen
calismada 65 timpanosklerotik plak ve 37 kolesteatoma 6&rnegi Uzerinden arastirma
gerceklestiriimis ve 16S rRNA gen bdlgesinin PCR amplifikasyonu ile pozitif tespit edilen 32
ornegin 28'i Sanger dideoksi yontemi ile sekanslanmistir. Ayrica secilmis 44 6rnekte 16S
rRNA gen bdlgesi metagenomiks analize alinmistir. Elde edilen veriler basta stafilokoklar
olmak Uzere ¢ok genis spektrumda gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalarin bu
patolojilerde yer aldigini gostermistir. Bu veriler, ayni zamanda kronik inflamatuar kulak
hastaliklarinin patogenezinde mastoid ve orta kulak mikrobiyatasinin rolini anlamamiza
olanak saglamistir ve tedaviye yon vermek i¢cin dnem arz etmektedir.

TUBITAK proje destegi sayesinde diinya literatiiriinde ilk defa metagenomiks analize
dayali arastirmalar gergeklestiriimis ve bu hastaligin tanisi ve patogenezi konusuna isik

tutacak énemli veriler ortaya konulmustur. Bunun igin tesekkurlerimizi sunariz.
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1. OZET

Amag: Kronik otitis media, milyonlarca insani etkiler ve kolesteatom veya timpanikleroz gibi
ek patolojilere neden olabilir. Bu tir hastaliklarin patofizyolojisi tamamen bilinmemektedir. Bu
calismanin amaci 16s rRNA sekansi analizi ile kolesteatom ve timpanosiklerotik plaklardaki
tim bakteriyel patojenleri tespit etmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda kronik otitis media nedeniyle operasyon gegiren
hastalardan elde edilen 102 6rnek (65 timpanosklerotik plak, 37 kolesteatoma) incelenmigtir.
DNA ekstraksiyonu yapilan tim érneklerde 16S rRNA gen bdlgesine 6zgl olarak tasarlanan
primerler ile PCR amplifikasyonu yapildi. 16S rRNA PCR pozitif 6rnekler Sanger yontemi ile
sekanslandi. Segilen 46 o©rnek, ion 16S ™ Metagenomik kiti kullanilarak yeni nesil
sekanslama (YNS) yontemi ile analiz edildi.

Sonug: Sanger dizilemesiyle 102 numunenin 18'inde (%17.6) spesifik bir tir veya cins
tanimlanmistir. Bu 18 drnekten 12'si timpanosklerotik plak, 6's1 ise kolesteatomdu.
Tanimlanan bakteriler Alloicoccus otitis, Staphylococcus aureus, S.auricularis, Alcaligenes
sp., Stenotrophomonas maltophilia, S.epidermidis, Achromobacter xylosoxidans, Escherichia
coli, S. sciuri, S. caprae, Parvimonas sp., Bacillus sp.’dir. YNS yontemiyle 46 test
numunesinin 44'Unde (% 95.7) iki veya daha fazla farkl bakteri buldu. YNS agirlikli olarak
Staphylococcaceae (18 6rnek), Corynebacteriaceae (15 6rnek, Turicella otitidis'e sahip 6
ornek), Clostridiales Family XI'i, Incertae Sedis (7 samples), Alloicoccus otitis (4 drnek) ve
Propionibacteriaceae (4 numune) tespit etmistir.

Tartisma: Orta kulakta o©nceden bilinenin aksine c¢esitli mikrobiyal topluluklar flora
olusturmaktadir. Molekuler biyolojik ¢alismalarin kullanimi, bu bakterilerin tanimlanmasi daha
kolay hale getirmis ve kronik inflamatuvar kulak hastaliklarinin patogenezinde mastoid ve
orta kulak mikrobiyotasinin rolini anlamamizi kolaylastirarak tedaviye yoén vermemizde
onemli hale gelmistir.

Anahtar Kelimeler: kolesteatoma, timpanoskleroz, 16S rRNA PCR, DNA bazl sekans

analizi, bakteri
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2. ABSTRACT

Objective: Chronic otitis media affects millions of people around the world and can cause
additional pathologies such as cholesteatoma or tympanosclerosis. Pathophysiology of such
conditions is not completely known. The aim of this study was to identify all bacterial
pathogens in cholesteatoma and tympanosclerotic plaques by 16s rRNA sequence analysis.
Material and Methods: A total of the 102 samples (65 tympanosclerotic plaques, 37
cholesteatomas) obtained from patients undergoing operation due to chronic otitis media
were evaluated. PCR was performed using the primers designed for amplification of bacterial
16S rRNA gene. 16S rRNA PCR positive samples were sequenced by Sanger method.
Selected 46 samples were analyzed with next-generation sequencing (NGS) method by
using lon 16S™ Metagenomics kit.

Results: Sanger sequencing identified a specific bacterium in a total of 18 (17.6) of the 102
samples tested. Of these 18 samples, 12 were tympanosclerotic plaques and 6 were
cholesteatoma. The identified bacterium was Alloicoccus otitis, Staphylococcus aureus,
S.auricularis, Alcaligenes sp., Stenotrophomonas maltophilia, S.epidermidis, Achromobacter
xylosoxidans, Escherichia coli, S. sciuri, S. caprae, Parvimonas sp., and Bacillus sp. NGS
found one or more than two different bacteria in 44 (95.7%) of the 46 tested samples. NGS
predominately identified Staphylococcaceae (18 samples), Corynebacteriaceae (15 samples;
6 samples having Turicella otitidis), Clostridiales Family Xl. Incertae Sedis (7 smples), Allio-

coccus otitidis (4 samples), and Propionibacteriaceae (4 samples).

Conclusion: The middle ear is inhabited by more diverse microbial communities in contrast
to previously known. With the usage of molecular biological studies, it has become easier to
identify these bacteria, and improve our understanding of the role of the mastoid and middle
ear microbiota in the pathogenesis of chronic inflammatory ear diseases and important to

give direction to the treatment.

KEYWORDS: cholesteatoma, tympanosclerosis, 16S rRNA PCR, DNA base sequence

analysis
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3. GiRi$

Kolesteatoma, ilk olarak 1838 yilinda Johannes Miller tarafindan, kola (Choledoc),
stearin ve oma (timdr) atiflariyla tanimlanmistir (Ferlito (1993)). Ancak timor ile gercek bir
iliski yoktur. Olmamasi gereken yerde cilt varlii olarak tanimlanabilir. Normalde kotl huylu
degildir ancak ilerleyici ve yikici etkisi nedeniyle orta kulak, attik ve mastoid bdlgede ¢ok ciddi
sorunlara neden olabilir (Ozgirgin (2013)).

Timpanoskleroz asiri  kolajen fibrotik dokunun orta kulakta biriktigi bir iyilesme
bozuklugudur. Kolajen yeterli bir kalinhda ulastiginda fizyon meydana gelir ve homojen bir
hiyalin kutlesi olusur. Ardindan kalsiyum ve fosfat kristalleri bu kitleye cokerek patolojik
dokunun son halini olusturur. Bu lezyon, orta kulaktaki kronik enfeksiyon ve bununla
baglantili inflamasyon sonucu ortaya ¢ikar (Ozgirgin (2013)).

Daha yogun olarak kolesteatoma olmakla birlikte her iki klinik durumunun mikrobiyolojik
aktivite ile iliskisi oldugu disinilmis olmakla birlikte olasi faktorleri belirlemek icin yapilan
calismalar sinirli sayidadir ve etiyopatojenez hakkinda kesin bir goris olusturmak icin yeterli
degildir (Mann (1986), Li vd (2007), Iriz vd (2011), Ding¢ vd (2016)). GUnumuzdeki teknolojik
gelismeler, daha 6nce tespit imkani olamayan farkli mikroorganizmalarin saptanabilmesini
muamkin kilmaktadir. Bu ¢alismada, kolesteatom ve timpanosklerotik plak érneklerinde faktér
spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yénteminin yani sira, érneklerdeki tim bakterileri
tespit etmek icin 16S rRNA sekansi analizine dayanan molekiler biyoloji teknigini kullanarak

literatire katki saglanmasi amaclanmigtir.
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4. LITERATUR OZETIi

Kolesteatom; chole=safra, stearin= yagd, ve oma=timar isimlerinin ¢agrisimlari ile ilk
kez 1838 yilinda Johannes Miuller tarafindan tarif edilmis bir lezyondur (Ferlito, 1993).
Gergek anlamda safra ve yag asitleri iceren bir timorle iligkisi yoktur; derinin bulunmamasi
gereken yerlerde var olmasi seklinde tarif edilebilir. Genel olarak orta kulak, attik ve mastoid
yapilari tehdit eden, normalde malign olmayan fakat ilerleyis ve sebep oldugu bulgular
nedeniyle agresif seyirli bir epidermal ve bad dokusu yapisidir. Olusum mekanizmalari ile
ilgili bircok teori 6neri surtlmustur. Bunlar epitelyal metaplazi teorisi, epitelyal migrasyon
teorisi, bazal hiperplazi teorisi, retraksiyon cepleri ve invajinasyon teorisi ve posttravmatik,
postoperatif ve iatrojenik seklindedir. Gunimuizde en sik kabul gbéren gorus retraksiyon
cepleri sebebiyle kolesteatom olusum mekanizmasidir. Son yillarda imminohistokimyasal
uygulamalar, polimeraz zincir reaksiyonlari, insitu hibridizasyon yontemleri, hiicre ve doku
kiltirleri ve hayvan modelleri ile yapilan arastirmalar kolesteatom olusum patogenezini
anlamada buyuk bir yol alinmasini sadlasalar da kolesteatomun orta kulaga nasil ulastigi ve
ilerledigi hakkinda kesin bir fikir birligi saglanmamistir (Ozgirgin, 2013).

Kolesteatomlu olgularda basit kronik otitis mediadan farkli olarak orta kulak
florasinda, kolesteatom ve granulasyon dokusunda egemen olan bakterilerin gram (-) basil
ve aneoroblarla beraber mikobakterilerin olabilecedi ileri surilmustir (Ozgirgin, 2013).
1980’lerden gunumize kolesteatom ve kronik otitis mediadaki bakteriyel kolonizasyon
olusumlari cesitli bilimsel calismalarla arastiriimis olup Brook (1981) yayinlamis oldugu
makalesinde 28 hastadan elde ettigi kolesteatom érneklerinde aerob ve anaerob bakterilere
rastlamis olup en sik aerobik bakterileri Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., Klepsiella
pneumoniae, S. aerus ve E. coli olarak; en sik anaerobik bakterileri de gram (+) koklar,
Bakteroides sp., Clostiridium sp ve Bifidobacterium sp. seklinde rapor etmistir. Atallah (2000),
88 hastanin dahil oldugu ¢alismasinda, hastalardan alinan kolesteatom 6rneklerinden en sik
P. aeruginosa, S. aureus ve Proteus sp. Uredigini rapor etmis ve ayrica 15 hastada da fungus
(en sik Aspergillus sp. ve C. albicans) uredigini bildirmistir. Chole ve Faddis (2002), 24 adet
insan ve 22 adet deney hayvanin kullanildigi caligmalarinda, alinan Orneklerin buyuk
cogunlugunda gram (+) ve gram (-) bakteri Gredigini, ve bunlarin da kolesteatomun biofilm
matriksinde olugtugunu bildirmiglerdir. Ronchetti vd. (2003) 32 hastadan topladiklari érnekleri
Chylamidia pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Mycoplasma pneumoniae agisindan
incelemisler ve orneklerin %50’sinde C. pneumoniae’ye, dort érnekte H. influenzae’ya ve
hicbir 6rnekte M. pneumoniae’ya rastlamislardir ve kolesteatom olusumunda C.
pnemoniae’nin  sorumlu olabilecegini bildirmislerdir. Ricciardiello vd. (2009) yaptiklari

calismalarinda da o6rneklerde ayni sekilde aerobik ve anaerobik bakteriler ve funguslarin
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bulunabilecegini ve florokinolon ve 3. kusak sefalosporinlerin anaerobik etkinliklerinden
dolayi tedavide yararl olabilecegini rapor etmislerdir. Madana vd. (2011)'nin ¢alismalarinda
da P. aeruginosa, S. aureus ve Proteus sp. en sik saptanan bakteri tirleri olarak bildirilmigtir.
Kaya vd. (2013)'nin caligmasinda kronik otitis media ve kolesteatomda biofilm olusumu
arastirilmis ve bu dokularda olusabilecegi belirtilerek, tedavide cerrahi esnasinda hipertrofik
mukozanin da mutlaka g¢ikariimasi gerektigi vurgulanmistir.

Kolesteatomun histopatolojik incelemesinde &zellikle agresif tipinde epitelde
karakteristik olarak papiller hiperplazisi ve yaygin koilositoz goézlenir. Bu karakteristik
Ozellikler Human Papilloma Viris’dn vyaptigi etkilere benzer olmasindan 6tiri bazi
calismalarda kolesteatoma neden olarak HPV olup olmayacadi arastiriimis ve cogunda
anlamh pozitif sonuclar elde edilmis, fakat kontrol grubu iceren ve HPV’'nin bilinen yada
bilinmeyen tiplerini ayirt edebilecek yeni tekniklerin yer alacagdi farkli galismalara ihtiyag
duyuldugu bildirilmigtir (Bergmann vd., 1994; Stremlau vd., 1995; Bai vd., 2000; Chao vd.,
2000; Ferekidis vd., 2006).

Effat ve Madany (2014) kolesteatomda fungus izolasyonuna yonelik olarak yaptiklari
calismalarinda %89 oraninda fungus Uredigini rapor etmisler ve hastalik gelisiminde ve
Ozellikle kotu kokunun olusmasinda funguslarin neden olabilecegini bildirmislerdir.

Timpanoskleroz orta kulakta asiri miktarda kollajen6z fibrotik dokunun biriktigi bir
iyilesme bozuklugudur. Kollajen yeterli kalinhga ulastiginda flizyona ugrar ve homojen bir
hiyalin kitlesi olusur. Sonrasinda da kalsiyum ve fosfat kristalleri bu kitlenin igine ¢okerek
patolojik dokunun son halini olusturur. Bu lezyon orta kulakta kronik enfeksiyon ve buna bagl
olusan enflamasyon sonucunda meydana gelmektedir. Ventilasyon tupu yerlestirmek gibi
timpanik membrana cerrahi travma Oyklsl olan hastalarda insidansi daha yuksektir
(Ozgirgin, 2013). Olusumunda hicre digi lizozomal aktivite ve lokal immunolojik asiri
duyarlihk gibi baska sebepler de 6ne surilmustir (Mann vd., 1980). Fakat patofizyolojisi
kesin olarak bilinmemektedir. Literatiirde enfeksiy6z sebeplerin de bu patolojiye sebep
olabilecegi Ustlinde durulmus olsa da yeterli miktarda arastirma yapilmamistir (Mann, 1986;
Li vd., 2007; Iriz vd., 2011; Ding vd., 2015).

Mann, 1986 yilinda yaptidi bir hayvan modelinde timpanosklerozu arastirmis ve orta
kulaga Streptococcus pyogenes inokllasyonu ve parenteral D3 vitamini verdidi ratlarda
timpanosklerozun klasik bulgularinin  olustugunu tespit etmigtir. Li vd. (2007)nin
calismasinda 21 adet guinea pigi kullanilimis ve hayvanlarin orta kulaklarina S. aureus
inoklle edilmis. Bir, 3 ve 6. aylarda hayvanlar incelendiginde bir kisminda timpanoskleroz
olustugu saptanmis ve bu modelin timpanoskleroz arastirmalarinda kullanilabilecegi
bildiriimistir. 2011’de Turkiye’den yapilan bir ¢calismada 14 timpanosklerozlu ve 26 kronik

otitin farkli formlari olan hastalarin orta kulaklarindan cerrahi islem esnasinda alinan mukoza
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orneklerinde H. pylori arastirmasi yapilmis ve timpanosklerozlu hastalarda H. pylori birlikteligi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yuksek bulunmus (Iriz vd., 2011). Fakat yine
Tlrkiye’den 2015 yilinda rapor edilen bir calismada ise timpanosklerozu bulunan 30 hasta
Chlamydia pneumoniae ve 35 hasta Helicobacter pylori icin PCR ydntemi ile taranmis ve
butin sonuglar negatif olarak rapor edilmis; C. pneumoniae ve H. pylori ile timpanoskleroz
birlikteligi arasinda bir korelasyon olmadigi 6ne surdlmustar (Ding vd., 2015).

Sunulan literattir taramalarinda da goértlecegi gibi yapilan ¢alismalarda arastirmacilar
spesifik etkenleri arastirmaya yodnelik calismalarinda kolesteatoma ve timpanosklerotik
orneklerde bazi mikroorganizmalarin bulunabilecedini gostermislerdir. Ancak, arastirmalarin
hicbirinde, bu projede oldugu gibi érneklerde olabilecek herhangi bir mikroorganizmanin
DNA'sini gogaltarak onun gdsteriimesine dayanan molekuler biyolojik ¢caligma yapiimamistir.
Bu nedenle projemizde daha dnce saptanmis olan mikroorganizmalarin bulunmasi yaninda,
yeni bakterilerin saptanabilme olasihidi mevcuttu. Yapilan 6n g¢alismalarimizin sonuglari bu

hipotezimizi desteklemekteydi. Bu durum projemize 6zgun deger kazandirmistir.

5. GEREG VE YONTEM

5.1.Kolesteatoma ve timpanosklerotik o6rneklerin toplanmasi, siniflandiriimasi ve

transferi

Calismada kullanilan &rnekler, kronik otitis media nedeniyle ameliyat edilen
hastalardan alinmigtir. Ameliyatin bir gereg@i olarak cerrahi alandan cikartilan kolesteatoma

ve timpanosklerotik plaklar ependorf tiplerine vyerlestirildi. Tupler serum fizyolojik ile
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doldurularak 6rneklerin bunun icine tamamen gdmdilmesi saglandi. Numuneler -20 derece
dondurucuda saklandi. Her drnek, olusturulan Excel dosyasinda numaralandi ve hastanin
yasl ve cinsiyeti gibi demografik detaylar kaydedildi. Bu numaralar, ilgili numunenin
yerlestirildigi ependorf tipinde de yazilarak eglestirildi. Numuneler, laboratuvar drnekleri
nakliye kurallarina uyularak analizlerin gerceklestirilecegi Turkiye Halk Saglhigr Kurumu

Ankara Hifzissihha Enstitisu Molekuler Mikrobiyoloji Laboratuvari'na gonderildi.
5.2. DNA Izolasyonu

Doku numuneleri MagNA Lyser cihazinda (Roche Diagnostic, Rotkreuz, isvigre)
MagNA Lyser Green Beads kullanilarak homojenize edildi. 250 pyL TE tampon (10 mM Tris-
HC1, 1 mM disodyum EDTA, pH 8.0.) ve 1.4 mm ¢aph seramik beads ile dolu olan numune
tiptne 25 pg doku ilave edildikten sonra homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Daha sonra,
homoijenlestiriimis doku, bir QlAamp DNA mini kiti (Qiagen, Hilden Almanya) tarafindan
ureticinin talimatlarina uygun olarak DNA ekstraksiyonu icin kullanildi. Kisaca, 200 uL
homojenize edilmis numune, 20 pL Proteinaz K ve 180 ATL tampon ile karistirildi ve 56 °
C'de 2 saat inklibe edildi. Ardindan 200 uL AL tampon eklenerek 70 ° C'de 10 dakika inkibe
edildi. iki yiiz mikronluk etanol ilave edildi ve DNA bir QlAamp dénme kolonu lizerinde
toplandi. DNA'nin 100 pL AW tamponunda ayristiriimasindan sonra DNA, Qubit 2.0
florometresi (Life Technologies, Carlsbad, CA, ABD) kullanilarak nicellestirildi ve daha ileri

analiz edilene kadar -20 ° C'de saklandi.
5.3. 16S rRNA amplifikasyonu

16S rRNA gen bdlgesi, 27 ileri (7F 5-AGA GTT TGATYM TGG CTC AG-3 ') ve 1492
ters (1492R 5-GGTTACCTTGTTACG ACTT-3") primerleri kullanilarak toplam 102 numunede
amplifiye edildi (7). Her bir PCR karigimi, toplam 50 uL reaksiyon karigimi iginde, ileri ve geri
primerlerden her biri 20 pmol, 5 pl kalip DNA ve 25 yL 2X PCR Master karisimi (Thermo
Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix, Life Technologies, ABD) iceriyordu.
Amplifikasyon kosullari sirasiyla: DNA'nin ilk denatiirasyonu igin 95°C'de 15 dakika, ardindan
40 dongl olarak uygulanan; 94 °C'de 45 saniye denatlirasyon, 58 °C'de 45 saniye
baglanma ve 72 °C'da 1 dakika uzama ve takiben 72°C 10 dakika son uzama déngusu
seklindedir. Amplifiye Urlnler% 2 agaroz jeli Gzerinde 100 V'de 1 saat sireyle ayriimis ve

DNA bantlari etidyum bromr ile gérsellestiriimistir (Maiwald 2011).

5.4. DNA Dizi Analizi
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5.4.1. Sanger Yontemi

Sanger dizilemesi, 16S rRNA PCR ile pozitif sonu¢ veren 28 drnek Gzerinde gerceklestirildi.
Amplifikasyon udrUnlerindeki primerler ve nukleotidler Agincourt AMPure (Beckman Coulter
Company, Massachusetts, ABD) kullanilarak c¢ikarildi. DNA saflastirildiktan sonra, yogunluk
ve kalitesini belirlemek amaciya elektroforeze tabi tutuldu. 16S rRNA'nin hiperdegisken V2
ve V3 bolgeleri analiz etmek igin sirayla 787 ters (787R 5-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3 ")
ve 27 ileri (27F 5'AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG-3') primerler ile sekanslama yapildi
(Maiwald 2011). Sekans reaksiyonu, 5 pmol primer, saflastiriimis amplikonun 3.5-5 plL'si ve 4
big-dye terminator cycle sequencing quick start kiti (Beckman Coulter, Massachusetts, ABD)
icermektedir. Sekans kosullari aasagidaki gibiydi: baslangic denatirasyonu igin 3 dakika
boyunca 94°C, ardindan 20 saniye i¢in 96°C'de denatiirasyon, 30 saniye boyunca 55°C'de
baglanma ve 4 dakika siireyle 60 °C'de uzama dahil olmak tzere 30 dongu izledi. Dizilim
drinlerinin saflastirimasindan sonra, dizi verisi, Beckman Coulter CEQ 8000 genetik analiz
ve siralama sisteminden toplandi. Her bir numuneden elde edilen sekans sonuglari GenBank

veritabaninda bulunan siralama verileri ile karsilastirildi (www.ncbi.nlm.gov/genbank).
5.4.2.Yeni nesil sekanslama yontemi

Proje butgesinin kisith olmasi nedeniyle 20 timpanosklerotik plak ve 26 kolesteatom
dahil olmak lzere secilen 46 6rnek tzerinde YNS yapilabildi. 20 timpanosklerotik plaktan 16
numune 16S rRNA PCR pozitif, kalan 4 tanesi PCR negatif numuneler arasindan rasgele
segildi. Kolesteatomun 26'sindan 16'si PCR pozitifti ve 10'u negatifti.

16S rRNA geni, yedi hiperdegisken bdlgeleri (V2, 3, 4, 6-7, 8 ve 9) ¢cogaltmak icin iki
ayri primer havuzlardan olugan lon 16S Metagenomics kiti kullanilarak amplifiye edildi. iki
ayri ¢oklu PCR reaksiyonlarn V2, V4, V8 ve V3, V6-7, V9 primer setleri kullanilarak
gerceklestirildi. Agencourt AMPure XP saflastirmasindan sonra, her numunenin iki PCR
ardndnudn esit hacimleri ayni PCR tupunde birlegtirildi. lon Plus Fragment Library Kit ™ ve
lon Xpress Barkod Adaptorleri, 1-96 ™ (Life Technologies, Grand Island, NY) kullanilarak
DNA katiphanesi olusturdu. Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc, Atlanta,
Georgia) ile adaptérle baglanmis ve nick ile onarilan DNA kitiphanelerinin
saflastinimasindan sonra islenmis kiUtiphanelerin boyutu ve miktari lon Universal Library
Quantitation Kit (Life Technologies, Grand lIsland, NY) ile degerlendirildi. Kitlesel olarak
paralel siralama stratejisi elde etmek adina, her numune igin esit hacmimde kitiphaneler

ayni reaksiyon tiupine eklenmistir. Bir araya toplanan katiphaneler, sablon hazirlanmasi igin
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saflastinildi ve nicellestirildi. Toplanan kutiphane, lon One Touch 2 aletinde (Thermo Fisher
Scientific, ABD) lon PGM ™ sablonu OT2 200 Kit kullanilarak nano boyutlu iyon kire
parcaciklari Gzerinde klon olarak amplifiye edildi. lon Personal Genome Machine (PGM)
uzerinde 200 bp siralama kimyasi ve lon 318v2 cips (RDI) kullanilarak buyuk paralel
siralama reaksiyonu saglandi. islenmis veriler, siralama ve kalite agisindan kontrol edildi ve
lon Torrent Suite v5.0.2 kullanilarak duzeltildi. Veri analizi, Life Technologies lon Reporter

(IR) yazihmi striim 5.6 kullanilarak gergeklestirildi.

6. BULGULAR

16S rRNA gen boélgesinin PCR amplifikasyonu, test edilen 102 numunenin 32'sinde
pozitif sonu¢ verdi (Sekil 1a). Bu 32 numunenin saflastirlmasindan sonra, 17
timpanosklerotik plak ve 11 kolesteatom iceren 28 numune, Sanger dizilimi igin mevcut DNA
kalitesi ve nicelige sahipti. Saflastirmadan sonra zayif PCR amplifikasyon bantlarina sahip

dort numune siralanamadi (Sekil 1b).
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Test edilen 46 numunenin yeni nesil sekanslanmasi 20 timepanosklerotik plaktan 18'inde
ve 26 kolesteatomun tamaminda pozitif sonuglar verdi. YNS ile test edilen 48 6rnegin
44'inde (%95.7) bakteri tespit etti. Olumlu drneklerin 41'inde (% 93.2) birden fazla bakteri
vardi. Kalan 3 dérnegin her biri farkli bakteriler icermekteydi. Turicella ofitidis, Alliococcus
otitidis ve Propionibacterium acnes. Timpanosiklerotik plaklarin ve kolesteatom érneklerinin
her birinde bulunan farkli bakterilerin sayisi 2 ila 12 arasinda deg@ismisti. Hem
timpanosiklerotik plaklarda hem de kolesteatom &rneklerinde, YNS baslica
Staphylococcaceae, Alcaligenaceae, Propionibacteriaceae, Comamonadaceae,
Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae,
Pasteurellaceae, Peptoniphilaceae, Prevotellaceae, Fusobacteriaceae, Bacteroidaceae ve
Moraxellaceae gibi bakterileri tespit etmigtir. Aile dizeyinde tanimlamaya ek olarak, tur
diizeyinde siniflandirma da vyapilmistir. Ornegin; T4 numunesinde A. otitis % 94,
Propionibacterium acnes (% 3) ve S. aureus (% 2) bulunurken; T38 Orneginde, Turicella
otitidis'i % 91, Corynebacteriaceae’ya % 9 oraninda saptanmigtir. Tespit edilen bakterilerin
yogunlugu % 1 ila % 100 arasinda degisim gostermekte idi. Orneklerin gogu, %29 ila %100
arasinda bir oranda baskin bir bakteri ¢esidi barindirmakta ve ayni zamanda bazi érneklerde
%10'dan daha az bakteri bulunabilmekteydi (Tablo 1 ve Tablo 2).

Timpanosklerotik plak 6érneklerinde tanimlanan en yaygin bakteriler saptanis sikhgina
gore; yedi ornekte Staphylococcaceae, 4’er érnekte Clostridiales Family Xl. Incertae Sedis,
Alloiococcus otitis, Staphylococcus auricularis, Turicella otitidis, 3 er érnekte unclassified
Bifidobacteriales, Propionibacterium acnes, Peptoniphilaceae, Corynebacteriaceae,
Alcaligenaceae, Enterobacteriaceae ikiser 6rnekte, Bacteroidaceae, Staphylococcus aureus,
Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae, birer Ornekte ise Propionibacteriaceae,
Comamonadaceae, Carnobacteriaceae, Pasteurellaceae, Microbacteriaceae,
Beutenbergiaceae, Brevibacteriaceae, = Micrococcaceae, Staphylococcus  cohnii,
Streptococcus thermophilus, Corynebacterium amycolatum, Streptococcaceae, Francisella
tularensis, Peptostreptococcaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus pettenkoferi, Staphylococcus saprophyticus, Actinomyces
europaeus, Finegoldia magna, Lactobacillaceae olarak bulundu (Tablo-1).

Kolesteatoma  Orneklerinde  saptanan  bakteri sikhdi  sdyledir; 17  6rnekte
Staphylococcaceae, 12 6rnekte Clostridiales, 11 érnekte Clostridiales Family Xl. Incertae
Sedis, 9 ornekte Peptoniphilaceae, 5'ser ornekte Pseudomonadaceae,
Porphyromonadaceae, Turicella otitidis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus aureus, and
Corynebacteriaceae, 4 0ornekte Moraxellaceae, 3’er Ornekte Fusobacteriaceae,
Actinomycetaceae, Ruminococcaceae, 2'ser  Ornekte Campylobacteraceae,

Peptococcaceae, Pasteurellaceae, Propionibacterium  acnes, Comamonadaceae,
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Bacteroidaceae, Erysipelotrichaceae, Enterobacteriaceae, and Staphylococcus epidermidis,
ve 1 Ornekte Porphyromonas somerae, Campylobacter ureolyticus, Prevotellaceae,
Leptotrichiaceae, Neisseriaceae, Streptococcaceae, Corynebacterium amycolatum,
Pseudomonaceae, Carnobacteriaceae, Corynebacterium tuberculostearicum,
Spirochaetaceae, Xanthomonadaceae, Actinomycetales, Corynebacterium, Veillonellaceae,
Peptococcus niger, Kallipyga massiliensis, Dermabacter hominis, Corynebacterium
accolens, Corynebacterium jeikeium, Actinobacteria, unclassified Bifidobacteriales,
Nostocaceae, Achromobacter, Alcaligenaceae, Staphylococcus sp., Dermabacteraceae dir
(Tablo-2).

Sanger dizilimi ve YNS sonugclarinin karsilasgtiriimasi, tanimlanmis bakteriler agisindan iyi
uyusma gdsterdi. Sanger sekanslama ile elde edilen herhangi bir numunenin bakteri tirleri
YNS tarafindan da tir veya aile seviyesinde bulundu. Diger taraftan, Sanger sekanslama ile
siralanamayan 9 timpanoskleroz ve 15 kolesteatoma 6rneginin farkli bakteriler barindirdigi
YNS ile tespit edildi (Tablo 1 ve Tablo 2).

7. TARTISMA/SONUC

Molekuler yaklagimlardaki son gelismeler, klinik Orneklerde mevcut olabilecek
mikroorganizmalarin ¢esitliligini ve karmagikligini ayrintil olarak incelememize olanak saglar.
Basit ve ucuz oldugu igin 6nce tim Ornekleri taramak adina Sanger diziligini kullandik. Ne
yazik ki bu yontem, test edilen érneklerin sadece %17.6'sinda sonug verdi. Daha sonra, 46

secilmis 6rnek icin YNS yontemi kullanmaya karar verdik. YNS ile sekanslama sonucu elde
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etme orani % 95.7 idi. Her iki ydontemin sekanlama sonucu verme oranlari Gzerinde 6nemli
farkliliklar olmasina ragmen, tanimlanan bakteriler Uzerinde bu ydntemler arasinda iyi
korelasyon mevcuttu. Sanger dizilemesi ile bulunan bakteriler YNS tarafindan tur veya aile
seviyesi olarak da teyit edildi. Bulgularimiz, YNS’nin en 6énemli avantajlarinin, test edilen
numunelerde bulunan bakterilerin ¢esitliligini ve karmasikhigini gésterme yetenegiydi. Sanger
dizilemesi, test edilen drneklerin her birinde sadece bir bakteri tespit etti; ancak YNS
sonuglari, bu numunelerin cogunun mikst bakteri igerdigini gosterdi. Bu veriler, YNS’deKi
ilerlemenin, kultur temelli yontemlerle ve Sanger sekanslama yontemleri ile daha Once
imkansiz olan birgok hipotezin test edilmesine olanak sagladigini géstermektedir (Claesson
vd 2010, Barb vd 2016).

16s rRNA ile ilgili orta kulak calismalarina 80’lerin sonu 90’larin baslarinda baglanmistir.
Aguirne ve Collis’in (1992a) yaptiklari galismada orta kulak sivisinda siklikla saptanan
bakterilerden farkli olarak 16s rRNA sekans analiz teknigi ile yeni bir bakteri tipi tanimlanmig
ve Alloiococcus otitis gen. nov., sp. nov., oldugu belirtiimistir. Ayni yil icinde ayni yazarlar
tarafindan Alloiococcus Otitis’in spesifik teshisi igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)-prob
testi gelistirildigi rapor edilmistir (Aguirre ve Collins 1992b). Yapilan bir baska calismada 25
orta kulak sivisi incelenmis ve kiltlr sonuclari ile 16s rRNA analiz sonuglari karsilastiriimis
ve multipleks PZR’nin bakteri tespit ylzdelerini konvansiyonel kultir metodlarina gére ¢ok
daha fazla arttirdigi tespit edilmistir (Hendolin vd 1997). Matar ve ark.’nin Libnan’li cocuklar
ustiinde yaptigi benzer calismada da orta kulak Orneklerinin 16s rRNA sekans analizi ile
degerlendirilmesinin kultir sonuglarina goére daha sensitif, daha hizli ve daha az kilfetli
oldugu rapor edilmistir (Matar vd 1998). Beswick ve ark.’nin ¢alismasinda effizyonlu kronik
otitis mediali 12 hasta calismaya dahil edilmis, effizyon 6rnekleri hem kiltir hem 16s rRNA
sekans analiz yontemi ile degerlendiriimis ve sonug¢ olarak 10 hastada kultirde Ureme
olmamasina ragmen PZR ile birgok mikroorganizmanin varli§i saptanmis, ayrica kultirde
higbir érnekte Gremeyen Alloiococcus ofitis'in 12 hastanin 6’sinda bulundugu PZR ydntemi ile
gOsterilmistir (Beswick vd 1999). Liv ve ark.’nin 2011 yaptiklari bir galismada kronik seréz
otitis mediali ¢cocuklar incelenmis ve orta kulaktaki sividan, adenoid ve tonsil dokularindan
alinan oOrneklerin 16s rRNA gen temelli pyrosekanslama analiz metodu ile aragtiriimasi
yapilmistir (Liu vd 2011). Bu ¢galismada 17 6zgun bakteri familyasi tespit edilmis olup adenoid
mikrobiatasinin orta kulak ve tonsil bakterileri ile drtlistidu tespit edilmistir. Chan ve ark.’nin
benzer bir calismasinda ise buna tezat olarak adenoid ve orta kulaktaki lokal mikrobiata
arasinda farkhliklar oldugu rapor edilmistir (Chan vd 2016). Sillanpaa ve ark.’nin akut otitis
mediall ve Minami ve ark., Kruger ve ark. ve Neeff ve ark.’nin kronik otitis mediall hastalarda

yaptiklari ¢calismalarda 16s rRNA teknigi kullaniimis ve birgok bakteri familyasinin érneklerde
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bulundugu gosterilmistir (Sillanpaa vd 2017, Minami vd 2017, Krueger vd 2017, Neeff vd
2016).

Kronik ve sertz otitis media'da ¢ogunlukla goérilen mikroorganizmalar Streptococcus
pneumonia, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Alloiococcus otitis’dir (Kalcioglu
vd 2002). Bu patojenlerden farkh olarak, kolesteatom olgularindaki bakterilerin
Mikobakteriler, gram (-) basiller ve anaerobik bakteriler olabilecegi ileri stiriimustir (Ozgirgin
2013). Kolesteatom ve kronik otitis media'daki bakteriyel kolonizasyon gesitli bilimsel
arastirmalarda arastirilmigtir. Brook, 28 kolesteatoma olgusunda gergeklestirdigi calismada
aerobik bakteriler olarak Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., Klepsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli, anaerobik bakteriler olarak gram (+) kok,
Bakteroides sp., Clostiridium sp. ve Bifidobacterium sp. rapor etmistir (Brook 1981). Atallah,
kolesteatomlu 88 hastadaki ¢alismasinda bakterilerin cogunlukla Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Proteus sp. oldugunu bildirmigtir (Attallah 2000). Ayrica 15
ornekte Aspergillus sp. ve Candida albicans gibi mantar cesitlerinin gorildigini rapor
etmistir. Chloe ve Faddis, ¢codu 6rnekte gram (+) ve gram (-) bakterileri rapor etmis ve
bunlarin kolesteatomun biyofilm matriksinde oldugunu kaydetmislerdir (Chole ve Faddis
2002). Ronchetti ve ark. Chylamidia pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Mycoplasma
pneumoniae'yi 32 kolesteatoma oOrnedininde arastirmis ve 16 Ornekte Chylamidia
pneumoniae, 4'Unde Haemophilus influenzae saptanirken, Mycoplasma pneumoniae
herhangi bir drnekte tespit edilememistir (Ronchetti vd 2003). Ricciardiello ve ark.
calismalarinda aerobik ve anaerobik bakteri ve mantarlarin numunelerde bulunabilecegini ve
fluorokinolonlarin ve 3. nesil sefalosporinlerin anaerobik aktiviteleri nedeniyle tedavide yararli
olabilecegini not etmislerdir (Ricciardiello vd 2009). Madana ve ark. Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Proteus sp. en sik tespit edilen bakteri tirl olarak
bildirmiglerdir (Madana vd 2011).

Timpanosklerozisin patofizyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte olusumunda travma
yanisira hicre disi lizozomal aktivite ve lokal immunolojik asiri duyarlilik gibi baska sebepler
one sirilmustir (Ozgirgin 2013, Mann vd 1980). Literatiirde enfeksiydz sebeplerin de bu
patolojiye sebep olabilecedi Ustiinde durulmus olsa da yeterli miktarda arastirma
yapilmamistir (Mann 1986, Liv d 2007, Iriz vd 2011, Din¢ vd 2016). Timpanosklerozun
arastirildigi bir hayvan modelinde parenteral D3 vitamini yani sira orta kulaga Streptococcus
pyogenes inokulasyonu verilmis ve ratlarda timpanosklerozun klasik bulgularinin olustugu
tespit edilmigtir (Mann 1986). Li ve ark.’nin ¢alismasinda 21 adet guinea pigi kullaniimis ve
hayvanlarin orta kulaklarina Staphylococcus aureus inokule edilmis ve 1, 3 ve 6. aylarda
hayvanlarin bir kisminda timpanoskleroz olustugu saptanmistir (Liv vd 2007). Son vyillarda

yapilan bir calismada 14 timpanoskleroz érneginde Helicobacter pylori birlikteligi istatistiksel
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olarak anlaml bir sekilde yiuksek bulunmustur (Iriz vd 2011). Bunun yani sira 2015 yilinda
rapor edilen bir calismada farkh bir sonug elde edilmis ve timpanosklerozu bulunan 30 hasta
Chlamydia pneumoniae ve 35 hasta Helicobacter pylori igin PCR yontemi kullanilarak
yapilan analizde biatin sonuglar negatif olarak rapor edilmis ve Chlamydia pneumoniae ve
Helicobacter pylori ile timpanoskleroz birlikteligi arasinda bir korelasyon olmadigi 6ne

surtlmastar (Ding vd 2016).

Bakterilerde 16S rRNA bdlgesinin Sanger dizilimi ve YNS ile yapilan ¢alismamizda, kronik
otitis media hastalarindan alinan kolesteatom ve timpanosklerotik plak érneklerinde birgok
farkh bakteri saptanmigtir. Timpanosiklerotik plak ve kolesteatom 6&rneklerinin ¢odunda
Staphylococcaceae, Clostridiales, Peptoniphilaceae, Corynebacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, A. oftitis, T. otitidis ve S. aureus bulunur. Daha
onceki calismalarla (2-4, 21, 23, 24, 27) uyumlu olarak, YNS ile bircok gram-negatif, gram-
pozitif, aerobik ve anaerobik bakteri tespit edilmistir. Ayrica Staphylococcus pettenkoferi, S.
auricularis, S. sciuri, Finegoldia magna ve Dermatobacter hominis gibi gibi simdiye kadar
bildiriimemis olan bazi yeni bakteri turleri tespit edilmistir. Her numunede bakteri sayisinin (2
ila 12 arasinda degisen) farkli olmasinin yani sira, ayni numunelerde ve numuneler arasinda
bakteri yogunlugu Uzerinde de buyuk farkhiliklar mevcuttu. Ornegin, A. otitidis'in miktari bir
timpanosklerotik plakta % 100 iken diger bir numunede % 26'ydi. Ote yandan, bir
timpanosklerotik plakta bulunan A. ofitidis, T. otitidis ve S. auricularis'in yodunlugu sirasiyla
%59, %26 ve %11 idi. Bu bakteri cesitliliginin ve yodunlugunun timpanoskleroz ve

kolesteatom olusumuna katkisi yeni arastirmalarla gosterilmelidir.

SONUG

Literatirde daha onceki c¢alismalar, spesifik faktorleri arastirarak kolesteatom ve
timpanosklerotik 6rneklerde bazi mikroorganizmalarin bulunabilecegini gostermigtir. Ancak,
bu calismalarin higbiri, 6rnekte mevcut olabilecek mikroorganizma DNA'sinin gosterilmesine

dayanan molekiler biyolojik arastirmalarla yuratdimemistir. Bu yizden; ¢alismamizda daha
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onceden tespit edilenlerin yani sira yeni bakterilerin saptanmasi da muidmkin olmustur.
Bdylece, kolesteatom ve timpanosikleroz etyopatogenezisine, tedavi protokollerinin

olusturulmasina ve literatire katkida bulunabilecek benzersiz bulgular elde edilmistir.
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Tablo 1: Altmis bes timpanoskleroz 6rneginde 16S rRNA Sanger sekans ve yeni jenerasyon sekans sonuglari.

Ornek DNA 16S -rRNA PCR | 16S -rRNA Sekans 16S -rRNA 16S -rRNA NGS ile elde edilen 16S-
Kod | Konsantrasyo | (Konvansiyonel analizi PCR (NGS) | PCR (NGS) rRNA Sekans Analizi
n (ng/ul) metod) (Konvansiyonel Mix-1 Mix-2 Sonuglari
metod)

T1 8,76 Negatif Negatif Negatif 35% Propionibacteriaceae
14% unclassified
Bifidobacteriales
15% Pseudomonadaceae
16% Comamonadaceae
7% Staphylococcaceae
4% Carnobacteriaceae
3% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis
2% Bacteroidaceae

T2 Cok yuksek Negatif Negatif Negatif

T3 16,3 Negatif Negatif Negatif

T4 1,09 Pozitif Alloicoccus ofitis Pozitif Pozitif 94% Alloiococcus ofitis
2% Staphylococcus
auricularis
3% Propionibacterium acnes

T5 5 Negatif Negatif Negatif

T6 5,11 Negatif Negatif Negatif

T7 43,3 Pozitif S.aureus Negatif Negatif

T8 6,01 Negatif Negatif Negatif

T9 Cok dusuk Negatif

T10 0,4 Negatif Negatif Negatif

T11 0,3 Negatif Negatif Negatif

T12 0,8 Negatif Negatif Negatif

T13 0,5 Negatif Negatif Negatif
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T14 Cok disuk Negatif

T15 0,7 Negatif Negatif Negatif

T16 1,93 Negatif Negatif Negatif

T17 4,3 Negatif

T18 47,7 Pozitif Karigik Sekans Negatif Negatif

T19 59 Negatif Negatif Negatif

T20 46,9 Pozitif S.auricularis Negatif Negatif

T21 Cok dustk Negatif

T22 0,28 Negatif Negatif Negatif

T23 Cok dusuk Negatif

T24 Cok diusuk Negatif

T25 Cok dusuk Negatif

T26 10,1 Negatif Negatif Negatif

T27 0,29 Negatif Negatif Negatif

T28 1,25 Negatif Negatif Negatif

T29 1,41 Negatif Negatif Negatif

T30 0,11 Negatif Negatif Negatif 100% Alloiococcus otitis

T31 Cok dusuk Negatif

T32 Cok dusuk Negatif

T33 Cok dusuk Negatif

T34 0,26 Negatif Negatif Negatif

T35 1,42 Negatif Negatif Pozitif 47% Pasteurellaceae
26% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis
6% Peptoniphilaceae
5% Staphylococcaceae
15% unclassified
Bifidobacteriales

T36 0,1 Negatif Negatif Pozitif 30% Microbacteriaceae

12% Corynebacteriaceae
12% Beutenbergiaceae
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9% Brevibacteriaceae
6% Micrococcaceae

2% unclassified
Bifidobacteriales

11% Alcaligenaceae

8% Enterobacteriaceae
5% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

1% Peptoniphilaceae

4% Staphylococcaceae

T37 Cok disuk Negatif

T38 1,2 Negatif Negatif Negatif 91% Turicella otitidis
9% Corynebacteriaceae

T39 Cok disuk Negatif

T40 1,72 Negatif Negatif Negatif Negatif

T41 0,1 Pozitif Karisik Sekans Negatif Negatif

T42 Cok dusuk Pozitif Bacillus sp.

T43 0,1 Negatif Negatif Negatif Negatif

T44 0,1 Pozitif Karisik Sekans Pozitif Pozitif 82% Staphylococcaceae
14% Staphylococcus aureus
3% Staphylococcus cohnii

T45 1,07 Negatif Negatif Negatif 57% Turicella otitidis
26% Alloiococcus otitis
4% Streptococcus
thermophilus
8% Staphylococcus
auricularis
5% Staphylococcaceae

T46 Cok disuk Negatif

T47 Cok dusuk Pozitif E.coli

T48 Cok diusuk Negatif

T49 0,54 Negatif Negatif Negatif
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T50 0,15 Negatif Negatif Negatif 80% Turicella ofitidis
8% Corynebacterium
amycolatum
6% Streptococcaceae
3% Enterobacteriaceae
2% Francisella tularensis
T51 Cok ylksek Zayif pozitif Karisik Sekans Negatif Negatif
T52 0,85 Pozitif Staphylococcus Pozitif Pozitif 81% Staphylococcaceae
aureus 18% Staphylococcus aureus
T53 0,067 Pozitif Staphylococcus Negatif Negatif
aureus
T54 Cok ylksek Zayf Pozitif Karisik Sekans Negatif Negatif 29% Bacteroidaceae
19% Corynebacteriaceae
2% Peptoniphilaceae
1% Peptostreptococcaceae
17% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis 1%
Porphyromonadaceae
21% Prevotellaceae
T55 0,64 Negatif Negatif Negatif 100% Propionibacterium
acnes
T56 0,51 Negatif Negatif Negatif
T57 18,3 ZayIf pozitif Sekanslanamadi Negatif Negatif
(cok zayif pozitif)
T58 0,25 ZayIf pozitif Sekanslanamadi Pozitif Pozitif 92% Pseudomonadaceae
(cok zayif pozitif) 8% Pseudomonas
aeruginosa
T59 0,19 Negatif Negatif Negatif
T60 Cok ylksek Pozitif Stenotrophomonas Negatif Negatif 96% Alcaligenaceae
maltophilia 4% Xanthomonadaceae
T61 0,54 ZayIf pozitif Staphylococcus Negatif Negatif 59% Alloiococcus ofitis
aureus 26% Turicella otitidis

11% Staphylococcus
auricularis
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T62

0,17

ZayIf pozitif

S.caprae

Negatif

Negatif

41% Staphylococcus
auricularis

41% Staphylococcaceae
17% Staphylococcus
pettenkoferi

1% Staphylococcus
saprophyticus

T63

5,82

Pozitif

Alcaligenes sp.

Pozitif

Pozitif

97% Alcaligenaceae
2% Xanthomonadaceae

T64

Cok dustk

Negatif

T65

20,3

Pozitif

E.coli

Pozitif

Pozitif

26% Actinomyces europaeus
14% Finegoldia magna

52% Enterobacteriaceae

2% Lactobacillaceae

Tablo 2. Otuz yedi Kolesteatoma 6érneginde 16S rRNA Sanger sekans ve yeni jenerasyon sekans sonuglari.
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Ornek
Kod

DNA
Konsantrasyon
(ng/ulL)

16S -rRNA PCR
(Konvansiyonel
metod)

16S -rRNA Sekans
analizi
(Konvansiyonel
metod)

16S -rRNA
PCR (NGS)
Mix-1

16S -rRNA
PCR (NGS)
Mix-2

NGS ile elde edilen 16S-
rRNA Sekans Analizi
Sonuglari
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K1

7,64

Pozitif

Karisik Sekans

Pozitif

Pozitif

24% Porphyromonas somerae
11% Porphyromonadaceae
5% Campylobacter ureolyticus
3% Pseudomonadaceae

5% Actinomycetaceae

5% Campylobacteraceae

3% Pseudomonadaceae

29% Peptoniphilaceae

10% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

7% Ruminococcaceae

3% Peptococcaceae

3% Clostridiales

K2

4,3

Negatif

Negatif

Negatif

K3

9,1

Negatif

Negatif

Negatif

K4

13,8

Pozitif

Karisik Sekans

Pozitif

Negatif

50% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis
49% Peptoniphilaceae

K5

22,4

Pozitif

Karisik Sekans

Pozitif

Negatif

30% Fusobacteriaceae
46% Prevotellaceae

3% Leptotrichiaceae

9% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

2% Peptoniphilaceae
3% Staphylococcaceae
3% Pasteurellaceae

2% Neisseriaceae

K6

18,1

Negatif

Negatif

Negatif

100% Turicella otitidis

K7

1,05

Negatif

Negatif

Negatif

K8

2,93

Pozitif

Staphylococcus
sciuri

Pozitif

Pozitif

89% Staphylococcus sciuri
2% Staphylococcaceae
4% Streptococcaceae

3% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis
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K9

43,6

Negatif

Negatif

Negatif

52% Corynebacterium
amycolatum

29% Propionibacterium acnes
13% Comamonadaceae

3% Pseudomonaceae

4% Staphylococcaceae

K10

11,9

Negatif

Negatif

Negatif

40% Propionibacterium acnes
23% Pseudomonadaceae

2% Moraxellaceae

5% Comamonadaceae

16% Staphylococcaceae

6% Carnobacteriaceae

6% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

2% Porphyromonadaceae

K11

5,14

Pozitif

S.caprae

Pozitif

Negatif

75% Staphylococcaceae
11% Corynebacterium
tuberculostearicum

9% Corynebacteriaceae

K12

3,56

Negatif

Pozitif

Pozitif

46% Bacteroidaceae

37% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

10% Peptoniphilaceae

5% Pseudomonadaceae
2% Staphylococcaceae

K13

Cok distk

Negatif

K14

1,36

Pozitif

Karisik Sekans

Pozitif

Pozitif

93% Staphylococcaceae
6% Staphylococcus aureus

K15

0,06

Negatif

Negatif

Negatif

44% Moraxellaceae

36% Fusobacteriaceae

5% Spirochaetaceae

4% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

3% Erysipelotrichaceae
3% Xanthomonadaceae
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2% Erysipelotrichaceae
1% Actinomycetales
1% Enterobacteriaceae

K16

3,42

Negatif

Negatif

Negatif

55% Staphylococcaceae
38% Corynebacterium
5% Turicella otitidis

K17

0,24

Negatif

Negatif

Negatif

59% Staphylococcaceae
41% Staphylococcus sciuri

K18

3,34

Negatif

Negatif

Negatif

68% Moraxellaceae

17% Staphylococcaceae
4% Pasteurellaceae

2% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

2% Veillonellaceae

2% Actinomycetaceae
1% Porphyromonadaceae
1% Peptoniphilaceae

K19

3,34

Negatif

Negatif

Negatif

72% Staphylococcaceae
3% Staphylococcus aureus
2% Staphylococcus sciuri
9% Peptococcaceae

%5 Peptococcus niger
%4 Kallipyga massiliensis
%3 Ruminococcaceae

1% Peptoniphilaceae

K20

0,06

ZayIf pozitif

Sekanslanamadi (cok
zayIf pozitif)

Pozitif

Negatif

91% Staphylococcaceae
7% Staphylococcus aureus

K21

0,16

Pozitif

Karisik Sekans

Pozitif

Pozitif

94% Staphylococcaceae
6% Staphylococcus aureus

K22

2,56

Negatif

Negatif

Negatif
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K23

0,6

Zayif pozitif

Staphylococcus
aureus

Pozitif

Pozitif

51% Dermabacter hominis
27% Turicella ofitidis
20% Corynebacteriaceae

K24

12,1

Negatif

Negatif

Negatif

K25

0,06

Negatif

Negatif

Negatif

K26

Cok distk

Zayif pozitif

Parvimonas sp.

K27

0,14

Negatif

K28

0,25

Negatif

Pozitif

Pozitif

81% Turicella otitidis
11% Corynebacterium
accolens

7% Corynebacteriaceae

K29

0,35

Pozitif

Staphylococcus
epidermidis

Pozitif

Pozitif

86% Staphylococcaceae
13% Staphylococcus
epidermidis

K30

0,66

Negatif

Pozitif

Pozitif

80% Staphylococcaceae
11% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

5% Peptoniphilaceae

3% Porphyromonadaceae

K31

Cok disuk

Negatif

K32

2,6

Negatif

Pozitif

Negatif

41% Corynebacterium
Jeikeium
58% Corynebacteriaceae

K33

0,7

Negatif

Negatif

Negatif

91% Staphylococcaceae
4% Staphylococcus aureus
3% Staphylococcus
epidermidis

1% Actinobacteria

K34

0,49

Negatif

Negatif

Negatif

35% unclassified
Bifidobacteriales

35% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

2% Actinomycetaceae

9% Campylobacteraceae
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6% Porphyromonadaceae
1% Nostocaceae

8% Peptoniphilaceae

1% Ruminococcaceae

4% Staphylococcaceae

K35

0,02

Pozitif

Achromobacter
xylosoxidans

Pozitif

Pozitif

51% Achromobacter
43% Alcaligenaceae
5% Enterobacteriaceae

K36

0,22

Zayif pozitif

Sekanslanamadi (¢ok
zay!If pozitif)

Pozitif

Negatif

45% Staphylococcus sciuri
26% Staphylococcus sp.
5% Clostridiales Family XI.
Incertae Sedis

5% Peptoniphilaceae

18% Corynebacteriaceae
2% Dermabacteraceae
3% Turicella ofitidis

6% Pseudomonadaceae
4% Moraxellaceae

7% Bacteroidaceae

K37

Cok duguk

Negatif
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Sekil 1 : 16S rRNA PCR {rinlerine érnekler (a) ve arindirma sonrasi amplifikasyon bantlari (b).
Molekiler agirlik markort 1000 bp. Sekil 1a'da 1'den 29'a kadar olan gizgiler, pozitif (2, 5, 8, 12, 14,
17, 20, 26 ve 27 gibi) ve negatif (1, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 16, 18, 19, 21-25, 28 ve 29) numuneleri
gostermektedir. Sekil 1b'deki 1'den 23'e kadar olan gizgiler, yliksek (6rnek no: 1 ila 4, 6, 7, 11, 14-17,
19, 22 ve 23 numuneleri), orta (5 ve 8) ve dusuk, 12, 13, 18, 20, 21) DNA konsantrasyonlarini

gOstermektedir.
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