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STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE: KLASIK VE MOLEKULER TANIDA
KARSILASILAN SORUNLAR

Rahmiye BERKITEN

Istanbul T1p Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL

OZET

Streptococcus pneumoniae viridans grubu (Smit grubu, mitis grubu) streptokoklardandir; dolayisiyla grubun ortak
ozelliklerini tagsir. Toplumda kazanilan pnomoni yaminda cesitli infeksiyonlara da yol acabilen kapsiilsiiz sekilleri  iist
solunum sisteminde viridans grubu bakterilerle beraber bulunur. Bu nedenle S.pneumoniae’nin atipik viridans grubu
streptokoklardan (S.mitis, S.orilis, S.pseudopneumoniae) ve streptokok benzeri bakterilerden (Streptococcus-Like Bacteria)
ayird edilmesi gerekir. S.pseudopneumoniae son yillarda tarif edilen, fenotipik ve genotipik ozellikleri S.pneumoniae ve
viridans grubu streptokoklardan farkli (kapsiilsiiz, optokine % 5 CO2’li ortamda direngli veya orta duyarli, normal
atmosferde duyarli, safrada erimeyen, AccuProbe DNA prob hibridizasyon testi pozitif) bir  tiirdiir. Pnomokokta tani,
klasik [optokine duyarlilik, safrada erime, serolojik yontem (kapsiil sisme deneyi, lateks aglutinasyonu)] ve molekiiler
yontemlerle yapilir. Normalde steril viicut bolgelerinden izole edilen suglarda  klasik tani genellikle yeterlidir. Ancak
bakteri balgam gibi alt solunum sistemi Orneklerinden izole edildiginde sus optokine duyarli olan, safrada eriyen viridans
grubu atipik bir streptokok olabilecegi gibi optokine direngli, safrada erimeyen atipik bir pnomokok da olabilir. Viridans
grubu bir streptokokun pnomokok ozelligi gostermesi, o Ozelligi sifreleyen genlerin kazanilmasi sonucu ortaya ¢ikar.
Dolayisiyla pnomokok tamisim saglayan bazi genlerin siipheli bakteride gosterilmesi o bakterinin her zaman pnomokok
oldugunu gostermez. Bu durum molekiiler gostergelerin de bazi suslarda dogru sonug vermedigini ortaya koymaktadir.
Atipik pnomokoklar tamda hedef alinan etki bélgesinin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Dolayisiyla atipik viridans grubu
bir streptokokla, atipik pnomokoklar her zaman dogru olarak tammlanamazlar. Yanlg bakteriyolojik tani, yanls klinik
tantya neden olacagindan, tedavi bagarisim etkileyen onemli bir faktordiir. Bu tip hatalar: dnlemek icin klasik yontemlerin
yaninda hizli ve kesin sonug verebilecek cesitli molekiiler yontemler gelistirilmeye ¢alisilmis, ancak heniiz altin standart

bir yontem bulunamamugtir.

Anabhtar sozciikler: atipik S.pneumoniae, atipik viridans streptokok, klasik ve molekiiler tant

SUMMARY
Streptococcus pneumoniae: Some Problems in the Conventional and Molecular Diagnosis

Streptococcus pneumoniae is a member of viridans group (the Smit group, streptococci of mitis group) streptoccoci
and has the common characteristics of this group. The uncapsulated isolates may cause community acquired pneumoniae
and many other infections, and exist together with the atypical viridans group streptococci in upper respiratory tract.
Because of this, S.pneumoniae must be distinguished from atypical viridans group streptococci (S.mitis, S.oralis,
S.pseudopneumoniae) and from Streptococcus-Like Bacteria. S.pseudopneumoniae which was described recently is a
different species from S.pneumoniae and viridans group streptococci in terms of phenotypic and genotypic characteristics
(unencapsulated, optochin resistant or intermediate in 5 % CO2 atmosphere but susceptible in normal atmosphere, insoluble

in bile, AccuProbe DNA probe hybridization positive). The diagnosis of S.pneumoniae can be performed by classical
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[optochin susceptibility, bile solubility, serological methods (Quellung reaction, latex aglutination)] and molecular methods.

For the identification of strains isolated from sterile regions of the body, the classical methods are generally sufficent. But

the isolates from lower respiratory tract specimens may be optochin susceptible and bile soluble atypical viridans group

strains or optochin resistant, bile insoluble atypical pneumococci. Viridans group streptococci may have the pneumococcal

characteristics due to the acquisition of related genes. Thus, the existence of pneumococcus genes does not necessarily

show that the strain is a pneumococcus. Because of this, the molecular methods are not always valid. Atypical pneumococci

are appeared by the mutations in the targeted regions in the diagnosis. Because of atypical viridans group streptococci and

atypical pneumococci, identification may be incorrect and incorrect identification can cause false clinical diagnosis effecting

the treatment. To prevent the incorrect identification, besides classical methods, there are many studies to improve the

molecular methods which give more accurate and reliable results but there is not still any gold standard method.

Keywords: atypical S.pneumoniae, atypical viridans streptococcus, conventional and molecular diagnosis

GIRIS

S.pneumoniae toplumda kazanmlan pndomoninin baglica
nedenidir. Ayrica menenjit, septisemi ve orta kulak infeksiyonlari
gibi cesitli infeksiyonlara da yol acar. Beyin-omurilik s1visi,
kan gibi normalde steril olan 6rneklerden izole edildiginde
klasik tan1 yontemleri (safrada erime, optokine duyarlilik,
serolojik yontem) genellikle yeterlidir. Ancak normal flora
bakterilerinin bulundugu bolgelerden, Grnegin iist solunum
sistemine temas eden balgam gibi 6rneklerden izole edildiginde,
florada bulunan ve baz1 6zellikleri ile pnomokoklara benzeyen
S.mitis, S.oralis gibi atipik viridans streptokoklar (VS), S.
pseudopneumoniae veya ‘Gemella’ gibi streptokok benzeri
bakteriler (Streptococcus-Like Bacteria) ile karistirilabilir
(20.23.24.33)  Baz1 fenotipik ozelliklerini kaybetmis, safrada
erimeyen veya optokine direngli atipik pndomokoklar da
yanlig degerlendirilerek VS tanisi alabilir. Bu durumda
molekiiler tan1 tekniklerinden faydalanilir. Pek ¢ok laboratuvar
kolay ve ucuz oldugundan genellikle tek bir 6zellik saptayarak
tan1 koyar. Ancak saptanan ozellik nadir de olsa hatali taniya
yol acabilir. Gliniimiizde ilerleyen teknolojiye paralel olarak
pnomokok virulans genlerini belirleyen cesitli molekiiler
teknikler de gelistirilmistir; fakat Staphylococcus aureus’da
koagiilaz veya proteain A varligi, Streptococcus pyogenes’de
basitrasine duyarlilik gibi kesin sonu¢ verecek bir yontem
hentiz bulunamamigtir. Taninin tahmin edilenden ¢ok
karmasik olmasi bu konudaki aragtirmalarin devam etmesine
neden olmaktadir(5,15.23,24.33),

Uluslararasi onlarca aragtirmaya konu olan pnomokok
on tamil1 gtipheli suglar iilkemizde heniiz giindem bulamamugtir.
Bu nedenle bu makalede konu ileilgili uluslararasi yaymlar
incelenerek, klasik ve molekiiler yontemlerden elde edilen
sonuglar ve yorumlari belirtilmeye caligilacaktir.

Pnomokoklarin smiflandirilmadaki yeri: S.pneumoniae
zengin besiyerinde % 5-10 CO2’li ortamda iireyen, optokine
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duyarli, safrada eriyen, oksidaz-katalaz negatif, kapsiillii,
Gram pozitif diplokoklardir. Suglarin % 8’i aerop ortamda
iremez. 16S rRNA genleri temel alinarak yapilan ¢aligmaya
gore alfa-hemolitik streptokoklar (Viridans grubu streptokoklar)
6 ana gruba ayrilmistir(!9). Bu gruplardan biri mitis grubudur
(Smit grubu veya mitis grubu streptokoklar) ve iginde yer
alan S.pneumoniae, S.mitis, S.oralis ve S.sanguinis DNA-
DNA homolojileri % 40-60 oraninda benzerlik gosterdiginden
her zaman birbirlerinden dogru olarak ayird edilemezler(!5),
Pnomokoklarin en fazla karistirldldigr tiirler S.mitis, S.oralis
ve S.pseudopneumoniae’dir®. S.crista (S.cristatus), S.peroris,
S.infantis, S.australis ve S. oligofermentans ayn1 grupta yer
alan insan patojeni olabilen diger tiirlerdir),
S.pseudopneumoniae ilk defa 2004 yilinda Arbique ve
ark.?® tarafindan S.pneumoniae ve VS’lardan tamamen farkli
bir tiir olarak bildirilmistir. Kapsiilsiiz, optokine % 5 CO2’li
ortamda direncli veya orta duyarli, normal atmosferde
duyarli, safrada erimeyen, DNA prob hibridizasyon testi
pozitif bir tiirdiir. Klinik 6nemi heniiz bilinmemekle beraber
Keith ve ark.(I9 alt solunum yolu sikayetleri bulunan [%
79’u kronik obstriiktif akciger hastas1 (KOAH)] ve piiriilan
balgam ¢ikaran hastalardan izole edilen 35 S.pseudopneumoniae nin
timiiniin penisiline duyarli, % 60’1nin eritromisine,
% 7T7’sinin tetrasikline direncli oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica S.pneumoniae ve S.pseudopneumoniae saptanan
hastalar karsilastirildiklarinda S.pseudopneumoniae izole
edilen hastalarin ¢ogunun KOAH’l1 oldugu, patojen
insidensinin aragtirildigi bir baska calismada S.pneumoniae
6n taml 120 sugtan yalnmiz birinin DNA-DNA hibridizasyon
sonucu S.pseudopneumoniae oldugu belirlenmisgtir(12),

Tiir diizeyinde tami: Gerek klasik, gerekse DNA’ya dayali
cesitli molekiiler yontemler gelistirilmis olmasina ragmen

heniiz kesin sonug veren bir yontem bulunamamigtir.

Klasik tam: Dort fenotipik 6zellik aramir: bunlar kanli jelozda
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koloni morfolojisi, optokine duyarlilik (% 5 CO2’li ortamda),
safrada erime ve tipe Ozel antiserumlarla yapilan serolojik
reaksiyonlardir (kapsiil sisme deneyi, lateks aglutinasyonu).
Tant amaciyla hazirlanmis ticari kitler de (API 20 strep, API
Rapid ID32 strep) bulunmaktadir, ancak

cogu

laboratuvarlarin
bunlardan yalniz birini uygular.

Koloni morfolojisi: Kanli agarda alfa-hemoliz yapan
kolonileri 2 sekilde goriiliir; biri tizerleri diiz ve muntazam,
digeri kenarlar1 kalkik, ortas1 ¢cokiik, pnomokoklara 6zgiil
kabul edilen tavla pulu goriiniimiindeki kolonilerdir. Ortasi
¢okiik koloniler bakterinin otolitik enzimleri nedeniyle hiicre
yapilariin erimesi sonucu meydana gelir. Kapsiillii olanlar
mukoit tipte koloni yaparlar.

Optokine duyarlilik: Bir kinin analogu olan optokine
(ethylhydrocupreine hydrochloride) duyarlibk S.pneumoniae’-
nin VS’lardan ayiriminda en ¢ok aranan ozelliktir. Ancak
nadir de olsa direngli suslara rastlanmaktadir. Diren¢ olugumu,
yogun antibiyotik kullanimina veya optokine etki mekanizma-
sinda meydana gelen mutasyona baglanmaktadir. Ozellikle
invaziv infeksiyonlardan izole edilen optokine direncli suslara
VS tanis1 konmadan evvel safrada erime ve DNA prob
hibridizasyon deneyi yapilmalidir. Optokine duyarlilik zon
capt, kullanilan besiyeri, kan (eritrosit ¢esidi), kiiltiir atmosferi
(CO2 yiizdesi ve normal ortam) ve inkiibasyon siiresine (18-
24 saat) gore fark gosterir; bu nedenle Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI/NCCLS) kurallarina uymak gerekir
(6), Optokin duyarlilig1 ticari hazirlanmug iki farkh captaki
(6 mm ve 10 mm) disk (5 ug) ile arastirilir. Inhibisyon zon
capmmin 6 mm’lik diskle >14 mm, 10 mm’lik diskle
>16 mm olmasi duyarhiligi gosterir(®-14). Cap genisligi
normal atmosferde ve % 5 CO2’li ortamlarda farkl olabilir.
CO2’li ortamda iireyen bazilar1 yogun iireme nedeniyle
optokine direngli veya orta duyarli bulunabilir. Orta duyarli
olan siipheli suglar serolojik veya PCR yontemi ile tekrar
incelenmelidir.

Gardam ve Miller(!0) kolumbia, triptik soy agar (TSA)
ve Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerlerinde inceledikleri
72 S.pneumoniae ve 22 S.viridans susunun koyun kanli TSA
besiyerinde % 5 CO2’li ortamda, CLSI onerilerine de uygun
olarak daha giivenilir zon verdigini bildirmislerdir.

Pikis ve ark.(?%) 1992-1998 yillar1 arasinda cocuk
hastalardan izole edilen optokine direncli 4 S.pneumoniae
susundan 3’iliniin, optokine duyarli ve direngli olmak iizere
2 farkli popiilasyondan meydana geldigini, ancak her alt
popiilasyondaki bakterinin serotipinin, antibiyogram
sonuglariin ve RFP (restriction fragment profiles)’lerinin
aynt oldugunu; homojen direngli olan 4. susun optokin MiK
degerinin duyarl olandan 4-30 kat fazla, serotip ve RFP’nin
farkli oldugunu, ortak klonal 6zellik gostermedigini
bildirmiglerdir.

Safrada erime: Safra tuzu (sodium deoxycholate, sodium

182

taurocholate) bakterinin erimesine neden olan, indirekt etkili
bir maddedir; otolitik enzim sentezini aktive ederek etkisini
gosterir. Optokine duyarlilik deneyinden daha 6zgiil oldugu
kabul edilir. Test aktif tireme fazindaki,18-24 saatlik kati veya
daha 6zgiil olan s1v1 kiiltiirler ile tiipte yapilir. Kat1 besiyeri
icin % 2’lik, tiip testi i¢in % 10’luk sodyum deoksikolat
hazirlanir. Siva kiiltiirle yapilan deneyde bakteri tercihen
uygun buyyon besiyerinde siispanse edilerek (0.5-1 McFarland)
biri kontrol olan 2 tiipe 0.5 ml konur; birinin iizerine safra
cozeltisi, digerine fizyolojik tuzlu su aym miktarda ilave
edilerek 35°C’de 2 saat bekletilir. Tiip deneyinde bakteri
stispansiyonunun pH’st 7’e ayarlanmalidir, ¢iinkii safra tuzu
6.5 ve daha diisiik pH’da presipite olarak etkisiz kalir. Suglarm
% 86’s1 tamamen erir(3%); kismen erime gosterenler kapsiil

sisme deneyi veya molekiiler yoOntemlerle  tekrar
incelenmelidir. Tiipte yapilan safrada erime deneyinin kolay,
ucuz ve ozglilliikk oraninin yiiksek olmasi nedeniyle PCR
deneylerinden once yapilmasi Onerilmektedir. Sonuglar
degerlendirilirken safrada erimeyen atipik pnomokoklarin
varlig1 unutulmamalidir (18,28,33,35,36),

Kellogg ve ark.(20) cesitli tam1 testlerinin duyarhiligin
ve Ozgiilliigiinii arastirdiklar: calismalarinda 99 S. pneumoniae
susundan elde edilen sonuglar: bildirmislerdir (Tablo 1).
Ayrica bu ¢alismada kandan elde edilen problem bir susun
GPI kart teknigi ile Gemella cinsi (spesifikligi % 94), referans
laboratuvarinda Granulicatella adiacens olarak tani aldigi
bildirilmigtir.

Tablo 1: 99 S.pneumoniae susunda cesitli tam yontemlerinin duyarliligy ve 6zgiilliigii
(%)%

Testler Duyarlilik Ozgiilliik
Koloni morfolojisi 94 71
Optokine duyarlilik 99 98
Safrada erime

Kat kiiltiir 99 98

Sivi kiiltiir 100 99
Directigen 100 85
Phadebact 100 98
GPI Kart 90 96

GPI: Gram pozitif identifikasyon.

Serotip tayini: Klasik tan1 yontemlerinden biridir;
optokine duyarlilik ve safrada erime deneylerinden siipheli
sonu¢ alindiginda ileri dogrulama deneyi olarak da kullanilir.

Pnomokoklar kapsiil antijenlerini belirleyen serolojik
yontemle (kapsiil sisme reaksiyonu) 90 serotipe ayrilmusgtir.
Kapsiil sisme deneyi daha giivenilir bir yontemdir ve lateks
aglutinasyonu ile siipheli sonu¢ alindiginda uygulanmalidir.
Kapsiil serotip genlerinin transformasyon yolu ile suslar
arasinda transfer olmasi ¢apraz reaksiyonlarin ortaya cikmasina
neden olur. Ayrica pndmokok dig1 alfa-hemolitik streptokoklarla,
non-hemolitik streptokok tiirlerinin bir cogunda pnomokok-



lardakine benzer kapsiil antijenlerinin bulundugu bildirilmistir
(18), Susun kapsiiliinii kaybetmesi veya heniiz bilinmeyen
bir serotip antijenine sahip olmasi da suglarin % 20’sinin
tiplendirilmesine engel olmaktadir. Dolayisiyla bu yontemin
de her zaman yeterli 6zgiilliige sahip olmadig1 kabul
edilmektedir.

Klasik ve molekiiler yontem uygulanan bazi alfa-
hemolitik streptokoklarda saptanan ortak pnomokok ¢zellikleri
tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Bazi alfa-hemolitik streptokoklarda saptanan pnémokok ozellikleri.

Sus/Kaynak Serotip Optokine Safrada  PCR
duyarlilik  erime ply IytA

Mitis grubu®
COL16 NT Du -
COL20 NT ODu -
S.pseudopneumoniae®®

11923/1992 NT Du -

1230/1996 19 Du -

1383/1997 19 Du -

1629/1997 19 Du -

578(22) NT Du -
S.oralis®D Di + + -
S.mitis®? Di + -+
S. pneumoniae®V Du + + 4+

NT:tiplendirilemeyen; Du:duyarl; ODu: orta duyarl

Molekiiler tani: Bakterinin siipheli klinik 6rneklerde
gosterilmesinde veya saf kiiltiiriin tamsinda 6zellikle virulans
faktorlerini belirleyen genlerin saptanmasi tant koydurucudur.
Rintamaki ve ark.(39) pnémolizin gen yapisin belirlemek
amactyla 6zel gelistirilmis PCR yontemi ile klinik 6rneklerde
oldukca giivenilir sonuglar elde etmiglerdir. Yine pnomokok
geni kazanan VS’larla, tan1 hedef bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar sonucu 6zellik degistiren atipik pndmokoklarin
tanisinda da kullanilir. Fakat bu yontemler alt yapr yetersizligi
ve maliyet yiiksekligi nedeniyle bir ¢ok laboratuvarda her
zaman uygulanamaz.

Baslicalar1 DNA-DNA hibridizasyonu, DNA prob
hibridizasyonu, 16S rRNA sekanslama ve PCR teknolojisine
dayali yontemlerdir. MLST (multilocus sequence typing )(1D
ve LAMP (loop-mediated isothermal amplification)D
hata oranini azaltmak amaciyla son yillarda gelistirilen diger
yontemlerdir. PCR en ¢ok uygulanandir ve bakterinin otolizin
(autolysin, /ytA), pnomolizin (pneumolysin, ply), pndmokok
tutunma faktorii (pneumococcal adhesin A), pnomokok yiizey
proteini (pneumococcal surface protein A, PspA); manganeze
bagl superoksid dismutaz (manganese-dependent superoxide
dismutase, sodA) gibi virulans genlerini saptamaktadir. MLST
ile aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt, ddl gibi gen belirleme
calismalar1 yapilmaktadir(!), Ancak aranan ve belirlenen
ozelliklerin tiimii S.pneumoniae i¢in 6zgiin degildir ve bazilari
alfa-hemolitik streptokoklarda da bulunur. Ayrica
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S.pneumoniae’ ye spesifik olmasi gereken bazi genler cok
nadir de olsa S.mitis ve S.oralis’de gosterilmigtir®>). Yine
alfa-hemoliz yapan bir streptokok susunda ply ve IytA virulans
faktorlerinin gosterilmesi o bakterinin pndmokok oldugunu
her zaman gostermez(13). Seki ve ark.GD gelistirdikleri, /ytA
genlerini hedef alan ve yeni bir niikleik asit amplifikasyonu
olan LAMP yonteminin, klasik PCR’dan daha 6zgiin oldugunu
bildirmiglerdir.

DNA-DNA homoloji sonuglarinin tani degeri oldukga
yiiksektir. Ancak pnomokoklarla Smit grubu arasinda % 40-
60 oraninda benzerlik bulundugundan tani hatali olabilir.
S.pneumoniae’nin en fazla karigtirildig tiirler 16S rRNA
niikleotid sirast S.pneumoniae ile % 99’un iizerinde ayni olan
S.mitis ve S.oralis’dir ve bu nedenle kullanimi yine smirhdir
(7.36), Virulans genlerinin gosterilmesi de tani igin yeterli
degildir. Kaijalainen ve ark.(15 klasik tani &zelliklerine sahip
olmayan siipheli suslarin idantifikasyonu i¢in p/y PCR ve
gelistirdikleri ticari RNA hibridizasyon testlerinin kesin sonug
vermedigini bildirmiglerdir. Housekeeping genlerin (6rnegin
xpt, recP, hexB, ddl) gosterilmesi S.pneumoniae’nin
ayiriminda timit verici oldugu bildirilmis, ancak altin standart
bir yontem olmadig1 goriilmiistiir(23:35), Ornegin ddl gibi
pnomokok icin spesifik oldugu kabul edilen bir gen S.sanguinis
ve S.gordonii’de de bulunmugtur(1?),

Neeleman ve ark.(27) pnomokok 6n tanisi konmus
(siipheli), makrolit direngli 141 susu, 16S rRNA sekans,
AFLP (amplifiyed-fragment length polymorphism), ply ve
IytA yoniinden incelediklerinde, 91’inin (% 65) S.pneumoniae,
32’sinin S.mitis, 18’inin streptokok cinsi bakteri oldugunu
saptamiglardir (Tablo 3). Sonucta /yfA saptanan suglarin
tiimiiniin pndmokok, saptanamayanlarin ise pnomokok dis1
bakteri oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3: Pnimokok on tamsi konan 141 susun ileri inceleme sonuglari?).

16S rRNA sekanslamast ply PCR IytA PCR
ve AFLP uygulamast +) O] +) )
S.pneumoniae 9 10 91 0
S.mitis 3 11 0 32
Streptococcus 10 8 0 18
Toplam 13 29 91 50

AFLP: Amplified-fragment length polymorphism; ply:pnéomolizin; lytA:otolizin

Aragtirmalarda ilk bakteri gruplamalari koloni sekline®,
kapsiil varligina (tiplendirilebilme)*!D veya atipik 6zellik(13)
gostermesine gore yapilmaktadir.

Chandler ve ark.9) 209 S.pneumoniae susunun tanisinda
uyguladiklar1 4 yontemi (safrada erime, optokine duyarlilik,
lateks aglutinasyonu, DNA prob hibridizasyonu) karsilagtirmak
amaci ile yaptiklari bir ¢caligmada, bakterileri 6nce koloni
morfolojilerine gore ikiye ayirmislar ve 151 susu Grup I
(kenarlar1 kalkik, ortasi ¢okiik), 58 sugu Grup II (alfa-hemolitik)
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olarak belirlemiglerdir. DNA prob hibridizasyonu deneyinde
Grup I’den 141, Grup II’den 10 sus S.pneumoniae olarak
tanimlanmis; Grup I’de optokin duyarlilif1 ve lateks deneyi
% 100 duyarlilik ve spesifiklik gostermis; safrada erime deneyi
bir sug diginda tiimiinde pozitif; Grup II’de optokine duyarlilik
ve spesifiklik % 100; lateks deneyinde duyarlilik % 80,
spesifiklik % 94; safrada erime deneyinde duyarlilik % 80,
spesifiklik % 100 bulunmusgtur. Deney sonuglarina gore tipik
koloni morfolojisi gdsteren suslara uygulanan tiim testlerin
giivenilir oldugu, alfa-hemoliz yapanlarda safrada erime ve
lateks aglutinasyon pozitifliginin yanhs taniya yol acabilecegi
hususuna dikkat cekilmistir.

Carvalho ve ark. epidemik konjunktivit etkeni
kapsiilsiiz, dolayisiyla tiplendirilemeyen 11 susun fenotipik
ve genotipik Ozelliklerini inceledikleri ¢aligmalarinda tiimiiniin
optokine duyarli, safrada eriyen ve DNA-DNA hibridizasyonu
pozitif S. pneumoniae oldugunu saptamiglardir.

Hanage ve ark.(!D) tiplendirilebilen (kapsiillii)
pnomokoklarla, pndmokok 6n tanist almig tiplendirilemeyen
suglart MLST ve kismi dizi analizi (partial sequensing) ile
ply yoniinden inceleyerek genetik yakinliklarini aragtirdiklart
caligmalarinda tiplendirilemeyen suglari pndmokok olabilecegi
gibi viridans streptokok da olabilecegini, gii¢ vakalarda ply
geninin saptanmasinin destekleyici olacagini bildirmislerdir.

Ko ve ark.D cesitli Asya iilkelerinden toplanan ve
tiplendirilemeyen 54 susu inceledikleri [optokine duyarlilik,
safrada erime, housekeeping gen tayini (MLST), virulansla
ilgili genlerin amplifikasyonu, 16S rDNA-Rsal digestion ve
16S rDNA sequencing] caligmalarinda 6’sinin [ytrA, 16S
rDNA ve MLST yoniinden pnomokoklardan farkli oldugunu
ve klasik yontemlerin yanlis taniya gotiirdiigiinii, ayrica
pnomokok tanisi alan bu suslarin farkli bir tiire ait oldugunu
bildirmislerdir (Tablo 4).

Messmer ve ark.(29) pnomokok 6n tanisi alan fakat
tiplendirilemeyen suslari, yakin benzerlik gosteren atipik
streptokoklardan ayirmak i¢in yaptiklari /yzA, psaA, ply PCR
deneylerinde sonuglarin ayird ettirici olmadigini bildirmiglerdir.

Llull ve ark.(?2) ¢esitli serotiplerden 29 S.pneumoniae
ve 22 S.mitis (2’si S.pseudopneumoniae) sugunun lytA

Tablo 4: S.pneumoniae on tanily alti susun fenotipik ve genotipik izellikleri ).

genindeki niikleotid dizilimini inceledikleri ¢alismalarinda
19’unda pnomokoklara 6zel, 20’sinde atipik alellerin
bulundugunu; pnémokoklarda saptanan alellerin 6zgiil,
pnomokok dist suslarda saptananlarin ise atipik aleller
oldugunu belirlemislerdir.

Verhelst ve ark.(33) S.pneumoniae oldugu diisiiniilen
optokine direncli 49 alfa-hemolitik streptokok susunu, kapsiil
varligi ve ply, IytA, psaA, 16S rRNA hibridizasyonu yoniinden
inceledikleri ¢aligmalarinda, yalniz 11’inin kapsiillii ve klasik
pndmokok dzelliklerini gosterdigini, kalan kapsiilsiiz 38 sustan
20’sinin pnomokok olmadigini, 18’inin ise tiir diizeyinde
isimlendirilemedigini bildirmislerdir. Sonucta fenotipik ve
genotipik yontemlere ragmen tanida hald problemlerin
bulundugunu bildirmislerdir.

Optokine biri duyarl, digeri orta duyarl: 2 viridans
susunun genetik ozelliklerinin incelendigi bir calismada optokin
MIK degerinin duyarli susda S.pneumoniae’ye esit, orta duyarl
olanda yiiksek oldugu saptanmis, ayrica duyarli sugun safrada
erimedigi, kapsiil antiserumu ile reaksiyon vermedigi, tIRNA,
IytA ve pnl pnomokok spesifik problar ile hibridizasyon
yapmadigi, 16S rRNA ve sodA genleri arastirildiginda bu 2
susun S.mitis oldugu saptanmistir. Duyarli susda optokinin
hedef yeri olan ATPaz incelendiginde, S.pneumoniae ile biiyiik
benzerlik gosterdigi ve bu genin pnomokoklardan kazamldigi,
orta duyarli susa da optokin duyarliligini saglayan belirli
aminoasit dizisininin transfer oldugu gosterilmistir(23),

Heeg ve ark.(13) Almanya, Ispanya ve Fransa’da invaziv
infeksiyonlardan izole edilen 12 atipik pnomokok susunun
fenotipik ve genotipik 6zelliklerini inceleyerek S pseudopneumoniae
ile karsilastirdiklarinda S.pneumoniae’nin 9’unda DNA prob
hibridizasyonunun pozitif, geri kalan 3’tinde klasik pndmokok
ozellikleri oldugunu (safrada eriyen, optokine duyarli veya
kapsiil sisme deneyi pozitif) saptamiglar; farkli olarak yedi
susun S.pseudopneumoniae gibi optokine % 5 CO2’li ortamda
direngli, normal ortamda duyarli sonu¢ verdigini ve tiimii
kapsiillii olan suslardan yalniz 3’iiniin tiplendirilebildigini
(serotip 14) bildirmislerdir. Genotipik 6zellikleri incelendiginde
tiimiinlin ply, 6’sinin  /ytA, 2’sinin psaA yoniinden pozitif
oldugu, MLTS deneyi ile tiim suglarda farkli gen dizimi

Izolasyon yeri  Izolasyon yilt Ornek Klinik tan1  Optokin duyarliligi ~ Safrada erime PCR 16S rDNA-Rsal
ply psA lytA paterni
Kor 145 1998 Balgam Pnémoni Du + + o+ + M
HK P47 2000 Balgam Pnomoni Du + + - + P
HK P55 2001 Balgam Pnémoni Du - + + M
HK P116 2001 Balgam Pnomoni Du + + o+ + P
SI P25 2000 Balgam Pnémon Du + + + M
VN 027 2001 OKS OM Di + + - - M

Kor:Kore; HK:Hong Kong; SI:Singapur; VN:Vietnam; Du:duyarli; Di:direngli; ply:pndmolizin; psA:pnomokokkal yiizey antijen; lylA:otolizin; OKS:orta kulak swisi;

OM :ortakulak infeksiyonu; M:Mitis gruba ozgiil; P:S.pneumoniae’ye 0zgiil.
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Tablo 5: 12 atipik S. pneumoniae’nin fenotipik ve genotipik ozellikleri!3).

Streptococcus pneumoniae: Klasik ve molekiiler tanida kargilagilan sorunlar

Sus sayisi DNA prob Safrada erime

Optokine duyarlilik  Kapsiil sisme p

=

y IytA psaA

9/12 +

3/12 +
7/12

12/12

6/12

2/12

*9% 5 CO2’ li ortamda direncli, normal ortamda duyarl.

bulundugu saptanmistir (Tablo 5).

Bu sonuglara gore arastiricilar S.pneumoniae’nin
VS’lardan ve S.pseudopneumoniae’den ayiriminin oldukg¢a
giic oldugunu, gosterilen ply ve IytA virulans faktorlerinin
S. mitis ve S. oralis’de de bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica
atipik pnomokoklarla, alfa-hemolitik streptokoklarin DNA
yapilart benzerlik gosterdiginden elde edilen sonuglarin kesin
taniya gotiirmedigi anlagilmistir. Bunun yaninda atipik
pnomokoklarin belirlenmesinde MLST deneyinin ayirici bir
oneme sahip oldugu kabul edilmistir.

Suzuki ve ark.3?) 2005, Whalan ve ark.(34) 2006 yilinda
yayinladiklar1 ve pnomokok tanisini saglayabilecek hedef
molekiillerin belirlenmesini amaclayan caligmalarinda yine
kesin sonug elde edememislerdir.

Caligmalarin sonuclarindan elde edilen tiim veriler
degerlendirildiginde tipik koloni morfolojisi gosteren suglarda
saptanan lyfA, [ytB, psaA, piaA genlerinin yiiksek tani1 degerine
sahip oldugu kabul edilmesine ragmen kesin taniya gotiirmedigi
saptanmigtir(24.25,26),

Ulkemizde molekiiler yontemler ile S.pneumoniae
saptama ve tani ¢aligmalart son yillarda bildirilmeye baglamigtir
(1.3,8,9), Klasik yontemlerle pndmokok tanisi alan fakat ileri
inceleme ile pndmokok olmadigi saptanan ilk sus Aktas ve
ark.() tarafindan yayinlanmigtir. Bu ¢alismada sugun, psaA
gen amplifikasyonu ile pnomokok olmadigi, streptokok kiti
(API ID32 strep) ile Gemella haemolysans (% 99.1) oldugu
ortaya cikmistir.

Sonug olarak iilkemizde, ¢esitli infeksiyonlara neden
olan atipik pnémokok veya atipik viridans grubu bir bakteri
izole edildiginde, 6zellikle invaziv infeksiyona neden olmugsa,
ileri incelemeye alinmali ve hatali taninin, dolayisiyla yanlis
tedavinin engellenmesi saglanmalidir.
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