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ÖZ

Streptococcus pneumoniae; pnömoni, bakteriyemi ve menenjit gibi hayatı tehdit eden ciddi 
infeksiyonların yanısıra otit, sinüzit gibi sık rastlanan infeksiyonlara da yol açan önemli bir 
patojendir. S.pneumoniae’nin hızlı ve doğru tanısı, infekte hastaların uygun tedavi görme-
sinde son derece önemlidir. Çalışmamızda rutin tanıda kullandığımız fenotipik testlerin 
özgüllük ve duyarlılığının, altın standart yöntem olarak kullandığımız psaA PCR ile karşılaş-
tırılması amaçlanmıştır. Klinik örneklerden izole edilen 90 adet alfa hemolitik streptokok 
suşu optokin duyarlılığı ve safrada erime-damlatma testlerine göre; S.pneumoniae olduğu 
bilinen (optokine duyarlı ve safrada erime-damlatma testi pozitif) 30 suş (Grup 1), S.pneu-
moniae olmayan (optokine dirençli ve safrada erime-damlatma testi negatif) 50 suş (Grup 
2) ve S.pneumoniae şüpheli (optokine dirençli ama safrada erime-damlatma testi pozitif) 10 
suş (Grup 3) olmak üzere 3 gruba ayrılmıştır. Tüm izolatlara psaA PCR ve safrada erime-tüp 
testi uygulanmış; Grup 1 deki suşlar pozitif, Grup 2 ve 3’teki suşlar ise negatif olarak bulun-
muştur. Grup 3’teki 10 suşa API 20 Strep testi yapılmış ve viridans grup streptokok olarak 
tanımlanmıştır. Bu bulgulara göre safrada erime-tüp testinin; damlatma testine göre daha 
özgül, psaA PCR yöntemiyle ise benzer özgüllüğe sahip olduğu görülmüştür.

Anahtar kelimeler: Optokin duyarlılığı, safrada erime, psaA PCR

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae; in addition to serious life-threatening infections such as pneu-
monia, bacteremia and meningitis, is also an important pathogen which causes common 
infections such as otitis and sinusitis. The rapid and accurate diagnosis of S.pneumoniae is 
extremely important for the appropriate treatment of infected patients. In our study, we 
aimed to compare the specificity and sensitivity of the phenotypic tests used in routine 
diagnosis with the psaA PCR we used as the gold standard method. 90 strains isolated from 
the clinical specimens were grouped according to their optochin sensitivity and bile solubil-
ity: 30 S.pneumoniae strains (optochin sensitive and bile solubility-drip test positive) (Group 
1), 50 non-pneumococcus strains (optochin resistant and bile solubility-drip test negative) 
(Group 2) and 10 S.pneumoniae suspicious strains (optochin resistant but bile solubility-drip 
test positive) (Group 3) psaA PCR and bile solubility-tube test were applied to all isolates; 
the strains in Group 1 were positive and the strains in Groups 2 and 3 were negative. The 
10 strains in Group 3 were determined as viridans group streptococci in API 20 Strep test. 
According to these findings, bile solubility-tube test was found to be more specific than the 
drip test and similar to psaA PCR method.
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GİRİŞ

Streptococcus pneumoniae; pnömoni, bakteri-

yemi, menenjit ile otitis media ve sinüzit gibi üst 

solunum yolu infeksiyonlarına neden olur. 

Pnömokoklar; toplum kaynaklı pnömoni, menenjit, 

splenektomili hastalarda sepsis, otitis media ve sinü-

zitin en sık nedenidir. Özellikle çocuklarda olmak 

üzere konjuktivitin sık etkenlerinden birisidir. 

S.pneumoniae, tüm yaş gruplarında önemli bir mor-

bidite ve mortalite nedenidir(7).

S.pneumoniae’nin hızlı ve doğru tanısı, infekte 

hastaların uygun tedavi görmesinde son derece 

önemlidir. S.pneumoniae’nin tanısına yaklaşım açı-

sından laboratuvarlar arasında farklılıklar vardır. 

Daha ucuz ve kolay uygulanabilir olması nedeniyle 

optokin duyarlılığı ve safrada erime yöntemleri sık 

olarak kullanılmaktadır. Genelde pnömokok tanısı 

klasik yöntemlerle basittir fakat atipik pnömokokla-

rın (kapsülsüz, optokine dirençli, safrada erimeyen) 

ve atipik streptokokların (optokine duyarlı) varlığın-

da, pnömokokları diğer alfa hemolitik suşlardan ayırt 

etmek zorlaşır(5,10,19).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi, mik-

roorganizmaların tanısında yüksek duyarlılığa sahip, 

hızlı bir yöntemdir. Pnömokokların klinik örneklerden 

tanımlanması amacıyla pnömokok virülans genleri-

nin tespitine dayalı amplifikasyon yöntemleri 

geliştirilmiştir(4,9).

Pnömokok virülans genlerinden biri olan pnö-

mokok yüzey adhezin A (psaA) geni hem aşı çalışma-

larında hem de tanıda kullanılmaktadır. Morrison ve 

ark. S.pneumoniae’nin 90 serotipinde de psaA geni-

nin varlığını PCR yöntemiyle göstermişlerdir. Verhelst 

ve ark., yaptıkları çalışmada üç genle (ply, lytA, psaA) 

yapılan PCR çalışmalarını karşılaştırmışlar ve pnömo-

kok suşlarının tanısında psaA PCR yönteminin spesi-

fik olduğunu bildirmişlerdir(11,14,18).

Çalışmadaki amacımız, tipik S.pneumoniae suş-

larında ve pnömokok şüpheli alfa hemolitik strepto-

kok suşlarında optokin duyarlılığı ve safrada erime 

(damlatma ve tüp) yöntemlerinin özgüllük ve duyar-

lılığını psaA PCR testini altın standart olarak kullana-

rak araştırmaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM

İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi 

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Bakteriyoloji Bilim Dalı’na gönderilen klinik örnekler-

den (balgam, boğaz salgısı, burun sürüntüsü, kan, 

kulak akıntısı, trakeal aspirat, beyin omurilik sıvısı ve 

konjunktiva sürüntüsü) izole edilen 90 alfa hemolitik 

streptokok suşu incelenmeye alınmıştır. Bu suşlar 

rutin laboratuvar sonuçlarına göre; S.pneumoniae 

olduğu bilinen (optokine duyarlı ve safrada erime-

damlatma testi pozitif) 30 suş (Grup 1); S.pneumoniae 

olmayan (optokine dirençli ve safrada erime-

damlatma testi negatif) 50 suş (Grup 2) ve S.pneu-

moniae şüpheli (optokine dirençli ama safrada 

erime-damlatma testi pozitif) 10 suş (Grup 3) olarak 

gruplandırılmıştır. Tüm suşlara psaA PCR ve safrada 

erime-tüp testi uygulanmıştır. Sonuç olarak optokin 

duyarlılığı ve safrada erime (damlatma ve tüp) testle-

rinin duyarlılık ve özgüllükleri altın standart yöntem 

olarak kullandığımız psaA PCR sonuçlarına göre 

değerlendirilmiştir.

Fenotipik testler:

Hastalardan alınan örnekler % 5 koyun kanlı 

besiyerine ekilmiş, 37°C’de % 5-10 CO2’li ortamda 

18-24 saatlik inkübasyondan sonra üremeler değer-

lendirilmiştir. S.pneumoniae tanımlanması Gram 

boyanma, katalaz negatifliği, koloni morfolojisi, alfa 

hemoliz, safrada erime ve optokin duyarlılığına göre 

yapılmıştır. 

Safrada erime: Safra tuzu (sodyum deoksiko-

lat) bakterinin erimesine neden olan, indirekt etkili 

bir maddedir; otolitik enzim sentezini aktive ederek 

etkisini gösterir. Safrada erime-damlatma testinde 

% 5 koyun kanlı besiyerinde üreyen kolonilerin üze-

rine % 2’lik sodyum deoksikolat damlatılmış ve 

35°C’de 30 dakika bekledikten sonra erime olup 

olmadığı gözlenmiştir. Safrada erime-tüp testinde 

ise kontrol ve test olmak üzere iki ayrı tüp kullanıl-

mıştır. 0,5 ml % 0,9’luk serum fizyolojik içerisinde 

0,5-1 McFarland yoğunluğunda bakteri süspansiyo-

nu hazırlanmıştır. Test tüpüne 0,5 ml % 10’luk sod-

yum deoksikolat, kontrol tüpüne 0,5 ml serum fiz-
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yolojik eklenmiş ve 35°C’de iki saat inkübe edilmiş-

tir. Test tüpünde berraklaşma görülüp kontrol tüpü 

bulanık ise safrada erime tüp testi pozitif olarak 

değerlendirilmiştir(20).

Optokine duyarlılık: Safrada erimesi olan ve/

veya koloni morfolojisi S.pneumoniae’ye benzeyen 

kolonilerin saf kültüründen % 5 koyun kanlı agara 

ekim yapılıp ortasına 5 µg optokin (ethyl-

hydrocupreine hydrochloride) içeren 6 mm çapında 

disk yerleştirilmiş ve 35°C’de, % 5 CO2’li ortamda 24 

saat inkübe edilerek inhibisyon zonuna göre (>14 

mm=duyarlı) değerlendirilmiştir(5).

Bakteri tanımlanması: Safrada erime-damlatma 

testi ile pozitif, safrada erime-tüp testi ile negatif 

olan suşların tanımlanması için APl 20 Strep yarı oto-

matize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullanılmıştır. 

İnokülasyon, inkübasyon ve test sonuçlarının okun-

ması üretici firmanın önerileri doğrultusunda yapıl-

mıştır.

PsaA PCR: 

Klinik örneklerden elde ettiğimiz suşların geno-

tipik tanımlaması için psaA PCR gen amplifikasyon 

metodu kullanılmıştır. DNA ekstraksiyonu için 18-24 

saatlik inkübasyon sonrası üreyen koloniler eküvyon-

la alınarak 200 µl steril distile suda süspanse edilmiş 

ve daha sonra 10 dakika kaynatılmıştır. Kaynatıldıktan 

sonra 10,000 g’de 2 dakika santrifuj edilmiş ve super-

natant kısmı PCR reaksiyonunda kalıp DNA olarak 

kullanılmıştır. Hemen kullanılmayan örnekler 

-20°C’de saklanmıştır. Uyguladığımız PCR yöntemin-

de, S.pneumoniae’nin yüzeyindeki 37 kDa’luk bir 

protein olan psaA’yı kodlayan gen hedef olarak kulla-

nılmıştır. PsaA geninin 838 bp’lik parçasını amplifiye 

etmek için P1(5’-CTT TCT GCA ATC ATT CTT G -3’) ve 

P2(5’-GCC TTC TTT ACC TTG TTC TGC-3’) primerleri 

kullanılmıştır. Amplifikasyon karışımı toplam hacmi 

50 µl (Distile su (35.7 µl), Tampon 10x (5 µl), dNTP 

mix 10 mM (1 µl), MgCl2 25 mM (2 µl), P1 primer (0.5 

µl), P2 primer (0.5 µl), Taq DNA polimeraz (0.3 µl), 

DNA ekstraktı (5 µl) olacak şekilde hazırlanmıştır. 

Amplifikasyon koşulları denatürasyon basamağı 

94°C’de 5 dk, uzama basamağı 40 siklus 95°C’de 30 

sn, 52°C’de 30 sn, 72°C’de 2 dk ve sonlanma basama-

ğı 72°C’de 8 dk olacak şekilde termal döngü cihazın-

da (Techne/Progene) gerçekleştirilmiştir. PsaA PCR 

yönteminin özgüllüğünün belirlenmesi amacıyla 

kontrol suş olarak üst solunum yolu florasındaki 

çeşitli bakteriler (Streptococcus pyogenes, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

StaphyIococcus epidermidis, Enterococcus spp., 

Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella 

pneumoniae) ve pozitif kontrol olarak da S.pneumo-

niae ATCC 49619 suşu kullanılmıştır(11). 

BULGULAR

Bu çalışmada tüm izolatlara psaA PCR ve safra-

da erime-tüp testi uygulanmış; Grup 1’deki suşlar 

pozitif, Grup 2 ve 3’teki suşlar ise negatif olarak 

bulunmuştur. Grup 3’teki 10 suşa API 20 Strep testi 

yapılmış ve viridans grup streptokok olarak tanımlan-

mıştır. Üç gruba uygulanan psaA PCR ve fenotipik 

test sonuçları Tablo 1’de gösterilmiştir.

Çalışmamızın sonuçlarına göre optokin duyarlı-

lığı ve safrada erime-tüp testinin duyarlılık ve özgül-

lükleri % 100 olarak saptanmıştır. Safrada erime-

damlatma testinin duyarlılığı % 100, özgüllüğü ise 

% 83 olarak saptanmıştır (Tablo 2). 

Tablo 1. Çalışmaya dahil edilen suşların fenotipik ve genotipik test sonuçları.

Grup 

Grup 1
Grup 2
Grup 3

Suş Sayısı 
(n)

30
50
10

Optokine Duyarlılık
(%)

100
0
0

Damlatma

100
0

100

Tüp

100
0
0

Safrada Erime (%)

PsaA PCR pozitifliği            
(%)

100
0
0
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TARTIŞMA

S.pneumoniae’nin infeksiyon etkeni olarak tanı-

sı bakterinin infeksiyon bölgesinden izolasyonuna 

dayanır. Pnömokoklara yönelik laboratuvar tanı yön-

temleri mikroskopi, kültür, antijen saptama ve nükle-

ik asit tabanlı testler olarak sıralanabilir(15).

Kanlı agarda alfa hemoliz oluşumu, pnömokok-

ları üst solunum yolunun diğer normal flora üyeleri 

olan viridans streptokoklardan ayırt etmek için yeter-

sizdir ve bunun için safrada erime deneyi ve optokin 

duyarlılığı gibi testlere ihtiyaç duyulur. Geleneksel 

yöntemlerle yapılan S.pneumoniae tanısında atipik 

suşların varlığı nedeniyle bazen zorluklar yaşanabilir. 

Yapılan çalışmalarda optokine dirençli veya safrada 

erimeyen pnömokokların ve optokine duyarlı viri-

dans streptokokların varlığı bildirilmiştir(7, 10,12,18). 

Kaijalainen ve ark.(5) mikrobiyoloji laboratuvar-

larında genellikle optokin duyarlılığının standart 

metod olarak kullanıldığını ve atipik koloni morfoloji-

si olan veya optokine dirençli suşlarda safrada erime 

deneyinin uygulandığını söylemişlerdir. Optokine 

duyarlı ve safrada erime testi pozitif bir alfa hemoli-

tik streptokok pnömokok olarak kabul edilebilir. Eğer 

suşun koloni morfolojisi farklıysa ya da kan veya 

beyin omurilik sıvısı gibi bir örnekten izole edilmiş ise 

ileri inceleme için iyi bir neden oluşturur. Örneğin 

genotipik testlerle bakterinin virülans genleri araştı-

rılabilir. Optokine dirençli, safrada eriyen, kapsüllü 

bir suş pnömokok olabilir fakat kapsülsüz, optokine 

dirençli veya safrada erimeyen bir bakteriye pnömo-

kok tanısı konmamalıdır.

Morrison ve ark.(11) tanımladıkları primer setiyle 

yaptıkları PCR ile tüm pnömokok serotiplerinde psaA 

geninin varlığını göstermişlerdir. Ayrıca kullandıkları 

psaA PCR yönteminin özgüllüğünü göstermek için 

viridans grup streptokokları da içeren çeşitli cins 

(n=30) ve türde (n=14) bu yöntemi denemişler ve 

negatif sonuç almışlardır.

Verhelst ve ark.(18) optokine dirençli 49 pnömo-

kok benzeri suşta yaptıkları çalışmada beş farklı 

genotipik yöntemi [AccuProbe, psaA, lytA, ply ve 

ARDRA (amplified rDNA restriction analysis)] karşı-

laştırmışlardır. Tüm testlerde kapsüllü ve tipik koloni 

morfolojisine sahip 11 pnömokok suşu pozitif olarak, 

20 alfa hemolitik streptokok suşu da negatif olarak 

saptanmıştır. Geriye kalan 18 suş bir veya daha fazla 

sayıda testte pnömokok karakteristiği göstermiştir. 

En büyük problem AccuProbe yöntemiyle pozitiflik 

veren yedi suşta ortaya çıkmıştır. Bunların hepsi kap-

sülsüz ve psaA spesifik PCR negatif olarak saptanmış, 

bazıları ply ve lytA spesifik PCR pozitif bulunmuş, 

bazıları da safrada erimiştir. Sonuç olarak gerçek 

pnömokokları identifiye etmedeki en iyi genotipik 

tekniğin Morrison ve ark.’nın(11) tanımladıkları psaA 

spesifik PCR olduğu ve optokine dirençli kapsüllü 

serotiplerde doğru sonuçlar verdiği belirtilmiştir.

 Messmer ve ark.(9) tiplendirilemeyen (kapsül-

süz) pnömokok suşları ve S.pneumoniae ile yakın 

ilişkili atipik streptokokların tanısında dört farklı yön-

temi (lytA PCR, psaA PCR ve iki farklı primer setiyle 

ply PCR) denemiş ve bunları diğer laboratuvar testle-

riyle (optokine duyarlılık, safrada erime, Quellung 

reaksiyonu ve AccuProbe) karşılaştırmışlardır. 

Tiplendirilemeyen pnömokoklar hem PCR yöntemle-

ri hem de diğer laboratuvar testleriyle tanınmışlardır. 

Ancak sık kullanılan fenotipik laboratuvar testleri 

atipik streptokokları, tiplendirilemeyen pnömokok-

lardan ayırt edememişlerdir. Atipik streptokoklarla 

karıştırılabilen bu suşların tanısında psaA ve lytA PCR 

metodlarının güvenilir olduğu bildirilmiştir(13,16,17,18).

El Alia ve ark.(2) yaptıkları çalışmada S.pneumoniae’nin 

belirlenmesinde 16S rRNA bazlı Spne-PCR yöntemini 

diğer dört genotipik yöntemle (psaA, lytA, ply, 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan testlerin duyarlılık ve özgüllük sayı ve oranları.

Test

Optokine duyarlılık
Safrada erime-damlatma testi
Safrada erime-tüp testi

Gerçek pozitif
(n)

30
30
30

Yalancı pozitif 
(n)

0
10
0

Yalancı negatif 
(n)

0
0
0

Gerçek negatif 
(n)

60
50
60

Duyarlılık
(%)

100
100
100

Özgüllük
(%)

100
83

100
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spn9802-PCR) karşılaştırmışlar ve denedikleri dört 

genotipik yöntemden sadece psaA PCR’ın S.pneumo-

niae ile Streptococcus pseudopneumoniae’yı net bir 

şekilde ayırt edebildiğini saptamışlardır.

Suşun izole edildiği örneğin ve altta yatan has-

talığın bilinmesi özellikle atipik suşların identifikasyo-

nu açısından önemlidir. Yapılan çalışmalarda optoki-

ne dirençli pnömokok suşlarının genellikle kan ve 

beyin omurilik sıvısından, tiplendirilemeyen (kapsül-

süz) suşların ise konjunktivit olgularından izole edil-

diği bildirilmiştir(1,4). 

Kellogg ve ark.’nın(6) yaptıkları çalışmada da 

bizim çalışmamıza benzer bir şekilde safrada erime-

tüp testinin özgüllüğü damlatma testine göre daha 

yüksek olarak bulunmuştur. 

Sık infeksiyon etkenlerinden biri olan 

S.pneumoniae’nin identifikasyonunun özellikle atipik 

suşlarda önemli bir sorun olduğu gözlenmektedir. 

S.pneumoniae, başta penisilin olmak üzere birçok 

antibiyotiğe karşı direnç kazandığından bakterinin 

hızlı ve doğru tanısı tedaviyi yönlendirme açısından 

da önem taşımaktadır.

Safrada erime-tüp testinin kolay, ucuz ve özgül-

lük oranının yüksek olması nedeniyle PCR deneyle-

rinden önce yapılması önerilmektedir. Sonuçlar 

değerlendirilirken safrada erimeyen atipik pnömo-

kokların varlığı unutulmamalıdır(18,19,20).
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