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Amag: Streptococcus milleri grubu (SMG) bakterilerin, molekdler, biyokim-
yasal ve yari otomatize tekniklerle tir ayiriminin yapilmasi ve tedavide sik
kullanilan antibiyotiklere karsi duyarlilik sonuglarinin arastiriimasi amag-
lanmistir. Bu gcalisma, SMG bakteriler ile ilgili bazi 6nemli noktalara dikkat
cekmek ve epidemiyolojik olarak 6nemini tespit etmek icin planlanmistir.
Gereg ve Yontem: Calismamiza 100 streptokok cinsi bakteri dahil edilmis-
tir. TUr tanimlamasi igin biyokimyasal testler ve API 20 STREP yari otomatik
identifikasyon kiti kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile hedef
gen bolgeleri (HYL-MIX-U, HLY-INT- D, HLY-CC-D, 16S-ANG-U, 16S-ANG-D,
ILY-4DFw, ILY-wholeC Bw) ¢ogaltilarak tir tanimlamalari dogrulanmistir.
Bulgular: Tim 6rneklerin Voges-Proskauer (VP) deneyi pozitif, hipurat
hidrolizi ve pirolidonil arylamidaz (PYR) negatif olarak saptanmistir. Tim
suslar Lancefield grup antijeni agisindan degerlendirilmis olup, %42 G,
%26 F, %5 ise C grup antijenine sahip oldugu bulunmustur. Suslarin
%27’sinin ise Lancefield grup antijenleri ile antijen tipi saptanamamistir.
100 susun tamami vankomisin, seftriakson, sefepim, sefotaksim, levoflok-
sasin, linezolid antibiyotiklerine duyarli olarak bulunmustur. Suslarda, %16
eritromisin, %6 klindamisin, %5 tetrasiklin, %1 kloramfenikol direnci sap-
tanmistir. Ampisilin ve penisilin direnci E-test yontemi ile saptanmis ve %1
ampisilin/penisiline direngli Streptococcus anginosus susu, %2 ampisiline
orta duyarh S. anginosus susu saptanmistir. API 20 STREP sonuglarina gore
bakterilerin %41 cins bazinda tanimlanmis, %45’i S. anginosus, %5’i
Streptococcus constellatus, %1’ Streptococcus intermedius olarak sonug-
landinlmistir. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonuglari ise
%56 S. anginosus, %24 S.constellatus, %8'i S. intermedius olarak saptan-
mistir. Suslarin %12’sinde herhangi bir bant saptanamamistir.

Sonug: Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifikasyon semasi-
nin henliz tam olarak tanimlanmadigi saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik
sonuglarimiza gére SMG’de direng gelisimi ciddi boyutta degildir. Grubu
tanimlamada ticari kitlerin yetersiz olabilecegi ve yapilacak galismalarin
mutlaka molekiler bir yontemle desteklenmesi gerekmektedir.
Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifikasyon semasinin heniiz
tam olarak tanimlanmadigi saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik sonuglari-
miza gére SMG’de direng gelisimi ciddi boyutta degildir. Grubu tanimla-
mada ticari kitlerin yetersiz olabilecegi ve yapilacak ¢alismalarin mutlaka
molekdiler bir yontemle desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus milleri grup, PZR, lancifield grup antije-
ni, APi, voges-proskauer

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to differentiate the strains of
Streptococcus milleri group (SMG) bacteria using molecular, biochemical
and semi-automated techniques and to investigate the results of
susceptibility to commonly used antibiotics in treatment. It was anticipated
that the study would draw attention to some important points about SMG
bacteria and to determine their epidemiological importance.

Materials and method: A total of 100 streptococcal bacteria were
included in our study. Biochemical tests and the API 20 STREP semi-
automatic identification kit were used for species identification. Species
identifications were confirmed by amplification of the target gene regions
(HYL-MIX-U, HLY-INT-D, HLY-CC-D, 16S-ANG-U, 16S-ANG-D, ILY-4DFw, ILY-
wholeC Bw) by polymerase chain reaction (PCR).

Results: Voges-Proskauer tests of all strains were positive, whereas
hippurate hydrolysis and pyrrolidinyl arylamidase (PYR) tests were
negative. All strains were evaluated in terms of Lancefield group antigen,
and it was found that 42% were G, 26% were F, and 5% were C group
antigen. It was not possible to determine antigen type with Lancefield
group antigens in 27% of the strains. All of the isolates were found to be
susceptible to vancomycin, ceftriaxone, cefepime, cefotaxime, levofloxacin,
andlinezolid. Erythromycin, clindamycin, tetracycline, and chloramphenicol
resistance was found in 16%, 6%, 5%, and %1 of the isolates, respectively.
Ampicillin and penicillin resistance were determined by the E-test method.
One Streptococcus anginosus strain was resistant to ampicillin and
penicillin, and two S. anginosus isolates were found to be intermediately
susceptible to ampicillin. According to API 20 STREP results, 41% of the
isolates were identified as genus level, 45% were S. anginosus, 5% were
Streptococcus constellatus, and 1% were Streptococcus intermedius.
Multiplex polymerase chain reaction (PCR) results were found to be 56%
S. anginosus, 24% S. constellatus, and 8% S. intermedius. No band was
detected in 12% of the strains. It has been determined that the biochemical
identification scheme of the Streptococcus milleri group has not yet been
fully defined. According to the antibiotic susceptibility results, the
development of resistance in SMG is not critical. Commercial kits are
unsatisfactory in identifying this group, and the studies should be
supported with molecular methods.

Keywords: Lancefield group antigen, Streptococcus milleri group, voges-
proskauer, PCR, API
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GiRiS

Streptokoklar dogada oldukea yaygin bulunan, viicudun gesitli
bolgelerinde normal florada yer alan; Gram pozitif, zincir ya
da diplokok bigiminde, sporsuz ve hareketsiz koklardir (1,2).
Streptokoklar, kanli agarda hemoliz yapma 6zelliklerine, biyo-
kimyasal 6zelliklerine ve antijenik yapilarina gére siniflandiri-
labilmektedirler (1,3).

Streptokoklar oksijen gereksinimlerine gore aerobik, fakiilta-
tif anaerobik ve zorunlu anaerobik olarak iki guruba ayrilirlar.
Kanli agar’da (%5 koyun kani) hemoliz yapma 6zelliklerine gore
(Brown siniflandirmasi) ise alfa hemolitik, beta hemolitik ve
hemoliz 6zelligi gbstermeyen olarak g grupta incelenirler (4-
5). Fizyolojik 6zelliklerine gore ise (Sherman siniflandirmasi)
pyojenik streptokoklar, laktokoklar, enterokoklar ve viridans
streptokoklar olarak dort grupta incelenirler (6). Hiicre duvari
polisakkarit yapisina (Lancefield siniflandirmasi) gére A, B, C, D
grubu ve diger gruplar (G-V) olmak tzere ayrilirlar (7, 8). Biyo-
kimyasal siniflandirmada ise sekerleri fermente etmeleri, bazi
enzimleri Gretmeleri, antibiyotik duyarliliklari, farkli besiyerle-
rinde olusturduklari koloni morfolojileri ve hemoliz 6zelliklerine
gore beg grupta kategorize edilmiglerdir. 16S rRNA dizi analizine
gore ise piyojenik grup, anginosus grup, mitis grup, salivarious
grup, bovis grup ve mutas grup olarak sinfilandiriimislardir (9).

Son zamanlarda, Streptococcus cinsinin tyelerinin, ¢oklu ge-
nom dizeyinde filogenetik agaglar ve bu gruplarin tyeleri tara-
findan benzersiz bir sekilde paylasilan ¢ok sayida oldukga spe-
sifik molekuler belirtegler tarafindan desteklenen tanimlanmis
14 tur grubuna yerlestirilmesi onerilmistir (10).

Streptokoklarda koloni ¢api, 0.5 mm’dan daha biiyiik olanlar;
piyojen, 0,5 mm’dan daha kiiglik olanlar ise; Avrupa’da Strepto-
coccus milleri grup (SMG) olarak, Amerika’da ise Streptococcus
anginosus grup olarak adlandirilmaktadir (1, 2, 11, 12). Grup
Streptococcus anginosus, Streptococcus intermedius, Strepto-
coccus constellatus olarak Ug tire; S. constellatus da S. constel-
latus subsp. constellatus, S. constellatus subsp. pharyngis olmak
Uzere iki alt tiire ayrilmaktadir (2, 13). SMG bakterilerinin DNA
yapilari daha ¢ok non-hemolitik streptokoklara benzemektedir.
Orofaringeal, Grogenital, gastrointestinal sistemde kommensal
olarak bulunmaktadirlar (1, 2, 11, 13). Biyokimyasal 6zellikle-
rinden, Voges-Proskauer (VP) pozitif, eskilin hidrolizi pozitif,
pirolidonil arilamidaz (PYR) negatif, Greaz negatif ve hipurat
hidrolizi negatif, diger streptokok turlerinden ayirimi yapilabil-
mektedir (3, 14).

SMG'de VP testinin pozitif olup, diger beta hemolitik strepto-
koklarda negatif olmasi, tiir ayrimini saglayan en énemli 6zel-
liktir (13, 14). Tani amach hazirlanmis gesitli ticari kitler de bu-
lunmaktadir, fakat sonuglarin birbirleri ile farklilik géstermesi
nedeni ile sik tercih edilmemektedir (3). SMG bakteriler, beyin
absesi, kan, idrar ve cerahat gibi bircok érnekten izole edilebil-
mektedir. Normal vicut florasinda bulunan ve bogaz siiriintile-
rinden izole edilen beta hemoliz yapmis suglarin patojen olup
olmadigi hala tartisilmaktadir (11, 13, 15). SMG bakteriler, genel
olarak beta-laktam antibiyotiklere duyarli ve aminoglikozid an-

tibiyotiklere direnglidir. Steril viicut bolgelerinden izole edilen S.
anginosus suslarinda mutlaka antibiyotiklerin minimum inhibis-
yon konsantrasyon (MiK) degerinin saptanmasi gerekmektedir.
SMG bakterilerinde makrolid, linkozamid ve streptogramin B
(MLS) direnci gorilebilmekle; vankomisin, linezolid ve dapto-
misine direng henuz bildirilmemistir (3, 11-13).

Cesitli hasta gruplarinda etken olarak kabul edilen ve direng
gelistirebilen SMG Uyeleri ile ilgili ilkemizde herhangi bir calis-
ma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, gesitli klinik rneklerden
izole edilen streptokoklarda konvansiyonel, yari otomatize ve
molekiler yontemlerle SMG bakterilerin orani arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta Grubu
Calismamizda istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji bolimine gonderilen bogaz stirlintlsi ve gesitli
klinik 6rneklerden (abse, kan kulttrd, doku pargasi ve cerahat)
izole edilen toplam 100 streptokok cinsi bakteri ¢alismaya da-
hil edilmistir.

Koloni Morfolojisi ve Hemoliz Tiiriiniin Degerlendirilmesi
Klinik 6rneklerin %5 koyun kanli agarda 18-24 saatlik inkiibasyo-
nu sonrasi olusturduklari koloni morfolojisine gore, 0,5 mm’den
kigtik olan streptokoklar (pinpoint, toplu igne basi koloni mor-
folojisi) calismaya dahil edilmistir.

Streptokoklar, %5 koyun kanli agardaki hemolitik aktivitelerine
gore alfa, beta, ve hemoliz olusturmayan (non-hemolitik) olarak
siniflandiriimistir. Sekil 1’de A grubu beta hemolitik streptokok-
larin, Sekil 2’de SMG’nin koloni morfolojisi gosterilmistir.

Sekil 1: A grubu beta hemolitik streptokok morfolojisi

Sekil 2: SMG koloni morfolojisi
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Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal ozelliklerin saptanmasi igin katalaz, Voges Pros-
kauer, Lateks Aglutinasyon Testi, PYR, seker fermantasyon, arji-
nin hidrolizi, hipurat hidrolizi, eskiilin hidrolizi ve ireaz testleri
gerceklestirilmistir.

Konvansiyonel biyokimyasal testlerin karsilastiriimasinin yapil-
masi amaci ile API 20 STREP kiti kullanilmistir.

Katalaz Testi

Temiz bir lam Gzerine bir damla %3 hidrojen peroksit (H,0,)
damlatilmis ve Gizerine beta hemoliz 6zelligi gésteren bir kolo-
ni sispanse edilmistir. Hava kabarciklarinin gozlenmesi pozitif
sonug (katalaz enziminin varhigi) olarak kabul edilmistir (16).

Voges Proskauer Testi

Taze streptokok kolonileri, steril bir 6ze ile 2 ml Voges-Proska-
uer (VP) iceren deney tlplerine inokile edilmis ve 37°C’de 6
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda tizerlerine %5'’lik
a-naftol ve %40’lik potasyum hidroksit (KOH) damlatilmis, oda
1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Pembe-kirmizi renk olusumu
pozitif olarak kabul edilmistir (16).

Lateks Agliitinasyon Testi (Lancefield Grup Agliitinasyon)

Kit kullanim prosediirline (Streptococcal Grouping Kit, Oxoid,
ingiltere) uygun olarak, 2-5 streptokok kolonisi 400 pl ekstrak-
siyon enzimi iginde slispansiyon haline getirilmis ve 37°C’de 15
dakika bekletilmistir. Her bir grup antijenine karsi antikorla (A,
B, C, D, F ve G grubu) kapli lateks boncuklari igeren sollsyonlar-
dan bir damla test kartlarina damlatiimistir. Uzerlerine siispanse
halde olan bakteri 6rneklerinden konularak karistirilmig ve ¢6-
kelti olusturanlar grup antijeninde pozitif olarak kabul edilmistir.

PYR Testi

Kit prosediiriine gore (Oxoid Biochemical Identification System
(0.B.1.S.), Oxoid, ingiltere), steril &ze ile lic-bes koloni alinmis,
PYR test kartina koyulmus ve tizerine bir damla soliisyon-1 ila-
ve edilerek lg dakika beklenmistir. Siire sonunda solilisyon-2
damlatilmis ve yirmi saniye sonunda pembe-mor renk vermesi
pozitif kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak Enterococcus fea-
calis ATCC 29212 standart susu kullanilmistir (16).

Seker Fermentasyon Deneyleri

100 ml peptonlu su icerisine 25 gr seker (mannitol, sorbitol,
rafinoz, arjinin, sakkaroz, trehaloz veya laktoz) eklenmis ve pH:
7,2 olarak ayarlanmistir. Hazirlanan sekerli ¢ozeltiler 0.45 mm
gozenekli filtreden (Stedim Biotech, Almanya) gegirilmistir. Sari
renk olusumu bakterinin sekeri kullandigini géstermis ve pozitif
olarak kabul edilmistir (16).

Arjinin Hidrolizi Deneyi

100 ml arjinin mediumu (pH: 7.0) igin, 0,5 gr maya Gzeti ve
tripton, 0,2 gr K,HPO,, 0,05 gr Glukoz, 0,3 gr D-arjinin mono-
midroklorir eklenmis ve steril edilmis, cam tiplere 2,5 ml
dagiilmistir.

Tuplerin igine her bir sug inokile edilmis ve 37°C’de %5 CO,’li
etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasin-
da her bir tipe 1 damla Nessler’s ayraci damlatiimistir. Parlak
sari renk olusumu pozitif sonug olarak kabul edilmistir (16).

Hipurat Hidrolizi Deneyi

Bakterilerin hipurik asidi hidrolize ederek benzoik asit ve glisine
ayristirmasini gézlemlemek amaci ile yapilmistir (17). Bakteri
kolonileri, 10gr/ml hipurat bulunan ependorflarda stispansiyon
haline getirilmis, iki saat 37°C’de inkiibe edilmis ve tizerine 400
pl ninhidrin ayiraci eklenmistir. 15 dakika oda isisinda inkibas-
yona devam edilmis ve stire sonunda mavi/mor renk olusumu
pozitif kabul edilmistir (16).

Eskiilin Hidrolizi Deneyi

Safra-eskiilin agara, saf kolonilerden ekim yapilmistir. 24 saat
37°C’de inklibasyon sonucunda siyah-kahverengi renk degisimi
pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak E.
feacalis ATCC 29212 susu kullanilmistir (16, 18).

Ure Hidrolizi Deneyi

900 ml distile su igerisine, 15 gr agar eklenmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda steril hale getirilir. Soguduktan sonra igeri-
sine, 100 ml distile su igerisinde 29 gr Ure ¢6zindirlilmus ve
filtreden gegcirilmis karisim eklenmis, steril sartlarda tiiplere
daginlmistir (pH: 6,8). 24 saat 37°C’de inkibasyon sonucunda
sari rengin, pempe/kirmizi renk degisimi pozitif sonug olarak
kabul edilmistir (16).

Yari Otomatize Sistem ile bakterilerin degerlendirilmesi (API
20 Strep Testi)

Ticari API 20 Strep kiti ile tim suglar degerlendirilmistir. Kit
prospektisiine gore (Biomerioux, Fransa) saf kltir kolonile-
ri, steril ekiivyon yardimi ile toplanarak kit ile birlikte verilen
%0,85’lik tuzlu su igerisinde stispanse edilmistir. Bakteri slispan-
siyonu 4 McFarland yogunlugunda hazirlanmistir. Daha sonra
bu stispansiyondan striplere dagitilmis, 35-37°C’de 4 ve 24 saat
inkiibe edilmis, sire sonunda ayraglari damlatiimis ve sonuglar
degerlendirilmistir.

Antibiyotik Duyarlilik Deneyleri

Antibiyotik duyarlilik deneyleri Kirby-Bauer disk diflizyon yonte-
mi ve bazi antibiyotikler igin gradient-test (E-test, bioMerieux,
Fransa) yontemi ile yapilmistir (19).

Kirby-Bauer Disk Diflizyon Yontemi ile Antibiyotik Duyarhlik
Deneyleri

Antibiyotik duyarlihk deneyleri “Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstutlst (CLSI)” (19) kriterleri g6z 6nune alinarak yapiimistir,
sefepim (FEP) 30ug, vankomisin (VA) 30ug, seftriakson (CRO)
30ug, sefotaksim (CTX) 30ug, eritromisin (E) 30ug, klindami-
sin (DA) 30pg, levofloksasin (LEV) 30u g, tetrasiklin (TE) 30ug,
kloramfenikol (C) 30ug ve linezolid (LZD) 30ug (BD, USA) test
edilmistir. % 5 koyun kani igeren Mueller Hinton besiyerine 0,5
McFarland bulanikhiginda hazirlanmis koloni stispansiyonu steril
eklvyon yardimi ile yayilmistir ve Gzerine antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir (19).

Gradient-Test Yontemi ile Antibiyotik Duyarliik Deneyleri

24 saatlik taze kilttirden Mueller Hinton Broth besiyerinde 0.5
McFarland yogunlugunda bakteri stispansiyonu hazirlanmistir.
Suspansiyon, steril ekiivyonla Mueller Hinton Agar Uizerine ya-
yilmis ve Gzerine gradient-test (E-Test, Biomerieux, Fransa) se-
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Tablo 1: SMG igin spesifik gen bolgeleri ve ¢ogaltilan trlin
boyutlari (20, 21)

:g;:ngziGen Kullanilan Primerler Urifgia:;:;a(nbp)
HYL-MIX-U TGGTGGGAYTAYGARATYGG 428 bp
HLY-INT-D GCTGTATCAATTGGAGTGTCGTC 752 bp
HLY-CC-D CTCTCTCTTGAGATTGTTGC

165-ANG-U  GCGTAGGTAACCTGCCTATTAGA 105 bp
165-ANG-D CGCAGGTCCATCTACTAGC

ILY-4DFw CTCACCCTCAATCATGATGGTGC 819 bp
'BL:v'Wh‘)'ec CGACTCACTATAGGGAGATCAAGCATGG

ritleri koyulmustur. Ekim yapilmis besiyerleri 18-24 saat slreyle
37°C’de CO,'li etiivde inklibasyona birakilmig ve siire sonunda
CLSI kriterlerine gore yorumlanmistir Deneylerde kontrol igin
S. pneumoniae ATCC 49619 standart susu kullaniimistir (19).

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Saf halde olan kanli agar besiyerindeki kolonilerden DNA izolas-
yonu, kaynatma yéntemi ile yapilmistir. Bu amagla, yaklasik 0,5
McFarland bulanikliginda hazirladigimiz stispansiyondan 500 pl
ependorflara aktarilmis ve 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir.
13000 g’de 15 dakika santrifiij edilmis 6rneklerin, dip pelletleri-
ne dokunmadan Ust kisimdaki stipernatantdan 200 pl alinmistir.

Primer olarak, Tablo 1'de gosterdigi sekilde S. milleri grup igin
spesifik gen bolgelerini iceren HYL-MIX-U, HLY-INT- D, HLY-CC-D,
16S-ANG-U, 16S-ANG-D, ILY-4DFw, ILY-wholeC Bw primerleri
(Fermantas, Turkiye) kullanilmistir (20,21).

Primerlerin son konsantrasonlari 20 uM olarak ayarlanmistir.
PZR karisimi i¢in daha 6nceden ekstraksiyonu yapilan 2,5 pl
DNA kullanilmistir. Her bir 6rnek igin, 12,5 pl 2X Mastermix
(Fermentas, 2X Mastermix, ABD) ve her bir primerden 10 pmol
kullanilmistir (toplam hacim 25ul).

Pozitif kontrol olarak S.anginosus NCTC 10713, S. constellatus
NCDO 2226, S. intermedius NCDO 2227 suslarindan ekstrak-
te edilen DNA ve negatif kontrol olarak da hedef DNA yerine
ayni miktarda distile su kullanilmistir. Amplifikasyon programi,
94°C’de 4 dakika (1 dongii), 94°C’de 45 saniye, 54°C’de 45 sa-
niye, 65°C’de 2,5 dakika (30 dongii) olarak ayarlanmistir (22).
%1'lik agaroz jel de yuritllen 6rnekler jel transliiminator lize-
rine alinarak UV 1sik altinda gorintilenmistir.

BULGULAR

Calismada yer alan suslar farklh klinik 6rneklerden izole edilmis-
tir. 81 bogaz slrtintiisi, 10 apse, iki batin igi sivi, iki doku par-
casl, iki kan kiltir, 1 balgam, 1 periton sivisi ve 1 tirnak iltihabi
orneklerinden suslarin izolasyonlari yapilmistir. Hasta yaslari 1
ve 82 arasinda degismektedir (20,29 + 20,92).

Tum suslar Gram boyamada, Gram pozitif, zincir yapmis koklar
olarak gorilmustir. Oksidaz ve katalaz 6zellikleri negatif olarak

saptanmisir. izole edilen suslarin 90 tanesinin beta hemolitik,
dort susun alfa hemolitik oldugu ve 6 tanesinin hemoliz yap-
madigl bulunmustur.

Tum suslarin VP testleri, hipurat hidrolizleri ve PYR testleri ne-
gatif olarak tespit edilmistir. Ureaz testi iki susta pozitif olarak
saptanmistir.

Tum suglar Lancefield grup antijeni agisindan degerlendirilmis
olup, 42 susun (%42) G grup antijenine, 26 susun (%26) F grup
antijenine, bes (%5) susun C grup antijenine sahip oldugu tes-
pit edilmistir. 27 (%27) susun grup antijeni saptanamamistir.

Tum seker fermentasyonu deneyleri konvansiyonel olarak, her
bir seker igin yapilmistir (100 susta). 78’i sakkarozu (%78), 69’u
(%69) trehalozu, 61’i (%61) laktozu, 10’u (%10) mannitold, ye-
disi (%7) sorbitoll ve yedisi (%7) rafinozu kullanmistir.

Suslarin arjinini hidroliz edip etmedikleri Nessler ayiraci kullani-
larak galisilmis ve tiim suslar pozitif olarak saptanmustir.

Eskdlin hidrolizi agisindan suslar degerlendirildiginde, 57 sus es-
kilin pozitif (%57) , 43 sus (%43) eskilin negatif sonug vermistir.

API 20 STREP testi ile, 100 susun 41’i (%41) Streptococcus olarak
tiplendirilmis, 45’i (%45) S. anginosus, besi (%5) S. constellatus,
bir (%1) sus S. intermedius olarak tiplendirilmistir. Tablo 2’de
API 20 STREP sonuglari gosterilmistir.

Tablo 2: Yari Otomatize sistem ile bakterilerin
degerlendirilme sonuglari (API 20 Strep)

Cins ya da tiir diizeyinde

. . Bakteri sayisi
isimlendirme Y

Streptococcus milleri grup 41

IS
[

Streptococcus anginosus
Streptococcus constellatus
Streptococcus intermedius
Enterococcus durans
Streptococcus salivarus
Granuli adiacens
Enterococcus avium
Streptococcus agalacita

Leuconostoc spp.

= = I S T |

Streptococcus suis Il

Antibiyotik duyarlilik deneyleri CLSI'in 6nerdigi sekilde yapiimis
olup tiim suslar vankomisin, seftriakson, sefepim, sefotaksim,
levofloksasin ve linezolide duyarli bulunmustur.

Suslarin %16’sinda eritromisin direnci saptanmis ve bu direnci
gosterenlerin 10’'unun S. anginosus, dordinin ise S. constella-
tus oldugu belirlenmistir.

Streptokok izolatlarinda %6 klindamisin direnci saptanmis ve
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bes S. anginosus, g S.constelltus susunun bu dirence sahip
oldugu gdzlenmistir. izolatlarimizda %5 tetrasiklin direnci goz-
lenmis; bu dirence sahip olan suslarin tigl S.constellatus, ikisi
S.anginosus olarak belirlenmistir. %1 oraninda saptanan klo-
ramfenikol direnci S.anginosus’da gortlmustir.

Ampisilin ve penisilin direnci gradient-test yontemi ile incelen-
mis olup, bir S. anginosus susu hem ampisilin hem de penisiline
direngli olarak saptanmistir. Yine ayni yontemle ampisiline orta
duyarli iki S.anginosus susu saptanmistir.

PZR sonuglarina gore %56 S. anginosus, %24 S. constellatus, %8
S. intermedius olarak saptanmistir. %12’sinde herhangi bir bant
saptanamamistir (Sekil 3).

TARTISMA

SMG bakterileri heterojen yapida bulunan bir grup olup Ug alt
tire ayrilmaktadir: S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius.

Sekil 3: PZR bant profilleri.
M: Marker, 1: S.anginosus, 2: S.constellatus, 3: S.intermedius,
NK: Negatif kontrol

SMG bakterileri filogenetik 6zellikleri nedeni ile viridans strep-
tokoklar iginde yer almaktadir fakat klinik olarak olusturduklari
tablolar viridans streptokoklardan farkhdir. SMG, degisken biyo-
kimyasal, hemolitik 6zellige ve farkli Lancefield grup antijenleri-
ne sahiptir. Tanimlamada giinlimiizde yari otomatize, otomatize
sistemler ya da ticari kitlerden yararlanilsa da grup uyelerinin
kesin olarak ayirilabilmesi igin molekiler yontemlerle destek-
lenmesi gerekmektedir (23-24). SMG, klinik olarak perikardit,
endokardit, karaciger ve beyin abseleri gibi bircok hastaliktan
tek basina ya da polimikrobiyal olarak izole edilmis fakat ciddi
bir direng olusumu gorialmemistir (1, 3, 11, 25, 26).

Calismamizda biyokimyasal 6zellikler olarak VP pozitifligi, hipu-
rat hidrolizi ve PYR negatifligi temel esas olarak alinmis fakat
bu kriterler tanimlamada yeterli olmamistir. Yapilan literatlr
taramasinda Fox ve arkadaslarinin yaptigi calismada VP negatif,
Lancefield C grup antijenine sahip S. anginosus bakterilerinin
de oldugu gosterilmistir (27). Bu sebeple VP pozitifliginin her
zaman kesin bir ayiricihgl olmayabilecegi distinulmusgtir.

Amri ve arkadaslarinin yaptigi calismada da hipurat hidrolizinin
yalanci pozitif sonug verebilecegi belirtilmistir (28). Yaptigimiz
calismada 4 ve 2 McFarland siispansiyon bulanikliklarinda po-
zitif sonuglar elde edilmistir. Daha sonra APl 20 STREP’te bu-
lunan hipurat hidrolizi ile de sonuglar karsilastirilmis ve tim
suglar hipurat hidrolizi agisindan negatif bulunmustur. Béylece

hipuart hidrolizi pozitifliginin kesin bir ayiriciligi olmayabilecegi
distntlmustir.

Calismamizda arjinin fermentasyonunda da gesitli sorunlar ile
karsilasiimistir. Arjinin fermantasyonunun kesinlikle pozitif ol-
masi gerektigi vurgulandigi bir galismanin aksine, ¢alismamiz-
da tiim suslarda arjinin fermentasyonu negatif olarak tespit
edilmistir (1). Niven ve arkadaslarinin 6nerileri dogrultusunda
Nessler’ ayraci ile amonyak olusumunun arastirildigi yontem-
de ise tim suglarin arjinin fermentasyon deneylerinin pozitif
oldugu saptanmistir (29). Elde edilen bu sonuglar klasik seker
fermantasyonu ile hazirlanan arjininin streptokoklar igin yeterli
olmadigini géstermis, bu grupta arjinin hidrolizinde ve bakte-
rinin Urettigi amonyagi gostermekte sadece peptonlu suyun
yeterli olmadigi saptanmistir.

Hong Kong’da yapilan bes yillik bir calismada, 377 infektif en-
dokardit tanili hasta grubu ile ¢alisiimis ve sadece alti olgudan
SMG izole edilmistir. Sonuglar APl 20 STREP, ID 32 STREP, VITEK
GPI ve 16S rRNA sekanslama yontemleri ile degerlendirilmistir.
Sonuglara bakildiginda APl 20 STREP’te sadece bir sus %94,
ID32 STREP’te ise bes sus %99 dogruluk oraniyla S. anginosus
olarak tanimlanmis ve VITEK GPl ile li¢ sug tanimlanamamistir.
16S rRNA sekanslama yontemi ile suslar tekrar degerlendirme-
ye alinmis ve tamami S. anginosus olarak saptinmistir (30). Bu
¢alisma, bizim galismamizdaki API 20 STREP ile yapilan deney
sonuglari (%92) ile paralellik gdstermektedir. Bu sonuglara daya-
narak otomatize ticari sistemlerin SMG’yi tanimlamada yeterli
oldugu, fakat bu amagla hazirlanan ticari kitlerin gbzden gegi-
rilmesi gerektigi disintlmektedir. Calismamizda elde edilen
%92 orani sonuglarin yorumlanmasinda ytksek gibi goriinse
de %26’lik kismin saptanamamsi ve PZR ile uyumsuz sonuglar
verdigi gbz onlinde bulundurulmalidir.

Arjantin’de 64 sus ile yapilan bir ¢alismada disk difiizyon ve
MiK ydntemiyle 40 S. anginosus, 18 S. constellatus ve alti S.
intermedius belirlenmistir. S. anginosus suslarinda %12,5 peni-
silin, %2,5 eritromisin, S. constellatus suslarinda %4,5 penisilin
ve eritromisin ve S. intermedius suslarinda ise %33,3 penisilin
direnci saptanmistir (31).

Calismamizda ise S.anginosus suslarinin diger grup Uyelerine
oranlara daha direngli oldugu gozlenmistir. S.constellatus’un
ise S.intermedius’tan daha yiiksek oranda direngli oldugu sap-
tanmigtir. Ampisilin ve penislin direnci saptanan suglarin bogaz
infeksiyonlarindan izole edildigini g6z 6niinde bulundurarak,
ampirik tedavi de kullanilan birinci basamak antibiyotiklerin di-
reng orani dlslk olsa da tekrar revize edilmesi ve kiltlr sonucu
¢tkmadan tedaviye baslanmamasi gerektigi distinilmektedir.

Calismamizda S. anginosus suslarinin diger grup Uyelerine
oranlara daha direngli oldugu gozlenmistir. S. constellatus’un
S. intermedius’tan daha yliksek oranda direngli oldugu sap-
tanmistir. Ampisilin ve penislin direnci saptanan suslarin Ust
solunum yolu infeksiyonlarindan izole edildigini g6z 6niinde
bulundurarak, ampirik tedavide kullanilan birinci basamak an-
tibiyotiklerin direng orani diisiik olsa da tekrar revize edilmesi
ve kiltlr sonucu gikmadan tedaviye baslanmamasi gerektigi
distnulmektedir.
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Sonug olarak Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifi-
kasyon semasinin henliz tam olarak kesinlesmedigi belirlenmis-
tir. Antibiyotik duyarlilik sonuglarimiza dayanarak heniz direng
gelisiminin ciddi boyutta olmadigi saptanmis olup steril viicut
bélgelerinden izole edilen suslarda MiK degerlerinin belirlen-
mesi gerekmektedir. Grubu tanimlamada ticari kitlerin yetersiz
olabilecegi saptanmis ve yapilacak ¢alismalarin mutlaka mole-
kiler bir yontemle desteklenmesi gerekmektedir. Gliniimiizde
hizli taq kitlerinin yayginlagmasi ile rutin laboratuvarlarda otur-
tabilecek, primer setleri ile kullanimi da diger otomatize sistem-
ler kadar hizli olabilecektir (4 saat). Bu galismanin lilkemizde
yapilacak diger ¢alismalar igin temel olacagi distinilmektedir.
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