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Solunum Yolu Orneklerinde Streptococcus
pneumoniae’nin Saptanmasinda Optokin
Duyarliligi, Safrada Erime ve psaA Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Yontemlerinin Yeri

The Role of Optochin Sensitivity, Bile Solubility
and psaA Polymerase Chain Reaction Methods in
the Diagnosis of Streptococcus pneumoniae in
Respiratory Tract Samples
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Streptococcus pneumoniae; pnémoni, bakteriyemi ve menenijit gibi hayati tehdit eden ciddi
infeksiyonlarin yanisira otit, siniizit gibi sik rastlanan infeksiyonlara da yol agcan 6nemli bir
patojendir. S.pneumoniae’nin hizli ve dogru tanisi, infekte hastalarin uygun tedavi gérme-
sinde son derece énemlidir. Calismamizda rutin tanida kullandigimiz fenotipik testlerin
Ozglilliik ve duyarliliginin, altin standart yontem olarak kullandigimiz psaA PCR ile karsilas-
tinlmasi amaglanmstir. Klinik 6rneklerden izole edilen 90 adet alfa hemolitik streptokok
susu optokin duyarliligi ve safrada erime-damlatma testlerine gére; S.pneumoniae oldugu
bilinen (optokine duyarli ve safrada erime-damlatma testi pozitif) 30 sus (Grup 1), S.pneu-
moniae olmayan (optokine direngli ve safrada erime-damlatma testi negatif) 50 sus (Grup
2) ve S.pneumoniae siipheli (optokine direngli ama safrada erime-damlatma testi pozitif) 10
sus (Grup 3) olmak lizere 3 gruba ayrilmistir. Tiim izolatlara psaA PCR ve safrada erime-tiip
testi uygulanmis; Grup 1 deki suslar pozitif, Grup 2 ve 3’teki suslar ise negatif olarak bulun-
mustur. Grup 3’teki 10 susa APl 20 Strep testi yapilmis ve viridans grup streptokok olarak
tanimlanmistir. Bu bulgulara gére safrada erime-tiip testinin; damlatma testine gére daha
6zglil, psaA PCR yontemiyle ise benzer ézglilliige sahip oldugu gérilmustiir.

Anahtar kelimeler: Optokin duyarlihigi, 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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Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemlerinin Yeri
GiRiS

Streptococcus pneumoniae; pnémoni, bakteri-
yemi, menenijit ile otitis media ve sinlzit gibi Gst
solunum yolu infeksiyonlarina neden olur.
Pnomokoklar; toplum kaynakli pnémoni, menenijit,
splenektomili hastalarda sepsis, otitis media ve sini-
zitin en sik nedenidir. Ozellikle cocuklarda olmak
lizere konjuktivitin sik etkenlerinden birisidir.
S.pneumoniae, tim yas gruplarinda 6nemli bir mor-
bidite ve mortalite nedenidir?”.

S.pneumoniae’nin hizli ve dogru tanisi, infekte
hastalarin uygun tedavi gérmesinde son derece
onemlidir. S.pneumoniae’nin tanisina yaklasim aci-
sindan laboratuvarlar arasinda farkliliklar vardir.
Daha ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle
optokin duyarlhg! ve safrada erime yontemleri sik
olarak kullaniimaktadir. Genelde pnémokok tanisi
klasik yontemlerle basittir fakat atipik pndmokokla-
rin (kapsilsiiz, optokine direngli, safrada erimeyen)
ve atipik streptokoklarin (optokine duyarh) varhgin-
da, pnémokoklari diger alfa hemolitik suslardan ayirt
etmek zorlagir®019),

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi, mik-
roorganizmalarin tanisinda yiiksek duyarhliga sahip,
hizli bir yontemdir. Pnémokoklarin klinik 6rneklerden
tanimlanmasi amaciyla pnémokok virlilans genleri-
nin tespitine dayali amplifikasyon yontemleri
gelistirilmigtir2),

Pnomokok virtlans genlerinden biri olan pno-
mokok ylzey adhezin A (psaA) geni hem asi galisma-
larinda hem de tanida kullaniimaktadir. Morrison ve
ark. S.pneumoniae’nin 90 serotipinde de psaA geni-
nin varhigini PCR yontemiyle gostermislerdir. Verhelst
ve ark., yaptiklari calismada Ug genle (ply, IytA, psaA)
yapilan PCR g¢alismalarini karsilagtirmiglar ve pnémo-
kok suslarinin tanisinda psaA PCR yonteminin spesi-
fik oldugunu bildirmislerdir{t%1418),

Calismadaki amacimiz, tipik S.pneumoniae sus-
larinda ve pnomokok stpheli alfa hemolitik strepto-
kok suslarinda optokin duyarliligi ve safrada erime
(damlatma ve tlp) yontemlerinin 6zgillik ve duyar-
liligini psaA PCR testini altin standart olarak kullana-
rak arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakdltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Bilim Dali’'na gonderilen klinik 6rnekler-
den (balgam, bogaz salgisi, burun sirintisd, kan,
kulak akintisi, trakeal aspirat, beyin omurilik sivisi ve
konjunktiva stiriintlist) izole edilen 90 alfa hemolitik
streptokok susu incelenmeye alinmistir. Bu suslar
rutin laboratuvar sonuglarina gore; S.pneumoniae
oldugu bilinen (optokine duyarli ve safrada erime-
damlatma testi pozitif) 30 sus (Grup 1); S.pneumoniae
olmayan (optokine direngli ve safrada erime-
damlatma testi negatif) 50 sus (Grup 2) ve S.pneu-
moniae supheli (optokine direngli ama safrada
erime-damlatma testi pozitif) 10 sus (Grup 3) olarak
gruplandiriimistir. Tim suslara psaA PCR ve safrada
erime-tlp testi uygulanmistir. Sonug olarak optokin
duyarliligi ve safrada erime (damlatma ve tiip) testle-
rinin duyarlilik ve 6zgillikleri altin standart yontem
olarak kullandigimiz psaA PCR sonuglarina gore
degerlendirilmistir.

Fenotipik testler:

Hastalardan alinan ornekler % 5 koyun kanli
besiyerine ekilmis, 37°C’'de % 5-10 CO,’li ortamda
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra tGremeler deger-
lendirilmistir. S.pneumoniae tanimlanmasi Gram
boyanma, katalaz negatifligi, koloni morfolojisi, alfa
hemoliz, safrada erime ve optokin duyarlligina goére
yapimistir.

Safrada erime: Safra tuzu (sodyum deoksiko-
lat) bakterinin erimesine neden olan, indirekt etkili
bir maddedir; otolitik enzim sentezini aktive ederek
etkisini gosterir. Safrada erime-damlatma testinde
% 5 koyun kanli besiyerinde lreyen kolonilerin (ize-
rine % 2’lik sodyum deoksikolat damlatiimis ve
35°C’de 30 dakika bekledikten sonra erime olup
olmadigl gozlenmistir. Safrada erime-tlip testinde
ise kontrol ve test olmak lzere iki ayri tip kullanil-
mistir. 0,5 ml % 0,9’luk serum fizyolojik icerisinde
0,5-1 McFarland yogunlugunda bakteri stispansiyo-
nu hazirlanmistir. Test tiptine 0,5 ml % 10’luk sod-
yum deoksikolat, kontrol tlipine 0,5 ml serum fiz-
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yolojik eklenmis ve 35°C’de iki saat inklibe edilmis-
tir. Test tlplnde berraklasma gorilip kontrol tlip
bulanik ise safrada erime tip testi pozitif olarak
degerlendirilmistir®),

Optokine duyarhlik: Safrada erimesi olan ve/
veya koloni morfolojisi S.pneumoniae’ye benzeyen
kolonilerin saf kiiltlirinden % 5 koyun kanl agara
ekim vyapilip ortasina 5 pg optokin (ethyl-
hydrocupreine hydrochloride) iceren 6 mm capinda
disk yerlestirilmis ve 35°C’de, % 5 CO,’li ortamda 24
saat inktbe edilerek inhibisyon zonuna goére (>14
mm=duyarh) degerlendirilmistir®.

Bakteri tanimlanmasi: Safrada erime-damlatma
testi ile pozitif, safrada erime-tip testi ile negatif
olan suslarin tanimlanmasi igin API 20 Strep yari oto-
matize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullaniimistir.
inokiilasyon, inkiibasyon ve test sonuglarinin okun-
masi Uretici firmanin énerileri dogrultusunda yapil-
mistir.

PsaA PCR:

Klinik 6rneklerden elde ettigimiz suslarin geno-
tipik tanimlamasi icin psaA PCR gen amplifikasyon
metodu kullaniimigtir. DNA ekstraksiyonu igin 18-24
saatlik inklibasyon sonrasi ireyen koloniler ekiivyon-
la alinarak 200 pl steril distile suda stispanse edilmis
ve daha sonra 10 dakika kaynatiimistir. Kaynatildiktan
sonra 10,000 g’de 2 dakika santrifuj edilmis ve super-
natant kismi PCR reaksiyonunda kalip DNA olarak
kullanilmistir. Hemen kullanilmayan oOrnekler
-20°C’de saklanmistir. Uyguladigimiz PCR yontemin-
de, S.pneumoniae’nin yizeyindeki 37 kDa’luk bir
protein olan psaA’yi kodlayan gen hedef olarak kulla-
nilmistir. PsaA geninin 838 bp’lik pargasini amplifiye
etmek igin P1(5’-CTT TCT GCA ATC ATT CTT G -3’) ve

ANKEM Derg 2019;33(1):18-23

P2(5’-GCC TTC TTT ACC TTG TTC TGC-3’) primerleri
kullaniimistir. Amplifikasyon karisimi toplam hacmi
50 ul (Distile su (35.7 ul), Tampon 10x (5 pl), dNTP
mix 10 mM (1 pl), MgCl, 25 mM (2 ul), P1 primer (0.5
ul), P2 primer (0.5 ul), Tag DNA polimeraz (0.3 pl),
DNA ekstrakti (5 pl) olacak sekilde hazirlanmistir.
Amplifikasyon kosullari denatlrasyon basamagi
94°C’de 5 dk, uzama basamagi 40 siklus 95°C’de 30
sn, 52°C’de 30 sn, 72°C’de 2 dk ve sonlanma basama-
g1 72°C’de 8 dk olacak sekilde termal déngi cihazin-
da (Techne/Progene) gergeklestirilmistir. PsaA PCR
yonteminin 6zgulligliniin belirlenmesi amaciyla
kontrol sus olarak st solunum vyolu florasindaki
cesitli  bakteriler (Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp.,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae) ve pozitif kontrol olarak da S.pneumo-
niae ATCC 49619 susu kullanilmigtir®®,

BULGULAR

Bu calismada tiim izolatlara psaA PCR ve safra-
da erime-tlip testi uygulanmis; Grup 1’deki suglar
pozitif, Grup 2 ve 3’teki suslar ise negatif olarak
bulunmustur. Grup 3’teki 10 susa APl 20 Strep testi
yapilmis ve viridans grup streptokok olarak tanimlan-
mistir. U¢ gruba uygulanan psaA PCR ve fenotipik
test sonuglari Tablo 1’de gosterilmistir.

Galismamizin sonuglarina gore optokin duyarli-
lig1 ve safrada erime-tiip testinin duyarlilik ve 6zgul-
likleri % 100 olarak saptanmistir. Safrada erime-
damlatma testinin duyarhhgr % 100, 6zgulligul ise
% 83 olarak saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Calismaya dahil edilen suglarin fenotipik ve genotipik test sonuglari.

Safrada Erime (%)

Grup Sus Sayisi Optokine Duyarhhk Damlatma  Tip PsaA PCR pozitifligi
(n) (%) (%)

Grup 1 30 100 100 100 100

Grup 2 50 0 0 0 0

Grup 3 10 0 100 0 0
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Tablo 2. Calismada kullanilan testlerin duyarlilik ve 6zgiilliik sayi ve oranlari.

Test Gergek pozitif Yalanci pozitif Yalanci negatif Gergek negatif Duyarhhk Ozgiillik
(n) (n) (n) (n) (%) (%)
Optokine duyarlilik 30 0 0 60 100 100
Safrada erime-damlatma testi 30 10 0 50 100 83
Safrada erime-tip testi 30 0 0 60 100 100
TARTISMA (n=30) ve tirde (n=14) bu ydontemi denemisler ve

S.pneumoniae’nin infeksiyon etkeni olarak tani-
st bakterinin infeksiyon bdlgesinden izolasyonuna
dayanir. Pnémokoklara yonelik laboratuvar tani yon-
temleri mikroskopi, kiiltiir, antijen saptama ve niikle-
ik asit tabanli testler olarak siralanabilirt®),

Kanli agarda alfa hemoliz olusumu, pnémokok-
lari Ust solunum yolunun diger normal flora tyeleri
olan viridans streptokoklardan ayirt etmek icin yeter-
sizdir ve bunun icin safrada erime deneyi ve optokin
duyarhhg gibi testlere ihtiya¢ duyulur. Geleneksel
yontemlerle yapilan S.pneumoniae tanisinda atipik
suglarin varligi nedeniyle bazen zorluklar yasanabilir.
Yapilan ¢alismalarda optokine direngli veya safrada
erimeyen pndomokoklarin ve optokine duyarl viri-
dans streptokoklarin varhigi bildirilmigtir(” 101218,

Kaijalainen ve ark.®’ mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda genellikle optokin duyarhli§inin standart
metod olarak kullanildigini ve atipik koloni morfoloji-
si olan veya optokine direncli suslarda safrada erime
deneyinin uygulandigini soylemislerdir. Optokine
duyarh ve safrada erime testi pozitif bir alfa hemoli-
tik streptokok pndmokok olarak kabul edilebilir. Eger
susun koloni morfolojisi farkliysa ya da kan veya
beyin omurilik sivisi gibi bir 6rnekten izole edilmis ise
ileri inceleme igin iyi bir neden olusturur. Ornegin
genotipik testlerle bakterinin virlilans genleri arasti-
rilabilir. Optokine direngli, safrada eriyen, kapsulli
bir sus pndmokok olabilir fakat kapstlstiz, optokine
direngli veya safrada erimeyen bir bakteriye pnémo-
kok tanisi konmamalidir.

Morrison ve ark.“Y tanimladiklari primer setiyle
yaptiklari PCR ile tim pndmokok serotiplerinde psaA
geninin varligini gostermislerdir. Ayrica kullandiklari
psaA PCR yonteminin 6zgulliginli gostermek igin
viridans grup streptokoklari da iceren cesitli cins

negatif sonug almislardir.

Verhelst ve ark!® optokine direngli 49 pnémo-
kok benzeri susta yaptiklari ¢alismada bes farkh
genotipik yontemi [AccuProbe, psaA, IytA, ply ve
ARDRA (amplified rDNA restriction analysis)] karsi-
lastirmislardir. Tim testlerde kapsullu ve tipik koloni
morfolojisine sahip 11 pndmokok susu pozitif olarak,
20 alfa hemolitik streptokok susu da negatif olarak
saptanmistir. Geriye kalan 18 sus bir veya daha fazla
sayida testte pnomokok karakteristigi gostermistir.
En blylk problem AccuProbe ydntemiyle pozitiflik
veren yedi susta ortaya ¢ikmistir. Bunlarin hepsi kap-
sulstiz ve psaA spesifik PCR negatif olarak saptanmis,
bazilari ply ve IytA spesifik PCR pozitif bulunmus,
bazilari da safrada erimistir. Sonug olarak gercek
pnémokoklari identifiye etmedeki en iyi genotipik
teknigin Morrison ve ark./nin®? tanimladiklari psaA
spesifik PCR oldugu ve optokine direngli kapsullu
serotiplerde dogru sonuclar verdigi belirtilmistir.

Messmer ve ark.® tiplendirilemeyen (kapstil-
stz) pnémokok suslari ve S.pneumoniae ile yakin
iliskili atipik streptokoklarin tanisinda dort farkli yon-
temi (lytA PCR, psaA PCR ve iki farkli primer setiyle
ply PCR) denemis ve bunlari diger laboratuvar testle-
riyle (optokine duyarlilik, safrada erime, Quellung
reaksiyonu ve AccuProbe) karsilastirmislardir.
Tiplendirilemeyen pnédmokoklar hem PCR yontemle-
ri hem de diger laboratuvar testleriyle taninmislardir.
Ancak sik kullanilan fenotipik laboratuvar testleri
atipik streptokoklari, tiplendirilemeyen pndmokok-
lardan ayirt edememislerdir. Atipik streptokoklarla
karistirilabilen bu suslarin tanisinda psaA ve lytA PCR
metodlarinin givenilir oldugu bildirilmigtir{316:17.18),

El Alia ve ark.? yaptiklari calismada S.pneumoniae’nin
belirlenmesinde 16S rRNA bazli Spne-PCR yontemini
diger dort genotipik yontemle (psaA, IytA, ply,
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spn9802-PCR) karsilastirmislar ve denedikleri dort
genotipik yontemden sadece psaA PCR’in S.pneumo-
niae ile Streptococcus pseudopneumoniae’yi net bir
sekilde ayirt edebildigini saptamislardir.

Susun izole edildigi 6rnegin ve altta yatan has-
tahgin bilinmesi 6zellikle atipik suslarin identifikasyo-
nu agisindan énemlidir. Yapilan galismalarda optoki-
ne direngli pndmokok suslarinin genellikle kan ve
beyin omurilik sivisindan, tiplendirilemeyen (kapsul-
stiz) suslarin ise konjunktivit olgularindan izole edil-
digi bildirilmistir®4,

Kellogg ve ark/nin®® yaptiklari ¢alismada da
bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde safrada erime-
tlp testinin 6zgllligi damlatma testine gore daha
yuksek olarak bulunmustur.

Sik infeksiyon etkenlerinden biri olan
S.pneumoniae’nin identifikasyonunun 6zellikle atipik
suslarda 6nemli bir sorun oldugu gozlenmektedir.
S.pneumoniae, basta penisilin olmak Uzere birgok
antibiyotige karsi direng kazandigindan bakterinin
hizli ve dogru tanisi tedaviyi yonlendirme agisindan
da 6nem tasimaktadir.

Safrada erime-tiip testinin kolay, ucuz ve 6zgil-
Itk oraninin yiksek olmasi nedeniyle PCR deneyle-
rinden o6nce yapilmasi onerilmektedir. Sonuclar
degerlendirilirken safrada erimeyen atipik pnémo-
koklarin varligi unutulmamalidir&19:20,
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