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ÖZ

Amaç: Streptococcus milleri grubu (SMG) bakterilerin, moleküler, biyokim-
yasal ve yarı otomatize tekniklerle tür ayırımının yapılması ve tedavide sık 
kullanılan antibiyotiklere karşı duyarlılık sonuçlarının araştırılması amaç-
lanmıştır. Bu çalışma, SMG bakteriler ile ilgili bazı önemli noktalara dikkat 
çekmek ve epidemiyolojik olarak önemini tespit etmek için planlanmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Çalışmamıza 100 streptokok cinsi bakteri dahil edilmiş-
tir. Tür tanımlaması için biyokimyasal testler ve API 20 STREP yarı otomatik 
identifikasyon kiti kullanılmıştır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile hedef 
gen bölgeleri (HYL-MIX-U, HLY-INT- D, HLY-CC-D, 16S-ANG-U, 16S-ANG-D, 
ILY-4DFw, ILY-wholeC Bw) çoğaltılarak tür tanımlamaları doğrulanmıştır.
Bulgular: Tüm örneklerin Voges-Proskauer (VP) deneyi pozitif, hipurat 
hidrolizi ve pirolidonil arylamidaz (PYR) negatif olarak saptanmıştır. Tüm 
suşlar Lancefield grup antijeni açısından değerlendirilmiş olup, %42 G, 
%26 F, %5 ise C grup antijenine sahip olduğu bulunmuştur. Suşların 
%27’sinin ise Lancefield grup antijenleri ile antijen tipi saptanamamıştır. 
100 suşun tamamı vankomisin, seftriakson, sefepim, sefotaksim, levoflok-
sasin, linezolid antibiyotiklerine duyarlı olarak bulunmuştur. Suşlarda, %16 
eritromisin, %6 klindamisin, %5 tetrasiklin, %1 kloramfenikol direnci sap-
tanmıştır. Ampisilin ve penisilin direnci E-test yöntemi ile saptanmış ve %1 
ampisilin/penisiline dirençli Streptococcus anginosus suşu, %2 ampisiline 
orta duyarlı S. anginosus suşu saptanmıştır. API 20 STREP sonuçlarına göre 
bakterilerin %41 cins bazında tanımlanmış, %45’i S. anginosus, %5’i 
Streptococcus constellatus, %1’i Streptococcus intermedius olarak sonuç-
landırılmıştır. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonuçları ise 
%56 S. anginosus, %24 S.constellatus, %8’i S. intermedius olarak saptan-
mıştır. Suşların %12’sinde herhangi bir bant saptanamamıştır. 
Sonuç: Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifikasyon şeması-
nın henüz tam olarak tanımlanmadığı saptanmıştır. Antibiyotik duyarlılık 
sonuçlarımıza göre SMG’de direnç gelişimi ciddi  boyutta değildir. Grubu 
tanımlamada ticari kitlerin yetersiz olabileceği ve yapılacak çalışmaların 
mutlaka moleküler bir yöntemle desteklenmesi gerekmektedir. 
Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifikasyon şemasının henüz 
tam olarak tanımlanmadığı saptanmıştır. Antibiyotik duyarlılık sonuçları-
mıza göre SMG’de direnç gelişimi ciddi  boyutta değildir. Grubu tanımla-
mada ticari kitlerin yetersiz olabileceği ve yapılacak çalışmaların mutlaka 
moleküler bir yöntemle desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus milleri grup, PZR, lancifield grup antije-
ni, APİ, 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, 
and linezolid. 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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GİRİŞ

Streptokoklar doğada oldukça yaygın bulunan, vücudun çeşitli 
bölgelerinde normal florada yer alan; Gram pozitif, zincir ya 
da diplokok biçiminde, sporsuz ve hareketsiz koklardır (1,2). 
Streptokoklar, kanlı agarda hemoliz yapma özelliklerine, biyo-
kimyasal özelliklerine ve antijenik yapılarına göre sınıflandırı-
labilmektedirler (1,3). 

Streptokoklar oksijen gereksinimlerine göre aerobik, fakülta-
tif anaerobik ve zorunlu anaerobik olarak iki guruba ayrılırlar. 
Kanlı agar’da (%5 koyun kanı) hemoliz yapma özelliklerine göre 
(Brown sınıflandırması) ise alfa hemolitik, beta hemolitik ve 
hemoliz özelliği göstermeyen olarak üç grupta incelenirler (4- 
5). Fizyolojik özelliklerine göre ise (Sherman sınıflandırması) 
pyojenik streptokoklar, laktokoklar, enterokoklar ve viridans 
streptokoklar olarak dört grupta incelenirler (6). Hücre duvarı 
polisakkarit yapısına (Lancefield sınıflandırması) göre A, B, C, D 
grubu ve diğer gruplar (G-V) olmak üzere ayrılırlar (7, 8). Biyo-
kimyasal sınıflandırmada ise şekerleri fermente etmeleri, bazı 
enzimleri üretmeleri, antibiyotik duyarlılıkları, farklı besiyerle-
rinde oluşturdukları koloni morfolojileri ve hemoliz özelliklerine 
göre beş grupta kategorize edilmişlerdir. 16S rRNA dizi analizine 
göre ise piyojenik grup,  anginosus grup, mitis grup, salivarious 
grup, bovis grup ve mutas grup olarak sınfılandırılmışlardır (9).

Son zamanlarda, Streptococcus cinsinin üyelerinin, çoklu ge-
nom düzeyinde filogenetik ağaçlar ve bu grupların üyeleri tara-
fından benzersiz bir şekilde paylaşılan çok sayıda oldukça spe-
sifik moleküler belirteçler tarafından desteklenen tanımlanmış 
14 tür grubuna yerleştirilmesi önerilmiştir (10).

Streptokoklarda koloni çapı, 0.5 mm’dan daha büyük olanlar; 
piyojen, 0,5 mm’dan daha küçük olanlar ise; Avrupa’da Strepto-
coccus milleri grup (SMG) olarak, Amerika’da ise Streptococcus 
anginosus grup olarak adlandırılmaktadır (1, 2, 11, 12). Grup 
Streptococcus anginosus, Streptococcus intermedius, Strepto-
coccus constellatus olarak üç türe; S. constellatus da S. constel-
latus subsp. constellatus, S. constellatus subsp. pharyngis olmak 
üzere iki alt türe ayrılmaktadır (2, 13). SMG bakterilerinin DNA 
yapıları daha çok non-hemolitik streptokoklara benzemektedir. 
Orofaringeal, ürogenital, gastrointestinal sistemde kommensal 
olarak bulunmaktadırlar (1, 2, 11, 13). Biyokimyasal özellikle-
rinden, Voges-Proskauer (VP) pozitif, eskülin hidrolizi pozitif, 
pirolidonil arilamidaz (PYR) negatif, üreaz negatif ve hipurat 
hidrolizi negatif, diğer streptokok türlerinden ayırımı yapılabil-
mektedir (3, 14). 

SMG’de VP testinin pozitif olup, diğer beta hemolitik strepto-
koklarda negatif olması, tür ayrımını sağlayan en önemli özel-
liktir (13, 14). Tanı amaçlı hazırlanmış çeşitli ticari kitler de bu-
lunmaktadır, fakat sonuçların birbirleri ile farklılık göstermesi 
nedeni ile sık tercih edilmemektedir (3). SMG bakteriler, beyin 
absesi, kan,  idrar ve cerahat gibi birçok örnekten izole edilebil-
mektedir. Normal vücut florasında bulunan ve boğaz sürüntüle-
rinden izole edilen beta hemoliz yapmış suşların patojen olup 
olmadığı hala tartışılmaktadır (11, 13, 15). SMG bakteriler, genel 
olarak beta-laktam antibiyotiklere duyarlı ve aminoglikozid an-

tibiyotiklere dirençlidir. Steril vücut bölgelerinden izole edilen S. 
anginosus suşlarında mutlaka antibiyotiklerin minimum inhibis-
yon konsantrasyon (MİK) değerinin saptanması gerekmektedir.  
SMG bakterilerinde makrolid, linkozamid ve streptogramin B 
(MLS) direnci görülebilmekle; vankomisin, linezolid ve dapto-
misine direnç henüz bildirilmemiştir (3, 11-13).

Çeşitli hasta gruplarında etken olarak kabul edilen ve direnç 
geliştirebilen SMG üyeleri ile ilgili ülkemizde herhangi bir çalış-
ma bulunmamaktadır. Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden 
izole edilen streptokoklarda konvansiyonel, yarı otomatize ve 
moleküler yöntemlerle SMG bakterilerin oranı araştırılmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Hasta Grubu
Çalışmamızda İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi Tıbbi 
Mikrobiyoloji  bölümüne gönderilen boğaz sürüntüsü ve çeşitli 
klinik örneklerden (abse, kan kültürü, doku parçası ve cerahat) 
izole  edilen toplam 100 streptokok cinsi bakteri çalışmaya da-
hil edilmiştir.

Koloni Morfolojisi ve Hemoliz Türünün Değerlendirilmesi
Klinik örneklerin %5 koyun kanlı agarda 18-24 saatlik inkübasyo-
nu sonrası oluşturdukları koloni morfolojisine göre, 0,5 mm’den 
küçük olan streptokoklar (pinpoint, toplu iğne başı koloni mor-
folojisi) çalışmaya dahil edilmiştir.    

Streptokoklar, %5 koyun kanlı agardaki hemolitik aktivitelerine 
göre alfa, beta, ve hemoliz oluşturmayan (non-hemolitik) olarak 
sınıflandırılmıştır. Şekil 1’de A grubu beta hemolitik streptokok-
ların, Şekil 2’de SMG’nin koloni morfolojisi gösterilmiştir.

Şekil 1: A grubu beta hemolitik streptokok morfolojisi

Şekil 2: SMG koloni morfolojisi
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Biyokimyasal Testler
Biyokimyasal özelliklerin saptanması için katalaz, Voges Pros-
kauer, Lateks Aglütinasyon Testi, PYR, şeker fermantasyon, arji-
nin hidrolizi, hipurat hidrolizi, eskülin hidrolizi ve üreaz testleri 
gerçekleştirilmiştir. 

Konvansiyonel  biyokimyasal testlerin karşılaştırılmasının yapıl-
ması amacı ile API 20 STREP kiti kullanılmıştır.

Katalaz Testi
Temiz bir lam üzerine bir damla %3 hidrojen peroksit (H2O2) 
damlatılmış ve üzerine beta hemoliz özelliği gösteren bir kolo-
ni süspanse edilmiştir. Hava kabarcıklarının  gözlenmesi pozitif 
sonuç (katalaz enziminin varlığı) olarak kabul edilmiştir (16). 

Voges Proskauer Testi
Taze streptokok kolonileri, steril bir öze ile 2 ml Voges-Proska-
uer (VP) içeren deney tüplerine inoküle edilmiş ve 37oC’de 6 
saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında üzerlerine %5’lik 
α-naftol ve %40’lık potasyum hidroksit (KOH) damlatılmış, oda 
ısısında 30 dakika bekletilmiştir. Pembe-kırmızı renk oluşumu 
pozitif olarak kabul edilmiştir (16).

Lateks Aglütinasyon Testi (Lancefield Grup Aglütinasyon)
Kit kullanım prosedürüne (Streptococcal Grouping Kit, Oxoid, 
İngiltere) uygun olarak, 2-5 streptokok kolonisi 400 µl ekstrak-
siyon enzimi içinde süspansiyon haline getirilmiş ve 37oC’de 15 
dakika bekletilmiştir.  Her bir grup antijenine karşı antikorla (A, 
B, C, D, F ve G grubu) kaplı lateks boncukları  içeren solüsyonlar-
dan bir damla test kartlarına damlatılmıştır. Üzerlerine süspanse 
halde olan bakteri örneklerinden konularak karıştırılmış ve çö-
kelti oluşturanlar grup antijeninde pozitif olarak kabul edilmiştir.

PYR Testi
Kit prosedürüne göre (Oxoid Biochemical Identification System 
(O.B.I.S.), Oxoid, İngiltere), steril öze ile üç-beş koloni alınmış, 
PYR test kartına koyulmuş ve üzerine bir damla solüsyon-1 ila-
ve edilerek üç dakika beklenmiştir. Süre sonunda solüsyon-2 
damlatılmış ve yirmi saniye sonunda pembe-mor renk vermesi 
pozitif kabul edilmiştir. Pozitif kontrol olarak Enterococcus fea-
calis ATCC 29212 standart suşu kullanılmıştır (16).

Şeker Fermentasyon Deneyleri
100 ml peptonlu su içerisine 25 gr şeker (mannitol, sorbitol, 
rafinoz, arjinin, sakkaroz, trehaloz veya laktoz) eklenmiş ve pH: 
7,2 olarak ayarlanmıştır. Hazırlanan şekerli çözeltiler 0.45 mm 
gözenekli filtreden (Stedim Biotech, Almanya) geçirilmiştir. Sarı 
renk oluşumu bakterinin şekeri kullandığını göstermiş ve pozitif 
olarak kabul edilmiştir (16).

Arjinin Hidrolizi Deneyi
100 ml arjinin mediumu (pH: 7.0) için, 0,5 gr maya özeti ve 
tripton, 0,2 gr K2HPO4, 0,05 gr Glukoz, 0,3 gr D-arjinin mono-
midroklorür eklenmiş ve steril edilmiş, cam tüplere 2,5 ml 
dağıtılmıştır. 

Tüplerin içine her bir suş inoküle edilmiş ve 37oC’de %5 CO2’li 
etüvde 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasın-
da her bir tüpe 1 damla Nessler’s ayracı damlatılmıştır. Parlak 
sarı renk oluşumu pozitif sonuç olarak kabul edilmiştir (16). 

Hipurat Hidrolizi Deneyi
Bakterilerin hipurik asidi hidrolize ederek benzoik asit ve glisine 
ayrıştırmasını gözlemlemek amacı ile yapılmıştır (17). Bakteri 
kolonileri, 10gr/ml hipurat bulunan ependorflarda süspansiyon 
haline getirilmiş, iki saat 37oC’de inkübe edilmiş ve üzerine 400 
µl ninhidrin ayıracı eklenmiştir. 15 dakika oda ısısında inkübas-
yona devam edilmiş ve süre sonunda mavi/mor renk oluşumu 
pozitif kabul edilmiştir (16). 

Eskülin Hidrolizi Deneyi
Safra-eskülin agara, saf kolonilerden ekim yapılmıştır. 24 saat 
37oC’de inkübasyon sonucunda siyah-kahverengi renk değişimi 
pozitif sonuç olarak kabul edilmiştir.  Pozitif kontrol olarak E. 
feacalis ATCC 29212 suşu kullanılmıştır (16, 18).

Üre Hidrolizi Deneyi
900 ml distile su içerisine, 15 gr agar eklenmiş ve 121°C’de 15 
dakika otoklavda steril hale getirilir. Soğuduktan sonra içeri-
sine, 100 ml distile su içerisinde 29 gr üre çözündürülmüş ve 
filtreden geçirilmiş karışım eklenmiş, steril şartlarda tüplere 
dağıtılmıştır (pH: 6,8). 24 saat 37oC’de inkübasyon sonucunda 
sarı rengin, pempe/kırmızı renk değişimi pozitif sonuç olarak 
kabul edilmiştir (16).

Yarı Otomatize Sistem ile bakterilerin değerlendirilmesi (API 
20 Strep Testi)
Ticari API 20 Strep kiti ile tüm suşlar değerlendirilmiştir. Kit 
prospektüsüne göre (Biomerioux, Fransa) saf kültür kolonile-
ri, steril eküvyon yardımı ile toplanarak kit ile birlikte verilen 
%0,85’lik tuzlu su içerisinde süspanse edilmiştir. Bakteri süspan-
siyonu 4 McFarland yoğunluğunda hazırlanmıştır. Daha sonra 
bu süspansiyondan striplere dağıtılmış, 35-37°C’de 4 ve 24 saat 
inkübe edilmiş, süre sonunda ayraçları damlatılmış ve sonuçlar 
değerlendirilmiştir.

Antibiyotik Duyarlılık Deneyleri
Antibiyotik duyarlılık deneyleri Kirby-Bauer disk difüzyon yönte-
mi ve bazı antibiyotikler için gradient-test (E-test, bioMerieux, 
Fransa) yöntemi ile yapılmıştır (19).

Kirby-Bauer Disk Difüzyon Yöntemi ile Antibiyotik Duyarlılık 
Deneyleri
Antibiyotik duyarlılık deneyleri “Klinik Laboratuvar Standartları 
Enstütüsü (CLSI)”  (19) kriterleri göz önüne alınarak yapılmıştır, 
sefepim (FEP) 30µg, vankomisin (VA) 30µg, seftriakson (CRO) 
30µg, sefotaksim (CTX) 30µg, eritromisin (E) 30µg, klindami-
sin (DA) 30µg, levofloksasin (LEV) 30µ g, tetrasiklin (TE) 30µg, 
kloramfenikol (C) 30µg ve linezolid (LZD) 30µg (BD, USA) test 
edilmiştir. % 5 koyun kanı içeren Mueller Hinton besiyerine 0,5 
McFarland bulanıklığında hazırlanmış koloni süspansiyonu steril 
eküvyon yardımı ile yayılmıştır ve üzerine antibiyotik diskleri 
yerleştirilmiştir (19). 

Gradient-Test Yöntemi ile Antibiyotik Duyarlılık Deneyleri
24 saatlik taze kültürden Mueller Hinton Broth besiyerinde 0.5 
McFarland yoğunluğunda bakteri süspansiyonu hazırlanmıştır. 
Süspansiyon, steril eküvyonla Mueller Hinton Agar üzerine ya-
yılmış ve üzerine gradient-test (E-Test, Biomerieux, Fransa) şe-
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ritleri koyulmuştur. Ekim yapılmış besiyerleri 18-24 saat süreyle 
37°C’de CO2’li etüvde inkübasyona bırakılmış ve süre sonunda 
CLSI kriterlerine göre yorumlanmıştır Deneylerde kontrol için 
S. pneumoniae ATCC 49619 standart suşu kullanılmıştır (19).

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Saf halde olan kanlı agar besiyerindeki kolonilerden DNA izolas-
yonu, kaynatma yöntemi ile yapılmıştır. Bu amaçla, yaklaşık 0,5 
McFarland bulanıklığında hazırladığımız süspansiyondan 500 µl 
ependorflara aktarılmış ve 100°C’de 10 dakika kaynatılmıştır. 
13000 g’de 15 dakika santrifüj edilmiş örneklerin, dip pelletleri-
ne dokunmadan üst kısımdaki süpernatantdan 200 µl alınmıştır. 

Primer olarak, Tablo 1’de gösterdiği şekilde S. milleri grup için 
spesifik gen bölgelerini içeren HYL-MIX-U, HLY-INT- D, HLY-CC-D, 
16S-ANG-U, 16S-ANG-D, ILY-4DFw, ILY-wholeC Bw primerleri 
(Fermantas, Türkiye) kullanılmıştır (20,21).

Primerlerin son konsantrasonları 20 µM olarak ayarlanmıştır. 
PZR karışımı için daha önceden ekstraksiyonu yapılan 2,5 µl 
DNA kullanılmıştır. Her bir örnek için, 12,5 µl 2X Mastermix 
(Fermentas, 2X Mastermix, ABD) ve her bir primerden 10 pmol 
kullanılmıştır (toplam hacim 25µl). 

Pozitif kontrol olarak S.anginosus NCTC 10713, S. constellatus 
NCDO 2226, S. intermedius NCDO 2227 suşlarından ekstrak-
te edilen DNA ve negatif kontrol olarak da hedef DNA yerine 
aynı miktarda distile su kullanılmıştır. Amplifikasyon programı, 
94°C’de 4 dakika (1 döngü), 94°C’de 45 saniye, 54°C’de 45 sa-
niye, 65°C’de 2,5 dakika (30 döngü) olarak ayarlanmıştır (22). 
%1’lik agaroz jel de yürütülen örnekler jel translüminatör üze-
rine alınarak UV ışık altında görüntülenmiştir.

BULGULAR

Çalışmada yer alan suşlar farklı klinik örneklerden izole edilmiş-
tir. 81 boğaz sürüntüsü, 10 apse, iki batın içi sıvı, iki doku par-
çası, iki kan kültür, 1 balgam, 1 periton sıvısı ve 1 tırnak iltihabı 
örneklerinden suşların izolasyonları yapılmıştır. Hasta yaşları 1 
ve 82 arasında değişmektedir (20,29 ± 20,92). 

Tüm suşlar Gram boyamada, Gram pozitif, zincir yapmış koklar 
olarak görülmüştür. Oksidaz ve katalaz özellikleri negatif olarak 

saptanmışır. İzole edilen suşların 90 tanesinin beta hemolitik, 
dört suşun alfa hemolitik olduğu ve 6 tanesinin hemoliz yap-
madığı bulunmuştur.

Tüm suşların VP testleri, hipurat hidrolizleri ve PYR testleri ne-
gatif olarak tespit edilmiştir. Üreaz testi iki suşta pozitif olarak 
saptanmıştır.

Tüm suşlar Lancefield grup antijeni açısından değerlendirilmiş 
olup, 42 suşun (%42) G grup antijenine, 26 suşun (%26) F grup 
antijenine, beş (%5) suşun C grup antijenine sahip olduğu tes-
pit edilmiştir. 27 (%27) suşun grup antijeni saptanamamıştır.

Tüm şeker fermentasyonu deneyleri konvansiyonel olarak, her 
bir şeker için yapılmıştır (100 suşta). 78’i sakkarozu (%78), 69’u 
(%69) trehalozu, 61’i (%61) laktozu, 10’u (%10) mannitolü, ye-
disi (%7) sorbitolü ve yedisi (%7) rafinozu kullanmıştır.

Suşların arjinini hidroliz edip etmedikleri Nessler ayıracı kullanı-
larak çalışılmış ve tüm suşlar pozitif olarak saptanmıştır.

Eskülin hidrolizi açısından suşlar değerlendirildiğinde, 57 suş es-
külin pozitif (%57) , 43 suş (%43) eskülin negatif sonuç vermiştir.

API 20 STREP testi ile, 100 suşun 41’i (%41) Streptococcus olarak 
tiplendirilmiş, 45’i (%45) S. anginosus, beşi (%5) S. constellatus, 
bir (%1) suş S. intermedius olarak tiplendirilmiştir. Tablo 2’de 
API 20 STREP sonuçları gösterilmiştir. 

Tablo 2: Yarı Otomatize sistem ile bakterilerin 
değerlendirilme sonuçları (API 20 Strep)

Cins ya da tür düzeyinde 
isimlendirme Bakteri sayısı

Streptococcus milleri grup 41

Streptococcus anginosus 45

Streptococcus constellatus 5

Streptococcus intermedius 1

Enterococcus durans 2

Streptococcus salivarus 1

Granuli adiacens 1

Enterococcus avium 1

Streptococcus agalacita 1

Leuconostoc spp. 1

Streptococcus suis II 1

Antibiyotik duyarlılık deneyleri CLSI’ın önerdiği şekilde yapılmış 
olup tüm suşlar vankomisin, seftriakson, sefepim, sefotaksim, 
levofloksasin ve linezolide duyarlı bulunmuştur.

Suşların %16’sında eritromisin direnci saptanmış ve bu direnci 
gösterenlerin 10’unun S. anginosus, dördünün ise S. constella-
tus olduğu belirlenmiştir. 

Streptokok izolatlarında %6 klindamisin direnci saptanmış ve 

Tablo 1: SMG için spesifik gen bölgeleri ve çoğaltılan ürün 
boyutları (20, 21)

Hedef Gen 
Bölgesi Kullanılan Primerler Çoğaltılan 

Ürün Boyu (bp)

HYL-MIX-U TGGTGGGAYTAYGARATYGG 428 bp

HLY-INT-D GCTGTATCAATTGGAGTGTCGTC 752 bp

HLY-CC-D CTCTCTCTTGAGATTGTTGC

16S-ANG-U GCGTAGGTAACCTGCCTATTAGA 105 bp

16S-ANG-D CGCAGGTCCATCTACTAGC

ILY-4DFw CTCACCCTCAATCATGATGGTGC 819 bp

ILY-wholeC 
Bw CGACTCACTATAGGGAGATCAAGCATGG
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beş S. anginosus, üç S.constelltus suşunun bu dirence sahip 
olduğu gözlenmiştir. İzolatlarımızda %5 tetrasiklin direnci göz-
lenmiş; bu dirence sahip olan suşların üçü S.constellatus, ikisi 
S.anginosus olarak belirlenmiştir. %1 oranında saptanan klo-
ramfenikol direnci S.anginosus’da görülmüştür. 

Ampisilin ve penisilin direnci gradient-test yöntemi ile incelen-
miş olup, bir S. anginosus suşu hem ampisilin hem de penisiline 
dirençli olarak saptanmıştır. Yine aynı yöntemle ampisiline orta 
duyarlı iki S.anginosus suşu saptanmıştır.

PZR sonuçlarına göre %56 S. anginosus, %24 S. constellatus, %8 
S. intermedius olarak saptanmıştır. %12’sinde herhangi bir bant 
saptanamamıştır (Şekil 3).

TARTIŞMA

SMG bakterileri heterojen yapıda bulunan bir grup olup üç alt 
türe ayrılmaktadır: S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius. 

SMG bakterileri filogenetik özellikleri nedeni ile viridans strep-
tokoklar içinde yer almaktadır fakat klinik olarak oluşturdukları 
tablolar viridans streptokoklardan farklıdır. SMG, değişken biyo-
kimyasal, hemolitik özelliğe ve farklı Lancefield grup antijenleri-
ne sahiptir. Tanımlamada günümüzde yarı otomatize, otomatize 
sistemler ya da ticari kitlerden yararlanılsa da grup üyelerinin 
kesin olarak ayırılabilmesi için moleküler yöntemlerle destek-
lenmesi gerekmektedir (23-24). SMG, klinik olarak perikardit, 
endokardit, karaciğer ve beyin abseleri gibi birçok hastalıktan 
tek başına ya da polimikrobiyal olarak izole edilmiş fakat ciddi 
bir direnç oluşumu görülmemiştir (1, 3, 11, 25, 26).

Çalışmamızda biyokimyasal özellikler olarak VP pozitifliği, hipu-
rat hidrolizi ve PYR negatifliği temel esas olarak alınmış fakat 
bu kriterler tanımlamada yeterli olmamıştır. Yapılan literatür 
taramasında Fox ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada VP negatif, 
Lancefield C grup antijenine sahip S. anginosus bakterilerinin 
de olduğu gösterilmiştir (27). Bu sebeple VP pozitifliğinin her 
zaman kesin bir ayırıcılığı olmayabileceği düşünülmüştür.

Amri ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada da hipurat hidrolizinin 
yalancı pozitif sonuç verebileceği belirtilmiştir (28). Yaptığımız 
çalışmada 4 ve 2 McFarland süspansiyon bulanıklıklarında po-
zitif sonuçlar elde edilmiştir. Daha sonra API 20 STREP’te bu-
lunan hipurat hidrolizi ile de sonuçlar karşılaştırılmış ve tüm 
suşlar hipurat hidrolizi açısından negatif bulunmuştur. Böylece 

hipuart hidrolizi pozitifliğinin kesin bir ayırıcılığı olmayabileceği 
düşünülmüştür.

Çalışmamızda arjinin fermentasyonunda da çeşitli sorunlar ile 
karşılaşılmıştır. Arjinin fermantasyonunun kesinlikle pozitif ol-
ması gerektiği vurgulandığı bir çalışmanın aksine, çalışmamız-
da tüm suşlarda arjinin fermentasyonu negatif olarak tespit 
edilmiştir (1). Niven ve arkadaşlarının önerileri doğrultusunda 
Nessler’ ayracı ile amonyak oluşumunun araştırıldığı yöntem-
de ise tüm suşların arjinin fermentasyon deneylerinin pozitif 
olduğu saptanmıştır (29). Elde edilen bu sonuçlar klasik şeker 
fermantasyonu ile hazırlanan arjininin streptokoklar için yeterli 
olmadığını göstermiş, bu grupta arjinin hidrolizinde ve bakte-
rinin ürettiği amonyağı göstermekte sadece peptonlu suyun 
yeterli olmadığı saptanmıştır.

Hong Kong’da yapılan beş yıllık bir çalışmada, 377 infektif en-
dokardit tanılı hasta grubu ile çalışılmış ve sadece altı olgudan 
SMG izole edilmiştir. Sonuçlar API 20 STREP, ID 32 STREP, VITEK 
GPI ve 16S rRNA sekanslama yöntemleri ile değerlendirilmiştir. 
Sonuçlara bakıldığında API 20 STREP’te sadece bir suş %94, 
ID32 STREP’te ise beş suş %99 doğruluk oranıyla S. anginosus 
olarak tanımlanmış ve VITEK GPI ile üç suş tanımlanamamıştır. 
16S rRNA sekanslama yöntemi ile suşlar tekrar değerlendirme-
ye alınmış ve tamamı S. anginosus olarak saptınmıştır (30). Bu 
çalışma, bizim çalışmamızdaki API 20 STREP ile yapılan deney 
sonuçları (%92) ile paralellik göstermektedir. Bu sonuçlara daya-
narak otomatize ticari sistemlerin SMG’yi tanımlamada yeterli 
olduğu, fakat bu amaçla hazırlanan ticari kitlerin gözden geçi-
rilmesi gerektiği düşünülmektedir. Çalışmamızda elde edilen 
%92 oranı sonuçların yorumlanmasında yüksek gibi görünse 
de %26’lık kısmın saptanamamsı ve PZR ile uyumsuz sonuçlar 
verdiği göz önünde bulundurulmalıdır.

Arjantin’de 64 suş ile yapılan bir çalışmada disk difüzyon ve 
MİK yöntemiyle 40 S. anginosus, 18 S. constellatus ve altı S. 
intermedius belirlenmiştir. S. anginosus suşlarında %12,5 peni-
silin, %2,5 eritromisin, S. constellatus suşlarında %4,5 penisilin 
ve eritromisin ve S. intermedius suşlarında ise %33,3 penisilin 
direnci saptanmıştır (31). 

Çalışmamızda ise S.anginosus suşlarının diğer grup üyelerine 
oranlara daha dirençli olduğu gözlenmiştir. S.constellatus’un 
ise S.intermedius’tan daha yüksek oranda dirençli olduğu sap-
tanmıştır. Ampisilin ve penislin direnci saptanan suşların boğaz 
infeksiyonlarından izole edildiğini   göz önünde bulundurarak, 
ampirik tedavi de kullanılan birinci basamak antibiyotiklerin di-
renç oranı düşük olsa da tekrar revize edilmesi ve kültür sonucu 
çıkmadan tedaviye başlanmaması gerektiği düşünülmektedir.

Çalışmamızda S. anginosus suşlarının diğer grup üyelerine 
oranlara daha dirençli olduğu gözlenmiştir. S. constellatus’un 
S. intermedius’tan daha yüksek oranda dirençli olduğu sap-
tanmıştır. Ampisilin ve penislin direnci saptanan suşların üst 
solunum yolu infeksiyonlarından izole edildiğini   göz önünde 
bulundurarak, ampirik tedavide kullanılan birinci basamak an-
tibiyotiklerin direnç oranı düşük olsa da tekrar revize edilmesi 
ve kültür sonucu çıkmadan tedaviye başlanmaması gerektiği 
düşünülmektedir.

Şekil 3: PZR bant profilleri.
M: Marker, 1: S.anginosus, 2: S.constellatus, 3: S.intermedius,  
NK: Negatif kontrol
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Sonuç olarak Streptococcus milleri grubun biyokimyasal identifi-
kasyon şemasının henüz tam olarak kesinleşmediği belirlenmiş-
tir. Antibiyotik duyarlılık sonuçlarımıza dayanarak henüz direnç 
gelişiminin ciddi boyutta olmadığı saptanmış olup steril vücut 
bölgelerinden izole  edilen suşlarda  MİK değerlerinin belirlen-
mesi gerekmektedir. Grubu tanımlamada ticari kitlerin yetersiz 
olabileceği saptanmış ve yapılacak çalışmaların mutlaka mole-
küler bir yöntemle desteklenmesi gerekmektedir. Günümüzde 
hızlı taq kitlerinin yaygınlaşması ile rutin laboratuvarlarda otur-
tabilecek, primer setleri ile kullanımı da diğer otomatize sistem-
ler kadar hızlı olabilecektir (4 saat). Bu çalışmanın ülkemizde 
yapılacak diğer  çalışmalar için temel olacağı düşünülmektedir.

Teşekkür: İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi’ne 
desteklerinden ötürü teşekkür ederiz. 

The University of Tokushima’dan Dr. Hideaki Nagamune ve Queen Mary, 
University of London’dan Dr. Robert A. Whiley’e deneylerimizde kul-
landığımız standart suşları (S. anginosus NCTC 10713 S. intermedius 
NCDO 2227 ve S. constellatus subsp. constellatus NCDO2226) temin 
edip bizimle bilgi alışverişinde oldukları için teşekkür ederiz.

Etik Komite Onayı: Bu çalışma için etik komite onayı İstanbul Tıp Fakül-
tesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan alınmıştır (Tarih: 27.05.2011, 
No: 08).

Hakem Değerlendirmesi: Dış bağımsız.

Yazar Katkıları: Çalışma Konsepti/Tasarım- G.G., B.G.; Veri Toplama- 
G.G.; Veri Analizi/Yorumlama- G.G., B.G.; Yazı Taslağı- G.G.; Iç̇eriğin 
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