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OZET

Streptococcus pneumoniae, cocuk ve yetiskinlerde toplum kdkenli pnémoni, menenijit, sinlizit, bron-
sit ve otitis media gibi enfeksiyonlarin 6nemli etkenleri arasinda yer almaktadir. Pnémokoklarin laboratu-
var tanisinda konvansiyonel yontemler bazen yetersiz kalmakta ve bu durum &zellikle serotiplendirileme-
yen S.pneumoniae suslari varliginda gliclik yaratmaktadir. Bu calisma, solunum yolu 6rneklerinde S.pneu-
moniae tanimlanmasinda kullanilan klasik yontemler ile ylizey antijeni A (psaA) ve otolizin (lytA) gen var-
hgini saptayan molekiiler yontemlerin karsilastiriimasi ve izolatlarin serotip dagiliminin belirlenmesi ama-
ayla planlanmistir. Calismada, 2000-2006 yillari arasinda pnomokoksik pnémoni tanisi almis hastalarin
(yas arahgi: 1-79 yil) solunum yolu 6rneklerinden izole edilen rastgele secilmis 62 S.pneumoniae izolati
kullanilmigtir. Tim izolatlarin tanisi, Gram boyama, %5 CO,’li ve normal atmosferde optokin duyarlilik
testi ve safrada ¢ozundirllk testi gibi klasik laboratuvar testleri ile konulmustur. Kapsdl tiplendirmesi, la-
teks aglutinasyon yontemi (Statens Serum Institut, Denmark) ile yapilmis; bu yontemle belirlenemeyen
izolatlar icin Quellung reaksiyonu (Statens Serum Institut, Denmark) yontemi uygulanmustir. Viriilans fak-
torleri; pnomokok ylizey antijeni A (psaA) ve otolizin (lytA) gen varlig, sirasiyla psaAl (5’-CTT TCT GCA
ATC ATT CTT G) ile psaA2 (5'-GCC TTC TTT ACC TTG TTC TGC) ve IytAF (5'-ACG CAA TCT AGC AGA
TGA AGCQ) ile IytAR (5'-TGT TTG GTT GGT TAT TCG TGC) primerleri kullanilarak, “in house” polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile gosterilmistir. Altmis iki S.pneumoniae izolatinin 26 ayri kapsiil serotipine sahip
oldugu bulunmus; en sik saptanan iki serotip sirasiyla serotip 14 (n= 6) ve 19A (n= 5) olarak belirlenmis-
tir. Dort izolatin kapstl tipi kullanilan testlerle tespit edilememistir. Secilen tiim izolatlarin %5 CO,’li ve
normal atmosfer ortaminda optokine duyarli ve safrada ¢ozinir oldugu tespit edilmis (%100) ve hepsi-
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nin (%100) psaA ve lytA geni icerdigi saptanmistir. S.pneumoniae’nin laboratuvar tanisi icin kullanilan kla-
sik ve molekdiler yontemler arasinda fark gozlenmemistir. Sonug olarak, S.pneumoniae izolatlarinda, 6zel-
likle “serotiplendirilemeyen” suslarin kesin ve dogru laboratuvar tanisinda klasik testlerin yanisira, psaA
ve/veya lytA gen bdlgesine yonelik molekiiler yontemlerin uygulanmasinin, sonuglarin givenilirligi aci-
sindan deder tasidigi kanisina variimistir.

Anahtar s6zciikler: Streptococcus pneumoniae, serotip, pnémokok yiizey antijeni A (psaA), otolizin (lytA).

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is one of the most frequent causative agents of community acquired pne-
umoniae, meningitis, sinusitis, bronchitis and otitis media both in children and adults. Conventional la-
boratory methods may sometimes fail to identify S.pneumoniae. The aims of this study were i) to com-
pare the conventional methods and molecular methods which detected pneumococcal surface antigen
A (psaA) and autolysin (lytA) genes; i) to determine the serotype distribution of S.pneumoniae isolated
from the respiratory samples. Randomly chosen 62 S.pneumoniae strains isolated from respiratory samp-
les of patients with clinically proven pneumococcal pneumonia (age range: 1-79 years) between years
2000-2006, were included in the study. Classical microbiological analysis for the isolates included Gram
staining, optochin sensitivity test performed in 5% CO, and ambient air and bile solubility test. Capsu-
lar serotyping was performed by using latex particles sensitized with mono-specific typing sera (Statens
Serum Institut, Denmark). Quellung reaction (Statens Serum Institut, Denmark) was used for serotyping
the isolates that gave equivocal results using latex agglutination. Pneumococcal surface antigen A and
autolysin genes were detected by in-house polymerase chain reaction (PCR) using psaAl (5'-CTT TCT
GCA ATC ATT CTT G), psaA2 (5'-GCC TTC TTT ACC TTG TTC TGC), IytAF (5’-ACG CAA TCT AGC AGA
TGA AGC) and IytAR (5’-TGT TTG GTT GGT TAT TCG TGC) primers. Twenty six different serotypes we-
re detected in 62 S.pneumoniae isolates. The most prevalent capsule serotype was 14 (n= 6), followed
by 19A (n=5). Four isolates could not be typed by the available antisera. All the isolates were optochin
sensitive with or without carbondioxide incubation and were bile soluble. All the isolates included in the
study have harboured (100%) psaA and lytA genes. No difference was found between the classical and
molecular methods for the identification of S.pneumoniae isolates. In conclusion, detection of psaA
and/or lytA genes by molecular methods is of value especially in “nonserotypeable strains” when they
are performed with conventional methods in clinically proven S.pneumoniae isolates.

Key words: Streptococcus pneumoniae, serotype, pneumococcal surface antigen A (psaA), autolysin
(IytA).

GiRisS

Streptococcus pneumoniae, yetiskinlerde ve ¢ocuklarda toplum kdkenli pnomoni, me-
nenjit, siniizit, bronsit ve otitis medianin en énemli etkenleri arasinda yer almaktadir'.
S.pneumoniae’nin klasik laboratuvar tanisi, bakterinin kanl agardaki hemoliz 6zelligi, op-
tokin duyarlihgi, kapsil sisme testi (Quellung reaksiyonu) ve safrada ¢ozinurlik testi ile
yapiimaktadir?. Ozellikle solunum yolu gibi karisik flora iceren érneklerde pnémokok ta-
nisinda sorunlarla karsilasiimaktadir. Yapilan calismalarda, optokine duyarli viridans strep-
tokoklar ve safrada ¢6ziinmeyen ya da optokine direngli pnémokoklar rapor edilmistir®>.
Klasik ve serolojik yontemler laboratuvar tanisi acisindan bazen yetersiz kalmakta ve bu
durum ozellikle serotiplendirilemeyen S.pneumoniae suslar varhiginda guiclik yaratmak-
tadir. Bu tip sorunlari ¢c6zmek amaciyla, glinimuzde S.pneumoniae’nin laboratuvar tani-
sinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler ydntemler kullaniimaktadir®4.
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Pnomokoklarin otolizin ve ylizey adezin proteinleri, kolonizasyon ve invazyonu artira-
rak bakterinin patogenezinde rol oynayan énemli viriilans faktérleridir®. Otolizin geninin
(lytA) dizi analizi sonucunda, bu gen bdlgesinin tiir diizeyinde ytiksek derecede korun-
dugu gozlenmis, bu nedenle klinik ve epidemiyolojik calismalarda tiir diizeyinde tanim-
lama icin ideal bir hedef oldugu diisiiniilmiistiir®. Bu gen bélgesi sayesinde S.pneumoni-
ae genotipik olarak benzerlik gosterdigi S.mitis ve S.oralis gibi viridans streptokoklardan
ayirt edilebilmektedir®’. Pnémokokal yiizey antijeni A geni (psaA) ise, 37 kDa agirigin-
da olan ve molekdiler tanida kullanilan bir diger proteini kodlamaktadir. Monoklonal an-
tikorlarla yapilan calismalarda S.pneumoniae’nin 90 serotipinin timiinde bu antijenin
varhigi gosterilmistir®. S.mitis ve S.oralis'in pnémokoklardaki psaA’ya %94-95 oraninda
benzerlik iceren gen varligina sahip olduklar distiniilse de, bu bakterilerde psaA gen di-
ziliminden elde edilen primerlerin, hicbirisiyle bu genin varligi gésterilememistir®.

Bu calismada, solunum yolu drneklerinde S.pneumoniae tanimlanmasinda klasik yon-
temler ile psaA ve lytA gen varliginin gosterildigi molekiler yontemlerin karsilastiriimasi
ve izolatlarin serotip dagiliminin belirlenmesi planlanmustir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismada, 2000-2006 yillari arasinda pnomokoksik pnémoni tanisi almig hastalarin
(yas araligi: 1-79 yil) solunum yolu 6rneklerinden rastgele secilmis 62 S.pneumoniae stip-
heli izolat kullanildi. Hastalarin 43’0 eriskin, 19’u cocuk hasta olarak belirlendi. Tim izo-
latlara %5 CO,'li ortam ve normal atmosferde %5 koyun kanli agarda optokin duyarli-
lik testi ve safrada ¢ozunurlik testi uygulandi.

Kapsiil Serotiplendirmesi

Lateks agliitinasyon tiplendirme sistemi Pneumotest-Latex (Statens Serum Institut,
Copenhagen, Denmark) kullanilarak yapildi. Bu yontemle serotiplendirilemeyen izolatlar
icin Quellung reaksiyonu (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) uygulandi.

Viriuilans Faktorlerinin Molekiiler Analizi

Ylzey antijeni A (psaA) ve otolizin (lytA) gen varligi icin genomik DNA ekstraksiyonu
QlAamp (Qiagen, Hilden, Almanya) DNA ekstraksiyon sistemi kullanilarak yapildi. psaA
gen (838 bp) bolgesini cogaltmak icin Morrison ve arkadaslar’ tarafindan gelistirilen
psaAl (5’-CTT TCT GCA ATC ATT CTT G) ve psaA2 (5'-GCC TTC TTT ACC TTG TTC
TGC) primerleri kullanildi. Son tepkime karigimi 30 pl olacak sekilde, 1 x PCR tamponu
200 pM dNTP karigimi, 1T U Taq polimeraz, her bir primerden 1.6 uM ve 1 pl bakteri
DNA'si konularak hazirlandi. Kalip DNA'lar 95°C’de 5 dakika denatiirasyon sonrasi, top-
lam 30 dongu 94°C ve 52°C’de 30’ar saniye, 72°C’de 2 dakika ve son olarak 72°C’de 8
dakika bekletildi. IlytA gen (101 bp) bélgesini cogaltmak icin McAvin ve arkadaglar’ ta-
rafindan gelistirilen lytAF (5-ACG CAA TCT AGC AGA TGA AGC) ve IytAR (5'-TGT TTG
GTT GGT TAT TCG TGC) primerleri kullanildi. Son tepkime karigimi 30 pl olacak sekilde,
1 x PCR tamponu, her bir primerden 1T yM, 200 pM dNTP karigimi, 1T U Taq polimeraz
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Tablo I. S.pneumoniae Izolatlarinin Serotip Dagilimi ve Sikligi

Her bir serotip icin

Serotipler goriilme sikhg (sayr)
14 6
19A 5
6B, 9N, 11A, 15A, 19F, 23F, 35A, 35B 3
6A, 8, 9V, 21, 23A, 31, 38 2
3, 7C, 7F, 16F, 17C, 18, 20, 22F, 34 1
Serotiplendirilemeyen 4

ve 1 pl bakteri DNA'si konularak hazirlandi. Cogaltma iglemi icin kalip DNA’lara 95°C’'de
5 dakika denatiirasyon sonrasi, 35 dongi 95°C, 60°C ve 72°C’de 30’ar saniye ve son
olarak 72°C’de 8 dakika polimerizasyon uygulandi.

PCR drlnleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde yuritulip, jel etidyum bromdr ile bo-
yandiktan sonra psagA ve lytA genlerinin varhdr arastirildi. Bitiin testlerde kalite kontrol
susu olarak S.pneumoniae ATCC 49619 kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan tim izolatlarin (n= 62), %5 CO,’li ortamda ve normal atmosferde
optokine duyarli ve safrada ¢o6zilinir oldugu ve yine tiiminin (%100) lytA ve psaA geni
icerdigi tespit edilmistir. S.pneumoniae’'nin laboratuvar tanisi icin kullanilan klasik ve mo-
lekiler yontemlerin uyumlu sonug verdigi gozlenmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen
S.pneumoniae suslarinin, 26 ayri kapsul serotipi gosterdigi saptanmis, 4 izolat ise kullani-
lan testlerle serotiplendirilememistir (Tablo I).

TARTISMA

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda pnémokoklarin kesin ve dogru tanisi ile antibi-
yotik duyarhhk sonuclari, hastaya uygulanacak olan tedavi yoniinden buyik 6nem tasi-
maktadir. Bu nedenle klasik tani yontemlerinin yani sira, gerektiginde molekiler yontem-
lerin de kullanilmasi 6nerilmektedir. Morrison ve arkadaslarinin® yaptiklari calismada,
psaA genini saptamak amaciyla PCR ile 90 6rnegin 89’unda 838 baz ciftlik psaA gen bol-
gesi amplifiye edilmis ve psaA PCR yonteminin S.pneumoniae tanisinda yer almasinin
énemi vurgulanmistir. Messmer ve arkadaslarinin'® calismasinda, 40 adet kapsiillii S.pne-
umoniae susu, konjunktivitli kisilerden elde edilmis 4 adet tiplendirilemeyen pnémokok
susu, 16 adet atipik streptokok susu, 35 adet viridans grup streptokok susu ve yontemin
0zqulligunu saptamak icin 5 adet Dolosigranulum pigrum olmak tzere 100 sus, IytA,
psaA ve pnémolizin geni (ply) acisindan PCR yontemi ile incelenmis ve elde edilen so-
nuclar konvansiyonel yontemlerle karsilastiriimistir. Arastiricilar /ytA PCR yontemiyle, bu-
tin kapsilld pnomokok suslarini, tiplendirilemeyen suslari ve safra ¢ozinurligi pozitif
olan 6 atipik susu %100 duyarlilikla saptamislar ve bu yontemi en etkili yontem olarak
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bildirmislerdir'®. Buna karsin, psaA PCR yénteminin 6zgiilligi %99; ply IAIB PCR yénte-
minin 6zgulligu %50; ply IAIIB PCR yonteminin 6zgulligu ise bitin atipik suslarda
amplifikasyon verdigi icin “0” olarak saptanmistir'®. Neeleman ve arkadaslarinin' calis-
masinda, 38 ayrl merkezden elde edilen ve S.pneumoniae olarak tanimlanan makrolide
direncli 141 sus, AFLP (amplified fragment length polymorhism) ve 16S rRNA dizi ana-
lizi ile tekrar tanimlanmig ve 91'i S.pneumoniae, 32'si S.mitis, 18’i ise sadece streptokok
turleri olarak adlandinlmigstir. Bu suslarda lytA ve ply gen varligi PCR ile arastirnimis; 91
S.pneumoniae susunun hepsi lytA geni pozitif, pndmokok olmayan 50 sus ise lytA geni
negatif olarak bulunmus ve lytA PCR yonteminin 6zguillik ve duyarliligi %100 olarak tes-
pit edilmistir''. ply PCR yéntemi ise 31 adet viridans ve 10 adet tiir adi verilemeyen
streptokok susu da dahil olmak tzere suslarin yaklasik %94’tinde (132/141) pozitif so-
nug vermistir. Bu nedenle ply geninin S.pneumoniae’ya 6zgil olmadigina karar verilmis;
tiplendirilen bitiin pnémokok suslarini dogru olarak tanimlayan, tiplendirilemeyen sus-
lari atipik streptokoklardan ayirt ettiren ve viridans streptokoklarla capraz reaksiyon ver-
meyen lytA ve psaA PCR yontemlerinin S.pneumoniae tanimlamasinda en etkili yontem-
ler oldugu belirlenmistir'’. Bu veriler g6z éniine alinarak, calismamizda rastgele secilen
S.pneumoniae izolatlarinda psaA ve lytA gen varligi arastirilmis ve tim izolatlarda pozitif
oldugu gorulmustar.

S.pneumoniae’'nin epidemiyolojik acidan dagihmini belirleyen yontemlerin basinda
kapstl serotiplendirmesi gelmektedir. Serotip dagilimini bilmek, pnémokok asilarinin et-
kinligini degerlendirmek acisindan 6nem tasimaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, 7
degerli pndmokokal konjuge asinin (PCV-7), asi serotiplerine bagli invaziv hastaliklardan
korumadaki etkinligi %94tiir'2. Ulkemizde yapilan ilki ve arkadaslarinin'® calismasinda,
solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda en sik goriilen serotiplerin sirasiyla 19F, 6B, 3
ve 23F oldugu belirlenmis ve bu suslarin PCV-7 asisinin icerdigi serogruplarin %35.8'i, 9
degerli konjuge pnomokok asi iceriginin %40", 11 degerli asi iceriginin ise %46.7'si ile
ortlistigi saptanmistir. Firat ve arkadaglarinin'® menenijitli hastalardan izole edilen
S.pneumoniae suslarinda yaptiklar calismada, en sik gorilen serogruplar 23, 19 ve 14
olarak belirlenmis ve polisakkarid asinin bu suslarin %94’iinii kapsadigi saptanmustir. Ul-
kemizde yapilan calismalarin derlendigi bir meta-analizde, PCV-7 agisinin calismalarda
yer alan invaziv pnémokoklarin %37’sini kapsadigi belirtilmistir'®.

Calismamizda en sik gorilen ilk iki serotip sirasiyla 14 ve 19A olmustur (Tablo I). Ca-
lismamiza dahil edilen suslar invaziv olmayan orneklerden izole edildigi icin, izolatlarin
sadece %29’unun PCV-7'de mevcut serotipler olan serotip 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve
23F'yi kapsadigi gorulmdastir. Tirkiye’de pnomokok asilarinin rutin asi programinda yer
almiyor olmasi, asi serotiplerinin ilkemizde halen sik olarak gorilmelerinin nedeni olabi-
lir. Bu durum, bu calismada en sik saptanan serotipin, serotip 14 olmasini aciklayabilir.

Pnémokoklarda giderek artan antibiyotik direnci ve kullanimda olan asi serotiplerinin
disinda kalan serotiplerle gelisen enfeksiyonlarin artigi, glindemdeki asilarin gelecekte
yerlerini yeni protein asilarina birakacagini distindiirmektedir. Yeni protein asi gelistiril-
mesinde pnomokokal ylizey proteini A (pspA), pnéomolizin ve pnomokokal ylizey adezi-
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ni (psaA) yeni hedefler olarak 6nem kazanmistir. Bunlar icinde psaA, yiksek korunmus
yapisi ve tim yas gruplarinda immiinojenik olmasi nedeniyle asi gelistiriimesinde en bu-
yiik asi antijeni adayr durumundadir'®. Nitekim, calismamizda tiim izolatlarimizda psaA
geninin pozitif bulunmasi bu proteinin gecerli bir asi hedefi oldugunu desteklemektedir.

Serotiplendirilemeyen pnomokok izolatlari S.pneumoniae tanisi agisindan siphe yara-
tabilmektedir. Calismamizda 4 adet S.pneumoniae izolati serotiplendirilememis ancak ti-
minde de IytA ve psaA genleri gosterilerek pndmokok tanisi dogrulanmustir. Bu veriye
dayanarak serotiplendirilemeyen stipheli izolatlarda kesin S.pneumoniae tanisi icin bu
genlere yonelik molekiler yontemlere bagvurulabilecegi soylenebilir.

Calismamizda, 26 farkl serotip dagilimina sahip pnomokok izolatlarinda ytizey anti-
jeni ve otolizin varligi gen diizeyinde arastiriimis, hepsinde her iki gen varligi yoniinden
pozitif sonug elde edilmistir. Bu calisma S.pneumoniae tanimlamasi icin uygulanmakta
olan klasik yontemlerin molekdler tanimlama yontemleriyle uyumlu sonuglar verdigini
gostererek, klinik olarak anlaml S.pneumoniae izolatlarinin kesin ve dogru laboratuvar ta-
nisinda klasik testlerin yani sira, psaA ve lytA gen varliginin da gosterilmesinin 6nem ta-
sidigini vurgulamaktadir. Solunum yolu gibi steril olmayan bdélgelerden alinan klinik 6r-
neklerde, bakterinin 6zellikle pnémokok benzeri viridans streptokok ve S.pseudopneumo-
niae gibi diger streptokoklardan ayirrminda dogru taniy1 saglayabilmek icin psaA ve/ve-
ya IytA gen bolgesine yonelik molekiler yontemlerin uygulanmasi, sonuglarin givenilir-
ligi acisindan deger tasimaktadir.
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