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OZET

Viridans grubu streptokoklar (VGS), koyun kanli agarda alfa-hemolitik koloniler olusturan, gram-po-
zitif kok seklinde mikroorganizmalardir. Oral kavitede, Ust solunum yollarinda, gastrointestinal sistemde,
trogenital bolgede ve deride normal flora olarak yer alirlar. Dis ile ilgili girisimlerden sonra bakteriyemi,
endokardit, menenijit ve septisemi yapabilirler. Taksonomik siniflandiriimalari ve tir isimlerinin degisme-
si nedeniyle VGS’lerin tanimlanmasi glicliik yaratmaktadir. Biyokimyasal reaksiyonlar ve 16S rDNA dizile-
rine gore VGS’ler 5 grupta (Sanguinis, Mitis, Mutans, Salivarius, Anginosus) incelenmektedir. Mitis gru-
bunda Streptococcus pneumoniae’'nin yer almasi, bu gruptaki VGS'ler ile ilgili calismalari nemli kilmustir.
Ayni anatomik bolgede yer aldiklari icin, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis ve S.pneumoniae arasin-
da gen aligverisi, transformasyon ve lizis mekanizmasi ile her zaman devam etmektedir. Bu mekanizma-
lar kapsul ve antibiyotik direng genlerinin degisiminde énemli rol oynamaktadir. VGS’lerin tanimlanma-
sinda kltir yontemi ilk basamak olup, cesitli hasta 6rneklerinin koyun kanli besiyerine ekilmesi ve bura-
da ozellikle alfa-hemolitik koloniler gorilmesiyle ileri incelemeler baslamaktadir. Gram-pozitif koklarin
mikroskopta goriilmesi, istisnalar olsa da optokine direncli ve safrada ¢6ziinmeyen koloniler, ileri tanim-
lama icin ipuglar vermektedir. Daha sonra biyokimyasal testler, otomatize tani sistemleri ve molekiiler
yontemlerle VGS izolatlarinin tir adi konulmaktadir. VGS tani basamaklari, gittikce artan penisilin ve erit-
romisin direnci nedeniyle antibiyotik duyarlilik testleriyle son bulmaktadir. Bu derleme yazida, VGS'lerin
siniflandiriimasi, mitis grubu streptokoklarin S.pneumoniae ile olan benzerliklerinin ve viridans streptokok-
larin laboratuvar tani yontemlerinin irdelenmesi amaclanmustir.

Anahtar sézciikler: Viridans streptokoklar, siniflandirma, alfa-hemolitik streptokoklar, mitis grubu strep-
tokoklar, tanimlama.

ABSTRACT

Viridans group streptococci (VGS) are gram-positive microorganisms that can form alpha-hemolytic
colonies on sheep blood agar. They reside as normal flora in oral cavity, respiratory, gastrointestinal, uro-
genital tract and on skin. They can cause bacteremia, endocarditis, meningitis and septicemia following
dental procedures. The diagnosis of VGS are difficult since the taxonomic classification and species na-
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mes may change due in time. Viridans group streptococci are classified into 5 groups (Sanguinis, Mitis,
Mutans, Salivarius, Anginosus) according to biochemical reactions and 16S rRNA sequencing. Since
Streptococcus pneumoniae is a member of the Mitis group, the other important species in this group de-
serves investigation. Genetic exchange between Streptococcus mitis, Streptococcus oralis and S.pneumoni-
ae by transformation and lysis mechanisms occur continously as they share the same anatomical region.
These mechanisms play role in exchanging capsular and antibiotic resistance genes between these spe-
cies. The cultivation of VGS usually starts with the inoculation of various patient specimens into sheep
blood agar and the detection of alpha-hemolytic colonies. Observation of gram-positive cocci microsco-
pically, the detection of optochin-resistant and bile insoluble colonies with few exceptions are the furt-
her important steps in laboratory diagnosis. VGS are then identified at species level by using biochemi-
cal reactions, automated diagnostic systems and molecular methods. The last step in the laboratory di-
agnosis of VGS is antibiotic susceptibility testing which is of outmost importance as penicillin and eryth-
romycin resistance are on rise. In this review article, classification of VGS, similarities between S.pneumo-
niae and Mitis group streptococci and the laboratory diagnosis of VGS have been discussed.

Key words: Viridans streptococci, classification, alpha-hemolytic streptococci, mitis group streptococci,
identification.

GiRis

Viridans grubu streptokoklar (VGS), koyun kanli agarda alfa-hemolitik koloniler olus-
turan, gram-pozitif kok seklinde mikroorganizmalardir. Oral kavitede, tst solunum yol-
larinda, gastrointestinal sistemde, Girogenital bolgede ve deride normal flora olarak yer
alan onemli bir bakteri grubunu olustururlar. Buna karsin VGS'lerin firsatgi enfeksiyonlar-
la iliskileri de iyi bilinmektedir. Ozellikle dis ile ilgili girisimlerden sonra immiin sistemi ye-
tersiz olan kisilerde bakteriyemi, endokardit, menenjit ve septisemi yapabilirler'. Endo-
kardit olgularinin %30-40"inin viridans streptokoklara bagl oldugu ve en sik gorlen tiir-
ler arasinda Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus
gordonii, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus vestibularis ve
Streptococcus sinensis‘in bulundugu ifade edilmektedir. Etken turler genellikle birden faz-
la kan kilttrinden izole edilir. Endokardit siklikla, damar hastaligi ve prostetik kalp ka-
pakcigi olanlarda ortaya ¢tkmakta ve coklu kapak enfeksiyonu, mitral kapak anevrizma-
s, apseler ve glomeriilonefrit gibi komplikasyonlara neden olabilmektedir?. Viridans
streptokoklar ayrica, notropenik cocuk ve yetiskin hastalarda da bakteriyemi olusturma-
lari nedeniyle biylik 6nem tasimaktadir. Bu durumun risk faktorleri arasinda; |6semi, tu-
morler ve kemik iligi transplantasyonu icin verilen sitotoksik kemoterapi, 6zellikle sitara-
binin yuksek dozlarda verilmesi, kemoterapi/radyoterapiye bagh mukozal Ulserasyon
varligi (oral mukozit) ve agir nétropeni sayilabilir3.,

Bu derleme yazida, viridans streptokoklarin siniflandiriimasi, Mitis grubu streptokok-
larin Streptococcus pneumoniae ile olan benzerliklerinin irdelenmesi ve laboratuvar tani
yontemlerinin gtincel kaynaklar 1siginda tartigilmasi amaclanmuistir.

SINIFLANDIRMA

Streptokoklarin hemolitik 6zellikleri ilk olarak 1903 yilinda Shottmuller tarafindan ta-
nimlanmis ve kanl agarda beta-hemoliz yapan streptokoklar gosterilmistir. 1933 yilinda
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Tablo I. Viridans Grubu Streptokoklarin Siniflandiriimasi

Sanguinis Mitis grubu Anginosus Mutans Salivarius
grubu (Smit grup) grubu grubu grubu
S.sanguinis S.mitis S.anginosus S.mutans S.salivarius
S.parasanguinis S.oralis S.constellatus S.sobrinus S.vestibularis
S.gordonii S.pneumoniae S.intermedius S.cricetus S.infantarius
S.sinensis S.pseudopneumoniae S.downei S.thermophilus

S.cristatus S.ratti S.hyointestinalis

S.peroris S.macacae

S.infantis S.ferus

Lancefield, streptokoklarin 6zgul karbonhidrat antijenlerinin varligini gostererek alfabe-
tik olarak grup adi konulmasini saglamistir. 1937 yilinda Sherman, streptokoklari 4 gru-
ba ayirarak, bugiin de kabul edilen gruplar olusturmustur ki, bu gruplar piyojenik strep-
tokoklar grubu [beta-hemolitik grup (A-H)], viridans streptokoklar grubu, laktik strepto-

koklar grubu ve enterokoklar grubudur®.

Viridans grubu streptokoklar, taksonomik siniflandiriimalari ve tiir isimlerinin degisme-
si sebebiyle tanisi glic mikroorganizmalardir. Biyokimyasal reaksiyonlari ve 16S rDNA di-
zilerine gore VGS'ler 5 grupta incelenmektedir. Bu gruplar Sanguinis, Mitis, Mutans, Sa-
livarius ve Anginosus gruplaridir®. Viridans streptokoklarin énemli tiirleri Tablo I'de go-
rilmektedir.

S.PNEUMONIAE iLE MiTiS GRUBU ARASINDAKI iLi$Ki

S.pneumoniae’nin Mitis grubunda yer almasi, bu gruptaki VGS’ler ile ilgili calismalari
onemli kilmistir. Ayni anatomik bolgede yer aldiklari icin, S.mitis, S.oralis ve S.pneumoni-
ae arasinda gen aligverisi transformasyon ve lizis mekanizmasi ile her zaman devam et-
mektedir. Kompetansa bagl lizis mekanizmasi S.mitis, S.oralis ve S.pneumoniae arasinda-
ki gen aligverisini artirmaktadir. Bu mekanizma antibiyotik diren¢ ve kapstiler genlerin
degisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle 6zellikle Mitis grubunda S.pneumoni-
ae ile benzer ozellikler gosteren tiirler ortaya ¢citkmaktadir. Bu tiirlerin ayrimi icin molekdi-
ler hedeflere ihtiya¢ duyulmaktadir. S.pneumoniae bilinen en patojenik ve tehlikeli mik-
roorganizmalar arasinda yer almaktadir. Mitis grubundaki diger viridans streptokoklar
ozellikle S.pneumoniae’dan laboratuvar sartlarinda ayirt etmek cok énemlidir®.

Genetik acidan ¢cok benzerlik gostermelerine ragmen pnomokok ve diger Mitis grubu
streptokoklar farkli patojenik 6zellikler gostermektedir. Genom dizi analizi ve DNA-DNA
hibridizasyon analizlerine gore S.pneumoniae, S.mitis ve S.pseudopneumoniae’dan gene-
tik olarak farkli olmayan kokenden gelmektedir. S.pneumoniae, S.mitis, S.pseudopneumo-
niae, S.oralis ve S.infantis'in akrabalik iligkilerini gosteren filogenetik agac Sekil 1'de gos-
terilmistir®.
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Sekil 1. S.pneumoniae ile Mitis grubu streptokoklar arasindaki filogenetik iliski®.

Patojenite farkliligini, iki farkli kanitlanmamis evrim senaryosu ile agiklamak mimkin
olmaktadir. Birinci senaryoya gore patojenik bakteri, S.pneumoniae viriilans genleriyle ev-
rimlesmistir ve bu genleri paylastirarak pneumoniae-mitis-pseudopneumoniae grubunu
olusturmustur. ikinci senaryoya gore daha az patojen veya kommensal olan S.mitis, viru-
lans genlerini kaybederek S.pneumoniae’dan gelismistir®. Kilian ve arkadaslarinin® bulgu-
larina gore birinci senaryo gecerlidir; yani S.pneumoniae genom kaybederek kommensal
streptokoklarin olusumuna yol acmistir.

S.pneumoniae’'nmin S.mitis, S.pseudopneumoniae, S.oralis ve S.infantis ile benzer ozellik-
ler tasimasi, laboratuvar tanisinda sorun olusturmaktadir. Bu sayede, VGS'lerin bazi izo-
latlarinda optokin ve safraya duyarli suslar ve hatta uygun diziler secilmedigi zaman oto-
lizin geni (lytA), pnomolizin geni (ply) gibi gen varligina sahip S.mitis ve S.oralis turleri
goriilebilmektedir’. VGS'lerin S.pneumoniae’dan kesin olarak ayirt edilmesi icin tavsiye
edilen son teknoloji, 6zellikle sorunlu izolatlarda yapilan “housekeeping” gen tayini yon-
temidir®.

LABORATUVAR TANI YONTEMLERI

VGS'lerin tanimlanmasi, ilk basamakta kiiltiir ile, yani cesitli hasta 6rneklerinin koyun
kanli agar besiyerine ekilmesi ve burada 6zellikle alfa-hemolitik koloniler gériilmesiyle

498 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Ergin A.

Viridans Streptokoklarin En Basit Laboratuvar Tani Basamaklar

Ufak, kuru, gri, koyun kanl agarda alfa-hemolitik koloniler

!

Gram-pozitif uzun zincirler

!

Optokine direncli; safrada ¢oziinmez

)

PYR? negatif

!
! ! ' !

VPb Pozitif; Arginin dihidrolaz VP Pozitif Kimyasal olarak
mannitol/sorbitol Pozitif mannitol/sorbitol inert
Asit Negatif
S.mutans S.sanguinus S.salivarius S.mitis

Sekil 2. VGS'lerin tani basamaklari (a: Pyrrolidonyl arylamidase; b: Voges-Proskauer).

baslamaktadir. Anginosus grubunun tirleri beta-hemoliz yaptiklari veya antiserumlarla
reaksiyon verebildikleri icin tanida karisikiga neden olabilmektedir. Gram-pozitif kokla-
rin mikroskopta gorilmesi, istisnalar olsa da optokine direncli ve safrada ¢6ziinmeyen
koloniler, ileri tanimlama icin ipuclari vermektedir. Daha sonra mutlaka biyokimyasal
testler yapilarak tir tayini yoniinde ilerleme ve varsa otomatize tani sistemleri ve mole-
kiiler yontemlerle tiir adi konulmaktadir®. VGS tiirlerinin tanimlanmasinda izlenebilecek
basit bir algoritma Sekil 2’de gorulmektedir.

Biyokimyasal Testler

Viridans streptokoklarin laboratuvar tanisinda biyokimyasal testler kullanilarak tiir adi
verilmektedir. Biyokimyasal testlerde birincil olarak klinik izolatlara Voges-Proskauer (ase-
toin uretimi) ve arjinin hidrolizi testleri yapildiktan sonra, ikincil olarak eskilin hidrolizi,
grup D antijen (D-Ag) tayini, melibiyoz, sorbitol fermentasyonu ve ure hidrolizi testleri
uygulanmaktadir'®. Ancak bu testlerin cok duyarli olmamasi ve degisken sonuclar ver-
mesi nedeniyle, glinimiizde ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon sonucuna dayanan ve
daha dogru tanimlama yaptigi disiinilen otomatize testler kullanilmaktadir. Kesin tani
ise daha ziyade molekdler testler ile yapiimaktadir. VGS’leri temsil eden tirlere ait onem-
li biyokimyasal test sonuclari Tablo Il'de gériilmektedir?. Ure hidrolizi sadece Salivarius
grubundan S.vestibularis icin pozitif olarak bulunmaktadir. D-Ag negatifligi ise Strepto-
coccus bovis grubundan ayirt etmek icin kullaniimaktadir.
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Tablo II. VGS Temsilci Tiirlerinin Onemli Bazi Biyokimyasal Reaksiyonlari

VGS Arjinin vP Eskiilin Mannitol Sorbitol Ure D-Ag
S.mutans - + + + + - R
S.salivarius - + + - - v -
S.anginosus + + + - - - -
S.sanguinis + - + - v - -
S.mitis - - - - v - R

VP: Voges-Proskauer, D-Ag: Grup D antijeni.

Otomatize Yontemler

Viridans streptokoklarin tanimlanmasi icin ticari olarak gelistirilen bircok otomatize
test bulunmaktadir. Cesitli calismalarda, en cok kullanilan sistemlerden, BD Phoenix
(Becton Dickinson, ABD) sisteminin VGS’ler icin dogru tanimlama oranlari yaklasik ola-
rak %85-100 arasinda bulunmustur. Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) icin ise bu oran yakla-
stk %40-80 olarak tespit edilmistir. Bircok arastirmaci otomatize testlerin VGS'lerin tur ta-
yini tanisinda guivenle kullanilabilecegini belirtmistir! 113,

Molekiiler Yontemler

Molekiiler tanimlama icin DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rDNA dizilemesi etkili
yontemler olmasina ragmen rutin laboratuvarda uygulanmasi zor testlerdir. Bu yontem-
lerde “housekeeping” genler tani icin 6nemli hedeflerdir. Bu genler, hiicrelerin en temel
metabolik olaylarindan sorumludur ve tiirler arasinda korunmus yapilardir®. Buna gére,
bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan kisminin sentezinde yer alan enzimi kodlayan dd/
geni, VGS tanisinda kullanilmak tizere Garnier ve arkadaslari tarafindan bulunmus ve 6
VGS tarlinu (S.mitis, S.oralis, S.sanguinis, S.gordonii, S.salivarius, S.mutans) ayirt edebildi-
gi bildirilmi§tir14. Teng ve arkadaslari ise bu amacla 1s1 sok (heat shock) proteinini kodla-
yan groES ve groEL genlerini kullanmis; ancak birbirine benzer tirlerin ayriminda sorun-
lar yasandigi icin bu gen bolgelerini tanida etkin bulmamislardir'®. Poyart ve arkadasla-
r sodA (stiper oksit dismutaz) genini kullanmiglar ve bu gen bélgesinin birbirine yakin
tirlerde daha iyi aynm yapabildigini gézlemlemislerdir'®. Kirasitin ve arkadaslarinin 6zel-
likle Mitis-Sanguinis grubu ayrimi Uzerine yaptiklar calismada, tirleri ayirt edebilmek
icin glukoz-6-fosfat dehidrogenazi kodlayan zwf ve glukoz kinazi kodlayan gki “houseke-
eping” genleri dizileme icin kullanilmig ve gki gen dizisinin tanida daha dogru sonuglar
verdigi saptanmistir'”. “Housekeeping” genler konusundaki bir diger calisma, Simmon
ve arkadaslarinin, endokardit tanisi alan hastalarin kan kultiiri izolatlarinda, 16S rRNA,
tuf (uzama faktori Tu) ve rpoB (RNA polimeraz beta alt Unitesi) genlerini kullandiklari ca-
I|§mad|r18. Bu calismada, DNA dizilemesine gore en fazla S.mitis (n= 29), S.sanguinis (n=
15) ve S.gordonii (n= 14) gruplari tanimlanmis; bunlari altisar adet ile S.mutans ve S.sa-
livarius grubu ve birer adet ile S.anginosus ve S.sinensis izlemistir. Konvansiyonel yontem
ile bu izolatlarin 24'G S.mitis, 16’s1 S.bovis, 14'G S.sanguinis, 6'st S.anginosus, 2'si S.mu-
tans ve 1'i S.salivarius olarak belirlenmistir'8.
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Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Viridans streptokoklarda penisilinler, sefalosporinler, makrolidler ve kinolonlara karsi
gelisen direng oranlari, duyarlilik testlerinin 6nemini giindeme getirmistir. Antibiyotik
duyarlilik testleri, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)’'nin M2-A9, M7-A7
ve M100-518 dokiimanlari kurallarina gore yapilmahdir. Buna gére minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) testi, lizis uygulanmis at kani (%2.5-5 v/v) iceren Mueller-Hinton
(MH) sivi besiyerinde yapilmaktadir. Disk diflizyon testi icin ise %5 koyun kanli MH agar
kullanilmaktadir'®. CLSI'ya gore penisilin duyarliligi, beta-laktamlara da duyarliligi gos-
termektedir. Steril viicut sivilarindan elde edilen VGS izolatlarinin penisilin duyarlihgmnin
mutlaka MIK yéntemi ile calisilmasi gerekmektedir. Kandan izole edilen klinik olarak an-
lamli VGS’lerde penisilin veya ampisilin, sefepim veya sefotaksim veya seftriakson, van-
komisin, kloramfenikol, klindamisin, eritromisin ve linezolid duyarlihgina bakilmasi 6ne-
rilmektedir. Eritromisine karsi duyarlilik veya diren¢ durumu, azitromisin, klaritromisin ve
diritromisin sonucunu da gostermektedir. Klindamisin tedavisi dustinullyorsa, eritromi-
sine direncli klindamisine duyarl suslarda, ayrica indiiklenebilen klindamisin direnci de
D testi ile gosterilmektedir. VGS’lerde goriilen beta-laktam direnci penisilin baglayan
proteinlerdeki degisime, makrolid direnci ise 23S rRNA hedefindeki (erm’e bagh metilaz-
lar) veya efluks pompasi (mefA) degisimlerine baghdir. Kinolon direnci ile ilgili (QRDR)
gende mutasyon olmasi sonucu da kinolonlara karsi direng gelismektedir'®.

Gecgmis yillarda viridans streptokoklar penisilin, ampisilin ve diger bircok antibiyotige
duyarl kabul edilirken, giinlimiizde penisilinler, sefalosporinler, aminoglikozidler ve di-
ger bazi antibiyotik gruplarina karsi direng gelistirdikleri izlenmektedir. 1990l yillarin
slirveyanslarina gore kan izolatlarinda azalan penisilin direnci %14-64 arasinda degisir-
ken, 2000'li yillarin slrveyanslarina gore %4-14 oranlarinda yiksek penisilin direnci
(MIK > 4 pg/ml) tespit edilmistir?0-22, Potgieter ve arkadaslani®3 tarafindan 1992 yilinda
kan kilturlerinden izole edilen 211 viridans streptokok lzerinde yapilan calismada, pe-
nisilin direnci %38 ve eritromisin direnci %41 olarak bulunmustur. Suslar sefalosporinle-
re, imipenem ve vankomisine duyarli olarak belirlenmistir?3. Ergin ve arkadaslarinin?*
2006 yilinda yaptiklari calismada ise, 85 VGS kan izolatinda agar diliisyon metodu ile,
penisilin orta direnci %54 ve eritromisin direnci %27 olarak tespit edilmis; levofloksasin,
linezolid, kinupristin/dalfopristin ve vankomisine karsi ise diren¢ bulunmamistir. Bu calis-
mada eritromisin direncine en fazla ermB ve mefA genlerinin neden oldugu belirlenmis-
tir?4. Paulus ve arkadaslarinin®> 2009 yilindaki calismasinda da, ¢cocuk onkoloji hastala-
rindan alinan kan kultirlerinden elde edilen VGS’lerde penisilin orta direnci %20, direng
ise %13 olarak bildirilmistir. Brown ve arkadaglarinin cok merkezli olarak bakteriyemili
hastalarda yaptiklar stirveyans calismasinda, 5 yillik bir stirede VGS'lerde penisilin diren-
cinin %13’ten %17’ye yukseldigi, eritromisin direncinin ise yillar icerisinde inis cikislar
goOstermekle birlikte %23-58 arasinda oldugu ifade edilmistir?®. VGS'lerde antibiyotik di-
renc oranlar, Ulkelere, calisilan klinik materyale ve kullanilan antibiyotik duyarllik yonte-
mine gore degisiklik gosterdiginden, diinya capindaki sonuclari yorumlamak zor olmak-
tadir.
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SONUC

Viridans streptokoklar, gittikce artan tanimlanmis tiir sayilari, Mitis grubunda yer alan
S.pneumoniae gibi 6nemli bir patojenin bu gruptaki VGS turlerinden ayriminin zor olma-
si ve giderek artan penisilin ve eritromisin direnci sorunuyla 6nem arz eden bir mikroor-
ganizma toplulugudur. Bu gruptaki mikroorganizmalari tanimlayacak en basit fenotipik
laboratuvar yonteminden, bugiin icin var olan dizi analizi yontemine kadar kullanilabi-
lecek butiin laboratuvar tani yontemleri toplum saghgr acisindan en dogruya ulagmayi
saglayacaktir.
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