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OZET

Bu caligmada konvansiyonel kultir yontemi ile Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) temelli molekiler ydntemin son trimester
gebelerde vajinal Grup B streptokok (Streptococcus agalactiae)
kolonizasyonunu saptama etkinliklerini degerlendirmek
amaglanmistir. Steril svablar kullanilarak gonulli gebe kadinlarin
her birinden iki ayri vajinal striinti érnegi alindi. Orneklerden biri
dogrudan %5 koyun kanli agara ekilerek kdlttire edilirken diger 6rnek
Gercek Zamanh PZR yontemiyle test edildi. Toplam 80 6rnegin dahil
edildigi calismada 6 6rnekte her iki yontem ile bir 6rnekte sadece
kiltur yontemi ve 9 6rnekte sadece PZR ile olmak lizere toplam 16
(%20) érnekte pozitiflik saptanirken 64 6rnek (%80) yontemlerin her
ikisi ile de negatif olarak degerlendirildi. Bu ¢alismada, kullanilan
iki ydontem arasinda Mc Nemar testi ile istatiksel olarak anlamli fark
(p<0.021) bulundu.

Anahtar Kelimeler: Grup B Streptokok, gebelik, vajinal
kolonizasyon, gercek zamanli PZR.

SUMMARY

Evaluation of Culture Method and Real-Time PCR for Detection
of Vaginal Group B Streptococcus Colonization in Pregnant at
the Last Trimester

In this study, it is aimed to evaluate effectiveness of the conventional
culture method and PCR based molecular method in detecting
the vaginal Group B Streptococcus (Streptococcus agalactiae)
colonization during the third trimester of pregnancy. Two vaginal
samples were obtained simultaneously from each consenting
pregnant women by using sterile swabs. One of the swabs was
directly cultured by means of plating onto 5% sheep blood agar,
while the other one was used for a real-time PCR assay. A total of
80 samples were collected in which 64 (80%) samples were found
negative by both the culture and PCR methods, whereas remaining
16 (%20) were positive by at least one of the two methods; six
samples were positive in both methods, nine were positive with
PCR only, and one was positive with culture only. In this study, a
statistically significant difference was found between these two
methods by using Mac Nemar test (p<0.021).
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Giris

Grup B Streptokok (GBS)ler yenidodanlarda ylksek
morbidite ve mortalite ile seyreden sepsis, pndmoni ve/veya
menenjite neden olabilirler (1). Erigkinlerde ise dogum sonrasi
maternal Uriner sistem enfeksiyonlari, koryoamniyonit,
endometrit, sepsis ve daha nadir olarak da menenjite
neden olabilirler (2, 3). Yenidogan GBS enfeksiyonlari erken
baslangich (< 7 giin) veya ge¢ baslangich (7 glin-ay) olarak
iki sekilde kargimiza cikar. Erken baslangicli enfeksiyonlar
cogunlukla ilk 24 saatte olmak Uzere yagsamin ilk ¢ ginunde
gérulurler ve klinik olarak en sik sepsis ve pnémoni tablosu
olustururlar (1, 2, 4, 5).

Genital ya da rektal GBS kolonizasyonu olan annelerden
dogan bebekler GBS enfeksiyonlari icin risk tasirlar (2, 4,
6). Tarama sonrasi riskli annelerin tedavi edilmesi seklindeki
koruyucu uygulamalar ile GBS’ye bagl neonatal sepsis
insidansinin, boélgesel farkhliklar gdstermekle beraber, son
yillarda her 1000 canli dogumda 0,34-0,37’lere kadar dustugu
bildirilmigtir (6). Bu nedenle gebelerin GBS tasiyiciligi
agisindan taranmasi 6nem arz etmektedir. Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) tim gebelerin 35-37. gebelik haftalarinda
segici sivi besiyeri kullanilarak GBS varligi agisindan
taranmasini ve pozitiflik saptanan gebelere dogum sirasinda
antibiyotik tedavisi verilmesini dnermektedir (6). Bu yontem,
kanli agara subkiltir yapmayi ve sonrasinda tanimlama ile
ilgili ek testlerin uygulanmasini gerektirdiginden en az 48-72
saate ihtiyag duymaktadir (7). Ayrica, bazi gebelerin erken
dogum yapmasi, bazi gebeler igin prenatal bakimin yetersiz
olmasi ve prenatal taramalarda negatif olarak degerlendirilen
gebelerin 35. gebelik haftasi ile dogum arasina GBS ile
kolonize olabilmesi gibi nedenler prenatal taramanin klinik
yararhligini azaltmaktadir (8). Ornegin, prenatal GBS
kiltirdnin dogum anindaki kolonizasyonu saptamada dusik
duyarlihda sahip oldugu ve prenatal donemde GBS negatif
olarak degerlendirilen kadinlarin %10’unda dogum aninda
GBS pozitifligi saptandigi cesitli calismalarda gdésterilmistir
(9-11). Bu nedenle, prenatal dénemde yapilan taramanin
dogum anindaki GBS kolonizasyonunu gdstermede yetersiz
olabilecegi ve kulture dayali yontemlerin prenatal tarama
icin uygun oldugu halde sonuglanma suresinin uzunlugu
nedeniyle intrapartum dénemde kisitli uygulanabilirlige sahip
olacagi goéz ardi edilmemelidir (12-14).

Son zamanlarda kisa slrede sonug¢ verebilmeleri
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sayesinde intrapartum  uygulanabilen PZR,  optik
imminoassay, DNA hibridizasyon testleri, ELISA ve lateks
aglitinasyon gibi hizli testler 6nem kazanmistir (15-21).
Yapilan galismalar PZR digindaki diger hizl tani yéntemlerinin
yalanci pozitifik ve yalanci negatiflik oranlarinin yiksek
oldugunu géstermektedir. Ornegin, antijen saptama temeline
dayali hizli testlerin kultir gibi duyarli ve 6zgil olmadiklari,
sadece agir kolonize kadinlarda veya standart secici sivi
besiyeri kilturlerinde GBS varligini saptamada kullanilabilir
olduklari gosterilmistir (22). GBS varligini saptamada
kullanilan hibridizasyon temelli yOntemler ise siruntl
orneklerinin segici zenginlestiriimis sivi besiyeri kiltirlerinde
bir gecelik inkiibasyonunu takiben uygulandiginda daha
basarili iken, gebe kadinlardan alinan klinik Orneklerde
dogrudan GBS saptanmasi ve tanimlanmasinda hala yeterli
derecede duyarli degillerdir (23).

Bu calisma son zamanlarda yapilan cesitli calismalarla
bazi kisithliklari ortaya konmus olmasina ragmen,
GBS kolonizasyonunu aragtirmada halen yaygin olarak
kullaniimakta olan konvansiyonel kltar ydnteminin etkinligini
laboratuvarimizda kullanmakta oldugumuz PZR temelli
molekuler yontemle karsilastirmayi ve klasik kultlir ydntemini
uygulamanin olasi olumsuz klinik sonuglarina dikkat cekmeyi
amaclamaktadir.

Gereg ve Yontem

Orneklerin toplanmasi: Prospektif olarak yapilan bu
calismaya Gulhane Askeri Tip Akademisi Etik Kurulu'nun
29 Nisan 2011 tarihli, 1504 sayih karari alindiktan sonra
baslandi. Calismaya Mayis 2011-Haziran 2011 tarihleri
arasinda Etlik Zibeyde Hanim Kadin Hastaliklari Egitim ve
Arastirma Hastanesi poliklinigine rutin kontrol igin gelen ve
bilgilendirilmis onam formlari alinan tGgtinci trimester 80 gebe
dahil edildi. Calisma kapsaminda her bir gebeden transport
besiyerine (stuart) iki adet vajinal surlnti 6rnegi alindi.
Siruntld 6rneklerinden biri konvansiyonel kiltir islemleri
ve digeri molekiiler analizler icin kullanildi. Orneklerin bir
saat icinde Gulhane Askeri Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina nakledilmesi saglandi.

Konvansiyonel  kuiltir  yontemi:  Steril  kosullarda
laboratuvara ulastirilan ornekler en kisa sire icerisinde
dogrudan %5 koyun kanli agar besiyerlerine ekildi. inokiile
edilen plaklar % 5 CO,’li ortamda 37°C’lik etlvde 24-48
saat slreyle inkiibasyona birakildi. Kanli agarda morfolojisi
streptokoklarla uyumlu olan kolonilere katalaz testi yapildi.
Katalaz-negatif olan ve Gram boyamada zincir benzeri
gorinim goOsteren gram-pozitif kok morfolojisindeki her
izolat GBS olup olmadigi yéniinden incelendi. Bu izolatlarin
tanimlanmasi igin Christie Atkins Munch-Petersen (CAMP)
testi (standart sus olarak S. aureus ATCC 43300 kullanild),
sodyum hippurat hidrolizi, basitrasin ve trimetoprim-
silfametaksazol direnci ve lateks aglltinasyon testleri
(Avipath-Strep; Omega Diagnostics, United Kingdom)
kullanildi (24). Calismada standart sus olarak S. agalactiae
ATCC 13813 kullanildr.

Gergek zamanli PZR analizleri: Sirinti orneklerinden
Grup B streptokok DNA’sinin elde edilmesi standart alkali
fenol-kloroform-izoamil alkol yéntemi ile yapildi (25). Gergek
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zamanh PZR reaksiyonlari Oligo Yap 4.0 (26) yazilim
programi ile dizayn edilen primerler ve prob kullanilarak, Kilic
ve ark.’nin (27) calismasina goére ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems, ABD) cihazi ile gergeklestirildi. Gergek zamanh
PZR testi icin alinan drnekler galisma anina kadar -20°C’de
saklandi.

istatistiksel analizler: Veriler SSPS 18.0 (SSPS, Inc,
Chicago, USA) istatistik programi kullanilarak yapildi.
istatistiksel karsilastirmada Mc Nemar testi kullanildi.
Bulgular

Toplam 80 érnegdin dahil edildigi calismada 6 gebede hem
kultdr ydontemi hem de gergcek zamanl PZR testiile, bir gebede
sadece kultir ydntemiyle ve 9 gebede sadece PZR ile olmak
Uzere toplam 16(%20) gebede vajinal GBS kolonizasyonu
saptanirken, 64 6rnek (%80) yontemlerin her ikisi ile de
negatif olarak degerlendirildi. Tablo I'de karsilagtirmali olarak
da gosterildigi gibi kultir yonteminin ve gercek zamanl
PZR testinin GBS pozitiflik oranlari sirasiyla %8,75(7/80)
ve %18,75(15/80) olarak bulundu. Kultir yéntemi ve gergek
zamanh PZR testi vajinal GBS tasiyicihidini saptama etkinligi
yéninden degerlendirildiginde, istatistiksel olarak aralarinda
anlaml fark (p<0.021) bulundu.

Tablo |. Kiltiir ve gercek zamanli PZR sonuglarinin karsilagtirmasi

Gergek zamanli PZR

Kultlirde dreme TOPLAM
Pozitif Negatif
Pozitif 6 1 7
Negatif 9 64 73
TOPLAM 15 65 80
|

Tartisma

GBS enfeksiyonlari korunulabilir ve tedavi edilebilir
olmasina karsin gebeler ve ozellikle yeni doganlar icin
onemli bir saghk sorunu olmaya devam etmektedir.
S6z konusu enfeksiyonlarin yenidoganlara gecisi GBS
kolonizasyonu olan annelerden hematojen ve transplasental
yolla veya nadiren de olsa hastane enfeksiyonu seklindeki
bulagmalarla olmaktadir (2). Gebe kadinlarin yaklasik %10-
40’inin vajinal veya rektal GBS kolonizasyonu oldugu ve bu
gebelerin %40-70’inin GBS’leri yenidoganlara transfer ettigi
bildiriimektedir (4, 6). Bu enfeksiyonlarin mortalite oranlari
term yenidoganlarda %2-3’lerde iken, pretermlerde %20-30
arasinda degismektedir (1, 6). Yenidoganda yuksek mortalite
ve morbidite ile seyreden GBS enfeksiyonlarinin erken tanisi
ve 6nlenmesine yonelik ulusal programlara gereksinim vardir.
CDC tarafindan 2010 yilinda yayimlanan “Perinatal Grup B
Streptokokkal Enfeksiyonlarin Onlenmesi” baslikli kilavuzda
tim gebe kadinlarin gebeligin 35-37. haftalarinda vajinal ve
rektal kolonizasyon agisindan taranmasi ve kiiltlir sonucuna
gore intrapartum penisilin kullaniimasi énerilmektedir (6).
ilgili
gebeligin

bazi
35-37.

CDC’nin 6nerdigi tarama yaklagimi ile
kisittamalar bulunmaktadir.  Birincisi;
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haftalarinda yapilan prenatal tarama 35. gebelik haftasindan
once dogum yapan kadinlari kapsamamaktadir. Gebelerin
%7-11'i standart taramanin yapildigi 35-37. haftalardan
6nce dodum yapmakta ve erken baslangigli GBS
enfeksiyonlarinin %32-38'i bu grupta yer alan kadinlardan
dogan yenidoganlarda gérilmektedir (12). Ikinci olarak,
gebelik sirasinda GBS kolonizasyonunun gegici veya surekli
olabilecegi ve 35-37. haftalarda kdltir sonuglari negatif
olarak degerlendirilen gebelerin doguma kadarki surecte
GBS ile kolonize olabildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(6, 8, 10, 18). Puopolo ve ark. (11) erken baslangicli GBS
enfeksiyonu olan yenidoganlarin %82,4’Gnln prenatal GBS
taramasi negatif annelere sahip olduklarini bildirmislerdir.
Bu yiksek oranin kadinlarin tarama sonrasi dénemde
kolonize olmasindan veya yanlis negatif test sonuclarindan
kaynaklanip kaynaklanmadigi tam olarak bilinmemektedir.
Kolonizasyonun gegici olabilmesi 35-37. haftalarda saptanan
tasiyicihgin  erken baslangigh GBS enfeksiyonlarindaki
prediktif degerini azaltmaktadir (12, 14). CDC tarafindan
Onerilen yaklagsimin Gglinct bir kisittamasi ise prenatal
bakimi yetersiz olan veya dogum anindaki tarama sonucu
bilinmeyen kadinlarin bulunmasidir.

Yukarida siralanan sebeplerden dolayr CDC tarafindan
onerilen 35-37. gebelik haftalarinda yapilacak kdiltiire dayali
taramanin dogum anindaki kolonizasyonu gdstermedeki
etkinligi tartismalidir. Tim bunlara ek olarak, GBS varligini
gbsterebilmesi icin  drnekte canli  mikroorganizmalarin
olmasina gereksinim duymasi ve diisik sayida canh bakteri
varliginda Gremenin floradaki saprofit mikroorganizmalar ve
kullanilan hijyen Urtnleri tarafindan baskilanabilmesi gibi
faktorler de kultir yonteminin duyarhligini azaltabilmektedir
(7, 28-30). GBS suslarinin %4’Gnun beta hemoliz yapmiyor
olmasi ise kulturdeki tremelerin degerlendiriimesini olumsuz
olarak etkileyen bir diger faktérdir (6). Yukarida bahsedilen
nedenlerden dolayi, intrapartum donemde uygulanacak bir
tarama stratejisi yenidogan enfeksiyonlari igin daha anlamli
bir risk dngérisu saglayacaktir. Bu verilere paralel olarak
intrapartum tarama o6nemli bir gereksinim haline gelmis
ve bu dénemde uygulanabilen ve yuksek duyarhliklarinin
yaninda ayni gun igerisinde sonug¢ verebilmeleri nedeniyle
klinik yararliliklari ile de 6n plana ¢ikan molekuler yéntemler
gunimuzde daha da 6nem kazanmistir.

GBS kolonizasyonunun sikhgi irk, yasanilan cografi
bolge, sosyokulturel aliskanlklar ve calisma kosullarindaki
standartlara bagh olarak belirgin farkliliklar gostermektedir
(CDC, 1996). GBS kolonizasyon oranlari tlkemizde yapilan
calismalarda %3-32 araliginda degismektedir (31-35).
Yaptigimiz ¢caligmada son trimester gebelerde buldugumuz
%20’lik GBS kolonizasyon orani gegmis calismalarin
verileriyle paralellik g6stermektedir.

Ulkemizde gebelerde GBS kolonizasyonunun
saptanmasina yonelik yapilan g¢alismalara bakildiginda
c¢ogunlugunun prevalans belirlemeye yonelik oldugu dikkati
cekmektedir. Standart kiltir yonteminin  kullanildidi bu
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calismalar molekuler yontemler ile karsilastirmali sonuglar
sunmadigl icin calisma verilerimizi Ulkemizdeki diger
galismalarla kiyaslamamiz mimkin olmadi. Bununla
beraber GBS kolonizasyonunun arastiriimasinda kiltir ve
molekuler yontemlerin karsilastinldigr birgok uluslararasi
galisma bulunmaktadir. Farkli gen bdlgelerini hedefleyen
konvansiyonel ve gercek zamanli PZR tekniklerinin
kullanildigi birgok molekiler yontem tanimlanmis ve PZR
temelli bu yontemlerin GBS kolonizasyonunu saptamada
konvansiyonel kiltir yontemlerine gore daha hizli ve
daha duyarh oldugu gosterilmistir (7, 12, 14, 17-20, 36-
41).

Klltire dayali ydntemlerin duyarliliklari  molekuler
yontemler ile kiyaslandidinda o6nemli oranda disik
oldugundan, o&zellikle de bizim c¢alismamizda oldugu
gibi dogrudan segici olmayan besiyerlerine ekim yapilan
calismalarda duyarliik daha da dusmektedir. Rallu ve
ark. (17) yaptiklari bir caismada koyun kanli agara ekim
yonteminin duyarlihgini %42,3 olarak bulmustur. Montague
ve ark. (19) ise bu yontemin duyarhhidini %68,4 olarak
saptamis ve segici besiyerine ekim ile duyarliigin %85,5'e
yukseldigini gdstermislerdir. Dogrudan %5 koyun kanh
agara ekim yonteminin kullanildigi ¢alismamizda 80 vajinal
ornegdin sadece 7’sinde kiltirde GBS Uremesi saptadik.
Calismamizda kiltirde GBS (Ureme oraninin dusik
olmasinin bir nedeni olarak segici sivi besiyerine ekim ve
sonrasinda subkultir yapilmasi seklindeki yaklagimin tercih
edilmemis olmasi disundldd. Bununla beraber, bahsi gegen
ikinci yaklasimin prenatal taramalarda uygulanabilir oldugu
halde, ge¢ sonu¢ vermesi nedeniyle klinik agidan daha
anlamli sonuglar veren intrapartum uygulamalar igin efektif
olmayacagi sdylenebilir.

Yakin dénemde vyapilan c¢alisma sonuglari kullanilan
PZR yoéntemi ve secilen hedef gen bdlgesine bagh olarak
PZR ile saptama oranlarinin %3-21 oraninda artabilecegini
g6stermektedir (17, 39-41). Rallu ve ark.’nin (17) 605 gebe
Uzerinde yaptiklar bir calismada GBS kolonizasyon oranlari
kultdr ile %16, cfb PZR ile %28 ve scpB PZR ile %37 olarak
bulunmus ve saptama duyarliidinin PZR temelli yontemler
ile kultur yontemine goére 1,5 ila 2,5 kat arttigi gosterilmistir.
Benzer sekilde galismamizda gergek zamanli PZR (n=15) ile
saptama oraninin kiltir yontemine (n=7) gore 2 kat arttigini
belirledik.

Sonug olarak, gebelik sliresince GBS kolonizasyonunun
degiskenlik gosterdigi goéz ©niine alindiginda enfeksiyon
etkeni bakterinin kolonize annelerden bebeklere gecis
riskini  belilemede intrapartum ddénemde vyapilacak
taramalarin daha degerli olacagi aciktir. Bu nedenle dogum
anindaki kolonizasyonun saptanmasinda gercek zamanli
PZR gibi direkt klinik 6rneklerden caligilabilen, duyarlihgi
ve Ozgulligu yuksek, hizli sonug verebilen molekuler
testlerin kullaniimasiyla yenidogan enfeksiyonlarinin ve bu
enfeksiyonlarin olumsuz etkilerinin daha dusik dizeylere
inebilecegini diglinmekteyiz.
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