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OZET

invazif A grubu streptokok (AGS) enfeksiyonlarinin sikhidi son 20 yildir tiim diinyada artmaktadir.
Koruyucu 6nlemlerin alinmasi ve uygun tedavilerin baslanabilmesi icin, bu klinik tablolardan sorumlu
serotiplerin ve antibiyotik duyarhliklarinin bilinmesi gerekir. Bu calismada, hastanemizde g yillik siire
icinde izole edilen invazif AGS suslarinin serotiplerinin saptanmasi ve tedavi seceneklerinde yer alan ba-
z1 antibiyotiklere karsi duyarliliklari ile indiklenebilir klindamisin direncinin belirlenmesi amaclanmistir.
Calismaya, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Farabi Hastanesine Mart 2006-Mart 2009 tarih-
leri arasinda basvuran hastalarin (140G erkek, 8'i kadin; yas araligi: 3-82 yil, median yas: 59) klinik or-
neklerinden [steril viicut sivilari (periton, plevra, perikard, eklem ve beyin omurilik sivisi), kan, doku bi-
yopsisi] izole edilen 22 invazif AGS susu dahil edilmistir. AGS suglarinin serotiplerini saptamak icin, se-
rum opasite faktord (SOF), T proteinleri ve M proteinleri arastinlmistir. SOF tretimi, mikroplak yonte-
miyle insan serumu kullanilarak spektrofotometrik okuma ile belirlenmis, SOF tiplerinin tespitinde 6z-
gl antiserumlarla SOF-inhibisyon testi uygulanmustir. T protein tipleri polivalan anti-T serumlari kulla-
nilarak agliitinasyon yontemiyle, M serotipleri ise M antiserumlar kullanilarak kapiller presipitasyon
yontemiyle saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri, CLSI onerilerine gore disk diflizyon yontemi ile
uygulanmistir. izolatlarin 9 (%41)’'unda SOF pozitif bulunmus ve T antiserumu ile en sik T (n= 8) ve U
(n=7); M antiserumu ile en sik M1 (n= 4) ve M2 (n= 3) serotipleri saptanmuistir. invazif 22 AGS susu-
nun 15 (%68)'i antibiyotiklere duyarl, 7 (%32)'si ise direncli bulunmus; benzilpenisilin, seftriakson,
vankomisin, levofloksasin ve linezolide direncli sus saptanmamistir. Dort (%18) sus tetrasikline, 3
(%13.5) sus kloramfenikole direncli bulunurken, 9 (%41) sus tetrasikline ve 1 (%4.5) sus eritromisine
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orta duyarl olarak bulunmustur. Yalnizca bir izolatta indiiklenebilir klindamisin direnci tespit edilmistir.
Serotiplendirme sonuclarimiza gore, mevcut asilardan hekzavalan asinin, invazif serotiplerimizin
%33’Uni, 26 valanh asinin ise %62'sini icerdigi gozlenmistir. Sonug olarak, invazif enfeksiyonlardan
izole edilen AGS suslarinin serotiplerini belirlemek ve (ilkemizde yaygin olan serotipleri iceren asilarin
gelistirilmesine katki saglamak icin cok merkezli epidemiyolojik calismalarin planlanmasi gerektigi di-
sinllmistar.

Anahtar sozciikler: Grup A streptokok; Streptococcus pyogenes; invazif; serotiplendirme; T proteini; M
proteini; antibiyotik duyarlilik.

ABSTRACT

Frequency of invasive group A streptococcus (GAS) infections is increasing worldwide in recent 20
years. Serotypes responsible for these clinical manifestations and their antibiotic susceptibilities sho-
uld be known in order to establish preventive measures and initiate appropriate treatment. This study
was aimed to determine the serotypes, antibiotic susceptibilities and inducible clindamycin resistance
among invasive GAS isolated between 2006-2009 period. A total of 22 GAS strains isolated from cli-
nical samples [sterile body fluids (peritoneal, pleural, pericardial, joint and cerebrospinal fluids), blo-
od, tissue biopsy] of the patients (14 male, 8 female; age range: 3-82 years, median age: 59) who ad-
mitted to Karadeniz Technical University Faculty of Medicine, Farabi Hospital located in Trabzon pro-
vince (Eastern Black Sea Region of Turkey), between March 2006 and March 2009 were included in
the study. GAS serotypes were determined by the investigation of serum opacity factors (SOF), T pro-
teins and M proteins. SOF production was investigated by microplate method using human serum
and SOF types were determined by SOF-inhibition test using specific antisera. T protein types were
detected by agglutination method using polyvalent anti-T sera, and M serotypes were detected by ca-
pillary precipitation method using M antisera. Antimicrobial susceptibility tests were performed by
disk-diffusion method according to CLSI recommendations. SOF were positive in 9 (41%) samples.
Use of T antiserum yielded T (n= 8) and U (n= 7) types and M antiserum M1 (n= 4) and M2 (n= 3)
types. The overall antibiotic susceptibility rate of the isolates was 68% (15/22) and overall resistance
rate was 32% (7/22). All of the GAS strains were found susceptible to benzylpenicillin, ceftriaxone,
vancomycin, levofloxacine and linezolid, however 9 (41%) were intermediate susceptible to tetracyc-
line and 1 (4.5%) was intermediate susceptible to erythromycin. Four (18%) strains were found resis-
tant to tetracycline, while three strains (13.5%) were found resistant to chloramphenicol. Inducible
clindamycin resistance was found positive only in one strain. The serotypes determined in this study
indicated that 33% of our invasive serotypes were covered by the hexavalent vaccine and 62% by the
26-valent vaccine. Multi-center surveillance studies are required to determine the serotype distributi-
on of invasive GAS in Turkey and to provide valuable information for the development of appropriate
vaccines in our country.

Key words: Group A streptococci; Streptococcus pyogenes; invasive; serotyping; T protein; M protein; an-
timicrobial susceptibility.

GIRis

Streptokok enfeksiyonlari, halen tim diinya Ulkelerinde 6nemli bir halk saghg soru-
nu olmaya devam etmektedir. A grubu streptokoklar (Streptococcus pyogenes), farenijit,
impetigo, orta kulak iltihabi gibi akut enfeksiyonlara; toksik sok sendromu, menenijit,

pnémoni, nekrotizan fasiyit gibi yasami tehdit eden invazif enfeksiyonlara ve romatizmal
ates ve glomertlonefrit gibi poststreptokokal komplikasyonlara neden olabilmektedir.
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Yaklasik 80 yildir A grubu streptokok (AGS) enfeksiyonlarinin patogenez ve epidemi-
yolojisini arastirmaya yonelik calismalar yapilmasina ragmen halen acikhga kavusmamis
bircok konu vardir. Tani ve tedavi yontemlerindeki gelismeler ile akut AGS enfeksiyonla-
rinin dogru ve hizli tedavisi saglanmis olmakla birlikte, invazif AGS enfeksiyonlarinin sik-
g1, gelismekte olan Ulkeler basta olmak lzere tim diinyada, 6zellikle son 20 yil icinde
artis gostermistir. Bu artistan AGS’lerin degisen epidemiyolojik ozellikleri ve serotipleri
sorumlu tutulmaktadir'-3.

AGS’lerin hiicre duvarinda bulunan M proteinleri en énemli virlilans faktortdur. Bu
protein AGS’leri fagositozdan korumaktadir ve nétralizan antikorlarin M proteinine kar-
si Uretildigi bilindiginden asi calismalari bu noktada yogunlasmistir. M protein epitopla-
rnni iceren multivalan AGS agilari gelistirilmistir*”. AGS’lerin M proteinindeki antijenik
farkhhklara gore, bugin icin bilinen 100’den fazla serotipi vardir. Serotiplerin timunu
iceren etkili bir aginin olusturulmasi teknik olarak olanaksizdir. Bu nedenle asi calismala-
r, en sik saptanan farenjit etkenlerine, invazif enfeksiyonlara ve romatizmal ates ya da
glomertlonefrit gibi komplikasyonlara neden olan serotipleri hedeflemistir. Asilarin ice-
recedi M tiplerine karar verilirken, epidemiyolojik calismalarin sonuclari g6z 6ntinde bu-
lundurulmaktadir. Mevcut asilarin uygulanmasiyla, yurdumuzda saptanan invazif enfek-
siyonlarin ne dlclide onlenebileceginin 6ngorilmesi, invazif serotiplerin belirlenmesine
baglidir. AGS’lerin serotiplendirme calismalari, molekiiler veya immiinolojik yontemlerle
serum opasite faktérii, T proteini ve M proteininin saptanmasiyla yapilabilir®.

Daha once yaptigimiz calismalarda, farenjit etkeni olan AGS serotipleri ve antimikro-
biyal duyarliliklari belirlenmistir®'°. Bu calismada ise, hastanemizde invazif AGS enfeksi-
yonlarindan izole edilen suslarin serotiplerinin immuinolojik yéntemlerle arastiriimasi he-
deflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu retrospektif calismada, yaklasik g yillik siire icinde, invazif AGS izole edilen 6rnek-
lerle ilgili, hasta yas, cinsiyeti, enfeksiyonu kolaylastiran faktorler, bakteri susunun izole
edildigi tarih ve 6rnegin cinsi gibi hastaya ve 6rnege ait bilgiler kaydedildi.

Ornekler

Calismamiza, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakultesi (KTUTF), Farabi Hastanesine
Mart 2006-Mart 2009 tarihleri arasinda basvuran hastalarin 6rneklerinden izole edilen
22 invazif AGS susu dahil edildi. Ayni hastanin birden fazla 6rneginde treyen AGS sus-
larindan yalnizca ilk izole edilen calismaya alindi. Normalde steril olan viicut bolgelerin-
den (periton, plevra, perikard, eklem ve beyin omurilik sivisi gibi), kandan veya doku bi-
yopsi orneklerinden izole edilen suslar invazif AGS olarak kabul edildi.

AGS tanisi ve izolatlarin serotiplendirmesi

%5 koyun kanli agarda, beta-hemoliz olusturan bakterilere klasik yontemler uygulan-
di. Sirasiyla, Gram boyama, katalaz, basitrasin ve trimetoprim-siilfametoksazol duyarlil-
g1 ve serogruplama (Streptex, Remel Inc., KS, ABD) testleri uygulanarak AGS tanimlama-
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st yapildi. invazif AGS olarak tanimlanan suslar, defibrine koyun kani eklenmis Todd-He-
with buyyonda Uretilerek saklandi. Serotiplendirme ve antibiyotik duyarlilik calismalari,
KTUTF Streptokok Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Serum opasite faktort (SOF), mikroplak yontemiyle, insan serumu kullanilarak ve
spektrofotometrik okuma ile saptandi'’. SOF kaynad olarak, kiiltiir siipernatantlari veya
HCI ekstraktlari kullanildi'2. Suslarin SOF iretimi +/- ile ++++ arasinda degerlendirildi.
SOF dreten izolatlar SOF-inhibisyon yontemiyle tiplendirildi. Bu yontemde, daha 6nce-
den antikor profilleri belirlenmis olan insan serumlariyla olusturulan cesitli paneller kul-
lanildi'.

Serolojik calismalar icin homojen streptokok stispansiyonlari hazirlandi ve spontan ag-
litinasyonu onlemek icin siispansiyonlar tripsin ile isleme tabi tutuldu. T protein tiplen-
dirmesi, polivalan anti-T serumlari (T, U, W, X, Y, Z) (Denka Seiken Co., Japonya) kulla-
nilarak agliitinasyon yontemiyle; M protein tiplendirmesi ise M antiserumlan kullanilarak
kapiller presipitasyon ydntemiyle yapildi®®.

izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” kriterlerine gére calisildi ve yorumlandi'2. Penisilin, seftriakson, vankomisin, erit-
romisin, tetrasiklin, levofloksasin, kloramfenikol, klindamisin ve linezolid duyarhliklari
disk difiizyon yontemiyle saptandi. indiiklenebilir klindamisin direnci disk yakinlastirma
yontemiyle caligildi.

istatistiksel Analiz
Verilerin degerlendirilmesi, Mann Whitney-U ve Fisher’s exact testleri ile yapildi.
BULGULAR

Calismaya dahil edilen 22 invazif AGS susunun izole edildigi hastalarin 14’G erkek, 8’i
kadin olup, yaslar 3-82 arasinda (median: 59) degismektedir (Tablo I). Suslarin cogunun
kan (n=9) ve yumusak doku (n= 6) orneklerinden izole edildigi gortlmistir (Tablo I).

Serotiplendirme calismalari sonunda, invazif AGS suslarindan 9 (%41)’unun SOF Uret-
tigi saptanmig (Resim 1); bir izolat hari¢ diger tim suslar T ve M antiserumlart ile tiplen-
dirilebilmistir (Tablo I). Buna gore polivalan T antiserumu ile en sik T (n= 8) ve U (n=7)
grubu; M antiserumu ile en sik M1 (n= 4) ve M2 (n= 3) serotipleri saptanmistir (Tablo 1).

Klinik 6rneklerden izole edilen invazif 22 AGS susunun 15 (%68)’i antibiyotiklere du-
yarl, 7 (%32)'si ise direncli bulunmugtur. Caligilan antibiyotiklerden penisilin, seftriak-
son, vankomisin, levofloksasin ve linezolide direncli izolat saptanmamigtir. Dort (%18)
sus tetrasikline, 3 (%13.5) sus kloramfenikole direncli bulunurken; 9 (%41) sus tetrasik-
line, 1 (%4.5) sus eritromisine orta duyarli olarak bulunmustur. Yalnizca bir izolatta in-
diklenebilir klindamisin direnci saptanmistir. Antibiyotiklere duyarli suslarin altisinda
(6/15; %40), antibiyotiklere direncli suslarin ise tictinde (3/7; %42.8) SOF Uuretimi oldu-
gu belirlenmis; ancak antibiyotik direnci ile SOF pozitifligi arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir iliski bulunmamistir (p= 1.000).
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Tablo 1. Invazif A Grubu Streptokok Suslarinin lzole Edildigi Hasta ve Orneklere Ait Bilgiler ve
Serotiplendirme Sonuclar

Sus  Yas/ ) izolasyon ~ SOF T M
no cinsiyet Servis Ornek tarihi Uretimi Tipi protein serotip
1 73/K Noroloji Plevra sivisi 11.03.06 - Y M15
2 72/K Acil Kan 13.07.06 + 2 U M2
3 44/E Acil YD 02.01.07 - T M74
4 71/K Acil Kan 07.01.07 - X M14
5 71/K Acil Kan 13.02.07 - T M1
6 71/E Cerrahi YBU Kan 17.02.07 - T M1
7 23/E Cerrahi YBU Plevra sivisi 17.02.07 - NT NT
8 82/K Kardiyoloji Kan 06.04.07 +++ 2 u M2
9 5/E Pediatri YD 18.04.07 +++ 13 T M13
10 72/E Acil Eklem sivisi 30.07.07 - u/w M6
11 56/E Goz Korneal striinti 21.12.07 - X M14
12 3/K Pediatri Plevra sivisi 07.01.08 - W M5
13 10/E Pediatri YD 06.03.08 + 59 T M59
14 4/K Pediatri YD 12.03.08 - T M1
15 11/E Pediatri Kan 13.03.08 + 13 TY M13
16 73/E KBB Plevra sivisi 15.03.08 - u Mé6
17 64/E Onkoloji Kan 17.03.08 + U M4
18 9/K Pediatri Eklem sivisi 09.05.08 +/- 5 w M5
19 42/E Néroloji P* YD 13.06.08 - T M1
20 62/E Néroloji YBU Kan 14.07.08 + 27 w M27
21 78/E Acil Kan 03.02.09 +/- 2 U M2
22 11/E KBB YD 18.03.09 - U M4

K: Kadin, E: Erkek, YD: Yumusak doku, P*: Poliklinik, KBB: Kulak burun bogaz, YBU: Yogun bakim initesi, NT:
Tiplendirilemeyen.
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TARTISMA

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, akut AGS enfeksiyonlari ve sonrasinda gelisen akut
romatizmal ates ve akut glomertilonefrit gibi sekeller, halk sagligi sorunu olarak 6nemini
halen korumaktadir. Yapilan calismalar, belirli M serotiplerinin, enfeksiyonlarin tipi ve se-
kelleriyle iliskili oldugunu géstermektedir. Ornegin; M5, 6, 18, 19, ve 24 serotipleri roma-
tojenik; M1, 4, 12, 49, 55, 57 ve 60 serotipleri nefritojenik olarak tanimlanirken; M1, 3,
4,6,11, 12, 18 ve 28 daha cok invazif enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir''"'417, Sero-
tip M1, 3, 5, 6, 19 ve 24'l iceren bir hekzavalan ve 26 serotipi iceren bir de polivalan asi
dretilmis ve bu agilarin immiinojenite ve etkinliklerini belirleyen calismalarda olumlu so-
nug alinmistir*”. Calismamiz, asilarin, yurdumuzda saptanan invazif AGS enfeksiyonlarini
onlemedeki basarisini 5ngormek amaciyla yapilan ilk serotiplendirme calismasidir.

Calismamizda degerlendirilen invazif AGS suslarinin cogu kan (n= 9; %41) ve yumu-
sak doku (n= 6; %27) orneklerinden izole edilmis; cesitlilik gostermekle birlikte izolatla-
rin en stk M1 ve M2 (toplam yedi sus; %32) serotiplerine ait oldugu tespit edilmistir
(Tablo I). Serotiplerin 6rneklere gore dagilimina bakildiginda, M2 serotiplerinin tamami-
nin (n= 3) kan 6rneklerinden izole edildigi dikkati cekmis, diger serotiplerin dagihminda
herhangi bir 6zellik saptanmamistir. Avrupa ve Kanada’da yapilan calismalarda, ilk sirayi
yumusgak doku enfeksiyonlari ve buna eslik eden streptokokal toksik sok sendromu al-
makta, ikinci siklikta ise bakteremilere rastlandig ifade edilmektedir'”"'8, Aimanya’da ya-
pilan alti yillk bir stirveyans calismasinda, invazif suslarin %53liniin kan érneklerinden
izole edildigi belirtilmistir'. Delgado ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise, M serotiple-
ri ile klinik 6rnekler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski kurulamamuistir'®.

Calismamizda, izolatlarimizdan %41 (9/22)'inin serum opasite faktori (SOF) olustur-
dugu saptanmis; bu oranin daha énceki calismamizda® st solunum yolu érneklerinden
izole ettigimiz AGS suslari ile benzer oldugu izlenmistir. Ayni sekilde, bu calismada elde
ettigimiz invazif suslarin serotip 6zelliklerinin de, 6nceki calismamizda® farenjit etkeni
olan AGS'lerin serotip 6zellikleriyle benzerlik gésterdigi belirlenmistir®. Ancak degerlen-
dirmeye aldigimiz sus sayisinin kisitl olmasi nedeniyle, enfeksiyon tipleri ile serotipler
arasindaki olasi iliskinin aciklik kazanmasi icin, tlkemizde romatojenik ve nefritojenik se-
rotiplerin belirlenmesine yonelik daha genis kapsaml calismalara gereksinim vardir.

Calismada test edilen antibiyotikler arasinda, en ylksek direng orani (%18) tetrasikli-
ne karsl saptanmis; bunu kloramfenikol direnci (%13.5) izlemis ve yalniz bir sus eritro-
misine orta duyarli saptanirken ayni susta induklenebilir klindamisin direnci de tespit
edilmistir. Matsumoto ve arkadaslar'® Japonya’da yaptiklari calismada, 1967 ile 1987
yillarr arasinda tetrasiklin direncinin %40’dan %72’ye ciktigini; kloramfenikol direncinin
de, bu kadar yiiksek olmamakla birlikte ayni paralelde arttigini bildirmiglerdir. Yillar ara-
sindaki direng oranlari ve serotip degisimi birlikte irdelendiginde, direng artiginin serotip
dagilimiyla iligkili oldugu belirlenmis, T4 ve T12 serotiplerinin ayni zaman dilimlerinde
giderek artan oranlarda saptandigi izlenmis ve bunun molekuler temeli ortaya konmus-
tur?®, Powis ve arkadaslari?® da, 1992-1993 ve 2003 yillarinda izole edilen invazif AGS
suslarinin kinolon direncini ve bunun serotiplerle iliskisini arastirmiglardir. Bu arastiricilar
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direncli sus bulamamig ancak 1993-2003 yillari arasinda minimum inhibitor konsantras-
yonu (MIK) degeri 2 ug/ml’ye ulasan suglarin oraninin %1.3'ten %4.4’e ciktigini vurgu-
lamislardir?®, MiK degeri artmis olan izolatlarin tiimiinde parC mutasyonu belirlenmis ve
dokuz sustan sekizinin serotip M6 oldugu saptanmistir?®. Bizim calismamizda direncli
suslarin SOF uretimi ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 1.000).

Sonug olarak, llkemizde invazif AGS enfeksiyonlarinin dnlenebilmesi icin uygun stra-
tejilerin gelistirilebilmesi; enfeksiyonlarin sikligina, risk faktorlerine yonelik epidemiyolo-
jik calismalara ve AGS izolatlarinin serotiplerinin belirlenmesine baglidir. Calismamizin
sonuclarina gore, mevcut asilardan hekzavalan asinin, invazif serotiplerimizin %33’lnd,
26 valanli asinin ise %62’sini icerdigi saptanmistir. Daha dnce yayinladigimiz farenijit et-
keni AGS serotipleri de g6z 6ntinde bulunduruldugunda polivalan asi, etken serotiplerin
cogunu icermekle birlikte, epidemiyolojik verilerimizin birikmesi adina, serotiplendirme
ve diren¢ calismalarinin paralel olarak strdirildigu cok merkezli calismalarin planlan-
mas! gerektigi aciktir.
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