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OZET

Streptococcus pyogenes tonsillofarenjitin en yaygin bakteriyel etkeni olup, ayrica otitis media, impeti-
go, nekrotizan fasiit, bakteriyemi, sepsis ve toksik sok benzeri sendrom gibi hastaliklara yol acabilmekte-
dir. Bakterinin 6nemli virlilans faktorl olan M proteini, emm geni tarafindan kodlanmakta ve bu gen epi-
demiyolojik calismalarda genotiplendirme amaciyla kullanilmaktadir. Bu calismada, A grubu streptokok
(AGS) suslarinda M proteininin emm gen dizi analiz yontemiyle tiplendiriimesi, saptanan M tiplerinin ge-
listirilmekte olan asi icerigi ile karsilastirimasi ve izolatlarin antibiyotik duyarlliklarinin belirlenmesi amac-
lanmistir. Calismaya, laboratuvarimizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 35 AGS susu dahil edilmis-
tir. Kan kiltiriinde Ureyen suglar invazif, bogaz ve apse kiiltiiriinde tireyen suslar ise noninvazif olarak ka-
bul edilmistir. izolatlarin tir dizeyinde tanimlanmasi konvansiyonel yontemler ve 16S rRNA dizi analizi
ile gerceklestirilmistir. S.pyogenes olarak tanimlanan suslarin emm genotiplendirmesi CDC’'nin dnerdigi
sekilde PCR yontemiyle yapilmistir. Calisilan 35 izolatin 23’tinden amplikon elde edilmis ve bunlara dizi
analizi uygulanmustir. Elde edilen sonuglar CDC’nin emm dizi veri bankasi ile karsilagtirlmistir. izolatlarin
antibiyotik duyarllik testleri agar dillisyon yontemiyle CLSI 6nerilerine gore yapilmis ve degerlendirilmis-
tir. Calismaya alinan 35 izolattan 23’Gnin emm tiplendirmesi yapilmis ve 15 farkl emm genotipi saptan-
mistir. En sik saptanan tipler sirasiyla emm1 (%22), emm89 (%13), emm18 (% 9) ve emm19 (%9) olarak
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belirlenmistir. Diger emm tipleri (emm5, 12, 14, 17, 26, 29, 37, 74, 78, 92, 99) %47 oraninda saptan-
mistir. Kan kiltiriinden izole edilen suslarin emm1, 12, 19, 74, 89 ve 99 tiplerine sahip oldugu gozlen-
mistir. Calismamizda belirlenen 15 emm tipinin 9 (%60)'unun 26 valanh agi iceriginde yer alan tipler
(emm1, 5,12, 14,18, 19, 29, 89, 92) oldugu izlenmistir. Diger taraftan, S.pyogenes ile enfekte 23 olgu-
dan 17 (%74)’sinin asi iceriginde bulunan tipler ile enfekte oldugu ve ayrica kan izolatlarinda tespit edi-
len dort emm tipinin (emm1, 12, 19, 89) de gelistirilen asinin kapsami icinde yer aldigi gorilmastir. Sus-
larin higbirisinde penisilin, ampisilin, eritromisin, linkomisin, gentamisin, kloramfenikol, vankomisin ve li-
nezolid direnci saptanmamus; alti susta levofloksasin (MiK= 4 ve 16 pg/ml), bir susta ise tetrasiklin diren-
ci (MiK= 16 pg/ml) tespit edilmistir. Sonug olarak bdlgesel verilerin sunuldugu bu calisma, az sayida in-
vazif olan ve olmayan izolat ile yapilmis olup, asinin etkinligini ve Glkemizdeki suslarin ne kadarini kapsa-
digini belirlemek icin cok merkezli ileri calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Streptococcus pyogenes; A grubu streptokok; emm tipi; asi; antibiyotik duyarlilik.

ABSTRACT

Streptococcus pyogenes is the most common bacterial pathogen causing pharyngotonisillitis, and also
can lead to diseases such as otitis media, impetigo, necrotizing fasciitis, bacteremia, sepsis and toxic
shock-like syndrome. M protein encoded by emm gene is an important virulence factor of S.pyogenes and
it is used for genotyping in epidemiological studies. The aims of this study were to determine the M pro-
tein types of group A streptococci (GAS) by using emm gene sequence analysis method, to compare the
M types in terms of analogy with the vaccine in development and to determine the antibiotic susceptibi-
lities of the isolates. A total of 35 GAS strains isolated from various clinical specimens in our laboratory we-
re included in the study. Strains growing in blood culture were considered as invasive, strains growing in
throat and abscess cultures were considered as non-invasive. The isolates have been identified by conven-
tional methods and 16S rRNA sequence analysis at species level. emm genotyping of strains identified as
S.pyogenes, was performed by PCR method as proposed by the CDC. Amplicons were obtained and se-
quenced in 23 out of 35 isolates. The results were compared with CDC emm sequence database. Antibi-
otic susceptibility of the isolates was performed by agar dilution method and evaluated as recommended
by CLSI. Twenty-three out of 35 isolates could be typed and 15 different emm genotypes were detected.
The most common emm types were emm1 (22%), emm89 (13%), emm18 (9%) and emm19 (9%). The
detection rate of other emm types (emm5, 12, 14,17, 26, 29, 37, 74, 78, 92, 99) was 47%. Types emm]1,
12,19, 74, 89 and 99 were observed in strains isolated from blood cultures. It was detected that nine of
the 15 (60%) emm types are within the contents of 26 valent vaccine (emm 1, 5, 12, 14, 18, 19, 29, 89,
92). It was also observed that 17 (74%) of the 23 cases were infected by vaccine types and the four emm
types (emm1, 12, 19, 89) identified in blood samples were among the vaccine types. All of the strains we-
re found susceptible to penicillin, ampicillin, erythromycin, lincomycin, gentamicin, chloramphenicol,
vancomycin and linezolid, however six isolates were resistant to levofloxacin (MIC= 4 and 16 ug/ml) and
one isolate was resistant to tetracycline (MIC= 16 pg/ml). In conclusion, this preliminary local study with
limited number of invasive and non-invasive S.pyogenes isolates, emphasized the need for larger scale
multi-center studies to determine the analogy and efficacy of the vaccine in development.

Key words: Streptococcus pyogenes; group A streptococci; emm type; vaccine; antibiotic susceptibility.

GIRis
Lancefield siniflandirmasina gore A grubu streptokoklar (AGS) arasinda yer alan Strep-

tococcus pyogenes, streptokok ailesinde insana 6zgi dnemli patojenlerden biridir. insan-
larda etken oldugu invazif hastaliklar, 6zellikle sepsis, pnémoni, nekrotizan fasiit ve strep-
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tokokal toksik sok sendromudur. invazif olmayan hastaliklar arasinda ise farenjit ve orta
kulak iltihabi gibi supuratif ve akut romatizmal ates ve akut glomerulonefrit gibi stuipira-
tif olmayan hastaliklar yer almaktadir. S.pyogenes enfeksiyonlari 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedeni olup, diinya genelinde yilda yaklasik 500.000 kisinin bu enfeksiyonlar-
dan 6ldiigi tahmin edilmektedir'.

M proteini AGS’lerin hiicre duvarinda bulunan en 6nemli virlilans faktortidur. Bu pro-
tein, bakterileri fagositozdan koruyarak streptokok enfeksiyonlarinin gelismesine yol ac-
makta, ayni zamanda immiin yaniti tetikleyerek gecirilen enfeksiyona karsi bagisiklik olus-
masini saglamaktadir. Streptokok enfeksiyonlarinda nétralizan antikorlarin M proteinine
karsi olustugu bilindiginden asi calismalari 6zellikle bu konuda yogunlasmistir. Yapilan asi
calismalarinda farenjit, invazif enfeksiyonlar ve romatizmal ates ya da glomertilonefrit gi-
bi komplikasyonlara neden olan tipler hedeflenmistir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde rekombinant teknoloji kullanilarak, patojen mikroorganizma ve konak organiz-
ma arasinda istenmeyen capraz reaksiyonlara yol agmayacak multivalan bir asi gelistirme
calismalarn devam etmektedir. S6z konusu asi, 26 valanli olup streptokoksik farenijit ve in-
vazif enfeksiyonlara neden olan M tiplerinden 1.0, 1.2, 2, 3, 5, 6, 11, 12, 14, 18, 19, 22,
24, 28, 29, 33, 43, 59, 75, 76, 77, 89, 92, 94, 101 ve 114'Q kapsamaktad|r2'3. Asilarin
kapsayacagi M tiplerine karar verilirken, yapilan epidemiyolojik calismalarin sonuclari g6z
onuinde bulundurulmaktadir. Bu calismada, yeni asi calismalarina isik tutmak amaciyla, la-
boratuvarimizda izole edilen AGS’lerin M proteininin emm gen dizi analiz yontemiyle tip-
lendirilmesi ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismaya iki yillik stire icinde, hastanemize bagvuran erigkin ve cocuk hastalarin or-
neklerinden izole edilen 35 AGS susu dahil edildi. Kan kiltiriinde Greyen suslar invazif;
bogaz ve apse kiiltiriinde iireyen suslar ise invazif olmayan suslar olarak kabul edildi®.
Bakteriler tur diizeyinde konvansiyonel yontemler (Gram boyama, katalaz, basitrasin ve
trimetoprim-sulfametoksazol) ve 16S rRNA amplikon dizi analiziyle tanimland.

Suslardan genomik DNA izolasyonu, InstaGene matrix (BioRad, ABD) izolasyon kitiyle
yapildi. 16S rRNA amplifikasyonu icin 16520: 5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ ve
1651390: 5" GAC GGG CGG TGT GTA CAA 3’ primerleri kullanildi. izolatlarin emm tip-
lerinin belirlenmesi icin CDC tarafindan onerilen EMM1: TATTCCCTTAGAAAATTAA ve
EMM2: GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT primerleriyle emm gen bolgesi cogaltildi. emm ve
16S rRNA amplikonlar Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderilerek DNA dizi analizi
gerceklestirildi. Dizileme, iki yonde ve PCR icin kullanilan primerler yardimiyla yapild.
16S rRNA dizileri NCBI Nucleotide Blast programi kullanilarak Gen Bankasi ile karsilasti-
rildi. emm tiplerinin belirlenmesinde elde edilen dizi sonuglari CDC’'nin emm dizi veri
bankasi (Streptococci Group A Subtyping Request Form Blast 2.0 Server) ile karsilastiri-
larak belirlendi.

Antibiyotik duyarlilik testi, %5 koyun kani iceren Mueller-Hinton besiyeri kullanilarak
agar dillisyon yéntemiyle CLSI kriterlerine gére uygulandi ve degerlendirildi’.
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BULGULAR

Calismaya alinan 35 AGS susunun 16S rRNA boélgesinin DNA dizisi gen bankasiyla kar-
silastiriimis ve S.pyogenes olarak tanimlanmustir. Bu izolatlardan amplikon elde edilebilen
23'tntn emm tiplendirmesi yapilmis ve 15 farkh emm genotipi saptanmistir. En sik sap-
tanan tipler emm1 (%22), emm89 (%13), emm18 (%9) ve emm19 (%9) olmus; diger
emm tipleri (emm5, 12, 14,17, 26, 29, 37, 74, 78, 92, 99) %47 oraninda bulunmustur.
Kan izolatlarinda ise emm1, 12, 19, 74, 89 ve 99 genotipleri gozlenmistir (Tablo I).

Antibiyotik duyarllk testinde penisilin, ampisilin, eritromisin, linkomisin, gentamisin,
kloramfenikol, vankomisin ve linezolid direnci saptanmamis; alti susta levofloksasin
(MiK= 4 ve 16 pg/ml), bir susta ise tetrasiklin direnci (MiK= 16 ug/ml) belirlenmistir.
emm genotipleri belirlenen suslarin 6rneklere gére dagilimi ve antibiyotik MIK degerleri
Tablo I'de goriilmektedir.

Tablo I. emm Genotipleri Belirlenen S.pyogenes Suslarinin Orneklere Gére Dagilimi ve Antibiyotik MIK De-
gerleri (Lug/mi)

Sira emm Ornek ERM LCM PCN LEV GEN CAM VAN AMP TET
1 emm1 Bogaz <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.25
2 emm] Bogaz <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.25
3 emm] Kan <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.25
4 emm] Bogaz <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.25
5 emm] Bogaz <0.06 0.25 <0.06 16 0.125 <0.06 0.25
6
7
8

N
N

emm5 Bogaz <0.06 <0.06 <0.06 0.5 0.125 <0.06 0.25

emm12 Kan <0.06 <0.06 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.125

emm14 Bogaz <0.06 0.25 <0.06 4 0.125 <0.06 0.25
9 emm17 Bogaz <0.06 0.25 <0.06 4 0.125 <0.06 16
10  emml8 Bogjaz <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.125
11 emml8 Bogjaz <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.25
12 emm19 Kan <0.06 0.25 <0.06 16 0.125 <0.06 0.125
13 emm19 Bogjaz <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.5
14 emm26 Apse <0.06 0.25 <0.06 16 0.125 <0.06 0.25
15  emm29 Bodaz <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.25
16  emm37 Bojaz <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.25
17 emm74 Kan <0.06 <0.06 <0.06 2 0.125 <0.06 0.125
18  emm78 Bogaz <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.25
19  emm89 Kan <0.06 0.25 <0.06 0.125 0.125 <0.06 0.125
20 emm89 Bogjaz <0.06 0.25 <0.06 0.5 0.125 <0.06 0.25
21 emm89 Kan <0.06 0.25 <0.06 0.25 0.125 <0.06 0.25
22 emm92 Apse <0.06 0.25 <0.06 16 0.125 <0.06 0.25
23 emm99 Kan <0.06 <0.06 <0.06 0.5 4 0.125 <0.06 0.25

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu; ERM: Eritromisin; LCM: Linkomisin; PCN: Penisilin; LEV: Levofloksasin;
GEN: Gentamisin; CAM: Kloramfenikol; VAN: Vankomisin; AMP: Ampisilin; TET: Tetrasiklin.
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TARTISMA

S.pyogenes, toplumda beta-hemolitik streptokok enfeksiyonlarinin en 6nemli etkenidir.
Gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde AGS’lerin neden oldugu hastaliklarin gerek klinik
spektrumlari gerekse molekiiler epidemiyolojik 6zellikleri farklilik géstermektedir®. Orne-
gin Avustralya’da’ bakteriyemilerden izole edilen 132 AGS susunda en sik emm?1, emm92,
emm89, emm8, emm12 tipleri saptanirken, Hindistan’da® klinik &rneklerden izole edilen
S.pyogenes suslarinda en sik emm12, emm92, emm81 ve emm70; Meksika’da’ ise farenijit-
li cocuklardan izole edilen S.pyogenes suslarinda en sikk emm1, emm12, emm3 ve emm4
tipleri saptanmistir. Shulman ve arkadaslar'®, Kuzey Amerika’da benzer bir calisma gru-
bunu kapsayan iki yillik aragtirmada, birinci yil en sik izole edilen tipleri emm12 (%20.6),
emm1 (%15.5), emm28 (%13.1) ve emm4 (%8.3); ikinci yil ise emm1 (%22.3), emm12
(%16.3), emm4 (%8.4) ve emm28 (%8.1) olarak belirlemislerdir. Bu arastiricilar, ardisik iki
yil stiresince izole edilen suslarin ayni emm tiplerine sahip olduklarini, ancak izole edilme
sikliklarinda degisme oldugunu ifade etmislerdir'®. Ulkemizde Diindar ve arkadaslarinin'’
yaptigi calismada, 127 S.pyogenes susunda en sik emm4, emm1, emm2, emm114 ve
emm89 tipleri bildirilmistir. Bizim calismamizda ise 15 farkli emm genotipi saptanmis;
emm1 (%22), emm89 (%13), emm18 (%9) ve emm19 (%9) en sik saptanan tipler olmus-
tur. Cahismamizda kan kdlttrlerinden izole edilen suslarda en sik emm1, emm12, emm19,
emm74, emm 89 ve emm 99 tiplerinin saptandigi dikkati cekmistir.

Bir streptokok asisinin amaci, toplumda dolasan suglarin blytk cogunlugunu kapsa-
yarak tastyiciigi ve AGS ile iliskili hastaliklari azaltmaktir. Ideal bir aginin, invazif enfeksi-
yonlara ve poststreptokoksik sekeller gibi hayati tehdit eden komplikasyonlara yol acan
tipleri kapsamasi arzu edilmektedir®. Faz Il calismalari devam eden 26 valanli AGS asisl,
ABD’deki farengeal ve invazif suslarin %80-90"in1 kapsamaktadir'2. Yapilan calismalarda,
asinin toplumda gorilen emm tiplerini kapsama orani Nepal’de %23.9, Etiyopya’'da
%27.6, Danimarka’da %54.3, ABD’de %68.9, Brezilya’da %32 ve Belcika’da %76 ola-
rak bulunmustur'3. Bizim calismamizda da, saptadigimiz 15 emm tipinin 9 (%60)'unun
(emm1, 5,12, 14, 18,19, 29, 89, 92) gelistirilen asinin kapsami icinde oldugu belirlen-
mistir. Bir diger acidan degerlendirildiginde, S.pyogenes ile enfekte 23 olgudan 17
(%74)'sinin agl iceriginde bulunan tipler ile enfekte oldugu ve ayrica kan izolatlarinda
tespit edilen 4 emm tipinin (emm1, 12, 19, 89) de gelistirilen aginin kapsami icinde yer
aldigi gorilmustur (Tablo I).

Grup A beta-hemolitik streptokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk secilecek antibiyo-
tik penisilindir. Penisilin allerjisi olan hastalarda makrolid grubu antibiyotikler tercih edil-
mektedir. Yillardir tim diinyada yaygin olarak kullanilan penisiline karsi hentiz direng ge-
lismemis olmakla birlikte, bazi (ilkelerde makrolid direncinin arttigi vurgulanmaktadir.
Makrolid direng orani Avrupa’da %2-47 arasinda degisirken, Taiwan gibi bazi Ulkelerde
cok yiiksek oranda (%63.2) bildirilmektedir'*. Son yillarda iilkemizde ve diinyada yapi-
lan calismalar, in vitro penisilin direncinin olusmadigini dogrular niteliktedir'>'¢. Calis-
mamizda da, penisilin, ampisilin, eritromisin, linkomisin, gentamisin, kloramfenikol, van-
komisin ve linezolid direncine rastlanmamus; alti susta levofloksasin ve bir susta tetrasik-
lin direnci belirlenmistir.
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Sonug olarak, tlkemizde AGS enfeksiyonlari ve komplikasyonlarinin énlenebilmesi
icin, enfeksiyonlarin sikhigi, risk faktorleri ve izolatlarin genotip veya serotiplerinin belir-
lenmesi 6nem tasimaktadir. Bolgesel verilerin sunuldugu bu calismanin en 6nemli sinir-
lamasi, invazif olan ve olmayan az sayida izolati icermesidir. Bulgularimiz, S.pyogenes izo-
latlarinda saptanan emm tiplerinden %60’inin, 26 valanli asinin iceriginde yer aldigini
gostermekle birlikte, Glkemiz ile ilgili yeterli verinin elde edilebilmesi icin cok merkezli ile-
ri caismalara gereksinim vardir.
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