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0z
M-proteini ve pirojenik toksinler Streptococcus pyogenes’in en onemli viriilans faktorleri olup, bu
faktorler sirasiyla akut romatizmal ates ve kizil hastaliginin patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar. Bu calis-
mada, ilkogretim okulu cocuklarinin farengeal S.pyogenes tasiyicilik durumlari, suslar arasindaki klonal
iliski, izolatlarin M-protein tipleri ve pirojenik toksin gen varliginin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya,
bolgemizdeki iki ilkdgretim okulunda bulunan 668 cocuktan (yas arahgi: 6-16 yil) alinan bogaz kiil-
tliri drnekleri dahil edilmistir. izole edilen grup A streptokok suslari arasindaki klonal iliski DiversiLab
(BioMérieux, Fransa) yontemiyle arastirilmis ve tespit edilen klonal iliskiler PFGE (pulsed-field gel elect-
rophoresis) yontemi ile dogrulanmustir. izolatlarin M-protein (emm) tiplemesi Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) tarafindan 6nerilen DNA dizi analizi yontemiyle gerceklestirilmistir. Pirojenik toksin
kodlayan genlerden speA ve speC'nin varligi in-house multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) y6n-
temi ile arastinlmistir. Calismada toplam 134 (%20.05) 6grencinin bogaz kiiltiriinden S.pyogenes izole
edilmistir. 10 yas ve tizeri 6grencilerin GAS tasiyicilik orani, 7-9 yas grubu 6grencilerine gore istatistiksel
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olarak daha yliksek bulunmustur (%22'ye karsi %16.4; p< 0.05). Dizi analizi ile bu izolatlardan 123’linin
M protein geni tiplendirilebilmis ve 20 farkl emm tipi saptanmuistir. En sik tespit edilen emm tipi emm1 (n=
38, %30.9) olmus, bunu sirasiyla emm12 (n= 18, %14.6), emm89 (n= 10, %8.1), emm118 (n=8, %7.3)
ve emm4 (n= 7, %5.7) izlemistir. Toplam 25 (%18.6) izolatta pirojenik toksin geni bulunmus; bunlarin
11’inde (%8.2) speA, 12'sinde speC (%8.9) ve ikisinde (%1.5) her iki gen birden saptanmustir. DiversiLab
yontemi ile 134 S.pyogenes susu icerisinde 62 farkli Rep (Repetitive extragenic palindromic)-PCR profili
belirlenmistir. Klonal olarak iliskili 36 izolat, 13 farkli kiime icerisinde yer almistir. Suslarin kiimelesme
orani %26.9 olarak bulunmus; ayni kiime icerisinde yer alan izolatlarin timu arasindaki klonal iliski, PFGE
yontemi ile de dogrulanmistir. Calismamizda, bolgemizdeki ilkogretim cocuklari arasinda GAS tasiyici-
hginin yiksek oldugu ve M-protein tiplerine gore suslarin 30 valanl asi tarafindan kapsanma oraninin
%90’nin {izerinde oldugdu tespit edilmistir. izolatlarin yaklasik beste birinde pirojenik toksin geni bulun-
masl, tastyicilarda da kizil hastaligi riskinin yiiksek olabilecegini géstermistir. Bununla birlikte, izolatlar ara-
sinda tespit edilen klonal iliski orani, okul ici GAS yayiliminin risk olusturabilecegi lehine yorumlanmustir.

Anahtar sézciikler: Streptococcus pyogenes; grup A streptokok; emm tipi; streptokokal pirojenik toksin;
DNA parmak izi analizi.

ABSTRACT

M-protein and pyrogenic toxins are the most important virulence factors of Streptococcus pyogenes,
and they play significant role in the pathophysiology of acute rheumatoid fever and scarlet fever,
respectively. In this study, the pharyngeal carriage of S.pyogenes of the primary school children, clonal
relationship of the strains, M-protein types, and the presence of pyrogenic toxin genes were aimed to
be investigated. A total of 668 throat cultures obtained from children (age range: 6-16 years) in two
primary schools in our region, were included in the study. The clonal relationships of the isolated group
A streptococci (GAS) strains were investigated by DiversiLab assay (BioMérieux, France), and the clonal
relatedness was confirmed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) method. M-protein (emm) typing
was performed by DNA sequencing as suggested by Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
The genes encoding pyrogenic toxins, speA and speC, were investigated by an in-house multiplex poly-
merase chain reaction (PCR) method. S.pyogenes was isolated from 134 (20.05%) of the throat samples.
The GAS carriage rate of the students aged >10 was statistically higher than those 7-9 years age group
(%22 vs %16.4, p< 0.05). The M protein gene could be characterized only among 123 isolates by DNA
sequencing, and 20 different emm types were detected. The most frequent emm type was emm1 (n=
38, 30.9%) followed by emm12 (n= 18, 14.6%), emm89 (n= 10, 8.1%), emm118 (n=9, 7.3%), and
emm4 (n= 7, 5.7%). Pyrogenic toxin genes were found in 25 (18.6%) of the isolates, including speA in
11 isolates (8.2%) and speC in 12 isolates (8.9%) and both genes were detected in 2 isolates (1.5%).
Sixty-two different Rep (Repetitive extragenic palindromic)-PCR profiles were detected in 134 S.pyogenes
isolates by DiversiLab method. Thirteen different clusters were formed by a total of clonally related 36
isolates revealing a strain clustering ratio of 26.9%. Clonal relationship of all isolates in the same cluster
was confirmed by PFGE method. In this study, relatively high percentage of GAS carriage was observed
among primary school children in our region. The coverage rate of the 30-valent vaccine was deter-
mined to be over 90% with respect to M-protein types. Since the pyrogenic toxin-encoding genes were
found in one fifth of the isolates from the studied subjects, we concluded that the carrier population
may also have high risk for scarlet fever. We also concluded that, the clonal relationship ratio determined
among the isolates may be a risk in school transmission of GAS.

Keywords: Streptococcus pyogenes; group A streptococci; emm type; streptococcal pyrogenic toxin; DNA
fingerprinting.
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GiRis

Grup A streptokoklar (GAS; Streptococcus pyogenes) alt solunum yolu enfeksiyonlari,
yumusak doku enfeksiyonlari (impetigo, erisipel, seliilit), kizil, nekrotizan fasiit, strepto-
koksik toksik sok sendromu, bakteriyemi ve sepsis gibi hayati tehdit eden enfeksiyonlara
neden olabilmektedir'-2. Tonsillo-farenjit, GAS’in toplumda en sik rastlanan enfeksiyonu
olup, bu ataklari takiben gelisen akut romatizmal ates (ARA), GAS’in neden oldugu en
énemli saglik sorunudur?3. Bunun yaninda, yetiskinlerde daha az olmakla birlikte, okul
cagindaki cocuklarda %15-20 oranlarinda farenkste GAS tastyicihgi bildirilmektedir®>.

Yapilan calismalar GAS’Iin en 6nemli viriilans faktoriinlin M-proteini oldugunu goster-
mis olup, M-proteini olmayan suslar aviriilan olarak kabul edilmektedir®. GAS enfeksiyo-
nu sonrasinda M-proteinine karsi olusan immunoglobulinlerin, akut eklem romatizmasi
gelisiminde 6nemli bir faktér oldugu saptanmistir?. M-proteinini kodlayan gen bélgesi
(emm geni), yliksek derecede degisken olup yapilan dizi analizi calismalarinda su ana ka-
dar 250’den fazla emm gen tipi tespit edilmistir’. Bircok calismada, GAS'in yol actigi farkl
klinik tablolarda emm tiplerinin belirleyici oldugu ileri siiriilmektedir®%’. Bunun yaninda,
bu durumun tamamen emm tiplerine bagli olmadigi, patojen ile konagin immun yaniti
arasindaki iliskilerin de arastirnlmasinin gerektigini bildiren calismalar vardir®. Bu nedenle,
saghkli tastyicilarin belirlenmesi ve emm tiplerinin saptanmasi, duyarl konaklarda etkenin
neden olabilecegi saglik sorunlarini dnlemek icin stratejiler gelistiriimesini saglayacaktir.
Bununla birlikte yaygin emm tiplerinin belirlenmesi asi calismalari acisindan da oldukga
onem tasimaktadir.

Streptokoklarin diger bir dnemli viriilans faktérii de Urettigi toksinlerdir. Ozellikle speA
ve speC'nin lizojenik bir bakteriyofaj araciligiyla bakteriye tasindigi ve hiicre duvarinda
yer alan emm tipinin bakteriyofaj tarafindan susun seciminde etkili oldugu 6ne stril-
mektedir’. Ayni zamanda speA ve speC'nin, en énemli ekzotoksin olan pirojenik toksini
kodladigi ve bu toksinlerin kizil hastaliginin gelisiminde kritik faktorler oldugu gosteril-
mistir®1°,

Grup A streptokok enfeksiyonlari, tim diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite ne-
denidir. Gelismekte olan Ulkelerde GAS’a bagh ciddi hastaliklarin (akut romatizmal ates,
romatizmal kalp hastaligi, post-streptokokal glomertlonefrit ve invazif enfeksiyonlarin)
prevalansinin, Kuzey Amerika ve Bati Avrupa ulkelerine gore yaklasik 10 kat (0.3/1000
olgu/yil‘a karsi 2.5-3.2/1000 olgu/yil) fazla oldugu éngériilmektedir'. Ozellikle gelismek-
te olan Ulkelerde, GAS enfeksiyonlarina karsi mevcut kontrol stratejilerinin gliclendirilmesi
ve yeni primer kontrol stratejilerinin gelistirilmesi icin molekuler epidemiyolojik calisma-
lara ihtiyac duyulmaktadir'. Ancak, iilkemizden bu alanda yapilmis calisma sayisi oldukca
sinirhdir. Bu ¢alismada, GAS tasiyicisi ilkogretim ¢ocuklarinda emm tiplerinin, pirojenik
toksin genlerinin ve izolatlar arasindaki klonal iligkilerin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu ve Suglarin Tanimlanmasi

Bu calisma, 2010-2011 yillar arasinda, Malatya ilinde bulunan iki ilkogretim okulun-
da es zamanli olarak gerceklestirildi. Calismaya dahil edilen ilkogretim okullari, benzer
sosyoekonomik diizeye sahip iki farkli bolgeden secildi. Bu ilkogretim okullarinda okuyan
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yaslari 6 ile 16 arasinda degisen, toplam 701 6grenci (okul A: 461 6grenci, okul B: 240
ogrenci) calismanin evreni olarak saptandi. Enfeksiyon hastaliklari ve pediyatri uzmanlari
tarafindan 6grencilerin muayeneleri yapilarak, herhangi bir akut saglk sorunu ve enfek-
siyonu olmadigi saptanan 668 6grenci calismaya dahil edildi.

Tdm 6grencilerin her iki tonsil ve posterior orofarenks bolgesinden steril ekiivyonla
bogaz siiriintiisii alindi. Elde edilen &rnekler, %5 koyun kanli agara (Oxoid, ingiltere)
ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kanli agar besiyerinde lreyen beta-hemolitik
kolonilerden yapilan boyamada gram-pozitif kok morfolojisinde olanlar ileri tanimlama
testlerine alindi. Gerektiginde siipheli koloninin saflastiriimasi icin kanli agar plaklarina
alt kalturler yapild.

Katalaz reaksiyonu negatif, basitrasine duyarli, trimetoprim/stilfametoksazole direncli,
PYR testi (DrySlide Kit, BBL, USA) pozitif ve lateks aglitinasyon (Slidex; Bio Mérieux,
Fransa) testinde A grubu olarak siniflandirilan streptokok tirleri, S.pyogenes olarak ta-
nimlandi. Elde edilen suslar, skim milk besiyeri (Oxoid, UK) icine inokile edilerek ileri
molekdiler calismalar icin -80°C’de saklandi.

SpeA ve SpeC toksin genlerinin belirlenmesi

Streptococcus pyogenes olarak tanimlanan suslarin tasidiklari speA ve speC pirojenik
ekzotoksin genlerinin varligi, Schmitz ve arkadaslarinin'® tasarladiklari primerler (speA 5'-
TAA GAA CCA AGA GAT GG ATT CTT GAG CAG TTA CC-3’, speC 5'-AAG AAG CAA AAG
ATA GC TGG TAG AAG TTA CGT CC-3’) kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) yontemi ile arastirildi. Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu, kolon temelli
hazir kit (DNA mini kit, Qiagen, Almanya) ile yapildi. SpeA ve speC genlerini cogaltmak
icin kullanilacak primer karisimi, her bir primerin son konsantrasyonu 0.2 uM olacak
sekilde tek tup icerisinde hazirlandi. Multipleks PCR reaksiyonu icin hazir amplifikasyon
karnisimi kullanilarak (Qiagen, Almanya), amplifikasyon kosullari; 95°C’de 15 dakika bas-
langi¢ denatiirasyonun ardindan, 35 dongu olmak tizere; 94°C’de 30 saniye, 60°C’de 90
saniye, 72°C’de 90 saniye ve 72°C’de 10 dakika olarak uygulandi. Elde edilen amplifikas-
yon urtinleri %1.5’luk agaroz jelde, 60 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforezden
sonra DNA bantlarinin goriintiilenmesi amaciyla jel, 0.5 yg/mL etidyum bromdir iceren
1xTBE tamponu icinde 15 dakika boyandi ve bantlar UV transiliminator ile goriinttlendi.

M-proteini (emm) Tiplendirilmesi

M-protein (emm) tiplendirilmesi icin Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
tarafindan onerilen metot kullanildi (http://www.cdc.gov/streplab/M-ProteinGene-
typing.html). Bu yonteme gore M-protein gen bolgesi P1 5’-TAT TCG CTT AGA AAATTA
A-3"ve P2 5’-GCA AGT TCT TCA GCT TGT TT-3' primer cifti ile cogaltildi. Cogaltilan PCR
drdnlerinin dizi analizi, emmseq2- 5’-TAT TCG CTT AGA AAA TTA AAA ACA GG-3’ primeri
kullanilarak BigDye terminator 3.1 (Applied Biosystems, USA) kiti ve ABI prism 310 (App-
lied Biosystems, ABD) otomatik dizi analiz cihazi ile yapildi. Elde edilen emm dizilerinin
tiplendirilmesi icin CDC’nin veri bankasindaki referans DNA dizileri kullanilarak, ClustalW
v2.1 yazihmi ile tim dizileri iceren global hizalama yapildi ve emm tipleri belirlendi.
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Suslar Arasindaki Klonal iliskinin Belirlenmesi

izole edilen S.pyogenes suslari arasindaki klonal iliskinin arastiriimasinda, Rep-PCR (Re-
petitive extragenic palindromic-Polymerase chain reaction) tabanli otomatize DiversiLab
(Bio Mérieux, Fransa) sistemi kullanildi. iliskili saptanan izolatlar arasindaki olasi klonal
yakinhgin dogrulanmasi, degisken alanli jel elektroforezi (PFGE; Pulsed-field gel electrop-
horesis) yontemi ile yapildi.

DiversiLab metodu (Streptokok kiti), uretici firmanin onerileri dogrultusunda uygu-
landi. Kisaca, amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR drlnlerinin gortintilenmesi ve
elektroforezi icin, Diversilab DNA LabChip kiti (Bio Mérieux, Fransa) ile Agilent 2100 Bioa-
nalyzer (BioMérieux, Fransa) cihazi kullanildi. Olusan bant profillerinin analizi, DiversiLab
Software (V3.4) kullanilarak gerceklestirildi. Bant analizleri icin benzerlik hesaplarinin ya-
pilmasinda Pearson korelasyon katsayisi ve kiimelesme analizi icin de UPGMA (Unweigh-
thed pairvise grouping mathematical averaging) yontemi kullanildi. Benzerlik oranlar >
%90'nin Gzerinde olan suglar klonal olarak iliskili olarak degerlendirildi.

PFGE ile genotiplendirme icin Elliott ve arkadaslarinin'’ 6nerdigi yéntem, minor de-
Gisikliklerle uygulandi. Genomik DNA’lar 20 U Xbal (Fermantas Corporation, ABD) ile
kesildikten sonra agaroz kaliplar CHEF DR Il (Bio-Rad Laboratories, Belcika) sisteminde
elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez kosullari baglangi¢ vurus siresi 5 saniye, bitis vu-
rug suresi 40 saniye, akim 6 V/cm?, sicaklik 14°C, siire 18 saat olacak sekilde ayarlandi.
Bant profilleri GelCompar Software (V6.0; Applied Maths, Belcika) ile degerlendirildi.
izolatlar arasi benzerlik analizi icin Dice benzerlik katsayisi ve kiimelesme analizi icin de
UPGMA metodu kullanildi. Dice benzerlik katsayisina gore, izolatlar arasi benzerlik siniri
%80 kabul edildi.

istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS (V13.0) programi kullanilarak yapildi. Calisma sonucunda
elde edilen GAS tasiyicihginin ve tespit edilen emm tiplerinin; suslarin izole edildigi okula,
yasa ve cinsiyete gore dagiimlarini degerlendirmek icin Pearson ki-kare ve Fisher kesin ki-
kare testleri uygulandi. Tim karsilastirmalarda anlamhlik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Bogaz surlntlsu alinan 668 6grencinin 134’Ginde (%20.05) grup A streptokok Ure-
tilmistir. izolat sayilarinin her bir okul icin dagilimi Tablo I'de verilmistir. Okullar arasinda
GAS taslyiciligi yoninden istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistir (p> 0.05).
Calismaya dahil edilen 6grencilerin yas ortalamasi 11.6 yil olup, 71'i (%53) erkek ve
63'U (%47) kizdir. Cahismamizda 10 yas ve Uzeri 6grencilerde GAS tasiyicilik orani, 7-9
yas grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmistir
(%22'ye karsi %16.4, p< 0.05). Cinsiyetlere gore GAS tasiyicih@r arasinda, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p> 0.05).

Yapilan dizi analizi sonucunda; tasiyicilara ait 134 izolattan 123’lintn emm tipi belirle-
nebilmistir. Geriye kalan 11 izolatin 3’tinde PCR urlinu elde edilemezken, 9'unda ise elde
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edilen dizi, referans tiplerden herhangi birisi ile uyumlu bulunmamustir. En sik saptanan
emm tipleri, 38 (%30.9) izolatta emm1, 18 izolatta (%14.6) emm12, 10 izolatta emm89
(%8.1), 9 izolatta emm118 (%7.3) ve 7 izolatta emm4 (%5.7) olmustur (Tablo II). Bu
tiplerin disinda calismamizda; emm~77, emm5, emm3, emm28, emm11, emm75, emm44,
emm29, emm85, emm18, emm71, emm24, emm9, emm22 ve emm?78 tipleri de saptan-
mistir. Tespit edilen emm tiplerinin okullara gore dagiliminda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmemistir (Tablo I). Bununla birlikte emm tipleri ile cinsiyet ve yas gruplari
arasinda da istatistiksel olarak anlaml bir fark gdzlenmemistir (p> 0.05).

Toplam 134 GAS izolatinin 25‘inde (%18.6) pirojenik toksin genlerinden speA ve
speC’'nin varligi saptanmigstir. Buna gore 134 izolatin 11’inde (%8.2) speA ve 12’'sinde speC
(%8.9) geni bulunurken, izolatlarin 2'sinde (%1.5) her iki gen birden tespit edilmistir.

Suslarda saptanan toksin genlerinin gosterildigi PCR jel Griint Sekil 1’de verilmistiir.
Calisilan suglarin emm tipleri ve toksin genlerine gére dagilimi Tablo II'de gosterilmistir.

DiversiLab yontemi ile yapilan genotiplendirme sonucunda 134 S.pyogenes susu, 62
farkl rep-PCR profili gostermistir. Klonal yonden iliskili 36 izolat, 13 farkl kiime icerisinde
yer almistir. Suslarin kiimelesme orani; A okulunda %25 ve B okulunda %26.6 olarak
bulunmustur. Tim suslar birlikte degerlendirildiginde, kiimelesme orani %26.9 olarak
saptanmistir. En bayuk kiime (P-kiimesi) alti izolattan olusmus, bunu her biri dort izolat
iceren C, K ve L kimeleri izlemistir. Diger dokuz kiimenin her birinde ise iki izolat mevcut-
tur. Suslarin klonal iliskileri Sekil 2’de gosterilmistir. Sadece klonal olarak iliskili bulunan

Tablo I. Grup A streptokok tasiyiciliginin, en sik gériilen bes emm tipinin ve toksin genlerinin okullara
gore dadilimi

. . GAS En sik goriilen 5 emm tipi Pirojenik toksin geni
Okul Ogrenci Tastyicisi
Sayisi n (%) 1 12 89 118 4 SpeA  SpeC  SpeA+SpeC
A 408 80 (19.6) 26 11 5 3 6 8 9 2
B 260 54 (20.7) 12 7 5 6 1 3 3
Toplam 668 134 (20.05) 38 18 10 9 7 11 12 2
P degeri 0.715 0.339 0.992 0.523 0.098 0.257 0.542 0.385 0.524
Tablo Il. En sik gériilen 14 emm tipi ve toksin genlerinin tiplere gére dagihimi
emm tipi
1 12 8 118 4 77 5 3 28 11 75 44 29 85
izolat sayisi 33 18 10 9 7 6 6 6 4 3 2 2 2 2
Tumizolatlar 309 146 81 7.3 57 49 49 49 33 24 1.6 16 16 1.6
icinde %
Toksin geni
SpeA 8 1 - 1 - - - 1 - - - - - -
SpeC 3 6 3 - - - - - - - - - - -

SpeA + SpeC 2 - - - - - - - - - - - - -
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M bp

et | 000

600

100

Sekil 1. Multipleks PCR ile speA ve speC genlerinin tespiti. Hat 1, 4, 5, 6: speC+; Hat 2: speA+ ve speC+; Hat
7: speA+; Hat 8: Negatif kontrol; Hat: 9 speC+ kontrol; Hat 10: speA+ ve speC+ kontrol; Hat M; 100 bp DNA
Leader (New England Biolabs, ABD). (Pozitif kontroller, dizi analizi ile dogrulanmis klinik drneklerdir.)

suslar icin PFGE tiplendirmesi yapilmis ve bu yontemde benzerlik sinirn %80 ve Uzeri
alindiginda (Dice benzerlik katsayisina gore), tiim sonuglar DiversiLab sistemi ile uyumlu
bulunmustur (Sekil 3).

TARTISMA

S.pyogenes, hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlardan, asemptomatik tasiyiciliga kadar
degisen genis bir klinik gériinime sahip, viriilansi yiiksek bir bakteridir'%'3, Ozellikle
akut romatizmal ates, romatizmal kalp hastaligi ve post-streptokokal glomertlonefrit gibi
GAS’a bagli ciddi hastaliklar tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur. Bu hastaliklarin
diinya capinda prevalans ve insidans degerlerinin sirasiyla 18.1 ve 1.78 milyon oldugu ve
bunlardan yillik en az 517 bin kisinin hayatini kaybettigi éngériilmektedir'. GAS’a bagl
enfeksiyonlara karsi 6nlem alinabilmesi ve korunma stratejilerinin gelistirilebilmesi icin;
etken mikroorganizmanin tespiti, bulas yollarinin arastirlmasi, viriilanslarindan sorumlu
genlerin ve izolatlar arasi klonal iligkilerin belirlenmesini de kapsayan molekiiler epidemi-
yolojik calismalara ihtiyac vardir. Bununla birlikte agi ile iligkili antijenik determinantlarin
belirlenmesi de, molekiiler epidemiyolojik calismalarin bir parcasidir'.

Yapilan calismalarda, GAS tasiyicilik oranlarinin; yasa, mevsime, Ulkelerin ve bélgelerin
sosyoekonomik gelismislik oranlarina gore degistigi goriilmektedir'®. Calismamizda, or-
talama sosyoekonomik diizeydeki saglkli ilkogretim o6grencilerinin, yaklasik beste birinin
GAS tasiyicisi oldugu bulunmus ve bu oranin yas ile artis gosterdigi saptanmistir. Calis-

malarda, S.pyogenes tastyicilik oranin dokuz yasindan sonra arttigi ve 6zellikle beg yasin
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Sekil 2. Klonal yonden iliskili 36 izolatin Rep-PCR ile olusturulmus dendogrami. Benzerlik katsayisi %90 ve

tizeri olan suslar klonal olarak iliskili olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3. Rep-PCR ile klonal olarak iligkili bulunan E, K ve P kiimelerinin PFGE ile dogrulanmasi. Dice benzerlik
katsayisi %80 ve tizeri olan suslar klonal olarak iliskili olarak kabul edilmistir.

altindaki cocuklarda tasiyicilhgin anlaml derecede diisiik oldugu bildirilmektedir'> 6,

Bunun nedeni olarak anneden gegen koruyucu antikorlarin varhgi gosterilmektedir. Ul-
kemizde yapilan calismalarda, GAS tasiyicilik oranlari %2.8 ile %25.9 arasinda degisiklik
gostermektedir'’-1°. Asemptomatik cocuklardaki GAS tasiyiciiginin degerlendirildigi ve
tim dinyadan 21 ¢alismanin incelendigi bir meta-analizde, tasiyicilik oranlarinin %3-26
arasinda oldugu saptanmistir'>. Buna gére, buldugumuz tasiyicilik orani literatiir bilgile-
rine gore yiksek sinirlara yakindir.

M-proteini, grup A streptokoklarin hiicre duvarinda yer alan en 6nemli viriilans fakto-
rdur ve susa 6zgl immiin yanitin gelisiminden sorumludur. Yapilan ¢alismalarda, GAS’in
yol actigi farkl klinik tablolarda farkli emm tiplerinin rol oynadigi ileri siiriilmektedir®'3.
Calismamizda, en sik olarak emm1 (%30.9) tipi tespit edilmistir. Bunu sirasiyla; emm12
(%14.6), emm89 (%8.1), emm118 (%7.3) ve emm4 (%5.7) izlemektedir. Ulkemizde ta-
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styicilara ait izolatlarin emm tiplerinin arastinildigi tek calisma vardir. Mengeloglu ve ar-
kadaslarinin'® 60 izolat ile yaptiklari bu calismada; en sik emm12 (%25), emm89 (%15),
emm77 (%10), emm1 (%8.3) ve emm5.7 (%5) tipleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada en
sik gorilen, bes emm tipinin dordi (emm1, emm12, emm 77, emm 89), bizim calisma-
mizda tespit edilen emm tipleri ile ortaktir ve s6z konusu emm tipleri her iki calismada da
toplam suslarin %60"indan fazlasini olusturmaktadir. Ulkemizin farkli bolgelerinden klinik
izolatlar ile yapilan calismalar bir araya getirildiginde, toplam 266 izolatta en sik olarak
emm1 (%15.8) ve emm12 (%12.4) tiplerinin tespit edildigi gortlmektedir. Bunu emm3
(%9.8), emm4 (%6.8) ve emm89 (%6.4) tipleri izlemektedir'®2%-22, Bizim sonuclarimiz
ile birlikte Glkemizden yapilan tim calismalar g6z 6niine alindiginda, Tirkiye’de emm1
ve emm12 tiplerinin (tum orneklerin yaklasik 1/3’0) yaygin oldugu gorilmektedir.

Toplam 38.081 GAS izolatini iceren 102 calismanin sonuglarinin degerlendirildigi bir
meta-analizde, diinya genelinde de en sik goriilen emm tiplerinin emm1 (%18.3) ve
emm12 (%11.1) oldugu gériilmistiir?3. Bircok farkli iilkede, asemptomatik cocuklardan
izole edilen suslarla yapilan calismalarda da, yine en sik olarak emm1 ve emm12 tipleri
saptanmistir?»25, Bu bulgular, calismamizda saptadigimiz verilerle uyumludur.

Yapilan calismalarda, S.pyogenes’in emm 1, 3,5, 6,12, 14, 18, 19, 24, 27 ve 29 tiple-
rini tasiyan suslarinin romatojenik komplikasyonlarla iliskili oldugu bildirilmektedir®'32¢,
Buna gore, calismamizda bulunan 20 farkli emm tipi icerisinden besinin (%20) romatoje-
nik turler arasinda oldugu gortlmustir. Ancak, saptanan tirlerin oransal agirhgr dikkate
alindiginda; emm tipi belirlenebilen 123 izolatin 92'si (%74.7) romatojenik gruptadir.
Son yillarda, romatizmal atesin gelisiminde emm tiplerinin yaninda, konak immiin yaniti-
nin roll de arastirnimaktadir. Bu arastirmalarin odak noktasini, dogal immiin yanitin akti-
vasyonunda ve sinyalizasyon yolaklarinda meydana gelebilecek hatalar olugturmaktadir.
Picard ve arkadaslar?’, MyD88/IRAK-4 eksikligi olan bireylerde, invazif GAS hastaliginin
saglikli bireylere gore daha fazla gériildiigi tespit etmislerdir. Fernandez ve arkadaglari?®
da, etkene karsi gelisen MyD88/IRAK-4’e bagimli immdn yanitin, virtilans faktorlerinin ve
toksinlerin klinik seyir ile iligkisini arastirmislardir. Bu arastirmanin sonucunda, klinik gori-
nidm ile emm tipleri veya viriilans faktorleri arasinda bir korelasyon olmadigi, buna karsin
konak immiin yanitinin belirleyici oldugu vurgulanmistir?®. Uchiyama ve arkadaslan®’ ise,
GAS ile iliskili farkli virlans faktorlerini ve bunlarin immudin sistemle olan iligkilerini aras-
tirmiglardir. Bu calismada, yakin zamanda kesfedilen bir diger GAS virllans faktori olan
streptodornaz (Sda1)’in, dogal immiin yanitin bir parcasi olan Toll benzeri reseptor-9
(TLR-9) uzerine olan etkisini tespit etmek icin, deneysel hayvan modeli olusturulmustur.
Sonug olarak, Sdal’in TLR-9 aracili immun yaniti baskiladigi ve bu sayede GAS’in, mak-
rofajlarin bakterisidal etkilerinden kacabildigi belirlenmistir?®. Ne var ki, biitiin bu arastir-
malara karsin, GAS’a karsi gelisen immun yanitin bireyler arasinda neden bu kadar farkli
oldugu net olarak cevaplanamamistir.

Bolgemizde GAS tasiyicih@inin yliksek olmasi ve izolatlarin emm tiplerinin romatojenik
olarak bilinen suslar icinde yer almasi, toplumumuzun akut romatizmal ates yoniinden
tasidigi riskin yuksek olabilecegi konusunda uyarici bir bulgudur. Bununla birlikte sonuc-
larimiz, Glkemizin emm tipleri agisindan genel durumunun ortaya konulmasi icin daha
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genis kapsamli calismalara ihtiyac oldugunu gostermistir. Toplumda S.pyogenes eradikas-
yonu yapilmasi ve onleyici girisimlerin artirlmasina ihtiyac duyulabilir. Bu amacla GAS’a
karsi koruyucu asi calismalan yuritilmektedir. En son, Kuzey Amerika ve Avrupa’da
yaygin olan emm tiplerini iceren 30 valanl asinin potansiyel etkinliginin arastirldigi bir
calismada, Uretilen asinin kapsadigi tim tiplere yonelik antikor Uretimini saglayabildi-
gi; ayrica, icermedigi 24 emm tipine kargl da bakterisidal antikor Urettirebildigi tespit
edilmistir3®. Ayni calismada bildirilen emm tipleri dikkate alindiginda, calismamizda bul-
dugumuz emm tiplerinin kapsanma orani %92.8 (13/14 sus) olarak bulunmaktadir. Bu
sonuca gore, Uretilen bu son asinin toplumuzda S.pyogenes enfeksiyonlarinin ve buna
bagl gelisebilen romatolojik komplikasyonlarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi tarafi-
mizdan 6ngorilmistir.

Grup A streptokoklarin toplumdaki yayiim dinamiklerinin ve salginlarin tespit edilmesi
icin izolatlar arasindaki klonal iliskilerin arastirlmasi gereklidir. Yapilan calismalar, okul ve
isyeri gibi kalabalik yasama ortamlarinin, etkenin yayiiminda 6nemli oldugunu goster-
mektedir'>-18, Calismamizda, érneklerin toplandigi her iki okulda da baskin bir salgin
izolati tespit edilmemistir. Tim izolatlar birlikte degerlendirildiginde, suslar arasindaki
kiimelesme orani %26.9 olarak saptanmig ve klonal iliskilerin tamami PFGE ile dogru-
lanmistir. Farki okullardan izole edilen sugslarin hicbiri, birbirleriyle klonal olarak iliskili
bulunmamistir. Ayni kiime icerisinde yer alan izolatlar, biyik oranda (%91.6) ayni sinifta
olan 6grencilerden izole edilmistir (Sekil 2). Bu durum, GAS yayilminin okul cagindaki
cocuklarda 6nemli bir risk olusturdugunu gostermektedir. B6lgemizden yapilan diger bir
calismada, asemptomatik 130 okul cocugundan izole edilen suslar arasindaki klonal iliski
orani %36.1 olarak bulunmus ve sonuclar klasik epidemiyolojik verilerle de dogrulanmis-
tir'”. Mengeloglu ve arkadaslari'® ise, tasiyicilardan izole edilen GAS izolatlari arasindaki
klonal iliskiyi, %80.4 gibi oldukga ytiksek bir oranda bulmuslardir.

Grup A streptokoklarin diger 6nemli viriilans faktorleri arasinda pirojenik ekzotoksin-
ler yer almaktadir. Stiperantijen yapisindaki bu toksinler, sok ve yaygin organ hasari ile
sonuclanabilecek proinflamatuvar sitokinlerin agiri tiretiimesine neden olabilirler®'°. Bun-
lardan SpeA ve speC geni tarafindan kodlanan pirojenik toksinler, bakteriyofaj tarafindan
transdiiksiyon ile bakteriye aktarilirlar. Calismamizda toplam 134 GAS izolatinin 11’inde
speA (%8.2), 12'sinde speC (%8.9) ve ikisinde (%1.5) her iki toksin geni birlikte tespit
edilmistir. Ulkemizde yapilan bir calismada Mengeloglu ve arkadaslari'8, 79 klinik ve 60
tasiyicidan izole ettikleri 139 GAS izolatinda speA ve speC dahil olmak lizere bes farkli tok-
sin genini arastirmislardir. Tasiyicilardan izole edilen suslarin %35’inde speA, %48.3'linde
speC pozitif bulunurken, klinik izolatlarin %26.6’sinda speA ve %50.6’sinda ise speC pozi-
tif bulunmustur. Bu oranlar bizim ¢alismamizdan oldukca yuksektir.

Bu calismada elde ettigimiz sonuclara gore, bolgemizdeki ilkokul cocuklarinda GAS
tastyicihginin yiiksek oldugu saptanmis; ancak herhangi bir salgin izolati tespit edilme-
mistir. Bununla birlikte, M-protein tirlerine gore izolatlarin yaklasik 3/4’Gniin romato-
jenik olarak tanimlanan suslar arasinda olmasi; ayrica, suglarin yaklasik 1/5inin toksin
geni tasimasi ve okul ici GAS yayiiminin tespit edilmesi endise vericidir. Ulkemizin GAS
yonlinden risk durumunun saptanarak, korunma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi
icin daha genis ve toplum merkezli calismalara gereksinim oldugu gorilmektedir.
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