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o0z

Streptococcus pyogenes, konagin bogaz ve cildini kolonize eden, farenijit, tonsillit ve impetigo gibi hafif
enfeksiyonlarin yani sira streptokoksik toksik sok sendromu, septisemi ve nekrotizan fasiit gibi siddetli
invaziv enfeksiyonlara neden olan ve cesitli virlilans faktorleri Greten 6nemli bir bakteriyel patojendir. Bu
calismada tonsillo-faren;jitli hastalarin bogaz kiiltiirlerinden elde edilen S.pyogenes izolatlarinin antibiyo-
tiklere duyarliliklarinin saptanmasi, viriilans faktorlerinin [pirojenik ekzotoksin genleri (speA, C, G, H, I, J, K,
L, M, smeZ ve ssa), deoksiribonukleaz genleri (sdaB, spd3, sdc ve sdaD), proteaz genleri (speB, spyCEP ve
scpA) ve inhibitor genlerinin (mac ve sic)] belirlenmesi ve “multiple locus variable number tandem repeat
fingerprinting (MLVF)” yontemiyle tiplendirilmesi amaclanmistir. Bu aragtirmada 150 adet S.pyogenes
izolati konvansiyonel yontemler ve streptokok grup A lateks kiti (Biomerieux, Fransa) ile tanimlanmis, an-
tibiyotik duyarliliklari Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle “Clinical and Laboratory Standards Institute-
CLSI” onerilerine gore caligiimis ve degerlendirilmistir. DNA izolasyonu, ticari bir DNA izolasyon kiti (Qi-
agen, Almanya) kullanilarak Gretici firma onerileri dogrultusunda yapilmistir. Viriilans genleri multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle belirlenmis, MLVF analizi bakteri genomu icinde yer alan
tekrarlayan dizilere 6zgil primerler kullanilarak multipleks PCR yontemiyle gerceklestirilmistir. Calisma
sonunda S.pyogenes izolatlarinin tamaminin penisilin G, sefotaksim, seftriakson, eritromisin, klindamisin,
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levofloksasin, kloramfenikol, vankomisin ve linezolide duyarl oldugu belirlenmistir. Pirojenik ekzotoksin
genleri arasinda en sik smeZ (%90.0), ardindan speG (%88.0), speC (%58.7), ssa (%42.7), speA (%33.3),
spef (%24.0), speK (%18.7), speH (%14.0), spel (%13.3), spel ve speM (%9.3) saptanmistir. Deoksiribo-
niikleaz genlerinden sdaB tiim izolatlarda (%100) saptanirken spd3, sdc, sdaD genleri sirasiyla %64.7,
%36.0 ve %24.7 oranlarinda tespit edilmistir. Proteaz genleri (speB, spyCEP, scpA) ve inhibitoér genlerin-
den mac, izolatlarin tamaminda pozitifken sic geni yalniz 3 (%2.0) izolatta pozitif olarak belirlenmistir.
MLVF analizinde her birinde iki veya daha fazla izolatin yer aldigi 32 farkh patern belirlenmistir. izolatlarin
91’i 32 farkli paternin herhangi birinde yer alirken, 59u sporadik izolat olarak tanimlanmistir. Sonug
olarak, semptomatik tonsillo-farenjitli hastalarin bogaz kiltirlerinden elde edilen S.pyogenes izolatlarinin
tim antibiyotiklere duyarli oldugu ve ¢ok yiiksek oranda virlilans faktor geni tasidiklari, ancak izolatlarin
cogunlukla klonal olarak iliskisiz ve sporadik oldugu saptanmistir. Bu calisma, S.pyogenes izolatlarinin
MLVF yontemiyle tiplendirildigi ve ¢ok sayida viriilans faktoriiniin arastirildigi Tiirkiye’de yapilmig ilk aras-
tirmadir.

Anahtar sézciikler: Streptococcus pyogenes; virtilans faktérleri; MLVF yontemi.
ABSTRACT

Streptococcus pyogenes is an important bacterial pathogen that colonizes the throat and skin of human
beings and causes a wide variety of diseases ranging from mild infections like pharyngitis, tonsillitis and
impetigo to severe invasive infections such streptococcal toxic shock syndrome, septicemia, and necro-
tizing fasciitis, and produces a wide variety of virulence factors. The aim of this study was to investigate
the antibiotic resistance, virulence genes; [pyrogenic exotoxin genes (speA, C, G, H, I, J, K, L, M, smeZ
and ssa), deoxyribonuclease genes (sdaB, spd3, sdc ve sdaD), protease genes (speB, spyCEP ve scpA) and
inhibitor genes (mac and sic)] of S.pyogenes strains isolated from throat cultures of patients with sympto-
matic tonsillo-pharyngitis and typing by multiple locus variable number tandem repeat fingerprinting
(MLVF) method. One hundred and fifty S.pyogenes isolates were identified by conventional methods
and streptococcus group A latex kit (Biomerieux, France). Antibiotic susceptibility tests were performed
by Kirby-Bauer disk diffusion method as recommended by Clinical and Laboratory Standards Institute.
DNA isolation was performed by using a commercial DNA isolation kit (Qiagen, Germany) in accordance
with manufacturer’s recommendations. The virulence genes were determined by multiplex PCR. MLVF
method was performed with multiplex PCR using specific primers for repeated sequences within bacterial
genome. All of the S.pyogenes isolates were susceptible to penicillin G, cefotaxime, ceftriaxone, chlo-
ramphenicol, clindamycin, erythromycin, levofloxacin, vancomycin and linezolid. Among streptococcal
pyrogenic exotoxin genes the most frequent gene was smeZ (90.0%) followed by speG (88.0%), speC
(58.7%), ssa (42.7%), speA (33.3%), spef (24.0%), speK (18.7%), speH (14.0%), spel (13.3%), spel and
speM (9.3%). Of the DNase genes, sdaB was detected in all strains (100%), spd3, sdc, sdaD genes were
determined as 64.7%, 36.0%, 24.7% respectively. Protease genes (speB, spyCEP, scpA) and mac gene
from the inhibitor genes were positive in all strains, and sic gene was positive in only 3 (2.0%) of the
isolates. Thirty-two different patterns that contained two or more isolates were determined by MLVF
analysis. Ninety one isolates were included in any of the 32 different patterns, while 59 isolates were
defined as sporadic isolates. In conclusion, S.pyogenes isolates collected from throat cultures of patients
with symptomatic tonsillo-pharyngitis in Konya/Turkey were susceptible to all antibiotics studied and
have carried a very high rate of virulence factors. However the isolates were mostly clonally unrelated
and sporadic. This study is the first report in Turkey, in which S.pyogenes isolates were typed by the MLVF
method and a large number of virulence factors were investigated.
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GiRiS

Beta-hemolitik streptokoklar icinde patojenitesi en yiiksek olan A grubu beta-hemoli-
tik streptokoklarin (AGBHS) tek Uyesi Streptococcus pyogenes genis enfeksiyon yelpazesi
nedeniyle klinik, laboratuvar ve epidemiyolojik olarak arastirilan bir mikroorganizma ol-
mustur. S.pyogenes, insanlarda bogaz ve cildi kolonize ederek farenijit, tonsillit ve impe-
tigo gibi hafif enfeksiyonlarin yani sira streptokoksik toksik sok sendromu, septisemi ve
nekrotizan fasiit gibi siddetli invaziv enfeksiyonlara ve akut romatizmal ates (ARA), akut
glomerilonefrit (AGN) gibi sekellere neden olan cesitli virtlans faktorlerine sahip 6nemli
bir bakteriyel patojendir'-2.

S.pyogenes yuzeyle iliskili, sekretuvar faktorler ve toksinler gibi 6nemli virtlans faktor-
lerine sahiptir. S.pyogenes’in speA, C, G, H, I, J, K, L, M, smeZ ve ssa genlerince kodlanan
cok sayida pirojenik ekzotoksin (Spe) tanimlanmustir. Spe’ler stiper antijen olup konvan-
siyonel antijen isleme yolaklarini atlayan ve timor nekroz faktort (TNF)-alfa, interlokin
(IL)-1, TNF-beta, IL-2, interferon (IFN)-gama gibi sitokinlerin salinimini indikleyerek cok
sayida T hiicresini aktive eden protein yapida hiicre disi toksinlerdir. Ozellikle speA, speK,
smeZ ve ssa genlerince kodlanan Spe’lerin streptokoksik toksik sok sendromuna neden
olduklar distinilmektedir. Kizil hastaligindaki dokulntilerin ortaya cikisinda da SpeA ve
SpeC'nin rolii bulunmaktadir®*,

S.pyogenes’in salgiladigi enzimlerden deoksiriboniikleaz (DNaz) DNA'y1 depolimerize
etmektedir. DNaz, enzimatik debridman yaparak ortamin akiciligini artirmakta ve bak-
terinin yayilmasini saglamaktadir. immiinolojik-elektroforetik olarak A, B, C, D seklinde
dort farkli tipe ayrilan DNaz'lar, B ve D niikleazlari ayrica ribonlkleaz (RNaz) aktivitesine
sahiptir>®. speB, spyCEP ve scpA genlerinin kodladig proteazlar ise S.pyogenes tarafin-
dan salgilanan ve doku yikimina neden olan enzimlerdir. Onceden pirojenik ekzotoksin
oldugu dustnilerek yanhs isimlendirilen speB, komplemanin C3b faktoriini ve IL-1 ve
immdunglobulinler gibi immdin yanitta rol oynayan diger bircok konakgi faktori inaktive
edebilen bir sistein proteazdir. scpA geni tarafindan kodlanan C5a peptidaz, S.pyogenes’in
yuzeyinde bulunan bir C5a’ya spesifik serin proteazdir ve bakterinin kompleman siste-
minden ve dolayisiyla nétrofillerin fagositozundan kagmasini saglamaktadir’-%,

S.pyogenes enfeksiyonlarinda tedavinin amaci klinik iyilesmeyi saglamakla birlikte, ARA
gelismesini, stipuratif komplikasyonlari ve bakterinin yayilmasini 6nlemektir. Tedavide ilk
secenek penisilin grubu antibiyotiklerdir. Giiniimiizde bu grup bakterilerde heniiz peni-
silin direnci saptanmamustir. Penisilin allerjisi olanlarda eritromisin veya diger makrolidler
kullanilabilir. S.pyogenes suslarinda makrolid direnci 6zellikle makrolidlerin sik kullanildig
iilkelerde yiiksektir®.

S.pyogenes’in farkli cografi bolgelerde virlilans faktorleri ve antibiyotiklere direng pro-
filindeki degisiklikler, etken oldugu enfeksiyonlarin degisen epidemiyolojisini aciklayabilir.
Bu calisma, tonsillofarenijitli hastalarin bogaz kdltiirlerinden izole edilen S.pyogenes izo-
latlarinin antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasi, viriilans genlerinin [pirojenik ekzo-
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toksin genleri (speA, C, G, H, |, J, K, L, M, smeZ ve ssa), DNaz genleri (sdaB, spd3, sdc ve
sdaD), proteaz genleri (speB, spyCEP ve scpA) ve inhibitor genleri (mac ve sic)] belirlenme-
si ve “multiple locus variable number tandem repeat fingerprinting (MLVF)” yontemiyle
tiplendirilmesi amaciyla yapiimistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu onayi ile gerceklestirilmistir (Tarih: 29.01. 2013 ve Karar No: 2013/01).

Cesitli kliniklere bagvuran ve tonsillofarenjit 6n tanisi alan hastalarin bogaz striinti
orneklerinden elde edilen 150 adet S.pyogenes izolati calismaya alindi. Bogaz striinti
ornekleri %5 koyun kanl Columbia agara (Biomerieux, Fransa) ekilerek 35°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda beta-hemoliz yapan kolonilere katalaz testi uy-
gulandi. Katalaz negatif kolonilere Gram boyama yapildi. Gram-pozitif boyanan kolo-
nilerden %5 koyun kanl agara ekim yapilarak basitrasin diski (0.04 Unite) ve trimetop-
rim-siilfametoksazol (TMP-SXT) diski (1.25 pg trimetoprim + 23.75 pg siilfametoksazol)
yerlestirildi. Aerop kosullarda, 35°C’de bir gece inkiibe edilerek basitrasin diski etrafinda
inhibisyon zonu bulunan ancak TMP-SXT diski etrafinda inhibisyon zonu bulunmayan
plaklardaki bakteriler olasi AGBHS olarak tanimlandi. AGBHS olarak dustindilen, strepto-
kok grup A lateks kiti (Slidex Strepto Plus A, Biomerieux, Fransa) ile aglitinasyon veren
bakteriler AGBHS olarak dogrulandi.

Antibiyotik duyarllik testi Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle “Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dogrultusunda calisildi ve degerlendirildi. Kalite
kontrol olarak Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 susu kullanildi™.

DNA izolasyonu ticari bir DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak uretici
firma onerileri dogrultusunda yapildi. S.pyogenes suslarinda 20 viriilans faktor geni (spd3,
sdc, sdaB, sdaD, speB, spyCEP, scpA, mac, sic, spel, K, M, C, I, A, H, G, |, smeZ ve ssa) Tablo
I'de belirtilen 6zgtil primerler kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle arastirildi. Amplifikasyon uriinleri %1.5 SeaKemLE agaroz jelde yurGtildik-
ten sonra etidyum bromiir ile boyandi ve calisilan genlere uygun baz cifti amplikon
varligi pozitif olarak degerlendirildi. sdaB, speB, spyCEP, scpA ve mac genlerinin primerleri
tim AGBHS suglarinda bulunan kromozomal genleri tespit etmesi nedeniyle PCR ampli-
fikasyonu sirasinda pozitif kontrol olarak kullanildi'".

MLVF yontemi icin bakteri genomu icinde yer alan tekrarlayan sekanslara 6zgul Tab-
lo I'de verilen primerler kullanilarak multipleks PCR yapildi'?. Amplifikasyon Uriinleri
%2.5 NuSieve agaroz jelde yurutuildiikten sonra etidyum bromdir ile boyandi. DNA bant
profillerinin dendrogrami “Gel Compar II” yazilimi (versiyon 6.0; Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belcika) kullanilarak cizildi ve “clusterler Unweighted Pair Group Met-
hod with Arithmetic Mean (UPGMA)” yontemiyle belirlendi.
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Tablo 1. Streptococcus pyogenes Suslarinin Viriilans Genlerinin Saptanmast icin Kullanilan Primerler
Viriilans geni Primer sekans (5°-37) Baz cifti
CCTGAGCCGTGAAATTCCCA
spel ACACCAGAATTGTCGTTTGGT 657
ek CCTTGTGTGTGTATCGCTTGC se8
P TTGCTGTCCCCCATCAAACT
el ATCGCTCATCAAACTTTTCCT 496
- P CCTTGTGTGTGTATCGCTTGC
E ceC GCCAATTTCGATTCTGCCGC 405
P TGCAGGGTAAATTTTTCAACGACA
TITCTCGTCCTGTGTTTGGA
smeZ TTCCAATCAAATGGGACGGAGAA- 246
CA
el TTCATAGACGGCGTTCAACAA 176
P TGAAATCTAGAGGAGCGGCCA
o AAGAATACTCGTTGTAGCATGTGT 678
AATATTGCTCCAGGTGCGGG
el AGGTAGACTTCAATTTGGCTTGTGT s76
P GGGTGACCCTGTTACTCACG
2 sreld TGAGATATAATTGTCGCTACTCACAT 480
3 P CCTGAGCGGTTACTTTCGGT
speC TGGAAGTCAATTAGCTTATGCAG 384
P GCGAACAACCTCAGAGGGCAAA
el TCCTTGTACTAGATGAGGTTGCAT »86
P GGTGGGGTTACACCATCAGT
o3 ATCGTCGTACTTGGCAAGGTT J84
P GCCGCTTCTTCAAACTCTTCG
sdc AAGCTTAGAAACTCTCTCGCCA 600
o AGTTCCAGTAATAGCGTTTTTCCGT
X
s TATAGCGCATGCCGCCTTTT
sdaB TGATGGCGCAAGCAAGTACC 440
sdab TTTACGCTGAATCGGGCACT 505
GGCTCTGGTTTGCTTTCCCA
seB AGACGGAAGAAGCCGTCAGA 952
P TCAAAGCAGGTGCACGAAGC
ovCEP GATCCGGCCCATCAAAGCAT J86
24 AGCTGCCACTGATGTTGGTG
% oA GCTCGGTTACCTCACTTGTCC 622
3 P CAATAGCAGCAAACAAGTCACC
mac TCTTGCCCTGTTGAAAGTGT 389
CGAGGTGGTATTTTTGACGCC
e TTACGTTGCTGATGGTGTATATGGT 150
TTTGATAGAGGGTTTTCAGCTGGC
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BULGULAR

Calismada kullanilan izolatlarin elde edildigi hastalarin yas araliginin 6-25 yil arasinda
oldugu belirlenmistir. Hastalarin yas dagiimi; 6-10 yas grubunda 33 (%22) hasta, 11-15
yas grubunda 76 (%51) hasta, 16-20 yas grubunda 29 (%19) hasta ve 20-25 yas grubunda
12 (%8) hasta olarak saptanmistir. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi da incelenmis ve 76
(%51) hastanin kadin, 74 (%49) hastanin ise erkek oldugu tespit edilmistir.

Bogaz kiilturlerinden izole edilen 150 adet S.pyogenes izolatinin tamaminin penisilin G,
sefotaksim, seftriakson, eritromisin, klindamisin, levofloksasin, kloramfenikol, vankomisin
ve linezolide duyarl oldudu belirlenmistir.

Pirojenik ekzotoksin genleri arasinda en sik smeZ (%90.0) geni, ardindan speG (%88.0),
speC (%58.7) ve en az siklikta ise spel ve speM genleri (%9.3) saptanmistir (Tablo III).
DNaz genlerinden sdaB tiim izolatlarda saptanirken spd3 97 (%64.7), sdc 54 (%36.0) ve
sdaD 37 (%24.7) izolatta tespit edilmistir. Proteaz genleri (speB, spyCEP, scpA) ve inhibitor
genlerinden mac izolatlarin tamaminda pozitifken sic geni sadece 3 (%2.0) izolatta pozitif
olarak belirlenmistir. Multipleks PCR ile saptanan virtilans genlerinin 6rnek jel gortntileri
Resim 1-4'te gosterilmistir.

MLVF yontemi ile tiplendirilen 150 S.pyogenes izolatinda, MLVF paternleri en az li¢
banttan (alti izolat) olusmustur. En yaygin paternler 4 (56 izolat) ya da 5 (58 izolat)
bant icermektedir. Biitiin primerlerin pozitif oldugu yedi bant iceren iki izolat ve alti bant

Tablo II. MLVF Yéntemi icin Kullanilan Primerler
Primer adi Primer dizisi (57-3")
Spy1F AGTTGCGGTGTCAGCATCAG
Spy1R AGCGCAGCAGCTGTAAAGAA
Spy2F CAGCTGCTGAAGATGGCTTATCAG
Spy2R GCGTTGGGGTAACGAGTATAGC
Spy3F AGGTGCAAGTGCGGTTAAGG
Spy3R GTCGTGAGCTGCCGGTGTTTTTG
Spy4F CCTGATCACTATTAGTAACAGACTTAAC
Spy4R ACTGCATGATGACTGGGTACAC
SpyS5F GCCAACTAAGGGTTCAGGTCAG
Spy5R TCTGGTTCCTTGTTATCAAAGTGGA
Spy6F CTCACGTAAGCCGCTGATGA
Spy6R CTCCCAAAGACCAGTCGTCTC
Spy7F TAAATTCTCAAACATCTTATCAGTTTCATTTTGAG
Spy7R CTCAAACAACTGATGATGCTGACAGAGACTATG
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Tablo Ill. Streptococcus pyogenes Izolatlarinda Pirojenik Ekzotoksin Genlerinin Sikligi
Pozitif sug

Viriilans geni Sayi Yiizde
smeZ 135 90.0
speG 132 88.0
speC 88 58.7
ssa 64 42.7
speA 50 33.3
spef 36 24.0
speK 28 18.7
speH 21 14.0
spel 20 13.3
spel 14 9.3
speM 14 9.3

iceren 28 izolat saptanmistir. MLVF analizinde iki veya daha fazla izolatin yer aldigi 32
farkli patern belirlenmistir. izolatlarin 91'i 32 farkli paternin herhangi birinde yer alirken,
59’u sporadik izolat olarak tanimlanmistir. En buyik iki kime 19 ve 24, sirasiyla alti
ve bes izolattan olusmustur (Sekil 1). izolatlarin MLVF paternleriyle viriilans 6zellikleri
arasinda iliski saptanmamustir. MLVF yontemi ile ayni paternde yer alan izolatlarin viriilans
genleri farkl bulunmugstur.

TARTISMA

S.pyogenes, farenjitten siddetli invaziv enfeksiyonlara ve nekrotizan fasiite kadar degisen
cesitli klinik durumlara neden olan 6nemli bir bakteriyel patojendir. Turkiye’de AGBHS
enfeksiyonlarinin klinik, epidemiyolojik ve mikrobiyolojik 6zellikleriyle ilgili calismalar
yetersizdir. invaziv AGBHS enfeksiyonlariyla ilgili olarak tilkemizde yapilan ilk toplum
kokenli stirveyans caligmasinda, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Avrupa Ulkeleri
ile karsilastinldiginda invaziv AGBHS hastaliklarinin Tiirkiye’de diisiik endemisiteye sahip
oldugu gériilmiistiir' 3.

S.pyogenes farenjitinin dogru tanisi ve uygun antimikrobiyal tedavisi, ARA ve supuratif
komplikasyonlarin 6nlenmesi, klinik belirti ve bulgularin iyilestirilmesi, bulagiciigin hizla
disurilmesi, aile Uyeleri ve hastanin diger temas ettigi kisilere gecisin azaltilmasi icin
onemlidir. Tedavide dar antibakteriyel spektrumu ve disiik maliyeti dikkate alindiginda
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Resim1. Miks 1 primer seti ile yapilan multipleks PCR ¢alismasinda saptanan viriilans genlerinin drnek jel
gortntusd.

Resim 2. Miks 2 primer seti ile yapilan multipleks PCR ¢alismasinda saptanan virtilans genlerinin ornek jel
goriintsd.

— e e —— — = T =
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Resim 3. Miks 3 primer seti ile yapilan multipleks PCR ¢alismasinda saptanan viriilans genlerinin 6rnek jel
goruntusd.

Resim 4. Miks 4 primer seti ile yapilan multipleks PCR calismasinda saptanan viriilans genlerinin 6rnek jel
goriintiist.
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Sekil 1. Streptococcus pyogenes izolatlarinin MLVF bant paternlerinin dendogram analizi.
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ilk tercih olarak penisilin, penisilin allerjisi olan bireylerde birinci kusak sefalosporinler
(anafilaksisi olmayanlar icin) veya makrolidler onerilmektedir. S.pyogenes suslarinda
heniiz penisiline direng bildiriimemistir ancak makrolidlere karsi diren¢ diinyanin baz
bolgelerinde olduk¢a yaygindir ve tedavi basarisizhgina neden olmaktadir. Cografi
bélgeler ve yillara gére direnc oranlari degisiklik géstermektedir. ispanya’da 1994-2006
yillari arasinda eritromisin direnci %32.8 oraninda saptanirken, 2005-2012 yillari arasinda
%7.0’a, 2012 yilinda ise %2.8’e diistigu bildirilmistir'* 1. Van Heirstraeten ve arkadaslar'®
Belgika’da 1999-2009 yillar arasinda tonsillofarenjit ve invaziv hastaliklardan izole edilen
11.189 S.pyogenes izolatini incelemisler, 1999-2006 yillari arasinda makrolid direncinin
%713.5'ten %3.3'e dustugun, sonraki yillarda da ayni diizeyi korudugunu belirtmiglerdir.
Cin’de yapilan bir arastirmada 2011 yilinda kizil ve tonsillit olgularindan izole edilen 71
AGBHS izolatinin tamaminin eritromisine direncli oldugu tespit edilmistir'”.

Ulkemizde Kara ve arkadaslar'® tarafindan yapilan sekiz merkezin katildi§i calismada
eritromisine orta derecede duyarlilk orani %2, direng orani ise %1.3 olarak bildirilmistir.
Bayramoglu ve arkadaslari'® tarafindan yapilan bir calismada da 22 invaziv izolattan 1
(%4.5)'i eritromisine orta duyarli bulunmustur. Akgiin Karapinar ve arkadaslan®® tara-
findan yapilan calismada, eritromisine direng oranlari 2009 yilinda %2.8, 2010 yilinda
%3.4, 2011 yilinda %2.8, 2012 yilinda %5.1 ve 2013 yilinda %3.6 olarak bulunmustur.

Calismamizda tonsillit olgularindan elde edilen 150 S.pyogenes izolatinin tamaminin
penisilin G, sefotaksim, seftriakson, eritromisin, klindamisin, levofloksasin, vankomisin ve
linezolide duyarl oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yaptigimiz bir calismada da cesitli
klinik 6rneklerden elde edilen 35 izolatin hicbirisinde penisilin, eritromisin, linkomisin,
gentamisin, vankomisin ve linezolid direnci saptanmamus; alti izolatta levofloksasin diren-
ci tespit edilmistir?'. Ulkemiz verilerine bakildiginda zaman zaman yiiksek direnc oranlar
bildirilmesine ragmen genel olarak Avrupa Ulkeleri ile uyumlu direng oranlar izlenmekte-
dir. Bunun nedeni, son yillarda antibiyotik direnci konusunda bilincin artmasi veya ampi-
rik tedavide eritromisinin sik tercih edilmemesi olabilir.

S.pyogenes viriilansini artiran bircok faktore sahiptir; yiizey antijenleri, toksinler ve en-
zimler. S.pyogenes’in viriilans faktorlerini belirlemek ve siddetli S.pyogenes enfeksiyonla-
rinin gelismesiyle iliskili mekanizmalari anlamak icin bircok calisma yapilmaktadir. Rivera
ve arkadaslarinin?? calismasinda invaziv ve noninvaziv enfeksiyonlardan izole edilen 126
AGBHS izolatinin stiperantijen gen profilini arastirmis, speB ve spef genlerini tim izolat-
larda speA, speC, speG,speH, spel, spej, spel, speM, ssa ve smeZ genlerini sirasiyla %31.7,
%44.4, %84.1, %23.8, %19, %33.3, %8.7, %32.5, %28.6 ve %91.7 oranlarinda bu-
lunmustur. Meisal ve arkadaslari?® 262 invaziv izolat ile yaptiklari calismada, siiperan-
tijen genlerinden speA, speB, speC, spef, speG, speH, spel, spej, speK, spel, speM, smeZ
ve ssa sikligini sirasiyla %26.3, %99.6, %68.7, %98.1, %89.3, %29.0, %27.9, %41.2,
%19.8, %3.4, %22.9, %98.5 ve %20.6 olarak tespit etmistir. Cin’de 71 AGBHS izolati-
nin molekuler ozellikleri Gizerine yapilan bir calismada 10 virtlans geni arastiriimis, speC,
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smeZ ve slo genleri biitiin izolatlarda saptanirken, speF ve ssa genleri %97.2'sinde, speG
geni %95.8'inde, speH ve spel genleri %80.3linde, speA geni %15.5’'inde ve spe/ geni
%12.7'sinde tespit edilmistir'”.

Ulkemizde yapilan bir calismada, hastalardan ve tasityicilardan izole edilen AGBHS'lerin
timunde speB geni saptanirken speA, speC, speG ve smeZ genleri sirasiyla %30.2, %49.6,
%80.6 ve %19.4 oranlarinda tespit edilmistir. Tasiyicilar ve hastalar arasinda viriilans
gen varligi acisindan fark bulunmamistir®®. Bir baska calismada, 134 6grencinin bogaz
kdltirinden S.pyogenes izole edilerek toplam 25 (%18.6) izolatta pirojenik toksin geni
bulunmus; bunlarin 11 (%8.2)'inde speA, 12 (%8.9)'sinde speC ve 2 (%1.5)'sinde her
iki gen birden saptanmistir?®. Bizim calismamizda pirojenik ekzotoksin genleri arasinda
en sik smeZ (%90), ardindan speG (%88), speC (%58.7), ssa (%42.7), speA (%33.3),
spef (%24), speK (%18.7), speH (%14), spel (%13.3), spel ve speM (%9.3) belirlenmistir.
Calismamizda diger Ulkelerde yapilan calismalarla uyumlu olarak smeZ ve speG genle-
ri en sik saptanan genler olmustur. Ancak llkemizde yapilan smeZ ve speG genlerinin
arastinldigi tek calismada smeZ geni oldukga disiik oranda (%19.4) bulunurken speG
gen (%80.6) varligi calismamizla ve literatiirle benzer olarak saptanmistir?®. Bu durum
calismanin yapildigi bolgenin, hasta grubunun ve o bodlgede endemik olarak bulunan
izolatlarin farkh olmasindan kaynaklanmig olabilir. Streptokoksik toksik sok sendromu ve
kizilla iliskili oldugu distinulen ve en cok arastirilan speA geni de calismamizda Avru-
pa verileri?>?3 ve iilkemizden Cengeloglu ve arkadaslari®* tarafindan yapilan calisma ile
uyumlu olarak izolatlarin %33’iinde saptanmistir. Ancak, Otlu ve arkadaslan®® tarafindan
yapilan calismada speA oldukca diistik oranda (yaklasik %10) bulunmustur. Bunun nedeni
s0z konusu calismanin hastalardan degil, tasiyicilardan elde edilen izolatlardan yapilmasi
olabilir.

Calismamizda DNaz genlerinden sdaB tim izolatlarda saptanirken spd3, sdc, sdaD
genleri sirasiyla %64.7, %36.0 ve %24.7 oranlarinda tespit edilmistir. Proteaz genleri
(speB, spyCEP, scpA) ve inhibitor genlerinden mac suslarin tamaninda, sic geni ise sadece
3 (%2.0) izolatta pozitif olarak tespit edilmistir. sdaB, speB, spyCEP, scpA ve mac genleri
tim AGBHS izolatlarinda kromozomal olarak kodlanan genler oldugu icin tiim izolatlarda
pozitif olarak saptanmaktadir''. Bu genlerden en cok calisilan speB geni calismamizda
oldugu gibi bircok calismada da %100 oraninda saptanmistir?%24,

MLVA/MLVF izolatlar arasindaki klonal iliskiyi belirlemek icin kullanilan PCR tabanli
bir yontemdir. Yontemin prensibi genom icindeki tekrarlayan dizileri ve tekrar sayisinin
saptanmasidir. Bu yontem cesitli gram-pozitif ve gram-negatif bakterileri tiplendirmek
icin kullanilmaktadir?®?”, S.pyogenes izolatlarinin molekiiler &zelliklerinin arastiriimas
icin emm tiplendirmesi ve “pulsed field gel” elektroforezi (PFGE) siklikla kullanilmaktadir.
Son yillarda Streptococcus agalactiae veya S.pyogenes gibi streptokoklar tiplendirmek
icin de MLVA/MLVF yéntemleri gelistirilmistir'>28. S.pyogenes izolatlarinda MLVA/
MLVF kullanimini veya faydalarini belirten diinyada birka¢c calisma bulunmaktayken
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Ulkemizde bu konuda herhangi bir calisma yapilmamistir. Bizim calismamizda 150
S.pyogenes izolatinin MLVF analizinde iki veya daha fazla izolatin yer aldigi 32 farkl
patern belirlenmistir. izolatlarin 91'i 32 farkli paternin herhangi birinde yer alirken, 59'u
sporadik izolat olarak tanimlanmistir. izolatlarin MLVF paternleriyle viriilans &zellikleri
arasinda iliski saptanmamistir. MLVF yontemiyle ayni paternde yer alan izolatlarin viriilans
faktorleri farkli bulunmus, baska bir deyisle ayni virllans faktorlerine sahip izolatlar farkh
MLVF paternlerinde yer almistir. Sirbistan’da yapilan bir calismada da 103 S.pyogenes
izolatinin klonal iliskisi emm tiplendirme, MLST, MLVA, faj ve virllans faktori profilleme
yontemleriyle arastirilmis, MLVA analizi ve virtlans faktorleri profilleme yontemleri ile
farkl paternler belirlenmistir?®.

Bu calismanin kisithligi proje butcesi nedeniyle klonal iligki arastirmak icin altin stan-
dart yontem olan PFGE ile MLVF'nin karsilastinlamamasidir. Ancak daha 6nceki calisma-
larimizda uyguladigimiz emm tiplendirme, MLST ve PFGE ile kiyaslarsak MLVF yontemi
uygulamasi kolay, ¢ozinlrligu yuksek, 6zel ekipman gerektirmeyen, emek ve zaman
acisindan avantajli ve ucuz bir yontemdir. Cin’de yapilan bir calismada cesitli klinik or-
neklerden ve farkl bolgelerden izole edilen S.pyogenes izolatlari cesitli yontemlerle geno-
tiplendirilmis, emm tiplendirme ve PFGE ile karsilastinldiginda MLVA/MLVF'nin izolatlar
arasinda daha iyi ayinm sagladigini, PFGE profilleri icerisindeki cesitliligi tespit edebildi-
gini bildirmistir°.

Sonug olarak, calismamizda semptomatik tonsillofarenjitli hastalarin bogaz kiilturle-
rinden elde edilen S.pyogenes izolatlar tiim antibiyotiklere duyarlidir ve ylksek oranlarda
virtilans genleri tasimaktadir. Ancak izolatlarin cogunlukla klonal olarak iliskisiz ve spora-
dik oldugu saptanmustir. Bu calisma, S.pyogenes izolatlarinin MLVF yontemiyle tiplendiril-
digi ve cok sayida virtilans geninin arastirildigi Turkiye’de ilk arastirmadir. Degisik boyut-
taki cesitli gen bolgelerinin amplifikasyonu ve uretilen bant paternlerinin karsilastiriimasi
esasina dayanan MLVF yontemi, uygulamasi kolay ve ayinm gucu yiiksek bir yontemdir.
Dustik ¢oziinurlige sahip, pahali, uzun zaman alan ve yogun emek harcanan yontemlere
gore avantajlidir.
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