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OZET

Cesitli Klinik Orneklerden Elde Edilen Streptococcus pyogenes Izolatlarinda
Quadripleks Ger¢ek Zamanh PCR Yontemi ile Belirlenen emm Serotip

Dagilimimin Hastalarin Klinik Durumuyla Iliskilendirilmesi

Amac: Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen S. pyogenes enfeksiyonlari, insanlari
etkileyen bakteriyel patojenler arasinda 6nemini korumaktadir. Bu ¢alismada; bogaz
ve bogaz dis1 klinik orneklerden elde edilen S. pyogenes izolatlarinda emm tip
dagilimimin belirlenmesi ile yerel epidemiyolojik verilere giincel katki saglanmasi,
emm tipleri ile klinik tablolar arasindaki iligkinin incelenmesi ve mevsimsel asi
kapsayiciliginin arastirilmast amaglanmigtir. Ayrica, olasi bir S. pyogenes kaynakl
salgin durumunda hem hizli sonu¢ alma hem de maliyet etkin bir yaklagim saglamasi
nedeniyle quadripleks ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain

Reaction, PCR) yontemi ile emm tiplendirmenin kapsayicilig1 arastirilmastir.

Gere¢ ve Yontem: Subat 2024-Mayis 2024 tarihleri arasinda gergeklestirilen
calismada; 68 bogaz ve 38 bogaz dist klinik 6rnekten elde edilen toplam 106 S.
pyogenes izolatinda, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) protokoliine gore tasarlanan kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (quantitative polymerase chain reaction, qPCR) kiti ile emm tiplendirme
yapildi ve yaygin goriilen 20 emm tipinin varligr arastirildi. Molekdiler tiplendirmeyi
temsilen qPCR ile saptanan her emm tipinden birer izolatta ve PCR yontemi ile emm
tipi belirlenemeyen 31 izolatta dizi analizi yapildi. Calismaya dahil edilen izolatlarin
penisilin, eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, levofloksasin ve trimetoprim-

stilfametoksazol (SXT) antibiyotik duyarliliklart disk diflizyon yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Hastalarin %81,1°1 pediatrik yas grubundayken, invaziv grup A streptokok
(1IGAS) enfeksiyonlarinin %64,8’1 eriskin hastalarda saptandi. Tiim izolatlar penisiline
duyarl iken; tetrasikline %12,3, eritromisine %2,8 ve klindamisine %1,9 oraninda
direng tespit edildi. qPCR yontemi ile S. pyogenes izolatlarmin %70,8’inde emm tipi
belirlendi. Tiplendirmeyi temsilen yapilan dizi analizi sonuglart gPCR sonuglar ile

uyumlu bulundu. Dizi analizi verileri de dahil edildiginde; S. pyogenes izolatlarinin



%16’sinda emm tipi belirlenemedi. Tespit edilen 12 farkli emm tipinin tamami 30
valanli agida mevcut olup emm tipi belirlenen 89 S. pyogenes izolati i¢in bu asinin
kapsayicilig1 %100 olarak saptandi. S. pyogenes izolatlarindaki baskin emm tipi emm3

iken; emm?2, emm6 ve emm89 da diger sik tespit edilen emm tiirlerini olusturdu.

Sonug: Hizli, maliyet etkin ve pek ¢ok laboratuvar alt yapisina uygun bir yontem olan
qPCR ile emm tiplendirmenin giivenilir bir sekilde ger¢eklestirilecegi ve bu yontemin
olas1 S. pyogenes salginlarinin yonetimine katki saglayacagi belirlenmistir. Primer ve
prob tasarimlarinin iilkemizde dolasimda olan S. pyogenes izolatlarma yonelik
yapilmasiyla qPCR Kkitinin tiplendirme duyarlilifinin artacagi ongoriilmiistiir. Yerel
epidemiyolojik verilerimizin siirekliliginin saglanmasi icin laboratuvar temelli aktif

bir slirveyans sisteminin gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulagilmaistir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus pyogenes, streptokokkal M proteini, gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, emm tiplendirme
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ABSTRACT

Correlation of emm Serotype Distribution Determined by Quadriplex Real-Time
PCR Method with the Clinical Status of Patients in Streptococcus pyogenes

Isolates from Various Clinical Samples

Objective: S. pyogenes infections, widely prevalent globally, remain significant
among bacterial pathogens affecting humans. This study aimed to contribute updated
epidemiological data by determining the emm type distribution in S. pyogenes isolates
obtained from throat and non-throat clinical samples, to examine the relationship
between emm types and clinical presentations, and to investigate seasonal vaccine
coverage. Additionally, the coverage of emm typing through the quadriplex real-time
PCR method, which provides rapid results and cost-effective approaches, was assessed

for its potential use in the event of an S. pyogenes outbreak.

Materials and Methods: In our study conducted between February 2024 and May
2024, emm typing was performed on a total of 106 S. pyogenes isolates obtained from
68 throat and 38 non-throat clinical samples using a qPCR kit designed according to
the CDC protocol. The presence of 20 commonly seen emm types was investigated.
Sequence analysis was performed on one isolate from each emm type identified by
qPCR to represent molecular typing, as well as on 31 isolates where the emm type
could not be determined by PCR. The antibiotic susceptibility of the isolates included
in the study to penicillin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, levofloxacin, and

SXT was assessed using the disk diffusion method.

Results: While 81.1% of the patients were from the pediatric age group, 64.8% of
invasive GAS infections were detected in adult patients. All isolates were susceptible
to penicillin, with resistance observed to tetracycline (12.3%), erythromycin (2.8%),
and clindamycin (1.9%). The emm type was determined in 70.8% of S. pyogenes
isolates using the qPCR method. The results of sequence analysis were found to be
consistent with those obtained from qPCR. When including sequence analysis data,
emm typing could not be determined in 16% of S. pyogenes isolates. All 12 different

emm types identified were present in the 30-valent vaccine, and the vaccine coverage

vii



for the 89 S. pyogenes isolates with identified emm types was determined to be 100%.
The dominant emm type among the S. pyogenes isolates was emm3, followed by emm?2,

emm6, and emm89 as the other frequently detected emm types.

Conclusion: The study concluded that emm typing could be reliably performed using
qPCR, a rapid, cost-effective method applicable across various laboratory
infrastructures, and that this approach could contribute to the management of potential
S. pyogenes outbreaks. It is further anticipated that the typing sensitivity of the qPCR
assay could be improved by designing primers and probes specifically targeting the
circulating S. pyogenes isolates within the country. Additionally, the study emphasized
the need for establishing an active laboratory-based surveillance system to ensure the

continuity and accuracy of local epidemiological data.

Keywords: Streptococcus pyogenes, streptococcal M protein, real-time polymerase

chain reaction (PCR), emm typing
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1. GIRIS VE AMAC

Streptococcus pyogenes veya Grup A Streptokok (GAS), diinya c¢apinda yol
actigr morbidite ve mortalite ile insanlar1 etkileyen bakteriyel patojenler arasinda
onemini korumaktadir. Farenjit, impetigo gibi hafif seyirli enfeksiyonlarin yani sira
nekrotizan fasiit (NF), streptokokal toksik sok sendromu (STSS) gibi invaziv
hastaliklar ve akut romatizmal ates (ARA) ile akut poststreptokokal glomeriilonefrit
(APSGN) gibi enfeksiyon sonras1 immiinolojik sekellere de neden olan ¢ok yonlii bir
bakteridir (1, 2).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Aralik 2022°de Avrupa iilkelerinde hem invaziv
grup A streptokok (iGAS) enfeksiyonlart hem de kizil vakalarinda artig goriildiigiinii
ve bazi lilkelerde iGAS iliskili olimlerin arttigini1 bildirmistir. Benzer donemdeki
solunum yolu viriislerinin Avrupa’daki artist da goz Oniinde bulundurularak, S.
pyogenes enfeksiyonlarinin erken taninmasi, bildirilmesi ve hizla tedavinin baglanmasi
icin tiim iilkeler uyarilmistir (3). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) 2023 yili verilerine gore ise; S. pyogenes
kaynakli ciddi enfeksiyonlarin sayisi son 20 yilin en yiiksek seviyesine ulasmistir (4).

Streptococcus  pyogenes’in  temel epidemiyolojik  belirteci, suslarin
tanimlanmasinda 6nemli rol oynayan M proteinidir. S. pyogenes suslari, emm geni
tarafindan kodlanan M proteinindeki yapisal farkliliklara gére M serotiplerine
ayrilmistir. M protein tiplendirmesi ilk olarak serolojik yontemlerle yapilmis, emm
geninin N-terminal bdlgesinin serotipe spesifik oldugunun saptanmasiyla da
molekiiler yontemlere dayali hale gelmistir. emm tipi; susun epidemiyolojisi, genetik
yapist ve patogenezi hakkinda dnemli bilgiler vermektedir (5, 6).

Molekiiler yontemle emm tiplendirmesi, emm geninin serospesifik bolgesinin
sekans analizi ile yapilmaktadir (7). Yakin zamanda, CDC’nin Aktif Bakteriyel
Cekirdek stirveyanst (Active Bacterial Core surveillance, ABCs) programi
kapsaminda toplanan iGAS izotlarinin yaklasik %93’linii kapsayan, en sik goriilen 20
emm tipinin tanimlanmasi i¢in bir PCR yontemi gelistirilmistir. Bu PCR semasi, her
bir tipteki bilinen alt tipleri igeren 20 emm tipini, bes tane dortlii reaksiyon

(quadripleks) ile saptamaktadir. PCR sonras1 basamaklar igermeyen bu yontem, hem



zaman hem de maliyet agisindan avantajli oldugundan ve birgok laboratuvarda mevcut
olan gercek zamanli PCR teknolojisini kullandigindan 6zellikle salgin
arastirmalarinda faydali olacagi ongoriilmiistiir (8).

Lisansli bir as1 henliz olmadigindan, S. pyogenes enfeksiyonlarinin
yonetiminin temeli antibiyotik tedavisidir. CDC, ABCs ile antibiyotik direng verilerini
takip etmektedir ve 2019 Antibiyotik Direnci Tehditleri Raporu’nda; her bes iGAS
enfeksiyonunun birden fazlasinda eritromisin ve klindamisine direncli suslarin etken
oldugu belirtilirken, eritromisin direngli S. pyogenes endise verici tehditler listesinde
yer almistir. S. pyogenes, B-laktam grubu antibiyotiklere duyarli olmaya devam etse
de, ozellikle penisiline alerjisi olanlarda ve ciddi seyirli invaziv hastaliklarda tercih
edilen eritromisin ve klindamisin gibi antibiyotiklere karsi artan direnc tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Bu direng, ribozomal hedef bolge modifikasyonunun sonucudur ve
farkll emm tipleri ile iliskilendirilmistir (4, 6, 9). Bununla birlikte 2018’deki DSO
raporunda; S. pyogenes iliskili hastaliklarin sikligin1 azaltmak ve bu sayede daha az
antibiyotik kullanimi yoluyla antibiyotik direncinde azalmaya katki saglamak igin,
giivenli ve etkili bir S. pyogenes asisinin gelistirilmesi oncelikli aragtirma alanlarindan
biri olarak ilan edilmistir (10). S. pyogenes izolatlarinin emm tiplerinin belirlenmesi,
as1 calismalarina yon vermesi agisindan da dnemlidir (5).

Diinya genelinde S. pyogenes’in ciddi enfeksiyon etkeni olarak tekrar ortaya
cikisi, ozellikle de ruhsatli bir asisinin bulunmamasi ve bakterinin penisilin direnci
kazanmasina dair endiselerle birlikte, kiiresel diizeyde epidemiyolojik ¢aligmalarin
yapilmasinin 0nemini arttirmistir. Bu aragtirmalarin yiiriitiilmesi, basarili énleme
stratejilerinin gelistirilmesi acisindan degerlidir (5, 11).

Bu caligmada; bogaz ve bogaz dis1 klinik drneklerden elde edilen S. pyogenes
izolatlarinda emm tip dagilimini belirleyerek yerel epidemiyolojik verilere giincel
katki1 saglanmasi, emm tipleri ile klinik tablolar arasindaki iliskinin incelenmesi ve
mevsimsel as1 kapsayiciligimin arastirilmast amaglanmistir. Ayrica, olast bir S.
pyogenes kaynakli salgin durumunda hem hizli sonu¢ alma hem de maliyet etkin bir
yaklagim saglamasi nedeniyle dizileme yontemine alternatif bir segenek olan
quadripleks gercek zamanli PCR yoOntemi ile emm tiplendirmenin kapsayicilig

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. STREPTOKOKLAR

2.1.1. Streptokoklarin Tarihcesi

Streptokok tiirlerinin ilk tanimlanmasi, 1874 yilinda Avusturyali cerrah
Theodor Billroth’un hasta 6rneklerini incelenmesi ile yapilmistir. Billroth, yara ve
erizipel lezyonlarindaki zincir yapmis kok seklindeki bu bakterileri Streptococcus
olarak adlandirmistir (12, 13). Friedrich Julius Rosenbach ise 1884’de yilinda, piiriilan
lezyonlardan izole ettigi streptokok tiirlerine Streptococcus pyogenes adii vermistir
(14).

Streptokoklarin siniflandirilmasi ve farkl tiirlerin taninmasi 1903 yilinda Hugo
Schottmuller’in kanli agar1 kesfiyle miimkiin olmustur (15). Kanli agar plaklarinda
iiretilen streptokok tiirleri, kolonilerin etrafindaki hemoliz zonlarina goére alfa (a-yesil
hemoliz zonu), beta (B-seffaf hemoliz zonu) ve gama (y-hemoliz zonu yok); hiicre
ylizeyi antijenlerindeki farkliliklara gore ise A, B, C, D ve E gibi harflerle
gruplandirilmistir (16, 17).

2.1.2. Streptokoklarin Genel Ozellikleri

Streptokoklar; gram pozitif boyanan, 2 pm'den kiigtik, ikili veya zincir seklinde
siralanmis, kok morfolojisinde bakterilerdir. Biyokimyasal olarak katalaz ve oksidaz
negatif, glikoz fermentasyonuyla gaz olusturmadan sadece laktik asit iireten
homofermentatif mikroorganizmalardir. Hem aerobik hem de anaerobik ortamda
iireyebilen fakiiltatif anaerop bakteriler olsalar da, baz1 suslarin biiyilimesi anaerobik
ortamda artmaktadir. Streptokok tiirlerinin ¢ogunlugunun iiredigi ideal sicaklik
37°C’dir. Viridans streptokoklar ve Streptococcus pneumoniae basta olmak iizere
birgok tlirlin iiremesi %5 CO: varligindan olumlu etkilenmektedir. Beslenme
konusunda secici davranig goOsteren streptokoklar, besiyerlerinde kan gibi
zenginlestiricilere ihtiya¢ duymaktadir (18-20).

Streptokok cinsi, heterojen dagilim gosteren biiyiik bir gruptur. Bu grup
icerisinde normal flora elemani olan patojen olmayan streptokoklar yer almakla
birlikte; pndmoni, menenjit, endokardit, fasiit gibi ciddi klinik tablolar olusturan

viriilans1 yliksek streptokoklar da bulunmaktadir (19, 21). Tipik gram pozitif bakteri



hiicre duvari yapisinda oldugu gibi teikoik asit, yiizey proteinleri ve karbonhidratlar
hiicre duvarina baglanmistir ve streptokoklar arasindaki farkliliklar1 bu molekiiller

belirlemektedir (18).

2.1.3. Streptokoklarin Simiflandirilmasi

Streptokoklar taksonomik olarak; Lactobacillales takimi, Streptococcaceae
ailesinde yer almaktadir. Streptokok tiirlerinin ilk smiflandirmasi hemolitik
reaksiyonlar, Lancefield antijeni ve koloni boyutu gibi 0zelliklere dayanarak
yapilmustir (18, 19). Lancefield, B-hemolitik streptokoklar1 hiicre duvar antijenlerine
gore siniflandirmig; Sherman ise streptokoklarin fenotipik 6zelliklerini dikkate alarak
piyojenik, viridans, laktik ve enterokok gruplarini olugturmustur (17, 22).

Klasik siiflandirma temel olarak  hemoliz yapan ve yapmayan streptokoklari
ayirmaktadir. Baglangigta B hemoliz yapan S. pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae
subsp. equalsimilis gibi patojenlerin piyojenik enfeksiyonlar yapmasi nedeniyle f
hemoliz yapan streptokoklarin piyojenik, f hemoliz yapmayanlarin ise non-piyojenik
ozellikte oldugu ¢ikarimi yapilmis; ancak S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae gibi f3
hemoliz yapmayan istisnai tiirlerin de piyojenik enfeksiyonlara yol agtig1 belirtilmistir.
Diger bir istisna olarak, S. anginosus grubunun B hemoliz yapan suslar1 piyojenik
grupta yer almamaktadir. Piyojenik streptokok tiirleri igerdikleri Lancefield
antijenlerine gore kismen karakterize edilebilmektedir. Grup B antijeni S.
agalactiae’ya spesifikken; A antijeni sadece S. pyogenes’te degil, S. anginosus
grubundaki bazi tiirlerde ve S. disgalactiae subsp. equisimilis’te de bulunmustur (18).
Geleneksel siniflandirma yontemleri ¢esitli kisitlamalar icerse de hala klinik
laboratuvarlar i¢in 6nemini korumaktadir (18, 19).

Cesitli molekiiler yontemlerin kullanilmas1 ve katalaz negatif olan yeni gram
pozitif koklarin tanimlanmasiyla streptokok taksonomisi yeniden sekillenmistir (20).
16S ribozomal RNA (rRNA) sekanslarina dayanan son ¢aligmalarla birlikte streptokok
cinsi bakteriler; piyojenik, mitis, anginosus, mutans, salivarius ve bovis olmak iizere
alt1 gruba ayrilmstir (18, 21). insanlardan siklikla izole edilen streptokok tiirleri ve bu

tiirleri igeren gruplar Tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Insanlardan siklikla izole edilen streptokoklarin siniflandirilmasi (19, 20)

Grup Tiir Lancefield Hemoliz | Iligkili hastaliklar
antijeni
Piyojenik S. pyogenes A § Farenjit, kizil, seliilit,
NF, STSS ve
stipiiratif olmayan
sekeller
S. agalactiae B B,y Neonatal sepsis ve
menenjit
S. dysgalactiae subsp. | A,C, G § Farenjit, seliilit,
equisimilis nekrotizan fasiit,
sepsis
Mitis S. pneumoniae Tanimlanmamis/ o Pnémoni, menenjit,
Siniflandirmada akut otitis media
kullanilmayan
S. mitis Tanimlanmamis/ a Subakut bakteriyel
S. oralis Simiflandirmada endokardit,
S. sanguinis kullanilmayan nodtropenik
S. gordonii bakteriyemi
S. pseudopneumoniae
Anginosus S. anginosus A C F G veya| B,y Stipiiratif
S. constellatus saptanabilir antijen enfeksiyonlar
S. intermedius yok
Mutans S. mutans Simiflandirmada a, Y, Dis ¢lirtigi,
kullanilmayan nadiren f endokardit
Salivarius | S. salivarius Simiflandirmada o,y Endokardit,
S. vestibularis kullanilmayan nodtropenik
bakteriyemi
Bovis S. gallolyticus subsp. | D o,y Menenyjit,
gallolyticus endokardit

S. gallolyticus  subsp.

pasteurianus




2.2. STREPTOCOCCUS PYOGENES

2.2.1. Yapis1

Streptococcus pyogenes, diger gram pozitif bakteriler gibi teikoik asit iceren
kalin bir peptidoglikan tabakali hiicre duvarma sahiptir. Hiicre duvarinin kompleks
yapisinda cesitli antijenik maddeler bulunur. A grubuna spesifik antijenik madde,
yaklagik 2:1 oraninda ramnoz ve N-asetilglukozamin igeren bir polisakkarit olup,
peptidoglikan tabakaya kovalent baglanan bu antijenin viriilans faktorii olarak bilinen
bir rolii yoktur. Ancak peptidoglikan tabakanin kendisi atesin tetiklenmesi, eritrosit ve
trombositlerin lizisi gibi biyolojik aktivitelere sahiptir (19, 20, 23).

Hyaluronik asit yapisindaki kapsiil, bakteriyi polimorfoniikleer lokositler
(PMNL) ve makrofajlar tarafindan fagositoza karsi koruyan ytiksek molekiiler agirlikli
bir polimerdir. Hyaluronik asidin kimyasal yapisi insan bag dokusuna benzerlik
gosterdigi i¢in enfekte konakta bu maddeye karst immiin yanit olugsmamaktadir.
Kapsiiler genleri yiiksek diizeyde eksprese eden streptokok suslari yogun kapsiil
iirettiginden, koyun kanli agardaki (KKA) kolonileri mukoid goriiniimdedir. (19, 20).
%5 KKA’da iiremis mukoid ve non-mukoid S. pyogenes izolatlarina ait plak

goriintiileri Sekil 1°de gosterilmistir.

Sekil 1. Mukoid (solda) ve non-mukoid (sagda) S. pyogenes kolonileri

Streptococcus pyogenes’in ylizeyinde, mikroorganizmanin enfekte dokularda
kalmasini saglayan cesitli molekiiller bulunur. Bunlardan M proteini, gram pozitif

bakterilerde en iyi tanimlanmis yiizey molekiillerinden biridir ve siki bir fibriler tabaka



seklindedir (23). S. pyogenes, M proteinindeki antijenik degisimlere gore 150’den
fazla serotipe ayrilmistir. M proteinini kodlayan emm genindeki niikleotid dizilim
farkliliklarina dayanilarak da 220’den fazla genotip tanimlanmistir. M proteini disinda,
emm gen siiper ailesi genleri (enn, arp, mrp, fcrA gibi) tarafindan kodlanan M iligkili
proteinler de bakterinin yilizey molekiilleri olarak tanimlanmistir. Bu proteinler yap1
olarak M proteinine benzese de 6zellikle insan proteinleriyle etkilesim kapasiteleri

acisindan farklilik gosterirler (19).

2.2.2. Viriilans Faktorleri

Streptococcus pyogenes, eksprese ettigi viriilans faktorleri ile konagin immiin
yanitindan kagarak doku hasarina neden olmakta ve bu faktorlerin ¢esitliligi bakterinin
¢ok yonliiliigiinii saglamaktadir. Uretilen proinflamatuvar toksinler ve diger viriilans
faktorleri inflamasyonun siddetini artirarak ciddi invaziv enfeksiyonlara,
poststeptokokal otoimmiin hastaliklara ve toksik sok sendromunun gelisimine direkt
katki saglamaktadir (24, 25). S. pyogenes’in {rettigi viriilans faktorleri ve bu

faktorlerin patogenezdeki temel rolleri Sekil 2°de 6zetlenmistir.

Kapsul
: —~<—+— M proteini
Adezyon : Yayilma
” Lipoteikoik asit

Fibronektin
baglayici proteinler

Invazyon Streptolizinler internalizasyon

Pirojenik
ekzotoksinler
Anti-fagositik Cba peptidaz Sistemik
etk Hyaluronidaz L OB
DNaz

Streptokinaz
Sekil 2. S. pyogenes’in viriilans faktorleri ve patogenezdeki rolleri (19, 20, 24, 26)

2.2.2.1. Kapsiil: Baz1 S. pyogenes suslart, (1-3)-pB-D-N-asetilglukozamin ve D-
glukuronik asit’in  (1-4) bagl disakkarit birimlerinden olusan hyaluronik asit yapida
kapsiile sahiptir. Kapsiil, mikroorganizmanin komplemana bagli fagositozunu

engelleyici fiziksel bir bariyer islevi gdrmektedir (20).



2.2.2.2. M proteini: S. pyogenes’in ylizeyinde en fazla bulunan molekiil M
proteini olup, insan kaninda M-negatif mutantlarin yasayamadigi gosterildiginden
bakterinin temel viriilans faktorii olarak kabul edilmistir. Bu protein; aside ve 1siya
dayanikli, tripsine duyarli, a-helikal sarmal yapida, fibriler bir makromolekiildiir ve
peptidoglikan tabakasi boyunca uzanmaktadir. Molekiiliin karboksi ucu (C-terminal)
S. pyogenes suslari arasinda yiiksek diizeyde korunmus epitoplari igerirken amino ucu
(N-terminal) tipe spesifik olup serolojik siniflandirmaya temel olusturmaktadir (19,
20, 23, 24).

M proteini; Faktor H, Faktor H benzeri protein ve C4b gibi kompleman kontrol
proteinlerine ve ayrica fibrinojene baglanarak alternatif kompleman yolunu inhibe
etmekte ve opsonofagositoz siirecini engellemektedir. Cok miktarda M proteini igeren
S. pyogenes suglart PMNL fagositozuna karst direngli, virlilans1 yiiksek
mikroorganizmalardir. M proteininin antifagositik pargasina karst olusan antikorlar
streptokok enfeksiyonlarina yonelik immiiniteyi olusturmaktadir (19, 25). M proteini,
lipoteikoik asit (LTA) ve fibronektin baglayici proteinler (FBP) gibi iyi bilinen adezin
molekiillerinden biridir. M proteininin degisken N-terminal bolgesi ile ¢esitli konak
faktorlerine baglanmasi bakterinin viriilansini artirmaktadir (19, 24). Siiperantijen
ozelligi gdsteren bazi M proteinleri ise T hiicre cogalmasi ve sitokin salinimina neden
olarak cesitli memeli hiicreleriyle ¢apraz reaksiyon veren antikorlarin olusmasina

neden olmaktadir (20).

2.2.2.3. Lipoteikoik asit (LTA): Bakterinin hiicre duvarindaki yiizeyle iliskili
molekiillerden biri de LTA’dir. LTA, hidrofobik etkilesimler yoluyla streptokokun
insan epitel hiicrelerine ve konakgi proteinlerine baglanmasinda baslangi¢ adezini

olarak gorev almaktadir (19, 20).

2.2.2.4. Fibronektin baglayici proteinler (FBP’ler): LTA’lar disinda FBP’ler
de streptokokal adezin molekiillerindendir. Fibronektin; konake1 hiicreler tarafindan
salgilanan, hiicre yiizeyinde ¢esitli proteinleri ve integrinleri baglayabilen hiicre dis1
matriks glikoproteinidir. S. pyogenes, fibronektini baglayabilen Sfbl (streptokokal
fibronektin baglayici protein 1), Sbfll, FBP54 ve PFBP gibi yiizey baglayici proteinlere
sahiptir (20, 27). FBF54 gibi baz1 FBP’ler, farkli serotiplerdeki genis dagilimlari ve



giicli. antikor olusturma etkilerinden dolay1 potansiyel bir as1 adayr olarak

goriilmektedir (27).

2.2.2.5. Serum opasite faktorii (SOF): SOF; M proteiniyle iligkili, memeli
serumunu opaklastirma yetenegine ve a-lipoproteinaz aktivitesine sahip bir ylizey
antijenidir. Bu faktore karsi olusan antikor yanitinin spesifik M proteinleriyle iliskili

olmasi nedeniyle SOF, S. pyogenes’in tiplendirilmesinde kullanilabilmektedir (19, 20).

2.2.2.6. Streptolizin O ve S: S. pyogenes, Streptolizin O (SLO) ve Streptolizin
S (SLS) adinda iki hemolizin tiretmektedir (20).

Streptolizin O (SLO): Adimi oksijene duyarli olmasindan alan SLO, S.
pyogenes’te tanimlanmis ilk viriilans faktorlerinden biridir ve patojenik etkisini hedef
hiicre membranlarinda porlar olusturarak gostermektedir. Eritrositler disinda
16kositler, trombositler, endotel hiicreleri, kardiyomiyositler gibi ¢esitli hiicre tipleri
izerine etki gosteren bu toksin; PMNL degraniilasyonunu ve proinflamatuvar sitokin
salimimini indiiklerken, makrofajlarin fagositoz aktivitesini ve lenfositlerin mitojenlere
yanitin1 engellemektedir. Antijenik 6zellikteki SLO’ya karst olusan antistreptolizin O
(ASO) antikor titreleri, gecirilmis streptokok enfeksiyonunu gdstermekte ancak
streptokokal cilt enfeksiyonlar1 sonrasinda ASO yanit1 zayif olmaktadir (19, 20, 24).

Streptolizin S (SLS): SLO’nun aksine antijenik olmayan, oksijene dayanikli ve
hiicre membraninda porlar olusturmayan SLS, streptokoklarin serum varliginda
irettikleri hemolizindir ve bundan dolay1 “S” olarak isimlendirilir. SLS’nin toksik etki
gosterdigi  hiicre tipleri SLO’da oldugu gibi cesitlidir (19, 20). Ozellikle
keratinositlerin SLS kaynakli lizisi dokunun yapisin1 bozarak lezyonun yayilmasina
yol acabilmekte ve bu da NF patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir. Ayrica SLS
etkisiyle tetiklenen kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP) salinimi, agriy1 indiikleyerek
NF’nin siddetini artirmaktadir (24, 25).

Streptococcus pyogenes suslariin ¢ogunlugu hemolizinlerin her ikisini de
iretmektedir. Kanli agar plaklarindaki kolonilerin yiizeyindeki hemolize genellikle
SLS neden olurken; oksijenle inaktive olan SLO, daha ¢ok plaklarin derininde ya da
anaerobik kiiltiirlerde B-hemoliz olusturmaktadir (19, 20).



2.2.2.7. Pirojenik (Eritrojenik) ekzotoksinler: Streptokokal pirojenik
ekzotoksinler (SPE’ler), S. pyogenes tarafindan iiretilen hiicre dist tirlinlerdir.
Immiinolojik olarak farkli tipleri bulunan SPE’lerin en iyi tanimlananlar1 A, B ve C tip
SPE’lerdir. Bunlardan SPE B’yi kodlayan gen kromozomal iken, SPE A ve C
ekzotoksinleri bakteriyofaj tarafindan kodlanmaktadir (20). Fibronektin, vitronektin,
immiinglobulin ve konaga ait diger proteinleri pargalayabilen SPE B, S. pyogenes’in
salgiladig1 bir sistein proteazdir. Okliidin, desmoglein ve E-kadherin gibi yapilar
parcalayarak doku invazyonunu artirabilmektedir. Ayrica histamin, kinin ve IL-1 gibi
bakterinin konak hiicrede yayilmasini kolaylastiran aktif peptitlerin iiretimine neden
olmaktadir (24, 25). APSGN tanili hastalarin glomeriiler membraninda SPE B
bulunmasi bu ekzotoksinin patogenezde tartisilan bir diger rolii olmustur (19).

Streptokokal pirojenik ekzotoksin A ve C, STSS basta olmak tizere NF ve diger
onemli enfeksiyonlarla iligkilendirilmis siiperantijenlerdir. Bu ekzotoksinler tarih
boyunca kizil hastalig1 ile baglantili bulunduklarindan kizil toksinleri olarak da
adlandirilmistir (19, 25). Giliniimiizde S. pyogenes’te tanimlanmig 13 farkh
siiperantijen bulunmakla birlikte; SPE A, SPE C ve streptokokal siiperantijen A (SSA)
invaziv hastaliklar ve kizil hastaliginda bakterinin artan viriilansi1 ile daha yogun
iligskilendirilmistir. Siiperantijenler, major doku uygunluk kompleksinin (MHC) siif
IT molekiillerine baglanarak T hiicre aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan T
lenfositlerden kontrolsiiz sitokin saliniminin ortaya ¢ikardigi sistemik inflamatuvar
yanit, STSS’de karakteristik olan hipotansiyon ve coklu organ yetmezligine yol
acmaktadir. Farkli M tipindeki streptokoklarin siiperantijen iiretimi de farklilik
gostermektedir (6, 20, 25).

2.2.2.8. C5a peptidaz: Kemotaktik etkili kompleman bilesigi C5a’ya spesifik
proteaz olan C5a peptidaz, S. pyogenes ylizeyinde bulunmakta ve C5a’nin indiikledigi
enfeksiyon bolgesine PMNL kemotaksisini inhibe ederek bakteriyi fagositoza direngli
hale getirmektedir (20, 25, 28).

2.2.2.9. Nikotinamid adenin diniikleotidaz (NADaz): NADaz, hiperviriilan

S. pyogenes izolatlan ile iligskilendirilmis virtilans faktorlerinden biridir. NADaz’ in

keratinositlere gecisi SLO’nun hiicre zarinda actigit porlar aracilifiyla
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kolaylasmaktadir. NADaz ve SLO’nun birlikte etkisi bakterinin viriilansini
artirmaktadir (19, 25).

2.2.2.10. Hyaluronidaz: S. pyogenes NF ve seliilit gibi klinik tablolar
olustururken bakterinin doku icinde yayilmasini kolaylastiran ekstraseliiler
maddelerden biri hyaluronidazdir. Hyaluronidaz, bag dokusundaki hyaluronik asidi

parcgalayarak patogeneze katkida bulunmaktadir (19).

2.2.2.11. Streptodornaz (DNaz): Hyaluronidaz gibi DNaz da bakterinin
ekstraseliiler alanda yayillmasina yardimct olarak deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin olusumunda rol almaktadir. Hiicre dist DNA’nin pargalanmasini
saglayan DNaz; A, B, C ve D olmak {izere dort farkli varyant igermektedir. Bunlardan
DNaz B, tiim S. pyogenes suslarinda bulunmasa da en sik goriilen izoenzimdir (19,
29).

2.2.2.12. Streptokinaz: Giiclii bir plazminojen aktivatorii protein olan
streptokinaz, invaziv S. pyogenes hastaliklarinin patogenezinde ©nemli bir rol
almaktadir. Plazminojenin plazmine doniisiimiinii katalize ederek pihtilarin
¢cozlinmesini saglayan etkisi, konak savunma proteinlerinin proteoliziyle bakteriyel

yayilimi kolaylagtirir (6, 19).

2.2.3. Patogenez

2.2.3.1. Adezyon ve kolonizasyon: Bogaz ve cilt S. pyogenes’in en ¢ok
kolonize oldugu viicut bolgeleridir ve baska konaklara bakterinin bulagmasini
saglayan rezervuarlardir. S. pyogenes, immiin yanittan kagisini saglayacak gesitli
viriilans faktorleri ile bogazda ve ciltte kalici olma yetenegi kazanmaktadir.
Kolonizasyonun ilk adimi streptokokal ligandlarin konak hiicrelerdeki spesifik
reseptorlere baglanmasidir. Bu asamadaki giiclii adezyon mekanizmalari olmadiginda
mukozal salgilar ve epitelin dokiilmesi  yoluyla mikroorganizma konaktan

uzaklastirilir (1, 30).
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M protein, LTA’lar ve FBP’ler gibi ¢esitli molekiiller streptokokal adezyonda
rol oynamaktadir. Adezyon mekanizmalari ile ilgili yapilan ¢aligmalarda iki agamali
bir adezyon modeli aciklanmistir. ik asamada daha zayif, LTA aracili bir etkilesim
goriiliirken, adezyonun ikinci asamas1 M proteini, FBP54, SOF ve protein F gibi ¢esitli
adezinlerin gorev aldig1 daha spesifik ve yiiksek afiniteli bir siirectir (1, 25, 30).
Adezinlerin ~ ekspresyonu  ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir.  Yiizeyel
enfeksiyonlarin patogenezinde oksijenden olumlu etkilenen Protein F1 ekspresyonu
belirginlesirken, yiizeyel olmayan enfeksiyon bolgelerindeki yiiksek CO: diizeyleri M
proteininin virlilanstaki roliinii artirmaktadir. Benzer isleve sahip adezinlerin
iiretilmesi, enfeksiyon siirecinde bakterinin farklt dokularda kolonize olabilmesini
saglayan bir adaptasyon mekanizmasi olarak kabul edilmektedir (1, 19). Buna paralel
olarak suslardaki adezin c¢esitliligi artan virtilansla iligkilendirilmistir. S. pyogenes’in
adezyon mekanizmalarinin arastirtlmasi hastaligin patogenezinin anlagilmasi ve
kolonizasyonu dnleyici tedavi ya da asilarin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (30).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, farkli emm tiplerinin bogazda ya da ciltte
enfeksiyon olusturmasini saglayan doku tropizmini gostermistir. A’dan E’ye bes gruba
ayrilan emm paternleri S. pyogenes’in enfeksiyon bolgesi seciminin genetik bir

gostergesidir (1).

2.2.3.2. Internalizasyon ve invazyon: Internalizasyon terimi bakterinin hiicre
hiicrelerine internalizasyonunda da gorev almaktadir. S. pyogenes hiicre igine girerken,
yapigkan matriks molekiillerini taniyan mikrobik ylizey bilesenlerine (Microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMM) bagli olan
ekstraseliiler matriks proteinlerini kullanir ve konagin hiicre yiizeyindeki integrinlere
baglanir. Bu etkilesimle aktive olan hiicresel sinyal yolaklari, konagin hiicre iskeleti
aktininin yeniden diizenlenmesine ve bakterilerin alimina yol agmaktadir (1). Hiicre
ici invazyonu tetikleyen ise, fibronektin ve FBP’ler araciligiyla a5B1 integrin
reseptOrlerinin epitel hiicrelere baglanmasidir. Streptokoklarin epitel hiicrelerinin i¢
kisimlarma uzanan cesitli yollar gelistirmesi invazyonun patogenezdeki Onemini

gostermektedir (30).
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Seliilit ve NF gibi klinik tablolarda, streptokoklarin dokular arasinda
yayilmasini kolaylastiran DNaz, hyaluronidaz ve streptokinaz gibi ¢esitli ekstraseliiler
molekiiller bulunmaktadir (19). invaziv cilt enfeksiyonlarmin patogenezindeki bir
diger onemli faktdr olan ciddi sistemik inflamasyon, artan mortaliteyle iliskilidir.
Inflamasyonun etkisiyle mikrovaskiiler tromboz, doku hemorajisi ve hiicresel
infiltrasyon tetiklenir. Sonucta sepsis, ¢oklu organ yetmezligi ve dissemine
intravaskiiler koagiilasyon (DIK) gelisimi yoluyla &liimle sonuglamir. Ayrica
antibiyotiklerin perfiizyonunun kisitlanmasi ve mikroorganizmaya makrofaj icinde

koruyucu bir hiicre i¢i nig saglanmasi tedavi basarisizligina yol agmaktadir (24).

2.2.3.3. Konagin bagisiklik sistemine diren¢: S. pyogenes, icerdigi gesitli
viriilans faktorlerinin etkisiyle konagin bagisiklik yanitindan korunur ve insanlarda
patojen etkisini gosterir. Bakterinin immiin yanittan kacisini saglayan en onemli
faktor, opsonofagositoza ve antimikrobiyal peptitlere kars1 gosterilen direngtir (1).

Lokal invazyon ve sistemik yayilmanin kolaylasmasi i¢in S. pyogenes’in
konagin fagositozuna kars1 direng gostermesi gerekmektedir. M proteini ve kapsiil gibi
kompleman inhibitorleri, SLO ve SLS gibi 16kosit toksinleri, FBP’ler gibi
immiinglobulin baglayict proteinler ve SPE B gibi immiinglobulin pargalayici
enzimler bu direngte rol oynamaktadir (1). M proteininin C-terminal bolgesine faktor
H baglanmasiyla inhibe olan kompleman aktivasyonu, M proteininin antifagositik
etkilerinin temel mekanizmalarindan biridir. M proteinin yiizeyine fibrinojen
baglanmasiyla, alternatif yol aktivasyonu engellenir ve opsonizasyonda gorev alan
C3b miktar1 azalarak PMNL’ler tarafindan mikroorganizmanin fagositozu 6nlenir. Tip
spesifik M protein antikorlar1 varliginda ise; M proteininin N-terminal uglarina
baglanan antikorlar, komplemanin klasik yolunun aktivasyonuyla C3b miktarini artirir
ve fagositoza neden olur. Antifagositik 6zellikler bakterinin hayatta kalmasi igin

onemli oldugundan fagositoza dirence yol acan mekanizmalarin anlagilmasi 6nemlidir

(30).

2.2.3.4. Poststreptokokal hastaliklarin patogenezi: S. pyogenes’i diger
bakteriyel patojenler arasinda Onemli hale getiren; mikroorganizma viicuttan
uzaklastirilmig olsa bile devam eden, anormal immiin yanit kaynakli poststreptokokal

stiptiratif olmayan komplikasyonlarin goriilebilmesidir. S. pyogenes kaynakli
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Oliimlerin biiylik bir kismi bu komplikasyonlar nedeniyle gerceklestiginden, bu
hastaliklarin patogenezindeki inflamatuvar mekanizmalar1 bilmek 6nemlidir (24, 29).
Streptokoka karsi ortaya c¢ikan bagisiklik yanitinin olusturdugu antikorlar,
insan doku proteinleriyle ¢apraz reaksiyona girerek otoimmiin reaksiyonlara yol
acmaktadir. Bu antikorlar kalpte miyozin, tropomiyozin, vimentin, keratin ve laminin
gibi konagin a-sarmal proteinleri ve beyinde tiibiilin, lizogangliozitler ve dopamin
reseptorleri gibi doku proteinleri ile capraz reaksiyon vermektedir. Akut romatizmal
ates (ARA) ve romatizmal kalp hastaligt (RKH) patogenezine dair yapilan
caligmalarda M proteininin ¢apraz reaktif 6zelligi vurgulanmistir. 1982 yilinda yapilan
bir ¢alisma; M5 proteini lizerindeki antijenik bir belirleyicinin, insanlarda miyokard
dokusuyla ¢apraz reaksiyona neden olan antikorlar1 uyardigini gdstermistir. ilk ARA
atag1 sonrasinda romatizmal ates niiksii olan hastalardaki c¢aligmalar ise, kalp
dokularma reaksiyon gosteren antikor titrelerinin yliksek olmasinin niiks ile iliskili
oldugunu gostermisti. RKH’de antikorlarmn kalp kapak endoteliyle reaksiyona
girmesi, kapak yiizeyinde inflamasyona ve T hiicrelerinin infiltrasyonuna yol
acmaktadir. Antikorlar disinda, T hiicreleri de konagin protein antijenleri ile ¢apraz
reaksiyona girebilir. T hiicreleri, endotel aktivasyonu ile kalp kapagina ekstravaze olur
ve burada kapak skarina neden olan CD4+ Thl hiicrelerine farklilasir (24, 31-33).
Capraz reaksiyon, poststreptokokal hastaliklardan bir digeri olan APSGN’de
de patogenezdeki temel mekanizmadir ve glomeriiller ile M protein arasindaki
molekiiler taklit sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Glomeriillerde biriken immiin
kompleksler; bagisiklik hiicrelerinin  toplanmasi, sitokinlerin ve kimyasal
mediatorlerin iiretilmesi, kompleman ve koagiilasyon kaskadlarinin aktivasyonu

yollariyla lokalize bir inflamatuvar yanita neden olur (34).

2.2.4. Epidemiyoloji

Streptococcus pyogenes kaynakli enfeksiyonlar diinya c¢apinda yaygin
oldugundan kiiresel diizeyde saglik endisesi olusturan hastaliklardandir (2). Ozellikle
geligmis tlkelerde yasam sartlarinin iyilesmesiyle hastaligin sikligi yillar icinde
azalmis olsa da, suslardaki genetik degisiklikler ve konagin duyarlilik durumunun
farklilagsmasiyla birlikte spesifik hastaliklarda donem donem artiglar dikkat
cekmektedir. Ornegin; 20. yiizyilda goériilme sikligi dramatik sekilde diisen kizil
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hastaliginin son yillarda artis gosterdigine dair ¢esitli tilkelerden vakalar bildirilmistir.
Kizil hastalig1 artik hayati tehdit eden bir durum olmasa da, hizla yayilabilir olmas1
ciddi toplumsal risk olusturur. Bu artan hastalik oranlari, patojenitesi artmis yeni S.
pyogenes izolatlartyla iliskilendirilmistir (5, 11).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi verilerine gore; Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) her yil yaklasik 20.000 - 27.000 iGAS vakasi ortaya
¢ikmaktadir. iGAS sebebiyle yilda 1.800 - 2.400 kisinin 81diigii bildirilmistir. invaziv
hastalik tanimiyla; kan dolagimi enfeksiyonlari, NF, seliilit, pndmoni ve STSS gibi
mikroorganizmanin normalde bulunmadig1 viicut bolgelerine yerlestigi klinik tablolar
ifade edilmektedir. S. pyogenes kaynakl ciddi enfeksiyonlarin sayisinin son 20 yilin
en yiiksek seviyesine ulastigi, 2023 yilina ait 6n verilerle gosterilmistir. CDC,
popiilasyon odakli ve laboratuvar tabanli bir siirveyans sistemi olan ABCs yoluyla
1GAS enfeksiyonlarini takip etmektedir (4).

Farenjit, kizil ve impetigo gibi yiizeyel hastaliklar CDC takip sisteminde yer
almamasina ragmen, hem saglik sistemine ciddi bir yiik olusturmalar1 hem de invaziv
hastaliklar i¢in rezervuar gorevi gdrmeleri nedeniyle 6nemlidir. Ayrica yilda yaklasik
500.000 yeni vakaya yol agan ARA, S. pyogenes iliskili morbidite ve mortalitenin 6nde
gelen nedenlerindendir. DSO raporunda, 2018 yilina kadar yaklasik 30 milyon kisinin
ARA iligkili RKH’den etkilendigi belirtilmistir (4, 5, 10, 24).

2.2.4.1. Risk faktorleri: Mikroorganizmanin c¢esitli viriilans faktorleri,
konagin oOzellikleri ve ¢evresel degiskenler farkli popiilasyonlardaki dagilimi
etkileyerek  S.  pyogenes  enfeksiyonlarinin  epidemiyolojik  ozelliklerini
sekillendirmektedir (2). Tablo 2’de S. pyogemes kaynakli enfeksiyonlara zemin

hazirlayan baslica risk faktorleri gosterilmistir.

Tablo 2. S. pyogenes enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri (11)

Risk Grubu Risk Faktorii

Gelismekte olan iilkeler

Ortak yayginlik alanlar Geligmis iilkelerdeki yerli topluluklar
Sosyoekonomik diizeyi diisiik topluluklar

Okullar, kresler

Ortak maruziyet Hastaneler
alanlari Bakim evleri
Askeri kamplar
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(Tablo 2 devami)

Risk Grubu Risk Faktorii

Cocuklar

Yaglilar

Hamile ve post-partum dénemde olan kadimlar
Risk altindaki Kisiler Erkek cinsiyet

Eslik eden hastalig1 olanlar
Altta yatan cilt lezyonu olanlar
Sugicegi enfeksiyonu gegiren ¢ocuklar

Kotii barinma sartlart

Cevresel faktorler Yetersiz hijyen
Enfeksiyon kontrol dnlemlerinin yetersizligi

Mevsimsel degisim

Solunum damlaciklarmin solunmasi
Riskli temaslar Enfekte kisilerle veya yiizeylerle temas

Kontamine gida tiiketimi

Invaziv S. pyogenes enfeksiyonlarmin yaklasik %20-30’unda tanimlanmis bir
risk faktorliniin olmamasi dikkat cekicidir. Cilt lezyonlari, bakterinin giris kapisini
olusturdugundan en iyi bilinen risk faktoriidiir. Influenza viriisleri basta olmak iizere
viral solunum yolu enfeksiyonlar1 invaziv hastalik gelisme riskini artirirken, SARS-
CoV-2 pandemisinde boyle bir iligki saptanmamistir. Cocuklarda ise gecirilmis su

cicegi enfeksiyonu risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (5).

2.2.4.2. Tasiyiclhik ve bulagsma: Viicudun farkli bolgelerindeki tasiyicilik
durumunun ve bulagsma yollarinin bilinmesi bagarili kontrol tedbirlerinin alinmasini
saglayacaktir. Orofarenks, deri (genellikle lezyon bdlgesinde), genital mukoza ve
rektum S. pyogenes’in kolonize oldugu viicut alanlaridir. Yetigkinlerde farengeal ve
vajinal/rektal tasiyicilik oranlarinin sirasiyla %5 ve %1’°den az oldugu gosterilirken,
cocuklarda tahmini %?2-17 arasinda farengeal tasiyicilik oldugu bildirilmistir (5).
Bakterinin insan diginda bilinen bir konagi olmadigi i¢in enfekte kisiyle dogrudan ya
da dolayli temas enfeksiyonun kaynagini olusturur. Bulas daha ¢ok damlacik yolu ya
da enfekte kisinin tiikiiriik ve yara akintis1 gibi viicut sivilariyla temas yoluyla olsa da,

kontamine esyalar ve gidalar araciligiyla da meydana gelebilmektedir (30, 35, 36).

2.2.5. Streptococcus pyogenes Enfeksiyonlari
Streptococcus pyogenes; farenjit, impetigo ve kizil gibi hafif seyirli

enfeksiyonlardan NF, STSS, pndmoni ve bakteriyemi gibi daha ciddi enfeksiyonlara

16



kadar degisen c¢esitli klinik tablolara neden olmaktadir. Ayrica S. pyogenes
enfeksiyonlar1 sonrasinda APSGN ve ARA gibi otoimmiin hastaliklar ortaya
cikabilmektedir (1).

2.2.5.1. Yiizeyel enfeksiyonlar

2.2.5.1.1. Farenjit: S. pyogenes, akut farenjitin en sik bakteriyel etkenidir ve
farenjit tanili cocuklarin %20-40’inda, yetigkinlerin ise %5-15’inde S. pyogenes
enfeksiyonu tanist konulmaktadir. Bogaz agrisi en sik belirti olup, poliklinik
basvularinin da 6nemli bir kismin1 olusturur. Siklikla 5-15 yas araligindaki ¢ocuklarda
goriilen akut GAS farenjiti, 1liman iklim bdlgelerinde genellikle kis ve ilkbahar
aylarinda ortaya cikar ve okullar, askeri tesisler gibi kalabalik ortamlarda salginlara
neden olabilir (30, 35, 36).

Farenjit gelisen hastalarin ani baslayan bogaz agris1 disinda en sik bagvuru
sikayeti atestir. Pediatrik hastalarda bulanti, kusma, bag agris1 ve karin agris1 da mevcut
olabilir. Fizik muayenede tonsillerde hipertrofi (eksudali ya da eksudasiz) ve eritem,
hassas servikal lenfadenopati, damakta petesiler, uvulada hiperemi ve sislik, dokiintii
saptanabilir. Ancak bu semptom ve bulgularin hi¢biri GAS farenjitine 6zgii degildir
(36).

2.2.5.1.2. Kizil: Kizil, ¢ogunlugu farenjit olmak iizere streptokokal bir
enfeksiyona dokiintliniin eslik ettigi klinik tablodur. S. pyogenes’in ayni zamanda
siiperantijen olan eritrojenik toksinleri, dokiintii ve ¢ilek dili gibi semptomlara neden
olan ekzotoksinlerdir. Kizil dokiintiisii, S. pyogenes enfeksiyonu baslangicindan 1-2
giin sonra govde veya boyunda baslayip ylize ve ekstremitelere yayilir. Koltuk alt1 gibi
viicut kivrimlarinda dokiintliniin belirginlestigi alanlara Pastia cizgileri adi1 verilir.
Ciltte kiigiik papiillerin olusturdugu “zimpara kagidi” goriinimii mevcuttur. Ag1z
cevresinde solukluk ve irilesmis papillalarin neden oldugu “gilek dili” diger
belirtilerdendir. Dokiintii yaklasik bir hafta sonra kaybolurken avug igleri ve ayak
tabanlarinda soyulmalar gozlenir. Ayirici tanida Kawasaki hastaligi, stafilokokal toksik

sok sendromu, viral hastaliklar ve alerjik dokiintiiler akla getirilmelidir (30, 35, 37).

2.2.5.1.3. Impetigo: Bircok streptokok tiirii gastrointestinal sistemde, cilt ve

mukozada normal flora elemani olarak bulunsa da S. pyogenes, yiiksek patojenite
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yetenegi ile farkli deri katmanlarina ulasabildiginden deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin en dnemli bakteriyel etkenlerinden biri haline gelmistir (38, 39).
Enfeksiyon, gelistigi deri tabakasina gore; dis keratin katmanda impetigo, yiizeyel
epidermiste erizipel, deri alt1 dokuda seliilit, fasyada NF ve kasta ise miyozit veya
miyonekroz adin1 almaktadir (38).

Impetigo, cildin yaygin yiizeyel enfeksiyonudur ve en sik etkenler
Staphylococcus aureus ile S. pyogenes 'tir. S. aureus, ¢ogunlukla biilléz lezyonlardan
sorumluyken S. pyogenes biilloz olmayan impetigoya neden olmaktadir (37, 38).
Streptokok susunun deride kolonize olmasindan yaklagik 10 giin sonra lezyonlar
ortaya c¢ikmakta ve bunu izleyen 14-20 giinde bakteri iist solunum yollarina
gecebilmektedir (38, 39). Enfeksiyon farenjitin aksine yaz aylarinda daha yaygindir ve
en sik 2-5 yas araliginda goriilmektedir (30, 37).

Yiiz gibi viicudun daha ¢ok agikta kalan bolgelerinde ortaya ¢ikan streptokokal
impetigo lezyonu, eritemli papiilden vezikiile ve vezikiiliin patlamasiyla da piistiil
haline doniigiir. Piistiiller kalin kabukludur ve tipik olarak “bal rengi” eksiida igerir.
Ates, lokalize 6dem ve lenfadenopati klinige eslik edebilir. Impetigo, hayati bir tehlike

olusturmamasina ragmen, glomeriilonefrit gelisimine neden olabilmektedir (37-39).

2.2.5.1.4. Erizipel: Erizipel; genellikle yiiz ve ekstremitelerde goriilen, sinirlari
belirli, deriden kabarik, agrili ve eritemli deri lezyonudur. Bu enfeksiyonun nedeni
cogunlukla S. pyogenes olsa da daha az siklikla C ve G grubu § hemolitik streptokoklar
da etken olabilmektedir. Bebekler, kiigiik cocuklar ve yashilar hastaligin sik goriildiigii
yas gruplandir. Yiiz erizipelinin cilde yayilma yolu net bilinmemekle birlikte,
hastalarin genellikle dncesinde streptokokal farenjit gecirmis olmasi dikkat ¢ekicidir.
Ekstremite lezyonlarinda ise, deri biitiinliigiinii bozan travma ve enfeksiyonlar

hastaliga zemin hazirlamaktadir (37, 38).

2.2.5.1.5. Vulvovajinit: Vulvovajinit, ergenlik doénemi Oncesindeki kiz
cocuklarinda sik goriilen bir jinekolojik sikayettir. Tani i¢in alinan vajen kiiltiirlerinde
cogunlukla polimikrobiyal lireme gozlense de en net belirlenmis etken S. pyogenes’tir
ve diger mikroorganizmalarin aksine normal flora elemam1 olarak kabul

edilmemektedir. Hastalar vulvar kasinti, agr1 ve eritem, ser6z ya da piiriilan vajinal
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akint1 sikayetleriyle bagsvurmaktadir. S. pyogenes vulvovajiniti 6ncesinde gegirilmis
bir farengeal enfeksiyon ya da GAS tasiyiciligr bu klinik tabloyla iliskilendirilirken,

kesin tant i¢in vajen siirlintii kiiltiirli 6nerilmektedir (37).

2.2.5.2. invaziv enfeksiyonlar: invaziv enfeksiyonlar, S. pyogenes’in steril bir
viicut bolgesinden saptandigi, ciddi ve agresif bir seyirle mortaliteye neden olabilen

enfeksiyonlardir. SPE’ler bu klinik tablolarin patogenezinde rol almaktadir (40, 41).

2.2.5.2.1. Nekrotizan Fasiit (NF): Derin deri altt dokularin enfeksiyonu olan
NF, fasyada hizli yayilan hasarla karakterizedir. Enfeksiyonun baglangici ¢ogunlukla
belirgin olmayan bir travma bdlgesinde ya da ameliyat yarasinda hafif bir eritem
seklinde olmaktadir. Bundan 24-72 saat sonra yaygin inflamasyonun eslik ettigi cilt
ekimozu ve ardindan hemorajik ya da serdz biiller ortaya ¢ikmaktadir. Yaygin doku
nekrozu ve 6lii dokularin dokiilmeye baslamasi ile dokularda gangren gelisir. Klinik
tabloya genellikle bakteriyeminin eklenmesiyle metastatik apseler goriilebilir ve
kontrol altina alinmayan enfeksiyon genis bir viicut bolgesine hizla yayilabilir (19,
41). Fizik muayenede en ¢ok eritem, agri, sislik ve ates goriiliirken, enfeksiyonun deri
altinda hizla yayilmasi nedeniyle agr1 muayene bulgulariyla orantisiz derecede
siddetlidir. Dokuda gaz olusum ya da kutan6z anestezi gelismesi sik karsilagilmayan

ancak tespit edildiginde acil cerrahi miidahale gerektiren belirtilerdir (42).

2.2.5.2.2. Streptokokal Toksik Sok Sendromu (STSS): Herhangi bir streptokok
enfeksiyonunun neden oldugu ani gelisen ¢oklu organ yetmezligi, hipotansiyon ve sok
STSS olarak adlandirilirken, kesin vaka tanimi i¢in S. pyogenes’in viicutta steril bir
bolgeden izole edilmesi gerekmektedir. Vakalarin cogunlugu sporadik olsa da; diyabet,
maligniteler, konjestif kalp yetmezligi, immiinsupresyon ve alkolizm gibi eslik eden
durumlar raporlanmigtir. Bakterinin ana giris yerleri farenks, vajen, cilt ve mukozalar
olmakla birlikte, streptokokal farenjit sonras1 STSS nadiren ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
vajinal dogum, histerektomi, vazektomi, fitik onarimi gibi cerrahi islemler de
enfeksiyona zemin hazirlayan faktorlerdendir (19, 37, 41).

Tiim yas gruplarinda en sik primer enfeksiyon bdlgesi yumusak doku olmakla

birlikte pndmoni, menenjit, peritonit, miyokardit, eklem enfeksiyonlar1 da
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tanimlanmis diger kaynaklardir. Ates, miyalji, bulanti1 ve kusma gibi non-spesifik
semptomlarin goriildiigii prodromal bir donemden sonra, tagipne ve tasikardinin eslik
ettigi yiiksek ates ve siddetli agr1 goriilmektedir (19, 41). STSS’nin son evresinde ise
S. pyogenes tarafindan firetilen ekzotoksinlerin indiikledigi sitokin firtinast ani
baslangiclhi hipotansiyon, sok ve ¢oklu organ yetmezligi ortaya ¢ikarmakta, bu klinik

tablolarin progresyonu kisa siirede mortalite ile sonu¢lanmaktadir (37, 41).

2.2.5.2.3. Seliilit: Seliilit, deri ve deri alt1 dokularin enfeksiyonu olup S.
pyogenes’in en sik goriilen invaziv enfeksiyonlarindandir. Ciltte eritem, sislik,
hassasiyet ve lokal agr1 gibi klinik bulgular ile baslayip daha genis bdlgeleri
etkileyecek sekilde yayilabilir. Deriden kabarik olmayan, sinirlar1 belirsiz lezyonlarin
goriilmesiyle erizipelden ayrilsa da, klinik olarak ayirict tan1 ¢ogu zaman
yapilamamaktadir. Deri biitiinliigiinii bozan yaralar, bacak {ilserleri, yaniklar

enfeksiyon i¢in risk olusturmaktadir (1, 38).

2.2.5.2.4. Bakteriyemi: S. pyogenes’in kan dolasimina ge¢mesiyle olusan
bakteriyemi tablosu; giiclii bir sitokin yanitinin olusturdugu ani baslangicli ates,
halsizlik, bulanti ve kusma gibi semptomlarla karakterizedir (1, 19). Cocuklarda
yaniklar ve su ¢igegi lezyonlar1 gibi cilt biitlinliigiinii bozan durumlar bakterinin
viicuda giris yolunu olustururken, yaslilarda kaynak yine ¢ogunlukla kutandz
lezyonlardir ve kronik hastaliklar predispozan faktérlerdendir. Immiinsupresyon ve
maligniteler tiim yas gruplart i¢in risk barindirir. Yapilan farkli ¢aligmalarda

bakteriyeminin mortalitesi %27-38 arasinda bildirilmistir (19).

2.2.5.3. Poststreptokokal hastaliklar

2.2.5.3.1. Akut Romatizmal Ates (ARA) ve Romatizmal Kalp Hastalig1 (RKH):
ARA; karakteristik olarak S. pyogenes farenjitinden 2-4 hafta sonra ortaya c¢ikan,
cesitli organlarn etkileyebilen otoimmiin bir hastaliktir (37). ARA kaynakli kalp
kapakgiklarindaki kronik hasar RKH olarak adlandirilmaktadir. RKH, morbidite ve

mortaliteye neden oldugundan ARA’nin uzun vadede en ciddi sekelidir (43, 44).
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Akut romatizmal atesin kesin bir tanis1 olmamakla birlikte, klinik tanida Jones
Kriterleri kullanilmaktadir. Amerikan Kalp Dernegi (American Heart Association,
AHA), 2015 yilinda ARA ve RKH gelisimi agisindan diisiik ve orta-yiiksek riskli
poptilasyonlarin farkliliklarin1 dikkate alarak Jones Kriterleri’ni gilincellemistir.
Modifiye Jones Kriterleri Tablo 3’te gosterilmistir. Bu kriterlere gore; gegirilmis S.
pyogenes enfeksiyonun kanitlanmasiyla birlikte iki major kriter ya da bir major ve iki
mindr kriterin mevcut olmas1 ARA tanisini gosterirken, tekrarlayan ARA vakalarinda
major kriter olmadan ii¢ mindr kriterin bulunmasi da tani i¢in yeterli kabul edilmistir

(43-45),

Tablo 3. Modifiye Jones Kriterleri (44, 45)

Tim popiilasyonlar Diisiik riskli Orta-yiiksek riskli
popiilasyonlar popiilasyonlar®
e Kardit
Maiér (Klinik/subklinik)
L e Kore e  Artrit (Poliartrit) e Artrit (Monoartrit/
Kriterler © Eritema marginatum poliartrit)
e  Subkutan nodiiller
Minér e Ates (=38,5) i . e  Monoartralji
e EKG’de PR araligmm ° Poliartralji e Akut faz
Kriterler uzamas! (Kardit majér Akut faz reaktanlarinda reaktanlarinda artis
kriter degilken) artiy (ESH = 60 mm/h (ESR>30 mm/h
ve/veya CRP >3,0 mg/dl ve/veya CRP >3,0
mg/dl

*Orta-yiiksek risk; ARA insidansinin her 100.000 okul ¢agindaki ¢ocuk basina 2’den biiyiik ya da RKH
prevalansimin yilda 1.000 kiside 1’den biiyilik oldugu popiilasyonlar
EKG: Elektrokardiyografi, ESH: Eritrosit Sedimentasyon Hizi, CRP: C-Reaktif Protein

2.2.53.2. Akut poststreptokokal glomeriilonefrit (APSGN): APSGN;
streptokok enfeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan, immiin kompleks aracili siipiiratif
olmayan bir komplikasyondur. Cogunlukla S. pyogenes olmak {izere nadiren C ya da
G grubu streptokoklarin da etken oldugu enfeksiyonlarla iliskilidir (34, 37). Hastalik
agirhikli olarak 3-15 yas araliginda goriilse de, immiinite degisimleri ve ek

komorbiditelerin varlig1 yaslilar1 da APSGN’ye yatkin hale getirmektedir (34, 46).
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Akut romatizmal atesten farkli olarak APSGN, nefritojenik S. pyogenes suslari
ile iliskilendirilmistir. Ust solunum yolu enfeksiyonlarina sekonder gelisen APSGN,
emmtip 1, 2, 4 ve 12 ile baglantili bulunurken; emm tip 47, 49 ve 55 primer enfeksiyon
bolgesininin deri oldugu vakalarda one c¢ikmaktadir. Glomeriiller ile M proteini
arasindaki molekiiler taklitin antiglomeriiler antikorlarin {iretilmesine yol agan ¢apraz
reaksiyonun temeli oldugu diistintilmektedir (1, 31, 34).

Genellikle iist solunum yolu enfeksiyonlarindan 7-10 giin, cilt
enfeksiyonlarindan 2-4 hafta sonra APSGN tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Cogunlukla
hastalarda akut nefritik sendrom geligirken, nadiren nefrotik sendrom ya da hizh
ilerleyen glomeriilonefrit de goriilebilmektedir. En sik semptomlar; hematiiri, 6dem,

proteiniiri, hipertansiyondur (34, 37).

2.2.5.3.3. Streptokok Enfeksiyonlartyla iliskili Pediatrik Otoimmiin
Noropsikiyatrik Bozukluklar (Pediatric Autoimmune Neuropsychiatric Disorders
Associated with Streptococcal Infections, PANDAS): S. pyogenes enfeksiyonlari
sonrasinda obsesif kompulsif bozukluklar, koreiform hareketler, tikler ve davranis
degisikliklerinin goriildiigii ani baslangicli ndropsikiyatik sendrom PANDAS olarak
isimlendirilmistir. Hastaligin patogenezi tartismali olsa da streptokok enfeksiyonunun
yol actig1 bazal gangliyon antijenlerini hedef alan otoimmiinite suc¢lanmistir (1, 30,

37).

2.2.6. Tam

Streptococcus pyogenes’in neden oldugu enfeksiyonlarin laboratuvar tanisi
hala biiyiik oranda bakteri kiiltiiriine dayanmaktadir. Bakterinin yaptig1 B hemolizin
kanli agar plaklarinda saptanmasi kolay bir 6n tani saglar. Siipheli kolonilerin S.
pyogenes olarak tanimlanmasi birka¢ hizli ve kolay laboratuvar testi ya da otomatize
sistemler kullanilarak yapilmaktadir. ARA ve APSGN gibi poststreptokokal

hastaliklarin tanisinda ise serolojik yontemler kullanilir (47).
2.2.6.1. Mikroskopi: Akut farenjit tanisinda bogaz kiiltiirlerinin gram boyali

mikroskopisi, normal flora elemani olan streptokoklarin varligt nedeniyle

onerilmemektedir. Beyin omurilik sivist (BOS), kan gibi steril orneklerde ise
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mikroskopik inceleme daha degerlidir. S. pyogenes, gram boyali preparatlarda zincir

yapmis gram pozitif kok seklinde goriiliir (18, 47, 48).

2.2.6.2. Kiiltiir: Streptokoklarin {iremesi, kan gibi zenginlestiricilerin
eklendigi besiyerlerinde kolaylasmaktadir. Bu besiyerlerinde B hemolizin tespit
edilebilmesi tanimlama i¢in ilk basamagi olustururken, besiyerinde bulunan katalaz
bakterinin liremesini artirmaktadir. Columbia agar gibi gram pozitif bakteriler i¢in
secici besiyerleri de kiiltiir i¢in optimal sartlar1 saglamaktadir. Streptokok tiirlerinin
bircogu anaerobik sartlarda daha iyi iirese de, yapilan calismalar S. pyogenes
izolasyonu i¢in aerobik inkiibasyonun yeterli oldugunu gostermistir. Klinik dérneklerin
kiiltiirlerinde S. pyogenes varligi, 35-37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmis KKA
plaklarinda B hemolitik kolonilerin tespiti ile degerlendirilir. Tipik S. pyogenes
kolonileri; beyaz-gri renkte, kubbe sekilli, belirgin kenarlar1 olan ve etrafinda koloni
boyutunun 2-4 kati biiyiikliikte f hemoliz zonu bulunan, > 0,5 mm ¢apli kolonilerdir
(47-49).

Duyarlilhik ve 0Ozgilligiiniin yiiksek olmasi nedeniyle GAS farenjitinin
tanisinda bogaz kiiltiirli altin standart yontem olmaya devam etmektedir. Ancak bogaz
kiiltiirtinde S. pyogenes iiremesinin akut enfeksiyon ile asemptomatik tasiyicilik
ayrimini yapamadig1 unutulmamalidir. Normal bogaz florasi elemanlarinin plakta asir
cogalmasi, toplanan 6rnek miktarinin yetersizligi, inkiibasyon sartlarinin optimal
olmamasi, kiiltiiriin yanlis degerlendirilmesi gibi durumlar ve nadiren de SLS gen
delesyonlar tastyan ve klinik 6nemi heniiz bilinmeyen non-hemolitik S. pyogenes
suslarinin tiremesi nedeniyle yanlis negatif kiiltlir sonuglar1 raporlanabilmektedir (19,
30,47, 48).

Kiiltiirde liremis tipik S. pyogenes morfolojisine sahip  hemolitik kolonilere
ilk once katalaz testi yapilmalidir. Katalaz negatif kolonilerde pozitif pyrrolidonyl
arylamidase (PYR) testi ve basitrasin duyarliliginin saptanmasi S. pyogenes i¢in 6n
tanimlama saglar. Kesin tan1 ise Lancefield A grubu antijen testi pozitifligi ya da

otomatize sistemlerle tiir diizeyinde tanimlama ile yapilmaktadir (30, 47).

2.2.6.2.1. Katalaz testi: Katalaz testi; sitokrom oksidaz enzimlerinin varliginm

gosteren, stafilokok ve mikrokoklar (pozitif) ile streptokok ve enterokok tiirlerinin
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(negatif) ayrimini yapan temel testtir. Lam iizerine alinan bakteri kolonisine %3
hidrojen peroksit (H202) damlatilmasiyla kabarciklanmanin goériilmesi testin pozitif
oldugunu gosterir. Bakterinin sentezledigi katalaz enzimi H>O:’yi su ve gaz

kabarciklarini olusturan oksijene ¢evirir (20, 48).

2.2.6.2.2. Pyrrolidonyl Arylamidase (PYR) Testi: PYR testi; pirolidonil
amonipeptidaz enziminin varhi§ini gosteren, hizli sonu¢ veren, kolorimetrik bir
yontemdir. Bu enzime sahip bakteriler, L-pirolidonil-B-naftilamid’i bir sinnamaldehit
reaktifinin eklenmesiyle B-naftilamide hidrolize eder ve bdylece kirmizi renk degisimi
gozlenir. PYR emdirilmis test stripleri ¢esitli ticari firmalardan temin edilebilir (47).

Laboratuvarlardaki standart tanimlama prosediirleri ile tipik morfoloji
sergileyen, PYR testi pozitif B hemolitik streptokoklar S. pyogenes olarak
tanimlanabilir. Ancak Streptococcus porcinus ve Streptococcus iniae gibi 3 hemolitik

streptokoklarin da PYR pozitif oldugu unutulmamalidir (47).

2.2.6.2.3. Basitrasin duyarliligi: S. pyogenes’in PYR testi pozitif olan S.
porcinus ve S. iniae gibi B hemolitik streptokoklardan ayriminin yapilmasinda
basitrasin duyarlilik testi kullanilir. Lancefield grup A antijenini tasiyan S. pyogenes
disindaki  hemolitik streptokoklarin basitrasine direngli olmasi tanimlamada kolaylik
saglamaktadir. Ancak C ve G grubu streptokoklardaki yalanci pozitif sonuglar, S.
pyogenes tanimlanmasinda basitrasin duyarliliginin giivenilirligini azaltabilir. Ayrica
baz1 Avrupa iilkelerinden basitrasine direngli bazi S. pyogenes suslar1 raporlanmistir

(47, 50).

2.2.6.2.4. Lancefield antijeninin belirlenmesi: Insanlarda patojen olabilen
streptokoklar Lancefield A, B, C, D, F ve G gruplarinda yer almaktadir. Bu
smiflandirma ile sadece § hemolitik streptokoklar ve D grubu streptokoklarin non-
hemolitik ya da a hemoliz yapan tiirleri siniflandirabilir. Ekstrakte edilen antijenin
tespitini saglayan cesitli yontemler mevcut olsa da B hemolitik streptokoklarin
gruplandirilmasinda, lateks agliitinasyon yontemi Lancefield’in kapiller presipitasyon
yonteminin yerini alarak referans metot olmustur. Bu yontemde, polistiren lateks

boncuklardaki gruba spesifik antiserumlarin ekstrakte edilmis antijenler ile reaksiyonu

24



incelenir. Piyasada mevcut olan cesitli lateks agliitinasyon Kkitlerinde, farkl
mikroorganizmalarla ¢apraz reaksiyonlar bildirilmistir (20).

Antijen gruplartyla streptokok tiirleri arasindaki korelasyon iyi olsa da,
ozellikle A, C ve G gruplarinda istisnalar mevcuttur. S. pyogenes suslarmin tamanmi
nadir goriilen mutasyonlar diginda A grubu antijenini bulundurmakla birlikte, bazi
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ve Streptococcus anginous grup
izolatlarinda da bu antijen saptanabilir. Dolayisiyla S. pyogenes’in identifikasyonunda

Lancefield antijeninin belirlenmesi tek basina yeterli olmamaktadir (47).

2.2.6.2.5. Otomatize sistemlerde tanimlama: Son yillarda klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda bakteri tanimlamasinda otomatize sistemlerin kullanimi1 giderek
daha yaygin hale gelmistir. Koloni morfolojisi ve ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar
gibi fenotipik 6zelliklere dayali geleneksel tanimlama yontemleri birden fazla iglemi
gerektiren, zaman alict metotlardir. Matriks ile desteklenmis lazer dezorpsiyon
iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (Matriks assisted lazer desorption
ionization time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS); konvansiyonel
yontemlerin bu dezavantajlarin1 ortadan kaldirabilen, mikroorganizmalarin protein
bilesimine dayali tlir tanimlamasi yapan bir sistemdir. Bu yontemle tanimlamanin
dogrulugu artarken, tanimlama siiresi de 6nemli Ol¢lide azalmaktadir. Baslangicta,
ozellikle S. dysgalactiae subsp. equisimilis'in S. pyogenes olarak yanlis
identifikasyonu gibi, baz1 B hemolitik streptokok tiirlerinde kisithiliklar olmakla
birlikte, zaman igerisinde veritabanindaki degisimlerle MALDI-TOF yontemi ile S.
pyogenes tanimlamasi iyi performans gosterir hale gelmistir. Bu nedenle klinik
laboratuvarlarda kullanimi1 giderek yayginlasmakta ve konvansiyonel ydntemlerin
yerini almaya baslamaktadir. Dogrudan pozitif kan kiiltiirii sisesinden tanimlama
yapabilen ticari sistemler, Ozellikle S. pyogenes ve S. agalactiae gibi Onemli
patojenlerin etken oldugu invaziv hastaliklarda hizli tan1 ve tedavi imkani

saglamaktadir (47, 51).
2.2.6.3. Hizh antijen testleri: Streptokokal farenjitli hastalarda antibiyotik

tedavisinin hemen basglatilmasi i¢in kullanilan hizli antijen testleri, en az bir gecelik

inkiibasyon gerektiren bogaz kiiltiiriiniin aksine birka¢ dakikada sonuglanabilir (19,
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47). Hizli antijen testleri, bogaz siiriintiisii 6rneklerinde lateks agliitinasyon yontemi
ya da immiinolojik yontemlerle A grubu antijeninin dogrudan saptanmasini saglar. Bu
testlerin duyarhiliklart %58 ile %96 arasinda degisirken, Ozgiilliikkleri oldukca
yiiksektir. Dolayisiyla S. pyogenes icin hizli antijen testleriyle pozitif sonu¢ alinmasi
bogaz kiiltiirii gerekliligini ortadan kaldirir. Buna karsin, S. pyogenes ile ortak
karbonhidrat antijeni tasiyan diger streptokok tiirlerinin normal bogaz florasinda
bulunmasi, testlerde yanlis pozitif sonuca yol agabilir. Bogaz kiiltiiriinde oldugu gibi
hizli antijen testleri de GAS tasiyicilign ile GAS farenjiti arasinda ayrim
yapamamaktadir (52, 53).

2.2.6.4. Serolojik tani: S. pyogenes’in sahip oldugu viriilans faktdrlerinin bir
kismi, antijenik Ozellikleri ile serolojik taninin temelini olusturmustur. ARA ve
APSGN gibi hastaliklarda, gecirilmis bir enfeksiyonun ispati serolojik testlerle
yapilabilmektedir. Ayrica bogaz kiiltiiriinde S. pyogenes tiremis hastalarda enfeksiyon
ve tastyicilik ayriminin yapilmasinda da bu testler kullanilabilmektedir. Diger taraftan
serolojik test sonuglarinin yorumlanmasindaki farkliliklar nedeniyle hastalarin klinik
ve epidemiyolojik 6zelliklerinin dikkate alinmasi gerekmektedir (29).

Iki-dort hafta arayla alinmus iki serum orneginde antikor titresinin dért kat
artmas1 gegirilmis enfeksiyon gostergesidir. Buna ragmen akut streptokokal
enfeksiyonlarda bu siirenin beklenmesi pratik olmayacagi i¢in serolojik yontemler
sadece arastirma amacl ya da atipik seyirli invaziv enfeksiyonu olan hastalarin
tanisinda kullanilabilir. ASO ve anti-Dnaz B serolojik tanida en yaygin kullanilan

antikorlardir (29, 47).

2.2.6.4.1. Anti-streptolizin O (ASO): ASO antikorlarini 6l¢ebilen nétralizasyon
testi, SLO’nun olusturdugu B hemolizin farkl diliisyonlardaki hasta serumu ile inhibe
edilmesi esasina dayanir ve hemolizin goriilmedigi en yiiksek serum dilisyonunun
tersi olan Todd birimi ASO titresini vermektedir. Daha giincel testler ise lateks
agliitinasyon, nefelometrik ve tiirbidimetrik metotlarla 6l¢tim yapmaktadir (29, 47).

Cilt enfeksiyonlara kiyasla bogaz enfeksiyonlari sonrasinda olusan ASO
yanit1 daha giiclidiir. ASO titresi klasik olarak enfeksiyondan bir hafta sonra

yiikkselmeye baslar ve normal seviyelere inmesi yaklasik sekiz ayir bulur. S.
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disgalactiae subsp. equisimilis gibi SLO fiireten baska tiirler de bulundugundan, ASO
yiiksekliginin S. pyogenes enfeksiyonlarina spesifik olmadigi unutulmamalidir (29,
47).

2.2.6.4.2. Anti-deoksiriboniikleaz B (Anti-DNaz B): DNaz B, S. pyogenes’in
ekstraseliiler matrikste yayilmasimni kolaylagtirarak deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynar ve bu faktdre karsi olusan antikor titreleri,
ASO’dan farkli olarak cilt enfeksiyonlar1 sonrasinda da belirgin yilikselmektedir.
Enfeksiyon baslangicindan iki hafta sonra yiikselmeye baslayan titreler, 12 ayda
normale donmektedir. Ayrica DNaz B’nin S. pyogenes’e spesifik olmasi, anti-DNaz B
titreleri degigsmeksizin sadece ASO yiiksekliginin goriildiigii durumlarda S. pyogenes

enfeksiyonlarini diglamaktadir (29, 47).

2.2.6.5. Niikleik asit testleri: Niikleik asit testlerinin dogrudan hasta
orneklerinde calisilmasi, tani igin gerekli siireyi kisaltarak ozellikle NF gibi hizli
kotiilesen durumlarda tedaviye erken baslama imkani saglamaktadir (50).

Bogaz orneklerinden dogrudan S. pyogenes tanisim1 saglamak amaciyla
gelistirilen ilk niikleik asit testi olan GASDirect (Hologic [Gen-Probe], San Diego,
CA), DNA hibridizasyon probu ile S. pyogenes’in spesifik rRNA dizilerini tespit eder.
Bu testin duyarlilig: kiiltiire yakin bulunmustur ve 6zellikle negatif sonuglanan hizli
antijen testlerine alternatif olarak kullanilabilir. Ancak penisilin alerjisi olan ve
antibiyotik tedavisine yanit vermeyen hastalarda antibiyotik duyarlilik testinin (ADT)
caligilabilmesi i¢in kiiltiir yapilmas1 gerekmektedir. (47, 48) Niikleik asit temelli
testlerden bir digeri olan hasta bas1 molekiiler testler de PCR teknolojisini kullanarak
S. pyogenes varligint hizli bir sekilde saptamaktadir (47).

Niikleik asit testlerinde kiiltiire kiyasla sonu¢ verme siiresinin kisalmasi diginda
en Onemli avantaj, bakteri yiikii diisiik enfeksiyonlarda ve poststreptokokal
hastaliklarda S. pyogenes’i tespit edebilme basarisidir. Ancak artan bu duyarlilik,
asemptomatik S. pyogenes tasiyicilarinda yalanci pozitif sonuglara neden
olabilmektedir. Kontaminasyonun ve canli olmayan bakterilerin saptanabilmesi de,
gereksiz antibiyotik recete edilmesine yol agmaktadir. Niikleik asit testlerinin bir diger

dezavantaji maliyet yiiksekligi ve geri ddeme sorunlaridir (47, 49).
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2.2.7. Tedavi

Lisansli bir as1 henliz olmadigindan, enfeksiyonun tedavisi ve bulagin
onlenmesi i¢in antibiyotik tedavisi, S. pyogenes kaynakli hastaliklarin yonetiminin
temelini olusturmaktadir (6). GAS farenjiti genellikle hafif ve kendi kendini sinirlayan
bir klinik durumdur. Antimikrobiyal tedavi semptomlarin iyilesmesine katki
saglamakla birlikte, asil hedef komplikasyonlarin engellenmesidir. Antibiyotik
tedavisi; peritonsiller apse, mastoidit ve servikal lenfadenit gibi siipiiratif
komplikasyonlarla birlikte ARA gibi non-siipiiratif komplikasyonlarin gelisimini de
onlemektedir (19, 49, 54).

Streptokokal farenjit tedavisinde dar spektrumu, ARA’y1 dnlemedeki etkinlik
ve giivenligi, diisiik maliyeti sebebiyle Onerilen ila¢ penisilindir. Bogaz agrisi
basladiktan sonraki dokuz giin igerisinde tedaviye baslanmasi ARA gelisiminin
engellenmesinde hala etkili goriilmektedir. Penisilin alerjisi olanlarda birinci kusak
sefalosporinler, makrolidler ve klindamisin tercih edilebilir. Hastanin penisiline kars1
anafilaktik tipte asirt duyarlilik Oykiisii varsa sefalosporinlerden de kaginilmalidir.
Antibiyotik tedavi siiresi genellikle 10 giindiir. Peritonsiller apse gibi siipiiratif
komplikasyonlar gelistiginde drenaj yapilmasi gerekmektedir. Yakin temaslilara
bulastirma ve komplikasyon gelistirme riski ¢cok diisiik oldugundan GAS tastyicilarina
tedavi verilmesi onerilmemektedir. Ayrica tonsillektomi yapilmasinin ARA insidansini
azalttifina dair bir kanit yoktur (19, 36).

Streptococcus pyogenes iliskili cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde daha lokalize
lezyonlar i¢in topikal mupirosin ya da retapumulin kullanilmaktadir. Yaygin ve ¢oklu
lezyonlar i¢in ise oral tedavi uygulanmalidir. Biilloz olmayan impetigo vakalarinda S.
aureus’un izolasyon sikligmin artmasi ve raporlanan penisilin basarisizliklarindan
dolayi, penisilinaz diren¢li penisilinler ya da birinci kusak sefalosporinler tercih
edilmelidir. Derin yerlesimli enfeksiyon siiphesi oldugunda ise, agresif ve hizli cerrahi
eksplorasyon ve debridman yapilmalidir. Nekrozlu bolgelere kapsamli debridman
yapilmasi cansiz doku kaynakli sok ve coklu organ yetmezliinin engellenmesi
acisindan Onemlidir. STSS gelistiginde sok tablosunun tedavisi biiyilk miktarda
intravendz s1v1 ve gerekli durumlarda albiimin replasmanini igermektedir. Antibiyotik
tedavisine hemen ampirik olarak baslanmali, streptokokal etken dogrulandiktan sonra

yliksek doz penisilin ve klindamisin verilmelidir. Penisilin baglayici proteinler (PBP)
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S. pyogenes’in duragan faz biiylimesi sirasinda eksprese edilmediginden, ¢cok miktarda
bakteri iceren derin enfeksiyonlarda penisilin etkisizdir. Klindamisin, bakterinin
ekzotoksin ve M protein liretimini baskilayan daha uzun yar1 dmiirlii bir antibiyotiktir.
In vitro kosullarda penisilin ve klindamisin kombinasyonunun antagonistik etkisine

rastlanmamustir (19, 37). STSS’de yardimci bir tedavi olan intravendz immiinglobulin
(intravenous immunoglobulin, IVIG), hem bakteriyi hem de ekzotoksinleri notralize

ederek morbidite ve mortaliteyi azaltmaktadir (55).

2.2.7.1. Antibiyotik direnci: CDC, ABCs ile antibiyotik direng verilerini takip
etmektedir ve 2019 Antibiyotik Direnci Tehditleri Raporu’nda; her bes iGAS
enfeksiyonunun birden fazlasinda eritromisin ve klindamisine direncli suglarin etken
oldugu belirtilirken, eritromisin direngli S. pyogenes, endise verici tehditler listesinde
yer almistir. S. pyogenes, B-laktam grubu antibiyotiklere duyarli olmaya devam etse
de, ozellikle penisiline alerjisi olanlarda ve ciddi seyirli invaziv hastaliklarda tercih
edilen eritromisin ve klindamisin gibi antibiyotiklere karsi artan direnc tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Bu direng, ribozomal hedef bolge modifikasyonunun sonucudur ve
farkli emm tipleri ile iliskilendirilmistir. Eritromisin direnci metilaz (erythromycin
resistant methylase, erm) genleri tarafindan 23S rRNA’nin metilasyonu, MLS g direnci
fenotipine yol acarak makrolidlere, linkozamidlere ve streptogramin B’ye dirence
neden olmaktadir. S. pyogenes’te tetrasiklin direnci ise ribozomal koruma genleri tetM
ve tetO ile efluks pompa sistemi genleri tetK ve tefLL161 araciligtyla ortaya ¢cikmaktadir
(4, 6,9).

Streptococcus pyogenes izolatlarinda subklinik p-laktam direnci, endise
olusturan durumlardan digeridir (6). Yakin zamanda iki emm tip 43.4 izolatinda
ampisilin ve amoksisilin i¢in minimum inhibitér konsantrasyonda (MIK) direng
seviyelerine ulagmayan sekiz kat artis saptanmis ve PBP2x olarak tanimlanan
PBP’lerdeki sessiz mutasyon tespit edilmistir (56). PBP2x mutasyonu tasiyan baska
izolatlarin da bildirilmesi B-laktam direnci gelisimi agisindan uyaricidir ve S. pyogenes

stirveyansina yonelik calismalarin yapilmasini desteklemektedir (47, 57).
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2.2.8. Korunma

Streptococcus pyogenes bulasinin onlenmesi ve kontroliin saglanmasi i¢in
erken tan1 ve tedavi dnemli bir adimdir. Kisisel hijyenin gelistirilmesi, tiikiiriik ile
kontamine olabilecek bardak gibi esyalarin ortak kullanilmamasi, barinma sartlarinin
tyilestirilmesi ve saglik egitiminin artirilmasi temel korunma tedbirlerindendir.
Antibiyotik tedavisi basladiktan 24 saat sonra bogazda canli S. pyogenes bakterilerinin
bulunmadig1 gosterildiginden, bu siire okuldan/isten minimum uzaklagma stiresi kabul
edilmistir. Cilt enfeksiyonlarinin ve yaniklarin zamaninda ve etkili tedavisi invaziv
enfeksiyonlara ilerleyisi 6nlemektedir. Mikroorganizma %1 sodyum hipoklorit, %70

etanol, %4 formaldehit ve %3-6 H,O,’ye duyarhdir (5, 6, 11).

2.2.8.1. As1 calismalari: S. pyogenes, insan bakteriyel patojenleri arasinda
iizerinde en cok calisilanlardan birisi olmasina ragmen lisansli bir asisinin hala
bulunmamasi dikkat ¢ekicidir (58). Cok sayida serotipin ve ayni serotipe ait cesitli
antijenik varyasyonlarin mevcut olmasi, as1 gelistirme siireclerini zorlagtirmigtir (11).
Ayrica etkenin potansiyel otoimmiin epitoplarinin bulunabilmesi ve sadece insanlarda
patojen etki gosterdigi i¢in hayvanlardaki ¢aligmalarin kisitliliklari da kiiresel diizeyde
etkili bir S. pyogenes asis1 gelistirilmesindeki engellerdendir (6). Bununla birlikte
2018’deki DSO raporunda; S. pyogenes iliskili hastaliklarin sikligini azaltmak ve bu
sayede daha az antibiyotik kullanimi yoluyla antibiyotik direncinde azalmaya katki
saglamak icin, giivenli ve etkili bir S. pyogenes asisinin gelistirilmesi Oncelikli
arastirma alanlarindan biri olarak ilan edilmistir (10).

Meakins’in 1900’lii yillarda yaptig1 streptokoklara yonelik as1 ¢aligmasinda,
mevcut enfeksiyonun etkeni olan bakteriden hazirlanmayan asilarin faydasinin kisith
olacagi Ongoriilmiis ve asmin serotipe spesifik bagisiklik yanitint uyardig
vurgulanmistir (59). Son yillardaki arastirmalarda ise; asi iceriginde bulunmayan
serotiplerin ¢capraz reaksiyonu yoluyla as1 kapsaminin arttirabilecegi tahmin edilse de,
baz1 popiilasyonlarda icerigin yine de yetersiz kalacagi belirtilmistir (6). Glinlimiize
kadar yapilan as1 ¢alismalarindan klinik agamaya gegen tiim as1 adaylar1t M proteinini

hedef almakta olup (60), S. pyogenes as1 ¢alismalar1 Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4. S. pyogenes as1 adaylarina ait klinik ¢aligmalar (6, 60)

AstAdayr | Faz | Yl | Hedef Antijen Adjuvan | Sonuglar
Alti valanli | I 2004 | 6 degerlikli N Aliiminyum | Asilama sonrasi tiim
ast terminal M protein | hidroksit as1 antijenlerine kars1
polipeptidi antikor titrelerinde
artis
StreptAvax | I 2005 | 26 degerlikli N Aliiminyum | Asilama sonrasi 27
I 2006 terminal M protein | hidroksit antijenin 26’smna kars1
polipeptidi ve Spa antikor titrelerinde
N terminal peptidi artis
MIJSVAX I 2018 | SpyCEP’ten K4S2 | Aliiminyum | Asilama sonrasi as1
ile konjuge edilmis | hidroksit antijenine spesifik
M protein C antikor titrelerinde
terminal bolgesi J8 artis
epitopu
StreptAnova | I 2020 | 30 degerlikli N Aliiminyum | Asilama sonrasi 31
terminal M protein | hidroksit antijenin 25’sma kars1
polipeptidi ve Spa antikor titrelerinde
N-terminal peptidi artis
2.3. M PROTEINI

M proteini; o-sarmal yapida iki polipeptit zincirinden olugan stabil dimer
yapisinda, filamentli bir hiicre yiizey molekiiliidiir. C-terminal bdlgesinde bulunan
LPxTG (x; herhangi bir amino asit) motifi, M proteininin hiicre duvarindaki
peptidoglikan tabakaya dogru sekilde baglanmasini saglayan bir siralama sinyalidir.
Amino asit dizilimi ve boyutu degisken, A’dan D’ye dort tekrar bolgesinden olusur.
Bu tekrar bolgeleri arasindaki rekombinasyonun, M proteinleri farkliliklarina yol
actig1 gosterilmistir. C ve D tekrar bolgeleriyle birlikte C-terminal bdlgesi, S. pyogenes
suslart arasinda yiiksek diizeyde korunmustur ve mikroorganizmanin Faktor H ve
alblimine baglanmasinda rol oynar. Yar1 degisken olan B tekrar bolgesi, fibrinojene

baglanma alan1 igcermektedir. A tekrar bolgesini igeren N-terminal kisim ise ¢ogunlukla
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tipe 6zgli epitoplar1 igermektedir ve S. pyogenes’in serotip spesifikligini olusturur. Bu
yerlesimde M proteininin daha distalinde bulunan N-terminal bdlge, hiicre yiizeyinden
cikint1 yapan fibrillerin uglarinda lokalize olmustur. Ayrica prolin (proline, Pro) ve
glisinden (glycine, Gly) zengin hidrofobik bir alan C-terminal bolgede bulunmaktadir
(Sekil 3) (1, 19, 23, 32).

Asiridegisken  Yari degisken Korunmus
A A A Baglanma bolgesi
{ T 0 } ,
N —[ A ]—[ B ]—T—[ C H D ]—[Pro/Gly ][Hidrofobik (o]
Pepsin LPxTG

Sekil 3. M proteininin yapisi (23, 60)

M proteinleri C-terminal bolgelerindeki immiin belirleyicilere gore iki sinifa
ayrilmustir. Stnif I M proteinlerini igeren S. pyogenes suslari, C-terminal bolgeye kars1
olusan antikorlarla reaksiyona girebilen bir yiizey alani igerirken, sinif II M proteinine
sahip suslar bu antikorlarla reaksiyona girmemektedir. Bu siniflandirmadaki M protein
smiflarinin  poststreptokokal sekellerle iliskisi saptanmistir. Smif I M protein
serotipleri ARA ile iligkiliyken, sinif II M protein serotipleri daha ¢ok APSGN ile
iligkilendirilmistir (32).

2.3.1. M proteini Gen (emm) Tiplendirmesi

Streptococcus  pyogenes’in  temel epidemiyolojik  belirteci, suslarin
tanimlanmasinda 6nemli rol oynayan M proteinidir. emm geni tarafindan kodlanan M
proteinindeki yapisal farkliliklara gore, S. pyogenes suslar1 M serotiplerine ayrilmistir.
M protein tiplendirmesi ilk olarak serolojik yontemlerle yapilmis ve emm geninin N-
terminal bolgesinin serotipe spesifik oldugunun saptanmasiyla molekiiler yontemlere
dayali hale gelmistir. Bu sayede, emm tiplendirmesi S. pyogenes’in siirveyansinda en
sik kullanilan tiplendirme sekli olmustur (5, 6).

Molekiiler yontemle emm tiplendirmesi, emm geninin serospesifik bolgesinin
sekans analizi ile yapilmaktadir. CDC’nin belirledigi emm tiplendirme protokoliinde;

ilk asamada Tablo 5’te niikleotid dizisi gosterilen iki primer kullanilarak emm gen
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bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmakta, ardindan primer emm seq2 ile dizileme reaksiyonu

gergeklestirilmektedir (7).

Tablo 5. Dizi analizi ile emm tiplendirme yonteminde kullanilan primerler

PCR primerleri  Primer 1 TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA
Primer 2 GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT
Sekans primeri | emm seq2 TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG

Yakin zamanda, CDC’nin 2015 yilindaki ABCs programi kapsaminda toplanan
iIGAS izotlarinin yaklasik %93’linli kapsayan, en sik goriilen 20 emm tipinin
tanimlanmasi icin gergek zamanli bir PCR yontemi gelistirilmistir. Bu PCR semast,
her bir tipteki bilinen biitiin alt tipleri igeren 20 emm tipini, bes tane dortlii reaksiyon
(quadripleks) ile saptamaktadir. PCR sonras1 basamaklar igermeyen bu yontem, hem
zaman hem de maliyet agisindan avantajli oldugundan ve birgok laboratuvarda mevcut
olan gercek zamanli PCR teknolojisini kullandigindan 6zellikle salgin
arastirmalarinda faydali olacagi ongoriilmiistiir (8).

emm geninin bulundugu Mga regulonundaki gen igerigi ve diizeni, emm
modellerinin temelini olusturmustur. Bu kiimeler M protein dizilerini ¢esitli 6zelliklere
dayanarak gruplandirmis ve klasik olarak AC modeli, D modeli ve E modeli
olusturulmustur. Bazi istisnalar disinda her emm tipinin siklikla belirli bir emm
modeliyle iligkili oldugu gosterilmistir (5).

emm tipi; susun epidemiyolojisi, genetik yapisi ve patogenezi hakkinda énemli
bilgiler vermektedir. Son yillarda yapilan biiyiik 6lgekli emm tiplendirme ¢alismalari
ile kiiresel epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda,
gelismekte olan iilkelerde bulunan emm tiplerinin, gelismis iilkelerdekilerden hem
farkl1 hem de daha fazla tiir ¢esitliligine sahip oldugu saptanmistir. Ayrica belirli emm
tiplerinin belirli klinik tablolarla iliskili oldugu saptanmis; modern emm1 (MI1T1)
klonu basta olmak tlizere emm3, emm12, emm28 ve emm89 gibi hiperviriilan klonlar

invaziv S. pyogenes izolatlarinda baskin olarak tespit edilmistir (5, 32).

33



Diinya genelinde S. pyogenes’in ciddi enfeksiyon etkeni olarak tekrar ortaya
cikisi, ozellikle de ruhsatli bir asisinin bulunmamasi ve bakterinin penisilin direnci
kazanmasina dair endiselerle birlikte, kiiresel diizeyde epidemiyolojik ¢aligmalarin
yapilmas1 6nem kazanmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen S. pyogenes izolatlarinin
emm tiplerinin belirlenmesi, as1 ¢aligmalarina yon vermesi agisindan da onemlidir.
Ayrica emm tipleri ile epidemiyolojik veriler arasindaki korelasyon degisiklik gosterse
bile, gen bazli emm tiplendirmelerinin yerel ve kisa zamanl aragtirmalarda basaril
oldugu kanitlanmistir. emm disinda SOF ve T proteine dayali tiplendirme metotlar1 da
molekiiler epidemiyolojik yontemlerdendir (5).

Diger bulasici hastaliklara kiyasla S. pyogenes enfeksiyonlarinda siirveyans
caligmalar1 zayif kalmis olsa da, bir¢ok {lilkenin iGAS enfeksiyonlarini bildirimi
zorunlu hastaliklar arasina almasiyla giderek daha da iyilesmektedir (11). Bu
caligmalarin yiriitilmesi basarili Onleme stratejilerinin gelistirilmesi agisindan

degerlidir (5).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Caligmamiz, tek merkezli laboratuvar ¢alismasi olarak tasarlandi. Calisma,
Ankara Bilkent Sehir Hastanesi 2 No’lu Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagkanligi’nin
07.02.2024 tarih ve E2-24-6459 sayili karari ile onaylandi (Ek-1). Calismamiz rutin
laboratuvar igleyisini etkilemeyecek sekilde gergeklestirildi.

Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Subat 2024-May1s 2024 tarihleri arasinda gelen cesitli
klinik 6rneklerden elde edilen ve rutin bakteriyolojik yontemlerle S. pyogenes olarak
tanimlanan 106 izolata quadripleks gercek zamanli PCR yontemi ile emm tiplendirme
caligildi. Molekiiler tiplendirmeyi temsilen her emm tipinden bir izolat (n=11) ve
quadripleks PCR yontemi ile emm tipi belirlenemeyen 31 izolata dizi analizi yapildi.
Calismaya dahil edilen tiim izolatlarin penisilin, eritromisin, klindamisin, tetrasiklin,
levofloksasin ve SXT antibiyotik duyarliliklar disk difiizyon yontemi ile ¢alisildi. Ek
olarak; steril viicut sivilar1 (plevra, eklem) ve kan kiiltiirlerinden elde edilen S.
pyogenes izolatlari i¢in disk difiizyon testi sonuglari, bu izolat tipleri i¢in rutin olarak
calisilan VITEK 2 (BioMérieux, Fransa) ticari otomatize sistem verileri ile

karsilastirildi.

3.1. Streptococcus pyogenes izolatlarinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Subat 2024-Mayis 2024 tarihleri arasinda gelen
cogunlugu bogaz olmak iizere, ¢esitli klinik 6rneklerin kiiltiirlerinden MALDI-TOF
MS (VITEK® MS, BioM¢érieux, Fransa) yontemi ile S. pyogenes olarak tanimlanan
106 izolat calismaya dahil edildi. Calisma yapilana kadar 68 bogaz, 38 bogaz dis1
olmak iizere toplam 106 bakteri izolat1 boncuklu sus saklama besiyerinde (Alkim
Saglik Hizmetleri, Tiirkiye) -80 ° C’de saklandi.

Izolatlar hastalarm yasi, cinsiyeti, bulundugu klinik ve &rnek tipi ayrimi
yapilmadan toplandi. Her hastanin tek bir 6rnegine ait izolat calismaya dahil edildi.

Hastalarin demografik verilerine laboratuvar igletim sistemi iizerinden ulasildi.
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3.1.1. izolatlarin identifikasyonu

Bogaz siiriintiisii ve idrar disindaki 6rneklerin Gram boyasi, Gram boyama
cihazinda (BioMérieux, Fransa) yapildi. Boyali preparatlar immersiyon yagi
damlatilarak, PMNL ve gram pozitif zincir yapan kok varligi agisindan 100X
objektifte degerlendirildi.

Klinik 6rnekler, Tablo 6’da belirtilen besiyerlerine ekildi ve WASPLab® (Walk
Away Specimen Proccessor, Copan, Italya) cihazinda, drnek tipine gére secilen
sartlarda inkiibe edildi (Sekil 4). Istisna olarak; BACT-ALERT Kkiiltiir siselerine
(bioM¢érieux, Fransa) alinarak laboratuvara gonderilmis kan 6rnekleri, BACT/ALERT
3D (bioMerieux, Fransa) cihazinda 120 saat inkiibe edildi. Bu siire igerisinde pozitif
sinyal veren sigelerden gram boyama yapilip, klinige panik bildirim yapildi ve ekim
yapilan plaklar manuel etiivde inkiibasyona birakildi. Tibbi Mikrobiyoloji uzman
doktorlari tarafindan tabloda belirtilen saatlerde yapilan degerlendirmede, S. pyogenes
acisindan siipheli f hemolitik koloniler MALDI-TOF MS (VITEK® MS, BioM¢rieux,

Fransa) yontemiyle tanimlandi.

Tablo 6. Klinik 6rneklerin kiltur ozellikleri

Klinik Besiyeri* Inkiibasyon Degerlendirme
. — saatleri
ornek Sicaklik | Ortam Siire
Bogaz KKA 37°C %35 CO, | 24-48 saat | 24. saatte lireme
stiriintiisi yoksa 48. saatte
idrar KKA/UTI agar | 37°C Aerobik | 18-36 saat | 18. saatte koloniler
kiiciikse 36. saatte
Yara KKA, Mac** 37°C Aerobik | 48 saat 24. saat
Conkey agar
48. saat
Apse, KKA, Mac 37 °C Aerobik | 48 saat 24. saat
Conk
Doku ontey agat 48. saat
Cikolata agar 37°C %5 CO»
Kan KKA/ Cikolata 37°C %5 CO, | 24-48 saat | 24. saatte ilireme
agar yoksa 48. saatte
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(Tablo 6 devami)

. Degerl i
Klinik Besiyeri* Inkiibasyon eger endl.rme
saatleri
ornek Sicakhik | Ortam Siire
Eklem KKA, Mac 37 °C Aerobik | 72 saat 24. saat
Conkey agar
S1VIS1 48. saat
ikolat ° 0
Cikolata agar 37°C %35 CO» 7. saat
Plevral KKA, Mac 37 °C Aerobik | 72 saat 24. saat
Conkey agar
SV v ag 48. saat
ikolat ° 0
Cikolata agar 37°C %35 CO» 7. saat
Balgam KKA, Mac 37 °C Aerobik | 48 saat 24. saat
Conkey agar
48. saat
Cikolata agar 37°C %5 CO;
SVS KKA, SDA 37 °C Aerobik | 36 saat 18. saat
Thayer-Martin 37°C %5 CO» 36. saat
Agar

*Biocell, Tiirkiye **Aklab Group, Tiirkiye
KKA: % 5 Koyun Kanli Agar, UTI: Urinary Tract Infections, SVS: Servikovajinal siiriintli, SDA:
Sabouraud Dekstroz Agar

Sekil 4. Otomatize drnek isleme ve inkiibasyon cihazi
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3.1.2. MALDI-TOF MS

Besiyeri plaklarinda S. pyogenes acisindan siipheli B hemolitik saf bakteri
kolonisi steril 6ze ile alindi ve MALDI-TOF MS metal slaytlarindaki kuyucuga
stiriildii (Sekil 5). Koloninin iizerine 1 ml a-siyano-4-hidroksisinamik asit matriks
soliisyonu damlatildi ve yaklagik 15 dakika kurumasi i¢in beklendi. Kuruyan slaytlar
VITEK® MS (bioM¢érieux, Fransa) cihazina yerlestirildi. Tanimlamada kontrol olarak
E. coli ATCC 8739 susu kullanild1. iki saat sonra degerlendirilen sonuglarda bakteri

tanimlamasi cins ve tiir diizeyinde yapildi.

Sekil 5. MALDI-TOF MS metal slayt

3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi (ADT)

Caligmaya dahil edilen tiim izolatlarin ADT’leri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile yapildi ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) kriterlerine (61) gore
degerlendirildi. Ek olarak; steril viicut sivilar1 (plevra, eklem) ve kan kiiltiirlerinden
elde edilen S. pyogenes izolatlar1 i¢in disk difiizyon testi sonuglari, bu izolat tipleri i¢in
rutin olarak ¢alisilan VITEK 2 (BioM¢érieux, Fransa) ticari otomatize sistemi verileri

ile karsilagtirildu.

3.2.1. inokiilum hazirlanmasi

Boncuklu sus saklama besiyerinde -80 °C’de saklanmis izolatlarin boncuk
pasaj1, %5 KKA plagina tek koloni diisiirme ekimi yapildiktan sonra, plaklar 37 °C
%5 CO>’li etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi taze kiiltiirden izole edilen
S. pyogenes kolonisi, steril 6ze ile alindi, steril seffaf bir tiip i¢inde steril salin ile

karistirilip vortekslendi. Elde edilen homojen bakteri slispansiyonunun yogunlugu, 0,5
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Mc Farland standardina esdeger olarak DensiChek Plus (bioMérieux, Fransa)

cihazinda ayarlandi.

3.2.2. Besiyeri plaklarina ekim ve disklerin yerlestirilmesi

Streptococcus pyogenes izolatlarinin ADT’si, %5 oraninda defibrine edilmis at
kani ve 20 mg/L B-NAD (nikotinamid adenin diniikleotid) eklenmis Mueller Hinton
agarda (Mueller Hinton Fastidious, MH-F [Biocell, Tiirkiye]) yapildi. Ekim 6ncesinde
MH-F plaklar1 oda sicakligina getirildi. Steril pamuk uglu ekiivyon bakteri
slispansiyonuna daldirilip, tiipiin kenarina bastirma/cevirme hareketi yapilmadan
cikarildi ve ekim cizgileri arasinda bosluk kalmayacak sekilde ii¢ yonde siiriilerek
ekim yapildi.

Benzilpenisilin (1U), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), tetrasiklin (30 pg),
levofloksasin (5 pg) ve SXT (25 pg) diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) plaklarin {izerine
yerlestirilip hafifce bastirildi. Indiiklenebilir klindamisin direncinin saptanabilmesi
icin eritromisin ve klindamisin diskleri ugtan uca 12-16 mm arayla yerlestirilerek D-

test yontemi uyguland (Sekil 6).

Sekil 6. MH-F besiyerine antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi

DA:Klindamisin, E: Eritromisin, LEV: Levofloksasin, P: Penisilin, SXT: Trimetoprim-

siilfametoksazol, TE: Tetrasiklin

3.2.3 Besiyeri plaklarinin inkiibasyonu ve degerlendirilmesi
Antibiyotik diskleri yerlestirilmis plaklar 37 °C %5 CO2’li etlivde 24 saat inkiibe

edildi. Inhibisyon zonu caplari, yansiyan 1sikta plagm 6n yiiziinden kapak agik olarak
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kumpas yardimiyla 6lciildii ve EUCAST giincel sinir deger tablosuna (61) gore
degerlendirildi.
Klindamisin diskinin etrafindaki inhibisyon zonunda, eritromisin diski yoniinde

diizlesme goriildiigiinde indiiklenebilir klindamisin direnci pozitif olarak kabul edildi.

3.2.4. Steril viicut s1vis1 ve kan izolatlarimin VITEK 2 otomatize sistem ile
Antibiyotik Duyarhlik Testi (ADT)
o Bulaniklig1 0,5 Mc Farland standardina esdeger olacak sekilde hazirlanan bakteri
inokuliimlarindan 280 pl alinarak, i¢inde 3 ml %0,45 salin bulunan steril seffaf tiiplere
eklendi ve vortekslendi.
o VITEK® AST STO3 kartlar1 oda sicakligina getirilip hazirlanan seffaf tiiplere
yerlestirildi ve VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Fransa) cihazina konuldu. Calisilan
izolatlar VITEK sistemine kaydedildi.
o Cihaz tarafindan her kuyucuktaki iireme izlenirken, inkiibasyon dongiisii
tamamlandiginda kartta bulunan tiim antimikrobiyaller icin MIiK degeri belirlendi.

ADT sonucu EUCAST kriterlerine (61) gore degerlendirildi.

3.3. Quadripleks Ger¢cek Zamanhh PCR ile emm Geni Tiplerinin

Belirlenmesi

Tibbi Mikrobiyoloji Bakteriyoloji Laboratuvari’nda yeniden canlandirilan
bakteri izolatlarmin saf kiiltiirlerinden, vNAT ® transfer tiipiine (Bioeksen, Tiirkiye) 1-
2 koloni alindi ve vortekslendi. Bu islem ile DNA izolasyonu Oncesinde ©on
ekstraksiyon basamagi olusturulmasi ve transfer sirasinda ortaya ¢ikabilecek olasi bir
kontaminasyonun engellenmesi amaclandi. Transfer tiiplerindeki bakteri izolatlar
Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’na tasindi ve DNA izolasyonunun ardindan

quadripleks gercek zamanli PCR ¢aligildi.

3.3.1. DNA izolasyonu

Kiiltiirden DNA izolasyonu, Hizl1 Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti (Bioeksen,
Tiirkiye) kullanilarak Zybio EXM3000 Niikleik Asit izolasyon Sistemi’nde (Zybio,
Cin) gergeklestirildi.
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3.3.1.1. Hizh niikleik asit ekstraksiyon kit icerigi
1. Ekstraksiyon kartusu

2. Manyetik ¢ubuk kilifi

3. Proteinaz-K

4.STL-B

5. Wash buffer

6. Elution buffer

3.3.1.2. DNA izolasyon asamalari

o Ekstraksiyon kartuslari, kartus igeriginin kuyu diplerine toplanmasi icin sertge
sallandi.

o Kartuslarin bir numarali kuyusu sol tarafta yer alacak sekilde plastik kartus
standina yerlestirildi ve kartus folyosu acildi.

o Kartuslarin bir numarali kuyularina 15 pL Proteinaz K pipetlendi.

o Transfer tliplindeki 6rneklerden 200 pL alinarak bir numarali kuyuya pipetlendi.
o Kartus standi, Zybio EXM3000 cihazina (Zybio, Cin) yerlestirildi.

o Manyetik ¢ubuk kiliflar1 her dort kartus i¢in bir tane olacak sekilde cihaza takildi
ve sabitlendi.

o ZYBIO-B-200 izolasyon programi se¢ilerek cihaz ¢aligtirildi.

o [zolasyon islemi 9 dakikada tamamland: ve kartusun alt1 numarali kuyusunda

DNA izolati elde edildi.

3.3.2. emm Geni Tiplerinin Belirlenmesi
Yaygin goriilen 20 emm tipinin analizi, ger¢ek zamanli PCR yontemiyle, CDC
protokoliine gore tasarlanan (8) kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative

polymerase chain reaction, qPCR) Panel kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak CFX96
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Touch Real-Time PCR (BIO-RAD, ABD) cihazinda gerceklestirildi.

reaksiyonunda kullanilan oligoniikleotidler Tablo 7’de gdsterilmistir.

PCR

Tablo 7. Ger¢ek zamanli PCR ile emm tiplendirmede kullanilan oligontikleotidler

emml-F GTGATGGTARTCCTAGGRAAGTT

emm1-P FAM FAM/TRCGGGA-BHQIdT-TGTTTGCTGCAAGADR/Spc6
emml-F CATTGCATTCTCTAATCTCGCTTT

emm2-F CAGTTAAGGCGAACAGTAAGAACCC

emm2-P Cy5 AAATTAAG-BHQ2dT-GAAGCAGAATTACATGACAAA/Spc6
emm?2-R GCTCTTCTTCAACTTTATCTAATTTCTCGAATA

emm3-F GCAGACAGTAAAGGCAGATG

emm3-P ROX TRGGAGTGT-BHQ2dT-AATGVAGAGTTTYCTAGRCA/Spc6
emm3-R CCTGATHTAACAAGTTCTCAGTTTC

emm4-F CTGRTTCAGCGYGGAACT

emm4-P CyS5 CTRAARAA-BHQ2dT-ATAACGYGTTASTTVASGAAAATGAGG/Spc6
emm4-R TYCACGTTCTACCTTGARC

emm6-F TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG

emm6-P CyS5 TGAAGTTAG-BHQ2dT-GCAAGAGYGTTTYCTRGGG/Spc6
emm6-R TGTTAASYTGTCATTATTAGCTT

emmll-F GGCTTTGCAAAYCAAACAGAAG

emml1-P HEX TYCTAAAGS-BHQ1dT-AMAAACGTGAKCGCA/Spc6
emmll-R TTCATCCCATAGCGAATTATATAGG

emm12-F AGATCATAGTGATTTAGTCGCAGAA

emm12-P ROX TTTGVAAGAC-BHQ2dT-GAAACRGCDTTCAG/Spc6
emm12-R ATAGTATTGCTGAAGGTAGDDTT

emm28-F GRCTTYTGCTAATGGARCTGRT

emm28-P FAM AGYTGM-BHQ1dT-GYATACAACACATTGCTTACTG/Spc6
emm28-R ACTCATCWCYGAGTTTCTCATGTT

emm49/151-F*
emm49/151-P HEX

TGCGGAGAATAACGTGTMTA
CGTATAGY-BHQIAT-CTTTTTCTCTTCTTGCAACGC/Spc6

emm49/151-R CCTATTCTTTCTAGATATTCTCCGT

emm59-F CTTTGCAAACCAAACAGAAGTTAAG

emm59-P FAM AAATACGA-BHQ1dT-GYATTGACTAATGAGAATAAGTCT/Spc6
emm59-R TAATTTAAATAGTTATCTCTCTCTCTTCTAA

emm75-F TATGAAGCAYRATACAAAGCATGG

emm75-P FAM AATTA-BHQ1dT-AGAARGACCTTAGATAAGTTTAATAC/Spc6
emm75-R CTAATCTCGTAGTCTTACCTTGCTCA

emm76-F TGCAAACCAAACAGAAGTTAAGG

emm76-P ROX TGASCTACAGGC-BHQ2dT-GAACATGATAAGYT/Spc6
emm76-R GTTCAGYCAATAGCTCMTYAT

emm77-F TGCAAACCAAACAGAAGTTARGG

emm77-P ROX AGTGATGCA-BHQ2dT-CTGAACCTACAGAAACCC/Spc6
emm77-R AAGGTCTGTAATGCGGTTATGT

emm81-F TGCAAACCAAACAGAAGTTAAGG

emm81-P HEX TGCGGG-BHQ1dT-YCAGAAGARAATGTACYG/Spc6
emm81-R TTSAAGTTTGGCTATGTATKTCCG
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(Tablo 7 devami)

emm82-F ATCACTGAGGCAGGTGTATCTA

emm82-Cy5 TGGAAGAG-BHQ2dT-ARGTTTGATGCAGAGCA/Spc6
emm82-R TTTCAAGCTCGTTTGCTCTATTC

emm83-F CCAGACAGAAGTTAAGGCTGATAAC

emm83-P Cy5 CAATGCAG-BHQ2dT-AACACAAGRGSRCRC/Spc6
emm83-R TCCATTTCATGTAACAAATTCTGAAGC

emm87-F CYAGAGAAGTARCCARCGAA

emm87-P FAM TTGGYTGC-BHQIdT-TCARTGYGGAAGAAA/Spc6
emm87-R CTTTCCTTCTATTTCAGAGTAATCC

emm89-F TAAGGCGGACAGTGACAAT

emm89-P HEX TGTCTCTG-BHQ1dT-CRAAGATAATGAAARAGAATTACATAACAVA/Spc6
emm89-R CATCTATTTTGTCTAGATGTTCTCCT

emm92-F GATGACCGGAGCGTTTCTAC

emm92-P HEX AATAGTGG-BHQ1dT-AGCGTGAGCACAY CA/Spc6
emm92-R AGCTCACCATGTTTAGCCAATA

emm118-F GCGGACAGTAACGCG

emm118-P ROX TCTAGCGT-BHQ2dT-GCAAAGCTATACAACCAAAT/Spc6
emm118-R CTCCGTTTTTATCTGTAAGATCG

* emm49/151 tek tip olarak kabul edilmistir.

3.3.2.1. Kit icerigi

2X gPCR Mix

e Oligo Mix 1 (emm1, emm89, emm12, emm82)

e Oligo Mix 2 (emm?28, emm92, emm77, emm4)

e Oligo Mix 3 (emm59, emm11, emm3, emm?2)

e Oligo Mix 4 (emm87, emm81, emm118, emm6)

e Oligo Mix 5 (emm75, emm49/151, emm76, emm83)
e Negatif Kontrol (NK)

e Pozitif Kontrol (NK)

3.3.2.2. PCR asamalari

e Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi i¢in temiz odaya gecildi ve tiim test

bilesenleri oda sicakligina getirildi.

e Test bilesenleri vortekslendi ve 6800 x g hizinda ii¢ saniye santrifiij edildi.

43




Beyaz 0,2 mI’lik sekiz seritli PCR reaksiyon kuyucuklar1 soguk blok tizerine
yerlestirildi.

Master karisimi galisilacak 6rnek sayisina uygun hacimde (15X=10X buffer
+ 5X oligo mix) steril ependorflar igine pipetlendi ve bes saniye vortekslendi.
Her ornek icin bes farkli oligo mix kullanildigindan, bes ayri ependorfta

master karigimi hazirlandi. Reaksiyon icerigi Tablo 8’de gdsterildi.

Tablo 8. PCR Reaktiflerinin igerigi ve miktarlari

Reaktif Miktar
2X qPCR mix 10 pl
Oligo mix 5ul
Niikleik asit / NK /PK | 5 ul
Toplam 20 pl

Sekiz seritli PCR reaksiyon kuyucuklarinin her birine 15 pl master karisimi
pipetlendi. Bes farkli oligo mix kullanildigindan, master karigimi her 6rnek
icin bes ayr1 kuyucuga dagitild.

Her oligo mix i¢in 5’er pl NK, ilgili kuyucuga pipetlendi.

[zolasyon islemi bitmis olan kartusun son kuyucugundan 5 pl DNA izolat:
alinip reaksiyon kuyucuguna pipetlendi.

Her oligo mix i¢in 5’er pl PK, ilgili kuyucuga pipetlendi.

Islem sonunda toplam 20 pl reaksiyon hacmine ulasildi (Sekil 7).
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Sekil 7. PCR reaksiyonu kurulumu

Pipetleme yapilan kuyucuklar; 1-1 ve 1-2: Oligo mix 1, 2-1 ve 2-2: Oligo mix 2, 3-1 ve 3-2:
Oligo mix 3, 4-1 ve 4-2: Oligo mix 4, 5-1 ve 5-2: Oligo mix 5, 1: 1 no’lu 6rnek, 14: 14 no’lu drnek,
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol
e PCR reaksiyon kuyucuklarinin kapaklar1 kapatilip spin cihazinda (Frontier,
Ohaus, ABD) bir dakika hizli santrifiij islemi yapildi.
e CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD, ABD) cihazindaki bloklara
yerlestirilen reaksiyon kuyucuklari, iiretici firmanin 6nerdigi termal dongii

basamaklarinda ¢alismaya alindi (Tablo 9).

Tablo 9. PCR termal dongii basamaklari

Basamak Déngii Sayisi Sicakhik Siire
Enzim Aktivasyonu 1 dongii 52°C 3 dk
Pre-Inkiibasyon 1 dongii 95°C 10 sn
Denatiirasyon 12 Touchdown Dongiisii: Dongii 95°C 1 sn
Baglanma/Uzama basina baglan;rzlzl;(;akhgmda e 67-56 °C 15sn
Denatiirasyon 95°C 1 sn
Baglanma/Uzama 30 dongii 55°C 15sn
Tespit (Okuma) FAM/ HEX/ ROX/ CY5
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e Reaksiyon 45 dakikada tamamlandi ve emml, emm89, emml12, emm82,
emm28, emm92, emmT7, emm4, emm5S9, emmll, emm3, emm2, emm87,
emm81, emm118, emm6, emm75, emm49/151, emm76, emm83 genleri varligi
PCR ile tarandi.

e FAM, HEX, ROX, Cys5 floresan boyalar1 prob olarak kullanilarak amplikon
analizi yapildi (Tablo 10).

Tablo 10. PCR ile arastirilan gen bolgeleri

PCR Kuyular: Kanal Arastirllan Gen Bolgesi

FAM emm]
HEX emm89
1.Kuyu
ROX emml2
CY5 emm82
FAM emm28
HEX emm92
2.Kuyu
ROX emm’77
CY5 emm4
FAM emm59
HEX emmll
3.Kuyu
ROX emm?3
CY5 emm?2
FAM emm87
HEX emm81
4.Kuyu
ROX emml118
CY5 emmb6
FAM emm’75
5 Kuyu HEX emm49/151
ROX emm7T6
CY5 emm83

3.3.2.3. Sonuglarin degerlendirilmesi: Oncelikle NK egrileri degerlendirildi.

Calismada herhangi bir kontaminasyon olmadigi goriildiikten sonra PK’ler
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degerlendirildi. Daha sonra tiim amplifikasyon egrileri incelendi. Esik degerin
tizerindeki sigmoidal egriler “pozitif” olarak kabul edilirken, sigmoidal olmayan

egriler “negatif” olarak kaydedildi (Sekil 8).

0 5 10 15 20 25 30

Sekil 8. PCR sonuglarinin degerlendirilmesi, a) NK egrileri b) PK egrileri ¢) Pozitif

sonug egrisi

3.4. Dizi Analizi ile emm Geni Tiplerinin Belirlenmesi

Transfer tlipline alinan S. pyogenes izolatlarimin niikleik asit ekstraksiyonu,
Zybio EXM3000 Niikleik Asit izolasyon Sistemi’nde (Zybio, Cin) manyetik boncuk
teknolojisi ile gerceklestirildi. Elde edilen izolatlar c¢alijma zamanina kadar

alikotlanarak -80 °C’de saklanda.

3.4.1. Primer Tasarimi ve PCR Calismasi
CDC tarafindan onerilen primerler (7) emm genini amplifiye etmek icin

kullanildi (Tablo 11).
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Tablo 11. emm geni amplifikasyonunda kullanilan primer ¢ifti

Primer Ismi | Primer Dizisi Tm Hedef Gen
emmF: TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG | 55.37° C M protein
emmR2; GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT 55.01° C P

PCR caligsmasi toplam 20 pl’lik hacimde Tablo 12°de gosterilen termal protokol
kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 12. Dizi analizi PCR ¢aligmasinin termal protokolii

Reaksiyon Kurulumu PCR Program
Reaktif Miktar Dongii  Sicakhk ~ Zaman
Sayisi
PCR Master Mix 12.5 uL

Bio-Rad 1 95°C 30 sn

Primer 2.5 uL CFX96 35 95°C 15 sn

TouchTM 55°C 1 dk

Niikleik asit 5uL 1 4°C 1 dk

Reaksiyon hacmi 20 uL

3.4.2. Yeni Nesil Dizileme ve Biyoinformatik Analiz

PCR calismas1 sonrasinda izolatlarin yeni nesil dizilemesi, Oxford Nanopore
Technologies® MinlON™ (Oxford, ingiltere) sekans sisteminde Rapid Barcoding kit
(SQK-RBK110.96) ile gergeklestirildi. Cutadapt programi kullanilarak 200 bp (base
pair, baz ¢ifti) altindaki ve 2000 bp tistliindeki sekans okumalart filtrelendi. Filtrelenen
veriler Minimap2 (v2.26) yazilimi kullanilarak hizalama islemi gergeklestirildi ve elde
edilen “.bam” dosyasi IGV (Integrative Genomics Viewer) yazilimi1 kullanilarak
kontrol edildi. Ivar yazilimi ile okumalardan konsensus dizilim elde edildi. Dizileme
yapilan izolatlarda konsensus dizilim minimum 20 coverage’tan olusturuldu. Elde
edilen konsensus sekans verilerinden CDC Blast emm veritaban1 kullanilarak S.

pyogenes izolatlarinin emm tipleri belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlara ait Demografik Ozellikler

Subat 2024-May1s 2024 tarihleri arasinda, Ankara Bilkent Sehir Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik drneklerden elde edilen
ve rutin bakteriyolojik yontemlerle S. pyogenes olarak tanimlanan 106 izolat calismaya
alindi. Aragtirmaya dahil edilen hastalarin %59,4’i (n=63) kadin, %40,6’s1 (n=43)
erkek olup, yaslar1 2-81 (yas ortalamasi 14,7) arasinda degisirken, %81,1°1 (n=86)
pediatrik yas grubundaydi.

Caligilan klinik 6rneklerin %51°1 (n=54) acil servisler, %37,7’si (n=40) ¢esitli
poliklinikler ve %11,3’ii (n=12) ise yatan hasta servislerindeki hastalara aitti. Farkl
ornek tiirlerinden S. pyogenes izolatlarinin dahil edildigi ¢aligmada, tiim bakteri
izolatlarinin %64,1’1 (n=68) bogaz kiiltiirlerinden elde edilmis olup, ¢aligmaya alinan

hastalarin temel 6zellikleri Tablo 13’te gosterilmistir.

Tablo 13. Calismaya dahil edilen hastalarin temel 6zellikleri

Degisken Tipi N %
Yas Cocuk (2-18) 86 81,1
Erigkin (19-81) 20 18,9
Cinsiyet Kadin 63 59,4
Erkek 43 40,6
Basvuru yeri Acil servis 54 51
Poliklinik 40 37,7
Servis 12 11,3
izolat tipi Bogaz 68 64,1
Bogaz dist 38 35,9

Bogaz ve bogaz dis1 orneklerin, hastalarin hastaneye basvuru yerlerine gore
dagilimma bakildiginda; 68 bogaz izolatinin %98,6’sinin (n=67) acil servislere ve

polikliniklere ayaktan bagvuran hastalara ait oldugu goriildii (Sekil 9).
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Sekil 9. Bogaz ve bogaz disi1 izolatlarin hastalarin basvuru yerine gore dagilimi

Calismaya dahil edilen S. pyogenes izolatlariin %64,1°1 bogaz kiiltiirlerinden
elde edilirken, yara 6rnekleri %8,5 oraniyla ikinci siklikta yer almistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Calismaya dahil edilen izolatlarin 6rnek tipine gore dagilimi

Bogaz dis1 38 izolatin 6rnek tipine gore dagilimi incelendiginde; S. pyogenes’in
en ¢ok izole edildigi bogaz dis1 klinik 6rneklerin yara (n=9), idrar (n=8), ve apse (n=6)
oldugu tespit edildi (Tablo 14).
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Tablo 14. Bogaz dis1 izolatlarin 6rnek tipine gore dagilimi

Bogaz dis1 izolatlar N %
Yara 9 23,7
Idrar 8 21,1
Apse 6 15,8
SVS 5 13,2
Kan 3 7,9
Plevral s1v1 2 53
Doku 2 53
Eklem s1visi 1 2,6
BAL 1 2,6
Balgam 1 2,6
Toplam 38 100

BAL: Bronkoalveolar lavaj, SVS: Servikovajinal siiriintii

Idrar (n=8) ve balgam (n=1) orneklerinin tamami ile bogaz siiriintiisii
orneklerinin (n=68) %95,6’s1 (n=65) pediatrik yas grubuna ait iken; kan (n=3), doku
(n=2), eklem (n=1) ve BAL (n=1) 6rneklerinin timii erigkin hastalara aitti (Sekil 11).
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Sekil 11. Klinik 6rnek tiplerinin ¢ocuk ve eriskin hastalardaki dagilimi
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Calismaya dahil edilen izolatlarin alindig1 106 hasta, ¢esitli klinik tablolarla

hastaneye bagvurdu (Tablo 13). Bunlar arasinda en sik akut farenjit (%63,2) ile

karsilasilirken; idrar yolu enfeksiyonu (IYE, n=8), yiizeyel deri enfeksiyonu (n=6),

peritonsiller apse (n=5) ve vulvovajinit (n=5) de sik goriilen diger S. pyogenes iliskili

hastaliklardi. Bir hastada STSS, bir hastada ise kizil goriildii. Tablo 15°te belirtilen

tanilar1 olan hastalarin 17’sinde (%16) iGAS enfeksiyonu mevcuttu. iGAS tanisi

konulan hastalarin %53’ (n=9) kadind1 ve %64,8’1 (n=11) eriskin yas grubundaydi.

STSS tanis1 alan bir hasta ve bakteriyemi tanili hastalardan biri, ilerleyen siiregte

hayatin1 kaybetti.

Tablo 15. Calismaya dahil edilen hastalarin tanilar

Tanm
Akut farenjit
IYE

Yiizeyel deri enfeksiyonu

Peritonsiller apse

Vulvovajinit
Bakteriyemi
Septik artrit
Ampiyem
Pnémoni
Impetigo
STSS
Seliilit

Kizil
Preseptal seliilit
Perianal apse

Toplam

N

(o)
~

N NN NN N 0

106

%
63,2
7,6
5,7
4,7
4,7
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
100
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4.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi (ADT) Sonuglari

Disk diflizyon yontemiyle calisilan ve gilincel sinir degerler tablosu (61)
kapsaminda degerlendirilen ADT sonuglarina gore; 106 S. pyogenes izolatinin tamami
penisiline standart dozda duyarli (S) bulunurken, levofloksasin i¢in tiim izolatlar
yiiksek dozda duyarlilik (I) gosterdi. Tetrasiklin ve eritromisin diren¢ (R) oranlarina
bakildiginda; izolatlarin %12,3’linde (n=13) tetrasiklin, %2,8’inde (n=3) eritromisin
direnci saptandi. Tetrasiklin direngli bir doku izolatinda eritromisin ve klindamisin
direnci, eritromisin direngli bir yara izolatinda ise SXT direnci olmak {izere toplam iki
izolatta ¢coklu direng tespit edildi (Tablo 16). Tiim izolatlarin %14,2’si (n=15) en az bir
antibiyotige kars1 direngliydi. Disk diflizyona ek olarak VITEK 2 ticari otomatize
sisteminde de calisilan kan, plevral sivi ve eklem sivist 6rneklerinin ADT sonuglari,

disk diflizyon yontemiyle uyumlu bulundu.

Tablo 16. izolatlarm disk difiizyon yontemiyle elde edilen ADT sonuglari

Antibiyotik N %
Penisilin S 106 100
R 0 0
Levofloksasin S 0 0
| 106 100
R 0 0
Eritromisin S 104 98,1
R 3 2.8
Klindamisin S 105 99,1
R 2 1,9
Tetrasiklin S 93 87,7
R 13 12,3
SXT S 105 99,1
R 1 0,9

Tetrasiklin direncgli 13 izolatin 5’1 (%38,5) bogaz kiiltiirlerinden elde edilmis
olup, yine 5 (%38,5) yara izolatinda tetrasiklin direnci saptandi (Tablo 17). Tiim bogaz
izolatlarinin (n=68) %7,4’iinde (n=5) tetrasiklin direnci saptanirken, yara 6rneklerinde

(n=9) bu oran %55,6’yd1 (n=5). iGAS izolatlarinin (n=17) ise %11,8’inde (n=2)
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tetrasiklin direnci tespit edildi. Eritromisin direngli olarak saptanan ii¢ izolat apse,

doku ve yara orneklerine aitti.

Tablo 17. Tetrasiklin direncli izolatlarin 6rnek tipine gore dagilimi

Tetrasiklin direncli N %
izolatlar (n=13)

Bogaz 5 38,5
Yara 5 38,5
Doku 1 7,7
Idrar 1 7,7
BAL 1 7,7

Eritromisin direncli ii¢ izolattan ikisinde; biri yapisal, digeri ise indiiklenebilir
olmak {izere klindamisin direnci pozitif olarak tespit edildi. Indiiklenebilir klindamisin
direnci Sekil 12’de gosterildigi gibi, klindamisin diskinin etrafindaki inhibisyon

zonunda eritromisin diski yoniinde diizlesme olarak gortildii.

Sekil 12. D-test yontemi uygulanarak saptanan indiiklenebilir klindamisin direnci

4.3. qPCR Sonuclar

Yaygin goriilen 20 emm tipinin analizi, CDC protokoliine gore tasarlanan (8)
qPCR Panel kiti kullanilarak yapildi. Caligmaya alinan 106 izolatta quadripleks gergek
zamanli PCR yoOntemiyle; emm]1, emm89, emm12, emm82, emm28, emm92, emm77,
emm4, emm59, emmll, emm3, emm2, emm87, emm81, emml118, emm6, emm5,
emmA49/151, emm76, emm83 varlig1 arastirildi ve izolatlarin %70,8’1 (n=75) bu

yontemle tiplendirildi. Tablo 18’de gosterildigi gibi bogaz ve bogaz dist 6rneklerin
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qPCR ile emm tip tespit oranlari sirastyla %83,8 (n=57) ve %47,4 (n=18) olmak {izere
farklilik gosterdi.

Tablo 18. qPCR panel kiti ile izolatlarin emm tipi tespit oranlari

izolat tipi N %
Bogaz (n=68) Tiplendirilen 57 83,8
Tiplendirilmeyen 11 16,2
Bogaz dis1 (n=38)  Tiplendirilen 18 47,4
Tiplendirilmeyen 20 52,6
Toplam (n=106) Tiplendirilen 75 70,8
Tiplendirilmeyen 31 29,2

Bogaz dis1 izolatlarin qPCR panel kiti ile emm tipi tespit oranlar
incelendiginde; yara (n=9), doku (n=2) ve BAL (n=1) izolatlarinin higbirinin bu
yontemle tiplendirilmedigi goriildi. Diger taraftan, apse izolatlarinin %83,3 linlin

(n=5) emm tipi gercek zamanli PCR metodu ile belirlenebildi (Tablo 19).

Tablo 19. qPCR panel kiti ile bogaz dis1 izolatlarin emm tip tespit orani

Bogaz dis1 izolatlar (n=38) N %

Eklem sivisi (n=1) 1 100
Balgam (n=1) 1 100
Apse (n=6) 5 83,3
Kan (n=3) 2 66,7
Idrar (n=8) 5 62,5
SVS (n=5) 3 60
Plevral s1v1 (n=2) 1 50
Yara (n=9) 0 0
Doku (n=2) 0 0
BAL (n=1) 0 0
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Bu calismada; qPCR yontemiyle S. pyogenes izolatlarinda 20 emm tipinin
varlig1 arastirildi ve tip tayini yapilan toplam 75 izolatta 11 farkli emm tipi saptanirken,
en sik emm3 (%29,3) tespit edildi. Baskin olarak goriilen diger tipler sirasiyla; emm?2

(%21,3), emm89 (%16) ve emm6’yd1 (%14,7) (Tablo 20).

Tablo 20. gPCR panel kiti ile tiplendirilen izolatlarin emm tip dagilimi

emm tipi N %
emm?3 22 29,3
emm2 16 21,3
emm89 12 16
emmb6 11 14,7
emml 3 4
emm87 3 4
emm4 2 2,7
emm?28 2 2,7
emm77 2 2,7
emm]12 1 1,3
emmll18 1 1,3
Toplam 75 100

Bogaz izolatlarindaki dagilim, tiim izolatlarin emm tipi dagilimiyla benzer
sekildeydi ve en sik saptanan emm3’tii. emm2 (%17,5), emm89 (%17,5) ve emm6
(%15,8) tipleri de bogaz izolatlarinda siklikla tespit edildi (Tablo 21).

Tablo 21. qPCR panel kiti ile tiplendirilen bogaz izolatlarinin emm tip dagilim

emm tipi N %
emm?3 18 31,6
emm?2 10 17,5
emm89 10 17,5
emmb6 9 15,8
emm] 2 3,5
emm87 2 3,5
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(Tablo 21 devami)

emm tipi N %
emm?28 2 3,5
emm4 1 1,8
emm]12 1 1,8
emm77 1 1,8
emmll18 1 1,8
Toplam 57 100

Bogaz disi1 izolatlar incelendiginde ise; en sik emm?2 (%33,3) tipi saptanirken,
emm3 (%22,2), emm6 (%11,1) ve emm89 (%11,1) yiiksek oranlarda saptanan emm
tipleriydi (Tablo 22).

Tablo 22. qPCR panel kiti ile tiplendirilen bogaz dis1 izolatlarin emm tip dagilimi

emm tipi N %
emm?2 6 333
emm3 4 22,2
emmb6 2 11,1
emm89 2 11,1
emm] 1 5,6
emm4 1 5,6
emm77 1 5,6
emm87 1 5,6
Toplam 18 100

Caligmamiza dahil edilen hastalardan kizil tanili hastanin S. pyogenes
izolatinda qPCR yontemi ile emm] tipi saptanirken, bakteriyemi tanisi olan iki
hastadan elde edilen izolatlarda emm1 ve emm? tipleri tespit edildi. Peritonsiller apse
klinigi mevcut olan bes hastanin ikisinde emm?2 ve ikisinde de emm6 tipleri saptanmis

olup, bir izolatta qPCR yontemi ile emm tipi belirlenemedi.
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4.4. Dizi Analizi Sonuclari

Quadripleks ger¢ek zamanli PCR yontemi ile emm tipi belirlenemeyen 31
izolatta ve PCR ile tespit edilen 11 farkli emm tipine ait rastgele secilen birer izolatta
olmak fizere, toplam 42 S. pyogenes izolatinda dizi analizi ¢aligmas1 gerceklestirildi.
Tiplendirmeyi temsilen sekans ¢alismasi yaptigimiz 11 izolatin tamaminda sonuglar
qPCR ile %100 uyumluydu. qPCR ile emm tipi belirlenemeyen 31 izolatin 17’sinde
elde edilen DNA miktar1 yetersiz oldugu i¢in yeterli sekans verisi alinamadi1 ve emm
tipi belirlenemedi. Sekans verileri de dahil edildiginde; toplamda 106 S. pyogenes
izolatinin %16’sinda (n=17) emm tipi saptanamazken, bu oran bogaz izolatlarinda
%7,4 (n=5), bogaz dis1 izolatlarda ise %31,6 (n=12) olarak tespit edildi.

Dizi analizi yontemiyle emm tipi belirlenen 14 izolatin 6’sinda emm4 tipi
saptanirken; emm6, emm12 ve emml118 ikiser izolatta, emm2 ve emm82 ise birer
izolatta tespit edildi. Dizi analizi verileri de dahil edildiginde, tip tayini yaptigimiz
toplam 89 izolatta en sik saptanan emm tipi emm3’tii (Tablo 23). qPCR yontemiyle
emm tipi belirlenemeyen 9 yara izolatinin 5’inde dizi analizi ile emm tip tayini yapildi.
Impetigo tanili iki hasta izolatinda emm4 ve emm82; yiizeyel deri enfeksiyonu tanili
hastalardan birinde emm4, diger ikisinde ise emm118 tipi tespit edildi. STSS tanili

hasta izolatinin emm tipi dizi analizi yontemi ile belirlenemedi.

Tablo 23. Dizi analizi verileri dahil edildiginde izolatlarin emm tip dagilim1

emm tipi N %
emm3 22 24.7
emm?2 17 19,1
emmo6 13 14,6
emm89 12 13,5
emm4 8 9
emml 3 34
emml12 3 34
emm87 3 3.4
emml118 3 34
emm?28 2 2,2
emm’T7 2 2,2
emm82 1 1,1
Toplam 89 100
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen S. pyogenes enfeksiyonlari, kiiresel
diizeyde endise olusturmaktadir (2). Farenjit ve impetigo gibi ylizeyel
enfeksiyonlardan, daha ciddi ve hayati tehdit eden NF, STSS, bakteriyemi gibi invaziv
enfeksiyonlara kadar degisen genis hastalik spektrumunda, ARA ve APSGN gibi
enfeksiyon sonrasi immiin sekeller de yer almaktadir (1). DSO verilerine gére;
yiizeyel olmayan S. pyogenes hastaliklar1 her yi1l yaklasik 1,78 milyon yeni vakaya
neden olurken, 500.000’den fazla Sliime yol agmaktadir (62). S. pyogenes iliskili
morbidite ve mortalitenin azaltilmasi i¢in, bu hastaliklara ait giincel epidemiyolojik
verilerin saglanmasi kritik 6neme sahiptir (63).

Streptococcus  pyogenes enfeksiyonlar1 her yas grubundaki insani
etkileyebilirken, okul ve kres gibi ortamlardaki ¢oklu maruziyetler ve konagin immiin
yamit1 gibi nedenlerle cocuklarda prevalans daha yiiksektir (5). Ingiltere’de yapilan bir
S. pyogenes salgimmi arastirmasinda; calismaya dahil edilen 113 hastanin %86°s1
pediatrik yas grubundayken (64), bizim calismamizda da arastirmaya dahil edilen
hastalarin ¢cogunlugunu (%81,1) 18 yas altindaki pediatrik hastalar olusturmaktadir.

Erkeklerde S. pyogenes enfeksiyonlarinin insidansi, kadinlara kiyasla daha
yiiksek olarak raporlanmaktadir (11). Villalon ve arkadaslarinin (65) iGAS izolatlar
iizerinde yaptiklar1 epidemiyolojik c¢alismada; hastalarin %52,5’inin erkek oldugu
ancak farkli klinik durumlarin her iki cinsiyette de benzer olarak dagildig1 saptanmustir.
Calismamizda; hasta popiilasyonunun %59,4’iinii, iGAS tanili hastalarin ise %53 iinii
kadinlar olusturmustur. Bu durumun literatiirle ¢elisme nedeni, kisa donemde elde
ettigimiz izolatlarin arastirmaya dahil edilmesi olabilir.

Streptococcus pyogenes enfeksiyonlarinin yaygin goriilen belirtisi olan bogaz
agrisi, ayaktan muayenelerde sik goriilen bir sikayettir ve antibiyotik recete
edilmesinin temel nedenlerinden birisidir (35). Arabaci ve arkadaslarinin (66) yaptig
calismada; bogaz Orneklerinin tamamia yakini ayaktan basvuru yapan hastalara
aitken, calismamizda da benzer sekilde bogaz izolatlarinin %98,6’s1 acil servislere ve
polikliniklere yapilan ayaktan bagvurulardan elde edilmistir.

Yapilan epidemiyolojik calismalarda S. pyogenes kaynakli ylizeyel
enfeksiyonlar geri planda kalmis olsa da, DSO yilda 600 milyondan fazla GAS
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farenjiti ve 100 milyondan fazla da impetigo vakasi goriildiigiinii bildirmektedir. Bu
hastaliklar goreceli olarak daha iyi seyir gostermesine ragmen, saglik sistemine ciddi
bir ylik getirmektedir. Antibiyotik kullanimi ve okula/ise gidememe gibi nedenlerle
ekonomik yiik olusturmalarmin yaninda, siddetli S. pyogenes enfeksiyonlari igin
rezervuar gorevi gordiiklerinden, tlizerinde durulmasi gereken klinik durumlardir (5,
62). Yeni Zelanda’da S. pyogenes enfeksiyonlarinin ekonomi ve saglik hizmetleri
izerine etkilerinin incelendigi bir calismada; en yaygin S. pyogenes iliskili hastaneye
basvuru nedenlerinin yiizeyel bogaz ve cilt enfeksiyonlar1 oldugu tespit edilmis, bu
hastaliklarin 6nlenmesinin yerel ve kiiresel diizeyde fayda saglayacagi dngorilmiistiir
(67). Liibnan’da yapilan bir ¢alismada; 103 S. pyogenes izolatinin %91,3’li bogaz
orneklerinden elde edilirken (68), Almanya’da yapilan ve alt1 y1l siiren bir ¢alismada;
pediatrik hastalardan izole edilen tiim S. pyogenes izolatlar arastirmaya dahil edilmis,
toplam 566 izolata ait hastalarin %71,6’sinda farenjit, %6’sinda ise cilt enfeksiyonu
saptanmistir (69). Tirkiye’de yapilan ve farkli klinik 6rnekleri iceren caligmalarda;
Diindar ve arkadaslar1 (70) %81, Arabac1 ve arkadaslar1 (66) ise %72,2 oranlariyla
bogaz drneklerinin en yaygin izolat tipi oldugunu belirtmislerdir. Bu verilerle uyumlu
olarak, calismamizdaki S. pyogenes izolatlarinin %64,1°1 bogaz kiiltiirlerinden elde
edilirken, yara siirlintiisii 6rnekleri %8,5 oraniyla ikinci siklikta yer almistir.

Streptococcus pyogenes, sahip oldugu ¢esitli ve ¢cok sayida viriilans faktorii ile
insanlarda genis bir hastalik yelpazesine yol agan bir patojendir (71). Bizim
calisgmamizda da, mikroorganizmanin klinik spektrumunun c¢esitliligine bir 6rnek
sunacak sekilde, S. pyogenes izolatlarinin elde edildigi 106 hasta farkli klinik tablolarla
hastaneye bagvurmustur. Akut farenjit, yiizeyel deri enfeksiyonu, IYE, vulvovajinit ve
impetigo gibi hafif seyirli enfeksiyonlarla birlikte; peritonsiller apse, bakteriyemi,
septik artrit, ampiyem, pndmoni, seliilit, preseptal seliilit ve perianal apse gibi daha
ciddi kliniklere sahip hasta izolatlarin da dahil edilmesi arastirmamizi
zenginlestirmistir. Ayrica bir hastada STSS ve bir hastada kizil olmak iizere S.
pyogenes iliskili spesifik tanili hasta izolat1 da ¢alismamizda yer almistir.

Bugiine kadar S. pyogenes suslarinda penisiline karst gelisen bir direng
bildirilmediginden, bu enfeksiyonlarin tedavisinde penisilin ilk segenek antibiyotik
olmaya devam etmektedir (72). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak 106 S.

pyogenes izolatimin tamami penisiline duyarli olarak saptanmistir ve bulgularimiz S.
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pyogenes iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde ilk secenek antibiyotik olarak penisilin
kullanimini desteklemektedir.

Farkli {ilkelerde yapilan ¢alismalarda, S. pyogenes izolatlarinda degisen
tetrasiklin direng oranlari tespit edilmistir. Villalon ve arkadaslar1 (73) %12, Naseer ve
arkadaslar1 (74) %15, Meletis ve arkadaslar1 (75) %40,8 oraninda tetrasiklin direnci
bildirirken; Cin’de yapilan bir ¢alismada bu oran %81,5 olarak saptanmistir (76).
Ulkemizde yapilan ve 312 S. pyogenes izolatinin dahil edildigi bir siirveyans
caligmasinda; %10,6 oraninda tetrasiklin direnci tespit edilirken, diger antibiyotiklerin
in vitro etkinligi yiiksek bulunmustur (77). Bizim ¢alismamizda ise; ¢alismaya dahil
ettiimiz izolatlarda %12,3 oraninda tetrasiklin direnci saptanmis ve bu oran
literatiirde bildirilen direng¢ araligi ile uyumlu bulunmustur. Ayrica Yunanistan (75),
Ispanya (65) ve Tiirkiye’de (77) yapilan ¢alismalarla benzer sekilde, izolatlarimizdaki
baskin direng tiirii tetrasiklin direnci olarak tespit edilmistir.

Sanson ve arkadaglarinin (78) 929 izolattan olusan bir S.pyogenes
koleksiyonuyla yaptiklari ¢alismada; tiim izolatlarin %35,6’inde tetrasiklin direnci
tespit edilirken, bogaz izolatlar1 ve iGAS izolatlarinda bu oran sirasiyla %3,9 ve %5,7
olarak saptanmistir. Calismamizda; bogaz izolatlarinin %7,4’iinde, iGAS izolatlarinin
ise %11,8’inde tetrasiklin direnci saptanmustir. iki calisma arasinda tetrasiklin direng
oranlarinda farklilik goriilse de, bogaz izolatlarina kiyasla iGAS izolatlarinda direng
oraninin daha fazla olmasi birbiriyle uyumlu sonuglardir ve o6zellikle iGAS
izolatlarinda antibiyotik direnci takibinin gerekliligini gostermektedir.

Tetrasiklin direncine neden olan tet genleri, yatay gen transferi yoluyla S.
pyogenes’e alinmakta ve ¢cogunlukla genis bir mobil genetik elementte makrolid direng
genleriyle birlikte yer almaktadir. Bu iki antibiyotik grubu arasindaki etkilesim,
yapilacak epidemiyolojik caligmalarla diren¢ verilerinin takibinin 6nemini
arttirmaktadir (6). Danimarka’da yapilan bir calismada; makrolid direngli S.
pyogenes’lerde %52 oraninda tetrasiklin direnci saptanmistir. Antibiyotik kullanimiyla
diren¢ gelisimi arasindaki iligki incelendiginde ise; makrolid ve tetrasiklinin birlikte
kullanimimin makrolid direnci gelisimine neden oldugu saptanirken, tek basina
makrolid kullanimda boyle bir korelasyon goriilmemistir (79). ABD’de iGAS
izolatlar1 iizerinde yapilan bir ¢calismada; tiim izolatlarin %76’s1 hem tetrasikline hem

de eritromisine direncli olarak tespit edilmis, bir izolatta tek basina tetrasiklin direnci
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saptanmistir (80). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada; eritromisin direncli S. pyogenes
izolatlarinin %90,9’u tetrasikline de direngli olarak bulunmustur (70). Calismamizda
ise eritromisin direngli izolatlarin %33,3’linde tetrasiklin direnci saptanmistir. Bu
durum calismamizin kisa donemde elde edilmis izolatlarla yapilmasi ile agiklanmig
olup, S. pyogenes’te farkli direng birlikteliklerinin arastirilmasi i¢in daha uzun vadeli
caligmalarin yapilmas: gerektigi sonucuna varimistir. Diger taraftan, tetrasiklin
direncini baskin direng tiirii olarak saptayan caligmalarin da mevcut olmasi
verilerimizi desteklemektedir.

Makrolidler ve klindamisin, penisilin alerjisi olan hastalarda ve invaziv
enfeksiyonlarda alternatif tedavi segenekleridir (6). CDC 2019 Antibiyotik Direnci
Tehditleri Raporu’nda, her bes iGAS enfeksiyonunun birden fazlasinda etkenin
eritromisin ve klindamisin direngli oldugunu bildirmistir (81). S. pyogenes’te makrolid
direnci tilkeler ve cografi bolgeler arasinda biiyiik farklilik gostermektedir (82). Farkli
iilkelerde yapilan ¢aligmalar incelendiginde; S. pyogenes izolatlarinda %3’ten %88,9’a
varan genis bir yelpazede eritromisin direng oranlari raporlandig1 goriilmiistiir (65, 68,
73, 74, 76, 80, 83-86). Bu calismalardaki izolatlarin elde edildigi hastalarin klinik
durumlarn degiskenlik gdstermekle birlikte, Naseer ve arkadaglarinin (74) tespit ettigi
%?3 direng orani ile Hua ve arkadaslarinin (76) tespit ettigi %88,9 direng orani bildiren
her iki calisma da iGAS izolatlar1 iizerinde yapilmustir. irlanda’da yapilan invaziv ve
non-invaziv izolatlarin karsilastirildigi calismada; bu iki gruptaki eritromisin direng
oranlar1 sirasiyla %5 ve %3,9 olarak saptanmistir (87). Japonya’da ayr1 zaman
araliklarinda yapilan ve STSS vakalarindan elde edilen S. pyogenes izolatlarinin
incelendigi iki calismada; %64,3 (83) ve %39,8 (84) olmak iizere degisen eritromisin
direng oranlar1 tespit edilmistir. Tiirkiye’de yapilan caligmalarda ise; %1,3 - %19,1
araliginda eritromisin direng¢ oranlar1 bildirilmistir (66, 70, 72, 77, 88-90). Kara ve
arkadaslarinin (91) yaptig1 ¢cok merkezli calismada; farenjit etkeni olan S. pyogenes
izolatlarinda %]1,3 eritromisin direnci saptanmis ve bu direncin {ilkemiz i¢in heniiz
ciddi bir sorun olusturmadig: belirtilmistir. Ancak daha yakin tarihli iki ¢alismada; S.
pyogenes izolatlarinda %4,4 (iGAS izolatlarinda) (72) ve %19,1 (non-invaziv
izolatlarda) (90) oranlarinda eritromisin direnci bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda,
toplam 106 S. pyogenes izolatinin %2,8’inde eritromisin direnci saptanmistir ve bu

oran lilkemiz verileri ve yurtdis1 yayinlarla karsilastirildiginda beklenenden diigiiktiir.
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Bu durum, eritromisin diren¢ oranlarimin cografi bolgeler, iilkeler ve hatta ayni
merkezlerde bile heterojenlik gostermesi ile aciklanabilir. Calismamizdaki eritromisin
diren¢ oranlarmin invaziv ve non-invaziv izolatlardaki dagilimma baktigimizda;
sirastyla %11,8 ve %1,1 oranlarimi tespit ettik ve 6zellikle iGAS izolatlarindaki
farklilik dikkat ¢ekiciydi. Bu verilerden yola ¢ikarak, makrolidlerin ADT ¢alisilmadan
S. pyogenes enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde kullanilmamasi ve direng
dinamiklerinin  anlagilabilmesi i¢in slirveyans calismalarinin  siirekliliginin
saglanmasinin 6nemli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Klindamisin, bakterinin temel viriilans faktorlerinin iiretimini ve protein
sentezini inhibe eden antitoksik etkisiyle, Ozellikle iGAS enfeksiyonlarinin
tedavisinde penisilin ile kombinasyon halinde kullanilan bir antibiyotiktir (72,
73). Lewis ve arkadaslarinin (92) yaptig1 caligmada; tek basina klindamisin ile tedavi
edilen ve indiiklenebilir klindamisin direnci nedeniyle klinik basarisizlik gelisen sekiz
STSS vakast sunulmus ve sonug olarak, beta hemolitik streptokoklarda indiiklenebilir
klindamisin direncinin rutin olarak taranmasi 6nerilmistir. CDC’nin ABCs ile takip
ettigi iGAS verilerinde; 2011 yili oncesinde sadece yapisal klindamisin direnci
raporlanirken, 2011 y1l1 ve sonrasinda hem yapisal hem de indiiklenebilir klindamisin
diren¢ oranlar1 bildirilmeye baglanmigtir. Bu verilere gore; 2010 yilinda %3,6 olan
klindamisin direng orani, 2011 yilinda %8,9’a ¢ikmis; sonraki yillarda da eritromisin
direnci ve tetrasiklin direnciyle paralel bir artis sergileyerek 2022 yilinda %34,4 olarak
saptanmistir (93). Hua ve arkadaslarinin (76) yaptigt ve hem eritromisin hem de
tetrasikline yiiksek oranda diren¢ saptanan calismada; klindamisin direnci %81,4
olarak tespit edilmistir. Bahnan ve arkadaslarimin (68) yaptigi ¢alismada ise; S.
pyogenes izolatlarinda klindamisin direng oran1 %3 olarak bulunmus, klindamisin
direnci saptanan {ii¢ izolattan ikisinde yapisal, birinde indiiklenebilir direng
saptanmistir. Tiirkiye’de Sahin ve arkadaglarinin (72) iGAS tanis1 alan hastalar
inceledikleri c¢aligmada; 49 iGAS susunun tamami klindamisine duyarli olarak
bulunmustur. Eritromisin direncinin %4,4 olarak tespit edildigi bu c¢aligmada,
indiiklenebilir klindamisin direnciyle ilgili bilgi sunulmamistir. Calismamizda S.
pyogenes izolatlarinda %1,9 oraninda klindamisin direnci saptanmistir. Klindamisin
direncli iki izolattan birinde yapisal, digerinde ise indiiklenebilir direng fenotipi tespit

edilmis ve sonugta eritromisin direngli izolatlarin %66,7’sine klindamisin direnci eslik
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etmistir. Eritromisin direnciyle paralel olarak klindamisin direng oranlarimizin literatiire
kiyasla diisiik bulunmasi, diren¢ oranlarinin ¢aligmanin yapildig: iilke, merkez ve
calisilan zaman dilimine gore degismesi ile aciklanmistir. Ayrica S. pyogenes
izolatlarinin antibiyotik diren¢ verilerinin diizenli takip edilmesinin, hizli gelisen
degisimlerin saptanmasi ve uygun kontrol politikalarinin zamaninda uygulanabilmesi
icin 6nemli oldugu sonucuna varilmstir.

Diinya Saglik Orgiitii, Aralik 2022°de Avrupa iilkelerinde iGAS hastaliklar1 ve
kizil vakalarinda artis goriildiiglinti bildirmistir. Cogunlukla 10 yas altindaki ¢ocuklari
etkileyen bu durum, bazi iilkelerden iGAS iliskili 6liimlerin arttigina dair raporlar1 da
icermektedir. DSO bu vakalarin genel popiilasyon igin olusturdugu riski diisiik olarak
degerlendirse de, o donemde solunum yolu viriislerinin Avrupa’daki artisin1 goz
ontlinde bulundurarak, ortaya ¢ikacak benzer bir duruma karsi tiim tilkeleri uyarmis; S.
pyogenes enfeksiyonlarinin erken taninmasi, bildirilmesi ve hizla tedavinin baglanmasi
icin gelismis siirveyans programlarmni desteklemistir (3). Ulkemizde de o dénemde
hem iGAS enfeksiyonlariin sayisinda hem de iGAS hastalarindaki pediatrik yas
grubu oraninda artig goriilmiistiir ve bu artig, pandemiye yonelik dnlemlerin kalkmasi,
solunum yolu viriislerinin ve kizil vakalarinin artmasiyla da paralellik gostermistir
(94). Aralik 2023’e gelindiginde ise, Norveg’te 10 yasindan kiigiik ¢ocuklarla birlikte
70 yas ve lizeri yash bireylerin de etkilendigi yeni bir artis donemi goriilmiistiir (95).
Valcarcel ve arkadaglarinin (95) yaptigi ¢alismada; 2022-2024 yillar1 arasindaki iGAS
vakalarmin epidemiyolojik 6zellikleri incelenmis ve bu veriler COVID-19 pandemisi
oncesi donemle karsilastirilmistir. Caligmada; pandemi dncesi donem (Mart 2015-
Subat 2020), COVID-19 pandemi donemi (Mart 2020-Subat 2022), ge¢ pandemi
donemi (Mart 2022-Subat 2023) ve pandemi sonrast donem (Mart 2023-Subat 2024)
olarak dort zaman dilimi tanimlanmigtir. Bu arastirmaya gore; sadece iGAS vakalari
degil, GAS farenjiti vakalariyla iliskili birinci basamak saglik hizmetlerine bagvurular
da pandemi sonlar1 ve pandemi sonrasi donemde artmistir. Pandemi doneminde
uygulanan enfeksiyon kontrol onlemlerinin S. pyogenes maruziyetini azaltarak,
cocuklar ve yashlar gibi immiinolojik agidan duyarli gruplardaki vaka artiglarina yol
actig1 ve predispozan viral enfeksiyon patojenlerinden olan influenza, Respiratuar
Sinsityal Virus (RSV) gibi etkenlerin yeniden dolagima c¢ikisinin S. pyogenes

duyarlilik artigina katki sagladig: diistiniilmiistiir (95). Norveg verilerine paralel olarak,

64



Ingiltere’de de 2023-2024 sezonunda kizil ve iGAS vakalarmin arttig1, ancak 2022-
2023 donemi seviyelerinin ¢ok altinda oldugu saptanmistir. Ayrica vakalarin
cogunlugunu ileri yas gruplarinin olusturdugu bildirilmistir (96). Subat 2024-Mayis
2024 tarihleri arasinda gergeklestirdigimiz calismamizda, yilin ayn1 donemindeki
diinya verileriyle uyumlu olarak iGAS hastalarinin %64,8’inin eriskin yas grubunda
oldugu saptanmustir.

Cesitli klinik tablolara neden olan S. pyogenes’in epidemiyolojik siirveyansi,
hastalik profilinin bolgesel ve zamansal degisimlerinin saptanabilmesi i¢in oldukca
onemlidir (97). S. pyogenes’in temel epidemiyolojik belirteci, emm geni tarafindan
kodlanan M proteinidir ve yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarin neredeyse tamami S.
pyogenes izolatlarin1 emm tipi ile tanimlamaktadir. Mikroorganizmanin emm tipi;
susun genetik yapisi, biyolojisi ve iligkili hastaliklarin patogenezi hakkinda da temel
bilgileri saglamaktadir. Son yillarda S. pyogenes iliskili ciddi seyirli hastaliklarin
yeniden ortaya ¢ikmasi, bu etkene yonelik farkindaligin artmasina neden olmustur.
Lisansh bir aginin olmamasi ve penisilin direnci gelisimine dair endiselerle birlikte S.
pyogenes’in yeniden giindeme gelisi, kiiresel diizeyde yapilacak siirveyans
caligmalarinin 6nemine dikkat ¢ekmektedir (5, 6). Bu c¢alismalar ile epidemiyolojik
durumun takibi, olas1 salginlar1 erken tespit etmek ve emm tiirlerindeki degisiklikler
ile birlikte bakteriyel 6zelliklerin anlasilmasi i¢in gereklidir (95).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin yaymladigi molekiiler temelli emm
tiplendirme protokolii, emm geninin serotipe spesifik bdlgesinin PCR ile
cogaltilmasinin  ardindan dizileme reaksiyonunun gerceklestirilmesi esasina
dayanmaktadir (7). Bu yoOntem epidemiyolojik arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmis olsa da maliyetli olmasi, ¢ogunlukla birkag giinde sonu¢lanmasi ve ¢alisma
icin laboratuvarlarin tiimiinde bulunmayan ekipman ve reaktiflere ihtiya¢c duyulmasi
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu durumlardan yola c¢ikarak, ozellikle salgin
aragtirmalarinda zaman ve maliyet agisindan etkin bir yontem olan, PCR sonrasi
dogrulama adimlarin1 gerektirmeyen, ayni zamanda bir¢ok laboratuvarda mevcut
donanimla ¢aligilabilecek gercek zamanli PCR metodu ile emm tiplendirme protokolii
CDC tarafindan belirlenmistir. Bu yontemde, ABCs programi kapsaminda toplanan
iIGAS izolatlarinin yaklagik %93’tinii iceren, en sik gorillen 20 emm tipi

tanimlanabilmektedir. ABD’de en yaygin goriilen emm tiplerini kullanarak gelistirilen
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bu metot, ek olarak diinya ¢apinda goriilen tiplerin onemli bir kismini da
kapsamaktadir. Her bir tipin bilinen alt tiplerini iceren, 20 emm tipi i¢in bes adet dortlii
reaksiyon (quadripleks) gerceklesmektedir. Birgok laboratuvar S. pyogenes’i rutinde
tanimlayabilirken, emm tiplendirmesi yapamamaktadir. Gergek zamanli PCR
yonteminin kullanilmasi ile pek ¢ok laboratuvarin S. pyogenes’i tiplendirebilir hale
gelecegi Ongoriilmektedir. Yontemin en Onemli smirlamasi tim emm tiplerini
hedeflememesi dolayisiyla tiim tipleri belirleyememesidir (8). Bizim ¢alismamizda;
cesitli klinik izolardan elde edilen toplam 106 S. pyogenes izolatinin emm tipi analizi
bu protokole gore tasarlanmig qPCR panel kiti ile gerceklestirilmistir. Yaygin goriilen
20 emm tipinin (emm1, 89, 12, 82, 28,92,77,4, 59, 11, 3,2, 87, 81, 118, 6, 75, 49/151,
76, 83) varligi arastirllirken, quadripleks ger¢ek zamanli PCR yontemi ile
izolatlarimizin %70,8’i tiplendirilmistir. Ornek bazinda degerlendirildiginde; bogaz
izolatlarinda tiplendirme orant % 83,8 iken, bogaz dis1 izolatlarda bu oranin %47,4’e
diismesi dikkat ¢ekici olmustur. Bu durum; bogaz ve bogaz dis1 6rneklerdeki emm
dagilimmin ve c¢esitliligin farkli olmasi, ayrica S. pyogenes iliskili spesifik klinik
tablolarin daha az rastlanan tiplerle iligkili olma ihtimaliyle agiklanmistir.

Klinigimizde Haziran-Agustos 2023 tarihleri arasinda yapilan emm
tiplendirme calismasinda (98); qPCR yontemi ile 31 S. pyogenes izolatinda 20 emm
tipinin varlig1 arastirilmus, izolatlarm %90,3 ’ii bu yontemle tiplendirilmistir. Ornek
dagilimma bakildiginda; bogaz izolatlarinin %95,4’{inlin emm tipi belirlenebilirken,
bogaz dis1 izolatlarda bu oran %66,7’ye diismiistiir. Bogaz ve bogaz dis1 izolatlar
arasindaki farklilik bizim ¢aligmamizla uyumlu olsa da, bu iki ¢alismada tiplendirme
oranlarinin kisa siirede degismesi, calismalarin yapildigt donemdeki mevsimsel
farkliik  ve bununla iliskili olarak emm dagilimlarinin  degisebilecegini
diistindliirm{istiir.

d'Humicres ve arkadaslar1 (99), invaziv ve non-invaziv S. pyogenes
izolatlarinin emm tiplendirmesinde Fransa’daki 13 major emm tipini (emm 1, 3, 4, 6,
11, 12, 22, 28, 75, 77, 87, 89 ve 102) saptayabilen ii¢lii multipleks PCR yontemi ile
585 bogaz, 125 iGAS ve 32 saglikl tasiyic izolatini ¢alismis ve yontemin izolatlar
tiplendirme oran1 %92,5 olarak raporlanmistir. Kisa siirede sonuglanan bu metot ile
cok sayida S. pyogenes susunun analizi yapilmistir. Bizim ¢alismamiz da 45 dakikada

sonuclanan PCR reaksiyonundan olustugundan ve PCR sonrasi bagka asamalara
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ihtiya¢ duyulmadigindan, ¢ok sayida izolatin kisa zamanda ¢alisilmasina imkan
vermektedir. Ozellikle salgm arastirmalarinda kullanilabilecek bir yéntemle
tiplendirmenin yapilmis olmasi nedeniyle ¢alismamizin ileride yapilacak arastirmalara
katki saglayacagimi diisiinmekteyiz. Izolatlarn %70,8’inin gPCR ile tiplendirildigi
calismamizda, sekans dis1 bir yontem kullanarak %92,5 tiplendirme orani saptayan
diger calismaya gore; kullanilan yontem, cografi dzellikler, ¢alismanin yapildig
zaman dilimi gibi ¢ok c¢esitli faktoriin bu farkli oranlara neden olabilecegi
diistintilmistiir. d'Humiéres ve arkadaslarinin bu metotu, Fransa’da yaygin goriilen
emm tiplerini kapsayacak sekilde gelistirmis olmasi da yiiksek tiplendirme oranlariyla
iligkili olabilir. Bundan yola ¢ikarak; daha fazla yerel epidemiyolojik bilgi saglayacak
calismanin yapilmasi, lilkemiz genelindeki emm dagilimlarinin belirlenmesi ve
boylece tiplendirmede kullanilacak yontemler i¢in referans veri saglanmasi agisindan
onemlidir.

Epidemiyolojik ¢alismalarda S. pyogenes izolatlar1 arasindaki klonal iligki esas
olarak PCR temelli dizileme yontemiyle arastirilmis olsa da, darbeli alan jel
elektroforezi (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), multilokus dizi tiplendirme
(Multilocus sequence typing, MLST) ve ozellikle son yillarda tiim genom dizileme
(Whole genome sequencing, WGS) gibi yontemler de bu amagla kullanilmistir.
Calisilan izolat hakkinda dnemli bilgiler saglayan bu metotlar yliksek maliyetli olmasi,
sonucun birka¢ giinde alinmasi ve rutin laboratuvarlarda bulunmayan ekipmanlara
gerek duyulmasi gibi dezavantajlara sahiptir (8, 100). Bu durum mikrobiyologlar1 emm
tipi belirlemede alternatif yontemler aramaya yonlendirmistir (101). Bu amagla Tadros
ve arkadaslar1 (101), MALDI-TOF MS kullanmigtir. MALDI-TOF MS yontemi ile
gercek zamanli veri elde edilmesi ve maliyetin diisiik olmasinin, 6zellikle S. pyogenes
salginlarinin  hizl1 tespit edilip yonetilmesinde potansiyel fayda saglayacag:
Ongoriilmiistiir. Velusamy ve arkadaslari (8) ise; tek bir reaksiyonda dort emm tliriinii
belirleyebilen, iGAS suslarinda yaygin olarak bulunan 20 emm tipini kapsayan, gercek
zamanli PCR tabanli tiplendirme yontemini gelistirmistir. Bu ¢alismada, qPCR
yonteminin duyarliligi emm tipi bilinen 21 pozitif kontrol izolatina ait DNA’larin 10 kat
seri diliisyonuyla belirlenmistir. Hem monopleks hem de multipleks reaksiyonlarda
tespit duyarliligi yiiksek (<10 genom kopyasi/analiz) bulunmustur. Multipleks PCR
reaksiyonlarinda yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonug saptanmamakla birlikte, gPCR
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ile tiplendirme yapilan izolatlarin tamaminda emm tipinin dogru bir sekilde tanimlandig1
bildirilmistir. CDC tarafindan yayinlanan bu protokole gore tasarlanan kit ile
yaptigimiz ¢alismamizda; qPCR yontemi ile tiplendirilemeyen 14 izolatta dizi analizi
ile emm tipi belirlenmis ve bu tiplerin tamaminin qPCR panel kitinde mevcut olan emm
tiplerinden oldugu tespit edilmistir. Bu 14 izolatin altisinda emm4 saptanirken; emmo®,
emm12 ve emm118 ikiser izolatta; emm?2 ve emm82 ise birer izolatta tespit edilmistir.
Bizim referans aldigimiz ¢alismada (8) qPCR yontem sonuglarinin PCR temelli
dizileme ve/veya WGS ile %100 uyumlu oldugu belirtilmis olsa da, protokolde
tanimlanan primer tasarimlart CDC’nin ABCs yoluyla elde ettigi izolatlara ait emm
tipleri ve bunlarm alt tipleri ile belirlenmis olup, dogrulamada da bilinen izolatlar
kullanilmistir. Rutin laboratuvarimiza gelen 6rneklerden elde edilen S. pyogenes
izolatlariyla yaptigimiz ¢alismamizda, 6zellikle emm4 tipinde qPCR ile tiplendirme
oranimizin diisiik olmasi, izolatlarimizda ABCs icinde yer almayan farkli emm4 alt
tiplerinin mevcut olabilecegini diislindiirmiistiir. Arastirilan 20 emm tipine ait tiim alt
tiplerin hedeflenmemesi yontemin kisithiliklarindan olsa da, primer ve problarin
iilkemizdeki S. pyogenes izolatlarina yonelik tasarlanmasiyla qPCR kitinin tiplendirme
duyarliliginin artabilecegi ongoriilmektedir. Bunu saglamak i¢in laboratuvar temelli
aktif bir slirveyans aginin kurulmasi gerekmektedir.

Smeesters ve arkadaglar1 (102), 1 Ocak 1992-23 Subat 2023 tarihleri arasindaki
emm tiirlerinin dagilimini bildiren ¢aligmalarin sistematik bir incelemesini yaparak,
emm tipleri hakkinda kiiresel diizeyde genis kapsamli veri saglamislardir. Buna gore;
en diisiikk emm ¢esitliligi Avrupa’da ve ardindan Kuzey Amerika’da gozlemlenmigken,
en yiiksek emm cesitliligi Afrika ve ardindan Okyanusya’da tespit edilmistir. emm tipi
cesitliligi ile tlkelerin gelismiglik diizeyi arasinda ters bir korelasyon saptanmuistir.
Ulkemizde Topkaya ve arkadaslarinin (103) yaptig1 calismada; 12 farkli bolgeden elde
edilen iGAS izolatlarinda 17 farkli emm tipi tespit edilmistir. Otlu ve arkadaslar1 (104)
ise; ayni bolgede bulunan iki ilkogretim okulundaki ¢cocuklarin bogaz kiiltiirlerinden
elde edilen S. pyogenes izolatlarinda 20 farkli emm tipi saptamistir. qPCR ile 20 emm
tipi varligini arastirdigimiz calismamizda; 11 farkli emm tipi saptanmis olup, her tipten
bir izolat qPCR ile molekiiler tiplendirmeyi temsilen Nanopore sekans yontemiyle
dizilenmis ve qPCR yonteminin emm tiplerini dogru belirledigi sonucuna ulasilmistir.

Ayrica, sekans yontemi ile emm tipi belirlenen 14 izolatin sonuglari da dahil
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edildiginde saptanan emm tiir ¢esidi sayimiz 12 olmustur. Tiirkiye’de yapilan diger
emm tiplendirme ¢alismalarina bakildiginda, ¢ok merkezli ve uzun siireli ¢alismalarin
mevcut olmamasi, iilkemizdeki emm tiir ¢gesitliligiyle ilgili verilerimizi kisitlamaktadir.
S. pyogenes enfeksiyonlarindan korunmada en etkili ara¢ olarak kabul edilen S.
pyogenes asilarinin igerigine yon vermesi agisindan yerel emm dagilimlarini
belirleyecek, cok merkezli epidemiyolojik ¢caligmalarin yapilmasinin 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz. Arastirmaya dahil ettigimiz izolatlarin bolgesel olmast emm
cesitliligini potansiyel olarak etkilemis olabileceginden, tek merkezde ve kisa siirede
elde edilen izolatlarin degerlendirilmesi c¢alismamizin kisithliklarindandir. Diger
taraftan, qPCR yontemi ile sekans sonuclarmin %100 uyumlu olmasi, emm
tiplendirmesinde kullandigimiz yontemle giivenilir sonuglar elde ettigimizi
gostermistir.

Streptococcus pyogenes izolatlarinda saptanan baskin emm tipleri diinya
genelinde heterojen bir dagilim gostermektedir. Rusya’da (105) emm89 ve emm75;
Gliney Afrika’da (97) emm76 ve emm81; Yunanistan’da (106) emm1, emm12, emm77,
emm4; Pakistan’da (107) emm68 ve emml104, Hindistan’da (108) emmll;
Avusturya’da (109) emm1, emm4, emm12, emm?28; Tayland’da (110) emm44; Kore’de
(111) emm1, emm12, emm4 yapilan ¢esitli ¢aligmalarda saptanan baskin tipler olarak
raporlanmustir. Ulkemiz geneline bakildiginda, farkli sehirlerde yapilan emm
tiplendirme c¢alismalarinda baskin emm tiplerinin farklilik gosterdigi goriilmiistiir.
Ankara’da (112) emm12, emm3 ve emm1; Istanbul’da (113) emm1, emm3 ve emm4;
Kocaeli’de (70) emm4, emm1, emm2 ve emm114; Zonguldak’ta (114) emm12, emm89
ve emm1; Konya’da (115) emm]1, emm89, emm18 ve emm19; Malatya’da (104) emm]1,
emm12 ve emm89; Adana’da (116) emm28, emm1 ve emm12; Canakkale’de (117)
emm89, emm44 ve emmo6 tipleri Tiirkiye’de yapilan farkli caligmalardaki baskin emm
tipleri olarak bildirilmistir. Klinigimizde yapilan Erten ve arkadaglarinin ¢alismasinda
(98); S. pyogenes izolatlarinin %25’inde tespit edilen emm1 baskin tip olurken;
emm89, emm3 ve emm2 de ayni oranlarda siklikla tespit edilmistir. Bizim
calisgmamizda ise en sik saptanan emm tipi emm3 iken; sirasiyla emm2, emm6 ve
emm89 diger baskin tipleri olusturmustur. emm tipi dagilimlarindaki bu degiskenlik;
cografi ozellikler, mevsimler faktorler, ¢alismanin yapildig1 zaman ve secilen hasta

grubu gibi ¢ok farkli parametrelerden etkilenmis olabilir. Ayrica Erten ve
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arkadaglarinin ¢alisma yaptigi donem iGAS salgin vakalarmi kapsarken, bizim
calismamizin sporadik hasta izolatlarini igermesi baskin emm tipi farkliliginin temel
nedeni olabilir. Ozellikle farkli zaman dilimlerinde ayn1 merkezdeki emm dagilimmin
farklilagmasi dikkat ¢ekici bir sonuctur ve bundan yola ¢ikarak; S. pyogenes ile ilgili
epidemiyolojik caligmalarin siirekliliginin, kisa donemde ortaya c¢ikabilecek
degisikliklerin saptanmast agisindan kiymetli olacagi kanaatine varilmistir.

Fay ve arkadaslar1 (118), ABD’deki iGAS slirveyans verilerini inceledikleri
caligmalarinda; eritromisine duyarlilik gostermeyen izolat orani en yiiksek emm
tiplerinin emm?77, emm58, emml11, emm83 ve emm92 oldugunu tespit etmistir. ABD’de
yapilan baska bir calismada; emm92 ve emml]1, eritromisin direngli izolatlarin
%86’s1in1 olusturmus ve bu iki tipteki izolatlarin hepsi hem eritromisine hem de
klindamisine diren¢ gostermistir (80). Villalon ve arkadaslar1 (73) ise eritromisin
direncinin emm 4, emm 11, emm 12 ve emm 77 tiplerinde yogunlagtigini saptamistir.
Yirmi yillik silirecte makrolid direngli S. pyogenes izolatlarinin fenotip ve
genotiplerinin incelendigi genis kapsamli bir ¢alismada; 13 emm tipi (emm]12, 4, 28,
77,75, 11,22,92, 58, 60, 94, 63, 114) makrolid direnci ile iliskili bulunurken, 14 emm
tipi (emm89, 3, 6, 2, 44, 82, 87, 118, 5, 49, 81, 59, 227, 78) makrolid duyarlilig ile
iliskilendirilmistir (119). Ulkemizde Diindar ve arkadaslarinin (70) yaptig1 calismada
ise; eritromisin direngli izolatlarda baskin bir emm tipi saptanamamigtir. Eritromisin
direngli {i¢c izolat tespit ettigimiz calismamizda; izolatlarin birinde emm?2 tipi
saptanirken, diger iki izolat qPCR yoOntemi ile tiplendirilememistir. Dizi analizi
yontemi ile bu iki izolattan birinde emm118 tipi tespit edilmistir. Daha onceki
caligmalarda emm?2 ve emm118 tiplerinin makrolid duyarliliiyla iliskilendirilmis
olmasi, ¢alismamizin bulgulartyla ¢elismektedir. Calismaya dahil ettigimiz eritromisin
direngli izolat sayisinin az olmasi bu uyumsuzlugun nedeni olabilir. emm tipi ile
makrolid direnci iligkisinin aragtirilmasi i¢in daha fazla sayida eritromisin direngli S.
pyogenes izolatinin dahil edildigi calismaya ihtiya¢ vardir.

Yapilan epidemiyolojik caligmalarda, S. pyogenes’in emm tipleri ile yol agtig
hastalik tiirleri arasindaki iliski ¢ok kez gosterilmistir (5). Viriilans faktorleri, cografi
ozellikler ve antibiyotik diren¢ modifikasyonlar1 gibi zamanla olusan degisiklikler
emm tiplerini etkilese de, bazi tipler ile spesifik S. pyogenes hastaliklar1 arasindaki

iligki degerini korumaktadir. Literatiire bakildiginda; emm]1, 3, 5, 6, 12, 14, 17, 19, 24
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tipleri farenjit; emm33, 41, 42, 52, 53, 70 impetigo; emm1, 3, 6, 12, 28, 53, 68, 81, 89
bakteriyemi ; emml, 3, 4, 28 kizil; emm1 ve emm3 ise STSS ile iliskilendirilen emm
tiplerini olusturmaktadir (6, 60). Bizim ¢alismamizda farenjit tanili hastalardan elde
edilen izolatlarda en sik tespit edilen tipler emm3, 6, 2 ve 89 iken; impetigo tanili iki
hastada emm4 ve emm82; bakteriyemi tanili iki hastada emml ve emm?2 tipleri
saptanmistir. STSS tanili hasta bagta olmak tizere toplam 17 hasta izolatinda emm: tip
tayini yapilamamistir. Tiplendiremedigimiz 6rneklerde klinik uyum konusunda yorum
yapamamamiz, c¢alismamizin kisithiliklarindandir. Ayrica farkli hastaliklarda S.
pyogenes’in molekiiler karakterizasyonunu yapabilmek i¢in daha fazla sayida izolatin
dahil edildigi, ¢ok merkezli ¢calismalara ihtiya¢ oldugu sonucuna ulasilmstir.

Streptococcus pyogenes’in neden oldugu klasik bir dokiintiilii hastalik olan
kizil, 20. yiizy1l baslarina kadar yiiksek mortalite oranlar1 ile seyretmistir (120).
Hastaligin goriilme siklig1 son yiizyilda 6nemli oranda azalmis olsa da, 6zellikle son
yillarda kizil goriilme siklignin arttifina dair yaymnlanan raporlar énemli bir endise
kaynag1 olmustur (5). Ingiltere’de yapilan bir molekiiler epidemiyoloji calismasinda;
2016 yilindaki hem kizil hem de iGAS vakalarindaki artig, emm1 tipinin yayilmasiyla
iligkilendirilmistir (121). Ayrica yapilan filogenetik analiz ile suslarda, daha once
ABD’de (122) tespit edilen pandemi MITI klonunun bir alt soyu olarak
M1 yk tanimlanmis ve bu soyun diger emm] suslarindan daha fazla SPE A iirettigi
tespit edilmistir (121). Almanya’da yapilan bir ¢alismada; Ekim 2022 ile Nisan 2023
tarihleri arasinda kan ve doku orneklerinden elde edilen S. pyogenes izolatlarinin
17°sinde saptanan emml baskin emm tipi olarak bildirilmistir. Tek niikleotid
polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism, SNP) analizi ile bu 17 izolatin
14’tinde M1 uk soyu tespit edilmistir (123). Calismamizda; kizil tablosu gelisen
hastanin bogaz izolatinda ve bakteriyemi tanili hastalardan birinin kan izolatinda
qPCR yontemi ile emml tipi saptanmistir. Bu izolatlarin bir¢ok iilkede invaziv
enfeksiyonlar ve kizil hastaligi ile iligskilendirilen M1 uk klonu olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in ileri incelemelerin yapilmasi gerekmektedir.

Akca ve arkadaglarinin (112) 114 S. pyogenes izolatiyla yaptig1 caligmada; 23
(%20,2) izolatin emm tipi, dizi analizi yontemi ile belirlenememistir. Bunlardan
16’sinda yeterli DNA f{iriinii elde edilememis, dordii veri tabanindaki tiplerden

herhangi biri ile uyumlu bulunmamis ve iigli dizilemede karisik popiilasyon
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sergilemistir. Cakmak ve arkadaglarinin (113) 112 izolat ile yaptig1 emm sekans
calismasinda ise; 37 izolatta elde edilen DNA miktar1 dizi analizi igin yetersiz
saptanirken, 14 izolatta dizileme sonucu elde edilen DNA yeterli saflikta bulunmamus,
toplamda 51 (%45,5) izolatta sonug¢ alinamamastir.

Nanopore sekans caligmalar1 i¢in baslangic DNA miktarinin 20 ng/pl’den
fazla olmasi gerekmektedir (124). Calismamizda qPCR ydntemi ile emm tipi tespit
edilemedigi icin Nanopore sekans yapilan 31 izolattan 17°sinde, elde edilen DNA
miktar1 yetersiz oldugundan yeterli sekans okuma verisi alinamamis ve emm tipi
belirlenememistir. Izolatlarrmizin %16’sinda emm tipinin belirlenememis olmasi
calismamizin kisithiliklarindandir. Bu durum spesifik klinik tablolarla iligkili emm
tiplerinin sorgulanmasi, emm tiir ¢esitliliginin saptanmasi ve as1 kapsayiciliginin
aragtirtlmas1 alanlarindaki verilerimizi kisitlamaktadir. Ancak literatiirdeki diger
caligmalarda da emm tipi belirlenemeyen S. pyogenes izolatlarinin mevcut oldugu ve
caligma sonuglarinin tiplendirilebilen izolatlar iizerinden paylasildig1 saptanmustir.

Dizi analizi verileri dahil edilerek izolat tipine gore emm tiplendirme oranlari
degerlendirildiginde; calismamizdaki bogaz izolatlarinin %7,4’iinde yeterli DNA elde
edilemediginden emm tipi saptanamamisken, bogaz dis1 izolatlarda bu oranin
%31,6’ya ylikseldigi tespit edilmistir. Bu farklilik, bogaz ve bogaz dis1 klinik
orneklerin inkiibasyon ortami gibi kiiltiir sartlarinin degismesi ve dolayisiyla elde
edilen DNA miktarinin bu durumdan etkilenmesi sorusunu akla getirmektedir. Bu
konu tartigsmali olmakla birlikte bundan yola ¢ikarak, 6zellikle bogaz dis1 izolatlar i¢in
DNA ekstraksiyon basamaginin goézden gecirilip yeniden diizenlenmesi ya da
alternatif bir DNA ekstraksiyon prosediiriiniin kullanilmasi ile bu izolat tiplerinde emm
tiplendirme yontemlerinin bagarisinin arttirilabilecegi diistiniilmiistiir.

Streptococcus  pyogenes iliskili enfeksiyonlarin ve komplikasyonlarin
onlenmesi i¢in giivenli ve etkili, ayn1 zamanda da diisiik maliyetli asilara kiiresel
diizeyde ihtiyag vardir. Uzun yillardir devam eden as1 calismalarinda temel
yaklasimlardan birisi, bakterinin major viriilans faktorii olan M proteininin
kullanilmasidir. Igerdigi opsonik epitoplar ile fagositozu tetikleyen ancak insan dokusu
ile ¢apraz reaksiyon gostermeyen N-terminal M protein peptitleri ile rekombinant ¢ok
degerlikli M protein asilari olusturulmustur (125, 126). Suslarin M proteinini kodlayan

gen olan emm tiplerinin belirlenmesi, as1 ¢aligmalari i¢in temel bilgiler saglamaktadir
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(127). S. pyogenes’in 26 farkl serotipinin dahil edildigi 26 valanl ag1; emm 1, 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, 114
tiplerini igermektedir (128). Ulkemizde yapilan cesitli emm tiplendirme ¢alismasinda
26 valanli aginin kapsayiciligi arastirilmis; Mengeloglu ve arkadaglart (114) %77,7,
Arslan ve arkadaglar1 (88) %74, Topkaya ve arkadaglar1 (103) %70,5, Kizilyildirim ve
arkadaglar1 (116) %84,8 oraninda emm tipi belirledikleri izolatlarda as1 kapsayicilig
bildirmislerdir. Caligmamizda saptadigimiz 12 farkli emm tipinin 8’1 (%66,7), 26
valanl iceriginde mevcut olup, dizi analizi verilerini de dahil ederek tiplendirme
yaptigimiz 89 izolatta as1 kapsayiciligt %83,1 olarak hesaplanmistir. Bu oran Tiirkiye
verileriyle uyumludur. En son gelistirilen ¢ok degerlikli N-terminal peptit bazli M
protein asis1 30 degerlikli olan StreptAnova’dir ve emm 1,2, 3,4, 5,6, 11, 12, 14, 18,
19, 22, 24, 28, 29, 44, 49, 58, 73,75,77, 78, 81, 82, 83, 87, 89, 92, 114 ve 118 tiplerini
icermektedir (129). Yunanistan’da yapilan ve 7 yillik donemde 1349 S. pyogenes
izolatinin dahil edildigi ¢aligmada; 35 farkli emm tiirli saptanan izolatlarin 30 valanh
asida bulunan emm tiplerini kapsama orant %97,2 olarak bildirilmistir (106).
Tiirkiye’de Altun ve arkadaglarinin (117) ¢aligmasinda; tonsillofarenjit hastalarindan
elde edilen S. pyogenes izolatlarinin 30 valanl as1 i¢in kapsama orani %84,6 olarak
saptanmigtir. Calismamizda tespit ettigimiz 12 farkli emm tipinin tamami 30 valanh
asida mevcut olup emm tipini belirleyebildigimiz 89 S. pyogenes izolat1 i¢in bu aginin
kapsayiciligt %100°diir. Ancak emm tipi saptanamayan 17 izolatin mevcut olmasi,
calismamizin as1 kapsayiciligimi  belirlemedeki kisithiliklarindandir.  Ayrica tek
merkezli ve kisa siirede topladigimiz sporadik izolatlarin ¢alismaya dahil edilmis
olmasi da emm tiir cesitliligini etkilemis olabilir. Cesitli merkezlerin dahil edildigi
uzun siireli ¢alismalarin yapilmasi, S. pyogenes asi igerigine yon vermesi ve yerel

ihtiyaglarin belirlenmesi agisindan énemlidir.
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6. SONUCLAR

Caligmamizda, 106 S. pyogenes izolatinda quadripleks gercek zamanli PCR
yontemi ile emm tiplendirme yapilmistir. Caligmaya dahil edilen hastalarin %81,1°1
pediatrik yas grubundayken, iGAS enfeksiyonlariin %64,8’1 erigkin hastalarda
saptanmigtir. Tiim izolatlar penisiline duyarli iken tetrasikline %12,3, eritromisine
%2,8 ve klindamisine %1,9 oraninda direng tespit edilmistir. CDC protokoliine gore
tasarlanan qPCR kiti ile yaygin goriilen 20 emm tipinin varhig1 arastirilmig ve S.
pyogenes izolatlarinin %70,8’inde bu yontemle 11 farkli emm tipi belirlenmistir.
Tiplendirmeyi temsilen her emm tipinden birer izolatta Nanopore sekans yontemi ile
dizi analizi yapilmis ve sonuglar birbiriyle uyumlu bulunmustur.

Quadripleks ger¢ek zamanli PCR yontemi ile emm tipi belirlenemeyen 31
izolatta gerceklestirilen dizi analizinde; alt1 izolatta emm4 tipi saptanirken, qPCR panel
kitinde mevcut olan emm tipleri disinda farkli bir emm tipi tespit edilmemis ve
izolatlarimizdaki emm tiir ¢esidi sayisi toplamda 12 olmustur. Calismaya dahil edilen
izolatlarin %16’sinda yeterli miktarda DNA elde edilemedigi icin emm tipi
belirlenememistir. S. pyogenes izolatlarinda saptanan baskin emm tipi emm3 iken;
emm?2, emm6 ve emm89 da diger sik tespit edilen emm tiirlerini olugturmustur.

Streptococcus pyogenes enfeksiyonlarindan korunmada en etkili ara¢ olarak
kabul edilen S. pyogenes asilarinin icerigine yon vermesi agisindan mevsimsel asi
kapsayiciligimin bilinmesi 6nemlidir. Calismamizda tespit ettigimiz 12 farkli emm
tipinin tamami1 30 valanli asida mevcut olup emm tipini belirledigimiz 89 S. pyogenes
izolat1 i¢in bu aginin kapsayiciligt %100 olarak saptanmustir.

Bolgesel ve tek bir donemdeki sporadik vakalardan elde S. pyogenes
izolatlarin1 igeren bir ¢alisma olmasi ve izolatlarimizin %16’sinda emm tipinin
belirlenememis olmasi ¢calismamizin kisithiliklarindandir. Bu durum; spesifik klinik
tablolarla iligkili emm tiplerinin sorgulanmasi, emm tiir ¢esitliliginin saptanmasi ve as1
kapsayiciliginin arastirilmasi alanlaridaki verilerimizi sinirlamaktadir. Ulkemizdeki
emm ¢esitliliginin belirlenebilmesi i¢in farkli merkezlerden ve farkli donemlerde elde
edilen S. pyogenes izolatlariyla yapilacak daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu
aragtirmalarin emm tiplendirmesinde kullanilacak yontemler icin referans veri

saglayacagi ongorilmistiir.
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Calismamizin verilerine dayanarak; hizli, maliyet etkin ve pek ¢ok laboratuvar
alt yapisina uygun bir yontem olan qPCR ile emm tiplendirmesinin giivenilir bir
sekilde gerceklestirilecegi ve bu yontemin olas1 S. pyogenes salginlarinin yonetimine
katki saglayacagi belirlenmistir. Primer ve prob tasarimlarinin tilkemizde dolagimda
olan S. pyogenes izolatlarma yonelik yapilmasiyla qPCR Kkitinin tiplendirme
duyarliliginin  artacagi  Ongoriilmiistiir.  Yerel epidemiyolojik  verilerimizin
stirekliliginin saglanmas1 i¢in laboratuvar temelli aktif bir siirveyans sisteminin

gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulagilmistir.
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