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OZET

invaziv A grubu streptokok enfeksiyonlarindan sorumlu suslarda emm ve
stiperantijen genotiplerinin dagilimi, klinik korelasyonu ve filogenetik iliskilerinin
tespiti

Grup A Streptokoklar (GAS), 5-15 yas grubunda gorulen tonsillofarenjitin
major bakteriyel sorumlusudur. GAS’lar solunum yollarn disinda deri ve yumusak
dokuda primer supuratif enfeksiyonlar, romatizmal ates, glomertlonefrit gibi ge¢
komplikasyonlarin yam sira nadiren de nekrotizan fasiit, bakteriyemi, toksik
streptokok sok sendromu (STSS), puerperal sepsis, pnémoni ve menenjit gibi
yuksek mortalite ile seyreden hastahiklara yol acarlar.

GAS virulansinda ¢ok sayidaki adeziv ve invaziv proteinin yam sira M
proteini, adezyon ve invazyonu ile birlikte konak immun cevabindan kacis ve
immunopatogenezin olusumundan sorumludur. Bu glne kadar 250’den fazla M
genotipi tespit edilmistir. M protein genotiplerinin enfeksiyonun prognozu ile
iliskisi gosterilmis ve M genotipinin prognoz icin prediktif 6neme sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica M proteinlerinin serotiplendirilmesi veya emm genotip
tayini, GAS enfeksiyonlarimin sirveyansinda altin standart olarak kabul
edilmektedir. Diger taraftan GAS tarafindan salgilanan stperantijenler (Sags)
malign seyreden stereptokok enfeksiyonlarinin patogenezinde rolU kesin olarak
ispatlanmistar.

Bu cahsmada, tonsillofaranjit dis1 klinik yakinmasi olan hastalardan tam
amaci ile alinan klinik 6rneklerden izole edilen GAS suslarinda emm genotipleri ve
SAgs genlerinin suslar arasinda dagihim, klinik tablo ile bu genotipler arasindaki
iliski ve bu iliskinin filogenetik 6zellikleri sorgulanmistir. Test suslart Cukurova
Universitesi Balcalh Hastanesi Merkez Laboratuvar: ve bélge hastanelerinden
temin edilmistir. Grup A streptokoklarin M proteinlerinin tiplendirilmesi emm
geninin sekans analiz ile yapilmistir. GAS izolatlarin Sags ve diger virtlans gen
profilleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile belirlenmistir. Suslar
arasindaki klonal iliski Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemi ile
tamimlanmastir.

emm-PCR sonucunda 86 izolatta emm geni pozitif bulunmustur. CDC
databazi kullamlarak yapilan emm tiplendirmesinde 22 (%25.58) ayri emm tipi
tespit edilmis ve emm tiplerinin prevalansim irdeledigimizde en yaygin gorilen
tiplerin siras1 ile emm28 (%22.09), emml (%18.60), emm12 (%613.95), emm3
(%11.62) ve emm89 (%3.48) oldugu gorulmustur. SAgs tipleri, Dnaz, proteaz gibi
virtlans genlerinin tespiti ve prevalansi irdelendiginde; en prevalan tiplerin SpeG
(%58.13), SpeC (%56.97), sdaB (%053.48), mac (%53.48) geninin oldugu tespit
edilmistir. PFGE analiz degerlendirmesinde izolatlar arasinda anlamh bir klonal
iliski  bulunmadigr goralmastir. Sonug¢ olarak dlkemizde GAS virulans
faktorlerinin tespiti ve prevalansi igin bolgesel cahismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozcikler: : emm, GAS, klonal iliski, PFGE, STSS.



ABSTRACT

Distribution of emm and superantigen genotypes in responsible strains for
invasive group A streptococcus infections, clinical correlation and determination of
phylogenetic relationships

Group A Streptococcus (GAS), are the major bacterial agents of
tonsillopharyngitis observed between the 5-15 age group. GAS causes late
complications such as respiratory system infections, primary suppurative
infections of skin and soft tissue, rheumatic fever, glomerulonephritis , and also
associated with the diseases in a few cases of necrotizing fasiit, bacteremia, toxic
streptococcus shock syndrome (STSS), puerperal sepsis, pneumonia and
menengitis with high mortality.

M protein is responsible for adhesion and invasion to escape from host
immune response and the formation of the immunopathogenesis as well as the
numerous adhesive and invasive proteins in virulence of GAS. Until today over
than 250 M genotypes were determined. The relationship between M protein
genotypes and prognosis of infection was shown and the predictive importances of
M genotype for prognosis were reported. It is considered that serotyping of M
protein or determination of emm genotype is gold standard for surveillance of
GAS infections. On the other hand, the role of superantigens (Sags) secreted by
GAS in the pathogenesis of malignant characterized streptococcus infections has
been proven.

In this study, distribution of emm genotypes, Sags genes, the relation
between clinical table and these genotypes and the phylogenetic properties of this
relation among the GAS strains isolated from the clinical samples taken from the
patients with clinical symptoms excluding tonsillopharyngitis were investigated.
Test strains were obtained from Central Laboratory of Cukurova University
Balcahh Hospital and regional hospitals. M protein of Group A streptococcus was
typed by sequence analysis of emm genes. Sags and other virulence gene profiles of
GAS isolates were determined by polymerase chain reaction (PCR) method. Clonal
relationships between strains were described by the Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) method.

As a result of emm-PCR was found positive emm genes in 86 isolates. emm
typing using the CDC database have been identified 22 (%25.58) different emm
types. When examined the prevalence of emm type, it was found that the most
common type is emm28 (%22.09), emml (%18.60), emm12 (%13.95), emm3
(%11.62) and emm89 (%3.48), respectively. When the detection and prevalence of
virulence genes such as SAgs types, Dnase, protease were examined, the most
prevalent types were SpeG (%58.13), SpeC (%056.97), sdaB (%053.48), mac
(%53.48) genes. PFGE analysis showed no significant clonal relationship between
isolates. In conclusion, regional studies are needed for the detection and prevalence
of GAS virulence factors in our country.

Keywords: clonal relationships, emm, GAS, PFGE, STSS.
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1. GIRIS

Lancefield serogruplamasinda A grubunda yer alan Streptococcus pyogenes
veya bir diger tanimlama ile Grup A streptokoklar (GAS), Ust ve alt solunum yolu
enfeksiyonlart (ASYE-USYE), kizil, deri-yumusak doku enfeksiyonlari, nekrotizan
fasiit ve streptokokal toksik sok sendromu (STSS) gibi akut supuratif enfeksiyonlar ile
akut romatizmal ates (ARA) ve akut glomerulonefrit (AG) gibi non supiratif
komplikasyonlara yol acarlar. GAS’larin lokal doku enfeksiyonlarinin yani sira invaziv-
sistemik enfeksiyonlarda yol acabilmesi, invazyon ve immun cevaptan kacgisda rol
oyayan M proteini, pirojenik eksotoksinler, kapsul, streptolizin O ve S, F proteini,
streptokinaz, Dnaze gibi cok sayidaki virtilans faktorlerine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir™.

Hucre duvarinda yer alan ve emm’de kodlanan M proteini, antifagositer ve
antikomplementer 6zelligi olan antijenik yapida 6nemli bir viriilans faktoriidir’. M
proteinine immunolojik olarak 6zgullik kazandiran emm’inin 5 parcas: sekanslanarak
butlin M serotipleri belirlenmis ve immunsistemden kacis yani re-infeksiyon ve re-
aktivasyonlardan sorumlu bu proteinin 250°’den fazla sero/genotipe sahip oldugu
gosterilmistir®.  Sekanslama bazli epidemiyolojik calismalar ile de farkli emm
tiplerinin, farkh klinik tablolarla iliskili olabildigi géstermistir*®. Diinya genelinde emm
genotiplendirme ¢alismalarina ait elde edilen veriler Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) ve/veya GeneBank veri tabanlarinda toplanmakta, yeni tespit edilen
subtiplerin dogrulanmasi ¢aligsmalart CDC tarafindan yiritilmektedir®. M serotiplerinin
tespitinde, emm’indeki M protein serospesifitesini belirleyen yiiksek degisken dizinin
dogrudan sekanslanmas, altin standart olarak kabul edilmektedir”®®.

GAS enfeksiyonlarinda prognozu etkileyen bir diger putativ virtilans faktérl de
superantijenlerdir (SAgs). Pirojenik ve eritromatdoz deri enfeksiyonlari, STSS,
bakteriyemi, sepsis, peritonit gibi morbidite ve mortalitesi ylksek invazif tutulumlarin
patogenezinde 6nemli bir rol oynadiklar: bildirilmistir. Bugine kadar; speA, speB,
speC, speF, speG, speH, spel, speJ, speK, speL, speM, ssa, smeZ ve smeZ2 olarak
adlandirilmis slperantijen genotipleri tespit edilmis, klinik calismalarlada bazi SAgs
gen profilleri ile baz1 invaziv enfeksiyonlar arasinda epidemiyolojik bir iliski oldugu
tespit edilmistir **.



Butlin diinyada emm, SAgs, proteaz inhibitdrleri ve DNAse’lar gibi diger
putativ virtlans faktor genlerindeki polimorfizmi hedef alan, calismalar giderek
artmaktadir. Ancak Ulkemizde, sinirli gen polimorfizminin arastirildigi, az sayida
calisma mevcuttur. Yapilacak molekiler bazli epidemiyolojik calismalar ile invaziv
enfeksiyonlardan izole edilen GAS’larda emm genotipleri, SAgs genotipleri, proteaz
inhibitorleri ve DNAse gibi virulans genlerinin tespiti; sik karsilagilan komplike GAS
enfeksiyonlarinin  patofizyolojisinin  aydinlatilmasi ve bu suslarin  toplumdaki
hareketlerinin izlenerek eradikasyonlarina yonelik saglik politikalarinin olusturulmasina
katki saglayacaktir.

Bu calisma ile bélgemizdeki USYE ve solunum yollu dis1 enfeksiyonlardan
izole edilen GAS suslarinin emm genotipleri ile diger virulans faktorlerindeki gen
polimorfizmin irdelenmesi amaclanmistir. Calisma ile elde edilecek veriler bir taraftan
lokal epidemiyolojik bilgi birikimini olusturacak ve ulusal gen cesitliligi tespitine katki
saglayacak diger taraftanda GAS enfeksiyonlarinda bazi tutulumlar ile genotipler

arasindaki iliskinin korelasyonuna 1sik tutacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Grup A Streptokoklar (GAS)

GAS’larn tek Uyesi olan S. pyogenes, insana spesifik en 6nemli patojenlerden
birisidir. S. pyogenes diger mikroorganizmalara kiyasla, lokal veya sistemik, stpurativ
veya non-supurativ karakterli, daha genis spektrumda goriilen klinik yakinmalardan
sorumlu bir patojendir.

S. pyogenes’in 6nemini ilk kez Rosenbach (1884) ortaya koymustur.
R.Lancefield (1933) farkli bolge ve enfeksiyonlardan izole edilen streptokoklar: hiicre
duvarinda yer alan karbonhidrat ve protein antijenlerindeki farkliliklar1 arastiran ve
sonuclart ginimizde de 6nemini yitirmeden kullanilan, serolojik ¢alismalar yapmis, bu
mikroorganizmalar1 serotip ve serogruplara ayirmustir. Hiicre duvarinda yer alan
karbonhidrat yapidaki antijenin serolojik 6zelligine gore Grup A Streptokok olarak
tanimlanan ve grupta yer alan S. pyogenes 6nemli bir insan patojenidir. R.Lancefield
siniflandirmasinda, bu grubu farkli kilan hiicre duvarlarinda grup A ramnoz polimer
omurgasina bagli N-asetilglukozaminden olusan karbonhidratin yapisi farkidr'®.

GAS’lar 0.5-1 um boyutunda kiiresel sekle sahip olup ve ¢ift veya dlz zincirler
halinde duzenlenmistir. Fakiltatif anaerob olan bu mikroorganizmalarin, katalaz ve
oksidazi negatiftir'’. Optimum treme 1s1s1 35-37°C, uygun {reme pH’s1 ise 7,4 ile 7,6
arasichr. Adi, nutrisyonel besiyerlerinde tiremezler veya gec trerler. Ureme besiyerine
kan veya serum gibi Gretme faktorlerinin ilavesi ile saglanir. Ozellikle %5’lik kanl agar
plaklarinda olusturduklar: koloniler, eritrositlerin tamamen ayrilmasina aracilik eden
streptolizin-S ve O’nun (retilmesinden kaynaklanan genis beta-hemoliz zonlar
olusturmalari ile karakterizedir***.

GAS’larin hicre duvart kompleks bir yapiya sahip olup Uc¢ bilesenden
olusmaktadir. Hiicre duvarinin en i¢ kisimda Ozellikle duvarin sertliginden sorumlu
peptidoglikan (mukopeptid) tabaka bulunmaktadir. Hicre duvarinin polisakkarit veya
gruba 06zgul karbonhidratlarinin bulundugu komponent, insan kalp kapaklarindaki
glikoprotein ile benzer bir antijenik yap: gosterir. En dis kisminda ise M, T ve R
proteinleri bulunur. Lipoteikoik asit ve M proteini hiicre duvarina bagl bulunmakta ve
disa dogru pili seklinde uzanmaktadir. Suslarin bazilarinda hyalironik asit yapisinda

kapstil bulunmaktadir™*°.



GAS’larda, enfekte dokuda adezyon, kolonizasyon ve invazyona yardimci olan,
konagin dogal bagisiklik cevabi ve fagositozundan da kagmasina imkan saglayan guclii
virlilans faktorleri bulunur®’*.

Genel olarak, S. pyogenes’in ylzeyinde bulunan antijenik komponentler,
kapsuler polisakkarit, hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan, lipoteikoik asit ve M
proteini, fimbria proteinleri, fibronektin baglayici proteinler, streptokokal pirojenik

ekzotoksinler ve streptokinaz bu viriilans faktérleri arasinda yer almaktadir®.

Group A streptococcal virulence factors
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Sekil 1. GAS viriilans faktorleri®

GAS’lar sahip olduklari bu virtilans faktorleri ile ylksek morbidite ve
mortaliteye sahip, ciddi ekonomik kayiplara yol acan klinik tablolara sebep olurlar®.
Hijyen prosedurleri ve saghk koruma yontemlerinde kaydedilen ilerlemelere ragmen
GAS’lar, farenjit, impetigo, kizil-ates, seltlit, erizipel, nekrotizan fasiit, miyozit ve
STSS gibi invaziv enfeksiyonlarindan dolay: diinyada her yil yarim milyondan fazla
Kisinin  6limiinden sorumlu olan potent bir bakteri olarak kalmaya devam
etmektedir?®#?,

Diinya Saghk Orgiiti tahminlerine gore gelismekte olan tlkelerde yilda 111
milyon ¢ocukta impetigo, 15.6 milyon kiside romatizmal kalp hastaligi, 470.000 kiside

de Akut romatizmal ates gorulmektedir. CDC istatistiklerine gore, ABD’de her yil



sepsis, pndmoni ve nekrotizan fasiit, selilit gibi yaklastk 11.000 ila 13.000
sistemik/invaziv GAS enfeksiyonu goruldigi ve her yil yaklagik 1.100 ila 1.600
hastanin bu invaziv GAS enfeksiyonlar: sebebi ile kaybedildigi bildirilmektedir. Bu
raporlarda; yine her yil birkag milyon farenjit ve impetigo gibi non-invaziv GAS
enfeksiyonu gorildigu ancak streptokoksik glomerulonefrit ve ARA gibi non-slpurativ
komplikasyonlarin nadir oldugu sdylenmektedir?.

S. pyogenes, bakteriyel farenjitin, % 95-98 gibi yiksek bir oran ile, bilinen en
onemli sebebidir. Farenjit siklikla kis ve ilkbahar sirasinda goralir ve enfekte bir kisiyle
respiratuvar damlaciklar yoluyla, kontamine nesneler veya gida yoluyla dogrudan ya da
dolayli temas yoluyla bulasabilir. Respiratuvar damlaciklarinin temel bulas yolu
olmasinin nedeni, bu mikroorganizmanin primer yerlesim yerinin bogaz bolgesi
olmasidir. GAS farenjitinin insidans: 5-15 yaslarindaki cocuklarda en ust seviyededir.
Cocuklarda farenjit olgularinin %20 ila 40’i, eriskinlerde ise % 5 ila 15’inde teshis
kOﬂUf23'24'25'26'27.

ARA ve romatizmal kalp hastaliginin (RKH) dunya genelinde 20 milyondan
fazla kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir. Gelismekte olan Ulkelerde hayatin ilk 50
yilinda kardiyovaskuler 6limlere sebep olurlar ve 5-15 yas araligindaki c¢ocuklarda
yaygin olarak gorultrler. RKH’nin habercisi olan ARA, duyarli bir konakta GAS
enfeksiyonu esnasinda kalp kapaklari, eklem vyiizeyleri, beyin ve derin cilt
dokularindaki kros reaktif antijenlere karsi ortaya ¢ikan otoimmun cevabin sonucudur
22,29.

Impetigo, cildin dis tabakalarinda kolonize olan GAS’larin epidermise
invazyonu sonucu gorulen bir yiizeyel enfeksiyondur. Genellikle kigik gocuklar
etkiler. Her yil 162 milyondan fazla ¢ocugun impetigodan etkilenebilecegini tahmin
edilmektedir. Enfeksiyon bulasici olup disik gelirli ve gelismekte olan tlkelerde
insidans daha yuiksektir®®=3".

Nekrotizan fasiit(NF); deri, subkutan doku ve fasyalarin, hizla yayilan genis
doku nekrozu ile karakterize, hayat1 tehdit eden, ciddi bir enfeksiyondur. Giniimuzde,
NF vakalarinda mortalite oraninin yaklasik olarak % 70-80 oldugu tahmin edilmektedir.

STSS; sok ve organ yetmezligi ile ani ortaya ¢ikan, olimcul, streptokoksik
toksin sok sendromu toksininin yol actig bir sendromdur®. Hastalik bulgular: halsizlik,
titreme ve enfeksiyon bolgesinde lokalize asiri agri ile kendini gosterir. Siklikla

nekrotizan fasiit, miyonekroz ile komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan



sonra gorullr. Bulanti, kusma, ishal, hipotansiyon, multiple organ yetmezligi tablosu
cabuk gelisir. Mortalite oran1 yiiksek olabilir*®**"*®. Tiim yas grubundaki hastalarda
gelisebilir. Hastalarin ¢ogunda immin sistem yetmezligi bulunmaz fakat ileri yas,
alkolizm ve diyabet, malign hastaliklar gibi altta yatan predispozan faktorlerle iliskisi
gosterilmistir. Molekdler epidemiyolojik calismalar ile M1 ve M3 tiplerinin STSS ile
iligkili oldugu tespit edilmistir. Streptokokal pirojenik ekzotoksinlerin ve proinflamatuar
sitokinlerin asir1 saliniminin, kompleman, koagiilasyon ve fibrinolitik aktivasyonun,

STSS patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir®.

Tablo 1. Grup A Streptokok enfeksiyonlarinin klinik semptomlar: ve epidemiyolojisi®®.

Farenjit Bogaz agrisi, halsizlik, ates 600 milyon
Scarlet fever Eritem, cilek dili, eksudatif
farenjit
Impetigo Bal rengi deri pistulleri 111milyon
Akut romatizmal ates Poliartrit, kardit, hizli ve sarsintili > 471,000

hareketler, dokiintt, subkitan

noduller
Romatizmal kalp hastaligi Mitral ve / veya aort yetersizligi 15.6 -19.6 milyon
Akut poststreptokokkiler Odem, hipertansiyon, Anormal > 471,000
glomerilonefrit idrar sedimenti, kompleman
eksikligi
Bakteriyemi Yiksek ates, mide bulantist, 660.000 vaka , 160.000
kusma olim
Seldilit Eritemli ve sismis cilt bolgesi
Nekrotizan fasiit Ates, cilt lezyonlari, Kusma,

diyare, toksemi, doku hasari
STSS Yuksek ates, hizli basglangigh

hipotansiyon

Gecmiste S. pyogenes’in sebep oldugu salginlarin, Ozellikle az gelismis veya
gelismekte olan Ulkelerde sik bildirilmis olmasina karsilik son yillarda bu tlkelerde
sosyoekonomik sartlarda ve Kisisel hijyen alaninda saglanan gelismeler ile etkili



antibiyotik kullaniminin saglanmas: sonucu, bu patojenin sebep oldugu enfeksiyon
sikhigini azaltmistir.

Akut  streptokok enfeksiyonlarinin  tedavisi ve  komplikasyonlarinin
Onlenmesinde B-laktam grubu antibiyotikler kullanihr®®. Ozellikle penisilin’e kars:
diren¢ bildirilmemistir.  Alternatif antibiyotiklerden makrolidlere kars1 direng
oranlarinin diinyanin birgok yerinde artig: bildirilmistir* 8. Antibiyotik kullaniminin
azaltilmasi, enfeksiyon ve sekellerin 6nlenebilmesi igin S. pyogenes’in virtilans
faktorlerinin tanimlanmas: ve asi gibi yeni terapoOtik yaklasimlarin yaratilmasi

gerekmektedir®.

2.2. Grup A Streptokoklarnn Virulans Faktorleri

GAS virulans faktorleri, konakta kolonizasyon, ¢ogalma ve invazyona imkan
veren konak immun sisteminden kacis ve doku patolojisi yaratan bazilari hicre
duvarinda kolonize iken bir kism Uretilerek ekstraselliiler ortama sekrete edilen protein,
glikoprotein veya glikolipit yapisindaki elemanlardir. S. pyogenes’in enfeksiyon
esnasinda konakta bircok dokuya invaze olabilmesini saglayan bu faktorler gigcli
antijenik 0zellige de sahiptir. Ancak M proteinleri gibi faz varyasyonlar: da gosterebilen
immun dominant antijenler, hem immun sistemi immunopatogenezi saglayacak sekilde
guclu olarak uyarirlar hem de mikroorganizmanin immun sistemin mediatorlerine karsi
korurlar. Bazilar1 eklem yuzeyleri ve kalp kapag: gibi doku antijenleri ile de kros reaktif
olan bu yapilar otoimmun cevap ve cevaba bagl gelisen patolojinin de sorumlusudur.
Virtlans faktorlerinin etki bigimi hakkindaki bilgilerimizin derinlestirilmesi, GAS
enfeksiyonlarinin anlasiimasina ve onlenmesine yonelik ¢abalara yardimci olacaktir.
Asagidaki bolumlerde, S. pyogenes' in virllans faktorlerinin fonksiyonu ve

patogenezdeki rolleri ele alinmustir™.

2.2.1. GAS’da Yuzey ile iliskili Virulans Faktorleri

2.2.1.1. Kapsul/Hiyaltronik Asid

N-asetil glukozamin ve D-glukuronik asit molektllerinin olusturdugu yiksek
molekiil agirlikh hiyalironik asit polimerlerinden meydana gelmistir'?. Kapsiil, hasA,
hasB ve hasC tarafindan kodlanir. Bu genler sirasiyla, hyalironik asit sentaz, UDP-

glukoz dehidrogenaz ve glukoz pirofosfataz enzimlerini kodlar. Bu genlerin asiri



ekspresyonu, mikroorganizmanin koyun kanli agarda mukoid koloniler olusturmasina
yol acar. CrsS ve CrsR, has ekspresyonunun dizenlenmesi ile kapsil olusturma
derecesini arttirma ve azaltma yetenegine sahip, 2-komponentli regulator sistem olarak

fonksiyon gérirler'?>°

. Kapsul tGretimi, GAS izolatlar: arasinda oldukca degiskendir.
Yapilan ¢ok sayidaki calismada kapsilin fagositozu Onleyerek koruyucu bir rol
tistlendigi gosterilmistir’®*°. Kapstil muhtemelen nétrofillerin bakteri yiizeyine bagh
opsonik kompleman bilesenlerine erisimini ve C3b birikimini bloke ederek kompleman
aktivitesini inhibe eder ve fagositozu 6nler*’.

Ayrica kapsuliin, deri-yumusak doku enfeksiyonlari ile sistemik enfeksiyonlarda
virlllans: arttirdigr gosterilmistir*™*>*. Bunun sebebinin bagisikhik sistemine miidahale
olabilecegi, kapsulun faringeal mukoza, cild epiteli ve CD44 insan keratinositlerine, M
proteininin ve diger adhesinlerin etkilesimlerini moduile ederek, dogrudan

baglanabildigi gosterilmistir.

2.2.1.2. Lipoteikoik asit (LTA)
S. pyogenes’in hicre duvarinin ytzeyinde yer alan LTA, glikoz ve D-alanin

iceren gliserol fosfatin amfifilik bir polimeridir'®3>4®

. Bu polimerler konak hiicre
yuzeyinde yer alan fibronektin gibi cesitli reseptorler ile hidrofobik olarak zayif baglarla
baglanirlar. Bakteri ve konak hiicre arasinda gergeklesen bu zayif baglanma yiiksek
afiniteli baglanma olaylarina firsat verir*’. S. pyogenes enfeksiyonlarinin baslamasinda,
bakterinin konak doku epiteline adezyonu ilk adimdir. LTA, epitel hiicre yuzeyindeki
fibronektine baglanarak invazyonu baglatir. LTA’nin bazi hiicreler igin sitotoksik etkisi
bulundugu ileri surulmissede virulansa direkt katkis1 farengeal mukozaya adezyon ile

sinirhdir'?.

2.2.1.3. Fibronektin baglayici proteinler

Fibronektin baglayici proteinler, LTA, gibi S. pyogenes’in konak hiicrelere
adezyonuna aracilik eder. Bu grupta: Protein F1 (PrtFl) / Sfbl, Protein F2 (PrtF2) /
PFBP, serum opasite faktort (SOF) / Sfbll, fribronektin baglayici proteinler A ve B
(FbaA ve FbaB), M1 proteini ve streptokokkal kolajen benzeri protein-1 (Scll) olmak
uzere 11 fibronektin baglayici protein yer alir. Fibronektin baglayici proteinlerin GAS
izolatlart arasinda dagiliminin M tipi ile iliskili oldugu ancak klinik bulgularla

korelasyonu bulunmadigi  distiniilmektedirr®®*®.  GAS’in  fibronektin baglayan



proteinlerinden bazilarinin, kompleman aktivitesini inhibe ederek fagositozu 6nledigi
bildirilmistir®®. Ayrica prtF1 ve / veya prtF2 genlerinin makrolide direncli GAS arasinda
daha yuksek prevalans: gosterildigi, bu sebeple antibiyotik direnci icin prediktiv bir

marker olabilecegi iddia edilmistir®>".

2.2.1.4. Kollajen benzeri protein

GAS’lar insan kollajenini taklit ederek konak reseptorlerine baglanan Scll ve
Scl2 gibi kollajen benzeri proteinlere sahiptir. Kollajen benzeri proteinler degisen
sayida Gly-X-X motiflerinden olusur ve insan kollajenine benzer ticlti sarmal bir protein
yapist sergiler. GAS’in Scl proteinleri, yiksek ve disik yogunluklu lipoproteinler,
fibronektin, laminin ve kompleman reseptorleri de dahil olmak (zere konaga ait
kollajen reseptorlerine, a2bl ve allbl integrinlerine, kompleman reseptorleri CFHR1’e
ve faktor H gibi cesitli konak ligandlarina baglanabilir. Scll, tim GAS suslarinin
genomunda kodlanmis ve HEP-2 epitel hicrelerine adheransina aracilik ettigi

gosterilmistir®®.

2.2.1.5. T proteini

T proteini, M ve R proteinleri ile birlikte hiicre ylizeyinde bulunur. Isiya ve asite
duyarl, pepsin ve tripsine dayanikli, alkolde c¢6ziinmeyen proteindir. Streptokok
enfeksiyonlarinin patogenezinde énem tasimayan, virulans: artirici etkisi olmayan zayif
bir antijen oldugu bildirilmistir. Ancak T proteinine karsi gelistirilmis antiserumlarla
yapilan aglitinasyon reaksiyonlar1 serotiplendirmeye yardimci olur. T proteinini
kodlayan tee’leri arasinda homoloji olmasina ragmen, emm’lerine gore ¢ok daha fazla
cesitlilige sahiptirler. M proteinlerinin aksine, tee’inin en iyi korunmus ucu
aminoterminal bdolgedir. GAS’lar 25 farkli kombinasyonda T proteini tdrl

bulunabilir®*®.

2.2.1.6. R proteini

Pepsine duyarls, tripsine dayanikli olan R proteini, virulansta rol oynamaz ve
serotiplendirmede kullanilmazlar™. ilk olarak Rebecca Lancefield tarafindan 1950
yilinin baslarinda tanimlanmistir™®. A, B, C, G ve L grubu strepkoklar ile iliskilidir. Tip
spesifite gostermez. R proteinlerinin R28 ve R3 seklinde iki tipi belirlenmistir.

GBS’larda R28 proteini ile puerperal sepsis arasinda oldugu, puerperal sepsis
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salginlardan izole edilen suslarin  blylk kisminda bu proteinin  bulundugu
belirtilmektedir. Ayrica R28 proteini defektli mutant suslarin genital epitele
baglanamadigi gosterilmistir. Bu bulgular R28 proteininin doku tropizmi ve kadin
genital sitemine adezyonu sagladigi distnilmektedir. R3 proteini hakkinda ise fazla

bilgi bulunmamakla birlikte virulansta rol oynamadig: diisiiniilmektedir'>>*.

2.2.1.7. Serum opasite faktort (SOF)

GAS suslarinin hiicre duvarinda bulunan fibronektin baglayan proteinidir. SOF
lipoproteinaz aktiivite gosteren, at serumlu besiyerinde opaklagsmaya sebep olan
antijenik proteindir. Sekretuvar protein olan SOF, bakteri hiicre yizeyine baglanan cift
fonksiyonlu bir protein olarak gorev yapar. Bu iki aktivite; serumu opaklastirma ve C-
terminal boélgesi ile fibronektin-fibrinojen baglamad1r2'34. Opasite reaksiyonu HDL’nin
agregasyonu ve HDL’nin ¢oziinmemesine yol agan apoprotein Al’in pargalanmasiyla
ortaya cikar. SOF bulunduran streptokoklarin impetigo etkeni veya nefritojenik oldugu
gosterilmistir. Baz1 SOF tiplerinin belli M serotipleri ile iliskili oldugu bilinmektedir.

SOF streptokoklarin serogruplandiriimasinda kullaniimaktadir®®°¢=3.

2.2.1.8. M proteini

R. Lancefield, (1927) reenfeksiyona kars1 koruyucu cevabi uyaran ancak
bakteriye konakda gelisen koruyucu immun cevaba da karsi koyma yetenegi de
kazandiran M proteinini “tip spesifik bir madde” olarak tanimlamistir®"®. Bakteri
ylzeyinde bulunan bu proteinler, disa dogru ¢ikinti yapan sa¢ benzeri yapilar halinde
dizenlenmistir. M proteini, hicre duvarinda sabitlenmis ve hiicreyi cevreleyen alfa-
helikal yapida iki polipeptit zinciri tarafindan olusturulmustur (Sekil 1.4). Disa uzanan
N- terminal bolgesi, hipervariable bir bdlge olup serotip spesifiktir®®. Proteinin korunan
C- terminal bolgesi bagisiklik sistemi ile etkilesime girmektedir ve birgok M proteininin
fibrinojen baglanma alan: hipervariable bélgede yer almaktadir®®®,

M proteinin N-terminal bolgesi boyut ve aminoasit diziliminde farklilik gosteren
dort bloktan, A-B-C-D, olusur. A bolgesi, her biri 14 aminoasitten olusan bes tekrardan,
B bolgesi her biri 25 aminoasitten olusan dort tekrardan, C bdlgesi 35 aminoasitten
olusan iki tekrardan, D bolgesi ise yedi aminoasitten olusan dort tekrardan meydana

gelmistir®®. C-terminalinin yapisi LPXTG motifi olup, proteinin bakteri hiicre duvarina
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baglanmas: icin gereklidir. Bu bélge GAS suslari arasinda korunmustur. C-terminal
bélge, prolin / glisin bakimindan zengindir ve hidrofobik bir alandir®.

M proteinlerinin boyutlari, ayn serotipin farkli suslari arasinda bile farklilik
gostermektedir®®. Bu degiskenlik tekrarlanan bolgelerin eklenmesi veya silinmesi ile
sonuclanan intrajenik tekrarlar arasindaki homolog rekombinasyon ile Uretildigi
diisinilmektedir®®. Ayni serotipin farkl: biiyiikliikdeki M antijenine sahip suslarinda M
proteini buyuklukleri arasindaki farkinin, 200 ila 435 aminoasit arasinda degisebildigi
gosterilmistir. Bu farkliligin, M proteinlerinin sahip olduklar: tekrar dizilerin sayisal
degisikliginden kaynaklandig: gosterilmistir®.

M proteini emm’de kodlanir. Bakteri kromozomundaki emm dizi analizi, birkag
istisna disinda, 5 dominant paternin, A-E, varligint gostermistir. Bu patrenlerde
kodlanan M proteinlerinin boyutu degisir. A-C paterni ortalama 444, D paterni 355 ve E
paterninde ise 316 rezidu bulunur. Bu paternlerin bazi enfeksiyonlar ile arasinda iliski
oldugu ileri strilmistir. Mesela, A, B veya C emm paternleri ile farenjial izolatlar, D
paterni suslar ile de deri izolatlar1 arasinda gugcli iliskili oldugu bildirilmistir. E paterni
gosteren izolatlarin herhangi bir enfeksiyon grubu ile sinirlandirilacak iliskisi

gosterilememistir®®®2,

Sekil 2. Bazi M tiplerinin yapisi®®.
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M proteini, fibronektin, plazminojen, membran kofaktor proteini (CD46) ve
glikozaminoglikanlar gibi konak hcrelerdeki reseptorler baglanabilen 6nemli bir

adezyon faktoriidiir®®%°"%3

. Kompleman sistemi, patojen mikroorganizmalara karsi
savunmada o6nemli bir rol oynamaktadir. Kompleman sisteminin aktivasyonu, C3b
ve/veya diger opsoninlerin birikimi ile isaretlenmis bakterilerin opsonizasyonu ile
sonuglanir. M proteini, faktor H, faktor H like -1 (FHL-1), C4-binding protein (C4BP)
ve CD46 komplement duizenleyici proteininden en az birini baglayarak komplemanin
hicre duvarindaki reseptdriine baglanmasini engelleyerek fagositozu durdurur. M
proteininin faktor-H veya FHL-1 ile etkilesimi, hipervariable bolimuanin farkl
bolgelerinde gerceklesir. C3b’nin bakteri ylzeyinde prespitasyonu engellenir. Alternatif
kompleman yolag: kesintiye ugratilarak polimorf niiklear I6kositler tarafindan fagositoz
engellenir®®2. C4BP’nin M proteininin hipervariable bolgesine baglanmasinin da,
fagositoza kars1 direng kazandirdig: gosterilmistir.

GAS’lar hiicre dis1 bir patojen olmakla beraber, insan epitel hicre kiltiirlerinde

hiicreye internalizasyonlart gosterilmistir®®°,

E patterninde yer alan bazi M
proteinlerinin  IgA’ya baglandigi ve fagositoz direncine katkida bulundugu
bildirilmistir’®. Yine bazi M proteinlerinin insan IgG1, 1gG2 ve IgG4’e, bazilarinin ise
sadece 1gG3’e baglandigi, E paterninde yer alan M-22 ve 28 proteinlerinin, dort alt
stnifin hepsini bagladig: gosterilmistir. Ancak M proteinlerinin immdanoglobdalinlere
baglanarak kolonizasyona veya konak savunmasina karsi nasil bir rol oynadiklar: heniiz
net degildir. Bununla birlikte M proteininin farkl: bolgeleri, farkli konak proteinleri ve
bagisiklik sisteminin bilesenleri ile etkilesime girdiginde, M proteininin boyutunda
degisiklikler gorulmustlr. Bu varyasyonun GAS’larin immun sistemi yaniltarak hayatta
kalmasina imkan sagladig: dustntlmektedir. Ancak M proteininin size varyasyonlarinin
virtlans potansiyeline ve klinik bulgulara etkisi Gzerine daha ileri ¢alismalara ihtiyac

vardir®,
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sof amm Pattern anm Type M jpro tein region L aarecd
Negative A=l Mt N-term prd sub N-term Fibroneatin
Sub N-werm [AA B6-1356] Kininog en
Sub N-wm Fibrinogen
Sub N-Emm IgGa
C-rapas Alburmin
K3 N4smm and possibly sub N4enmm Fibransctin
Sub N-Enmn Fibsrinogen
C repas Al bdrmin
M5 N e (aa 88-111] FHL-1
B repas Fibbrinogen
C repas Fattor H
C repest Alburmin
T repas] CDdE (on hermphocyies)
ME N-tnm Kini nogen
N e FHL-1
N-termm and possibly sub N-tem Fibramectin
Sub N-nm Fibrinogen
C repest CDAE {on kerat nocyles)
C repast (aa 256-292) Factor H
K12 Sub N-Em Fjex
T repes Albumin
k24 Sub N-wrm Fibrinogen
MAE N4smm and possibly sub N4snmm Kirii iy &
M35 U nknown Albarmin
LUinknown Fibrinogen
Unknown @G, 234
D K33 Sub N-Emm jaa 77-101) Pl s i s
KA1 Sub M- jaa S8-E8) Plas minogen
KiR2 Sub M- |aa B5-96) Plas i i e
M53 Sub M- |aa B2-8E6| Pl o v osggeer
MSE Sub MN-Erm jaa 8-97) Plas minogen
P Lhvas E K2 M-termm (first 48 aa) CABP
Uniknown IgGT,23.4
N4 MN-4smm {aa 13-33)| C4BFP
N-term (aa 46-T75) IgA
Uniknown lpG3E
M2z MN-Emm {lirst 52 aal CABFP
Sub N-Em jaa 35-83) lah
Unknown lgGY.23.4
LIk wn CDAE (on hmiphooyes|
kt28 Prabably sub MN-1emm A
U nikrwawn lpGi.2.3.4
ki3 C repest Alburmin
Unknown @G
5D LI nikrwawin laG
MED M-t (first 66 aal C48P
Possibly sub N-tem Iah
Ll nkinaawin 1aG3

Sekil 3. M proteinleri ve konak canhda baglanmama ligandlari®

M proteinleri, N-terminal bdlgede yer alan ve immunsistemi uyarabilme
yetenegine sahip antijenik bolgenin varligina gore iki simfa ayrilirlar. Sinif-1 M
proteinlerde C tekrar bolgesi spesifik antikorlar: ile reaksiyona girerken, sinif-1l M
proteinlerinde bu bélge spesifik antikorlar ile reaksiyona girmez’. Bu dzellik, her iki
stnifin biyolojik 6zelliklerinin farkl oldugunu ispatlar. Sinif-1l M proteinlerine sahip
GAS suslari, genellikle serum opasite faktorii tretirler’”. Buna karsihk, sinif-1 M
proteinine sahip olan suslar SOF tretmemektedir®. Ayrica, sinif-1 M protein serotipleri
akut romatizmal ates ile iliskili iken simif-1l M proteinine sahip suslarin akut
glomeriilonefrit ile iliskili oldugu belirtilmistir®"*3,

M proteinlerinin GAS’in major dominant antijenleridir. Kardiyak miyozin,
tropomyosin, vimentin, laminin, keratin ve ¢esitli kapak proteinleri gibi cesitli insan

doku proteinleri ile kros reaktif olan M proteininin otoimmin reaksiyonlar

13



indikleyerek S. pyogenes enfeksiyonlarinin sebep oldugu 6zellikle non-supuratif
komplikasyonlarin patogenezinden sorumludur®®,

M proteini karmasik biyolojik 6zellikleri ve patogeneze olan katkisi sebebi ile
uzerinde en fazla calisilan GAS proteini olmustur. M protein yapisindaki polimorfizm
bu proteini kodlayan emm?’in yapisinin dizi analizi gibi molekuler yontemler ile detayl:
olarak calisilmistir. Elde edilen sonuglar fenotipe yansiyan farkliliklarin genotip
duzeyinde karsiliginin oldugunu gostermis ve sekans tabanli emm yazilimi elde
edilmistir. emm-typing, CDC tarafindan kurulan sekans bazli bir yaklagimdir.
emm’lerinin on-line CDC veritabani1 tarafindan saglanmas: farkli laboratuvarlar
arasinda bilgi ahsverisini kolaylastirmaktadir. emm-typing igin, M proteininin
hipervariable N-terminal ucunu kodlayan emm’nin 5'-dizisi analiz edilir. Elde edilen
veri emm tip ve sub-tiplerini tespiti icin kullanilir. emm-typing GAS’lar disinda M
proteinine sahip Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilis (SDSE) icin de
kullanilmaktadir. emm, S. pyogenes ve SDSE’nin genotip markerdir ve bu tirlerin
tiplendirilmesinde serolojik markerlardan daha guvenilirdir.

emm-typing, S. pyogenes izolatlarinin cesitliligini  ortaya cikarmigtir®.
Guniimizde bu yontem ile tanimlanmis 250°den fazla emm tipi gosterilmistir.
Yapilacak ¢alismalar ile bu sayinin artmas: beklenmektedir. Farkl: cografik bolgelerden
tanimlanan emm genotipleri, bilimsel agidan biytk ilgi géren ve streptokok asilarininin
tasariminda bytik 6nem tagimaktadir?-®"4757¢,

Asi1 calismalar: disinda bazi emm tipleri ile klinik tablolar arasinda anlamli bir
iliski oldugu bildirilmesi, bu tiplendirmenin Kklinik progresyon icin prediktiv bir marker
olabilecegini disundirmustir. Mesela, M2, M4, M6, M12, M44 ve M61 tipleri ylzeyel
enfeksiyonlar ile, M1, M3, M4, M5, M6, M12, M14, M18, M19 ve M24, tipleri faranjit
ile, M33, M41, M42, M52, M53 ve M70 tipleri de impetigo ile iliskili bulunmustur.
Ayrica M2, M49, M57, M59, M60 ve M61 tiplerinin cilt enfeksiyonlardan. M1, M3,
M5, M14, M18, M19 ve M24 tiplerinin nonsupuratif enfeksiyonlardan sorumlu suslarda
bulundugu gosterilmistir. Diger taraftan akut poststreptokokkal glomerilonefritin M1,
M4, M12, M49, M55, M57, M60 tipleri ile, akut romatizmal atesin M1, M4, M12,
M49, M55, M57, M60 tipleri ile iliskili oldugu, nekrotizan fasiit gibi invaziv
enfeksiyonlardan ise M1, M3 ve M28 tiplerine sahip GAS’larin sorumlu olduklar tespit

edilmistir77,2,78,79,18.
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Tablo 2. emm tipleri ile klinik bulgular ile korelasyonu®.

Enfeksiyonlar M tipleri
Superfisyal enfeksiyonlar
Farenjit, kizil 1,3,5,6,12, 14,17, 19, 24
Impetigo 33,41, 42,52,53,70
Invaziv enfeksiyonlar
Nekrotizan fasiit 1, 3,28
Streptokoksik toksik sok sendrom 1,3
Puerperal sepsis 28

Poststreptokoksik enfeksiyonlar

Akut romatizmal ates, 1,3,5,6,11, 12,14, 17, 18, 19, 24, 27,
Romatizmal kalp hastalig: 29, 30, 32, 41
Akut post streptokokkal 1,4,12, 49, 55, 57, 60

glomertlonefrit

Yapilan calismalarda M tipleri prevalansinin cografik bolgelere gore de
degisebilecegi gosterilmistir. Global ¢alismalarda Afrika’da en sik gorilen tiplerin M12,
M75, M62, Asya’da M1, M12, M4, Latin Amerika’da M1, M12, M2 ve Orta Asya
ilkelerinde ise M12, M1, M3 tiplerinin daha yaygin oldugu goriilmiistir®:.

2.2.1.9. M benzeri proteinler

S. pyogenes izolatlarinin yaklasik yarist M benzeri proteinlere sahiptir. Bu
proteinler emm, mrp ve enn’de kodlanir. Bu genler, streptokokkal kromozomun mga
bolgesinde yer alan emm’ine bitisiktir ve gen regilasyonlart mga’nin kontroli
altindadir. mga bdolgesinde de bulunan scpa, yuzey proteinine baglhh Cba peptidazi
kodlar; bu virtulans faktori M proteinleri ile ilgisizdir. mga bolgesinin yapist S.
pyogenes izolatlarinda konakta kolonizasyon bolgelerine gore degisiklik gosterebilir.
mga A, B ve C paternleri, ¢cogunlukla oral enfeksiyonlara sebep olurken, D paternine
sahip olan suslar cogunlukla deriden, E paternine sahip olan S. pyogenes izolatlar1 ise

hem oral hem de cilt bélgelerinden izole edilmigtir®#%84
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Sekil 4. Mga bélgesinin varyantlari ve kolonizasyon bélgeleri ile olan iliskileri®.

M benzeri proteinlere, imminolojik acidan benzer olmayan M ile iliskili protein;
Mrp (M-related protein) veya M benzeri diger proteinler; Enn (another M-like protein)
denmektedir. M proteinlerinden bazilar1 gibi, Mrp’de immdunoglobdlinlerin Fc bolgesine
baglanabilen bir streptokok 1gG reseptorudir. Bu sebeple Fc reseptorl (fcR) olarak da
adlandirilir. M proteinleri gibi fibrinojene baglandigi igin, antifagositik faktor olarak
distnualdr. M proteinleri ve Mrp’nin birlikte calismasi, streptokoklarin granulositlere
baglanmasin: azaltarak fagositoz direncine katkida bulundugu bildirilmistir®.

enn’lerinin ¢ogu IgA’ya baglanan proteinleri kodlar®’. In-vitro sartlarda enn’in,
emm ve mrp’ye kiyasla cok disiuk bir seviyede transkribe edildigi veya hig

bulunmadigi bildirilmistir® %

. Bununla birlikte, emm, mrp ve enn Urtnlerinin
ekspresyonu, enfeksiyon yerlerine bagl olarak degisebilir. Bu farklilasmanin bakterinin
konak da kolonizasyon ve immunsisteminden kagis igin gelistirdigi stratejinin bir
parcas: olabilecegi distinilmektedir®”. emm, enn ve mrp mutant suslar ile yapilan
calismada vahsi tipli sus ile Kkarsilagtirildiginda fagositoza duyarliligin arttig
goralmastir. Bu veriler, fagositoza karsi direng saglayan M ve M benzeri proteinler
arasinda fonksiyonel bir iliski odugunu ima etse de, mrp ve enn’in patojenezdeki roli
hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.®

Streptokok Emm-18 tipi ile yapilan bir ¢alismada, bakteri hiicre duvar: tizerinde
“streptokokkal koruyucu antijen- Spal8” olarak adlandirilan bir yiizey proteini tespit

edilmistir®®. Bu emm tipi, ARF'ye yol acan S. pyogenes enfeksiyonlarinin endemik
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salginindan sorumlu oldugu disuntlmistur. Streptokoklar emm36 tipi Gzerinde yapilan
benzer bir calismada da, allelik varyant olan Spa36’y: tanimlanmustir™.

Spal8 ve Spa36, M benzeri proteinlerle karakteristik 6zellikleri paylasir. Ancak
bu proteinleri kodlayan spa mga bdlgesinde yer almamaktadir. M proteinleri ve M-
benzeri proteinler Mrp ve Enn gibi, Spa’da N-terminal bolgesi diziliminde hipervariable
ve C-terminal kismi korunmus bolgedir. Spal8, streptokok ylzeyinde bulunur ve M
proteini ile birlikte, antifagositik etki ile streptokoklarin virtlansina katkida bulunur.
Sonu¢ olarak, M-benzeri proteinler olan Mrp, Enn ve Spa, M proteini ile yapisal ve

islevsel benzer homolojileri olan streptokokkal protein sinifini temsil ederler®9394%

2.2.1.10. Cha peptidaz

C5a peptidaz (scpA), scpA ile kodlanan tim GAS suslarinin yizeyinde
sentezlenen bir serin proteazidir’®®’. ScpA, aktif proteazi tiretmek icin 125 kD proenzim
olarak tretilir’>*"®. Enzim, nétrofil aliminda ve uyarilmasinda rol alan kompleman
sisteminin kemotaktik bir peptidi olan C5a’y: parcalamaktadir*”*. Béylece enfeksiyon
yerinde konak fagositozuna midahale ederler. Yapilan in-vivo calismalarda Cba
peptidaz mutant suslarin fare nazofarinksinin kolonizasyonunda yetersiz oldugunu

gostermektedir'®1%,

2.2.1.11. Streptokokkal kompleman inhibitért (SIC)

Bilinen en polimorfik proteinlerden biri olan SIC, membran saldiri kompleksinin
bakteriyel hicre membranina baglanmasini inhibe ederek kompleman aracili lizise
miidahale eden 31 kDa bir proteindir®*%. S. pyogenes’in kalin hiicre duvari nedeniyle
kompleman aracil lizise oldukga direncli oldugu dustinllsede S. pyogenes patogenezine
SIC’in katkist membran saldirt kompleksini engellemektir. SIC, kathelicidin LL-37, a-
defensinler ve lizozim dahil olmak Gzere dogustan gelen bagisiklik sistemini

bozabilirt®®1%4,

2.2.2. GAS Salgilanan virilans faktorleri

2.2.2.1. Sistein Proteaz (SpeB)
Sistein proteaz, streptokokkal pirojenik eritrojenik toksin B (SpeB) veya

streptokokkal sistein proteaz olarak da bilinir. SpeB’nin hem pirojenik aktivitesi ve hem
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de proteinaz aktivitesi oldugu dustinilmektedir. SpeB, otokatalitik bolinmeye ugrayan
ve olgun bir 28 kDa aktif enzime donustirilen inaktif bir zimojen (40 kDa) olarak
105

uretilir™. Konak proteinlerini bozan proteaz aktivitesine sahip olan SpeB, en cok

uretilen virulans faktorlerinden birisidir. Proteaz aktivitesinin hedef proteinleri, 1gG,

kemokinler, komplement protein C3b ve fibrinojendir'®®107 108109,

2.2.2.2. Streptokinaz (Ska)

Ska; plazminojeni plazmine, déniistiiren enzimdir'®**, Aktif hale geldiginde,
plasmin genis spektrumlu bir serin proteaz olarak islev gorir ve kan pihtilarini, ECM
bilesenlerini indirgeyip metaloproteazlar: harekete gegirir''2. S. pyogenes insan patojeni
oldugu icgin, Ska insan plazminojeni icin son derece spesifiktir. Transgenik insan
plazminojen ile insanlastirilmis farelerin kullanarak yapilan in-vivo c¢alismalarda,

Ska’nin ve aktif plazminin bakterilerin yayilmasi igin gerekli oldugu gésterilmistir'*,

2.2.2.3. Streptolizin S (SLS), Streptolizin O

SLS, S. pyogenes suslarinin gogunlugu tarafindan tretilen bir -hemolizindir ve
Klinik tamimlama igin kan agar plakalarinda goérilen beta-hemolizden sorumludur.
Oksijene dayanikli bir polipeptittir. SLS, sagA-1’den olusan, korunmus dokuz gen
operonunda kodlanmistir*****>, Demir elementi varliginda, iremenin geg logaritmik faz
ile duragan fazinda ylksek dizeyde Uretilir. Streptolizin-S’in membran fosfolipidleriyle
etkilesime girerek toksik etki gosterdigi distinilmektedir®®*°. SLS, lenfositler ve
eritrositler de dahil olmak Uzere ¢ok sayida konak hiicreyi lizise ugratarak patogeneze
katkida bulunur'®. in-vitro veriler SLS’in patogeneze katkisinin sitotoksisite, konak
inflamatuvar  hiicrelerin uyarilmasi ve fagositoz inhibisyonu yoluyla oldugu
gosterilmistirt*’. SLS mutantlar ile enfeksiyonda, bakteriyel yiik, nétrofilik inflamasyon
ve doku nekrozunda azalmalara oldugu, in-vivo fare modeli ¢alismalarda nekrotizan
yumusak doku enfeksiyonunun sekillenmesi icin vahsi tip SLS’in sart oldugu
gosterilmistir'™.

Streptolizin-O, kolesterol bagimli, oksijene duyarli, 151 ve asitlere direngli bir
hemolizindir. Besiyerindeki gucli hemolizden sorumludur. Lékosit ve trombositler icin
toksiktir. Kardiyotoksik 0zellik gostermesi klinik 6nem tagimaktadir. Antijenik ozellige
sahiptir ve Streptolizin-O’ya kars1 konak tarafindan olusturulan antikorlar serolojik tani

icin kullanilmaktadir. Normal sartlarda 200 Todd inite (TU) oraninda goriilen
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Antistreptolizin-O (ASO), st solunum yolu enfeksiyonlarindan sonraki 3-6. haftada en
yuksek diizeye ulasir. S. pyogenes’ in etken oldugu cilt enfeksiyonlarinda ASO yaniti

olusmamaktadir®.

2.2.2.4. SpyCEP

S. pyogenes, notrofil kemokinleri parcalayabilen ve etkisiz hale getirebilen bir
serin proteinaz, SpyCEP (Streptococcus pyogenes hiicre zarf proteazi) salgilar. Ozellikle
de mikrobiyal bir mucadele ile kars1 karsiya kaldiklarinda konagin kullandigi kemokin
CXCL-8 / IL-8’i etkisiz hale getirir. SpyCEP CXCL8 / IL-8’i C-terminali o heliksinde
parcalamaktadir ve konak tarafindan Uretilen sinyal proteininin islevinin azalmasina
neden olur. SpyCEP’nin iki polipeptid fragmanindan olusan 170kDa buylk bir
olgunlasmamis form olarak Uretilir. Protein, bir otokatalitik bélinme gecirir, ancak iki
SpyCEP fragmani, aktif bir proteaz olusturmak tzere birlikte hareket eder. SpyCEP
transkripsiyonu, CovR / CovsS iki komponenetli regilator sistemi tarafindan duizenlenir.
Cesitli patojenik streptokoklar, S. equi, S. pneumoniae, S. agalactiae ve S. suis’de dahil
olmak lzere SpyCEP homologlar: Uretir. S. pyogenes’in C5a peptidazi, SpyCEP’nin bir
homologu oldugu dustnilmistir. Calismalar, SpyCEP’nin hem bakteri klirensini
engelledigini hem de bolgesel lenf digimine bakteriyel yayilimda ve sistemik

dolagimda yardimei oldugunu géstermistir'®®,

2.2.2.5. Streptodornaz/Dnaze

S. pyogenes’in ekstraseluler dort farkli Dnaze drettigi bilinmektedir.
Bakteriyofaj tarafindan kodlanmis SdaD2 virllansa blyiik katkida bulunan Dnaze’dir.
Bu enzim, S. pyogenes’i DNA’ya dayali ekstraseluler notrofilleri baskilayarak notrofil
aracili 6ldirme olayindan korur. Sdal Dnaze, S. pyogenes’in hiperinvazivitesinde rol
oynayabilir ve TLR-9 aracili cevabi baskilyabilir. Sdal’in ekspresyonu, CovRS
tarafindan negatif olarak dizenlenir. Bununla birlikte, oksidatif stres altinda, sdal
ifadesi PerR’ye bagimlidir. PerR, peroksit regulatori, S. pyogenes’de metal homeostazi
ve oksidatif streste yer alan bir transkripsiyon faktoridir. Bir diger bakteriyofaj kodlu
Dnaze, prophage indiiksiyonu sirasinda eksprese edilen tip 1 ekstraseluler nonspesifik
metal bagimli niikleaz Spdl1°dir. Bu Dnaze hem tek hem de ¢ift sarmalli DNA’nin yani
sira  RNA’nin  yapistni  da bozabilmektedir. Ayni zamanda, fajla kodlanmis

streptokokkal pirojenik eksotoksin C (SpeC) ile eksprese edilir. Spd1l, Hong Kong’da
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skarlet fever salgini sonucu izole edilen emm12 suslarinda bulunmustur. Diger
niikleazlar, streptodornaz B veya mitojenik faktor 1 (SdaB veya Mf-1), bakteriyofaj
kodlanmis Spd-3, M49 susu NZ131’in kromozomunda bulunmustur. Transkripsiyonel
duzenleyici olan Rgg (RopB olarak da bilinir), bu genlerin ekspresyonunu dogrudan
kontrol ederek SdaB ve spd3’Un transkripsiyonunu bastirir. S. pyogenes

enfeksiyonlarinda bu Dnaze’larn rolii tam olarak arastiriimalidir®®.

2.2.2.6. IdeS/IMAC

Immiinoglobiilin degradasyon enzimi, IdeS, 1gG’nin mentese bolgesini spesifik
olarak bdlen sistein proteazdir. Bu proteaz Mac-1, Sib35 ve MspA olarak da bilinir.
Proteaz, 1gG’yi pargalayarak streptokoku, konagin antikor aracili fagositozuna karsi
korur ve savunma hticrelerinin sitotoksik cevabini engelleyerek kolonizasyona yardimci
olur. Mac-2, konak hiicreler Uzerindeki S. pyogenes’in IgG’nin Fc reseptorleri
tarafindan taninmasini engelleyen IgG endopeptidazidir. IdeS / MacA CodY tarafindan
duzenlenir. S. pyogenes’in tim suslarinda bir baska ekstraseliiler immiinoglobilin
proteini olan Sib35’in bulundugu bildirilmistir, ancak diger streptokoklarda gorulmedigi
bildirilmistir. Sib35 proteini 35 kDa buyukltgtnde olup, hicrenin yiizeyinde oldugu
kadar hucre disinda da bulunmustur. Sib35%in 1gG, IgA ve IgM’ye baglandig:
gosterilmis ve 1gG’yi parcalayan enzim olan IdeS’e benzerlik gosterdigi bildirilmistir.
Immiinoglobiilinlerin baglanmasina ek olarak, bu proteinin B-hiicresi prolifersyonunu
ve ayni zamanda immunoglobulin treten plazma hiicrelerinde farklilasmay: indtkledigi
gosterilmistir. Yapilan calismalarda streptokoksik enfeksiyonlu hastalarin saglikl
gondllilere kiyaslaya Sib35’e karsi daha yiksek bir antikor titresi gosterdigi
bildirimistir'?.

2.2.2.7. Suiperantijenler

Bakteriyel stperantijenler (SAgs), dolasimdaki insan T hucrelerininin yaklasik
olarak 1/10’unu antijen sunan hicrelerden (ASH) bagimsiz olarak aktive edip ¢ok
miktarda proinflamatuar sitokinlerin Uretimine sebep olan gucli toksinlerdir.
Konvansiyonel antijenler major histokompatibil kompleks (MHC) sinif 11 molekdliniin
antijen baglama bdlgesine translokasyon Oncesinde antijen ASH’ler tarafindan kisa
fragmanlara donusttrualtr.  Antijen sunan hicreler tarafindan T hiicrelerine

konvansiyonel antijen sunumu, MHC-1I molekdllerinin ve T hiicre reseptorinin (TCR)
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etkilesimi aracilidir. TCR’ler, cok sayida yabanci antijene karsi spesifik immun cevap
reaksiyonundan sorumlu olan bes degisken element (VB, DB, JB, Va ve Ja) tarafindan
olusturulur. Bu elementler, MHC reseptorleri ile bu reseptorler tarafindan sunulan
antijenden olusan kompleksin taninarak T-hiicre proliferasyonunu uyarmasi igin
gereklidir. Antijen baglama boélgesine giren aminoasitler oldukca fazla polimorfiktir ve
sonu¢ olarak her MHC-II izoformu sadece sinirli sayida antijen sunabilir. Bu
Ozgulligin bir sonucu olarak, ASH aracili antijenler dolasimdaki T hucresi
repertuarinin yaklasik % 0.01’ini yani ¢ok kiguk bir T hiicre alt kiimesini aktive
edebilirler. Bunun aksine SAgs, Onceden isleme tabii tutulmadan, MHC simf 1l
molekdllerini T hicre reseptdrinun (TCR) B zincirinin degisken terminali (Vp bolgesi)
ile spesifik olmayan sekilde capraz baglama yetenegine sahiptir. SAgs’ler dogrudan
ASH yuzeyindeki MHC-II molekdllerine ve TCR popilasyonunun % 25’inde var olan
TCR' nin VB degisken boélgesine baglanir. Bu es zamanl baglanma gerceklestiginde
uyarilmis T hucreleri ve ASH’ler, IL-2, IL-8, interferon-y (IFN-y) ve timor nekroz
faktori-o (TNF-a) gibi cok miktarda proenflamatuar sitokin salgilarlar. Bu kontrolsiiz
sitokin saliniminin, sistemik vazodilatasyon, hipotansiyon ve coklu organ yetmezligi
gibi stafilokok veya streptokoklarin sebep oldugu Toksik Sok Sendromunun
karakteristik bulgularindan sorumlu oldugu dustunilmektedir. Buna ek olarak, son
veriler, bazi SAgs’lerin T hicre yuzeyindeki CD28 reseptdriine baglanmasinin Thl
sitokinlerinin ekspresyonu igin gerekli oldugunu gostermistir. CD28’e baglanma, STSS
ile iliskili akut sok ve sistemik vaskiler sizintiy1 giiglendiren proinflamatuar sitokinlerin

(6zellikle 1L-2, IFN-y ve TNF-a) ok miktarda salimmuyla sonuglanir'*"'%,
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Sekil 5. Antijen sunumu*?.

GAS’da superantijenler 1924°te ilk kesfedildiklerinden sonra, bunlarin say: ve
Oonemleri uzun sure fark edilememistir. Ancak tim genom dizi analizi teknolojilerinin
bakteriyolojide de yaygin kullanimi sonucu Streptokok’lardaki SAgs’lerin sayis1 ve
bunlarin patofizyolojik olaylarla iliskisinin daha iyi anlasilmasina yol agmstir.
Guntmuzde S. pyogenes turl suslarda 11 siper antijen karakterize edilebilmistir. Bu
stper antijenlerden, SpeG, Spel ve SMEZ kromozda kodlanirken, SpeA, SpeC, SpeH,
Spel, SpeK, SpeL, SpeM ve SSA’nin da bakteriyofajlarda kodlandig: tespit edilmistir.
SAgs’ler, 22 ila 29 kDa arasinda non-glikolize kiiguk proteinlerdir. Dusiik DNA dizi
homolojisine ragmen, uzun a-helix ile ayrilmig N-terminal ve C-terminal bolgelerinden
olusur. Streptokoksik SAgs’lerin ¢ogunun C-terminal ucunda bir ¢inko baglanma
bolgesi bulunur. Cinko varliginin MHC-11 baglanmasi igin kritik dneme sahip oldugu
gosterilmigtir. MHC-H’nin a-zincirine baglanan SpeA ve ssa harig, streptokok
SAgs’lerin cogunlugu, B-zincirine baglanir. Ayrica SAgs’ler, farkli TCR V zincirlerini
tercih eder'?.

S. pyogenes SAgs genleri iyi korunmustur ve siklikla az sayidaki nikleik asit
farklihig: ile allellik varyasyon gosterirler. Istisna olarak 50’den fazla farkl: alellik gene
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sahip olan SAgs smez’dir. S. pyogenes’de giinimuizde bilinen SAgs varyantlari: Spe-A;
6, SpeC; 2, SpeG; 6, SpeH; 2, Spel; 2, Spel; 3, SpeK; 1, SpeL;3, SpeM; 4, ssa; 3 ve
SmeZ; 56°dir. Yapilan calismalarda S. pyogenes suslari arasinda ve diger streptokok
tiirlerinde SAgs genlerinin horizontal transferi ispatlanmistir.*?®

SAgs’lar, nekrotizan fasiit, STSS, Kawasaki, sedef hastaligi ve akut romatizmal
ates gibi invaziv enfeksiyonlar ile iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlarla SAgs’lerin
iliskisi, epidemiyolojik ¢alismalar, klinik ¢alismalar ve hayvan enfeksiyon modelleri ile
gosterilmistir?,

Yapilan ¢ok sayidaki calismada, bazi emm geni tipleri ile SAgs’lerin ozel
enfeksiyonlar ile iliskili olabildigi gostermistir. Mesela M1 suslarinin SpeA, SpeG ve
SmeZ gibi toksinleri ve daha az oranda SpeC toksinini, M12 tipi suslarin ise 6zellikle
SpeC, SpeG ve SmeZ toksinlerini eksprese ettigi bildirilmistir. M4 tipi suslarda da
SpeC, SmeZ ile daha disuk oranlarda SpeA ve SpeG toksin genlerinin bulundugu
bildirilmistir. Yapilan calismalarda STSS’li hastalardan izole edilen suslarda, hem M1
ve M3 tipleri hem de SpeA ve SpeC toksinleri tespit edilmistir. Bununla birlikte M1 ve
M3 suslarinin sirasiyla speA2 ve speA3 allellerini barindinig: tespit edilmis ve bunu
daha 6ldurucu S. pyogenes suslar ile invaziv enfeksiyonlarin yeniden ortaya ¢ikmasi ile

iliskilendirilmistir*®*,

Tablo 3. S. pyogenes SAgs’ lerin fonksiyonel ézellikleri®.

SAg MW [kDa] | Allel | Cinko baglanma MHC Il o/p zincirine | TcRV} spesifitesi
baglanma

SpeA 26.0 6 +/- 21,12.2,141,15.1

SpeC 24.4 2 + -/+ 2.1,3.2,125,15.1

SpeG 24.6 6 + 21+ 21,41,6.9,9.1,12.3

SpeH 23.6 2 + -/+ 21,7.3,9.1,231

Spel 26.0 2 + 21+ 6.9,9.1,18.1, 22

SpelJ 24.6 3 + -/+ 2.1

SpeK 27.4 1 + 2+ 1.1,5.1,23.1

SpeL 26.2 3 + 21+ 11,51,23.1

SpeM 25.3 4 + ? 11,51,23.1

ssa 26.9 3 ? 1.1,3,15

Smezl 24.3 56 + 20+ 21,41,73,8.1

Smez?2 24.1 41,81
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2.3. Tam

GAS enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi klinik érneklerden bakterinin izolasyon
ve identifikasyonuna dayanmaktadir. Klinik ornekler tercinen % 5-7’lik koyun kani
ihtiva eden nutrisyonel agar besiyerlerine ekilir. Bir gecelik inkiibasyon suresi sonunda
besiyerinde kuglk B-hemoliz olusturan kolonilerin gortlmesi GAS lehine yorumlanir.
Beyaz, grimsi renkte olan GAS kolonilerinin ¢aplar1 > 0.5 mm’dir. Mikroskopik olarak,
Gram yaymada zincir seklinde Gram pozitif koklar seklinde gorulirler. Fenotipe dayah
tamda konvensiyonel yontemler > %90 basarihdir. Ancak akut S. pyogenes
enfeksiyonlarinin teshisinin aksine, akut glomertlonefrit, akut romatizmal ates, ve
serebral bozukluklarin tamsinda 6zgul antikorlarin belirlenmesi tani1 koydurur. Ayrica
molekdler tan1 yontemlerindeki hizli gelismeler, tan1 kadar epidemiyolojik ¢alismalar ve
salgin arastirmalarinda sensitivite ve spesifite baglaminda eksiklikleri kapatmistir.
Guniimlzde onceden tanimlanmis suslarin veri tabanlarint saglayan iyi kurulmus
molekiiler tiplendirme sistemleri mevcuttur'?®.

GAS’lar 0,04 Unitelik basitrasine duyarli, 1,25 mg trimetoprim 23,75 mg
sulfametaksazol kombinasyonuna direncli mikroorganizmalardir. Kanli besiyerinde bu
disklerin kullanimi ile elde edilecek inhibisyon zonlar: tan1 koydurur®®*>*3. Ozellikle
basitrasin testi S. pyogenes’i pirolidonil arilamidaz testi (PYR) pozitif olan S. iniae ve S.
porcinus gibi diger B-hemolitik streptokoklardan ayirmak icin de kullanilmaktadir'?’.

S. pyogenes, pirolidonil arilamidaz Uretmekte ve bu enzim PYR testi ile tespit
edilmektedir. PYR testi basitrasin testinden daha 6zguldir ve antijen tespitine yonelik
testlerden ise daha ekonomik oldugu bildirilmistir®.

GAS izolatlarinin tamsinda son adim Latex aglutinasyon yontemi ile yapilan
serotipik dogrulamadir. R. Lancefield Streptokoklari hiicre duvari karbonhidrat ve
protein antijenlerine goére serogrup ve serotiplere ayirmistir. Gunumdiizde de 6nemini
koruyan bu tiplendirme yonteminde kullanilan antikorlar ticari kitler halinda temin
edilebilmektedir'®%’.

Klinik materyallerde GAS antijenlerinin serolojik temelli hizli testlerle tespitini
saglayan ticari kitler son yillarda yaygin olarak bu kullanilmaktadir. Ancak bu testler
kiltiirde izolasyon ve identifikasyon bazli testler ile kiyaslandiginda duyarliliklarinin

degisken oldugu gorilmustur'?®

. Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Birligi (Infectious
Diseases Society of America), streptokoksik farenjit klinik bulgular1 ile basvuran

hastalar icin eger yapilabiliyorsa hizli streptokokal antijen testinin yapilmasini, test
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sonucu pozitif olmasi halinde hastalarda baslanmasini, test sonucu negatif olan
hastalardan ise 6nce bogaz kiltiiriinin alinmasim, kilturde pozitif sonug elde edilmesi
halinde tedaviye baslanmasini Onermektedir. Kdaltir dayali yontemler ile
kiyaslandiginda hizli  antijen  testlerinin  streptokoksik  farenjit  tanisindaki
duyarliliklarinin % 95 kadar oldugu bildirilmistir®’.

Gecirilmis  GAS enfeksiyonlart tanisi ile akut romatizmal ates, post-
streptokoksik glomerilonefrit gibi non-supuratif sekellerin tanisinin desteklenmesi icin
streptokok toksinlerine karsi olusan antitoksinlerin 6l¢tldigl; anti-streptolizin O (ASO)
ve anti-deoksirinonukleaz B gibi serolojik testler kullanilmaktadir. ASO titresi akut
enfeksiyondan bir hafta sonra yiikselmeye baslar ve 3-6. haftalarda 200 TU’in (izerine
cikarak en yuksek seviyeye ulasir. Anti-DnazeB titresi ise akut enfeksiyondan 1- 2 hafta
sonra yikselmeye baslar ve 6-8. haftalarda en yuksek diizeye ulasir. Deride bulunan
kolesterolun, streptolizin-O molekultnun immunojenik ve hemolitik aktivitesini inhibe
etmesi sebebi streptokokal cilt enfeksiyonlarinin tanisinda ASO titresinin tespitinin tan
acisindan onemi yoktur®>?'.

Ancak Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da, 1980’lerin ortalarinda ve
sonrasinda saglikli cocuklarda, yetiskinlerde GAS invaziv enfeksiyonlarinin yeniden
ortaya ¢ikmasiyla septisemi, NF ve STSS’nin arttigi rapor edilmis ve bu sebeple
molekdler yaklasimlarin dikkate alinmasini gerekli oldugu dustinilmustiir. Bu sebeple,
PCR, ribotiplendirme, multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), fluorescent amplified fragment length polymorphism (FAFLP)
ve multilocus sequence typing (MLST) gibi epidemiyolojik ve populasyon genetik

calismalarin Ustlenmek icin yeni yontemler gelistirimistir2**,

2.4. Tedavi

Cerrahi debridmani gerektiren NF gibi derin deri-yumusak doku enfeksiyonlari
haric GAS enfeksiyonlarinin temel terapoétik tedavi yaklasiminda ilk tercih antibiyotik
kullanimzdir.** Streptokoksik tonsillo-farenjit vakalarinda antibiyotiklerin kullanilmast,
yalmzca kisa strede semptomlarin hafifletilmesi icin degil, aynt zamanda 0zellikle
romatizmal ates gibi non-siipdratif komplikasyonlarin onlenmesi acgisindan da

onemlidir'®

. Ayrica, ARA hikayesi olan hastalarda, hastaligin nikstnu 6nlemek igin
uzun sdreli antibiyotik profilaksisi endikedir®. Non-komplike streptokoksik

enfeksiyonlarin tedavisinde ilk tercih antibiyotik penisilin’dir*****!, Bununla birlikte,
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nekrotizan fasiit ve STSS gibi siddetli GAS enfeksiyonlarinin tedavisinde, tek basina
penisilinin etkinligi sorgulanmis ve penisilinin ile klindamisinin kombine kullanimi

Bl Klindamisin kullanildiginda daha yiiksek etkinlik, toksin salinimini

onerilmistir
baskilama ve sitokin dretimini modile etme kapasitesiyle iligkili oldugu
diisinulmustur®®. Penisilin alerjisi olan hastalar alternatif olarak klindamisin ve
makrolidler, klaritromisin veya azitromisin kullanilabilir ancak birgok Ulkede bu
antibiyotiklere kars: direng gortilmiistir*****®. Bununla birlikte bu hastalar icin alternatif
olarak, farenjit vakalarinda (anafilaktik duyarli olmayanlar icgin) ilk kusak
sefalosporinler, siddetli yumusak doku enfeksiyonlarinda ise vankomisin, linezolid,

daptomisin veya kinopristin / dalfopristin kullanim: 6nerilmektedir3**3,

2.5. Antimikrobiyal direng

S. pyogenes’de, penisiline allerjik hastalar ve agir enfeksiyonlarin kombine
tedavisinde terapotik segenekler olarak yaygin olarak kullanilan klindamisin ve
makrolidlere karsi diren¢ son derece 6nemlidir. GAS’da iki ana makrolid direng
mekanizmasi taninir, bu da farkl: direncli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu
antibiyotiklerin 23S rRNA ribozomal hedefinin transkripsiyon sonrasi metilasyonu, tum
makrolidlere, linkozamidlere (Klindamisin, linkomisin gibi) ve streptograminler B’ye
(Kinopristin) — MLSB (Makrolid-linkozamid-streptogramin B) fenotipini ortaya ¢ikaran
capraz direncle sonuclanir. Bu fenotip ya yapisal olarak (cMLSB) veya indiklenebilir
sekilde (iMLSB) ifade edilebilir. indiiklenebilir direncte, bakteriler tarafindan Gretilen
dogal mRNA, bir metilaz kodlayamaz, ancak bir makrolid indiséru varliginda aktive
olur. Ribozomal metilazlar, erm (eritromisin ribozom metilenaz) tarafindan kodlanr.
Erm 20’den fazla simifi tanimlanmustir, ancak S. pyogenes’de MLSB fenotipi tipik
olarak ermA sinifinin bir alt sinifi olan ermB veya ermTR ile iliskilidir***¥". ErmB
genellikle yiiksek seviyeli direngle iliskilidir ve yapisal olarak veya indiklenebilir
sekilde ifade edilebilirken, ermTR genellikle induklenebilir ve ortaya cikan direng
seviyesinin eflux pompasinin katkisina bagl oldugu distintlmektedir'®’.

Eflux pompa sistemi, streptokoklarda yaygin olarak kullanilan 14 ve 15 Gyeli
lakton halkali makrolidlere (Eritromisin, Klaritromisin, Azitromisin) dusiik ya da orta
seviyelerde direng kazandiran mekanizmadir'®®. S. pyogenes’de, Eflux pompa sistemi

genellikle mef (A) tarafindan kodlanir ancak bazi streptokok suslarinda bazi mef
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varyantlar1 da bulunmustur™®. Erm ve mef kombinasyonunu barindiran GAS izolatlar
da tanimlanmis ve bu MLSB fenotipi sunulmustur™.

Streptokoklarin erm ve mef MGEs’lerde kodlanir ve bu da hem turler i¢ci hem de
tirler aras1 direncin transferini desteklemektedir. Bununla birlikte tetrasiklin direng
genleri de bulunmaktadir. tetM ve tetO her ikisi de transpoze edilebilir makrolid direng
genleri ile birlikte bulunabilir ve protein sentezinde midahale etmeden, ribozoma
tetrasiklin molekdllerin baglanmasi dnler. Streptokokda tetrasiklin direncinin en yaygin
mekanizmas: budur ancak tetkK ve tetL tarafindan kodlanan eflux pompalar da

bulunabilir®

. GAS izolatlar1 arasindaki makrolid diren¢ oranlart Ulkeler arasinda
onemli farklilik gostermektedir®. Portekiz’de, 1998-2003 déneminde tonsillofarenjit
ile iliskili S. pyogenes izolatlar1 arasindaki eritromisin direnci % 26.6 iken 2004-2006
yillar arasinda bu oran % 13.2°ye diisttigii bildirilmistir*®***. Ayni calismada makrolid
direncinin emm 4, 22 ve 28 ile anlaml derecede iliskili oldugu bulunmustur. invaziv
izolatlarin makrolid direnci Avrupa’da da biylk oranda degistigi gorilmustar.
Iskandinav ve Almanya (lkelerinde, Ispanya ve italya’min en yiiksek direnc
seviyelerinin (%17-26.5) aksine en dusuk direng (% 1.5-5.5) orami goraldigl
bildirilmigtir'42143144129145,146.147 "polonya Yunanistan ve Fransa’da, eritromisin direng

148,149

oranlarint % 8-12 arasinda degistigi tespit edilmistir . Yapilan calismalarda

Norvec¢’te % 6.1, Polonya’daki % 46.3 olan tetrasiklin diren¢ oranlarinin makrolid
direncinden daha yiiksek oldugu da bildirilmistir*?*'*°. Portekiz’de sadece invaziv GAS
izolatlarinin kicik koleksiyonlar: incelenmis ve eritromisin direnci % 11 ve % 6,
tetrasiklin direnci ise % 40°1n iizerinde olan direng oranlari elde edilmistir*>**",

Epidemiyolojik caligmalarda Florokinolon direncinin ¢ogunlukla emm 6, 11 ve 75

152,153

tipleri ile iligkili oldugu bulunmustur Portekiz’de florokinolon direncinin,

orofaringeal, tonsillo farenjit, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar: ile iliskili emm 6

izolatlarinda  bulunmustur*>*

. Aktif efflux sistemi, Streptococcus’taki florokinolon
direncinin en yaygin mekanizmas: hedef enzimlerin degistirilmesini saglamaktadir.
Intermediate direng genellikle topoizomeraz 1V’Un alt birimlerinden birini kodlayan
parC’nin kinolon direncini belirleyen bélgedeki (QRDR) mutasyonlar: sonucu ortaya
cikar. Yuksek seviyeli direng ise cogunlukla QRDR’deki DNA girazi kodlayan gyrA

155

geninin mutasyonu ile saglandig: bildirilmistir™. Bu gibi mutasyonlarin spontan

olusumu florokinolon direncinin ortaya ¢ikisinin ana mekanizmas: olarak goérilmekle

27



birlikte S. pyogenes ve S. disgalactiae arasinda oldugu gibi QRDR’nin streptokoklara
horizontal transferi icin kanitlar bulunmustur**®*>’.

Penisilinin GAS tasiyicilarinda % 100 gibi yuksek bir penisilin direnci bildiren
bazi1 calismalarla, GAS tasiyicihginin ilk tedavisinde penisilinin etkili olmadig:

ispatlanmistir'>®

. Arastirmacilar, penisilin epitel hdcrelerine internalize olan GAS
suslarina ulasamadigindan, penisilinin GAS tasiyiciligint ortadan kaldirmada etkili

olmadigin: dustinmektedirler'®®,

2.6. GAS asilan

GAS enfeksiyonlari; global ekonomik yukiin yani sira, invaziv sekelleri olan
hastalar: etkileyen mortalite ve morbidite g6z 6nune alindiginda, GAS’a kars: etkili bir
as1 gelistirmeye yonelik cabalar uzun zamandan beri devam etmektedir. Son yillarda,
molekdler biyolojideki ilerlemeler, 6zellikle birkac S. pyogenes genomunun tam genom
dizilisi, potansiyel asi hedeflerinin tanimlanmasina izin vermistir®®**%2  GAS
enfeksiyonlarini hedef alan etkili bir as1 olusturma dislncesi, arastirmacilar ve halk
saglhigi acisindan Umit verici olsa da calismalarda yiz guldiricu sonuglara
ulasilamamistir. GAS’larda deneme asamasindaki asilar iki kategoride calismalarin
strdirmektedirler. Bunlar; Cba peptidaz, SpeB, SpyCEP, A grubu Kkarbohidrat,
fibronektin baglayici proteinler, SLS, SOF ve M proteininin C-terminal bolgesi gibi
korunan epitoplar1 hedef alan asilar ve M proteininin ve pilin N terminal boélgesi gibi
degisken yiizey antijenlerine dayali olan asilardir 6063164165

M proteini, GAS’in temel virtilans belirleyicisidir, ¢unku klinik arastirmalara
katilan asilar, 26 ve 30 valanl asilar, N-terminal M protein bazl: asilar; J8 asis1 ve
StreptInCor M proteini agilaridir®.

Bunlarda 26 valanh as1;, M1, M1.2, M2, M3, M5, M6, M11, M12, M13, M14,
M18, M19, M22, M24, M28, M29, M33, M43, M59, M75, M76, M77, M89, M92,
M101 ve M114 proteinlerini kapsamaktadir. Bu yaygin as1 serotipleri ABD, Kanada ve
Avrupa gibi yuksek gelirli Ulkelerde % 72’isini karsilarken, Afrika, Asya ve Orta Dogu

tlkeleri gibi dstik gelirli tlkelerin yalmzca % 24’tnu karsilamaktadirt®®678,

Diger
taraftan 30 valanl as1, 26 valanl asinin yeniden formlandirilmis formudur. M4, M29,
M73, M58, M44, M78, M118, M82, M83, M81, M87 ve M49 M tiirleri 26 valanl asida
bulunmazken, M1.2, M43, M13, M59, M33, M101 ve M76 proteinleri de 30 valansl

ast icerisinde bulunmaz. Bu asi serotipleri, ABD ve Kanada’daki tim farenjit
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vakalarinin % 98’ini, Avrupa ve ABD’deki invaziv hastaligin % 90’1inin1 kapsamakta
olup, invaziv hastaliklarin ise % 78’ini olusturmaktadir®*°.

S. pyogenes emm genotiplerinin cesitliligi, cografi bdlge ve periyoda baglh
degisimi as1 gelistirilmesinin Onlindeki engellerden birisidir. Bu problemin Ustesinden
gelebilmek icin farkli yaklasimlar denenmistir. Bu yaklasimlardan birisi spesifik bir
cografi bolgedeki en sik karsilasilan streptokok turlerinin as1 preparatlarinda
kullanilmasidir. Ancak dniversal kullanima acik asi tasarimi icin daha genis caph
calismalara ihtiyac duyulmaktadir™®™.

M proteininin otoimmun yan etkileri tetikledigi 6ne strildugiinden, arastirmalar
M protein bazli olmayan asilarin tasarimina dogru ilerlemistir. Bu ¢alismalarinin amaci
da genis bir enfeksiyon skalasina karsi etkili olan guvenli bir as1 formulasyonunu
bulmaktir. Bu baglamda GAS’larin farkli antijenlerini hedef alan asi c¢alismalar
stirdiiriilmektedir ™.

S. pyogenes suslarinin hicre duvarinda grup spesifik A grubu karbonhidrat
(GAC) antijen yer alir. Bu makromolekul streptokok asisinda hedef antijenlerden
birisidir. Yapilan ¢alismalarda Anti-GAC antikorlarinin S. pyogenes suslarini opsonize
ettigi ve farkl serotipler ile asilanmig fareleri S. pyogenes’e suslarina kars: korudugu

172,173

tespit edilmistir Bununla birlikte, kalp kapagimn aktin, keratin, miyozin ve

vimentin gibi ana proteinleri ile anti-GAC antikorlar1 arasindaki immiunolojik homoloji
sebebi ile, S. pyogenes GAC asi calismalarina siiphe ile bakilmaktadir!17017,

Diger bir as1 aday: olan M benzeri protein olan streptokok koruyucu antijen (Spa)’ dir.
Spa’min  N-terminallinin  bir pargas;, Faz Il klinik calismalarini tamamlayan
StrepAvaxTM (ID Biomedical Corporation, Kanada) adl 26 valansli M proteine dayali
ast ve halen devam etmekte olan 30 valansl: asinin bileseni oldugu bilinmektedir™®,

S. pyogenes’in ylizey proteini olan ve antifagositik 6zellige sahip Streptokokkal
sistein proteinaz A (SCPA) kompleman kaskadinin anafilatoksin C5a’y: pargaladigi igin
Cba peptidaz olarak da adlandirilir'”®%, Homolog C5a peptidazlar ayn1 zamanda B, C
ve G gruplarindan streptokoklar tarafindan dretilir ve bu da SCPA asisinin diger B-
hemolitik streptokoklarla da enfeksiyonlara kars1 da c¢apraz koruma saglayabilecegini
gosterirt’’. SCPA’nin enjekte edilebilir bir formulasyonu farelerde intranazal olarak
inokiile edildiginde S. pyogenes’i eredikasyonunu kolaylastirdig: tespit edilmistir'™®.
SCPA otoimmiiniteyi induklemedigindem umut verici bir as1 adayr olmaya devam

etmektedir'’.
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Inaktif streptokokkal stiperantijenler SpeA veya SpeC bazl streptokok asilari, bu
toksinlere karsi antikor yamti saglamistir. Yapilan calismada bu asilarin enfekte
tavsanlarda, siiperantijenin toksik etkisine karsi korudugu gorilmustir'®®*®, Ancak
stperantijen bazli asilarin insanlarda akut streptokok enfeksiyonu esnasinda, bagisiklik
yanit bakterisidal olmayabilir fakat superantijenlerin toksik etkilerden koruyabildigi
bildirilmistir'®?.

S. pyogenes asi gelistirmenin genel amaci, global S. pyogenes enfeksiyon
yukununin o6nemli azaltilmasidir. Hayvan modellerinde etkili oldugu ispatlanmis
birtakim aday as1 antijenleri bulunmaktadir. Etkili ve uygun fiyath bir as1 Grindinin
piyasaya surulmesinin 6niindeki engeller 6nemli oldugu kanmitlanmistir. En blyuk
zorluk, ARA ve tetikleyebilecek enfeksiyonlarin yan: sira ciddi invaziv enfeksiyonlar
Onlemede etkili olan asilar1 gelistirme konusunda olacaktir. Arzu edilen koruyucu
bagisiklik seviyesini elde etmek icin ¢oklu koruyucu antijenler igeren kombinasyon
asilarinin gelistirilmesi igin sistematik bir deneysel yaklasim gerektirebilir. Glvenli ve
uygun fiyatlh asilarin  basarili  bir sekilde yayginlastirilmasi, S. pyogenes
enfeksiyonlarina atfedilen morbidite ve mortalite tzerinde 6nemli ve pozitif bir etkiye

sahip olabilicektir'®,
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3. MATERYAL ve METOD

Calismaya Mayis 2015 ile Subat 2017 tarihleri arasindan C.U. Tip Fakiiltesi
Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvar: ve bolge hastanelerinde klinik 6rneklerden izole
edilen ve VITEK-II cihazi ile tanimlanan toplam 103 S. pyogenes izolat dahil edilmistir.
GAS suglarinda emm genotipleri ve SAgs genlerinin suslar arasinda dagilimi, klinik
tablo ile bu genotipler arasindaki iliski sorgulanmistir. Klinik izolatlar emm-PCR ve
Dizi analizi yontemleri ile genotipik Ozellikleri yonunden degerlendirilmistir. SAgs
genlerinin suslar arasinda dagilimi multiplex-PCR ile tespit edilmistir. Ayrica Smal-

PFGE yontemiyle test izolatlar1 arasindaki muhtemel klonal iligki irdelenmistir.

Cahisma plan su sekilde olusturuldu;

[EEN
[

Test suslarinin laboratuvara getirilip pasajlanarak ¢ogaltiimas: ve saklanmasi

N
1

Calisma 6ncesi suslarin fenotipik 6zelliklerine gére tanimlanmasi

w
1

Dizi analizi yontemi ile emm tiplendirilmesi

N
1

SAgs ve diger virtlans genlerinin multiplex-PCR ile degerlendirilmesi

5- PFGE yontemi ile izolatlar arasi klonal iliskinin tespiti

3.1. Test suslarimin pasajlanarak tretilmesi ve saklanmasi

Laboratuvarimiza gonderilen test suslari 6nce saf koloni elde etme ve gogaltma
amact ile %5 Koyun Kanli Colombia Agar besiyerlerine ekilerek 37°C’de 18-24 saat
inkibe edildi. Saf olarak elde edilen bu kolonilerden ileri testlerde kullanilmak tzere

%10 gliserol eklenen stok besiyerine pasaj yapilarak, kullanilana dek -20°C’de sakland.

3.2. Suslann fenotipik 6zelliklerine gére tanimlanmasi

Test suslart %5 Koyun Kanli Colombia Agar besiyerlerine inokile edilerek
37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmisitir. Kiiltiirde tireyen koloniler katalaz, gram
boyama ve hemoliz olusturma Ozelliklerine gore incelenmistir. Katalaz negatif izolatlar
icin basitrasin (0,04 U) (Becton Dickinson, ABD) duyarlilik testi yapilmistir. Gram (+)
kok, katalaz negatif, beta hemoliz ve basitrasin duyarli koloniler ¢alismaya dahil

edilmistir.
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3.3. Dizi analizi yontemi ile emm tiplendirilmesi
M proteinin tespiti ve emm bdlgesinin ¢ogaltiimas: icin Public Health England,
Microbiolgy Services Colindale, merkezinin uyguladigi protokol dikkate alinmigtir®®,

emm tiplendirme icin “Centers for Disease Control” (CDC) databazi kullanilmistir®.

3.3.1. Genomik DNA’ nin ekstraksiyonu:

Kanl1 agarda saf olarak elde edilen bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak
62ul lizis buffer ( 50 pl TE buffer: (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0), 10 pl
mutanolisin (3,000 Units/ml) ve 2 ul hyaluronidaz (30 mg/ml, Sigma H3506; 300-750
Units/mg) epondorf icerisinde karistirilmistir ve suspansiyon 37°C’de 30 dakika
bekletilip, ardindan 100°C’de 10 dakika kaynatilmistir. Epondorflar 2000 rpm x1
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen bakteri lizatlar1 PCR ve Dizi analizi islemleri icin

20°C’de saklanilmustir.

3.3.2. emm-PCR

Grup A streptokoklarda emm varligini tespit etmek icin, emm1: (5’- TAT TCG
CTT AGA AAA TTA A-3’) ve emm2: (5°- GCA AGT TCT TCA GCT TGT TT-3’)
primer dizileri kullanilmistir. PCR reaksiyonu toplam 50 ul olacak sekilde; 34.7 ul
dH20, 5ul 10x PCR Buffer, 1.5 ul MgCl2 (50 mM), 0.3 ul Tag DNA polimeraz (5
U/ul), 0.5 pl dNTP miks (10 mM), ve her primerden (10 pM) 3 upl ahinarak
hazirlanmistir. Hazirlanan PCR miksine 2 ul bakteri lizat: eklenerek vortekslenmistir.

PCR Amplifikasyon asamalari termal dongl cihazinda (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki déngu sirasina gére tamamlandi:

95°C’de 1 dak. ilk denaturasyon

95°C’de 30 sn. denaturasyon

46.5°C’de 40 sn. baglanma (annealing)  \40 siklus
72°C’de 90 sn. uzama (extension)

72°C’de 7 dak. son uzama

12°C’de

Sonuglarin  degerlendirilmesi i¢in, 1X TBE icinde % 1,5 agaroz jel

hazirlanmistir. PCR drtnleri jel yukleme tamponu ile 1/5 oraninda (2 pl jel yikleme
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tampon ¢ozeltisi + 10 ul PCR 0rtin ) karistirilarak her bir kuyuya 12 ul, bir kuyuyada
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus marker olacak sekilde jele aktarilmistir. Jel 1X
TBE icinde 120 V uygulanarak 45-60 dakika yuratilmastur. Sonuglar UV 1s1ga altinda
gorinttlenmistir. Gel logic 1500 imaging system (ayrim gict: 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant gortntlerinin fotografi ¢cekilmistir.

3.4.3. Amplifikasyon trunlerinin saflastiriimasi

PCR ile elde edilen amplifikasyon drinlerinin saflastiriimasinda hazir ticari Kiti
kullanilmigtir. 5 pl PCR driinu ile 2 ul ExoSap- IT karigtirilmis ve 37°C’de 15 dakika
ardindan 80°C’de 15 dakika bekletilmistir.

3.3.4. Dizi Analizi

3.3.4.1. Sekans reaksiyonu

Sekans reaksiyon karisimi; 4 ul ABI Prism BigDye Terminator v3.1 “cycle
sequencing” tamponu, 3.2 pmol emmseq2 primeri
(5’TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG-3’), 4 ul PCR Urind, 4 ul 5X buffer ve
son hacim 20 ul olacak sekilde su eklenerek hazirlanmistir. PCR amplifikasyonu, 25
dongu boyunca 96°C de 10 saniye, 50°C’de 5 saniye ve 60°C’ de 4 dakika, 4°C’ de «

olarak uygulanmustir.

3.3.4.2. Sekans reaksiyonu urunlerinin presipitasyonu
Sekans drinlerinin saflastiritimas: igin ZR DNA Sequencing Cleanup KitTM (

Zymo Resarch) protokoli kullanimastir.

1) 20 pl sekans Grtnune 240 pl * Sequencing Binding Buffer” eklendi.

2) Karisim Zymo-SpinTM kolonuna aktarild:.

3) 13000 rpm’ de 30 sn santrif(j edildi.

4) Spin kolana 300 ul “ Sequencing Wash Buffer” eklendi ve 13000 rpm’ de 30 sn
santriftj edildi.

5) Ardindan kolona 20 ul % 20° lik formamid eklendi ve kolon mikrosantrifj

tlpune yerlestirilerek 13000 rpm’ de 15 sn santriflj edilmistir.
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3.3.4.3. Dizi analizi
Saflastirilan sekans drunleri ABI Prism 310 Genetic Analyser cihazina
yuklenmistir. Dizi analizleri icin ABI Prism 310 Data Collection Software yazilimi

tarafindan olusturulan kromatogram dosyalar1 kullaniimistir.

3.3.4.4. emm tiplerinin analizi
Dizileme sonuglarin: iceren kromatogram dosyalart FinchTV v1.3.1 yazilimina
aktarilarak, diziler Uzerinde gerekli gorilen dizeltmeler yapilmistir. Dizilerin emm

tiplendirme islemi icin (https://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strepblast.asp) adresinden

faydalanilmustir®.
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3.4. SAgs gen profilinin belirlenmesi:

185

Izolatlarin SAgs gen profilleri multiplex-PCR yontemi ile belirlenmistir>.

Tablo 4. Sags ve diger virulans faktorlerinin amplifikasyonda kullanilan primer giftleri:

SAgs Primer sekansi (forward) Primer sekansi (reverse) bp
gen
profilleri
Mix1
SpeL CCTGAGCCGTGAAATTCCCA ACACCAGAATTGTCGTTTGGT 657
SpeK CCTTGTGTGTGTATCGCTTGC TTGCTGTCCCCCATCAAACT 568
SpeM ATCGCTCATCAAACTTTTCCT CCTTGTGTGTGTATCGCTTGC 496
SpeC GCCAATTTCGATTCTGCCGC TGCAGGGTAAATTTTTCAACGACA | 405
SmeZ TTTCTCGTCCTGTGTTTGGA TTCCAATCAAATGGGACGGAGAACA | 246
Spel TTCATAGACGGCGTTCAACAA TGAAATCTAGAGGAGCGGCCA 176
Mix2
ssa AAGAATACTCGTTGTAGCATGTGT AATATTGCTCCAGGTGCGGG 678
SpeA AGGTAGACTTCAATTTGGCTTGTGT GGGTGACCCTGTTACTCACG 576
SpeH TGAGATATAATTGTCGCTACTCACAT CCTGAGCGGTTACTTTCGGT 480
SpeG TGGAAGTCAATTAGCTTATGCAG GCGAACAACCTCAGAGGGCAAA 384
Spel TCCTTGTACTAGATGAGGTTGCAT GGTGGGGTTACACCATCAGT 286
Mix3
spd3 ATCGTCGTACTTGGCAAGGTT GCCGCTTCTTCAAACTCTTCG 784
sdc AAGCTTAGAAACTCTCTCGCCA AGTTCCAGTAATAGCGTTTTTCCGT | 600
sdaB TATAGCGCATGCCGCCTTTT TGATGGCGCAAGCAAGTACC 440
sdaD TTTACGCTGAATCGGGCACT GGCTCTGGTTTGCTTTCCCA 295
Mix4
speB AGACGGAAGAAGCCGTCAGA TCAAAGCAGGTGCACGAAGC 952
spyCEP GATCCGGCCCATCAAAGCAT AGCTGCCACTGATGTTGGTG 786
SCPA GCTCGGTTACCTCACTTGTCC CAATAGCAGCAAACAAGTCACC 622
Mac TCTTGCCCTGTTGAAAGTGT CGAGGTGGTATTTTTGACGCC 389
sic TTACGTTGCTGATGGTGTATATGGT TTTGATAGAGGGTTTTCAGCTGGC 150
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Tablo 5. Multiplex PCR reaksiyonun hazirlanmasi

Mix1 Mix2 Mix3 Mix4

100uM primer 0.6ul 0.5l 0.4 ul 0.5l

10X Tag polimeraz buffer 0.5 ul 0.5 ul 0.1l 0.5 ul

(NH4)2SO4

25Mm MgCl, 0.5 ul 0.5 ul 0.1l 0.5 ul

1ImM dNTP 0.5 ul 0.5 ul 0.1l 0.5 ul

DNA 2.8 ul 2.9 ul 3.0l 2.9 ul

0.5U Tag polimeraz 0.1ul 0.1ul 0.1ul 0.1ul

Tablo 6. Multiplex PCR amplifikasyon asamasi
Programl (Mix1,2,3) Program4 (Mix4)

Sicaklik Zaman Sicaklik Zaman
Ilk denattirasyon 95°C 3 dakika 95°C 3 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 95°C 15 saniye
Annealing 60°C 20 saniye 52.5°C 45 saniye
Elongation 72°C 2dakika 72°C 3 dakika
Final elongation 72°C 7dakika 72°C 7dakika

Her iki programda amplifikasyon dongusu 40 siklus olarak ayarlanacaktir.

Sonuglarin degerlendirilmesi icin, 1X TBE iginde % 1.5 agaroz jel hazirlanarak
mikrodalga firinda eritilmistir. 100 ml eriyik igine 5 mg/ml etidyum bromid
cozeltisinden 5ul eklendi ve jel kasetine dokildl, taraklar yerlestirilerek donmaya
birakildi. PCR urinleri 10 ul ile 2 pl jel yikleme tampon ¢oOzeltisi karstirilarak her bir
kuyunu 12 pl, ardisik iki kuyuyada 5 pl 100 bp DNA Ladder Plus marker olacak sekilde
jele aktarildi. Jel 1X TBE i¢inde 150 V uygulanarak 40 dakika yuratildi. Sonuclar UV
15181 altinda goruntilendi. Gel logic 1500 imaging system (ayrim gucu: 1708x1280
pixel, kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goruntilerinin fotografi
cekildi.

3.5. PFGE yontemi ile izolatlar arasi klonal iliskinin tespiti
Streptokok izolatlar1 arasindaki filogenetik iliskileri PFGE yontemi ile

aragtinlmistir.  Bu amacla (https://www.cdc.gov/pulsenet/pdf/listeria-pfge-protocol-
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508c.pdf) PulseNet’s Listeria monocytogenes PFGE protokolu uygulanmistir. PFGE
yontemi icin hazirlanan DNA-agaroz kaliplari Smal ile restriksiyon islemi
uygulandiktan sonra %1’lik PFGE agaroz ile elektroforeze tabii tutuldu. CHEF-DR Il
sisteminde baslangi¢ vurus suresi 4,6 sn, bitis vurus stresi 40 sn, vurus acis1 120°, akim
6 V/cm2, sicaklik 10°C, sure 20 saat olacak sekilde elektoforez islemi uygulandi.
Elektroforezden sonra jel, 5 pug/ml etidyum bromdar iceren 500 ml ultra saf su igine
alind: ve 20 dakika boyandi. Boyadan sonra dekolorizasyon icin jel, 500 ml saf su
icerisinde 10 dakika bekletildi. Ardindan jel UV 1s1ga altinda gorinttlendi. Gel logic
1500 imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA)
kullanilarak DNA bant goruntilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda
kaydedildi. GelCompar Il yazilim sistemi (version 4.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. “Unweighted pair group
method with mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin
dendrogrami olusturuldu ve kimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik
katsayisina gOre suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak alindi. Suslar arasindaki iliskide

%80 benzerlik oran: kriter olarak kullanild:*.
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4. BULGULAR

Calismada C.U. Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvar: ile bélge
hastanelerinde klinik érneklerden izole edilmis 103 GAS izolatinda; emm, SAgs tipleri,
Dnaze, proteaz gibi virllans genlerinin tespiti ve prevalans: irdelenmis, suslar
arasindaki muhtemel klonal iliski sorgulanmistir. Labaratuvarimiza gonderilen ve
fenotipik olarak GAS tanmisi almis bakteri izolatlari, taninin dogrulanmasi amaciyla
laboratuvarimizda yeniden fenotipik testlere tabii tutulmus, yapilan testler sonucu GAS
oldugu dogrulanan 97 izolat ¢calismaya dahil edilmistir.

Suglarda emm genotiplerinin tespiti amaciyla yapilan emm-PCR sonucunda 97
izolatin sadece 86’sinda emm pozitif bulunmustur. emm genotiplendirmede 86 izolat

degerlendirmeye alinmistir (Sekil 6).

Sekil 6. emm- PCR jel goruntisu

emm pozitif izolatlarinin, CDC databazi kullanilarak yapilan emm
tiplendirmesinde ise 7’°si emm subtip olmak lzere 22 (%25.58) farkh ( 28, 1, 12, 3, 89,
2,244, 212, 219, 163, 245, 241, 196, 118.5, 11.1, 1.65, 203.1, 89.31, 108.1, 6.19, 28.5,
stG 7882.3) emm tipi tespit edildi. emm tiplerinin prevalans: irdeledigimizde en yaygin
goralen tiplerin sirast ile emm28 (%22.09), emm1 (%18.60), emm12 (13.95), emm3
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(%11.62) ve emm89 (%3.48) oldugu gorildi. emm tiplerinin suslara gore dagilimi ve
tespiti asagidaki sekil ve tabloda verilmistir (Sekil7-Tablo 7).

»|cl|[EMMZE.0 emm28.0 (emm-cluster E4) subtype-determining sequence. Bases
31-180 encode
Length=180

Score = 100 bits {110), Expect = 8e-23
Identities = 1437179 (80%), Gaps = 22/179 (12%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 GOGOCTTTGGACCCCAAACAGATGTTA-GGCTGTC----CCCCTCAAAG-ACAGAGACTTCT 35

10 LR L
Shjct 1 GGCTTTGCAAACCAAACAGAAGTTAAGGCTGCGGAGTCTCCAAARAGTACTGAGACTTCT 60

Query 36 G-TAATGG-GCTG-TCCATTAG-TG-TGC-TACA-CA-ATTGCTTACTGA-CATGAGAA- 105

| IVENIE SOOI RO TRRRR e
Shjct 61 GCTAATGGAGCTGATAAATTAGCTGATGCATACAACACATTGCTTACTGAACATGAGAAA 120

Query 106 CTC-GAGATGAGTAT-ATACCT--ATTGATGCTAA-GATGAAGAACCTAGG-ATAAAGT 158

(R TELE LR T
Shjct 121 CTCAGAGATGAGTATTATACATTAATTGATGCTAAAGAAGAAGAACCTAGGTATAAAGC 179

=Icl|EMML.0 emm1.0. (emm cluster A-C3) usually T1, opacity factor negative.
Also,
Length=180

Score = 325 bits {360), Expect = 3e-90
Iddentities = 180,180 (100%:), Gaps = 0/180 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 39 GGTTTTGUGAATCAAACAGAGGTTAAGGCTAACGGETGATGGTAATCCTAGOGAAGTTATA 98

AT
Shjct 1 GGTTTTGCGAATCAAACAGAGGTTAAGGCTAACGGTGATGGTAATCCTAGGGAAGTTATA 6D

Query 99 GAAGATCTTGCAGCAAACAATCCCGCAATACAAAATATACGTTTACGTCACGAAAACAAG 1358

TR TR
Shjct 61 GAAGATCTTGCAGCAAACAATCCCGCAATACAAAATATACGTTTACGTCACGAAAACAAG 120

Query 159 GACTTAAAAGCGAGATTAGAGAATGCAATGGAAGTTOCAGGAAGAGATTTTAAGAGAGCT 218

AT AR
Shjct 121 GACTTAAAAGCGAGATTAGAGAATGCAATGGAAGTTGCAGGAAGAGATTTTAAGAGAGCT 180
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>[Cl|EMM219.0 emm219.0 (emm-cluster E3) (formerly 5t9505.0) subtype determining
sequUence,
Length=180

Score = 232 bits (256), Expect = 4e-62
Identities = 146/151 (97%), Gaps = 5/1531 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 158 TAAAGAAA-TAAAGAGTATGCAAGTCA-CTTGCTALAA-TCALAAAGGAACGCGAAGAATT 214

(AT TORCREINRRANER FAPRARE AR
Shjct 30 TAAAGAAAATAAAGAGTATGCAAGTCAACTTGCTAAAAATCAAAAGGAACGCGAAGAATT 89

Query 215 AGAGCTCGAATACCTCAGAAAATCAGATAAAGAGTATALAGAGCATCAACAATATCGAL- 273

I
Shict 90 AGAGCTCGAATACCTCAGAAAATCAGATAAAGAGTATAAAGAGCATCAACAATATCGACA 149

Query 274 AGAACAAGAAGAACGTC-AAAAMAATCAAGAL 203

IIHEARRI TR
Shjct 150 AGAACAAGAAGAACGTCAAAAAAATCAAGAA 180

»|cl|EMM28.5 emm28.5 (emm-seguence E4) subtype-determining sequence. Bases
31-180 encode
Length=180

Score = 104 bits {114), Expect = 7e-24
Identities = 144/179 (80%), Gaps = 22/179 {12%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 GGCTTTGGACCCCAAACAGATGTTA-GGCTGTC--—-COCCTCAALG-ACAGAGACTTCT 55

1 1 TR RTEE
Shjct 1 GGCTTTGCAAACCAAACAGAAGTTAAGGCTGCGGAGTCTCCAAAAAGTACTGAGACTTCT 60

Query 56 G-TAATGG-GCTG-TCCATTAG-TG-TGC-TACA-CA-ATTGCTTACTGA-CATGAGAA- 105

LI OO0 RRAR et
Sbjct 61 GCTAATGGAGCTGATAAATTAGCTGATGCATACAACACATTGCTTACTGAACATGAGAAA 120

Query 106 CTC-GAGATGAGTAT-ATACCT--ATTGATGCTAA-GATGAAGAACCTAGG-ATAAAGC 158

(PR OEE T ORORREEE REARRCEIEE S
Shjct 121 CTCAGAGATGAGTATTATACATTAATTGATGCTAAAGATGAAGAACCTAGGTATAAAGC 179
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»lellemm241.0.5ds emm241.0 GAS from bload, KK2596, during 2013 in Aomori, Japan.

Clinical
Length=180

Score = 208 bits (230), Expect = 3e-55
Identities = 122,124 (98%), Gaps = 2/124 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 218 AAGGAATCAACAAGTTGOOATAGACAAAGACTTCAAAALAGACTTAGAAGAGALARAGLAL 277

TR AR RAETTAE
Shjct 58 AAGGAATCAACAAGTTGGGATAGACAAAGACTTGAAAAAGAGTTAGAAGAGAAAAAGGAA 117

Query 278 GCTCTTGAATTAGCGATAGACCAGGC-AGTCOGLGACTACCATAGAGCTACCGCTTTAGA 336

(INHEECHRAPADO RLE ARRVAIERAAT O
Shjct 118 GCTCTTGAATTAGCGATAGACCAGGCAAGTC-GGGACTACCATAGAGCTACCGCTTTAGA 176

Query 337 AALAA 340

Il
Shjct 177 AAAA 180

»|cl[EMML.65 emml.65 (emm cluster A-C3) GAS isolated from wound, 1041200065,

from a
Length=180

Score = 271 bits (300), Expect = 3e-74
Identities = 173/180 (96%), Gaps = 6/180 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 9 AGGTTTTGCGA-TCAACAGAGGTTA-GGCTA-COGTGATGETA-TCCTAGGGA-GTTATA 63

(R PLRDEREY O ARSRRDIER ORI 60
Shjct 1 AGGTTTTGCGAATCAACAGAGGTTAAGGCTAACGGTGATGGTAATCCTAGGAAAGTTATA 60

Query 64 GAAGATCTTGCAGCAA-CAATCCCOCAATACAALAATATACGTTITACGTCACGALAACALG 122

(LW TAE R RO
Sbjct 61 GAAGATCTTGCAGCAAACAATCCCGCAATACAAAATATACGTTTACGTCACGAAAACAAG 120

Query 123 GACTTAAAAGCGAGATTAGAGAATGCAATGGAAGTTGCAGGAAGAGATTTTAAGAGAGCT 182

R AT ETAT
Shjct 121 GACTTAAAAGCGAGATTAGAGAATGCAATGGAAGTTGCAGGAAGAGATTTTAAGAGAGCT 180

=[clEMML08.1 emm108.1 (emm-cluster D4) subtype determining sequence. Identity

to bases
Length=180

Score = 181 bits (200], Expect = 4e-47
Identities = 109,112 (97%), Gaps = 2/112 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 TATCAGACTGATGATGCA-CAAGGGGGGAGAGATTTTGCACCTCTGTTAGC-GAGACAAT 60
(EE R ARV ORI

Shict 69 TATCAGACAGATGATGCAACAAGGGGGGAGAGATTTTGCACCTCTGTTAGCAGAGACAAT 128

Query 61 GAGAGATAATAACAATTTAAGAGAAACGCTTGACGAAACTAAAAAAGAAATT 112
R AR CRAEE O

Shjct 129 GAGAGATAATAACAATTTAAGAGAAACGCTTGACGAAACTAAAAAAGAAATT 180

Sekil 7. CDC databazi ile tanimlanan bazi: emm tipleri
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emm tiplerinin ahnan Ornek tlrine gore dagilimint irdeledigimizde 54 (st
solunum yolu (USY) enfeksiyonu ile basvuran hastalardan alinan bogaz suriintiisi
orneklerinde 17 farkli emm tipi, bununla birlikte 14 balgam 6rneginde 8, 12 deri
yumusak doku (DYD) 6rneginde 7, triner sistem enfeksiyonu (USE) olan hastalardan

alinan idrar 6rneklerinde de 6 farkli emm tipi dagilim tespit edildi (Tablo7).

Tablo 7. GAS’larin izole edildikleri klinik materyal ve emm tiplerine dagilima.

emm Ornek tur Toplam (86)

tipi USY | Balgam DYD USE Say1 %
28 6 7 6 - 19| 22.09
1 14 1 1 - 16 | 18.60
12 10 - 1 1 12| 13.95
3 7 1 1 1 10| 11.62

89 1 1 1 - 3| 3.48

118.5 3 - - - 3| 3.48

2 2 1 - - 3| 348

241 2 - -- - 2| 232

28.5 1 - 1 - 2| 232

163 1 1 - - 2| 232

212 1 1 2| 232

245 1 1 2| 232

244 1 1 1.16
203.1 1 1 1.16
89.31 1 1 1.16
6.19 1 1 1.16

stG 7882.3 1 1| 116
11.1 1 1 1.16

1.65 1 1 1.16
108.1 1 1 1.16
219 1 1 1.16

126 1 1 1.16
Toplam 54 14 12 6 86 100
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GAS suslarinda SAgs tipleri, Dnaze, proteaz gibi virtlans genlerinin tespiti ve
prevalans: irdelendiginde; en prevalan Sags tipinin SpeG oldugu, bunu ikinci siklikta
SpeC’nin izledigi, buna karsilik SpeL geninin ise higbir izolatta bulunmadigi, Dnaze
enzim tiplerinden en sik sdaB bulundugu, buna karsilik sdaD’nin hicbir izolatta
tanimlanmadig: ve proteaz faktorlerinden mac’in en prevalan oldugu, sic’in ise en az
tespit edilen proteaz oldugu goérildi. Sags genotipleri en az bir, en fazla 4 olmak (zere
86 izolatta tamimlandi. Dnaze genotipleri ise en az bir, en fazla 3 olmak Uzere 54
izolatta tespit edildi. Buna karsilik 32 susta ise bu genotipleri bulunamadi. Proteaz
genotipleride 57 izolatda en az bir en fazla dort olmak Uzere tanimlandi. Ancak 29
izollatta aranan proteaz genotipleri tespit edilemedi. GAS izolatlarinda viriilans
faktorlerinin bulunma sikhigr ve 6rnek tirt, emm tiplerine goére dagilimi asagidaki
tablolarda verilmistir (Sekil8,Tablo8-9-10-11).

Tablo 8. GAS izolatlarinda virllans ile iligkili aranan genlerin gériilme siklig1.

Virtlans Toplam % Virllans Izolat %
Faktorleri Izolat Faktorleri

SpeG 50 58.13 SpeL 0 0
SpeC 49 56.97 sdaB 46 53.48
SpelJ 25 29.06 spd3 24 27.90
SpeA 18 20.93 sdc 22 25.58
Spel 15 17.44 sdaD 0 0
SpeM 10 11.62 mac 46 53.48
SpeH 9 10.46 SCPA 34 39.53
SpeK 5 581 spyCEP 26 30.23
SmeZ 5 581 SpeB 21 24.41
ssa 4 4.65 sic 14 16.27
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Sekil 8. Multiplex-PCR ile tanimlanan bazi virtlans faktérlerinin géruntisi
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Tablo 9. Test suslarinin; izole edildiklei Klinik materyal, M genotipi ve virulans faktorleri dagilim.

No | Ornek | M tipi Sags Dnaze Proteaz

1 Balgam | 28 SpeC, Spel sdaB, sdc

2 | USE 28 SpeC Sic, Mac

3 DYD 28 speM sdc Sic, Mac, scpA, spyCEP
4 DYD 28 SpeC, SpeG, SpeA sdaB Mac, scpA, spyCEP, speB
5 DYD 28 Spel, SpeG, SpeH sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
6 Balgam | 28 SpeK, SpeG sdaB, spd3

7 Balgam | 28 SpeC, SpeG, Spel Sic, Mac

8 USE 28 SpeC, SpeG, SpeJ, SpeM Sic, Mac, scpA, speB

9 USE 28 SpeG, SpeH, SmeZ, ssa sdaB spd3

10 | USE 28 SpeG, SpelJ, SmeZ Mac, scpA, speB

11 | DYD 28 SpeC sdaB Mac, scpA, spyCEP

12 | Balgam | 28 Spel, SpeG Sic, Mac

13 | USE 28 Spel, SpeC Sic, Mac, scpA

14 | DYD 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP, speB
15 | DYD 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP, speB
16 | Balgam | 28 SpeC sdaB Mac, scpA, spyCEP

17 | USE 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP

18 | Balgam | 28 SpeC,SpeG, SpeA, SpeM | sdaB, spd3, sdc

19 | USE 28 SpeG, SpeK, SpeM sdaB, sdc

20 | USE 3 SpeC, SpeG Mac, scpA, spyCEP, speB
21 | Balgam | 3 SpeC, SpeG, Spel, SpeH | sdaB

22 | USE 3 SpeC, Spel, ssa sdaB,spd3, sdc Sic, Mac, scpA

23 | USE 3 SpeC, SpeG, Spel, SpeA | sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP

24 | DYD 3 SpeC, SpeG sdaB, spd3

25 | USE 3 SpeC, SpeG, SpeK sdaB, sdc

26 | USE 3 SpeG sdaB,spd3, sdc

27 | USY 3 SpeG, SpeJ, SpeA Mac, scpA, spyCEP, speB
28 | USY 3 SpeG, SpeJ, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP

29 | USE 3 Spel sdaB, spd3
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Tablo 10. Test suglarinin; izole edildiklei klinik materyal, M genotipi ve viriilans faktorleri dagilima.

No Ornek | Mtipi | Sags Dnaze Proteaz

30 usy 1 SpeC, SpeJ, SpeG sdaB, sdc

31 usy 1 SpeC Sic, Mac

32 usy 1 speM sdc Sic, Mac

33 DYD 1 SpeC, SpeG, SpeA sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
34 usy 1 Spel, SpeG, SpeH sdaB, spd3

35 usy 1 SpeK, SpeG

36 usy 1 SpeC, SpeG Sic, Mac

37 usy 1 SpeC, SpeG, Spel, SpeM Mac, scpA

38 usy 1 SpeG, SpeH, SmeZ, ssa sdaB

39 Balgam | 1 SpeG, SpeJ, SpeC spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
40 usy 1 SpeC

41 usy 1 Spel, SpeG Sic, Mac

42 usy 1 Spel, SpeC Mac, scpA

43 usy 1 SpeC Mac, spyCEP, speB

44 usy 1 SpeC Mac, speB

45 usy 1 SpeC sdaB

46 usy 12 SpeC sdaB, sdc

47 USE 12 SpeC, SpeG Mac, scpA, spyCEP, speB
48 usy 12 SpeA, SpeM

49 usy 12 SpeK, SpeM sdaB, sdc

50 DYD 12 SpeC, SpeG, ssa Mac, scpA, spyCEP, speB
51 usy 12 Spel, SpeH sdaB

52 usy 12 SpeC, Spel, sdaB,spd3, sdc | Mac, scpA

53 usy 12 SpeJ, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP

54 usy 12 SpeC, SpeG sdaB

55 usy 12 SpeG sdaB

56 usy 12 SpeG, Sped, SpeA Mac, scpA

57 usy 12 SpeG, Spel, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP
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Tablo 11. Test suglarinin; izole edildikleri klinik materyal, M genotipi ve virulans faktorleri dagilim.

No | Ornek | M tipi Sags Dnaze Proteaz

58 | Balgam | 89 SpeC, Spel sdaB

59 | USY 89 SpeC

60 | DYD 89 Spel, SpeG, SpeJ sdc, sdaB, spd3 | Mac, scpA, spyCEP

61 | USY 118.5 Spel sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
62 | USY 118.5 Spel, SpeG, SpeA sdc

63 | USY 118.5 SpelJ, SpeH sdaB

64 | USY 2 SpeJ, SpeG sdaB, spd3

65 | USY 2 SpeG, SpeH sdaB Sic, Mac

66 | DYD 2 SpeG, SpeJ, SmeZ sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
67 | USY 241 SpeC Mac, Sic, scpA

68 | USY 241 SpeJ, SpeG, SpeA, SpeC sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
69 | USY 28.5 SpeA, SpeC, Spel, smeZ

70 | DYD 28.5 SpeC Mac, scpA, spyCEP

71 | USY 163 SpeG, SpeA, sdaB, spd3

72 | Balgam | 163 SpeA, SpeC, Spel

73 | USE 212 SpeG speB

74 | Balgam | 212 SpeC, SpeG, SpeA, SpeM | sdaB, spd3, sdc

75 | USY 245 SpeC, SpeG, SpeA, Spel sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
76 | DYD 245 sdaB,spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
77 | USY 244 SpeC, SpeG sdaB

78 | USY 203.1 SpeC, SpeG, Spel Mac, Sic

79 | USY 89.31 SpeC Sdc

80 | USY 6.19 SpeG

81 | USY stG7882.3 | SpeC, SpeG

82 | USE 111 SpeC, SpeG, SpeA, SpeM | sdc

83 | USE 1.65 SpeC, SpeG, Spel sdaB, sdc

84 | USE 108.1 Spel, SpeH speB

85 | Balgam | 219 SpeG sdaB, spd3

86 | Balgam | 126 Spel sdaB, spd3, sdc | Mac
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Test suslart arasinda en sik tanimlanan emm genotiplerindeki virtilans
faktorlerinin dagilhim: irdelendiginde emm 28 tipine sahip 19 izolatin 11’inde en sik
tespit ettigimiz Sags tipinin speC oldugu bunu 9 izolat ile speG’nin izledigi birer
izolatta da ssa ve speK’nin en az tespit edilen tipler oldugu goruldu. Yine gu grupta 9
izolat ile sdaB Dnaze’in 14 izolatta da Mac’in en sik karsilasilan virtilans faktorleri
oldugu goruldu. M tipi olarak 10 izolat ile 4. siklikta tanimlanan emm3’de ise 8 izolatin
speG’ye sahip oldugu, Dnaze genlerinden en sik sdaB’nin, Mac ve spyCEP’in en sik
goruldugi tespit edildi(Tablo12)

Tablo 12. En sik tanimlanan M tiplerinde gérulen virtilans faktorleri.

M tipi Sayi Sags Dnaze Proteaz

28 19 | speC;11 speG; 9 sped; 4 speM; 4 | sdaB;9  sdc;4 | Mac;14  scpA; 11
spel; 3, speA; 2 speH; 2 smeZ; 2 | spd3;4 spyCEP; 8 sic;6
ssa;1 speK; 1 speB;6

1 16 | speC;11 speG; 8 spel; 3 spelJ; 2 | sdaB;5 sdc; 3| Mac;10 sic;4 scpA;4
speM; 2 speH; 2 speA; 1 smeZ; 1 | spd3;2 speB;4 spyCEP; 3
ssa;1 speK; 1

12 12 | speG; 6 speC;5 speA; 4 spel; 3 | sdaB;8 sdc; 3 | Mac; 6 scpA; 6
speM; 2 spel; 2 speH; 2 ssa;l | spd3;3 spyCEP; 4 speB;2
speK; 1

3 10 speG; 8 speC;6 spel; 4 speA; 3 | sdaB;8 spd3;6 | Mac; 5 scpA; 5
spel; 2 speH; 1 ssa;1 speK; 1 sdc; 3 spyCEP; 4 speB;2

sic;1

Calismamizda 6nemli bulgulardan biri de iki farkli hastadan alinan érneklerden
izole edilen GAS izolatlainda emm tipi ve virulans faktorlerin dagilimi idi. Yumusak
doku enfeksiyonu sebebi ile farkli tarihlerde yara strlntlsi alinan hastanin epizotunda,
emm tiplerinin farkli (emm28-28.8), viriilans faktorlerinin ise %95 oraninda aym
oldugu tespit edildi. Diger hastaya ait farkli bolgelerden alinan iki 0rnek turinde ise
emm tiplerinin ve tanimlanan viriilans faktorlerinin birbirinden farkli, sadece mac

geninin ortak oldugu gorildi(Tablol3).
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Tablo 13. Aym hastadan farkli zamanlar ve/veya lokasyondan izole edilen GAS’larin M tipi ve
viriilans faktorleri dagilimu.

Sus | Ornek | emm tipi | Sags Dnaze Proteaz

No | thrd

11 |DYD |28 SpeC sdaB Mac, scpA, spyCEP

70 |DYD |285 SpeC Mac, scpA, spyCEP

76 |DYD | 245 sdaB,spd3 | Mac, scpA, spyCEP, speB
78 |USY |203.1 SpeC, SpeG, Spel Mac, Sic

GAS izolatlarinin M tiplerinden bagimsiz olarak viriilans faktorlerinin
dagilimina gore kimelenme o6zelliklerini irdeledigimizde, 22 izolatin %100 benzer
profile sahip her biri iki Gyeli olan 11 kiimede yer aldig:1 gorildi. C kiimesinde yer alan
iki hastanin hem ayni 6rnek tlrinun olmasi hem de emm ve viriilans faktorlerinin
benzer olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. D kiimesinde farkli érneklerden izole edilen
izolatlarin emm ve virulans faktorlerinin birbiri ile aym oldugu, E-G-H-J-K
kiimelerinde yer alan izolatlarin ise sadece emm tiplerinin farkli oldugu gorildi. A-B-
F-1 kimelerinde yer alan izolatlarin ise virtlans faktorlerinin birbiri ile benzer, emm tipi
ve Ornek trlerinin farkl oldugu tespit edildi(Tablo14-15-16).
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Tablo 14. M tipinden bagimsiz olarak Sags’lerin benzerligi dikkate ahinarak virtlans faktorleri
benzerligine gore izolatlarin kiime analizi.

Kime | Sus Ornek | emm Sags Dnaze Proteaz

No tard tipi

A |31 usy 1 SpeC Sic, Mac
2 USE 28 SpeC Sic, Mac
44 usy 1 SpeC Mac, speB

B |17 USE 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP
70 usy 285 | SpeC Mac, scpA, spyCEP

C 14 DYD 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP, speB
15 DYD 28 SpeC Mac, scpA, spyCEP, speB
43 usy 1 SpeC Mac, spyCEP, speB

D 16 Balgam | 28 SpeC sdaB Mac, scpA, spyCEP
11 DYD 28 SpeC sdaB Mac, scpA, spyCEP
45 usy 1 SpeC sdaB
46 usy 12 SpeC sdaB, sdc
79 usy 89.31 | SpeC Sdc
32 usy 1 speM sdc Sic, Mac
26 USE 3 SpeG sdaB,spd3, sdc
85 Balgam | 219 SpeG sdaB, spd3
55 usy 12 SpeG sdaB
73 USE 212 SpeG speB
80 usy 6.19 SpeG
62 usy 118.5 | Spel sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
86 Balgam | 126 Spel sdaB, spd3, sdc | Mac
3 DYD 28 speM sdc Sic, Mac, scpA, spyCEP
32 usy 1 speM sdc Sic, Mac
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Tablo 15. M tipinden bagimsiz olarak Sags’lerin

benzerligine gore izolatlarin kiime analizi.

benzerligi dikkate ahinarak virllans faktorleri

Kiime | Sus | Ornek | emmtipi | Sags Dnaze Proteaz
No | turd
1 Balgam | 28 SpeC, SpeJ | sdaB, sdc
58 | Balgam | 89 SpeC, Spel | sdaB
6 Balgam | 28 SpekK, sdaB, spd3
SpeG
35 | USY 1 SpeK,
SpeG
F 12 | Balgam | 28 Spel, SpeG Sic, Mac
41 | USY 1 Spel, SpeG Sic, Mac
13 | USE 28 Spel, SpeC Sic, Mac, scpA
42 | USY 1 Spel, SpeC Mac, ScpA
52 | USY 12 Spel, SpeC | sdaB,spd3, Mac, scpA
sdc
G 20 | USE 3 SpeC, Mac, scpA, spyCEP, speB
SpeG
47 | USE 12 SpeC, Mac, scpA, spyCEP, speB
SpeG
24 | DYD 3 SpeC, sdaB, spd3
SpeG
36 | USY 1 SpeC, Sic, Mac
SpeG
H |54 |USY 12 SpeC, sdaB
SpeG
77 | USY 244 SpeC, sdaB
SpeG
81 | USY stG7882.3 | SpeC,
SpeG
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Tablo

16. M tipinden bagimsiz olarak Sags’lerin benzerligi dikkate alinarak virlilans faktorleri

benzerligine gore izolatlarin kiime analizi.

Kiime | Sus | Ornek emm tipi | Sags Dnaze Proteaz
No | tard
4 YDY 28 SpeC, SpeG, SpeA sdaB Mac, scpA, spyCEP, speB
33 | DYD 1 SpeC, SpeG, SpeA sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
5 YDY 28 Spel, SpeG, SpeH sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
34 | USY 1 Spel, SpeG, SpeH sdaB, spd3
| 7 Balgam 28 SpeC, SpeG, Spel Mac, Sic
78 usy 203.1 SpeC, SpeG, Spel Mac, Sic
30 | Usy 1 SpeC, SpeG, SpeJ sdaB, sdc
39 | Balgam 1 SpeC, SpeG, Spel spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
10 | YDY 28 SpeG, SpeJ, SmeZ Mac, scpA, speB
66 | YDY 2 SpeG, Spel, SmeZ sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
27 | UsSY 3 SpeG, Spel, SpeA Mac, scpA, spyCEP, speB
J 28 | USY 3 SpeG, Spel, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP
57 | USY 12 SpeG, Spel, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP
56 | USY 12 SpeG, Spel, SpeA Mac, scpA
63 | USY 118.5 SpeG, Spel, SpeA sdc
8 USE 28 SpeC, SpeG, Spel, SpeM Sic, Mac, scpA, speB
37 | USY 1 SpeC, SpeG, Spel, SpeM Mac, scpA
9 USE 28 SpeG, SpeH, SmeZ, ssa sdaB spd3
38 | USY 1 SpeG, SpeH, SmeZ, ssa sdaB
K 18 Balgam 28 SpeC, SpeG, SpeA, SpeM sdaB, spd3,
sdc
74 Balgam 212 SpeC, SpeG, SpeA, SpeM sdaB, spd3,
sdc
82 USE 111 SpeC, SpeG, SpeA, SpeM sdc
23 | USE 3 SpeC, SpeG, SpelJ, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP
68 | USY 241 SpeC, SpeG, Sped, SpeA sdaB, spd3 Mac, scpA, spyCEP, speB
75 | USY 245 SpeC, SpeG, Spel, SpeA sdaB, sdc Mac, scpA, spyCEP, speB
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GAS izolatlarinin filogenetik iliskileri smal-PFGE yontemi ile degerlendirildi.

Suslar arasi iligski Dice benzerlik katsayisi kullanilarak >%80 benzerlik orani baz alindi

ve kiime analizi yapildi. Benzerlik oranlari dendogram ile gosterildi. Bu baglamda

PFGE analiz degerlendirmesinde, iki Uyeli olan iki izolat ayn: hastanin farkl tarihlerde

alinan yara Kkultirt izolatlarina ait olup % 95 benzerlik gosterdigi, 77 izolatin, en

kicugl 3 tyeli olmak lzere 9 kiime icerisinde dagildigi ve 7 6rnegin ise tek Uyeli
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oldugu ve izolatlar arasinda anlamli bir klonal iliski bulunmadig: tespit edildi.

Sekil 9. PFGE sonucu elde edilen GAS izolatlarinin filogenetik iliskileri ve jel gérintusa.
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5. TARTISMA

Tonsillofarenjitin major bakteriyel patojeni olan GAS’lar akut primer enfeksiyon
disinda  ARA, endokardid, nekrotizan fasiit ve glomertlonefrit gibi ciddi
komplikasyonlara da sebep olurlar. GAS’lar tarafindan olusturulan enfeksiyonlar ve
enfeksiyon sonrast komplikasyonlar hem gelismis hem de gelismekte olan Glkelerde
onemli bir halk sagligi problemi olmay: siirdiirmektedir. Yiksek morbiditenin yani sira
mortalitenin de sebebi olan GAS suslarinin enfeksiyonlarin prognozunu etkileyen
virulans faktorleri, toksin yapilari ve emm tipleri gibi genetik 6zelliklerini hedef alan
calismalarin sayisi gittikge artmaktadir.

Bizde calismamizda farkli klinik 6rneklerden izole edilmis GAS suslarinda
virulans ile iliskilendirilen toksin genleri ve emm tiplerinin hastaliklar ile iliskideki rolu
ve toksin eksprese etme 6zelliklerini arastirmayr amagcladik. Calisma sonunda boélgesel
baskin emm tipleri ve viriilans faktor profilleri hakkinda bilgi birikimimizi artirmay: ve
baskin emm genotiplerinin mevcudiyeti halinde ileride yapilacak bolgesel asi
calismalarina 1sik tutmayi amacladik.

Calismamizda, toplanan 97 izolatin GAS susunun sadece 86’sinda emm-PCR
ile emm pozitifligi bulunmustur. emm pozitif izolatlarinin genotiplendirmesinde 7’si
emm subtip olmak tizere suslarin 22 (%25.58) farkh ( 28, 1, 12, 3, 89, 2, 244, 212, 219,
163, 245, 241, 196, 118.5, 11.1, 1.65, 203.1, 89.31, 108.1, 6.19, 28.5, stG 7882.3) emm
tipi icerisinde toplandiklarin: tespit ettik. emm tiplerinin prevalansini irdeledigimizde en
yaygin gorulen tiplerin sirast ile emm28 (%22.09), emm1 (%18.60), emm12 (13.95),
emm3 (%11.62) ve emm89 (%3.48) oldugu gorduk. Karaky N. ve arkadaslarinin
yaptig1 tez calismasinda 150 S. pyogenes izolatinin 5’i tiplendirilmemis ve 145 izolatin
emm tiplendirilmesinde 41 farkli emm tirt belirlenmistir. En yaygin emm tirlerinin ise
emm89 (% 16), emml2 (% 10), emm2 (% 9) ve emml (% 8) oldugunu
bildirmislerdir'®’.

Smit P.W. ve arkadaslarinin yaptigi calismada (2008-2013) 5 yillik bir
periyodda topladiklari 1122 invaziv GAS izolatinin 72 farkli emm turl icerisine
dagildigini, en sik rastlanan emm tiplerinin de emm28 (297 izolat,% 26), emm89 (193

izolat,% 12) ve emm1 (132 izolat,% 12) genotipleri oldugunu belirtmislerdir'®.
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Meisal R. ve arkadaslari da Norveg’te yaptiklari ve 292 GAS izolatim
tiplendirdikleri calismalarinda izolatlarin 29 emm tipi ve 37 emm subtipi ile ilisgkili
oldugunu tespit etmisler ve en yaygin goérilen emm tiplerinin emm28 (%19.5), emm1
(%14.1), emm82 (%14.1), emm12 (%11.8), emm4 (%8.0), emm3 (%6.1), emm87
(%5.7), emm89 (%4.6), ve emm6 (%4.2) oldugunu bildirmislerdir®.

Brezilya’da Tartof S.Y. ve arkadaglari tarafindan yapilan bir calismada, 238
GAS izolatinda 61 farkli emm turd tanimlanmis ve emm12, emm1 en sik gorulen tipler

oldugu bildirilmigtir'®

. Gowda K.L. ve arkadaslari da Hindistan, Bangalore’de
yaptiklart bir ¢calismada 60 GAS izolatinin emm tiplerini arastirmislardir. Bu grup test
suslarinin 35 emm tipine dagildigini tespit etmisler ve en yaygin gorilen tipin emm12

oldugu belirtmislerdir*®.

Glney Tayvan’da 1994 ile 2008 yillar1 arasinda National
Cheng Kung hastanesinden toplanan 677 S. pyogenes izolatinin emm tiplerinin calisan
Chiang-Ni C. ve arkadaslari, suslarin 44 farkli emm turd igerisine dagildiklarint ve tum
izolatlarin % 61.4°0Unden sorumlu olan emm12 (161, %23.8), emm4 (107, %15.8),
emml (82, %12.1), emm1l (43,% 6.4) ve emm81 (23,% 3.4), tiplerinin oldugunu
belirtmislerdir™".

Ulkemizde Akca G. ve arkadaslarinin Ankara (2006)’da yaptiklar: bir tez
calismasinda bogaz surtntl 6rneklerinden izole edilen 114 S.pyogenes izolatinda
91’inde emm tipi belirleyebilmislerdir. Bu calismada en sik gorulen tiplerin 12, 3 ve 1
oldugu ancak daha az olmak uzere 4, 6, 9, 11, 14, 18, 22, 24, 29, 33, 43, 48, 75, 77, 78,
89, 90, 102, 111, 112 ve 118 emm tiplerinin tanimlandigin: rapor etmislerdir'®®. Yine
Cakmak A. ve arkadaslari (2009) yaptiklar1 bir tez ¢alismasinda; 61 GAS izolatinin
emm tiplerini aragtirmiglar ve suslarin 1, 2, 3, 4, 5, 12, 14, 19, 22, 26, 28, 44, 63, 76, 77,
87, 89, 98 ve 188 olmak Ulzere 19 farkli emm tipine ait olduklarini tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Bu grup sirast ile emm 1, 3, 4 ve 5 tiplerinin baskin oldugunu
belirtmislerdir’. Benzer sekilde Mengeloglu F.Z. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
diger tez calismasinda ise 139 GAS izolati ¢alisiimis ve suslarin 112°sinde emm tipinin
tespit edilebildigi rapor edilmistir. Bu grup suslarin; emm1, emm2, emm3, emm3.1,
emm4, emm5, emm>5.7, emm1l, emm12, emm18, emm24, emm28, emm28.9, emm44,
emm71, emm75, emm77, emm78.3, emm85, emm89 ve emm118 olmak Uzere 21 emm
tipi icerisine dagildiklarini, dominant emm tiplerinin de sirast ile emm12, emm89,

emm1, emm77, emm4 ve emm3 oldugunu belirtmislerdir*®,
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Bizim calismamizda tespit ettigimiz emm genotip sayisi ¢alismaya dahil edilen
sus sayisi ile kiyaslandiginda ¢ok daginik bir emm tipi profiline sahip oldugumuz kanisi
uyanmaktadir. Ancak gerek yurt dist gerekse yurt icinde yapilmis emm tipi profil
analizini amaclayan benzer calismalarda test suslari sayisi ile elde edilen emm tipi
sayilar1 bizim bulgularimiza son derece benzerlik gostermektedir. Mesela bizim emm
tipine diisen ortalama sus sayimiz 3.9 (22/86) olarak gerceklesti. Yani oldukca heterojen
bir emm tipi profili tespit ettik. Ancak literatiir degerlendirmesi sonucunda Tartof SY.
ve arkadaslarinin 238 izolat ile yaptiklari ¢alismada emm tipine disen ortalama sus
sayilart bizimki gibi 3.9 iken, Ankara’da tez calismasi olarak yapilan Akgca G. ve
arkadaslarinin sonuclarina gore 3.8 (91/114) Karakay N. ve arkadaslarinin elde ettikleri
3.58 (45/141)ve Cakmak A. ve arkadaslarinin 3.2 (19/61)’lik bulgular: ile son derece
benzerlik gostermistir. Yine Meisal R. ve arkadaslarinin 4.42 (66/291) ve Mengeloglu
Z. ve arkadaglarimn 5.3’lik (21/112) bulgulari bizim bulgumuzdan yiiksek ancak
yakindir. Buna karsilik Gowda KL. ve arkadaslar: tarafindan yapilan ¢alismada elde
edilen emm tipine disen ortalama sus sayis1 1.71 (35/60)’dir. Bu bizim 3.9’luk sus
sayimizdan olduga dusuktir. Yani bu calismada emm tipi dagilimi bize gore daha
heterojendir. Farkli bir sonuc¢ olarak Chiang-Ni C. ve arkadaslarinin emm tiplerine
dagilan ortalama sus sayilar: da 15.38 (677/44) d(r'8192°129.193.190191 "B\, sonyc bizim
sonucumuzda dahil emm tiplendirilmesi yapilan bitiin calismalara gére bu grubun
degerlendirdigi GAS suslarinin ¢ok daha homojen emm kiumelenmesi gosterdiklerini
ortaya koymaktadir. Genellikle emm tipi cesitliligi tip farki gozetmeksizin tipe dusen
sus sayist baglaminda degerlendirildiginde elde edilen sayilar benzerlik gdsermistir.
Ancak ozellikle Gst solunum yollar1 enfeksiyonlari ve enfeksiyon etkenlerinin tir ve
insidansinin  belirlendigi calismalarda; calismanin yapildigi hasta grubunun yasi,
cinsiyeti, altta yatan hastalik, ailede fert sayisi ve en 6nemlisi 6rneklerin toplandig:
periyodun mevsim o&zelliklerindeki degiskenlikler insidans oranlarini etkiler. Genel
ortalamanin Ustlinde heterojenlik tespit eden Gowda K.L. ve arkadaslar1 ile daha
homojen dagilim bildiren Chiang-Ni C. ve arkadaslarinin degerlendirdigi 6rneklerin
yukarida bahsedilen ve sonucglari etkilemesi beklenen epidemiyolojik 6zellikleri
bilinmemektedir'***.

Bizim calismamizda suslarin izole edildigi klinik érneklere bakilmaksizin genel
olarak en sik tespit ettigimiz emm genotipleri; emm28 (%22.09), emm1 (%18.60),
emm12 (%13.95) ve emm3 (%11.62) idi. Karaky N. ve arkadaslari ise siklik sirasina
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gore emma89 (% 16), emm12 (% 10), emm2 (% 9) ve emm1 (% 8)’un baskin tipler
oldugunu bildirmislerdir'®’. Smit P.W. ve arkadaslar: en sik rastlanan emm tiplerinin
emm28 (% 26), emma89 (% 12) ve emm1 (% 12) genotipleri, Meisal R. ve arkadaslar;
emm28 (%19.5), emml (%14.1), emm82 (%14.1), emm12 (%11.8), genotipleri,
Chiang-Ni C. ve arkadaslari; emm12 (% 23.8), emm4 (%15.8), emm1 (%12.1), emm11
(% 6.4) genotiplerinin baskin genotipler oldugunu bildirmislerdir*?**, Bizim baskin
emm genotipimiz emm28 olup Smit P.W. ve Meisal R.’nin sonuglarinda da ayni genotip
sirast ile % 26 ve 19.5 olarak tespit edilmistir'®®*?. Bizim %22.9’luk emm28 oranimiz
bu iki calismada elde edilen oranlar ile benzerdir. Oran belirtilen diger iki calismada
emm28 ilk dort baskin genotip arasinda yoktur. Bizim ikinci siklikta buldugumuz
emm1(%18.60) oranimiz Meisal R. ve arkadaslarinin bu genotip icin %214.1°lik
oranindan daha yiksek olmasina karsilik, bu grup tarafindan emm2l’in bizim
bulgularimizda oldugu gibi en sik karsilasilan ikinci genotip olmas: dikkat cekicidir®.
emm1 genotipi Smit P.W. ve Chiang-Ni C.’nin calismalarinda 3. siklikta tespit edilen
genotip olmus ve gorilme oranlart Meisal R.’nin oranina benzer, sirast ile %12 ve
%12.1, olarak rapor edilmistir’®'?°, Karaky N. ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise bu
genotip %8’lik goriilme orani ile 4. sirada yer almistir'®’. Bizim 3. sikhkta tespit
ettigimiz emm12(%13.95) ise Chiang-Ni C.’in bulgular: arasinda % 23.8 ile ilk sirada,
Karaky N.’in bulgular1 arasinda %10’ile 2. ve Meisal R.’nin bulgulari arasinda da
%11.8’lik oran ile 4. siklikta bildirilmistir'®**®"?. Bizim ilk 4 sira da yer alan emm
tiplerimiz degisen oranlar ve siralamada olmak Uzere bu 4 ¢alismada da ilk 4 igerisinde
yer almaktadir. Ulkemizde yapilan cahsmalarda da en sik tespit edilen emm tipi
icerisinde emm1 ve emma3 butun calismalarda ilk 4 icerisinde yer alirken, emm12’de
1,ve 3 ile birlikte bir calismada ilk 4 icerisinde bildirilmistir. Boylece literatir
degerlendirmeleri sonucunda; oran farkliliklart gortlmekle birlikte, sirasi ile emm1,
emm3, emm12 ve emm28 genotiplerinin genel olarak baskin emm genotipler oldugu
sOylenebilir. Yukarida bahsedilen epidemiyolojik sebepler ile farkli cografi bolgelerde
farkl periyodlarda insidans oranlarinda farkliliklar beklenecegi gibi, ayni cografi
bolgede farkl: periyodlarda yapilan ¢alsmalarda bile farkli genotip insidans sonuclarinin
alinmas: dogaldir. Nitekim ABD’de O’Brien K.L. ve arkadaslarimin yaptiklar: bir
caligmada, 1995-1999 yillart arasindaki 4 yillik bir periyodda emm tiplendirmesi
yapilan 1586 GAS susunda en sik gorilen5 emm tipinin; emml (%20.8) , emm28
(%9.2) , emml12 (%7.6), emm3 (%7.1) ve emmll (%4.5) oldugu, aym bdlgede
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O’Loughlin R.E. ve arkadaslarinin 2000-2004 vyillar1 arasindaki yine 4 yilhik bir
periyodda topladiklari 4349 GAS izolati arasinda en sik tespit edilen emm
genotiplerinin; emm1 (%22), emm3 (%9), emm28 (%9), emm12 (%9) ve emm89 (%6)
olarak tespit edildigi bildirilmistir. Bu iki ¢alismada oranlar ve siralarda degisiklik
oldugu ilk calismada ilk 5 igerisinde tespit edilmeyen emm89’un ikinci ¢alismada
insidansinin arttig vurgulanmstir*®41%,

Benzer sekilde Atina’da, Koutouzi F. ve arkadaslar1 tarafindan 2003-2006 ve
2007-2013 olmak uzere farkli donemde yapilan ¢alismada emm tiplerinin dagiliminin
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Bu grup ilk periyot boyunca emm12, emm4, emm5 ve
emmé61 tiplerinin prevalan oldugunu, ikinci peryotta ise emm89, emm75 ve emm1l
tiplerinin prevalan oldugu bildirilmistir'®. Yine Smit P.W. ve arkadaglari 2008-2013
yillart arasinda yaptiklar: ¢calismada emm genotiplerinin yillara gére dagilimini da rapor
etmislerdir. Bu grup 2008 yilinda en sik tespit ettikleri emm84, 1.10, 110.1 tiplerinin
2013 yilinda topladiklari GAS suslar1 arasinda bulamadiklarini, 2012 yilimin invaziv
GAS insidans artigin oldugunu ve bu enfeksiyonlardan izole ettikleri suslar arasinda ilk
siralart emm89 ve emm28 genotiplerinin aldigint emm89 tipinin 2008 ve 2013
yillarinda toplanarak degerlendirilen GAS suslar1 arasinda diisiik oranda goruldigini
bildirmislerdir'®,

Bu sonuclar epidemiyolojik degiskenlere bagli olarak emm genotiplerindeki
sayi, sira ve genotip insidansindaki degisimlerin beklenmesi gerektigi kanisin
dogrulamaktadir. ileride bolgemizde yapilacak uzun soluklu cahsmalar ile bu
degiskenligin sorgulanmas1 emm genotiplerinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespitinde
daha gergekci sonuclar dretilmesini saglayacaktir. Elde edilecek bilgiler de GAS
enfeksiyonlarindan korunmak, invaziv sekelleri azaltmak i¢cin GAS’a karsi etkili as1
gelistirmesine yonelik ydratilen calismalara 1s1ik tutacaktir. Halen GAS’in maj6r
virtilans faktori olan M proteinini hedef alan 26 ve 30 as valanl asilar Uzerinde saha
calismalar: surddrilmektedir. Yirmialt: valanl asinin icerisinde emm24, emmb5, emm6,
emm19, emm29, emm14, emml, emm12, emm28, emm3, emm1.2, emm18, emmz2,
emm43, emm13, emm22, emmll, emm59, emm33, emm89, emml10l, emm?77,
emm114, emm75, emm76 ve emm92 tiplerine ait proteinler bulunmaktadir®.
Calismamizda tanimladigimiz 22 farkli emm tipi icerisinde bulunan emm 28, 1, 12, 89,
3 ve 2 tipleri 26 valanli asi grubunda yer almaktadir. Bizim c¢alismamizda

degerlendirdigimiz 86 susun 73’U (%84.88) 26 valanli as1 igerisinde yer almakta, 13
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susumuz ise bu as1 icerisinde yer alan emm genotipleri disinda bulunmaktadir. Kisaca
26 valanh as1 bizim suslarimizin % 84.88’ine karsi koruyucu immunite saglama
potansiyelindedir. Akca G. ve arkadaslar1 26 valanli asinin ¢alismalarinda kullandiklar:
ve emm genotip tayini yaptiklar: izolatlarin toplamda % 76.9’una, Cakmak A. ve
arkadaslar1 % 77°sine, Mengeloglu Z.F. ve arkadaslar1 da Cakmak A. ve arkadaslarina
oldukga benzer sekilde % 77.7°sine karst koruyucu immun cevap olusturabilme

potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir'®>>'%®

. Bu sonuglara gore ulkemizde
yapilan ¢calismalarda kinik materyallerden izole edilen GAS emm genotipleri icerisinde
bizim bolgemizden izole ettigimiz suslarin 26 valanl as1 ile immunizasyona diger iki
bolge suslarina karsi daha yiksek oranda cevap verebilecegini ortaya koymustur.
Arjantin’de yapilan benzer bir calismaya ait sonuclarini rapor eden Lopardo HA. ve
arkadaslar calismalarinda kullanimdaki 26 valanli asinin, emm genotip tayini yaptiklar
55 izolattin 36’sina karsi, yani % 66.7’sine kars1 koruyucu immun cevap olusturabilme
potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir’®’. Shulman S.T. ve arkadaslari ABD’de
calismalarinda ayni asinin tespit ettikleri emm genotipleri dikkate alindiginda bolgesel
suslarin % 86’sina kars1 etkili bir cevap olusturabilme yeteneginde oldugunu tespit
etmisler ve yayinlamislardir'®®. Yani ABD’den bildirilen 26 valanh asinin potansiyel
immun cevap olusturma yetenegi bizim sonuglarimiza veya beklentimize benzerken
Arjantin’de bildirilen sonug, yani koruyucu immun cevap beklenti orani bizden azda
olsa dustuk bulunmustur. Bu veriler, bdlgelere gore emm genotipleri dagiliminda
gorilen farkliliklar: yansitmakla beraber as1 gelistirme politikalar: belirlenirken bolgesel
suslarin dikkate ahnarak yerel modifikasyonlar yapilmasinin Onemini de ortaya
koymaktadir.

Streptokokal Sags’ler enfeksiyon ve patogenezindeki rolt hakkindaki bilgiler
yillar icinde genislemistir. Bu sebeple, Sags genlerinin dagilimi, genomik heterojenligi
ve toksin geni enfeksiyon iligkisini daha ayrintili arastirmak igin epidemiyolojik bir arag
olarak kullanilmistir. Calismamizda GAS suslarinda SAgs tipleri, Dnaze, proteaz gibi
virtlans genlerinin tespiti ve prevalansini inceledigimizde; en prevalan Sags tipinin
SpeG oldugu, bunu ikinci siklikta SpeC’nin izledigi, SpeL geninin ise hicbir izolatta
bulunmadigi, Dnaze faktorlerinden en sik sdaB genin bulundugu, buna karsilik sdaD
geni higbir izolatta tanimlanmadig: ve proteaz faktdrlerinden mac geninin en prevalan

oldugu, en az ise sic geninin bulundugu tespit edildi.
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Rantala S. ve arkadaslart GAS enfeksiyonlarinin invazyon yeteneklerinde Sags
rolinin emm tiplerine kiyasla cok daha énemli oldugunu iddia etmislerdir. Bu grup
calismalarinda yedi 6nemli Sags gen profili tespit etmisler, bu profillerin; izolatlarin %
11’inde “SpeB, SpeG” % 7’sinde “SpeB, SpeK” ve % 5’inde de “SpeB, SpeG, ssa”
kombinasyonu seklinde goraldigind, baskin profillerin de, puerperal sepsis ve selilit
olgularindan izole edilen emml12 ve emm89 genotiplerinde prevalan oldugunu
bildirmislerdir'®®.

Strus M. ve arkadaslar1 da 48’i invaziv, 205’i de non invaziv enfeksiyonlardan
izole edilmis toplam 253 izolatta 23 farkli emm tipi tespit etmisler ve invaziv
enfeksiyonlardan en sik emm28, emm1 genotiplerini, Ust solunum yolu enfeksiyonlari
gibi non invaziv enfeksiyonlardan ise emml, emml12, emm2 ve emm28 tipini
genotiplerine ait suslarin daha prevalan oldugunu tespit ettiklerini bildirmiglerdir.
Invaziv enfeksiyonlardan izole edilen suslarda en prevalan Sags tiplerinin; SpeF, SpeG
ve SpeB oldugunu bunlar1 daha az olmakla birlikte SpeL ve SpeM genlerine sahip
suslarin izledigini, non invaziv enfeksiyonlardan izole edilen suslarda ise en prevalan
stperantijen genotiplerinin speF, speB ve speG, en az tespit edilen tiplerin ise ssa ve
speL genotipler oldugunu rapor etmislerdir®®.

Otlu B. ve arkadaslari Malatya’da 134 GAS izolatinin 123’Unde emm
genotiplendirmesi yaptiklart calismalarinda 20 farkli emm tipi tipi tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Calismada en sik tespit ettikleri emm tiplerinin emm1 (%30.9), emm12
(%14.6), emm89 (%8.1), emm118 (%7.3) ve emm4 (%5.7) oldugunu bildirmislerdir.
Toplam 25 (%18.6) izolatta Sags geni bulduklarini, bunlarin 11(%8.2)’inde speA,
12(%8.9)’sinde speC ve ikisinde (%1.5) ise her iki genin birlikte bulundugunu rapor
etmislerdir®®,

Friaes A. ve arkadaslari da GAS suslarinda Sags genotiplerini arastirdiklar: bir
calismada GAS klinik izolatlarinda en sik gorilen slperantijenlerin smeZ, speG ve
speC genlerinin oldugunu bir izolatta da speF geninin bulundugunu bildirmislerdir?®.

Imohl M. ve arkadaslar1 2009-2014 yillar: arasinda topladiklar: 719 invaziv GAS
izolatinin superantijen, emm tiplerinin dagilim: ve epidemiyolojik 0zelliklerini
irdeledikleri ¢aligmalarinda en yaygin gorilen emm tiplerinin, emm1 (% 31.8), emm28
(% 15.4) ve emma89 (% 14.5) oldugu, en yaygin Sags genlerinin ise speG (% 92.1), speJ

(% 50.9) ve speC (% 42.0) oldugunu bildirmislerdir®®.
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Mengeloglu Z.F., speA, speB, speC, speG, smeZ olmak Uzere sadece 5 virulans
faktorinl arastirdiklari ¢alismada speB’nin tim izolatlarda bulundugunu, bunu siklik
sirasina gore speG, speC, speA ve smeZ genlerinin izledigini bildirmistir. Bununla
birlikte 139 izolatin altisinda PFGE profili belirlenememis, kalan 133 izolat i¢in 61 ayr:
profil tespit etmislerdir. PFGE ile 133 izolatin, eleman sayisi1 2-9 arasinda degisen 33
kiime olusturdugu, 28 izolatin da 6zgiil profile sahip oldugunu gozlemlemislerdir'®.

Karaky N. ve arkadaslari, 140 GAS izolatinda emm genotiplerinin tespitinin
yant sira Sags gen profillerini de irdelemis ve izolatlarin % 87’sinde speB’nin
goraldiagini bunu ssa (% 36) ve speG (% 30) genlerinin izledigi bildirmislerdir. Bu
bulgularin farkl: cografik bolgelerde yapilan benzer calismalarda elde edilen bulgular
ile blyuk oranda homojenlik gosterdigine dikkat cekmislerdir. Diger taraftan ¢alismada
degerlendirdikleri suslarin, %80 benzerlik oranin1 baz alarak yaptiklarit PFGE ile klonal
iliskilerinin analizinde, suslarin birden fazla izolat iceren dért Gyeli gruplarin bulundugu
39 farkh pulsetip sergiledigi ve izolatlar arasindaki yuksek genetik heterojenligini
ortaya koymuslardir®®.

Calismamizda prevalan olarak tanimladigimiz  Sags’lerin, Imoéhl M. ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calisma ile benzer oldugu, diger calismalarda tanimlanan virtlans
faktorleri ile de uyumlu oldugunu gordik.

Bizim en oOnemli sonuglarimizdan birisi de yumusak doku enfeksiyonu ile
tedavide cevap alinamayan bir hastadan iki ay sire ile alinan doku 6rneklerinden izole
edilen GAS suslarinin sergiledigi viriilans faktorleri profilleri idi. Ilk izolat emm28.5 alt
genotipine aitti ve SpeC slperantijeni ile Mac, scpA, spyCEP proteaz genlerine sahipti.
Ayni hastadan reaktivasyon/reenfeksiyon da 2 ay sonra alinan orekten dretilen ikinci
izolat ise emm28 genotipine aitti ve SpeC, sdaB, Mac, scpA, spyCEP genlerine sahipti.
Bu iki susun PFGE analizinde ise suslarin %95 benzerlik orani ile yakin iliskili
olduklar: tespit edildi. iki ay gibi kisa strede ilk izolatin gosterdigi M proteini
modifikasyonu ve bakteriyofaj araciligi ile sdaB genin kazanilmas: ile aslinda immin
sistemden kagmada virulans faktorlerinde gortilen modifikasyonlarin veya kazanimlarin
ne kadar dnemli oldugunu gosteren dnemli bir bulgu olarak degerlendirildi. Yani bu
hastada bir reenfeksiyon degil bir reaktivasyon oldugu disunildi. Bir baska dikkat
cekici sonucumuzda bir hastanin USY ve DYD bélgesinden izole edilen izolatlarin
farkli emm tipi ve diger virulans faktorleri profili gostermesi idi. DYD

enfeksiyonundan izole edilen susun profili; emm245, sdaB, spd3, Mac, scpA, spyCEP,
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speB seklinde iken USY enfeksiyonundan izole edilen susun profili; emm203.1, SpeC,
SpeG, Spel, Mac, Sic seklinde idi. Bu bulgu ayn1 hastada farkli lokalizasyonlarda farkl:
emm tipi ve virllans faktorleri profiline sahip farkli suslar gorilebileceginin en dnemli
delillerinden birisidir.

PFGE analizi ile yaptigimiz Kklonal iliski degerlendirmesinde, %95 benzerlik
orant ile yakin iligkili bulunan ve yukarida anlatilan ayni hastaya ait iki susun
olusturdugu, kime disinda kalan 77 susun en kigugt 3 tyeli olan 9 kiime icerisinde
toplandiklari, kalan 7 susunda tek Uyeli kiimelere dagildiklar1 goruldu. PFGE analizi,
Karaky N. ve Mengeloglu Z.F’nin yaptiklar1 ¢alismalarda oldugu gibi, izolatlar arasinda
anlamlz bir klonal iliskinin olmadigini gosterdi.
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6. SONUC

Klinik 6rneklerden izole edilerek laboratuvarimiza gonderilen 103 GAS
izolattnin emm genotipi, SAgs tipleri, Dnaze, proteaz gibi viriilans genlerinin tespiti ve

prevalansi ile izolatlar arasindaki filogenetik iliskinin irdelendigi ¢alismamiz sonunda;

1. Laboratuvarimizda fenotipik yontemler ile yapilan dogrulama sonucunda
suslardan 97’sinin  GAS olarak tamimlandigi, bu baglamda laboratuvar
yontemleri arasinda standardizasyon problemlerinin olabilecegi,

2. emm-PCR sonucunda bu 97 sus icerisinden 86’sinda (%88.66) emm pozitif
bulundugu, yani bdlgemizdeki GAS suslarinda %211.34’Ginde emm tespit
edilemedi. Bu oranin M proteininin  hedefleyem asilarin izolatlarin
%11.34’(inde basarisiz olabilecegi,

3. CDC databazi kullanilarak yapilan 86 susun emm tiplendirmesinde 7’si emm
subtip olmak Uzere 22 (%25.58) farkl: ( 28, 1, 12, 89, 3, 2, 244, 212, 219, 163,
245, 241, 196, 118.5, 11.1, 1.65, 203.1, 89.31, 108.1, 6.19, 28.5, stG 7882.3)
emm tipinin bulundugu ve en prevalan tiplerin sirasi ile emm28, emm1, emm12,
emm3 ve emm89 oldugu, 26 valanh kullanimdaki asinin emm analizine gore
izolatlarimizin sadece %84.88’Unl karsiladigi, yapilacak asi c¢alismalarinda
disarida kalan emm genotiplerinin yer almasinin 6nemli olacagi,

4. Suslar arasindaki klonal iligskinin PFGE analiz degerlendirmesinde, kisa ve uzun
soluklu salgin analizinin yapilabilecegi,

5. SAgs tipleri, Dnaze’lar ve proteaz genlerinin analizinin salgin tespitinin yan: sira
prognostik 6neme sahip oldugu ve bu sebeple daha genis hasta gruplarinda

benzer virulans gen analizlerini yapimasinin gerekli oldugu kanisina varilarak,

Ulkemizdeki GAS viriilans faktorlerinin profillerinin belirlenmesi, genetik
iligkilerinin belirlenmesi ve hasta klinik oykusu ile virulans faktorlerinin birlikte
degerlendirilmesinin gerek as1 caligmalari gerek prediktif rehberler olusturulmasi
gerekse salgin analizi yoninden 6nemli oldugu, bu 6n ¢alismanin daha genis vaka

gruplar1 ve hasta sayisi ile devam ettirilmesinin faydal: olacagi sonucuna varilmistir.

63



10.

11.

12.

13.

14.

15.

KAYNAKLAR

Paluscio E., Adaptive Mechanisms of Niche Remodeling in Streptococcus pyogenes. Washington
University in St. Louis. 2015; 2-4

Cunningham M. Pathogenesis of group A streptococcal infections. Clin Microbiol Rev. 2000;
13:470-511.

Bessen, D.E. et al. Relationships between emm and multilocus sequence types within a global
collection of Streptococcus pyogenes. BMC Microbiol. 2008; 8, 59.

Chatellier S, Ihendyane N, Kansal RG, Khambaty F, Basma H, Norrby-Teglund A, Low DE,
McGeer A, Kotb M. Genetic relatedness and superantigen expression in group A streptococcus
serotype M1 1solates from patients with severe and nonsevere invasive diseases. Infection adn
Immunity. 2000; 68(6):3523-3534.

Cakmak A. Istanbul’da 2007-2009 doneminde cocuk hastalarin bogaz kiiltiirlerinden izole edilen A
grubu beta hemolitik streptokoklarin M proteini (emm) geni tiplendirilmesi. Istanbul Universitesi
Istanbul T:p Fakiltesi Cocuk Saglig: ve Hastal:klar: Uzmanlik Tezi. 2009.

CDC (Centers for Disease and Prevention). https://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strepblast.asp

Ana Friaes, Francisco R Pinto, Catarina Silva-Costa, Mario Ramirez, Jose Melo-Cristino and
The Portuguese Group for the Study of Streptococcal Infections. Group A streptococci clones
associated with invasive infections and pharyngitis in Portugalpresent differences in emm types,
superantigen gene content and antimicrobial resistance. BMC Microbiology. 2012; 12:280.

Olive C, Schulze K, Sun HK. Enhanced protection against Streptococcus pyogenes infection by
intranasal vaccination with a dual antigen component M protein/Sfbl lipid core peptide vaccine
formulation. Vaccine. 2007; 25:1789-1797.

Johnson DR, Kaplan EL, VanGheem A. Characterization of group A streptococci (Streptococcus
pyogenes): correlation of M-protein and emm-gene type with T-protein agglutination pattern and
serum opacity factor. J Med Microbiol. 2006; 55:157-164.

Lancefield, R. C. A serological differentiation of human and other goups of hemolytic streptococci.
J. Exp. Med. 1933; 57:571-595.

Murray, P. R., K. S. Rosenthal, and M. A. Pfaller. Streptococcus. In Medical Microbiology, 6th
ed. Mosby, Inc., Missouri. 2009; Chapter 22:, p. 225-242.

Winn W Jr, Allen S, Janda W, Koneman E, Procop G, Schreckenberger P. Gram Positive
Cocci: Part 2: Streptococci, Enterococci and the "Streptococcus-Like" Bacteria: Ed: Winn W Jr,
Allen S, Janda W, Koneman E, Procop G, Schreckenberger P. Koneman's Color Atlas and textbook
of Diagnostic Microbiology. 6th Edition. Lippincott Williams and Wilkins Company, USA. 2006;
pp.305-391.

Spellerberg B, Brandt CEd: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Landry ML, Jorgensen JH.
Streptococcus. Manuel of Clinical Microbiology, ASM Press, Washington DC, USA. 2007;9th
Edition. pp.412-430,

Levinson W, Jawetz E. MedicalMicrobiology and Immunology. Lange Medical Books/McGraw-
Hill, New York, USA. 2000; 6th Edition, pp. 85-95,

Cengiz T. Ed.: Ustacelebi S. Streptococcus. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. 1. Bask:, Glineg
Kitabevi, Ankara. 1999; s.349-363.

64


https://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strepblast.asp

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Todar’ s Online Textbook of Bacteriology, http://www.textbookofbacteriology.net/ streptococcus,
(Erisim tarihi 21.05.2010)

Cole JN, Barnett TC, Nizet V, Walker MJ. Molecular insight into invasive group A streptococcal
disease. Nature Reviews Microbiology. 2011; 9:724-736.

Olsen RJ, Musser JM. Molecular pathogenesis of necrotizing fasciitis. Annual Review of
Pathology. 2010; 5:1-31

Tart, A. H., M. J. Walker, and J. M. Musser. New understanding of the group A Streptococcus
pathogenesis cycle. Trends Microbiol. 2007; 15:318-325.

Carapetis JR, Steer A. C., Mulholland E. K., Weber M. The global burden of group A
streptococcal diseases. The Lancet Infectious Diseases. 2005;5(11):685- 694.

Ferretti JJ, Stevens DL, Fischetti VA. Streptococcus pyogenes: Basic Biology to Clinical
Manifestations [Internet]. Oklahoma City (OK): University of Oklahoma Health Sciences Center;
[Cited: 2nd September]. P. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK333417/.2016;
384

CDC (Centers for Disease and Prevention). https://www.cdc.gov/groupastrep/surveillance.html

Ebell MH, Smith MA, Barry HC, lves K, Carey M. The rational clinical examination. Does this
patient have strep throat? JAMA. 2000; 284(22):2912-2918

Danchin MH, Rogers S, Kelpie L, Selvaraj G, Curtis N, Carlin JB, et al. Burden of acute sore
throat and group A streptococcal pharyngitis in school-aged children and their families in Australia.
Pediatrics. 2007; 120(5):950-957.

Shaikh N, Leonard E, Martin JM. Prevalence of streptococcal pharyngitis and streptococcal
carriage in children: a meta-analysis. Pediatrics. 2010;126(3):e557—e564.

Wessels MR. In: Ferretti JJ, Stevens DL, Fischetti VA, editors. Pharyngitis and Scarlet Fever.
Streptococcus pyogenes: Basic Biology to Clinical Manifestations [Internet]. Oklahoma City (OK):
University of  Oklahoma  Health  Sciences  Center.  2016;  Available  from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK333418/.

Bisno AL, Stevens DL. Streptococcus pyogenes. Ed: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. Principles
and Practice of Infectious Disease. 6th Edition. Philadelphia. Churchill Livingstone, USA. 2005;
2362-2379.

Bisno AL. Group A streptococcal infections acute rheumatic fever. New England Journal of
Medinice. 1991; 325:783-93.

Marijon E, Mirabel M, Celermajer DS, Jouven X. Rheumatic heart disease. Lancet.
2012;379:953-964.

Mahe A, Hay RJ. Epidemiology and management of common skin diseases in children in
developing countries. Geneva:World Health Organisation; 2005.

Bowen AC, Mahe A, Hay RJ, Andrews RM, Steer AC, Tong SY, et al. The global epidemiology
of impetigo: a systematic review of the population prevalence of impetigo and pyoderma. PLoS One.
2015; 10

Stevens DL, Bryant AE. In: Ferretti JJ, Stevens DL, Fischetti VA, editors. Severe Group A
Streptococcal Infections. Streptococcus pyogenes: Basic Biology to Clinical Manifestations
[Internet]. Oklahoma City (OK): University of Oklahoma Health Sciences Center. 2016; Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 333425/

65


http://www.textbookofbacteriology.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK333417/
https://www.cdc.gov/groupastrep/surveillance.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK333418/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK333425/

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Soyletir G, Over U. Wilke Topgu A, Soyletir G, Doganay M. Beta Hemolitik Streptokoklar.
Infeksiyon Hastal:klar: ve Mikrobiyolojisi. Nobel Kitabevi, Ankar. s. 478-1487, 2002.

Vlaminckx BJ, Mascini EM, Schellekens J, Schouls LM, Paauw A, Fluit AC, Novak R,
Verhoef J, Schmitz FJ. Site-specific manifestations of invasive group A streptococcal disease:
Type distribution and corresponding patterns of virulence determinants. J Clin Microbiol. 2003;
41:4941-4949.

Walker M. J., Barnett T. C., M. Jason D., Cole J. N., Gillen C M., Henningham A, Sriprakash
K. S., Sanderson-Smith M.L, Nizet V. Disease Manifestations and Pathogenic Mechanisms of
Group A Streptococcus. Clinical Microbiology Reviews. 2014; Volume 27 Number 2. p. 264-301

Falagas M.E., et al. Effectiveness and safety of short-course vs long-course antibiotic therapy for
group a beta hemolytic streptococcal tonsillopharyngitis: a meta-analysis of randomized trials. Mayo
Clin Proc. 2008; 83 (8): 880-9.

Bassetti M., et al. Erythromycin resistance in Streptococcus pyogenes in Italy. Emerg Infect Dis.
2000; 6(2): 180-183.

Cha S., et al. The emergence of erythromycin-resistant Streptococcus pyogenes in Seoul, Korea. J
Infect Chemother. 2001; 7(2):81-6.

Carapetis J.R., et al. The global burden of group A streptococcal diseases. Lancet Infect Dis. 2005;
5(11):685-94.

Wessels M. R., Moses A. E., J. B. Goldberg, and DiCesare T. J. Hyaluronic acid capsule is a
virulence factor for mucoid group A streptococci. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1991; 88:8317-
8321.

Rothbard, S. Protective effect of hyaluronidase and type-specific anti-M serum on experimental
group A streptococcus infection in mice. J. Exp. Med. 1948; 88:325-342.

Wessels, M. R., In V.A. Fischetti, R.P. Novick, J.J. Ferretti, D.A. Portnoy, and J.l. Rood,
Capsular Polysaccharide of Group A Streptococci, Gram-Positive Pathogens. 2nd ed. ASM Press,
Washington, D. C. 2006; p. 37-43.

Ashbaugh, C. D., H. B. Warren, V. J. Carey, and M. R. Wessels. Molecular analysis of the role
of the group A streptococcal cysteine protease, hyaluronic acid capsule, and M protein in a murine
model of human invasive soft-tissue infection. J. Clin. Invest. 1998; 102:550-560.

Schrager, H. M., J. G. Rheinwald, and M. R. Wessels.. Hyaluronic acid capsule and the role of
streptococcal entry into keratinocytes in invasive skin infection. J. Clin. Invest. 1996; 98:1954—
1958.

Schrager, H. M., S. Alberti, C. Cywes, G. J. Dougherty, and M. R. Wessels. Hyaluronic acid
capsule modulates M protein-mediated adherence and acts as a ligand for attachment of group A
Streptococcus to CD44 on human keratinocytes. J. Clin. Invest. 1998; 101:1708-1716.

Musser JM, Shelburne SA. A decade of molecular pathogenomic analysis of group A
Streptococcus. The Journal of clinical investigation. 2009; 119:2455-2463.

Nobbs AH, Lamont RJ, Jenkinson HF. Streptococcus adherence and colonization. Microbiol Mol
Biol Rev. 2009; 73:407-450.

Olsen, R. J., S. A. Shelburne, and J. M. Musser. Molecular mechanisms underlying group A
streptococcal pathogenesis. Cell. Microbiol. 2009; 11:1-12.

Yamaguchi, M., Y. Terao, and S. Kawabata. Pleiotropic virulence factor - Streptococcus
pyogenes fibronectin-binding proteins. Cell. Microbiol. 2012.

66



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Baldassarri, L., R. Creti, M. Imperi, S. Recchia, M. Pataracchia, and G. Orefici. Detection of
genes encoding internalization-associated proteins in Streptococcus pyogenes isolates from patients
with invasive diseases and asymptomatic carriers. J. Clin. Microbiol. 2007; 45:1284-1287.

Haller, M., K. Fluegge, S. J. Arri, B. Adams, and R. Berner. Association between Resistance to
Erythromycin and the Presence of the Fibronectin Binding Protein F1 Gene, prtF1, in Streptococcus
pyogenes Isolates from German Pediatric Patients. Antimicrob. Agents Chemother. 2005; 49:2990-
2993.

Brouwer S, Barnett T. C., Hernandez T. R., Rohde M and Walker M. J. Streptococcus
pyogenes adhesion and colonization. FEBS Letters, Federation of European Biochemical Societies.
2016; 3739-3757 .

Lancefield RC and Perlmann. Preparation and properties of a protein (R antigen) occurring in
streptococciof group A streptococci of group A, type 28, and in certain streptococciof other
serological groups. J Exp Med. 1952; 96:83-97.

Areschough T, Carlsson F, Stalhammer-Carlemalm M, Lindahl G. Host pathogen interactions
in Streptococcus pyogenes infections with special reference to puerperal fever and A Comment on
Vaccine Development. Vaccine. 2004; 22:9-14.

Hynes WL. Virulence factors of the group A streptococci and genes that regulate their expression.
Front. Biosci. 2004; 9:3399-3433.

Johnson D, Kaplan E. A review of the correlation of T-agglutination patterns and M-protein typing
and opacity factor production in the identification of group A streptococci. J Med Microbiol. 1993;
38:311-5.

Lancefield, R. C. The antigenic complex of Streptococcus haemolyticus: I. Demonstration of a
type-specific substance in extracts of Streptococcus haemolyticus. J. Exp. Med. 1928; 47:91-103.

Lancefield, R. C. Persistence of type-specific antibodies in man following infection with group A
streptococci. J. Exp. Med. 1959; 110:271-292.

Bisno, A. L., M. O. Brito, and C. M. Collins. Molecular basis of group A streptococcal virulence.
Lancet Infect. Dis. 2003; 3:191-200.

Hollingshead, S. K., V. A. Fischetti, and J. R. Scott. A highly conserved region present in
transcripts encoding heterologous M proteins of group A streptococci. Infect. Immun. 1987;
55:3237-3239.

Ringdahl, U., H. G. Svensson, H. Kotarsky, M. Gustafsson, M. Weineisen, and U. Sjébring. A
role for the fibrinogen-binding regions of streptococcal M proteins in phagocytosis resistance. Mol.
Microbiol. 2000; 37:1318-1326.

Smeesters P.,R., McMillan D. J., Sriprakash K. S. The streptococcal M protein: a highly versatile
molecule. Trends in Microbiology. 2010; 18, 275-282.

Oehmcke S, Shannon O, Mdrgelin M, Herwald H. Streptococcal M proteins and their role as
virulence determinants. Clinica Chimica Acta. 2010; 1172-1180).

Fischetti, V. A., K. F. Jones, and J. R. Scott. Size variation of the M protein in group A
streptococci. J. Exp. Med. 1985; 161:1384-1401.

McMillan, D. J., P.-A. Dréze, T. Vu, D. E. Bessen, J. Guglielmini, A. C. Steer, J. R. Carapetis,
L. Van Melderen, K. S. Sriprakash, and P. R. Smeesters. Updated model of group A
Streptococcus M proteins based on a comprehensive worldwide study. Clin. Microbiol. Infect. 2012;
19:E222-E229.

67



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Ellen, R. P., and R. J. Gibbons. M Protein-Associated Adherence of Streptococcus pyogenes to
Epithelial Surfaces: Prerequisite for Virulence. Infect. Immun. 1972; 5:826-830.

Bisno, A. L. Alternate complement pathway activation by group A streptococci: role of M-protein.
Infect. Immun. 1979; 26:1172-1176.

LaPenta, D., C. Rubens, E. Chi, and P. P. Cleary. Group A streptococci efficiently invade human
respiratory epithelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1994; 91:12115-12119.

Molinari, G., and G. S. Chhatwal. Invasion and survival of Streptococcus pyogenes in eukaryotic
cells correlates with the source of the clinical isolates. J. Infect. Dis. 1998; 177:1600-1607

Blackman Northwood, J., M. Del Grosso, L. R. Cossins, M. D. Coley, R. Creti, A. Pantosti, and
D. J. Farrell. Characterization of Macrolide Efflux Pump mef Subclasses Detected in Clinical
Isolates of Streptococcus pyogenes Isolated between 1999 and 2005. Antimicrob. Agents Chemother.
2009; 53:1921-1925.

Bessen, D., K. F. Jones, and V. A. Fischetti. Evidence for two distinct classes of streptococcal M
protein and their relationship to rheumatic fever. J. Exp. Med. 1989; 169:269-283.

Saravani, G. A, and D. R. Martin. Characterisation of opacity factor from group-A streptococci.
J. Med. Microbiol. 1990; 33:55-60.

Bessen, D. E., L. G. Veasy, H. R. Hill, N. H. Augustine, and V. A. Fischetti. Serologic evidence
for a class | group A streptococcal infection among rheumatic fever patients. J. Infect. Dis. 1995.
172:1608-1611.

Blandino G., et al. Streptococcus pyogenes emm-types and subtypes of isolates from paediatric
asymptomatic carriers and children with pharyngitis. New Microbiologica. 2011; 34, 101-104.

Reissmann S., et al. Region specific and worldwide distribution of collagen-binding M proteins
with PARF motifs among human pathogenic streptococcal isolates. PLoS One. 2012; 7(1):e30122.

Meisal R., et al. Sequence type and emm type diversity in Streptococcus pyogenes isolates causing
invasive disease in Norway between 1988 and 2003. J Clin Microbiol. 2008; 46(6): 2102-2105.

Stollerman GH. Rheumatic fever in the 21st century. Clinical Infectious Diseases. 2001; 33: 806-
814.

Parks T, Smeesters PR, Steer AC. Streptococcal skin infection and rheumatic heart disease.
Current Opinions in Infectious Diseases. 2012; 25:145-153.

Bisno AL. Nonsuppurative poststreptococcal sequelae: rheumatic fever and glomerulonephritis, In
Mandel GL, Bennett JE, Dolan R (ed), Mandell, Douglas, and Bennett’s principles and practice of
infectious diseases. Livingstone Elsevier, Philadelphia, PA. 2010; 2611-2622..

Ali Al Shamisi F. H., "The Prevalence of Streptococcus Pyogenes and its emm Gene Types among
School Children in Al Ain, UAE". Theses. 2016; 466.

Steer AC, Law I, Matatolu L, Beall BW, Carapetis JR. Global emm type distribution of group A
Streptococci: systematic review and implications for vaccine development. Lancet Infect Dis.
2009;9(10): 611-616.

Mclver K.S., et al. Regulation of mga transcription in the group A streptococcus: specific binding
of mga within its own promoter and evidence for a negative regulator. J Bacteriol. 1999;
181(17):5373-83.

Bessen D.E., et al. Genetic correlates of throat and skin isolates of group A streptococci. J Infect
Dis. 1996; 173: 896-900.

68



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Bessen D.E., et al. Two-domain motif for 1gG binding activity by group A streptococcal emm gene
products. Gene. 1997; 196: 75-82.

Courtney H.S., et al. Relationship between expression of the family of M proteins and lipoteichoic
acid to hydrophobicity and biofilm formation in Streptococcus pyogenes. PLoS One. 2009;
9;4(1):e4166.

Podbielski A. (M-related protein (Mrp) contributes to group A streptococcal resistance to
phagocytosis by human granulocytes. Mol Microbiol. 1996; (3):429-41.

Bessen, D.E., et al. Nucleotide sequences of two adjacent M or M-like protein genes of group A
streptococci: different RNA transcript levels and identification of a unique immunoglobulin A-
binding protein. Infect Immun. 1992; 60: 124.

Jeppson, H., et al. Duplication of a DNA sequence homologous to genes for immunoglobulin
receptors and M proteins in Streptococcus pyogenes. FEMS Microbiol. Lett. 1992; 71: 139.

Podbielski, A., et al. The group A streptococcal virR49 gene controls expression of four structural
vir regulon genes. Infect Immun. 1995; 63(1):9-20.

Ji Y., et al. Impact of M49, Mrp, Enn, and C5a peptidase proteins on colonization of the mouse oral
mucosa by Streptococcus pyogenes. Infect Immun. 1998; 66(11):5399-405.

James B., et al. New protective antigen of group A streptococci. J Clin Invest. 1999; Volume 103,
Issue 9 103(9):1261-1268.

Smoot J.C., et al. Molecular analysis of group A Streptococcus type emm18 isolates temporally
associated with acute rheumatic fever outbreaks in Salt Lake City, Utah. J Clin Microbiol. 2002;
40(5):1805-1810.

Ahmed E.A. Streptococcal protective antigens (Spa): a new family of type-specific proteins of
group A streptococci. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2010; 29(1):51-7.

Niedermeyer S.E., et al. Group a streptococcus expresses a trio of surface proteins containing
protective epitopes. Clin Vaccine Immunol. 2014; 10:1421-5.

McLellan D.G. Spa contributes to the virulence of type 18 group A streptococci. Infect Immun.
2001; 69(5):2943-9.

Chen CC, Cleary PP. Complete nucleotide sequence of the streptococcal C5a peptidase gene of
Streptococcus pyogenes. The Journal of biological chemistry. 1990; 265:3161-3167.

DeMaster E, Schnitzler N, Cheng Q, Cleary P. M(+) group a streptococci are phagocytized and
killed in whole blood by C5a-activated polymorphonuclear leukocytes. Infect Immun. 2002.70:350-
359.

Wexler DE, Chenoweth DE, Cleary PP. Mechanism of action of the group A streptococcal C5a
inactivator. Proc Natl Acad Sci U S A. 1985; 82:8144-8148.

Brown CK, Gu ZY, Matsuka YV, Purushothaman SS, Winter LA, Cleary PP, Olmsted SB,
Ohlendorf DH, Earhart CA. Structure of the streptococcal cell Wall C5a peptidase. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2005; 102:18391-18396.

Park HS, Cleary PP.. Active and passive intranasal immunizations with streptococcal surface
protein Cba peptidase prevent infection of murine nasal mucosaassociated lymphoid tissue, a
functional homologue of human tonsils. Infect Immun. 2005; 73:7878-7886.

Mitchell TJ. The pathogenesis of streptococcal infections: from tooth decay to meningitis. Nat Rev
Microbiol. 2003; 1:219-230.

69



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

112,

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Fernie-King BA, Seilly DJ, Willers C, Wurzner R, Davies A, Lachmann PJ. Streptococcal
inhibitor of complement (SIC) inhibits the membrane attack complex by preventing uptake of C567
onto cell membranes. Immunology. 2001103:390-398.

Fernie-King BA, Seilly DJ, Davies A, Lachmann PJ. Streptococcal inhibitor of complement
inhibits two additional components of the mucosal innate immune system: secretory leukocyte
proteinase inhibitor and lysozyme. Infect Immun. 2002; 70:4908-4916.

Frick IM, Akesson P, Rasmussen M, Schmidtchen A, Bjorck L. SIC, a secreted protein of
Streptococcus pyogenes that inactivates antibacterial peptides. The Journal of biological chemistry.
2003; 278:16561-16566.

Hynes W., Sloan M. Secreted Extracellular Virulence Factors, Streptococcus pyogenes. Basic
Biology to Clinical Manifestations Created. 2016; 411

Chaussee MS, Phillips ER, Ferretti JJ. Temporal production of streptococcal erythrogenic toxin B
(streptococcal cysteine proteinase) in response to nutrient depletion. Infect Immun. 1997; 65:1956-
1959

Loughman JA, Caparon M. Regulation of SpeB in Streptococcus pyogenes by pH and NaCl: a
model for in vivo gene expression. Journal of bacteriology. 2006. 188:399-408.

Kapur V, Topouzis S, Majesky MW, Li LL, Hamrick MR, Hamill RJ, Patti JM, Musser JM.
A conserved Streptococcus pyogenes extracellular cysteine protease cleaves human fibronectin and
degrades vitronectin. Microbial pathogenesis. 1993. 15:327-346.

Nyberg P, Rasmussen M, Bjorck L. alpha2-Macroglobulin-proteinase complexes protect
Streptococcus pyogenes from killing by the antimicrobial peptide LL-37. The Journal of biological
chemistry. 2004. 279:52820-52823.

Boyle MD, Lottenberg R. Plasminogen activation by invasive human pathogens. Thrombosis and
haemostasis. 1997. 77:1-10.

Sanderson-Smith ML, Dowton M, Ranson M, Walker MJ. The plasminogenbinding group A
streptococcal M protein-related protein Prp binds plasminogen via arginine and histidine residues. J
Bacteriol. 2007. 189:1435-1440.

Werb Z. ECM and cell surface proteolysis: regulating cellular ecology. Cell. 1997; 91:439-442.
Sun H, Ringdahl U, Homeister JW, Fay WP, Engleberg NC, Yang AY, Rozek LS, Wang X,
Sjobring U, Ginsburg D. Plasminogen is a critical host pathogenicity factor for group A

streptococcal infection. Science. 2004; 305:1283-1286.

Nizet V, Beall B, Bast DJ, Datta V, Kilburn L, Low DE, De Azavedo JC. Genetic locus for
streptolysin S production by group A streptococcus. Infect Immun. 2000; 68:4245-4254.

Betschel SD, Borgia SM, Barg NL, Low DE, De Azavedo JC. Reduced virulence of group A
streptococcal Tn916 mutants that do not produce streptolysin S. Infect Immun. 1998. 66:1671-1679.

Ofek 1, Bergner-Rabinowitz S, Ginsburg 1. Oxygen-stable hemolysins of group A streptococci.
VII. The relation of the leukotoxic factor to streptolysin S. The Journal of infectious diseases. 1970;
122:517-522.

Ginsburg I. Is streptolysin S of group A streptococci a virulence factor? APMIS : acta pathologica,
microbiologica, et immunologica Scandinavica. 1999; 107:1051-1059.

Hynes W., Sloan M. Secreted Extracellular Virulence Factors. Streptococcus pyogenes Basic
Biology to Clinical Manifestations. 2016; 413-414.

70



119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

Hynes W., Sloan M. Secreted Extracellular Virulence Factors. Streptococcus pyogenes Basic
Biology to Clinical Manifestations . 2016; 419-420.

Hynes W., Sloan M. Secreted Extracellular Virulence Factors. Streptococcus pyogenes Basic
Biology to Clinical Manifestations. 2016; 424-425.

Reglinski M., Sriskandan S. The contribution of group A streptococcal virulence determinants to
the pathogenesis of sepsis. Virulence. 2014; 5:1, 127-136.

Barnett T.C., Cole J. N., Hernandez T.R., Henningham A., Paton J. C., Nizet V., Walker M.
J. Streptococcal toxins: role in pathogenesis and disease. Cellular Microbiology. 2015; 17(12),
1721-1741.

Proft T., Fraser J. D. Streptococcal Superantigens: Biological properties and potential role in
disease. Streptococcus pyogenes Basic Biology to Clinical Manifestations. 2016; 453

Proft T., Fraser J. D. Streptococcal Superantigens: Biological properties and potential role in
disease. Streptococcus pyogenes Basic Biology to Clinical Manifestations. 2016; 462-463

Proft T., Fraser J. D. Streptococcal Superantigens: Biological properties and potential role in
disease. Streptococcus pyogenes Basic Biology to Clinical Manifestations. 2016; 449

Spellerberg B., Brandt C. Laboratory Diagnosis of Streptococcus pyogenes (group A streptococci).
Streptococcus pyogenes Basic Biology to Clinical Manifestations. 2016; 875

Spellerberg B., Brandt C. Laboratory Diagnosis of Streptococcus pyogenes (group A streptococci).
Streptococcus pyogenes Basic Biology to Clinical Manifestations. 2016; 879

Peter G. American Academy of Pediatrics. Group A streptococcal infections. Red book: report of
the Committee on Infectious Diseases. 24th Edition. 1ll: American Academy of Pediatrics, EIk Grove
Village, USA, 1997; 486.

Meisal, R., Andreasson, |.K.G., Hooiby, E.A., Aaberge, |.S., Michaelsen, T.E., & Caugant,
D.A. Streptococcus pyogenes Isolates Causing Severe Infections in Norway in 2006 to 2007: emm
Types, Multilocus Sequence Types, and Superantigen Profiles. Journal of Clinical Microbiology.
2010; 48, 842-851.

Efstratiou, A. Group A Streptococci in the 1990s. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 2000;
45, 3-12.

Stevens D. L., Bisno A. L., Chambers H. F., Everett E. D., Dellinger P., Goldstein E. J. C.,.
Gorbach S. L,. Hirschmann J. V, Kaplan E. L., Montoya J. G.,. Wade J. C. Practice guidelines
for the diagnosis and management of skin and soft-tissue infections. Clin. Infect. Dis. 2005.
41:1373-1406.

Shulman, S. T., A. L. Bisno, H. W. Clegg, M. A. Gerber, E. L. Kaplan, G. Lee, J. M. Martin,
and C. V. Beneden. Clinical practice guideline for the diagnosis and management of group A
streptococcal pharyngitis. The Infectious Diseases Society of America. Clin. Infect. Dis. 2012;
55:686—e102.

Chang, C. Cutting edge issues in rheumatic fever. Clin. Rev. Allergy Immunol. 2012. 42:213-237.
Richter, S. S., K. P. Heilmann, C. L. Dohrn, S. E. Beekmann, F. Riahi, J. Garcia-de-Lomas, M.
Ferech, H. Goossens, and G. V. Doern. Increasing telithromycin resistance among Streptococcus

pyogenes in Europe. J. Antimicrob. Chemother. 2008; 61:603-611

Silva-Costa, C., M. Ramirez, and J. Melo-Cristino. Identification of macrolide-resistant clones of
Streptococcus pyogenes in Portugal. Clin. Microbiol. Infect. 2006. 12:513-518.

71



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Leclercg, R. Mechanisms of resistance to macrolides and lincosamides: nature of the resistance
elements and their clinical implications. Clin. Infect. Dis. 2002; 34:482-492.

Varaldo, P. E.,, M. P. Montanari, and E. Giovanetti. Genetic elements responsible for
erythromycin resistance in streptococci. Antimicrob. Agents Chemother. 2009; 53:343-353.

Del Grosso, M., R. Camilli, G. Barbabella, J. Blackman Northwood, D. J. Farrell, and A.
Pantosti. Genetic resistance elements carrying mef subclasses other than mef(A) in Streptococcus
pyogenes. Antimicrob. Agents Chemother. 2011; 55:3226-3230.

Roberts, M. C. Update on acquired tetracycline resistance genes. FEMS Microbiol. Lett. 2005;
245:195-203.

Silva-Costa, C., F. R. Pinto, M. Ramirez, J. Melo-Cristino, and Portuguese Suveillance Group
for the Study of Respiratory Pathogens. Decrease in macrolide resistance and clonal instability
among Streptococcus pyogenes in Portugal. Clin. Microbiol. Infect. 2008; 14:1152-1159.

Silva-Costa, C., M. Ramirez, J. Melo-Cristino, and the Portuguese Surveillance Group for the
Study of Respiratory Pathogens. Rapid inversion of the prevalences of macrolide resistance
phenotypes paralleled by a diversification of T and emm types among Streptococcus pyogenes in
Portugal. Antimicrob. Agents Chemother. 2005; 49:2109-2111.

Creti, R., M. Imperi, L. Baldassarri, M. Pataracchia, S. Recchia, G. Alfarone, and G. Orefici.
emm Types, virulence factors, and antibiotic resistance of invasive Streptococcus pyogenes isolates
from Italy: What has changed in 11 years? J. Clin. Microbiol. 2007; 45:2249-2256.

Iméhl, M., R. R. Reinert, C. Ocklenburg, and M. van der Linden. Epidemiology of invasive
Streptococcus pyogenes disease in Germany during 2003-2007. FEMS Immunol. Med. Microbiol.
2010; 58:389-396.

Luca-Harari B., Ekelund K., van der Linden M., Staum-Kaltoft M., Hammerum A. M., and
Jasir A. Clinical and epidemiological aspects of invasive Streptococcus pyogenes infections in
Denmark during 2003 and 2004. J. Clin. Microbiol. 2008; 46:79-86.

Montes, M., C. Ardanuy, E. Tamayo, A. Doménech, J. Lifiares, and E. Pérez-Trallero.
Epidemiological and molecular analysis of Streptococcus pyogenes isolates causing invasive disease
in Spain (1998-2009): comparison with non-invasive isolates. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis.
2011. 30:1295-1302.

Rivera, A., M. Rebollo, E. Mir6, M. Mateo, F. Navarro, M. Gurgui, B. Mirelis, and P. Coll.
Superantigen gene profile, emm type and antibiotic resistance genes among group A streptococcal
isolates from Barcelona. Spain. J. Med. Microbiol. 2006. 55:1115-1123.

Lepoutre, A., A. Doloy, P. Bidet, A. Leblond, A. Perrocheau, E. Bingen, P. Trieu-Cuot, A.
Bouvet, C. Poyart, and D. Lévy-Bruhl. Epidemiology of invasive Streptococcus pyogenes
infections in France in 2007. J. Clin. Microbiol. 2011; 49:4094-4100.

Stathi, A., J. Papaparaskevas, L. Zachariadou, A. Pangalis, N. J. Legakis, A. Tseleni-Kotsovili,
and P. T. Tassios. Prevalence of emm types 1 and 12 from invasive Streptococcus pyogenes disease
in Greece-results of enhanced surveillance. Clin. Microbiol. Infect. 2008; 14:808-812.

Szczypa, K., E. Sadowy, R. lzdebski, L. Strakova, and W. Hryniewicz. Group A streptococci
from invasive-disease episodes in Poland are remarkably divergent at the molecular level. J. Clin.
Microbiol. 2006. 44:3975-3979.

Melo-Cristino, J., M. L. Fernandes, and Portuguese Surveillance Group for the Study of

Respiratory Pathogens. Streptococcus pyogenes isolated in Portugal: macrolide resistance
phenotypes and correlation with T types. Microb. Drug Resist. 1999; 5:219-225.

72



151.

152,

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Pires, R., D. Rolo, L. Gama-Norton, A. Morais, L. Lito, M. J. Salgado, C. Johansson, G.
Mollerberg, B. Henrigques-Normark, J. Gongalo-Marques, and |. Santos-Sanches. Group A
Streptococci from carriage and disease in Portugal: evolution of antimicrobial resistance and T
antigenic types during 2000-2002. Microb. Drug Resist. 2005; 11:360-370.

Malhotra-Kumar, S., C. Lammens, S. Chapelle, C. Mallentjer, J. Weyler, and H. Goossens.
Clonal spread of fluoroquinolone non-susceptible Streptococcus pyogenes. J. Antimicrob.
Chemother. 2005; 55:320-325.

Wajima, T., S. Y. Murayama, K. Sunaoshi, E. Nakayama, K. Sunakawa, and K. Ubukata.
Distribution of emm type and antibiotic susceptibility of group A streptococci causing invasive and
noninvasive disease. J. Med. Microbiol. 2008. 57:1383-1388.

Pires, R., C. Ardanuy, D. Rolo, A. Morais, A. Brito-Av0, J. Gongalo-Marques, J. Lifiares, and
I. Santos-Sanches. Emergence of ciprofloxacin-nonsusceptible Streptococcus pyogenes isolates
from healthy children and pediatric patients in Portugal. Antimicrob. Agents Chemother. 2010.
54:2677-2680.

Hooper, D. C. Fluoroquinolone resistance among Gram-positive cocci. Lancet Infect. Dis. 2002.
2:530-538.

Duesberg, C. B., S. Malhotra-Kumar, H. Goossens, L. McGee, K. P. Klugman, T. Welte, and
M. W. R. Pletz. Interspecies recombination occurs frequently in quinolone resistance-determining
regions of clinical isolates of Streptococcus pyogenes. Antimicrob. Agents Chemother. 2008.
52:4191-4193.

Pinho, M. D., J. Melo-Cristino, and M. Ramirez. Fluoroquinolone resistance in Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis and evidence for a shared global gene pool with Streptococcus
pyogenes. Antimicrob. Agents Chemother. 2010; 54:1769-1777.

Prajapati A, Rai S, Mukhiya R, Karki A. Study on carrier rate of Streptococcus pyogenes among
the school children and antimicrobial susceptibility pattern of isolates. Nepal Med Coll J. 2012;14:
169-71.

Beres SB, Richter EW, Nagiec MJ, Sumby P, Porcella SF, DeLeo FR, et al. Molecular genetic
anatomy of inter and intraserotype variation in the human bacterial pathogen group A Streptococcus.
Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103: 7059-7064.

Bisno, A. L., F. A. Rubin, P. P. Cleary, and J. B. Dale. Prospects for a group A streptococcal
vaccine: rationale, feasibility, and obstacles-report of a National Institute of Allergy and Infectious
Diseases workshop. Clin. Infect. Dis. 2005; 41:1150-1156.

Fritzer, A., B. M. Senn, D. B. Minh, M. Hanner, D. Gelbmann, B. Noiges, T. Henics, K.
Schulze, C. A. Guzman, J. Goodacre, A. von Gabain, E. Nagy, and A. L. Meinke. Novel
conserved group A streptococcal proteins identified by the antigenome technology as vaccine
candidates for a non-M protein-based vaccine. Infect. Immun. 2010; 78:4051-4067.

Sharma, A., D. K. Arya, V. Sagar, R. Bergmann, G. S. Chhatwal, and A. K. Johri.
Identification of potential universal vaccine candidates against group A Streptococcus by using high
throughput in silico and proteomics approach. J. Proteome Res. 2013; 12:336-346.

Dale, J. B. Current status of group A streptococcal vaccine development. Adv. Exp. Med. Biol.
2008; 609:53-63.

Mora, M., G. Bensi, S. Capo, F. Falugi, C. Zingaretti, A. G. O. Manetti, T. Maggi, A. R.
Taddei, G. Grandi, and J. L. Telford. Group A Streptococcus produce pilus-like structures
containing protective antigens and Lancefield T antigens. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2005;
102:15641-15646.

73



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Turner, C. E., P. Kurupati, S. Wiles, R. J. Edwards, and S. Sriskandan. Impact of immunization
against SpyCEP during invasive disease with two streptococcal species: Streptococcus pyogenes and
Streptococcus equi. Vaccine. 2009; 27:4923-4929.

McNeil SA, Halperin SA, Langley JM, et al. Safety and immunogenicity of 26- valent group A
streptococcus vaccine in healthy adult volunteers. Clinical Infectious Diseases. 2005;41:1114-1122

Hu MC, Walls MA, Stroop SD, Reddish MA, et al. Immunogenicity of a 26-valent group a
streptococcal vaccine. Infectious Immunology. 2002;70: 2171-2177.

Dale JB, Penfound TA, Chiang EY, Walton WJ. New 30-Valent M Protein-Based Vaccine
Evokes Cross-Opsonic Antibodies Against Non-Vaccine Serotypes of Group A Streptococci.
Vaccine. 2011;29(46):8175-8178.

Kaplan E.L, et al. Dynamic epidemiology of group A streptococcal serotypes associated with
pharyngitis. Lancet. 2001; 358(9290):1334-7.

Dale J.B., et al. Group A streptococcal vaccines: paving a path for accelerated development.
Vaccine. 2013; 31(Suppl 2):B216-B222.

Massell B.F., et al. Rheumatic fever following streptococcal vaccination. Report of three cases.
JAMA. 1969; 207(6): 1115-1119.

Widdowson, J.P., et al. An M-associated protein antigen (MAP) of group A streptococci. J. Hyg.
1976; 69:553-564.

Wilson, M.G., et al. The familial epidemiology of rheumatic fever. J. Pediatr. 1943; 22:468-492.

Cunningham M.W. Streptococcus and rheumatic fever. Curr Opin Rheumatol. 2012; 24(4):408-
416.

Henningham A., et al. Group a streptococcal vaccine candidates: potential for the development of a
human vaccine. Curr Top Microbiol Immunol. 2013; 368:207-42.

O’Connor S.P., et al. In vivo Streptococcus pyogenes C5a peptidase activity: analysis using
transposon- and nitrosoguanidine-induced mutants. J Infect Dis. 1987; 156(3):495-504.

Chmouryguina 1., et al. Conservation of the C5a peptidase genes in group A and B streptococci.
Infect Immun. 1996; 64(7):2387-2390.

Cleary P.P., et al. Immunization with C5a peptidase from either group A or B streptococci
enhances clearance of group A streptococci from intranasally infected mice. Vaccine. 2004; 22(31-
32):4332-4341.

Shet A., et al. Immune response to group A streptococcal C5a peptidase in children: implications
for vaccine development. J Infect Dis. 2003; 188(6):809-817.

Roggiani M., et al. Toxoids of streptococcal pyrogenic exotoxin A are protective in rabbit models
of streptococcal toxic shock syndrome. Infect Immun. 2000; 68(9):5011-5017.

McCormick J.K., et al. Development of streptococcal pyrogenic exotoxin C vaccine toxoids that
are protective in the rabbit model of toxic shock syndrome. J Immunol. 2000; 165(4): 2306-2312.

Bhatnagar A., et al. Superantigen-induced T cell responses in acute rheumatic fever and chronic
rheumatic heart disease patients. Clin Exp Immunol. 1999; 116(1):100-6.

74



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192,

193.

194,

195.

196.

James B. Dale, Michael R. Batzloff, P. Patrick Cleary, Harry S. Courtney, Michael F. Good,
Guido Grandi, Scott Halperin, Immaculada Y. Margarit, Shelly McNeil, Manisha Pandey,
Pierre R. Smeesters, and Andrew C. Steer. Current Approaches to Group A Streptococcal
Vaccine Developmen. Streptococcus pyogenes: Basic Biology to Clinical Manifestations [Internet].
Oklahoma City (OK): University of Oklahoma Health Sciences Center; 2016-.[Cited: 25th
September]. 968 P. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK343616/

Coelho J., Chalker V. Sequencing of streptococcus group A,C abd G emm gene. Review Date:
02.06.2019

Borek A. L., Obszanska K., Hryniewicz W. and Sitkiewicz 1. Detection of Streptococcus
pyogenes virulence factors by multiplex PCR. Virulence, Landes Bioscience. 2012; 3:6, 529-533.

Graves, L. M., and B. Swaminathan. PulseNet standardized protocol for subtyping Listeria
monocytogenes by macrorestriction and pulsed-field gel electrophoresis. Int. J. Food Microbiol.
2001; 65:55-62

Karaky N. M. Characterization of Streptococcus pyogenes Isolates from Lebanon: Pathogenesis,
Epidemiology and Resistance. LEBANESE AMERICAN UNIVERSITY. A thesis Submitted in
partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of Science in Molecular Biology,
June 2011.

Smit P. W., Lindholm L., Lyytikainen O., Jalava J, Patari-Sampo A., J. Vuopio. Epidemiology
and emm types of invasive group A streptococcal infections in Finland, 2008-2013. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. 2015; 34:2131-2136.

Tartof SY, Reis JN, Andrade AN, Ramos RT, Reis MG, Riley LW. Factors associated with
Group A Streptococcus emm type diversification in a large urban setting in Brazil: a cross sectional
study. BMC Infectious Diseases. 2010;10:32.

Gowda KL, Melbin JJ, Patil SA, Bindu SR, Sanjay MK, Shivannavar CT, Brahmadathan KN.
Prevalence of emm types of Group A streptococci recovered from school children and hospital
patients in Bangalore City, India. World J Microbiol Biotechnol. 2011; 27:319 323.

Chiang-Ni C., Zheng PX , Wang S.Y., Tsai P.J, Chuang W.J, Lin Y.S, Liu C.C, Wub J.J.
Epidemiology Analysis of Streptococcus pyogenes in a Hospital in Southern Taiwan by Use of the
Updated emm Cluster Typing System. J Clin Microbiol. 2015; 54:157-162.

Akca G. Bogaz enfeksiyonu nedeni olan A grubu beta hemolitik streptokoklarin M protein tiplerinin
‘emm’ gen sekans analizi ile belirlenmesi. Doktora tezi.Ankara, 2006; 61-66.

MENGELOGLU Z.F. Hasta ve tasiyicilardan izole edilen grup a streptokoklarda emm geni
tiplerinin, toksin gen profilinin ve klonal iliskinin arastirilmasi. Doktora tezi. Zonguldak, 2010; 64-
65.

O'Brien KL, Beall B, Barrett NL, Cieslak PR, et al. Epidemiology of invasive group A
streptococcus disease in the United States, 1995-1999. Clinical Infectious Diseases. 2002; 35:268-
276.

O'Loughlin RE, Roberson A, Cieslak PR, Lynfield R, et al. The epidemiology of invasive group
A streptococcal infection and potential vaccine implications: United States, 2000-2004. Clinical
Infectious Diseases. 2007; 45853-862.

Koutouzi F, Tsakris A, Chatzichristou P, Koutouzis E, et al. Streptococcus pyogenes emm types

and clusters during a 7-year period (2007 to 2013) in pharyngeal and nonpharyngeal pediatric
isolates. Journal of Clinical Microbiology. 2015; 53:2015-2021.

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK343616/

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

Lopardo HA, Vidal P, Sparo M, Jeric P, Centron D, Facklam RR, Paganini H, Pagniez NG,
Lovgren M, Beall B. Six-month multicenter study on invasive infections due to Streptococcus
pyogenes and Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis in Argentina. J Clin Microbiol. 2005;
43(2):802-7.

Shulman ST, Tanz RR, Kabat W, Kabat K, Cederlund E, Patel D, Li Z, Sakota V, Dale JB,
Beall B. US Streptococcal Pharyngitis Surveillance Group. Group A streptococcal pharyngitis
serotype surveillance in North America, 2000-2002. Clin Infect Dis. 2004;39:325-332.

Rantala, S., Vahakuopus, S., Siljander, T., Vuopio, J., Huhtala, H., Vuento, R., Syrjanen, J.
Streptococcus pyogenes bacteraemia, emm types and superantigen profiles. European Journal of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. 2012; 31, 859-865.

Strus M., Heczkol P. B., Golinskal E., Tomusiak A., Chmielarczyk A., Dorycka M., Linden
M., Samet A., Piorkowska A. The virulence factors of group A streptococcus strains isolated from
invasive and non-invasive infections in Polish and German centres, 2009-2011. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. 2017; 36:1643-1649.

Otlu B. Karakurt C., Bayindir Y., Kayabas U. Yakupogullan Y., Bag H.G. ilkokul
Cocuklarinda Streptococcus pyogenes Tasiyicihigi: M-Protein Tipleri, Pirojenik Toksin Genleri ve
Izolatlar Aras1 Klonal iliskinin Arastiriimasi. Mikrobiyol Bul. 2015; 49(3): 301-313.

Friaes A., Pinto F. R., Silva-Costa C. , Ramirez M., Melo-Cristino J. Superantigen
gene complement of Streptococcus pyogenes—relationship with other typing methods and
short-term stability. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2013; 32:115-125.

Iméhl M., Fitzner C., Perniciaro S., Linden M. Epidemiology and distribution of 10
superantigens among invasive Streptococcus pyogenes disease in Germany from 2009 to 2014.
PLoS ONE. 2017; 12(7. https://doi.org/ 10.1371/journal.pone.0180757.

Karaky N.M, Araj G.F. and Tokajian S.T. Molecular characterization of Streptococcus pyogenes

group A isolates from a tertiary hospital in Lebanon. Journal of Medical Microbiology. 2014; 63,
1197-1204.

76


https://doi.org/

OZGECMIS

1982 yilinda Adana’da dogdu. Ilkokul 6gretimini Kanuni, ortaokul égrenimini
Mehmet Akif Ersoy, lise 6grenimini ise yabanci dil agirlikli Mehmet Kemal Tuncel’de
tamamladi. 2007 yilinda Cukurova Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumiinii
tamamladi. 2013 yihinda Cukurova Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisii Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Yuksek Lisans egitimini tamamlad:. Doktora egitimine
2013 yilinda Cukurova Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dalinda baslamstir. Iyi derecede ingilizce bilmektedir.

77



