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OZET

Amag: S. pyogenes (GABHS) cocukluk ¢agi tonsillofarenjitlerinin en Onemli bakteriyel
etkenidir. GABHS sahip oldugu ¢ok sayida viriilans faktoriiniin yardimiyla genis bir hastalik
yelpazesine sahiptir. Viriilans faktorleri arasinda 6énemli rol oynayan M proteini, emm geni
tarafindan kodlanmaktadir. M proteini bakterinin hastalik yapma potensiyelini belirlerken,
bakterinin tiplendirilmesini de saglamaktadir. Bu ¢aligmada akut tonsillofarenjit bulgulariyla
bagvuran hastalardan izole edilen GABHS suslarimin emm dizi analizi yontemiyle

tiplendirmesi yapilmasi amaglandi.

Method: Istanbul Universitesi, Cocuk Saghig: ve Hastaliklari Anabilim Dali, Genel Pediatri
Bilim Dali poliklinikleri’nde Aralik 2007-Ocak 2009 tarihleri arasinda, akut tonsillofarenjit
bulgular1 ile bagvuran 2-17 yas grubu ¢cocuklarin bogaz siirtintii 6rneklerinden izole edilen 335
GABHS susu arasindan 112°sinin (%33,5) emm geni CDC’nin Onerileri dogrultusunda
primerler kullanilarak ¢ogaltildi. Elde edilen genetik materyalin sekanslama yontemi ile emm
gen dizi analizi yapildi. Elde edilen dizi analizleri CDC’ye ait GENBANK veritabani ile
karsilatirilarak 61 (%54,5) susun emm gen tiplendirilmesi yapildi.

Bulgular: En yiiksek oranda emm 1 (%22.9), emm 3 (%11,5), emm 4 (%10) ve emm 5 (%8,2)
olmak {izere 19 farkli tip belirlendi. Daha az siklikla goriilen tipler emm 2, 12, 14, 19, 22, 26,
28, 44, 63, 76, 77, 87, 89, 98, 118’dir. Belirlenen 19 emm tipinden 12’si (%63), dizi analizi
yapilan hastalarin %77°si GABHS suslarina yonelik olarak gelistirilen faz 3 agamasindaki 26
degerlikli ag1 kapsamindadir.

Sonug: Klinigimizde tonsillofarenjit vakalarinda izole edilen S. pyogenes suslariin M protein

gen tipleri en sik emm 1 ve emm 3’diir.

Anahtar Kelimeler: S. pyogenes, M proteini, emm geni, tonsillofarenjit
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M Protein (emm) Gene Typing of Group A Beta-Hemolytic Streptococci Isolated From
Pharyngeal Cultures of Children With Acute Tonsillopharyngitis in Istanbul Between
2007 and 2009

Aim: S. pyogenes (Group A beta-hemolytic streptococci, GABHS) is the most common
bacterial species in childhood tonsillopharyngitis. GABHS infection has broad spectrum
clinical presentations due to its multiple different virulence factors. M protein, which is coded
by emm gene, is one the most important virulence factors and determines the virulence
potential of GABHS. On the other hand, it is also used for subtyping of GABHS. The aim of
this study was to perform M protein (emm) gene typing of Group A beta-hemolytic
streptococci  isolated from pharyngeal cultures of children presented with acute

tonsillopharyngitis.

Methods: GABHS was isolated in pharyngeal cultures from 335 children, who presented with
acute tonsillopharyngitis between age of 2 and 17 to General Pediatrics Outpatient Clinics in
the Department of Pediatrics at Istanbul University School of Medicine. The emm gene of 112
(33.5%) GABHS samples were replicated by using primers recommended by CDC.
Afterwards, emm gene sequencing was performed from the obtained genetic material. Finally,
emm gene typing of 61 samples (54.5%) was determined by matching the gene sequences to

CDC’s GENBANK database.

Results: Nineteen different emm gene types were found. The most common emm types were
emm 1 (22.9%), emm 3 (11.5%), emm 4 (10%) and emm 5 (8.2%). On the other hand, less
common types were emm 2, 12, 14, 19, 22, 26, 28, 44, 63, 76, 77, 87, 89, 98 and 118. Twelve
(63%) of the determined 19 emm types and 77% of the patients that had emm gene sequencing
are covered by 26-valent GABHS vaccine undergoing phase 3 trial.

Conclusions: The most common M protein gene types of S. pyogenes isolated from

tonsillopharyngitis cases in our clinic were emm 1 ve emm 3.

Key Words: S. pyogenes, M protein, emm gene, tonsillopharyngitis



1. GIRiS

Normal flora bakterisi olarak, insan viicudunda yaygin olarak bulunan streptokoklar ¢ok
sayida enfeksiyon hastaliginda patojen mikroorganizma olarak da karsimiza ¢ikmaktadir
(1,2,3). Lancefield siniflandirmasina gére A grubu beta hemotilitik streptokoklar (GABHS)
arasinda yer alan Streptococcus pyogenes, streptokok ailesinde insana 6zgii en Onemli

patojenlerinden biridir (3).

S. pyogenes’in etken oldugu akut hastaliklar esas olarak solunum yollarinda, sistemik
dolasimda ve ciltte gelisir. Akut S. pyogenes enfeksiyonlar1 farenjit, kizil, impetigo ya da
seliilit iken, invazif, toksijenik enfeksiyonlar nekrotizan fasiit, miyozit ve streptokoksik
toksik sok sendromu’dur. Kizil ve streptokoksik toksik sok sendromu kan dolagimindaki
bakteriyel toksinlerin neden oldugu hastalik tablolaridir. Erizipel (ates, sistemik toksisite ve
seliilit) glinlimiizde daha az siklikla goriilen derin yerlesimli cilt enfeksiyonudur. Tim
diinyada penisilin direnci ciddi bir sorun olmamasina ragmen, streptokok infeksiyonlar1 halen
onemli bir mortalite ve morbidite nedeni olarak gosterilmektedir. Giiniimiizde S. pyogenes’in
onemi, klinikte neden oldugu enfeksiyonlarin yani sira %1-3 oraninda tedavi edilmeyen ya da
yetersiz tedavi edilmis enfeksiyonlardan sonra, immiinojenik mekanizmalar ile gelisen akut
romatizmal ates (ARA) ve akut glomerulonefrit (AGN) gibi siipliratif olmayan
komplikasyonlarinin,  toplum  sagligi {izerindeki etkilerinden ileri  gelmektedir

(2,334,5)6,7)8,9)'

Zamaninda dogru tani konularak baglanan ve uygun siire devam edilen penisilin
tedavisiyle akut streptokoksik tonsillofaranjit, streptokoksik cilt infeksiyonlarinin ve siipiiratif
olmayan post-streptokoksik komplikasyonlarin gelismekte olan iilkelerde ciddi bir saglik
sorunu olmaktan ¢ikmast beklenirken, 1980°’li yillarda Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa’daki bazi gelismis iilkelerde akut romatizmal ates salgmlari bildirilmistir
(10,11,12,13). Bu salgmlarin, mikroorganizmanin gelistirdigi penisilin direncinden degil,
mikroorganizmanin  viriilans  faktorlerinde  gelisen  degisikliklerden  kaynaklandigi

distintilmektedir.

GABHS enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk secenek olarak penisilin Onerilmektedir.

Penisilin alerjisi tanimlanan olgularda ya da penisilin direnci tanimlan suslarla gelisen



enfeksiyonlarin tedavi segenegi olarak da eritromisin kullanilmasi oOnerilmektedir (5).
Ulkemizde GABHS’lar i¢in penisillin direnci énemli bir sorun olusturmazken eritromisin
direnci %5 olarak bildirilmektedir (14). S. pyogenes suslarinda penisilin direnci geligmis

ulkelerde de bildirilmemektedir.

Her GABHS tonsillofaranjitinden ya da cilt infeksiyonundan sonra bazi hastalarda
stiptiratif olmayan komplikasyonlar gelisebilir Son yillarda arastirmacilar GABHS
enfeksiyonlarinda klinik bulgularin ve komplikasyonlarin, mikroorganizmanin viriilans
faktorleri ile olan iliskili oldugunu 6ne stirmektedir. Bu konuda Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada, baz1 Avrupa iilkeleri ve Japonya’da, 6zellikle M proteini lizerinde ¢ok sayida calisma

yiriitiilmektedir (15,16,17,18,19).

M proteini, GABHS larin ylizeyinde yer alan, en 6nemli viriilans faktoriidiir. Streptokok
infeksiyonlarinin gelismesinde ve konak organizmanin gecirilen streptokok infeksiyonuna

kars1 bagisiklik gelistirmesinde esas rol oynamaktadir (20,21,22,23).

M proteini ayn1 zamanda GABHS suslarinin serotiplendirmesinde de kullanilmaktadir.
S.pyogenes’in, M proteini esas alinarak 80’den fazla serotipi tanimlanmistir (3,20,21,22,23).
Ulkemizde bu konuda yapilan ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. M proteini serotiplerinin
anti-serumlarmin ticari olarak elde edilmesindeki zorluklar, anti-serumlarin maliyetinin
yiiksek olmas1, Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Center of
Disease Contol, (CDC)) tarafindan 6nerilen ve giivenilir bir yontem olan M protein geni (emm
gen) dizi analizinin esas alindig1 tanimlamanin zorlugu ve maliyetinin yiiksekligi, lilkemizde

bu konuda ¢aligma yapilmasini sinirlayan nedenler arasinda sayilabilir (24).

Calismamizda kullanilan emm gen dizi analizi, CDC tarafindan onerilen giivenilir bir
tanimla methodudur (25). Bu ¢alisma ile istanbul Universitesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1
Ana Bilim Dali Genel Pediatri poliklinigine basvuran akut tonsillofarenjit tanist almisg
olgularda A grubu beta hemolitik streptokok izole edilme orani ve izole edilen suslarin emm
gen dizi analizi ile M protein tiplendirmeleri yapildi. Hastanemizde izole edilen GABHS
suslarinin, emm gen dizi analizi yontemi ile M protein tiplendirilmesinin yapilmasi
tilkemizdeki S. pyogenes suslarinin serotip dagilimi hakkinda fikir verecek ve halen yeterli
sayida calisgma bulunmayan bu alanda bilgi flretilmis olacaktir. Bu bilgi ileride as1

arastirmalarina da 151k tutabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Streptokoklarin Tarihcesi

Streptokoklar ilk defa Billroth tarafindan 1874 yilinda erizipel ve yara enfeksiyonu
olgularinda gosterilmistir. Daha sonra 1879 yilinda piierperal sepsisli bir olgunun
hemokiiltiiriinden ilk defa Pasteur izole etmistir. Erlich ise ayni1 mikrorganizmay1 1877
yilinda gostermistir. Fehleisen 1883°de erizipelden zincir yapan koklar iiretmistir. Saf
kiiltiirde irettigi bu mikroorganizmay1 goniilliilere inokiile ederek erizipel hastaligini

olusturmustur (1,20).

[lk olarak yara yeri enfeksiyonu, erizipel ve piierperal sepsis etkeni olarak gdsterilen
bu mikroorganizmanin Streptococcus pyogenes olarak isimlendirilmesi 1884 yilinda

Rosenbach tarafindan yapilmistir (26).

Schotmuller 1903°de hemoliz yapan koklari, hemolitik olmayanlardan ayirmistir.
J.H. Brown 1919°da streptokoklarin kanli agardaki hemolitik aktivitelerini alfa, beta ve
gamma hemoliz olarak tarif etmistir. Presipitasyon ve Griffith agliitinasyon yontemleri ile
streptokoklarin immunolojisini inceleyen Lancefield 1933°de patojen streptokoklarin
hiicre duvarinda bulunan karbonhidrat antijenlerine gore serolojik gruplarini saptamistir

(1,20).

Lancefield, grup antijeni olarak A karbonhidratini tagiyan streptokoklarin M protein
antijenlerine goére de serotiplerinin tanimlanabilecegini gostermistir. Griffith de
streptokoklarin T protein serotiplerini agliitinasyon yontemi ile serotiplerini tanimlamistir

27).

Sherman 1937°de streptokoklar1 kanli agarda yaptiklari hemoliz tipine, iiremenin
gerceklestigi ortam 1sisina, bazi biyokimyasal 6zellikleri ve antijenik yapilarina gore, dort

gruba ayirmistir (28).

Yirminci yiizyilin ikinci yarisinda S. pyogenes suslar ile kizil, akut romatizmal ates

ve akut post-streptokokkal glomeriilonefrit gibi klinik tablolar arasinda yakin iliski



bulundugu gosterilmis ve tedavi edilmeyen ya da uygun tedavi verilmeyen GABHS

tonsillofarenjitli olgularin %3-5’inde akut romatizmal ates gelistigi bildirilmistir (29,30).

1950°1i yillarda nekrotizan fasiitli (streptokoksik gangren) yanikli hastalar ve ikinci
diinya savasi sirasinda yarali askerlerdeki mortalitenin 6nemli bir sebebi olarak

bildirilmistir.

Kanada, Ontario’da, S. pyogenes’in neden oldugu invazif nekrotizan fasiit salgim
gerceklesmis ve streptokoklar ‘yamyam bakteri’ (et yiyen bakteri) adiyla tekrar giindeme
gelmistir (31).

2.2. Streptokoklarin Genel Ozellikleri

Streptokoklar gram pozitif boyanma 6zelligi gosteren yuvarlak veya oval yapili (kok
seklinde) iki mikrometreden daha kiigiik bakterilerdir. Spor olusturmazlar ve
hareketsizdirler. Katalaz negatif olmalar1 ile stafilokoklardan ayirt edilirler. Sivi
besiyerlerinde tiretildiklerinde zincir olusturmus gibi pespese dizilen, fakiiltatif anaerob,
glikozu  heksozdikosfat yolu ile fermente ederek laktik asit olusturan

mikroorganizmalardir (4,20,28).

Streptokoklar besi yerlerinde tek bir planda bdliinerek cogaldiklar1 ve boliinme
sonrast hiicreler birbirine yapisik olarak ¢ogalmaya devam ettikleri i¢in besi yerinde zincir
gbriinimli  olustururlar. Besi yerinde olusan bu zincir goriiniimiinii 30 hiicre
olusturabilecegi gibi ¢ift halinde bulunan iki hiicre de olusturabilir. Zincir uzunlugu besi

yerindeki mikroorganizmanin tiiriine ve bilyiime sartlarina gore degisir (5).
2.2.1. Ureme Ozellikleri

Streptokoklar en iyi 37°C’de ve pH 7.4 diizeyinde iiremeyi severler.
Zenginlestirilmis besi yerlerinde aerob ya da anaerob sartlarda {iireyebilirler. Bu
ozelliklerinden dolay fakiiltatif anaerob bakteriler olarak tanimlanirlar (4,5). Ortamda
karbondioksit bulunmasi tireme ve hemolizin olusturma iizerine olumlu etki yapar.
Glikoz, pepton ve kan ilave edilerek zenginlestirilmis besiyerlerini tercih ederler.

Ozellikle A grubu streptokoklarda bulunan hiyaliironik asitten olusan kapsiil,



mikroorganizma organizmadan yeni ayrildiginda ve zengin besiyerlerinde
bulundugunda aciga ¢ikar. Uretilme sirasinda besiyerinde kapsiil goriilmez,
hiyaliironik asit maddesi besi yerinde dagilmis olarak bulunur. Glikozun

fermentasyonu sonucu laktik asit olustururlar (2,5,20,32).
2.2.2. Morfolojik Ozellikleri

Streptokoklarin elektron mikroskopik incelemesinde; kapsiil, hiicre duvari, hiicre
duvarindan uzanan fimbriyalar, sitoplazmik zar, sitoplazma, ribozomlar, ¢ekirdek ve

sitoplazmik graniiller goriiliir.
2.2.3. Smiflandirilmasi

Streptokoklar kanli agarda olusturduklar1 hemoliz tipi, antijenik 6zellikleri vb.

gibi 6zelliklerine gore cesitli sekillerde siniflandirilirlar.
2.2.3.1.Hemolitik Ozelliklerine Gére Simiflandirilmasi

Brown tarafindan 1919°da yapilan bu siniflandirma, streptokoklarin kanl

agarda olusturduklar1 hemoliz tipi esas alinmaktadir (28).
2.2.3.1.1. Beta Hemolitik Streptokoklar

Streptokoklar kanli agar plaklarinda tiretildikleri zaman kolonilerinin
etrafinda eritrositlerin tam eritilmesine (tam hemoliz — beta hemoliz) bagh
olarak seffaf zonlar olusur. Beta hemoliz, streptolizin—O ve streptolizin-S adi
ile tammlanan hemolizinler aracilifi ile gerceklesir. Ornek: Streptococcus

pyogenes beta hemoliz olusturur (4,6,28,33).
2.2.3.1.2. Alfa Hemolitik Streptokoklar

Kanli agar plaklarinda firetilen streptokok kolonilerinin etrafinda tam
olmayan hemoliz nedeniyle yesil renkli bir zon olusmaktadir. Bu tarz hemoliz
alfa hemoliz olarak tanimlanmaktadir. Hemoliz zonuna yesil rengi, lizise
ugramamig eritrosit ve hemoglobinin rediiksiyonu sonucu olusan metabolit

vermektedir. Ornek: Viridans Streptokoklar. S. pneumoniae suslarmm biiyiik



bir kismi alfa hemolitik olmakla birlikte anaerop inkubasyon yapildiginda beta

hemoliz de olusturabilirler (1,4,33).
2.2.3.1.3. Gamma Hemolitik Streptokoklar

Kanli agar plaklarinda {iretildiklerinde kolonilerin etrafinda hemoliz

olusturmayan (hemolitik olmayan) streptokoklardir (6,28,33)
2.2.3.2. Antijenik Yapilarina Gore Siniflandiriimasi

Hiicre duvari, tekrarlayan N-asetilglukozamin ve N-asetil muramik asit
iinitelerinden olusan peptidoglikan tarafindan olusturulmaktadir. Streptokoklarin
kesin smiflandirilmasi hiicre duvarindaki polisakkarit antijenlerin olusturduklari
serolojik yanitlar esas alinarak Rebecca Lancefield tarafindan 1920°‘de yapilan
siiflandirmadir. Streptokoklar A,B,C,D....V arasinda sero gruplara ayrilmaktadir.
Insanlarda siklikla A, B, C, D ve G gruplan gosterilmistir. Lancefield
gruplandirmasinda onsekiz grup spesifik antijen bulunmaktadir.  Grup A
polisakkarid N-asetilglukozamin ve ramnoz polimerlerinden olusmaktadir. Ayrica
S. pvogenes yapisinda bulunan ve antijenik 6zellik gosteren M, T ve R ylizey

antijenlerine gore de serotiplendirilmistir (4,5,28,33).
2.2.3.2.1. A Grubu Beta Hemolitik Streptokoklar

S. pyogenes en Onemli insan patojenleri arasinda bulunmaktadir.
Bakteriyel tonsillofarenjitlerin bakteriyel en sik etkenidir. Siklikla bogaz ve
deri enfeksiyonlarina neden olurlar. Erizipel, kizil, sepsis, impetigo gibi klinik
sendromlarin yan1 sira akut romatizmal ates ve akut glomeriilonefrit gibi post-
enfeksiydz stipiiratif olmayan komplikasyonlari nedeniyle de klinik dnem

tasimaktadir (1,28,34).
2.2.3.2.2. B Grubu Beta Hemolitik Streptokoklar

S. agalactiae siklikla farenks, gastrointestinal sistem ve vajen florasinda
bulunmaktadir. Ozellikle yenidogan sepsisi ve menenjitinde etken olmasi
nedeniyle gebelik sirasinda vajen kolonizasyonu onem tagimaktadir. Bakteri

bebege dogum sirasinda bulasarak hastalik olusumuna sebep olmaktadir. Ayni



zamanda B grubu beta hemolitik streptokoklar E. coli’den sonra gebelik
sirasinda goriilen asemptomatik bakteriiirinin ikinci en sik nedenidir. Saglikli
bireylerde nadiren enfeksiyona neden olan bu bakteri bagisiklik sistemini
zayiflatacak ya da kronik hastalig1 (diabetes mellitus, karaciger yetersizligi,
alkolizim, malignite vs...) olan bireylerde ciddi enfeksiyonlara (endokardit,
artrit, pndmoni, osteomyelit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari vb...) sebep

olabilmektedir (1,28).
2.2.3.2.3. C Grubu Beta Hemolitik Streptokoklar

S. equi, S. dysgalactiae, S. equisimilis, S. zooepidemicus, S. pyogenes
humanus genellikle hayvanlarda patojen olmakla birlikte insanda nazofarenks,
deri ve genital sistemin normal florasinda bulunabilirler. A grubu beta
hemolitik streptokoklar gibi tonsillofarenjit veya altta yatan ciddi hastaligi
olanlarda deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, pnémoni, osteomiyelit ve artrit

gibi enfeksiyonlara neden olabilirler (1,28).

2.2.3.2.4. D Grubu Streptokoklar

Enterokokkal ( E. faecalis, E. faecium, E. durans ) ve Enterekokkal
olmayan ( S. bovis, S. equinus ) D grubu beta hemolitik streptokoklar olmak
tizere iki grupta incelenirler. Kanli agarda alfa ve gamma hemoliz olustururlar.
Enterokoklar siklikla yash erkeklerde endokardit, saglikli gen¢ kadinlarda
triner sistem enfeksiyonu, yogun bakim iinitelerinde izlenen hastalarda
nazokomiyal iiriner sistem enfeksiyonu ve bakteriyemi, batin ici, pelvik yara
enfeksiyonuna yol agmaktadir. Bircok antibiyotige intrensik olarak direncli
olduklar1 i¢in enterekokkal enfeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozitler ve

penisilinler birlikte tercih edilmektedir (1,28).

2.2.3.2.5. G Grubu Beta Hemolitik Streptokoklar

Farenks, gastrointestinal kanal, vajen ve deride asemptomatik olarak
bulunabilen bu grup mikroorganizma malignite ya da diabetes mellitus gibi

altta yatan kronik hastalig1 olan bireylerde enfeksiyon etkeni olabilirler (1,28).



Patojen streptokoklardan iki tanesi Lancefield antijeni tastmamakta ve bu
nedenle de Lancefield simiflandirilmasinda yer almamaktadir. Bu patojen

bakterilerden birincisi S. pneumoniae, digeri ise S. viridans grubudur (8).

S. pneumoniae, kanli agarda alfa hemoliz olusturur. Erigskin donemde
bakteriyel pndmoni ve menenjit etkeni iken, ¢cocukluk caginda otitis medianin
en sik rastlanan etkenlerindendir. Baslica virlilans faktorleri polisakkarit

yapisindaki kapsiildiir (8).

S. viridans grubu igerisinde S. sangius, S. salivarius, S. mutans, S. mitis,
S. intermedius, S. anginousus, S. milleri, S. constellatus yer almaktadir.
Pnomokoklar gibi bu grupta yer alan bakteriler de kanli agarda alfa hemoliz
olusturmaktadirlar. insanlarda &zellikle gastrointestinal sistem ve nazofarenks

normal florasinda yer alirlar (8).

Viridans streptokoklardan ozellikle S. mutans glikozu fermente ederek
asit olusumuna yol agarak dis c¢liriiklerine neden olmaktadir. Nazofarenks ve
dislerde kolonize olduklart i¢in, dis ¢ekimi ya da tonsillektomi gibi girisimler
sirasinda kan dolasimina gecerek tiim viicuda yayilmakta, akut romatizmal ates
ya da konjenital kalp hastaligi nedeniyle daha onceden lezyon gelismis
endokardiyal dokuya tutunarak, subakut bakteriyel endokardit etkeni
olabilmektedirler. Gastrointestinal kanalin normal florasinda yer alan,
mikroaerofilik S. intermedius grubu viridans streptokoklar, basta beyin olmak

iizere i¢ organlarda apse olusumuna neden olmaktadirlar (1,8).

2.2.3.3. Sherman Siniflandirilmasi

Streptokoklar biyokimyasal yapilarina, tireme oOzelliklerine, antijenik
yapilarina ve hemoliz tiplerine gore piyojen, viridans, laktik ve enterokoklar olmak

tizere siniflandirilirlar (28).



2.2.3.4. Genisletilmis (Jones) Simiflandirilmasi
2.2.3.4.1. Piyojenik Streptokoklar

S. pyogenes (A), S. agalactiae (B), S. spp. Grup C, S. spp. Grup G, S.
spp. Grup L, N, P, U, V, §S. iniae, S. pneumoniae

2.2.3.4.2. Oral Streptokoklar

S. salivarius (K,-), S. sangius (H), S. milleri (C, F, G) (S. anginosus, S.

constellatus, S. intermedius), S. mutans
2.2.3.4.3. Enterokoklar (D)

S. faecalis (E. faecalis) (D), S. faecium (D), S. avium (E. avium), S.

gallinarum (E. gallinarum)
2.2.3.4.4. Laktik Streptokoklar
S. lactis, S. rafinolactis
2.2.3.4.5. Anaerop Streptokoklar
S. morbillorum, S. hansenii, S. pleomorphus, S. parvulus
2.2.3.4.6. Diger Streptokoklar
S. uberis, S. bovis (D), S. equinus (D), S. thermophilus

2.3. A Grubu Beta Hemolitik Streptokoklar
2.3.1. Tamm

Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan bakterilerdir. Tipik olarak piiriilan
lezyonlarda ve besiyerlerinde kisa-orta uzunlukta (4-10 hiicre) zincir olusturan kiire ya
da ovoid sekilli mikroorganizmalardir. Kat1 besiyerlerindeki kolonilerinden hazirlanan
preparatlarda diplokok veya kisa zincirli koklar halinde goriiliirler. Ureme sirasinda
tek bir planda boliinmeleri zincir olusumuna neden olmaktadir. Patojen streptokoklar,

normal florada yer alan streptokoklara gore daha uzun zincirler olusturmaktadir. Besi
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yerini olusturan maddelerin diizensizligi, ortamin 1sis1 ve besi yerine eklenen

antibiyotikler gibi ¢evresel faktorler de zincir olusumunu etkilemektedir (1,4,5,26).

S. pyogenes fermentatif bir bakteridir. Katalaz negatif olan bakteri fakiiltatif
anaerobdur. Optimal lireme 1s1s1 35-37°C, pH’s1 ise 7,4-7,6 arasindadir. Kan, serum,
glikoz ve beyin gibi maddelerle zenginlestirilmis besi yerlerini tercih eder. %5-7
koyun kanli agarda tipik olarak hiyaliironik asit kapsiil ve beta (tam) hemoliz
olusturur. Kolonilerin etrafinda 2-3 mm kalinliginda beta hemoliz zonu goriilmektedir.
Hemoliz zonu genellikle koloni biiyiikliigiiniin 2-4 kat1 genisliktedir. Anaerobik
ortamda inkiibasyon (%10 CO’li ortam) beta hemoliz 6zelliginin ¢ok daha belirgin
olmasim1 saglar. Beta hemoliz, Streptolizin S ya da O tarafindan olusturulur.
Streptolizin S iiretemeyen koloniler, Streptolizin O oksijen varliginda aktif olmadig:

icin sadece anaerobik ortamlarda beta hemolitik 6zellik gdsterebilmektedir (1,4,5,26).

Koyun kanli agarda genellikle koloniler kompakt ve kiiciiktiir. Gri, hafif bulanik
goriiniimde piirtiiklii koloniler olustururlar. inkiibasyon sartlarma ve besi yerinde
olusan hiyaliironik asit yapisindaki kapsiiliin miktarina bagli olarak, koloniler degisik
biiytikliikklerde ve yiizey yapisinda olabilirler. Hiyaliironik asit yapisindaki kapsiiliin
fazla miktarda olusmasi koloniye parlak, su damlasi goriinlimiinii vermektedir

(1,2,4,5,26).
2.3.2. Yapisi

Hiicre duvari, peptidoglikan matriks {izerinde bulunmaktadir. Bu nedenle saglam
bir yapiya sahiptir. Peptidoglikan matriks igerisinde A grubu streptokoklarin
siniflandirilmasinda kullanilan grup karbonhidrat antijeni yer almaktadir. M proteini
ve lipoteikoik asit hiicre duvarina bagli bulunmakta ancak hiicre duvarindan disar1 pili
seklinde uzanim gdstermektedir. Hiicre duvar1 ayn1 zamanda T ve R proteinlerini de
icermektedir. Baz1 suslarin antijenik 6zellik gostermeyen hiyaliironik asit yapisinda

kapstilii bulunmaktadir (1,5).

Hiicre duvarindan ¢esitli yontemlerle izole edilen C karbonhidrati, 1933 yilinda

Rebeca Lancefield tarafindan tanimlanan gruba 6zel antijendir. Viridans streptokoklar
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disinda biitiin streptokoklarin C karbonhidratt vardir. A grubu beta hemolitik
streptokok grubuna 6zel C polisakkarit antijeni, L-ramnoz ve N-asetil-D-glukozamin

‘den olusan bir polimerdir (1,2). Molekiilin N-terminali antijenik belirleyicilige
sahiptir. C karbonhidrati, sulandirilmig hidroklorik asit, nitrik asit veya formamid gibi
kimyasal maddeler, pepsin veya tripsin gibi proteolitik enzimler yardimi ile hiicre

duvarindan izole edilebilmektedir (27).

T proteini, asit ve istya duyarli, pepsin ve tripsin gibi proteolitik enzimlere
dayaniklidir. Alkolde erimez. Viriilans arttirict etkisi olmayan bir antijenik proteindir.
T proteini yardimi ile de tiplendirme yapilabilmektedir (1). S. pyogenes suslar1 20
farkli kombinasyonda T protein ¢esidine sahiptir. Streptokoklarin, T protein
serotiplendirmesi, ticari olarak temin edilen, T proteinine karsi gelistirilen anti-

serumlarin kullanildig1 agliitinasyon yontemi ile yapilir.

R proteini tripsin dayanikli, pepsin duyarhidir. Tipe 6zel olmayan bu antijen de
viriilans faktorii olarak rol oynamamaktadir. R proteini tiplendirme amaciyla

kullanilamaz (1).

Serum opasite faktorii de GABHS’larin hiicre duvarinda bulunan protein
yapisindaki antijenlerden biridir. Lipoproteinaz yapisindadir. At serumu igeren besi
yerlerinde opaklagsmaya neden oldugu i¢in bu sekilde isimlendirilmistir (26,35). Serum
opasite faktoriine karsi olusan antikor da tipe Ozgiildir. GABHS’larin en 6nemli
fibronektin baglayic1 proteinidir. GABHS suslarinin inhibisyon yontemi ile serum

opasite faktor tipinin belirlenmesi ile M serotipleri de belirlenebilmektedir (36).

Bakterinin en diginda bulunan yapi, kapsiil, N-asetil glukozamin ve D-
glukuronik asit molekiillerinin olusturdugu, yiiksek molekiil agirlikli hiyaluronik asit
polimerlerinden olusmaktadir. Kapsiil geng¢ kolonilerde ve liremenin erken doneminde
goriiliir. Kanli agar besi yerinde yogun mukoid goriiniime sahip kolonilerin kapsiil
tiretimi fazladir. S1v1 besi yerlerinde ise iiremenin erken logaritmik fazinda kolonilerin

fazla miktarda kapsiil tirettigi gézlenmektedir (27,37,38).
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2.3.3. Viriilans Faktorleri

A grubu beta hemolitik streptokoklarin bagisiklik sisteminden kagmasini
saglayan ya da bagisiklik sistemini ortadan kaldirmasini saglayan ¢ok sayida viriilans
faktorii bulunmaktadir. Bu virlilans faktorleri mikroorganizmanin kolonizasyonunda,
fagositozun ve konak tarafindan bagisiklik cevabinin olusturulmasinin énlenmesinde
rol oynamaktadir. S. pyogenes’in hiicre ylizeyinde bulunan antijenik bilesenler,
kapsiiler poliksakkarit, hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan, lipteikoik asit ve M
proteini, fimbria proteinleri, fibronektin baglayic1 protein gibi yiizey proteinleri ve

hiicre bagimli streptokinaz’dir (22).

S. pyogenes’in hiicre zarinda yer alan bazi antijenlerin insan kalp, iskelet, diiz
kas dokusu, kalp kapak fibroblastlari ve noronal dokular ile molekiiler benzerlik
gostermesi konak organizmada immun toleransa ya da baskilanmis immun cevabin
olusmasina neden olmaktadir (5,22). Bazi duyarli bireylerde ise patojen
mikroorganizmaya ait antijenlerin konak dokular1 ile molekiiler benzerlik gdstermesi,
mikroorganizmaya karst olusturulan antikorlarin otoimmun mekanizmalarla akut
romatizmal ates, akut post-streptokoksik glomeriilonefrit ya da  streptokoksik
enfeksiyonlarla iligkili otoimmun noropsikiyatrik hastaliklar gibi klinik tablolara yol

acmasini saglamaktadir (3,5,22).

A grubu beta hemolitik streptokoklarin en énemli ve en iyi tamimlanmis yiizey
antijeni M  proteini, mikroorganizmanin bagisiklik sisteminden kag¢masini
saglamaktadir (23). M protein antijeni, asit ve istya direngli, tripsine duyarhdir.
Alkolde erir (1,2,26). M proteini, bakteri yiizeyine Gram pozitif hiicre duvarina
baglant1 parcasi ile baglanir. M proteini yay seklini, tekrarlayan yedili hidrofobik
parcalart ve sekonder alfa helikal yapist nedeniyle almaktadir (39,40). A grubu beta
hemolitik streptokoklarin serolojik tiplendirmesini ve tipe 6zgiil antikor olusumuna

saglayan M proteinin yiiksek degiskenlik gosteren N-terminalidir (3,41).

M proteinin esas islevi fagositoza karsi direng saglamaktir. Bazi M protein
serotiplerinin konak hiicreye yapismada da rol oynadig1 gosterilmistir (41). M protein
ve M protein benzeri proteinlerin antifagositik mekanizmalar1t tam olarak
bilinmemektedir. M proteini C-terminali ile konak proteinlerine baglanarak ya da

konak proteinlerinin mikroorganizmaya baglanmasini engelleyerek (faktor H, C4b-
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baglayici protein, immunglobulinler (spesifik olmayan baglanma), mikroorganizmanin
kompleman proteinlerinden opsonizasyonda esas rol oynayan kopleman 3b ile
isaretlenmesini  Onlemektedir. Bu sekilde mikroorganizmanin fagositer hiicreler
tarafindan taninmasimi ve fagosite edilmesini saglayan kompleman sistemini

durdurmaktadir (22).

M proteininin yliksek degiskenlik gosteren N-terminaline karsi olusan antikorlar
mikroorganizmanin ortadan kaldirilmas1 ig¢in opsonizasyon saglayacak yapida
olmasina ragmen mikroorganizma Ig G karakterindeki antikorlar1 hidrolize edecek bir

proteaz da salgilamaktadir (22).

A grubu beta hemolitik streptokoklarin bazilar1 emm gen komsulugundaki emm
benzeri gen lokuslarindan M protein benzeri proteinler kodlamaktadir. M protein
benzeri bu proteinler de antifagositer 6zellik gostermekle birlikte esas gorevleri bakteri
ylizeyine baglanarak mikroorganizmanin konak bagisiklik sistemi tarafindan ortadan

kaldirilmasini saglayan proteinlerin etkisiz hale getirilmesidir (22).

A grubu beta hemolitik streptokoklar ayrica kompleman proteinlerini hidrolize
ederek etkisiz hale getiren proteinler de kodlarlar. Bu grupta yer alan proteinlerden en
iyi tanimlanmis olant kompleman 5a peptidaz (Scp A, C5a), serin proteaz’dir (42).
Kemotaktik kompleman proteini olarak goérev yapan C5a’nin parcalanarak etkisiz hale
getirilmesi, fagositer hiicrelerin enfeksiyon bdlgesine toplanmasini yavaslatmaktadir

(4,5,22).

S.  pyogenes’in hiyaluronik asit yapisindaki kapsiilii antijenik 6zellik
gostermemektedir. Kapsiiliin konak organizmanin bag dokusu ile benzerlik gostermesi
mikroorganizmanin kendi antijenlerini konak bagisik sisteminden saklamasini
saglamakta ve antijenik olarak bagisik sistemi tarafindan taninmasini engellemektedir.
Kapsiil ayn1 zamanda notrofiller ve makrofajlar tarafindan mikroorganizmanin
fagosite edilmesini de engellemektedir. Invazif enfeksiyon kapasitesi olan suslarin
besi yerinde mukoid tarzda koloniler olusturduklarinin gézlenmesi, kapsiil yapisinin

viriilans faktorii olarak kabul edilmesi fikrini desteklemektedir (4,38).

Temel savunma mekanizmalarinin etkili ¢alismamast (normal flora ya da diger

spesifik olmayan savunma mekanizmalari) S. pyogenes’in dokularda (iist solunum



14

yolu epiteli ya da cilt) kolonizasyonuna neden olarak burada cogalmasina ve
enfeksiyon olusturmasina neden olur. S. pyogenes, farkli 6zelliklere sahip ¢cok sayida
adhesin molekiiliine sahiptir. Bu adhesin molekiilleri arasinda lipoteikoik asit, M
proteini ve fibronektin baglayici protein yer almaktadir. Lipoteikoik asit bakteri
yilizeyindeki proteinlere bagli olarak bulunmaktadir. Hem lipoteikoik asit hem de M
proteini  hiicre duvarinda fimbria adli molekiiller ile desteklenmekte ve
mikroorganizmanin konak epitel hiicrelerine baglanmasininda rol oynamaktadir.
Fibronektin baglayic1 protein, protein F, mikroorganizmanin mukozal yiizeylerde
bulunan fibronektin molekiiliiniin amino terminaline yapismasinda rol oynamaktadir

(4,22).

A grubu beta hemolitik streptokoklar, streptolizin-S, oksijen-dayanikli 16kosidin
ve streptolizin-O, oksijen-duyarli 16kosidin olmak iizere hiicre dis1 ortama iki ¢esit
hemolizin salgilamaktadir. Mikroorganizma, bu sitotoksinler araciligi ile 16kosit,
trombosit ve doku hiicrelerinde lizis olusturabilmektedir. Lokosidinler, direkt olarak
konak organizmanin hiicre zarina baglanarak, stafilokoksik alfa toksin ve kompleman

proteinleri gibi hiicre erimesine neden olan transmembran kanallar olusturmaktadir

().

Streptolizin-S, kanli agardaki ylizeyel hemolizden sorumlu oksijen dayanikli
kiiciik bir polipeptittir. Hemolitik aktivitesi, serum lipoproteinleri ve fosfolipidler
tarafindan engellenir. Fagositozu engelleyen bu protein antijenik degildir. Notralize
edici antikoru tanimlanmamustir. Ancak Dale ve arkadaslari 2002 yilinda streptolizin-
S molekiilii ile benzer amino asit dizinine sahip toksinleri notralize eden ve antikorlara
benzeyen sentetik polipeptidlerin, hemolitik aktiviteyi kismen noétralize edebildigini

bildirmislerdir (1, 43).

Steptolizin-O, 1s1 ve asitlere direngli, oksijene duyarlidir. Besi yerindeki derin
hemolizden sorumludur. Bu hemoliz yapici etkisi, ortamda oksijen varliginda geri
dontistimlii, kolesterol varliginda ise geri doniisiimsiiz olarak ortadan kalkar.
Ultrasantrifiigasyon, dondurma-eritme ve liyofilizasyon etkinligini azaltmaktadir.
Lokosit ve trombositler igin toksik olan bu proteinin kardiyotoksik 6zellik gostermesi
klinik 6nem tagimaktadir. Antijenik 6zellige sahip olan streptolizin-O’ya kars1 konak
tarafindan  olusturulan antikorlar serolojik tami icin de kullanilmaktadir

(Antistreptolizin-O antikorlar1 — ASO) (1,2,5).
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A grubu beta hemolitik streptokoklar hiicre dis1 ortama ¢ok sayida proteaz
islevine sahip protein yapisinda madde salgilamaktadir. Hiyaliironidaz, hiyaliironik
asit yapisindaki konak bag dokusunu ve mikroorganizmanin kapsiiliinii sindirerek

mikroorganizmanin ¢evre dokulara yayilmasini saglamaktadir (4).

Streptokinazlar (Fibrinolizin), konak organizmanin plazmasinda aktif olmayan
formda bulunan plazminojen mokeliiniinii aktif form olan plazmin’e déniistiirerek
fibrin molekiillerinin eritilmesinden sorumludur. Plazminin fibrinolitik etki gostererek
fibrin molekiillerini hidrolize etmesi, mikroorganizmanin g¢evresinde olusan fibrin
bariyerini agarak cevre dokulara yayilmasina yardim etmektektedir. Plazminojen-
streptokinaz kompleksi ayn1 zamanda kompleman proteinlerini alternatif yoldan aktive

etmektedir (5,26).

Streptodornazlar (DNaz), irinin koyuluguna neden olan deoksiriboniikleik asidi
depolimerize ederek enfeksiyon ortammin akiciligimi saglarlar. Immunolojik ve
elektroforetik olarak dort farkli tipe ayrilirlar.  Streptodornaz A ve C sadece
deoksiriboniikleaz, Streptodornaz B ve D ise riboniileaz aktivitesi gdstermektedir

(2,4).

Streptokinaz klinik olarak fibrinéz eksudalarin, koroner arter ve vendz
trombiislerin, pulmoner embolinin eritilmesinde tedavi edici ajan olarak
kullanilmaktadir. Streptodornaz ise streptokinaz ile birlikte 6zellikle ser6z bosluklarda
gelisen iltihaplanmalar sonucu olusan yapisikliklarin ayrilmasi ve koyu irinin akiskan

hale getirilerek bosaltilmasinin saglanmasinda kullanilmaktadir (1,4).

Proteaz aktivitesi, yuamusak doku nekrozu ve toksik sok sendromuna neden olan

S. aureus suslari ile benzer 6zellik gostermektedir (4).

A grubu beta hemolitik streptokoklar’in kizil gibi toksinlerle olusturduklar
klinik tablolardan sorumlu eritrojenik toksin olarak da bilinen protein yapisinda
toksinleri bulunmaktadir. Tip A, B ve C olmak iizere {li¢ tip olarak da bilinen
streptokokkal pirojenik ekzotoksinler (SPE) siiperantijen olarak davranmakta ve
antijen sunucu hiicreler tarafindan islenmesine gerek olmadan direkt ve spesifik
olmayan yollarla MHC smif II molekiillerine baglanarak T hiicrelerini

uyarmaktadirlar. SPE A ve C lizojenik fajlar tarafindan kodlanirken, toksin B ise
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bakteri kromozomu iizerinden kodlanmaktadir (4,5,44,45). SPE B, ekstraseliiler sistein
proteaz aktivitesine sahip olup, fibronektin ve vitronektin de dahil olmak {izere
ekstraseliiler matriksi olusturan proteinlerin enzimatik olarak pargalanmasini

saglamaktadir (46).
2.3.4. Epidemiyoloji
2.2.4.1 Farenjit

A grubu beta hemolitik streptokoklar 5-15 yas grubu okul cocuklarinda
bakteriyel farenjit tablosunun en sik nedenidir. Enfekte bireyin oksilirmesi, burun
temizligi ve konusmasi sirasinda solunum damlaciklari ile ¢evredeki saglikli
bireylere bulasir. Askeri birlikler ve okullar gibi kalabalik kapali ortamlarda
kolaylikla saglikli bireylere bulag s6z konusudur. Streptokoksik farenjit siklig1
mevsimsel dagilim gostermektedir. En sik sonbahar ve kis aylarindan
saptanmaktadir. Asemptomatik olgularin da (%1<), burun ve farenks
mukozasinda kolonize olan mikroorganizmalarin duyarli bireylere bulagmasinda

rol oynadiklar1 6n goriilmektedir (5,7,9,34).
2.2.4.2 impetigo

Cilt dokusunun ge¢ici olarak A grubu beta hemolitik streptokoklar ile
kolonize oldugu dénemlerde olusan kiigiik piistiiler lezyonlar, bocek 1siriklarinin
neden oldugu kasinti ile saglikli cevre dokulara da yayilir. Daha sik yaz aylarinda
goriilmektedir (5,7, 34).

2.2.4.3 Yara Enfeksiyonlar1 ve Puerperal Enfeksiyonlar

A grubu beta hemolitik streptokoklar son yillarda siklig1 azalmakla birlikte

ameliyat sonrasi yara ve puerperal enfeksiyonlara da neden olmaktadir (5).
2.2.4.4 Streptokoksik Toksik Sok Sendromu

1980°’1i yillarin sonlarinda A grubu beta hemolitik streptokoklarin neden
oldugu agir, invazif yumusak doku enfeksiyonlarinin sikligi Amerika’da ve diger
iilkelerde artmistir. Mortalitesi yiiksek olan bu enfeksiyon sirasinda gelisen

coklu organ yetersizligi tablosu, patogenezde toksinlerin ve kan dolasimi
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araciligi ile uzak organlara mikroorganizmanin direkt inokiilasyonun

oynadigini desteklemektedir (5).

Tablo 2.1: S. pyogenes’in Viriilans Faktorleri

rol

Kolonizasyon Yiizey Makromolekiilleri

M-protein

Lipoteikoik asit

Protein F ve fibronektin baglayici proteinler

Dokuya Dagilimi Kolaylastiric1 Faktorler

Hiyaliironidaz : Kapsiil ve konak bag dokusu iizerine etkili

Proteazlar

Streptokinaz : Fibrin yikici

Streptodornazlar

Fagositozdan Koruyucu Faktorler

Kapsiil : Hiyaliironik asit yapisinda

C5a peptidaz: Serin proteza, kemotaksisi onler

M proteini

Lokosidinler: Streptolizin S, Streptolizin O

Toksinler

Streptokoksik pirojenik ekzotoksin A, B, C

Kan Dolasimindaki Antikorlar

Bazi konak dokulari ile benzerlik gosteren mikroorganizma antijenlerine karsi

konagin olusturdugu antikorlar, bu benzerlik nedeniyle konak dokularinda hasar

olusturmaktadir.

2.2.4.5 Post-streptokoksik Siipiiratif Olmayan Komplikasyonlar

A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonlarindan sonra bazi bireylerde

immunolojik mekanizlarla gelistigi bilinen iki tablo tanimlanmustir.

Akut romatizmal ates, ‘romatojenik’ A grubu beta hemolitik streptokok

suglar ile gelisen enfeksiyonlardan sonra goriilmektedir. Cilt ve solunum yolu
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enfeksiyonlar1 disindaki enfeksiyonlardan sonra goriilmez (5). Son yillarda
yapilan caligmalarla akut romatizmal atese neden olan suglar M1, 3, 5, 6, 14, 18,

19 ve 24 olarak belirlenmistir (34,47,48,49,50,51).

Tekrarlayan ARA tablolar1 sonucunda kardiyak dokularda kalici hasarlar
gelisir ve olusan tablo romatizmal kalp hastalig1 adi alir (5). Ikinci diinya savasi
yillarinda ve sonrasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde ve Avrupa’da yaygin
olarak goriilen akut romatizmal ates insidansi, 1960-1980 yillar1 arasinda,
streptokoksik farenjit ve tonsillit olgularinin taninmasi ve penisilin ile uygun
tedavisinin verilmesi yaninda yasam sartlarinin iyilesmesi ile birlikte azalmistir

(48,52,53).

Streptokoksik enfeksiyon sonrasinda gelisen akut glomeriilonefrit (APSGN),
‘nefritojenik’ A grubu beta hemolitik streptokok suslar1 ile gelisen yiizeyel cilt
infeksiyonlar1 ve solunum solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra goriiliir.
Tablonun olusmasi icin gereken siire cilt enfeksiyonlarindan sonra ortalama iig
hafta, solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra ise ortalama on giindiir. Iliman
iklimlerde daha sik goriilmektedir (5). Son yillarda yapilan ¢alismalarla GABHS
suslarindan M2, 4, 12, 49, 55, 57, 59, 60 ve 61 nefritojenik suslar olarak
saptanmistir. Yayinlarda en sik, %23 oraninda, tip 49 ile gelisen cilt
enfeksiyonlarindan ve tip 12 ile gelisen farenjit enfeksiyonlarindan sonra nefrit

gelistigi bildirilmektedir (34,48,50,51,54,55).
2.3.5. Patogenez

Mikroorganizmanin mukozal ylizeylere tutunmast akut streptokoksik
enfeksiyonlarinin  gelismesinde  kritik basamak olarak rol oynamaktadir.
Streptokoklarin nazofarenks mukozal hiicrelerine ya da cilt epitel hiicrelerine
tutunmasini saglayan adhesin olarak tanimlanmis ¢ok sayida baglayici molekiilii
bulunmaktadir. Bu molekiilerin en 6nemlileri M protein, lipoteikoik asit ve protein
F’dir. Bu li¢ molekiil de, epitel hiicrelerinin iizerini kaplayan glikoprotein yapisindaki
fibronektin molekiiliiniin yag asidi baglanma bdlgesine tutunarak, nazofarenks
mukozasina tutunmada rol almaktadir. M proteini bu baglanmada esas rolii
oynamamakta ancak lipoteikoik asit’in baglanti bolgesine ulagmasi ic¢in iskelet

olusturmaktadir (5).
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M proteini keratinositlere baglanma 06zelligi nedeniyle cilt enfeksiyonlarinin
olusumunda mikroorganizmanin konak dokuya tutunmasinda esas rolii oynamaktadir.
M proteini farklilasma kiimesi (CD) 46 molekiiline baglanan pargasi araciligi ile
keratinositlere tutunabilmektedir. Protein F ise cilt dokusunda bulunan antijen sunucu
hiicrelere, Langerhans hiicrelerine baglanmadan sorumludur. M proteini ve protein F
‘in mikroorganizma tarafindan salgilanmasi ¢evresel faktorler tarafindan da kontrol
edilmektedir. Deneysel calismalarda yiiksek oksijen konsantrasyonlarina sahip
besiyerlerinde protein F ekspresyonunda artis ve mikroorganizmanin Langerhans
hiicrelerine baglandigi, yiiksek karbondioksit konsantrasyonlarma sahip besi
yerlerinde ise M protein ekspresyonunda artis ve mikroorganizmanin keratinositlere

baglandig1 saptanmustir (3,5).

Derin streptokok enfekiyonlarinda; M proteini, protein F ve diger fibronektin
baglayici proteinler fagositer hiicrelerin engellenmesini saglamakta ve integrin
reseptorleri araciligiyla mikroorganizma derin dokulara ulagsmaktadir. Konak
dokularmma tutunma ve derin dokulara invazyon gerceklestikten sonra M proteini,
immunoglobulin baglayict proteinler ve CS5a proteaz, streptokok enfeksiyonunun

devamliligini saglamaktadir (5).

M proteini, fibrinojen ve serum faktdr H proteinine baglanan pargasi araciligiyla
fagositozdan korunmada esas rol oynamaktadir. Tip spesifik anti-M-protein
antikorlarmin varhiginda opsonofagositoz klasik yoldan tamamlanir ve streptokoklar
hizlica ortadan kaldirilir. Ikinci bir antifagositik mekanizma ise C5a peptidazdir. Serin
proteaz yapisindaki bu proteinin gorevi fagositik hiicrelerin kemotaksisi i¢in uyarct
gorevi olan C5a proteinini par¢alamaktadir. Hiyaliironik asit yapisindaki kapsiil de
fagositozu engelleyici 6zellik gostermektedir. Ancak mekanizmasi heniiz tam olarak

aciklanamamustir (5).

A grubu beta hemolitik streptokoklar tarafindan salgilanan streptokinaz, DNaz
ve hiyaliirinidaz gibi enzimler, olusan lokal enfeksiyonun konak organizma tarafindan
sinirlandirilmasint ~ 6nleyerek  enfeksiyonlarin  patogenezinde rol almaktadir.
Streptolizinler ise doku hasarini artirir ve fagositik hiicreler iizerine toksik etki

gosterirler (5).
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Streptokoksik toksik sok sendromunun (STSS) klinik bulgular: arasinda yer alan
sok ve cogul organ yetersizligi SPE’lerin siiperantijen gibi davranarak konak
organizmada masif sitokin salinimi1 sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. T hiicrelerinin
uyarilmasi ile birlikte kan dolasimina ¢ok miktarda zarar verici sitokin (timor nekrozis
faktor o, interlokin 1 B ve interlokin 2 ) ve interferon y gibi T hiicre mediyatorleri
salinmaktadir. Bu ¢ok sayida sitokinin saliniminin kompleman sistemini aktive etmesi,
koagulasyon ve fibrinolitik yollar1 harekete gecirerek hipotansiyon ve cogul organ
yetersizligi ile karakterize STSS tablosunun gelismesine neden olur. SPE B
mikroorganizmanin invazif enfeksiyon olusturmast ile iliskilendirilmektedir. SPE A ve
C sok tablosundan sorumlu tutulmakta ve bakteriofaj araciligi ile SPE genlerinin
horizontal transferinin streptokokkal toksin A ve C iireten suglara invazif enfeksiyon

olusturabilme potansiyelinin aktarilabilecegi deneysel olarak gdsterilmistir (5,6,33).

Streptokoksik farenjit enfeksiyonu sonrasinda otoimmun mekanizmalar ile ARA
gelisen olgularda, gelismeyen olgulara gore daha yiiksek diizeylerde anti-
streptokokkal antikor, otoreaktif antikor ve T hiicreleri saptanmistir. Yiiksek
diizeylerdeki bu antikorlar ve otoreaktif hiicreler, mikroorganizma ve konak
organizma arasindaki benzerlikler nedeniyle bag dokusu ve kalp kasi ile de reaksiyona
girmektedir. Antikor olusumunu uyaran M proteini ile kalp kasinin yapisinda yer alan
miyozin proteni benzerlik gostermektedir (5). Immunolojik degerlendirmeler ile M
proteinin kalp kasi ile benzerlik gosteren pargalart tanimlanmis ve bu bolgelerin faktor
H wve fibrinojen baglayan bolgelerden farkli oldugu gosterilmistir. Grup A
karbonhidrat (N-asetil glukozamin) molekiiliiniin baskin epitopuna karsi olusan
antikorlar kalp kapak¢ig1 endotelinde kalici hasara neden olurken, M proteini
tarafindan wuyartlan T hiicreleri de fibréz yapidaki kapak dokusunda hasar
olusturmaktadir. ARA gelisen olgular, streptokoksik antijenlere karsi abartilmig
hiicresel bagisiklik yanitina sahiptir. M proteini tarafindan uyarilan sitotoksik T
hiicreleri konak organizmanin kan dolagiminda da bulunmaktadir. Romatizmal
kardit’in karakteristik bulgusu olarak kabul edilen Aschoff cisimleri, kalp kapagi
iizerindeki fibrin birikimlerinin kan dolagimindaki sitotoksik T hiicreleri ve

makrofajlar tarafindan sinirlandirilmasi ile olugsmaktadir (3,5,26,32).

Akut  post-streptokoksik  glomeriilonefrit, antikor-antijen = kompleksinin

glomertillerde birikmesi ve kompleman proteinlerinin aktivasyonu sonucu gelisen
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inflamasyonun sonucudur. Nefritojenik suslarin M proteinleri glomertil ile antijenik
benzerlik gostermektedir. Bu nedenle hastaligin ortaya ¢ikmasinda akut romatizmal
ates tablosundaki gibi otoimmun mekanizmalar rol oynamaktadir. Ayrica patogenezde
molekiiler benzerlik ve plazminojen aktivasyon kapasitesi nedeniyle streptokinazlar da

rol almaktadir (5) .
2.3.6. Bagisikhik

M proteinine karst konak organizmanin olusturdugu antikorlar tekrarlayan
streptokok enfeksiyonlarina karsi koruyucu rol oynamaktadir. Koruyuculuk ancak ayni
M proteinine sahip suslar i¢in saglanabildigi i¢in ‘tip spesifik immiinite’ olarak da
tamimlanmaktadir. Ig G karakterindeki koruyucu antikorlar M proteinin yiiksek
degiskenlik gdsteren amino terminali ile etkilesmekte ve M proteininin fagositoz
engelleyici 0Ozelligini ortadan kaldirmaktadir. Tip spesifik antikor tarafindan
isaretlenen streptokoklar, klasik yol aktivasyonu ile kompleman proteinlerinden C3b
ile baglanmakta ve fagositer hiicreler tarafindan taninmaktadirlar. Humoral bagisik
sisteminin pargalarindan olan Ig G mikroorganizmanin invazyonuna engel olurken,
mukozal yiizeylerde salgilanan salgisal Ig A da mikroorganizmanin mukozal
ylizeylere tutunmasi 6nlemektedir. Biitiin bu mekanizmalar aracilig ile konak kendini
mikroorganizmaya kars1 savunmaktadir. Gegirilmis enfeksiyonlardan sonra kazanilan
bagisiklik, tip spesifik oldugundan ve 80’in iizerinde M protein tipi bulundugundan,
ayn1 M protein tipine sahip suslarla tekrarlayan enfeksiyonlar gériilmezken, farkli M

proteinine sahip suslarin enfeksiyonlar1 goriilmektedir (5).

S.  pyogenes insanda sik olarak enfeksiyon etkeni olarak rastlanan
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Insanlarin %5-15’inde enfeksiyona neden
olmadan 6zellikle solunum yolu epitelinde kolonize oldugu diisiiniilmektedir. Normal
flora olarak kabul edilen bu grup da konak bagisiklik sisteminin zayifladig
durumlarda enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Mikroorganizma duyarli dokulara

bulastig1 zaman cesitli siipiiratif enfeksiyonlara neden olmaktadir (5).
2.3.7. A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Enfeksiyonlarinin Klinik Bulgular:

S. pyogenes yasami tehdit edici bir enfeksiyon olan puerperal sepsis gibi

stiptiratif enfeksiyonlarin yani sira streptokoksik toksinler ile gelisen kizil gibi
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enfeksiyonlardan da sorumludur. S. pyogenes ’in etken oldugu akut hastaliklar esas
olarak solunum yollarinda, sistemik dolasimda ve ciltte gelisir. Akut S. pyogenes
enfeksiyonlar1 farenjit, kizil, impetigo ya da seliilit iken, invazif, toksijenik
enfeksiyonlar nekrotizan fasiit, miyozit ve streptokoksik toksik sok sendromu’dur.
Kizil ve streptokoksik toksik sok sendromu kan dolagimindaki bakteriyel toksinlerin
neden oldugu tablolardir. Erizipel (ates, sistemik toksisite ve seliilit) giinlimiizde daha
az siklikla goriilmektedir. Glinlimiizde S. pyogenes’in 6nemi, klinikte neden oldugu
enfeksiyonlarin yani sira %1-3 oraninda tedavi edilmeyen ya da yetersiz tedavi edilmis
enfeksiyonlardan sonra immiinojenik mekanizmalar ile gelisen akut romatizmal ates
ve akut glomerulonefrit gibi siipiiratif olmayan komplikasyonlarin toplum sagligi

tizerindeki etkilerinden ileri gelmektedir (4,5,6,7).
2.2.7.1 Streptokoksik Farenjit

Cocukluk ¢aginda her yas grubunda goriilmekle beraber, en sik 5-15 yas
grubu okul ¢ocuklarinda saptanmaktadir. Enfeksiyon, akut baglayan bogaz agrisi,
halsizlik, ates ve bas agris1 ile karakterize olmaktadir. Fizik muayenede tonsiller
cevresindeki pililer, uvula ve yumusak damak kizarik, 6demli ve sari-beyaz
renkli eksiida ile kaplanmistir. Bu bolgenin lenfatik drenajini saglayan servikal
lenf bezlerinde sislik ve hassasiyet siklikla saptanmaktadir. Enfeksiyon kendi
kendini smirlar. Ates 3-5. gilinlerde gerilerken, diger klinik bulgular bir hafta
igerisinden kendiliginden gerileyerek kaybolur. Bazen, enfeksiyon bdlgesel
olarak yayilarak peritonsiller ya da retrofarenjial apse, orta kulak iltihabi, akut
siniizit veya siipliratif servikal lenfadenit tablolariin gelismesine neden
olmaktadir. Nadiren kan dolasimi aracilifiyla, uzak dokularda da menenjit,
pnomoni ya da bakteriyemi gibi enfeksiyonlarin gelismesine sebep olmaktadir.
Tedavi segenegi olarak antibiyotiklerin kullanilmadigi dénemlerde bu siipiiratif
komplikasyonlar akut streptokoksik farenjite bagli mortalitenin %1-3’linden

sorumlu tutulmaktaydi (5,7,9,20,56).
2.2.7.2 impetigo

ik lezyon eritem ile cevrili, ¢ap1 bir santimetreden kiiciik, yuvarlak bir
vezikiildiir. Enfeksiyonun seyrinde vezikiil biiyiir, piistiil olusur ve lezyon

kabuklanir.  Lezyonlar en sik 2-5 yas grubu cocuklarda, yliz ve alt
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ekstremitelerde goriilmektedir. Lezyonlar birleserek derin iilserlerin olusumuna

neden olabilmektedir (5,7).
2.2.7.3 Erizipel

Streptokoklar tarafindan olusturulan cilt ve cilt alti dokular1 etkileyen,
ozellikle dermis tabakasinda gelisen bir enfeksiyondur. Dokuda yaygin eritem ve
O0dem tablosu ile baglar ve kisa siirede iyi sinirlandirilmis, agrili, ates ve
lenfadenopati gibi sistemik bulgularin da eslik ettigi lokal enfeksiyon tablosu
olusur. Lezyon siklikla yiiz bolgesinde gelismekte ve Oncesinde streptokoksik

bogaz enfeksiyonu hikayesi bulunmaktadir (5).
2.2.7.4 Puerperal Enfeksiyonlar

Dogum sirasinda ya da dogumdan kisa siire 6nce endometriumun A grubu
beta hemolitik streptokoklarla enfekte olmasi yagsami tehdit eden, ciddi bir
tablodur. 19. ylizyilda sik olarak goriilen bu tablo, giiniimiizde hijyen

kosullarinin iyilesmesi ile birlikte daha nadir olarak saptanmaktadir (5).
2275 Kzl

Streptokoksik pirojenik ekzotoksinler salgilayan bir sus ile gelisen
streptokoksik farenjit olgularinda goriilmektedir. Fizik muayenede yanak
mukozasi, sakaklar ve yanaklar eritemli, agiz ¢evresi ve burun soluk
goriiniimdedir. Sert ve yumusak damakta noktasal tarzda kanama odaklar
saptanmaktadir. Dil 6nce sari-beyaz renkli eksiida ile kaplanarak beyaz, daha
sonra papillardaki mukozal hiperemi nedeniyle kirmizi renk alir (gilek dili
gdriiniimii). Ikinci giin tiim viicutta yaygin olarak zimpara kagidi1 goriiniimde bir
dokiintii geligir. Antikorlarin kan dolagimindaki toksinleri nétralize etmesi ile

birlikte tablo geriler (5,9).
2.2.7.6 Streptokokoksik Toksik Sok Sendromu

Streptokoklarin neden oldugu herhangibir enfeksiyondan sonra gelisebilir.
Sistemik hastalik bulgular1 halsizlik, titreme ve lokal enfeksiyon bolgesinde asir

agr ile baglar. Sikla nekrotizan fasiit ve miyonekroz ile komplike olan cilt ve
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yumusak doku enfeksiyonlarindan sonra goriilmektedir. Bulanti, kusma, ishal,
hipotansiyon, sok ve cogul organ yetersizligi tablosu hizlica gelismektedir.

Mortalite ve morbidite orani yiiksektir (5,57,58).

Tablo 2.2 A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Faranjiti Tamisinda Klinik
ve Epidemiyolojik Bulgular

Patojen mikroorganizmanin GABHS oldugunu destekleyen bulgular

Ani baslangicl bogaz agrisi

Yutkunma sirasinda agr1 ya da yutkunma giicliigii

Ates

Kiz1l benzeri dokiinti

Basagrisi

Bulanti, kusma, karin agrisi

Tonsillofaringeal eritem

Tonsillofarengeal eksiidasyon

Eritemli, 6demli uvula

Hassas 0n servikal lenf nodlar1 (Lenfadenopati — LAP)

Kis ya da erken sonbahar doneminde goriilmesi

GABHS tonsillofarenjitli birey ile temas

Viral etkenleri destekleyen bulgular

Konjunktivit

Koriza

Ses kisiklig1
Oksiiriik
Ishal

Karakteristik ekzantem

Karakteristik enantem

2.2.7.7 Akut Romatizmal Ates

Ates, kardit, cilt alti nodiiller, kore ve gezici poliartrit ile karakterize

stiptiratif olmayan bir tablodur. Bulgular GABHS farenjitinden ortalama olarak
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lic hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir. inflamasyonu 6nleyici tedavi uygulanmadig
zaman atak 2-3 ay siirmektedir. ilk atak siklikla 5-15 yas arasinda
gecirilmektedir. A grubu beta hemolitik streptokoklar1 eradike etmek i¢in konak
tarafindan salgilanan antikorlar, kalp dokusu ile ¢apraz reaksiyona girerek kalp
dokusunda immunolojik mekanizma ile miyokardit gelismesine neden olurlar.
Hastalarda gogiis agrisi, aritmi, kalp yetersizligi gelisebilir. GABHS farenjiti
sonrasinda ataklarin tekrarlama riski eriskin doneme kadar devam etmekte ve
daha sonra azalmaktadir. Tekrarlayan ataklar endokard ve kalp kapaklarinda
ilerleyici hasara ve fibroz doku gelisimi sonucu kapak yetersizlikleri ve ya kapak
darliklarina neden olmaktadir. Kapte en sik hasar goren kapaklar arasinda mitral
ve aort kapak yer almaktadir. Tekrarlayan ataklar sonucu kalp dokusunda kalici
hasar gelismesi ile ortaya c¢ikan tablo ‘romatizmal kalp hastaligi’ olarak

adlandirilmaktadir (5,7,8,9,51,55).
2.2.7.8 Akut Glomeriilonefrit

GABHS farenjit infeksiyonlarindan 1-4 hafta sonra, cilt enfeksiyonlarindan
ise 3-6 hafta sonra otoimmun mekanizmalar ile gelisen ¢ocukluk c¢agi
hastaligidir. Klinik olarak 6dem, hipertansiyon, hematiiri, proteiniiri ve serum
kompleman proteinlerinde azalma ile karakterizedir. Nefritojenik o6zellik
gosteren GABHS’larin bazi antijenleri ve bu antijenlere karsi konak organizma
tarafindan olusturulan antikorlar, kan dolasiminda antijen-antikor kompleksi
olusturarak glomeriil bazal membraninda birikir ve kompleman protein sistemini
aktif hale getirirler. Etkilen bireylerin glomertilleri incelendiginde patolojik
olarak glomeriillerde yaygin proliferatif lezyonlar goriilmektedir. Klinik seyir
siklikla iy1 huyludur. Destek tedavileri ile kendiginden gerilemektedir. Daha az
oranda (%5) ise akut bobrek yetersizligi ve Olime neden olmaktadir

(2,5,6,7.,8,55).

2.2.7.9 Streptokoksik Enfeksiyonlarla iligskili Otoimmun Néropsikiyatrik
Hastahklar

1998 yilinda ilk defa c¢ocukluk cagi obsesif-kompiilsif hastalik ve tik
bozukluklarinin, streptokoksik enfeksiyonlardan sonra otoimmun mekanizmalar

ile gelisebilecegi hipotezi One siirlilmiis ve bu grup hastaliklar ‘Streptokoksik
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Enfeksiyonlarla Iligkili Otoimmun Néropsikiyatrik Hastalik (PANDAS)’ olarak
isimlendirilmistir (59). GABHS enfeksiyonu sonrasinda, Sydenham koresi
gelismesine neden olan otoimmun cevaba benzer mekanizmalarla beyin
dokusunda, 6zellikle de basal ganglionlarda gelisen degisiklikler sonucu obsesif-
kompiilsif bozukluk veya tik bozukluklarmin gelistigi bildirilmektedir.
Otoimmun mekanizmalarla ortaya c¢ikti§i 6ne stiriilen bu tablonun tedavisinde
plasma degisimi ve ya intravendz gama globiilin kullaniminin etkin olabilecegi
ongoriilmektedir. Psikoterapi ve seratonin geri alimini onleyici ilaglarla tedavi
edilebilen bu grup hastaligin tekrarlayan GABHS infeksiyonlar1 ile ARA gibi
tekrarlayan ataklarla karsimiza ¢ikabilecegi ongoriilmekte, ARA profilaksisine
benzer bir profilaksi uygulanmasi hakkinda da cesitli goriisler bildirilmektedir.
Bu konuda arastirmacilar heniiz tam bir fikir birligine varamadig1 icin PANDAS

heniiz tam kanitlanmamuis bir hipotez olarak kabul edilmektedir (56,60,61,62,63).
2.2.7.10 Post-streptokoksik Reaktif Artrit

Post-streptokoksik reaktif artrit (PSRA), ilk defa 1959 yilinda GABHS
farenjiti sonrasinda artrit gelisen ancak akut romatizmal ates tami kriterlerini
tamamlamayan olgular i¢in kullanmilmistir (64). PSRA ve ARA olgularinda, artrit
GABHS farenjiti sonrasinda semptomsuz bir donemin ardindan ortaya
cikmaktadir. ARA komponenti olarak geligen artrit, GABHS farenjitinden 14-21
giin sonra gelismekte ve asetil salisilik asit tedavisine yanit vermekte iken PSRA,
GABHS farenjitinden ortalama 10 giin sonra goriilmekte ve asetilsalisilik asit
tedavisine yanit vermemektedir. ARA olgularinda artrit gezici tarzda olup,
biiylik eklemleri etkilemektedir. PSRA ise biiyiik veya kiigiik eklemleri ya da

aksiyal iskeleti olusturan eklemleri kalic1 olarak etkilemektedir (56).

PRSA olgularinin tamaminda serolojik olarak gegirilmis GABHS
enfeksiyonunu gostermek miimkiin olmaktadir. Olgularin yarisindan daha azinda
ise bogaz kiiltiirinde GABHS iiretilmektedir. Baz1 yaymlarda PSRA olgularinin
cok kiigiik bir boliimiinde kalp kapak hastaligi gelistigi bildirildigi i¢in bu
olgularin kardit acisindan dikkatli izlemi Onerilmektedir. Literatiirde PRSA
olgularia bir yil siireyle ikincil profilaksi Oneren yayinlarda bulunmaktadir.
Ancak bu olgularda ikincil profilaksinin etkinligi net olarak bilinmemektedir

(56,64,65).
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2.3.8. Tam

Streptokoksik farenjitin klinik bulgular: tipik olmakla birlikte 6zellik ¢cocukluk
caginda pek cok viral etken de benzer bulgulara neden olabilmektedir. Bu nedenle
kesin tani i¢in farenks arka duvari ve tonsiller lizerinden alinan bogaz siirlintii 6rnegi
kiltiirii ile mikroorganizmanin gosterilmesi halen streptokoksik farenjit tanisi i¢in en
giivenilir yontemdir (66). Bu nedenle GABHS tonsillitini destekleyici bulgulari olan 2
yas ve iizerindeki okul ¢agi cocuklarinda bogaz kiiltiirii endikasyonu bulunmaktadir
(67). Normal flora bakterisi olarak nasofarenkste yer alan diger Gram pozitif
mikroorganizmalarin varligi nedeniyle, farenks arka duvari ve tonsiller iizerinden
alinan orneklerin direkt Gram boyasi ile boyanmasi yontemi ile streptokoksik farenjit
tanist konulamamaktadir. Alinan 6rneklerin kanli agara ekilerek anaerobik ortamda
inkiibe edilmesi beta hemolizin goriilmesini kolaylastirdigindan, mikroorganizmanin

kolay taninmasini saglamaktadir (1,2,5,7).

Daha basit laboratuar sartlarinda GABHS’larin basitrasin duyarliligt ve diger
streptokok suslarmin goreceli olarak Dbasitrasin direncinden yararlanarak da
mikroorganizma tanimlanabilmektedir. GABHS’lar basitrasine duyarli, trimetoprim
sulfametaksazole ise direnclidir. Bu nedenle 0.04 iinitelik basitrasin diski ve 1.25 mg
trimetoprim 23.75 mg sulfametaksazol diski kullanarak besi yerinde iireyen
kolonilerin basitrasin ve trimetoprim sulfametaksazol duyarliliklar degerlendirilebilir

(5,26).

Amerikan Pediatri Akademisi ve Amerikan Infeksiyon Hastaliklar1 Birligi giincel
Onerisi, streptokokkal faranjit klinik bulgular1 ile bagvuran tiim ¢ocuklarda
uygulanabilen hizli streptokokkal antijen testi yapilmasi; test sonucu pozitif olan
cocuklarin antibiyotik kullanilarak tedavi edilmeleri, test negatif olanlardan ise dnce
bogaz kiiltiiriiniin alinmas1 ve eger kiiltiirde pozitif sonu¢ elde edilirse o zaman
antibiyotik tedavisine baslanmasidir (68). Diisiik gelirli, ekonomik olarak gelismekte
olan veya geri kalmis iilkeler gibi kaynaklarin kisith oldugu ortamlarda, hizli antijen
testi yapilmasi veya kiiltiir alinmasi gerek sosyal gerek ekonomik nedenlerden dolay1
miimkiin olmayabilmektedir. Bu nedenle, uygulanan laboratuar test sayisini azaltmak
ve uygun olmayan tedavi verilmesini Onlemek i¢in se¢ilmis klinik bulgu ve
semptomlarin ~ kullanildigr  6ngorii  kurallarmin  gelistirilmesi  i¢in  girisimde

bulunulmustur. 1998’de Mclsaac ve ark. Mclsaac skoru olarak bilinen tani Kriterlerini
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tanimlamugtir. Bu kriterler viicut 1sis1 >38°C, oksiiriik yoklugu, hassas on servikal
lenfadenopati, tonsillalar iizerinde eksudasyon ve >15 yag’dir. Mclsaac skoru 2 ve
tizerinde olan hastalar yiiksek olasilikla GABHS tonsillofaranjiti tanisi almaktadir.
(69,70). Kiiltiir ve hizli antijen testlerinin duyarliliklar1 karsilastirildiginda, hizl
antijen testlerinin streptokoksik faranjit olgularmmin %S5’ine tan1 koymakta yetersiz
kaldig1 goriilmektedir. Uygun antibiotik tedavisinin akut romatizmal atesi 6nlemedeki
Oonemi goz Oniline alindiginda hizli testler ile tan1 konulamayan % 5 olgunun tolere
edilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle hizli streptokok antijen testleri negatif
sonuclanan hastalarda planlanan antibiyotik tedavisin tamamlanmasma karar
verilmeden once etken mikroorganizmanin A grubu beta hemolitik streptokoklar

olmadig1 bogaz kiiltiirii ile desteklenmelidir (5,56,71).

Hasta basinda grup A antijeninin hizli testlerle saptanmasini saglayan kitler tiim
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testler hizli ve antijen spesifik olmakla
birlikte kiiltiir ile karsilastirildiginda duyarliligi %90-95 arasinda degismektedir. Beta
hemolitik streptokoklar arasinda sadece S. pyogenes, piyrolidonil arilamidaz {iretir.
Piyrolidonil arilamidaz (PYR) testi basitrasin testinden daha spesifik olup, antijen

saptamaya yonelik testlerden ise daha ekonomiktir (1,2,5,26).

Serolojik yontemler ile streptokoklara karsi olusan anti-streptolizin-O, anti-DNaz
B gibi antikorlar da saptanabilmektedir. Bu antikorlarin gosterilmesi akut enfeksiyon
sirasinda enfeksiyonun taninmasinda ziyade gecirilmis enfeksiyonlarin taninmasinda
ya da akut romatizmal ates ya da post-streptokoksik glomeriilonefrit gibi siipiiratif
olmayan post-infeksiyoz sekellerin tanisini desteklemekte rol almaktadir. Anti-
streptolizin-O titresi akut enfeksiyondan bir hafta sonra yiikselir ve 3-6. haftalarda en
yuksek diizeye ulasir. Anti-deoksirinoniikleaz-B titresi ise akut enfeksiyondan sonra 1-
2. haftalarda yiikselmeye baglar ve 6-8. haftalarda en yliksek seviyeye ulasir. Anti-
streptolizin-O titresinin bakilmasi farenjit, tonsillit gibi GABHS enfeksiyonlarinin
tanisinda Onem tasir, ancak streptokokkal cilt enfeksiyonlarmin tanisinda yeri yoktur.
Ciinkii deride bulunan kolesterol molekiilii streptolizin-O molekiiliiniin immunolojik
ve hemolitik aktivitesini inhibe eder. GABHS’larin salgiladigi DNaz’lara kars1 ise
hem solunum yolu enfeksiyonlart hem de cilt enfeksiyonlart sirasinda konak

tarafindan antikor olusturulmaktadir (1,2,5,6,26,56).
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Cilt dokiintiisii ile bagvuran olgularda dokiintiiniin kizil dokiintiisii olup
olmadigin1 aymrt edebilmek i¢in Schultz-Charlton sénme reaksiyonundan
yararlanilabilir. Kizil hastalarinda cilt icerisine, homolog anti-toksin enjekte edildigi
zaman, enjeksiyonun yapildigr bolgedeki eritemin soldugu ve cilt renginin agildigi
gozlenir. Bu olay Schultz-Charlton sonme reaksiyonu olarak tanimlanmakta ve

toksinin deride nétralizasyonu ile agiklanmaktadir (1,2,26).

Bireylerin kizila neden olan eritrojenik toksine kars1 duyarliliklar: ise Dick testi
ile arastirilabilir. Bu test i¢cin kan dolagiminda antikor bulunmayan bireylere cilt
igerisine toksin enjekte edilerek, 24 saat icerisinde enjeksiyon bolgesinde lokal eritem
gelismesi  beklenir. Testin pozitif bulunmasi kisinin kan dolasiminda antikor

bulunmadigini ve eritrojenik toksine duyarli oldugunu gostermektedir (1,2,26).

ARA ilk atak tamist i¢in 1992 yilinda gilincellenen Jones kriterleri
kullanilmaktadir (Tablo 2.3). Tan1 i¢in en az iki major veya bir major, iki min6r bulgu
ile bunlarin yaninda streptokok infeksiyonunun varligin1 gésteren destekleyici bulgular

gerekmektedir (9,72,73,74).

2.3.9. Tedavi

Streptokoksik tonsillofaranjitli olgularda antimikrobiyal tedavi ile bakteriyel
eradikasyon, klinik iyilesmenin saglanmasi, akut romatizmal ates ve siipiiratif
komplikasyonlarin gelisminin 6nlenmesi, mikrobiyolojik basarisizligin azaltilmasi ve

rekiirrenslerin dnlenmesi amaglanmaktadir (7).

GABHS susglarinin tamami penisilin G’ye duyarlidir. Penisilin G’nin bakterisidal
etki gosterebilmesi i¢in gereken minimal inhibitér yogunlasma 0.01 pl/ml’dir.
Tekrarlanmis genis klinik calismalarla penisilin G disinda tedavide sefalosporin,
tetrasiklin ve makrolid grubu antibiyotiklerin de etkin oldugu gdosterilmistir. Ancak bu
grup antibiyotiklerin etki spektrumu ve maliyeti géz Oniline alindiginda tedavi de ilk

secenek olarak tercih edilmemektedir (5,7,56,73,74,75,76,77).

Klasik bilgi olarak akut streptokoksik farenjit tedavisinde oral penisilin V (250
mg, 3 doz olarak, 10 giin siire ile) veya intramuskiiler benzatin penisilin ( 27 kilogram
ve altina 600 000 IU, 27 kilogram {izerine 1 200 000 IU) kabul edilen esas tedavi

secenegidir (Tablo 2.4). Penisillin alerjisi tanimlanan olgularda ise tedavide
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eritromisin tercih edilmelidir (30-40 mg/kg/giin, 10 giin siire ile oral yoldan) (Tablo
2.5)(5,7,51,56,75,76,77).

Tablo 2.3 Akut Romatizmal Ates Tanisinda Jones Kriterleri (72,78,79)

Major Kriterler Minor Kriterler
Kardit Ates
Poliartrit, gezici Artralji
Kore Yiikselmis akut faz gostergeleri
Eritema marjinatum C-reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi
Subkutan nodiiller EKG’de PR uzamasi
Destekleyici Bulgular
Gegirilmis A grubu Beta hemolitik streptokok infeksiyonu (bogaz kiiltiirii, ASO,
diger streptokok antikor titrasyonlarinda artma ya da hizli antijen testlerinde
pozitiflik

Tablo 2.4: Streptokokkal Farenjit Tedavisi (56)

Antibiyotik Kullanilan Doz Uygulama Uygulama
Yolu Siiresi
Penisilin V 250 mg’, 3 doz, <27 kg Agiz yolu ile 10 giin

500 mg, 3 doz, >27 kg

Benzatin Penisilin G 600 000 IU, <27 kg Kas igerisine Tek doz
1200 000 IU, > 27 kg

Amoksisilin 50 mg/kg/giin Agiz yolu ile 10 giin

maksimum 1 g/giin

*250 mg =400 000 IU
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Tablo 2.5 Penisilin Allerjisi Tanimlanan Bireylerde Streptokokkal Farenjit
Tedavisi (56)

Antibiyotik Kullanilan Doz Uygulama Uygulama
Yolu Siiresi
Dar spektrumlu Degisken dozlarda Agiz yolu ile 10 giin
sefalosporinler
Klindamisin 20 mg/kg/giin, 3 dozda, Agiz yoluile 10 giin

maksimum 1.8 g/giin

Azitromisin 12 mg/kg/giin, tek dozda, Agiz yolu ile 5 giin

maksimum 500 mg/giin

Klaritromisin 15 mg/kg/glin, iki dozda, Agiz yoluile 10 giin

maksimum 500 mg/giin

Streptokok farenjitinin enfeksiyon baglangicindan sonra 10 giin igerisinde yeterli
olarak tedavi edilmesi, antijenik uyariy1r ortadan kaldirdigi i¢in ARA gelisimini
onlemektedir. Uygulanan antibiyoterapinin esas hastaligin seyri ve siiresi iizerindeki
etkileri, hastaligin kendi kendini sinirlayan ve kisa dogal seyri nedeniyle tam olarak

bilinmemektedir. Tonsillofarenjit tedavisi APSGN gelisimini 6nlememektedir (5,7).

On giin siire ile oral ya da tek doz intramuskiiler depo penisilin tedavisi
uygulanan olgularda %5-10 oraninda tedavide basarisizlik bildirilmektedir. GABHS
tonsillofarenjitlerinde penisilin tedavisinin basarisizlif1 veya niiksler, beta laktamaz
olusturan oral flora, yakin temasla bakterinin yeniden bulagmasi, tasiyicilik, uygun

olmayan doz veya tedavi siiresi ile agiklanmaktadir (7,74,80,81).

Kis ve erken sonbahar doneminde okul cocuklarinin %15’ asemptomatik
GABHS tasiyicis1 olabilirler (56). Tasiyicilik durumunda streptokoka bagli aktif
infeksiyon bulgulart mevcut degildir. Anti-streptolizin O yiiksekligi, siipiiratif ya da
siipiiratif olmayan komplikasyonlar beklenmez. Tasiyicilarin tedavi endikasyonu
ancak 0zel durumlar i¢in bulunmaktadir. Tasiyicinin i¢inde bulundugu toplumda
romatizmal ates veya post-streptokoksik glomerulonefrit salgini varsa, kapali bir

cevrede (kres, okul...) GABHS salgini1 varsa, aile igerisinde belli bir siirede ardisik
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veya tekrarlayan semptomatik GABHS akut tonsillofarenjit vakalar1 varsa, ailede akut
romatizmal ates profilaksisi alan bir bagka olgunun varliginda, olgunun akut
romatizmal ates profilaksisi aldigi durumlarda tasiyicilarin  tedavi edilmesi
gerekmektedir. Tagiyicilarin tedavi edilmesi amaciyla klindamisin (20 mg/kg/giin, 10
giin, agiz yolu ile), amoksisilin klavulanik asit (50-90 mg/kg/giin, 10 giin, agiz yolu
ile), azitromisin (12 mg/kg/giin, 5 giin, agiz yolu ile) veya kombinasyon tedavisi
verilebilir (7,67). Kombinasyon tedavisi i¢in penisilin V veya G rutin dozlarma ek
olarak tedavinin son dort gilinlinde oral rifampisin (20 mg/kg/giin, 2 doza boliinerek,
agiz yolu ile) eklenebilir. Bu tedavilerle eradike edilen olgularda daha sonra uzun

siireli izlemde tekrar GABHS kolonizasyonu gelisebilir (67).

Impetigo tedavisinde, mevcut lezyondan yiiksek olasilikla, S. pyogenes ile
birlikte tiretilen S. aureus suslarina yonelik olarak penisilin yerine eritromisin tercih

edilmektedir (5,58).
2.3.10. Korunma

A grubu beta hemolitik streptokok tonsillofarenjiti geciren olgularin toplumdan
izolasyonu gerekmemektedir. Ancak kalabalik yasam alanlarinda damlacik yolu ile
bulas1 azaltmak amaciyla iyi havalandirma saglanmalidir. Tek doz, uygun antibiyotik
kullanimindan yirmidort saat sonra enfekte kisinin bulastiriciligi s6z konusu degildir
(82). Streptokoksik cilt enfeksiyonlarinda ise 6zellikle impetigodan korunmak igin

kisisel hijyene ve genel hijyen kurallarina dikkat etmek gerekmektedir (26).

Kardit komponenti bulunan ARA olgularinda tekrarlayan ARA ataklarim
onlemek icin 21 yasina kadar depo penisilin profilaksisi onerilmektedir (Tablo 2.6)
(56). Romatizmal ates ya da romatizmal kalp hastalig1 hikayesi bulunan olgular,
cerrahi girisimler ya da dis ¢ekimi Oncesinde islem sirasinda gelisebilecek gegici

bakteriyemi riski nedeniyle profilaktik anti-mikrobiyal tedavi almaktadirlar (5,9,72).

ARA’nin tiim diinyada, 6zellikle de gelismekte olan iilkelerde halen ciddi bir
saglik problemi olmasi, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa iilkelerinde invazif
streptokok enfeksiyonlarinin son yillarda sikli§inin artmasi, molekiiler biyoloji
alanindaki  gelismelerin de katkistyla arastirmacilarin  toplumlart  GABHS

enfeksiyonlarindan korumak amaciyla as1 ¢aligmalarina yonlenmesine neden olmustur.
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Tablo 2.6 Romatizmal Ates Profilaksisi ve Siiresi (56)

Kategori Siire

Kardit (+) Romatizmal Ates ve
Residiiel Kalp Hastalig1 (Kalici 10 y1l ya da 40 yasina kadar
Kapak Hastahgl*)

Kardit (+) Romatizmal Ates,
Residiiel Kalp Hastalig1 Yok 10 y1l ya da 21 yasma kadar™
(Kapak Hastalig1 Yok*)

Kardit (-) Romatizmal Kalp 5 yil ya da 21 yasmna kadar
Hastalig1

* Klinik ya da ekokardiyografik olarak kanitlanmis

** Siire olarak uzun olan se¢enek tercih edilmelidir.

Tim GABHS suglan tarafindan iiretildigi ve konak organizmada koruyucu
bagisiklik olusturabildigi i¢in M proteini a1 c¢alismalarinda kullanilacak uygun bir
molekiil olarak degerlendirilmis ancak bazi arastiricilar tarafindan da farkli suglarin
irettigi farkli M proteinlerinin birbirleri ile arasindaki antijenik ¢esitliligin, M
proteininin as1 ¢aligmalart i¢in uygun molekiil olmadigin1 savunmasina neden
olmustur. M proteinin, konak organizma ile benzer antijenik O6zellikler tasimasi
nedeniyle, as1 ile elde edilen ve konagi enfeksiyonlardan korumasi hedeflenen
antikorlarin ¢apraz reaksiyona yol acarak konak organizmaya zarar verme olasilig1 da

as1 caligmalari sirasinda arastiricilar kaygilandiran nedenlerden biridir.

Giiniimiizde M protein epitoplarina yonelik olarak as1 gelistirme caligmalari
yiiriitiilmektedir. Gelistirilen bu as1 ile konak organizma bagisiklik sistemi tarafindan
otoantikor gelismine neden olmadan enfeksiyonlara karsi koruyucu antikor yapiminin

saglanmasi hedeflenmektedir (5).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde rekombinat teknoloji kullanilarak, patojen
mikroorganizma ve konak organizma arasinda istenmeyen capraz reaksiyonlara yol
acmayacak ¢ok degerlikli bir ag1 gelistirme ¢alismasi yiiriitiilmektedir. S6z konusu asi,

26 degerlikli olup siklikla streptokoksik farenjit ve invazif enfeksiyonlara neden olan
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M1,1.2,2,3,5,6,11,12,13, 14, 18, 19, 22, 24, 28, 29, 33, 43, 59, 75, 76, 77, 89, 92,
101, 114 serotiplerini kapsamaktadir. Cok degerlikli bu asinin tavsanlar iizerinde

giiclii bagisik yanit olusturdugu Hu ve arkadaglar tarafindan bildirilmistir (83).
2.4. M Proteininin Klinik Onemi

GABHS’larin en énemli ve en iyi tanimlanmis yiizey antijenidir (23). iki polipeptid
zincirinin olusturdugu alfa helikal sarmal yapidadir. M proteini yay seklini, tekrarlayan
yedili hidrofobik parcalar1 ve sekonder alfa helikal yapisi nedeniyle almaktadir {Manjula
B.N, 1991 #14}. Filament6z bir maromolekiil olan M proteini, hiicre zarina tutunur ve

fibroz proteinler gibi hiicre duvarini gecerek disariya dogru uzanir (84).

M proteininin N-terminalinde (amino) serotipler arasinda cesitlili§e neden olan
yiiksek degisken tipe 6zgiil epitoplar, karboksi terminalinde ise pek ¢ok M serotipinde
ortak olarak bulunan epitoplar yer almaktadir. Amino terminali elektriksel olarak negatif
yiklidir ve helikal yapida degildir (39,85). A grubu beta hemolitik streptokoklarin
serolojik tiplendirmesini ve tipe 0zgiil antikor olusumuna saglayan M proteinin yiiksek

degiskenlik gdsteren N-terminalidir (3,41).

M proteini karboksi ucundaki kiigiik farkliliklar nedeniyle iki smifta
degerlendirilmektedir (86,87).

2.4.1. M Proteini Simif 1

Molekiil agirliklan yiiksektir. GABHS suslarinin hepsinin yiizeyinde sunularak,
C tekrar {iinitesine karsi gelisen antikorlara baglanma Ozelligi gosteren epitopa

sahiptirler. Serum opasite faktdrleri negatiftir (86,87).

Bessen ve arkadaslar1 ¢alismalarinda 130 GABHS susu incelemis ve ARA
olusumuna neden oldugu bilinen serotiplerle M protein sinif I epitopu arasindaki giiclii

iliski bildirilmistir (86,87).

M protein smif I epitopu, yapisal ve immunolojik a¢idan insan kasindaki
sarkolemma, miyozin ve diger a-helikal sarmal yapidaki o-tropomiyozin, laminin ve

vimentin gibi proteinlere benzerlik gostermektedir. Bu nedenle de konak ile
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mikroorganizma arasinda ¢apraz reaksiyonlara neden olabilmektedirler. Ayni zamanda

tip 1 keratin ile de benzer aminoasit dizinleri saptanmistir (88,89).
2.4.2. M Proteini Stmif 11

GABHS suslarinin hepsinin ylizeyinde sunularak, C tekrar {initesine kars1 gelisen
antikorlara baglanma 6zelligi gosteren M proteini smif I epitopuna sahip degildirler.
Serum opasite faktorleri pozitiftir. Cilt enfeksiyonlarindan sorumludur. Daha diisiik

molekiil agirlikli tiptir (86,87).

Baglanti

A tekrar B tekrar C tekrar D tekrar Pro/Gly

Sekil 2.1 Streptokokkal M proteini (90)

A tekrar Tnitesi, serotipler arasinda degiskelik gosterir. M proteininin N-
terminalinde yer alan yiiksek degiskenlik gdsteren serotip spesifik aminoasit sekansini

bulundurur.
B tekrar linitesi, serotipler arasinda degiskenlik gosterir.

C tekrar {initesi, biitlin serotiplerde bulunan ortak aminoasit sekansini bulundurur.

Baglant1 bolgesi, gram pozitif licre zarina tutunmayi saglar.

M protenini yiiksek degiskenlik gosteren N-terminaline gore en az 124 farkli
serotipe ayrilmistir (91). Kalia ve arkadaslari ise 150’den fazla serotip oldugunu

bildirmistir (92).



36

A grubu beta hemolitik streptokoklara ait emm-benzeri genler toplu olarak genetik
materyalin vir lokusunda bulunmaktadir. 5° ve 3’ bdlgelerindeki farliliklara ve lokus
icerisindeki yerlesimlerinin birbirlerine gore durumuna dayanilarak emm, enn ve mrp

olamak iizere ii¢ farkli gen grubuna ayrilmaktadirlar (93).

M proteinindeki antijenik degiskliklere, M proteinini kodlayan emm gen bolgesinde,
genler arast ve gen i¢i rekombinasyonlar, nokta mutasyonlar ve kisa niikleotid girisleri

neden olmaktadir (94). En sik goriilen emm tipleri emm 1, 6, 18, 48, 49, 75, 95 ve 103’tiir
91).

GABHS’larin M serotipleri ile yapilan ¢aligmalarda bazi serotipler ile hastaliklar
arasinda yakin iligki gosterilmistir. Romatojenik suslar olarak bilinen, streptokoksik
farenjit ve ARA ile iliskilendirilen M serotipleri, M1, 3, 5, 6, 14, 18, 19, 24, 27 ve 29; cilt
enfeksiyonlarindan piyoderma ve APSGN ile iligskilendirilen M serotipleri de M2, 49, 52,
57,59, 60 ve 61 olarak bildirilmistir (51,92).

APSGN ile iliskili olan M2, 49, 55, 57, 59, 60 ve 61 serotiplerinin cilt
enfeksiyonlarindan sonra, M1, 4, 12 ve 25 serotiplerinin ise streptokoksik farenjit
enfeksiyonlarindan sonra sz konusu siipiiratif olmayan komplikasyona yol agtig1

bildirilmistir (95).

M1 ve 3 serotipleri en sik olmak tizere, M11, 12 ve 28 serotipleri de invazif ve

toksik streptokokkal enfeksiyonlardan sorumlu suslar olarak bildirilmistir (95,96).

2.5. M Proteini Gen (emm gen) Tiplendirilmesi

Glinlimiizde halen yaygin olarak epidemiyolojik caligmalar sirasinda ya da
kliniklerden temin edilen 6rneklerden izole edilen A grubu beta hemolitik streptokoklarin
identifikasyonu i¢in, ticari olarak poliklonal serumu bulunan M proteinlerinin serolojik
yontemlerle tiplendirilmesi yapilmaktadir. Ticari serumlarin kolay elde edilememesi, grup
A streptokoklarin bir bdliimiiniin M protein tiplendirileyemen suslardan olusmas1 ve M
proteinlerinin tamanina karsi ticari poliklonal serumlarin bulunmamasi bu yontemin zayif

yonleri olarak bilinmektedir (24).

M proteinin antijenik degiskenlik gostermesi nedeniyle A grubu beta hemolitik

streptokoklar1 en az 80 farklt M serotipine ayirdigi calismalarla gosterilmistir (66). M
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proteinine immunolojik olarak spesifiklik kazandiran M protein geninin (emm geni)
S’parcasi, bilinen biitiin M serotipleri ic¢in sekanslanmistir (21,89,97). Sekanlanarak
belirlenen emm tipleri CDC ve/veya GeneBank genetik veritabanlar1 tarafindan

depolanmaktadir (25,98).

Hiicre yiizeyinde yer alan, viriilans faktorii oldugu kabul edilen M proteini, primer 1
ve 2 ile c¢ogaltilarak elde edilebilen Strepfococcus pyogenes geni tarafindan
kodlanmaktadir. M proteini farkliliklar1 esasina dayanilarak giiniimiizde 100’den fazla
farkli S. pyogenes serotiplendirilmesi yapilmaktadir. M proteininin serotiplendirilmesi
sirasinda karsilasilan sorunlar, M protein tiplendirme serumunun elde edilebilirliligi, yeni
karsilagilan M protein tipleri ve analiz sonuglarinin yorumlanmasindaki zorluklar olarak
Ozetlenebilir. M proteininin serospesifik kismint kodlayan emm gen parcasinin sekans
analizi esasina dayandirilan bir sistemin yardimiyla, yapilan degerlendirmeler ile bu tip
sorunlar Onlenebilmektedir. Bu sistem, emm dizi analizi olarak isimlendirilmekte ve iki
tane yiiksek korumali primer araciligi ile emm geninin biiyiik bir pargasini ¢ogaltmak
prensibine dayanmaktadir. M protein serospesifitesini kodlayan yiiksek degisken dizinin,
gen ¢ogaltma iglemi sirasinda kullanilan primer dizinin komsulugunda yer almasi, bu

bolgenin direkt olarak sekanslanmasini miimkiin kilmaktadir (25).

2.5.1. emm Dizi Veritaban

emm gen dizi analizi sirasinda CDC’nin veritaban1 referans merkezi olarak
kullanilmaktadir. Bu veritabaninda yer alan emm dizileri dogrulugu merkez tarafindan
kontrol edilmis dizilerden olusmaktadir. Veritabani, suslarin Lancefield serotiplerinin
detaylandirilmasi ile elde edilen diziler ile olusturulmustur. CDC kliniklerinde izole
edilen veya bagka merkezlerdeki arastirmacilar tarafindan saptanan yeni emm gen dizi
tipleri ya da alt tipleri veritabanina eklenerek sistem giincellenmektedir. Her emm
dizisi yaklagik olarak 15-23 membran eksport sinyal dizi kalintisi ve 60-250
aminoasitten olusan, olgun M proteininin N terminalini kodlayan 5’ pargasi

bulundurmaktadir (25).

2.5.2. emm Alt Tipleri

emm dizisinin 5’ terminalinde ufak degiskenlik gosteren bazi suslar, emm/M

protein serotiplendirmesi yapilan referans susa gore goreceli olarak farkli bir serotip
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tanimlamaktadir. Yine benzer sekilde olusan kiigiik dizi degisiklikleri, M proteinine
karst konak organizma tarafindan olusturulan opsonik karakterdeki tip spesifik
antikorlara duyarliligin derecesinde farkliliklara neden olmaktadir. Bu nedenle
referans susa gore Ongoriilen 50 N-terminal M proteini kalintilarin1 kodlayan 150
bazlik aminoasit dizisi igerisinde goriilen herhangi biiyiikliikte bir farklilik gosteren

dizileri emm gen alt tipleri olarak veritabanina eklenmektedir (25).

Incelenen suslarin T serotiplerinin bilinmesi, suslarin emm gen tiplendirilmesinin
daha kolay yapilmasina yardimci olacaktir. Ciinkii bazt M protein ve emm gen tipleri ile T
protein serotipleri arasinda uyumluluk vardir. GABHS larin biiyiik bir kisminin (>%95) T
protein serotipleri bilinmektedir; bilinen T protein serotiplerinin bazilari ile M protein ve
emm gen tipleri arasinda birebir eslesme s6z konusudur. M protein geni (emm geni)
sekans analizi ile birlikte, T serotiplendirilmesinin kullanilmasi arastirmaciya incelenen
suglar icerisindeki ¢esitliligi belirleme imkani vermektedir (89,99). T proteinine karsi
olugsmus bagisik anti-serumlarin elde edilmesi M proteinlerinden daha kolaydir. Ancak T

protein anti-serumlarinin 6zgilliigli daha diisiiktiir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu aragtirmaya Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghigi ve Hastaliklart Ana Bilim Dali,
Genel Pediatri Bilim Dali Poliklinigi’ne 1 Aralik 2007 — 31 Ocak 2009 tarihleri arasinda

yiiriitiildii. Bu dénemde, istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghig ve Hastaliklar1 Anabilim Dals,

Genel Pediatri Bilim Dali Poliklinigi’ne toplam 57 640 ¢ocuk hasta basvurdu. Bunlardan

5743’1 (%10) akut tonsillofarenjit tanist aldi. Caligmaya akut tonsillofarenjit bulgular ile

bagvuran 2-17 yas arast 3321 ¢ocuktan bogaz kiiltliir gubugu ile alinan 6rneklerde A grubu

beta hemolitik streptokok (Streptococcus pyogenes) liremesi saptanan 335 ¢ocuk alindi

(Tablo3.1).

Tablo 3.1 Bogaz Siiriintii Ornegi Kiiltiirii Yapilan Hastalarin Dagilimi (n:3321)

Bogaz Kiiltiirii n (%) | GABHS n (%)
Cinsiyet
Kiz 1409 (42,4) 152 (45,4)
Erkek 1912 (57,6) 183 (54,6)
Yas
24 -59 ay 1020 (30,7) 45 (13,4)
60 - 83 ay 648 (19,5) 86 (25,7)
84 -119 ay 724 (21,8) 113 (33,7)
120 - 143 ay 322 (9,7) 56 (16,7)
144 - 179 ay 252 (7,6) 26 (7.,8)
> 180 ay 142 (4,3) 5(1,9)
Yas bilgisine 213 (6,4) 4(1,2)
ulasilamayan
Toplam 3321 335

Akut tolsillofarenjit bulgular1 olarak ates, bogaz agrisi, yutkunma gii¢liigii, halsizlik,

istahsizlik, fizik muayenede tonsiller iizerinde eksiidasyon ve servikal lenfadenopati kabul

edildi (69).
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Iki yas alti cocuklar, bu yas grubunda tonsillofarenjit etkeni olarak &n planda viral
etkenler s6z konusu oldugu igin steptokoksik farenjit diistiniilmeyerek bogaz siiriintii 6rnegi

alinarak degerlendirilmedi.

Bogaz salgist Orneklerinde A grubu beta hemolitik streptokok {iremesi saptanan

cocuklardan, tan1 konulmus, bilinen kronik bir hastalik bulunanlar ¢caligmaya alinmadi.

Bogaz kiiltiirii ile alinan 6rneklerden rutin kiiltiirlerden izole edilen GABHS saklama

besiyeri i¢gine alinarak -70 derecede saklandi.

Bogaz salgis1 kiiltiirii ile A grubu beta hemolitik streptokok iiremesi saptanan ¢ocuklara
10 giin siire ile agizdan uygun antibiyotik tedavisi verildi. Antibiyotik tedavisi
tamamlandiktan ii¢ giin sonra ve tedavi baslangicindan bir ay sonra hastalar kontrol bogaz

kiiltiirii ile degerlendildi.
Calismaya alinma kriterleri;

1- 24 ay — 17 yas arasinda olmak,

2-  Akut tonsillofarenjit bulgularia sahip olmak (ates > 37.7 C, bogaz agrisi ya da
yutkunma giicliigii, tonsillofarengeal bolgede hiperemi ve eksudasyon, agrili 6n
servikal lenfadenopati)

3- Hizh streptokok antijen testi pozitif olmak ya da, bogaz siiriintii 6rnegi kiiltiiriinde

GABHS iiremesi olmak

Calismaya alinmama kriterleri;

1- Aile ya da ¢ocugun goniillii onam vermemesi
2- Bilinen kronik bir hastalig1 olanlar

3- Bogaz kiiltiiriinde GABHS dis1 mikroorganizma iiremesi olanlar

3.1. Bakterilerin izolasyonu ve Tammlanmasi Sirasinda Kullanilan Geregler

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri
3.1.1.1. Tasima Besiyeri

Ticari olarak satin alinmistir. (Gemini swabs & labware, Amerika)
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3.1.1.2. %3 Koyun Kanh Agar

Kullanilan Malzemeler: Pepton 10g
Et 6zeti 10g
NaCl S5g
Agar 15¢g
Distile su 1000ml

Belirtilen malzemeler erlen mayer igerisinde karistirildiktan sonra karigimin
pH’s1 7,3 £ 0,2 olacak sekilde ayarlanir. Hazirlanan karisim otoklavda steril
edildikten sonra oda 1sisinda 56°C’ye kadar sogutulur. Karisim soguduktan
sonra igerisine 30ml %3 koyun kani ilave edilirerek karistirilir. Elde edilen

karisim 20ml’lik hacimler halinde petri kaplarina bosaltilir (100).

3.1.1.3. Saklama Besiyeri

Kullanilan Malzemeler: Brucella Broth besiyeri 2.8¢g
Gliserol 15ml
Distile Su 85ml

Brucella Broth besiyeri, 28¢ icerisinde;

Pankreatik enzimlerle muamele edilmis kazein 10g

Peptik enzimlerle muamele edilmis hayvansal dokular 10g

Dekstroz g
Maya 6zii 2g
NaCl 5¢g
NaBisiilfit 0.1g

Brucella Broth besiyeri tamponundan 2,8 gram alinarak, 85ml distile su
igerisinde ¢oziiliir. Karigimin igerisine gliserol eklendikten sonra karisimin pH’s1
7,4 olarak ayarlanir. Karigim otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir. Oda
1sisinda sogutulan karisim agzi burgu kapakli, steril, plastik derin dondurucu

tiiplerine yaklasik 1,5ml’lik miktarlarda giivenlik kabini icerisinde dagitilir (100).
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3.1.2. Kullanilan Boyalar
3.1.2.1.KTristal Viyolet Soliisyonu

Kullanilan Malzemeler: Kristal Viyolet 10g
Etil Alkol %96 100ml
Amonyum Okzalat 10g
Distile Su 100ml

Cam havanda ezilen kristal viyolet boyasinin iizerine etil alkol eklenerek,
boyanin ¢ozlinmesi saglanmistir. Boya alkol karisimi yirmidort saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra siiziilerek igerisindeki partikiiller ayristirilmis ve

1siktan korumak amaciyla renkli cam sise igerisinde saklanmustir.
Amonyum okzalat ayr1 bir sise igerisinde distile su ile eritilmistir.

Hazirlanan her iki soliisyonda da esit miktarlarda alinarak ayri bir renkli sise

icerisinde karistirilmig ve kristal viyolet soliisyonu elde edilmistir (100).
3.1.2.2. Liigol Soliisyonu

Kullanilan Malzemeler: Iyot lg
Potasyum Iyodiir 2g
Distile Su 300ml

Iyot ve potasyum iyodiir kristalleri cam bir havanda ezilerek karistirildiktan
sonra lizerine distile su eklenerek kristaller eritilmistir. Hazirlanan soliisyon 1siktan
korunmasi amaciyla renkli cam sise igerisinde oda sicakliginda muhafaza

edilmistir (100).
3.1.2.3. Etil Alkol %96’k

Ticari olarak satin alinmustir.
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3.1.2.4. Safranin Soliisyonu

Kullanilan Malzemeler: Safranin 0.25¢g
Etil Alkol %96’lik 10ml
Distile Su 100ml

Cam havanda ezilen safranin kristalleri {izerine %96’lik etil alkol eklenerek
boya kristalleri eritilmistir. Elde edilen karisimin iizerine distile su eklenerek yirmi
dort saat oda sicakliginda bekletildikten sonra karisim igerisindeki partikiiller
stizlilerek ayristirilmistir. Daha sonra soliisyon 1siktan korumak amaciyla renkli

cam sise icersinde muhafaza edilmistir (101).
3.1.2.5. Hidrojen Peroksit Eriyigi %3’liik

Kullanilan Malzemeler: %30 H,O, stok ¢ozeltisi 10ml
Distile su 90ml

Belirtilen miktarlarda distile su ve %30 H,O, stok ¢ozeltisi 1s1ktan korunmasi
koyu renkli cam bir sise igerisinde karistirilarak %3 H»O, soliisyonu elde edilir.
Hazirlanan bu soliisyon +4°C’de koyu renkli bir sise igerisinde bir hafta

saklanabilir.

3.1.3. Mec Farland 0.5 No’lu Standart Bulamiklik Tipiiniin Hazirlanmasi

Kullanilan Malzemeler: H,SO4 %1°1ik 9.9ml
BaCl, %1°1lik 0.1ml
Distile Su 10ml

H,SO4 %1°1lik 9,.9ml ve BaCl, %!1’lik 0,1ml bir tiip igerisinde karistirilirak
oncelikle Mc Farland 1 No’lu bulaniklik tiipi hazirlanmistir. Mc Farland 1 No’lu
bulaniklik tiipliniin igeriginin ayni miktarda distile su ile bire bir oraninda

sulandirilmasi ile de Mc Farland 0,5 No’lu bulanik tiipii elde edilmistir (100).
3.1.4. lidentifikasyonda Kullanmlan Antibiyotik Diskleri

Basitrasin 0.04 U

Trimetoprim-Siilfametaksazol 1.25ug trimetoprim+23.75 ng siilfametaksazol
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Ticari form olarak hazir satin alinmistir. (OXOID)

3.1.5. Pirolidonil Arilamidaz (PYR) Test Kiti

Ticari form olarak satin alinmigtir. Oxoid Biochemical Identific Sistem. IDS80M

Oxoid Lim., Wade Rood, Baninstoke, Hampshire,England. Lot:718740
Kit igerisindeki Malzemeler: 1- Tampon soliisyonu (ayirag)
2- Renk gelistirici soliisyon
3- PYR igeren serit
Kit +2-8°C’de saklanir. Kullanmadan 6nce oda 1sisina getirilmelidir.
3.1.6. Lam Agliitinasyon Test Kiti
Ticari form olarak satin alinmigtir. BIO-RAD, Pastorex® STREP 3m2088

Kit Igerisindeki Malzemeler: 1x1ml Latex Anti-strep Grup A
IxIml Latex Anti-strep Grup B
IxIml Latex Anti-strep Grup C
IxIml Latex Anti-strep Grup D
IxIml Latex Anti-strep Grup F
IxIml Latex Anti-strep Grup G

2xqs 10ml Ekstraksiyon enzimi
1x1.5ml pozitif kontrol
Kit +2-8°C’de saklanabilir. Lot:61721
3.2. Bakterilerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Akut tonsillofarenjit bulgular1 ile basvuran cocuklardan 1sik kaynagi altinda
ekiivyon ile Waldeyer halkasi iizerinden ve posterior farinks duvarindan sekresyon
ornekleri tasima besiyerine alindi. Alinan bu 6rnekler koyun kanli agara ekildi. 1zole

edilen suslar konvansiyonel yontemler ile tanimlandi. Suslarin identifikasyonu igin beta
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hemoliz olusturma o6zellikleri, katalaz testi, basitrasin duyarlilik testi, pirolidonil

arilamidaz (PYR) testi ve lam agliitinasyon testi kullanildu.

3.2.1. Koloni Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Suslarin ilk olarak koloni morfolojileri degerlendirilmistir. Koyun kanli agarda
kiiclik, grimsi, kabarik ve hafif bulanik goriinimde kolonilerin saptanmasi besi
yerinde elde edilen suslarin A grubu beta hemolitik streptokok oldugunu

desteklemistir (Resim 3.1) (2,100).

Resim 3.1 Kanh Agarda GABHS Gaoriiniimii

3.2.2. Hemoliz Testi

Yirmidort saatlik bakteri kiiltiirlerinden, % 5 koyun kani igeren besi yerlerine

steril sartlarda ¢izgi ekim yapildi. Ekim yapilan biitiin petriler 37°C’de yirmidort saat
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inkiibe edildi. Yirmidordiincii saatin sonunda besi yerinde ekim yapilan ¢izgi boyunca
iiremenin etrafinda seffaf zon olusumu beta hemoliz olarak degerlendirildi (Resim 3.2)

(2,100).

Besi yerinde beta hemoliz olusumu ekim yapilan susun A grubu beta hemolitik

streptokok oldugunu desteklemistir.

Resim 3.2 Kanlh Agarda A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Kolonileri

Tarafindan Olusturulan Beta Hemoliz

3.2.3. Gram Boyama

Oze alevde alazlanarak steril edildikten sonra, %5 koyun kani igeren besi yerinde
ekili olan yirmidort saatlik bakteri kiiltiirlerinden birkag¢ koloni alinarak, temizlenmis
lamin {izerine daha 6nce damlattigimiz bir damla steril distile su i¢erisinde yayilmistir.
Hazirlanan bakteriyel film 6nce havada kurutulmus, daha sonra da lamin bakteriyel
film bulunan ylizeyi yukarida kalacak sekilde, lam 2-3 defa alevden gecirilerek tesbit

edilmistir. Hazirlanan preparat tizerine 6nce kristal viyolet dokiilmis ve ii¢ dakika
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beklenmistir. Ug dakikanm sonunda lamin iizerindeki fazla boya akitildiktan sonra
preparatin iizerine liigol ¢ozeltisi dokiilmiis ve iki dakika beklenmistir. iki dakikanin
sonunda lamin iizerindeki fazla liigol akitildiktan sonra, preparat alt1 saniye alkol ile
muamele edilmistir. Distile su ile preparatin lizerindeki alkol uzaklastirilmis ve son
olarak preparatin ilizerine safranin dokiilerek bir dakika beklenmistir. Bir dakikanin
sonunda preparatin iizerindeki fazla boya akitilip, distile su ile yikandiktan sonra
preparat oda havasinda iyice kurulmustur. Hazirlanan preparat immersiyon yagi

kullanilarak 100’liik objektif altinda 151k mikroskobunda degerlendirilmistir (2,100).

A grubu beta hemolitik streptokoklar, Gram pozitif boyanma ozellikleri

nedeniyle hazirlanan preparatta kristal viyole ile boyanarak mor renkte goriilmustiir

(Resim 3.3).

Resim 3.3 Gram Boyada, Gram Pozitif Kok

3.2.4. Katalaz Testi

Oze alevde alazlanarak steril edildikten sonra %5 koyun kanli besi yerinde ekili

olan yirmidort saatlik bakteri kiiltlirlinden birka¢ koloni alinarak lamin {izerine
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yerlestirilmistir. Lama yerlestirilen kolonilerin tiizerine bir-iki damla %3’liik

hidrojenperoksit damlatilarak steril bir kiirdan yardimi ile karigtirilmistir (2,100).

A grubu beta hemolitik streptokoklar katalaz negatif olduklar1 i¢in besi yerinden
alimarak lam {izerinde hidrojenperoksit ile karistirllan kolonileden gaz cikis

gbzlenmemistir (Resim 3.4).

Resim 3.4 Katalaz Reaksiyonu (Solda katalaz negatif streptokok kolonileri, sagda

katalaz pozitif stafilokok kolonileri)

3.2.5. Basitrasin ve Trimetoprim-Siilfometaksazol Duyarhhg:

%35 koyun kani iceren besi yerindeki streptokok kolonilerinden tek koloni
almarak 2 ml MHB igeren tliplere ekim yapilarak, 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri siispansiyonlar, steril distile su
kullanilarak Mc Farland 0,5 No’lu Standart Bulaniklik Tiipti'ne es deger olarak
hazirlanmistir. Mc Farland 0,5 No’lu Standart Bulaniklik Tipii’'ne es deger olarak
hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 1’er ml. Alinarak %35 koyun kani iceren besi
yerlerine homojen olarak yayilmistir. Besiyerlerinin yiizeyleri kuruduktan sonra hayali

bir ¢izgi ile petri kab1 ortadan ikiye boliinmiis ve bir yarinin tam ortasina basitrasin
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diski, diger yarinin ortasina ise trimetoprim-siilfametaksazol diski yerlestirilmistir.
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra her bir antibiyotik diski etrafinda olusan

ireme zonlar1 kaydedilmistir (102).

A grubu beta hemolitik streptokok suslar1 basitrasine duyarli, trimetoprim-
siilfometaksazole direngli oldugu i¢in basitrasin diski etrafinda lireme goriilmezken,

trimetoprim-siilfometaksazol diski etrafinda iireme saptanmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5 Besiyerinde Antibiyotik Diskleri Etrafinda Ureme Zonlar (Disk A:

0.02 U basitrasin icermektedir)

3.2.6. Pirolidonil Arilamidaz (PYR) Testi

A grubu beta hemolitik streptokoklarin identifiye edilmesi i¢in kullanilan

basitrasin duyarlilik testinden daha spesifiktir.
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A grubu beta hemolitik streptokoklarda bulunan pirolidonil peptidaz (PYRaz), L-

pirolidonil (PYR)’in beta-naftilamid’e hidrolizini katalize eder.

L-pirolidonil — pirolidonil peptidaz — L-pirolidon karboksilik asit + beta naftilamin

Reaksiyon spesifik renk indikatorii, N,N-dimetil aminosin namaldehit ilavesi ile

tepkime belirlenir.

PYR testi once dort saatlik bant tiip testi olarak uygulanmistir. Bugiin ticari

formlar1 mevcutur.

PYR igeren serit lizerindeki beyaz bolgeye 3-4 damla tampon soliisyonu (ayrag)
damlatilir. Daha sonra ayni bolgeye katalaz negatif, gram morfolojisi uygun siipheli
koloniden steril 6ze yardimi ile aliman 3-5 koloni siiriiliir. Hazirlanan serit on dakika
oda 1sisinda bekletilir. Serit lizerindeki beyaz bdolgeye iki damla renk gelistirici
soliisyon eklenir. 10 saniye igerisinde serit iizerinde pedbe-kirmizi renk olusumu testin
pozitif oldugunu gosterir. Siipheli koloninin A grubu beta hemolitik streptokok
kolonisi oldugunu destekler (100).

3.2.7. Lam Agliitinasyon Testi

Streptokoklarin grup sfesifik hiicre duvar polisakkarit antijenlerine kars1
antikorlarla kaplanmis lateks kiireler iceren kit ticari olarak temin edilmistir. Temin
edilen kitin kullanim prosediiriine uygun olarak test uygulanmistir. Katalaz testi ve
gram morfolojisi uygun olan, saf halde izole edilmis beta hemolitik streptokok
kolonisi ekstraksiyon enzimi igerisinde siispansiyon haline geitilerek 15 dakika
37°C’de etiivde bekletilmistir. Her bir grup polisakkarit antijenine kars1 antikorla kapl
lateks kiireler iceren belirteg birer damla test kartlarina damlatildiktan sonra kart
iizerine 15 dakika bekletilerek ekstrakte edilmis silispansiyondan damlatilarak
cubuklarla karistirillmistir. Kolonilerin hangi grup spesifik antikor igeren belirteglerle

agliitinasyon verdigi saptanmistir (1,103).
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3.3. izole Edilen A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Suslarinin emm Genlerinin

Cogaltilmasi Sirasinda Kullanilan Gerecler

Izole edilen suslarin emm genlerinin ¢ogaltilmasi sirasinda gergeklestirilin kimyasal

reaksiyonlarda kullanilan malzemeler ve soliisyonlarin hazirlanisi su sekildedir:

Primerlerin _Hazirlanisi: Primer secimi CDC (Centers for Disease Control)’nin

onerileri dogrultusunda yapilmistir. Ticari olarak satin alinan, liyofilize halde bulunan
primerler protokoliine uygun olarak sulandirilip 70 pmol/pl konsantrasyonun elde edilmis

ve uygun miktarlarda kullanilmistir. Primer dizileri olarak emm 1 (5'-
TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA-3") ve emm 2 (5'-GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT-3")

dizinleri kullanilmigtir.

Taq Polimeraz: Taq polimeraz olarak konsantrasyonu 5 U/ul ( BioBasic) olan enzim

kullanilmustir.

dNTP Karisimi: ANTP karisimi hazir ¢ozelti olarak satin alinmistir. Hazir ¢ozeltinin

her biri 100 mM konsantrasyonda olup dATP, dCTP, dTTP, dGTP (BioBasic)

icermektedir. Her ¢ozeltiden 10 pl alinarak bir ependorfa konuldu ve 60 pl steril distile su

eklenerek son konsantrasyonun 10 Mm olmas1 saglanmistir.

Magnezyum Siilfat Soliisyonu: Hazir olarak elde edilen 20 mM konsantrasyonundaki

magnezyum siilfat (BioBasic) sollisyonu sulandirim yapilmadan uygun miktarda

reaksiyon karisimina eklenmistir.

DNA Marker: DNA marker olarak ®X174-Hae III digest marker (1353,1078, 872,
603, 310-bp, TaKaRa) kullanildi.

0.5 M EDTA (Ph 8.0): Bir litre su icerisine ana ¢ozelti 0,5 M olacak sekilde 186,1 g
disodyum etilen daimin tetrasetat dihidrat (EDTA) (BioBasic) ve 20 g NaOH eklenerek

hem disodyum etilen diamin tetrasetat dihidrat’in ¢ézlinmesi, hem de ¢6zelti pH’sinin 8’e

ulagmasi saglanmustir.

2 M Tris Soliisyonu (pH 7.5): Tris base (Sigma) 242,2 g tartildiktan sonra 800 ml steril

distile su igerinde ¢oziiliip, 42 ml konsantre hidroklorik asit ilave edilerek ¢ozeltinin
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pH’smin 7,5 olmasi saglanmistir. Ardindan karisim 1000 ml’ye tamamlanarak otoklavda

steril edilmis ve 2 M Tris soliisyonu hazirlanmastir.

% 20’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat): 20g Sodyum dodesil siilfat (SDS) tartildiktan

sonra iizerine 90 ml steril distile su eklenmistir. Soliisyon 68°C’ye kadar isitilarak

¢oziildiikten sonra birka¢ damla konsantre hidroklorik asit damlatilarak ¢ozelti pH ‘s1 7,2

olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan soliisyon 100 ml’ye tamamlanmaistir.

5 M NaCl Soliisyonu: 292,2 g NaCl (BioBasic) 800 ml distile su igerisinde

¢oziildiikten sonra soliisyon 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavda steril edilmistir.

10X TAE Tampon Soliisyonu: Tri Base (Sigma) 48,4 g, glasial asetik asit 11,42 ml, 0,5
M EDTA (pH:8) 20 ml karistirildiktan sonra soliisyon steril distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmis ve otoklavda steril edilmistir. 1XTAE tampon soliisyonu i¢in distile su ile

sulandirilarak kullanilmigtr.

Etidyum Bromiir: Etidyum bromiir (Sigma) 10mg/l olarak hazirlanmistir. Manyetik
karistirict yardimiyla distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve oda 1sisinda, 1siktan

korunarak saklanmustir.

Yiikleme Tamponu: 0,25 bromfenol mavisi (Sigma) ve 30 ml gliserol, 70 ml distile su

icerisinde ¢oziindiiriilmiis ve hazirlanan yiikleme tamponu +4°C’de saklanmistir.

% [1'lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi: Kullanilacak jel kasetinin biiytlikliigline gore

tartilan agaroz 1XTAE tampon igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriilmiistiir. 200 ml olarak
hazirlanan jel, sicaklig1 50-55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10-15 dakika bekletildikten
sonra igerisine 10 mg/ml konsantrasyonundaki etidyum bromiir soliisyonundan 20 pl ilave
edilmigtir. Jel, kenarlar1 kapatilmis kaset lizerine dokiilmiis ve cepleri olusturacak tarak
yerlestirilerek donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmis ve jel

kaseti elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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3.4. izole Edilen A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Suslarin emm Genlerinin
Cogaltilmasi

3.4.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Izole edilen suslar %3 koyun kanli agara ekilerek taze pasajlar1 elde edilmistir.
Bir 6ze aliman bakteri kolonileri 1 ml TE tamponu (pH:8) igerisinde siispanse
edilmistir. Stispansiyon 96°C ‘de 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra 13 000 devirde
10 dakika santrifiij edilerek siipernatant yeni bir ependorfa aktarilmistir (94).

3.4.2. Polimeraz Zinzir Reaksiyonu (Amplifikasyon, PCR)

Amplifikasyon karigimi toplam hacmi 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Stok

sollisyonun hazirlanmasi i¢in kullanilan malzemeler:

1- Distile su 72 ul
2- Tampon 10X 10 pl
3- ANTP mix 10 mM 2l
4- MgS04 20 mM 10 pl
5- Primer 1 (70 mM) 2 ul
6- Primer 2 (70 mM) 2ul

7- Taq DNA polimeraz (5 U/ pl) 0,4 pl

Hazirlanan stok soliisyonundan 19,5 pl alinmig ve iizerine 0,5 pul DNA
ekstraksiyonu eklenmistir. Daha sonra ependorflar 6nceden 94°C’ye 1sitilmig termal

cycler’a konularak amplifikasyon programi uygulanmistir.

3.4.3. Amplifikasyon Program

[lk baslangigta 94°C’de bir dakika tek déngii tamamlanmustir.

Ikinci basamakta; 10 defa, 94°C*de 15 saniye denatiirasyon,
46,5°C’de 30 saniye primer baglanmasi,

72°C’de 75 saniye primer uzamasi olacak sekilde dongiiler

tamamlanmuistir.
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Ucgiincii basamakta; 20 dongii, 94°C’de 15 saniye denatiirasyon,
46.5°C’de 30 saniye primer baglanmasi,

primer uzamasi i¢in 72°C’de 75 saniye ve takip eden

her dongiide 10 saniye siire artisi olacak sekilde tamamlanmistir.
Son olarak 72°C’de 10 dakikalik tek dongii tamamlanmustir.

Amplifikasyon sonucu elde edilen 6rnekler direkt piiriifikasyon i¢in kullanilmis

ya da —20°C’de saklanmustir (104).
3.4.4. Elektroforez

10 pl amplifikasyon tiriinii yaklasik 2 ul yiikleme tamponu ile karistirilmis ve 1X
TAE tamponu igerisinde, etidyum bromiir ile boyanmis %1°lik agaroz jel iizerinde 90

V’da kirkbes dakika yiiriitiilmiistiir.
3.4.5. Goriintiileme

Elektroforez islemi sonrasinda jel, transilluminatdr iizerine alinarak UV 15181
(304 nm) altinda goériintiillenmistir. Sonuglar ciplak goz ile dikkatli bir sekilde

karsilastirilmistir.
3.5. Amplifikasyon Uriinlerinin Saflastirilmas

Polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen iiriinlerin saflastirmasi i¢in hazir ticari
saflastirma kiti (Roche®) kullanilmustir. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 20 pl’
lik polimeraz zincir reaksiyon {riiniiniin {izerine 250 pl baglayict tampon eklenerek
karistirildiktan sonra elde edilen karigim toplama tiipiiniin igerisine yerlestirilen filtrali tiip
icerine aktarildi. 12 500 devir/dakikada bir buguk dakika santrifiij edildi. Filtreli tiipiin
altina gecen s1vi kisim atildi. Karisimin iizerine 500 pl yikama tamponu eklendikten sonra
12 500 devir/dakikada bir buguk dakika tekrar santrifiij edildi. Islem sonunda elde edilen
atik kisim bosaltildiktan sonra tiip igerisine tekrar 200 pl yikama tamponu eklendi ve ayni
hiz ve siirede tekrar santrifiij edildi. Islem sonunda toplama tiipii atilirken, filtreli tiip
icerisndeki ornek 1,5 ml’lik temiz bir tlipe aktarilarak iizerine 30 ul eliisyon tamponu

eklendi ve 12 500 devir/dakika da bir buguk dakika santrifiij edildi. Islem sonunda filtreli
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tiplerden elde edilen saflastirma iriinleri sekanslama isleminde DNA kalibt olarak

kullanilmak tizere saklandi.
3.6. Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizinin Yapilmasi

PCR iiriinlerinin dizileri Applied Biosystems sekanslama cihazi (lontek, ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems, Foster City, California, USA) ile elde
edilmigtir. Sekanslama i¢in emmseq 2: (TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGC)

primeri kullanilmistir.
3.7. Elde Edilen Dizi Analizlerinin Degerlendirilmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen dizi analizleri ABI Prism 310 Data
Collection Software yardimi ile toplanarak islenmis ve kromotogram dosyalari olarak
diizenlenmistir. Kromotogram dosyalar1 FinchTV v1.3.1 yazilimi1 (GeoSpiza Inc., ABD)
kullanilarak gorsel olarak diizenlenerek niikleotid dizilimi giivenilir olarak okunabilen

kisimlari, ileri degerlendirmeler icin FASTA formatina uygun olarak dosyalanmugtir.

emm genotiplerinin belirlenebilmesi i¢in elde edilen gen dizileri CDC’nin A grubu
beta hemolitik Streptokok sekans veritabani ile karsilagtirilmigtir (98). Tiplendirme igin
kullanilacak referans DNA dizileriftp://ftp.cdc.gov/pub/infectious_diseases/biotech/tsemm
adresinden elde edilmistir. Dizi analizi yapilan orneklerin gilinlimiize kadar CDC
tarafindan veri tabanma belirli referans numaralar ile kaydedilmis emm tipleri ile
karsilastirilmasini yapmak i¢in Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi

kullanilmustir.

Istatiksel analiz i¢in SPSS 10.0 bilgisayar yazilimi kullanildi. Hasta gruplarmin
demografik dagiliminin normal dagilima uydugu Kolmogorov-Smirnov testi ile ortaya
kondu, ve normal dagilima uyan bu degerler t testi ile karsilastirildi. Bunun yaninda,

oransal degerler ise ki-kare testi ile degerlendirildi. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

Arastirma 1 Aralik 2007 ile 31 Ocak 2009 tarihleri arasinda yapildi. Calismamiza
katilan cocuklarin ailelerinden yazili aydinlatilmis onam alindi. Arastirma Istanbul

Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan Ocak 2008’de onayland: (Etik


ftp://ftp.cdc.gov/pub/infectious_diseases/biotech/tsemm
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kurul dosya no 2008/50) ve Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklendi (Proje no 3037).
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Bulgular

1 Aralik 2007 ile 31 Ocak 2009 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Genel Pediatri Bilim Dali polikliniklerine akut tonsillofarenjit bulgulart ile
bagvuran 3321 ¢ocuk hastadan alinan bogaz siiriintii 6rneklerinden 335’inde S. pyogenes susu

izole edilmistir. Bu donemde klinigimizde GABHS izole edilme oran1 %10’dur.

Aralik 2007 - Ocak 2009 tarihleri arasinda alinan 3321 bogaz siiriintii 6rneginde

saptanan iiremeler tablo 4.1 ve sekil 4.1 ‘de verilmistir.

Tablo 4.1 Bogaz Siiriintii Orneklerinde Saptanan Uremelerin Dagihm (n:3321)

Ureme n (%)
Normal Flora Bakterisi 2821 (84,9)
A Grubu Beta Hemolitik Streptokok 335(10,1)
A Grubu Dis1 Streptokok 113 (3,4)
Diger: 52 (1,6)
** Gram Negatif Bakteriler 24 (0,7)
** Gram Pozitif Bakteriler 8(0,3)
** Mantarlar 3(0,1)
** Ureme Olmayan Hastalar 15 (0,5)
Toplam Hasta Sayis1 3321 (100)

Bogaz siiriintii 6rnegi ile 1912 (%57,6) erkek, 1409 (%42,4) kiz toplam 3321 hasta
degerlendirilmistir. Bogaz stirlintii 6rnegi ile degerlendirilen hastalarin yas ortalamas1 81,9 +

0,9 aydir (Tablo 4.2).

Bogaz siiriintii 6rnekleri ile degerlendirilen 183 (%54,6) erkek, 152 (%45,4) kiz toplam
335 hastada S. pyogenes liremesi saptandi. Bogaz siiriintii 6rnegi kiiltiirlerinde S. pyogenes
iiremesi ile cinsiyet arasinda anlamli iligki bulunmadi. GABHS izole edilen hastalarin yas

ortalamasi1 94,5 + 2,6 aydir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.1 Bogaz Siiriintii Orneklerinde Saptanan Uremelerin Dagihm Grafigi (n:3321)

A Grubu Dis1
Streptokoklar
% 3,3

GABHS
%10,2

Diger
%1,6

(n:3321)

O Normal Flora

@ GABHS

O A Grubu Dis1 Streptokoklar
B Diger

Normal Flora
%384,9

Bogaz Siiriintii Orneklerinde Saptanan Uremelerin Dagilim Grafigi

GABHS iiremesi en yiiksek oranda (%88,7) okul cocuklarinda saptandi. GABHS

iiremesinin yas gruplarma gore dagilimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Tablo

4.2).

GAHBS izole edilen hastalarin yas gruplarina gore dagilimi tablo 4.3 ve tablo 4.4° de

verilmistir.

Bogaz siiriintii 6rneklerinde saptanan S. pyogenes iiremesinin mevsimlere gére dagilimi

incelendiginde, GABHS {iremesinin en sik kis (%48,4) ve sonbahar (%25,7) aylarinda oldugu

goriildii (Sekil 4.2). Kis aylarinda yaz aylarina gore daha yiliksek oranda GABHS iiremesi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01).




Tablo 4.2 Hasta Gruplarimin Demografik Dagilimi (n:3321)

Bogaz
GABHS
Kiiltiirii v p degeri
(n=335)
(n=3321)
Cinsiyet
1912 183
Erkek
(% 57,6) (% 54,6)
- 0.33
1409 152
Kiz
(% 42,4) (% 45.4)
Yas 81,9+ 0,9ay | 94,5+2,6ay <0.01
2514 300
2-12 yas (% 81,7) (% 89,6) 23.8 <0.01
394 31
>12 yas (% 11,9) (% 9,2)
Yas bilgisine 213 4
Ulagilamayan (% 6,4) (% 1,2)
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Tablo 4.3 GABHS izole Edilen Hastalarin Yasa Gore Dagilimi (n:335)

YAS (ay) n (%)
<60 ay 45 (13,4)
60 - 83 ay 86 (25,6)
84 - 119 ay 113 (33,7)
120 - 143 ay 56 (16,7)

144 - 179 ay 26 (7,8)

>180 ay 5(15)

Yas bilgisine ulasilamayan 4(1,2)
Toplam 335 (100)

Tablo 4.4 GABHS izole Edilen Hastalarin Yasa Gore Dagihm Grafigi (n:335)

120 -
100 -
80 -

60 -

Hasta Sayisi

40 -

<60 60-83 84-119 120-143 144-179 >180

Yag (ay)
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Sekil 4.2 GABHS Uremesinin Mevsimsel Dagilim (n:335)

Yaz
18
%5,4

Sonbahar ilkbahar

86 69
%25,7 %20,6

Kis Mevsimi : Aralik, Ocak, Subat
[Ikbahar : Mart, Nisan, Mayis
Yaz Mevsimi: Haziran, Temmuz, Agustos
Sonbahar : Eyliil, Ekim, Kasim

4.2. Klinik Bulgular

Bogaz siiriintii 6rneklerinde GABHS iiremesi saptanan hastalarin bagvuru yakinmalari
ve fizik muayene bulgulari incelendi (Tablo 4.5 ve 4.6). Hastalarin en sik bagvuru yakinmasi
ates (%84,8) ve bogaz agris1 ve/veya yutkunma giicligii (%67,5) idi. Tonsilde eksudasyon

(%77) ve servikal lenfadenopati (%61,8) ise en sik karsilasilan fizik muayene bulgusu idi.
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Tablo 4.5 GABHS Uremesi Saptanan Hastalarin Semptomlar: ve Fizik Muayene

Bulgulan

Semptom/Bulgu Hasta Sayis1 n (%)

Ates 284 (84,8)

Tonsilde Eksudasyon 258 (77,0)

Servikal Lenfadenopati 207 (61,8)

Bogaz Agrisi ve/veya Yutkunma Giigliigii 226 (67,5)

Oksiiriik 109 (32,5)

Istahsizlik 79 (23,6)

Bas Agrist 48 (14,3)

Tablo 4.6 GABHS Uremesi Saptanan Hastalarin Semptomlari ve Fizik Muayene

Bulgularinin Dagilim Grafigi (n:335)

90

GABHS Uremesi Saptanan Hastalarin Semptom ve Fizik Muayene

Bulgularinin Dagilimi

80 -

70 -

60 -

50 -

40 |

30

20

10 -

84,8
77
67,5
61,8
32,5
23,6
14,3
Ates Tonsilde Servikal LAP Bogaz Agrisi Oksiiriik Istahsizlik Bas Agris1
Eksiidasyon ve/veya
Yutkunma

Giicliigii
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Bogaz siiriintii 6rneklerinde GABHS iiremesi saptanan hastalarda izlemde eslik eden
klinik durumlar akut otitis media, serdz otit, sinuzit ve Hendch- Schonlein purpurasi olarak

belirlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 GABHS Uremesi Saptanan Hastalarda izlemde Eslik Eden Klinik Durumlar

Hasta Sayisi
Eslik Eden Klinik Durumlar
n (%)
Sinuzit 6 (1,8)
Akut Otitis Media 5(1,5)
Serdz Otitis Media 1(0,3)
Hendch-Schonlein Purpurasi 1(0,3)
Toplam 13 (3,9)

GABHS iiremesi nedeniyle uygun antibiyotik tedavisi verilen ve 3 ay siire ile izlenen
335 hastanin hi¢birinde akut romatizmal ates, akut post-streptokoksik glomeriilonefrit ya da
streptokoksik enfeksiyonlarla iliskili otoimmun noropsikiyatrik hastaliklar gibi post-

streptokoksik siipiiratif olmayan komplikasyonlar goriilmedi.

4.3. Laboratuar Bulgulan

Calismamiz sirasinda GABHS iiremesi saptanan 335 hastadan 265’1 uygun
antibiyoterapi (Penisilin — Benzatin penisilin veya penisilin V -, amoksisilin klavulanik asit,
ikinci kusak oral sefalosporin — sefuroksim aksetil veya sefaklor -, makolid) sonrasinda
kontrol bogaz siirlintii kiiltiirli ile degerlendirilmistir. Bu hastalarin %13’{inde ikinci kiiltiirde

de GABHS iiremesi saptanmustir.

Bogaz kiiltiirii ile degerlendirilen 710 hastada es zamanli olarak hizli streptokok antijen
testi uygulandi. Hizli streptokok antijen testinin sensitivitesi %84,2, spesifitesi %88,7

bulundu. Calismamizda hizli streptokok antijen testinin pozitif prediktif degeri %63,3, negatif
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prediktif degeri %96,1, yanls pozitiflik degeri % 36,7 yanlis negatiflik degeri %3,9 olarak
hesaplandi ( Tablo 4.7).

Tablo 4.8 Bogaz Siiriintii Orneginde GABHS Uremesi ve Es Zamanh Hizh Streptokok
Antijen Testi Uygulamasi (n:710)

AGBHS Pozitif Negatif Toplam
o 0 (1)
Hizh Strep Tes n (%) n (Yo) n (7o)
Pozitif 112 (15,7) 65 (9,2) 177 (24,9)
Negatif 21 (3) 512 (72,1) 533 (74,1)
Toplam 133 (18,7) 577 (81,3) 710 (100)

4.4. emm Gen Tiplendirmesi

DNA dizi analizi i¢in incelenen 112 6rnekten, emm primer 1 ve primer 2 primerleri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile ‘emm gen’ amplifikasyon {iriinii elde edilmistir

(Resim 4.1).

Resim 4.1 emm Primer 1 ve emm Primer 2 Kullanilarak Elde Edilen Amplifikasyon
Uriinlerinin Agaroz Jel Uzerinde Gériintiilenmesi (Ornek 1, 2, 3,4 ve 6’min emm dizi

analizi yapildi, 6rnek 5 ve 7°nin dizi analizi yapilamadi. M: referans)

Ornekler
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Polimeraz zincir reaksiyonu ile dizi analizi i¢in yeterli miktarda DNA iiriinii elde edilen
75 oOrnegin 14’tinde (%]18,7) ise dongiisel dizileme sonucunda elde edilen DNA iiriinii,

tiplendirme i¢in kullanilan veri tabani ile karsilagtirilmak i¢in yeterli saflikta bulunmadi.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile dizi analizi i¢in yeterli miktarda DNA iiriinii elde edilen
ve dongiisel dizileme sonucunda elde edilen DNA iiriinii, tiplendirme i¢in kullanilan veri
tabani ile karsilagtirilmak i¢in yeterli saflikta bulunan 61 (% 81,3) S. pyogenes susunun emm

gen tiplendirmesi yapild1 (Sekil 4.3).

Hastalik Onleme ve Koruma Merkezi’ne ait veri tabaninda bulunan referans suslar ile
dizi analizi ile elde edilen sonuglar karsilastirilarak ¢alismada yer alan suslarin emm tipleri

tanimlanda.

Incelenen suslarin emm tipleri 1, 2, 3, 4, 5, 12, 14, 19, 22, 26, 28, 44, 63, 76, 77, 87, 89,
98 ve 188 olarak belirlenmistir. Belirlen 19 emm tipi arasinda en yiiksek oranda emm 1, 3, 4

ve 5 tipleri tanimlandi (Tablo 4.9 ve Tablo 4.10).

Calismamizda incelenen ve tiplendirilmesi yapilabilen suslarin emm tipleri, izole

edildikleri hastalarin cinsiyetleri ve yas gruplarina gore dagilimlari tablo 4.11° de verilmistir.

Tiplendirme yapilan suslarin izole edildigi ¢ocuklarin cinsiyetleri ve yas gruplan ile

belirlenen emm tipleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunmadi. (p>0.05).
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Sekil 4.3 Is1 Dongiisii ile Cogaltilan DNA Uriinlerinden Birinin Dizi Analizi Sonucunda

Kapiller Jel Elektroforezi Yapilarak Elde Edilen Kromotogram Goriintiisii

all 70 20
LAGTTAAG GCGGAAGGGGTTTCTGTAG G TTOCA

210 220 230 240
ATGTAGAACGTCAC TACC TCAGACAACTAGATCAA GA,

At

310 320 330 340
AAATAGACAA ACGU TATCAAGAACAACTCCAALAAACAACAS

‘!&M“M‘ M‘M“i o

3 .l.'.i!k. >,

350 360 370 320
AATTAGAAACAGAAAAGDAAATCTCA AAGCTAGTCOGTA

A
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Tablo 4.9 Tanimlanan emm Tipleri ve Dagilimi (n:61)

emm Tipleri ve Daghm

Hasta Sayisi

25

20 -—_

15

10 H ]

5 L a

o LU L ,ﬂﬂﬂ,ﬂ 1l m mﬂ,ﬂ islln
S s s s }"“?\}“‘N}“?‘\ q@*‘{}‘%ﬁfﬁﬁi&}ﬁﬁé‘\“i‘*‘iv 3
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Tablo 4.10 Tamimlanan emm Tiplerinin Dagilimi (n:61)

emml emml
23% B emm?
Bl emm3
M emm4
& emm5
H emml2
B cmml4
O emm19
- emm?2
: 7% emm22
e B emm26
B emm28
EH emm44
emmo63
B emm76
O emm77
O emm87
B emm89
B emm98
B emml18
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Tablo 4.11 Tiplendirilmesi Yapilabilen Suslarin emm Tipleri, izole Edildikleri

Hastalarin Cinsiyetleri ve Yas Gruplarina Gore Dagilimlar: (n:61)

Hasta Sayisi Erkek Kiz 2-12yas | >12yas
emm Tipi n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
emm 1 14 (22,9) 7(11,4) 7(11,4) 12(19.7) | 2(3.4)
emm 2 4 (6,6) 0(0) 4(6,7) 4(6,7) 0(0)
emm 3 7(11,5) 1(1,6) 6 (9.8) 7 (11,4) 0 (0)
emm 4 6 (10) 2(3.4) 4(6,7) 6 (9.8) 0(0)
emm 5 5(8,2) 3(5,0) 2(3.4) 5(8) 0(0)
emm 12 3(4,9) 2(3.4) 1(1,6) 3(5,0) 0(0)
emm 14 1(1,6) 1(1,6) 0 (0) 0(0) 1(1,6)
emm 19 2(33) 0(0) 2(3.4) 2(3,4) 0(0)
emm 22 2(33) 1(1,6) 1(1,6) 2(34) 0(0)
emm 26 1(1,6) 0(0) 1(1,6) 1(1,6) 0(0)
emm 28 3(4,9) 2(3,4) 1(1,6) 2(3,4) 1(1,6)
emm 44 3(4,9) 3(5,0) 0 (0) 3(5,0) 0 (0)
emm 63 1(1,6) 0(0) 1(1,6) 1(1,6) 0 (0)
emm 76 1(1,6) 1(1,6) 0 (0) 1(1,6) 0 (0)
emm 77 2(33) 1(1,6) 1(1,6) 2(3,4) 0(0)
emm 87 1(1,6) 1(1,6) 0 (0) 1(1,6) 0 (0)
emm 89 3(4,9) 2(3.4) 1(1,6) 2(3.4) 1(1,6)
emm 98 1(1,6) 0(0) 1(1,6) 1(1,6) 0 (0)
emm 118 1(1,6) 1(1,6) 0 (0) 1(1,6) 0(0)
Toplam 61 (100) 28 (45.,9) 33 (54,1) 56 (91,8) | 5(8,2)
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Tablo 4.12 emm Tiplerinin Yaslara Gore Dagilimi (n:61)

emm Tiplerinin Yaslara Gore Dagilim

'?; 0 144-179 ay
E m120-143 ay
> m84-119 ay
% 0 60-83 ay
== £ 24-59ay

100% +

90% - I
80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% A

0% - g T
&\ &'\o

& & &

emm Tipleri

emm tiplendirilmesi yapilan 61 hastanin emm tiplerine gore basvuru yakinmalar1 ve
fizik muayene bulgular tablo 4.13de, en sik belirlenen emm tiplerine gore hastalarin bagvuru

yakinmalar1 ve fizik muayene bulgular1 grafigi tablo 4.14’de verilmistir.

GABHS izole edilen hastalara eslik eden hastaliklarin emm tiplerine gore dagilimi tablo
4.15°de verilmistir. Tanimlanan emm tipleri ile eslik eden hastaliklar arasinda istatistiksel

olarak anlamli iligki bulunmadi (p>0.05).



Tablo 4.13 S. pyogenes Suslarimin izole Edildigi Hastalarin Basvuru Yakinmalari, Fizik Muayene Bulgular1 ve emm Tipleri
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(n:61)
Bogaz Agris1 ve/veya Tonsilde Servikal Bas
Hasta Ates | Yutkunma Giicliigii Eksudasyon LAP Istahsizhk | Agris1 | Oksiiriik
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
emml 14 (22,9) | 14 (22,9) 13 (21,3) 12 (19,67) 9 (14,7) 4 (6,6) 1(1,63) | 7(11,45)
emm?2 4 (6,6) 4 (6,6) 4 (6,6) 4 (6,6) 2 (3,27) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63)
emm3 7(11,45) | 5(8,77) 6 (10) 3(4,91) 3(4,91) 2 (3,27) 1(1,63) 4 (6,6)
emm4 6 (10) 5(8,77) 5 (8,23) 6 (10) 4 (6,6) 3(4,91) 0 (0) 1(1,63)
emm3 5(8,19) 5 (8,77) 2 (3,27) 4 (6,6) 2 (3,27) 0 (0) 2(3,27) | 1(1,63)
emm12 3(4,91) 3(4,91) 3(4,91) 2 (3,27) 2 (3,27) 0 (0) 1(1,63) | 1(1,63)
emm14 1(1,63) 1(1,63) 1(1,63) 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 0 (0)
emm19 2 (3,27) 2 (3,27) 1(1,63) 2 (3,27) 2 (3,27) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63)
emm22 2 (3,27) 2 (3,27) 2 (3,27) 2 (3,27) 0 (0) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63)
emm26 1(1,63) 1(1,63) 2 (3,27) 1(1,63) 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 0 (0)
emm28 3(4,91) 3(4,91) 2 (3,27) 3(4,91) 0 (0) 2 (3,27) 1(1,63) | 1(1,63)
emm44 3(4,91) 3(4,91) 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63)
emme63 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
emm?76 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
emm77 | 2(3,27) 2 (3,27) 2 (3,27) 1(1,63) 2 (3,27) 0 (0) 0 (0) 1(1,63)
emm87 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 0 (0)
emm89 | 3(4,91) 3(3,27) 1(1,63) 3(4,91) 2 (3,27) 1(1,63) 1(1,63) | 1(1,63)
emm98 1(1,63) 1(1,63) 2 (3,27) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(1,63)
emm118 | 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 1(1,63) 1(1,63) 0 (0) 0 (0) 1(1,63)
Toplam | 61 (100) | 57 (93,4) 48 (78,7) 46 (75,4) 32 (52,5) 17 (27,9) | 9(14,8) | 23 (37,7)
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Tablo 4.14 En Yiiksek Oranda Belirlenen emm Tiplerine Gore Hastalarin Bagvuru

Yakinmalar ve Fizik Muayene Bulgular:

En Yiiksek Oranda Belirlenen emm Tiplerine gore Hastalarm Basvuru Yakinmalan ve Fizik
Muayene Bulgulan

25
20 [
15 A —‘
10 T !
"
;| X
N
N
o+ ™
Ates Bogaz Agrist  Tomside  Servikal LAP  Istahsizhk Bas Agrist Oksiiritk Hasta
ve/veya Eksudasyon
Yutkunma

Oemml Hemm2 @ emm3 B emmyd K emmS E emml2

Tablo 4.15 GABHS Enfeksiyonlarina Eslik Eden Klinik Tablolarin emm Tiplerine Gore

Dagilim

GABHS Enfeksiyonlarma Eslik Eden
emm Tipi
Klinik Tablolar
Sinuzit emm5, emm87
Akut Otitis Media emm28, emm77
Serdz Otitis Media emml14
Henoch-Schoénlein Purpurasi Belirlenemedi
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Bogaz siiriintii 6rneklerinde S. pyogenes liremesi saptanan hastalara uygun antibiyotik
(penisilin — benzatin penisilin ve penilisin V - amoksisilin klavulanik asit, ikinci kusak
sefalosporin -sefuroksim aksetil ve sefaklor -, makrolid) tedavisi verildikten sonra kontrol

bogaz siiriintii 6rnegi kiiltiirleri ile degerlendirildi.

emm gen tiplendirmesi yapilan 61 hastadan 49’u (%80) bogaz siiriintii 6rnegi kontrol
kiiltiirti ile degerlendirildi. Bogaz siiriintii 6rnegi kontrol kiiltiirtinde 7 (%11.8) hastada iireme
saptand1. Bogaz siirlintii 6rnegi kontrol kiiltiiriinde S. pyogenes iiremesi saptanan emm tipleri

emml, emm3, emm4, emmS5, emm44 ve emm63°diir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16 Bogaz Siiriintii Ornegi Kontrol Kiiltiiriinde S. pyogenes Uremesi Olan

Hastalarin emm Tiplerine Gore Dagilimi (n:7/36)

emm Tipi Kontrol Kiiltirde Ureme Saptanan Hasta Sayis1 /
Toplam Hasta Sayisi (n)
emm 1 2/14
emm 3 1/7
emm 4 1/6
emm 5 1/5
emm 44 1/3
emm 63 11
Toplam 7/36

Calisma sirasinda izole edilen S. pyogenes suslarinin 19 farkli emm tipinde oldugu
saptanmistir. Belirlen 19 farkli emm tipinden emm1, 2, 3, 5, 12, 14, 19, 22, 28, 76, 77 ve 89
‘un, S. pyogenes suglarina kars1 gelistirilen, faz 3 ¢alismalar1 devam eden 26 degerlikli asinin
icerdigi emm gen lriinii proteinler arasinda oldugu belirlendi. Caligma sirasinda belirlenen
toplam 19 farkli emm tipinden, 26 degerlikli as1 tarafindan igerilen 12 emm tipi, tiplendirme
yapilan 61 hastanin 47’sinden izole edildi. Incelenen &rneklerin %77’si arastirmalart

yapilmakta olan 26 degerlikli as1 tarafindan kapsanmaktadir.



74

5. TARTISMA

Cocukluk ¢aginda siklikla farenjit etkeni mikroorganizma viruslar (Adeno virus, Rino
virus, Korona virus, Parainfluenza, influenza ve Ebstein-Barr virus) olmakla birlikte, %15
olguda etken GABHS’tur (105). Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Genel Pediatri poliklinikleri’ne akut tonsillofarenjit bulgular1 ile basvuran
cocuklarda yaptigimiz c¢aligmamizda da bogaz siiriintii 6rnegi ile degerlendirilen 3321
hastanin %10’ unda GABHS iiremesi saptandi. Calismamizin ¢ocuk yas grubunda yapilmasi,
hastalarin 6zellikle de 2-17 yas grubundan secilmis olmasi, degerlendirilen bogaz siiriintii
orneklerinde %10 GABHS iiremesi gosterilmesine neden oldu Calismanin GABHS
tiremesinin mevsimsel dagilimi ile uyumlu olarak, kis mevsimlerinde yiiriitiilmesi bogaz

stirlintli 6rnegi kiiltlirlerinde GABHS iiretme oranimizi olumlu yonde etkiledi.

Calismaya alinan hasta popiilasyonunun sadece Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Genel Pediatri poliklinikleri’ne akut tonsillofarenjit bulgular ile
basvuran c¢ocuklar arasindan secilmesi, ¢alismamizin kisitli bir bolgede yiiriitiilmesine ve
degerlendirilen hasta sayisini azaltarak bogaz siirlintii 6rnegi kiiltiirlerinde GABHS iireme

sayisini azaltti.

Bogaz siirlintii 6rneklerinin farkli kisiler tarafindan alinmasi, 6rnek alma yonteminin
standardizasyonunda yapilmis olabilecek bireysel hatalar veya 6rneklerin laboratuar ¢aligmasi
sirasinda yasanabilecek olumsuzluklar nedeniyle, ¢galismamizda elde ettigimiz GABHS siklig1

literatiirde belirtilen %15 oraninin altinda kald.

Tanz ve arkadaslar1 Kasim 2004 - Mayis 2005 tarihleri arasinda akut farenjit tablosu ile
basvuran 3-18 yas arasi 1848 hastada yiiriittiigii 6 merkezli ¢aligmada hizli streptokok antijen
testinin sensitivitesi %70, spesifisitesi %98 olarak bildirilmistir (106). Bizim ¢aligmamizda
belirlenen hizli streptokok antijen testi sensitivitesi literatiirde bildirilenden yiiksek, spesifitesi
literatiir ile uyumlu bulundu. Tez ¢alismas1 kapsaminda bogaz siiriintii drneklerinin titizlikle
almmasi ve hizli streptokok antijen testinin laboratuarda daha dikkatli c¢alisilmasi,

calismamizda hizli streptokok testi sensitivitesinin daha yliksek bulunmasina neden oldu.

Uygun tedavi sonrasinda alinan kontrol bogaz kiiltiirlerinde GABHS iiremesinin devam

etmesi beklenen bir durum degildir. Bu durum tasiyiciliga bagl olabilir. Calismamiza alinan
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hastalarin %13’{inde ikinci kiiltirde de GABHS {iiremesi saptanmistir. Kontrol bogaz siiriintii
ornegi kiiltiirlerinde saptanan iiremeler yetersiz antibiyoterapi ile agiklanabilecegi gibi, bu
hastalarda GABHS tasiyiciligi ile de agiklanabilir. Calismamizin amaci S. pyogenes suslarinin
emm gen tiplendirilmesinin yapilmasidir. Bu nedenle bogaz siirlintii 6rnegi kiiltiiriinde
GABHS iiremesi saptanan olgularin tasiyict olmasi hipotezimiz agisindan bir sorun

olusturmamaktadir.

M proteini, GABHS larin hiicre yiizeyinde yer alan, en 6nemli viriilans faktoriidiir.
Streptokok enfeksiyonlarinin gelismesinde ve konak organizmanin gegirilen streptokok
enfeksiyonuna karsi bagisiklik gelistirmesinde esas rol oynamakta ve GABHS suslarinin
serotiplendirmesinde de kullanilmaktadir. S.pyogenes’in, M proteini esas alinarak 80’den
fazla serotipi tanimlanmistir (2,3,21,22,23). Molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler, M proteini
serotiplerinin anti-serumlarinin ticari olarak elde edilmesindeki zorluklar, anti-serumlarin
maliyetinin yiiksek olmasi arastirmacilart M proteininin serolojik tiplendirmesi yerine M
proteinini kodlayan emm geninin niikleotid dizi analizini yapmaya yonlendirmistir. S
.pyogenes suslarinin emm tiplendirilmesinin yapilmasi, GABHS’larla ilgili ytiriitiilen
epidemiyolojik ¢aligmalarin dogrulugunu ve etkinligini arttirmistir. emm gen dizi analizi ile
molekiiler diizeydeki kiiciik farkliliklar belirlenebilmekte ve sayede serolojik yontemlerle ayn1
mikroorganizma olarak tanimlanan suslar, farkli alt gruplar halinde tanimlanabilmektedir.
emm dizi analizi yontemi ile tanimlanan suslar diinya capinda bir veritabaninda, CDC,
toplanmakta ve tlim arastiricilara yeni suslarin tanimlanmasi ig¢in yol gosterici olmaktadir
(24,99). Giinitimiizde CDC veritabaninda 160’1n iizerinde farkli emm genotipi tanimlanmistir

21).

Bilinen serotiplerle, PCR teknigi ile elde edilen emm gen sekanslari arasinda iyi

derecede korelasyon saglanmaktadir (3).

PCR teknigi ile dizi analizi, suslar arasinda gelisen rekombinasyonlar nedeniyle, yeni
emm genlerinin yada hibrid M protein molekiillerinin tanimlanmasi agisindan

hibridizasyon teknigi’ne iistiin durumdadir (107).

Son yillarda, emm spesifik oligoniikleotid problarin kullanildigi hizli hibridizasyon
tekniklerinin de M protein serotiplerinin tanimlanmasinda kullanilabilecegi arastirmalarda

bildirilmektedir (108).
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Beall ve arkadaglar1 ¢aligmalarinda 95 bilinen M serotipinin ve 77 klinik Ornekten
74°iniin, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi yotemi ile emm gen tiplerini belirlemistir.
Beall B. ve arkadaslar1 ¢alismalarinda emm allelinin c¢ogaltilmasi ve tanimlanmasi igin
niikleotid primer ¢iftlerini kullanmislardir. Referans suslarin 95 tanesinden, 81’1 GenBank
veritabaninda yer alan sekanslarla ileri derecede benzerlik gostermistir. Geri kalan 5 tanesi ise
yeni gen sekanslar1 olarak GenBank veritabanina eklenmistir. PCR analizi ile elde edilen
sekanslar1 GenBank veritabani ile eslestirilemeyen 6 sus i¢in ileri incelemeler yapilmasi

planlanmistir (21).

Brandt ve arkadaglari Almanya’nin Aachen bélgesinde yiiriittiikkleri ¢alismada, bogaz
enfeksiyonlari siarsinda izole edilen 210 S. pyogenes susunun tamaminin emm gen dizi analizi
ile emm tiplendirmesini yapmislar ve Aachen bdlgesinde en sik goriilen emm tiplerini emm 1

(%18.,5), emm 12 (%15,7), emm 3 (%14,4) ve emm 28 (%13,9) olarak bildirmislerdir (109).

Meksika’da Espinosa ve arkadaslan yiiriittiikleri caligmada, farenjit klinigi ile bagvuran
282 cocuk hastada izole ettikleri S. pyogenes suslarinin emm gen dizi analizini yapmis ve 27
emm tipi belirlemislerdir. Belirledikleri emm tiplerini emm 1 (%17,4), emm 12 (%17,4), emm
3 (%7,8), emm 75 (%7,8), emm 4 (%6,4), emm 6 (%6,2), emm 2 (%6), emm 77 (% 6), emm 22
(%5,7), emm 18 (%3,3), emm 9 (%3,2), emm 89 (%2,1), emm 5 (%2,8), emm 28 (%1,8), emm
66 (%1,4), emm 92 (%1,4), emm 41 (%0,7), emm 78, 48, 49, 76, 82, 33, 58, 87, 102 (%0,4)
olarak bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada belirlenen 27 emm tipinden 15’inin Amerika Birlesik

Devletleri’nde gelistirilmekte olan 26 degerlikli as1 tarafindan kapsandig1 gosterilmistir (91).

Shulman ve arkadaglar1 2000-2002 yillar1 arasinda kuzey Amerika eyaletlerinde ve
Kanadada yiiriittiikkleri arastirmada farenjit klinigi ile bagvuran 3-18 yas grubu cocuk
hastalardan izole edilen GABHS suslarinin emm tiplendirilmesini yaptilar. Birinci y1l emm 12
(%20,6), emm 1 (%15.,5), emm 28 (%13,1), emm 4 (%8,3), emm 3 (%7,7); ikinci yil emm 1
(%22,3), emm 12 (%16,3), emm 4 (%8.,4), emm 28 (%8,1), emm 3 (%7,9) oraninda izole
ettiklerini bildirmislerdir. Ardisik iki yil siiresince izole edilen suslarin ayni emm tiplerine

sahip olduklarini ancak izole edilme sikliklarinin degistigini gostermislerdir (110).

Ulkemizde bu konuda daha 6nce vyiiriitiilen ve iilkemizde bu konuda yapilan ilk ¢alisma
ozelligini tagtyan Akca ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ise Ankara bolgesinde belirlenen emm
tipleri, emm 12 (%16,5), emm 3 (%15,4), emm 1 (%12,1), emm 75, 29 (%S5,5) ve emm 6
(%4,3) olarak bildirilmistir (94).
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Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Klinigi’ne akut tonsillofarenjit bulgulari ile basvuran
cocuk yas grubu hastalarda yaptigimiz ¢alismamizda ise en yiiksek oranda emm 1 (%22.9),
emm 3 (%11,4), emm 4 (%9,8), emm 5 (%8,1) ve emm 2 (%6,5) tipleri belirlendi.
Calismamizda izole edilen emm tiplerinin Brandt, Espinosa, Shulman, Ak¢a ve arkadaslarinin
calismalarinda belirlenen emm tipleri ile uyumlu goriilmektedir. Farkli bolgelerde yiirtitilmiis
olmasina ragmen Brandt, Espinosa, Shulman ve arkadaslarinin ikinci yil sonuglarinda en
yiiksek oranda (sirastyla %18.,5, %17,4 ve %22,3); Akga, Shulman ve arkadaglarinin birinci
yil sonuglarinda ise yiiksek oranda (sirastyla %12,1 ve %15,5) izole edilen emm 1 tipi bizim
calismamizda da %22,9 ile en yiiksek oranda izole edilen emm tipi olmustur. Mevcut verilere
bakarak tilkemizde izole edilen S. pyogenes suslarinin emm tipinin genotipik olarak Avrupa ve

Kuzey Amerika suslarinin emm tipleri ile benzerlik gosterdigi yorumu yapilabilir.

Calismamizda izole edilen S. pyogenes suslarinin dizi analizi yapildiktan sonra varolan
bilgisayar programlar1 yardimiyla CDC’nin GenBank veri tabaninda bildirilmis olan referans
tiplerin dizi analizleri ile benzerlikleri esasina dayanilarak tiplendirmeler yapilmistir. Bu
sekilde Istanbul drnekleminde iilkemizde goriilen emm tipleri hakkinda bilgi sahibi olundu.

Calismamiz sirasinda veri tabaninda yer almayan bir emm tipine ait dizi analizi elde edilmedi.

Avusturalya’nin tropikal kuzey kesiminde yasayan yerli halktan izole ettikleri S.
pyogenes suslarint Hartas ve arkadaslari tiplendirmis ve endemik olarak S. pyogenes
enfeksiyonu sonrasinda goriilen ciddi akut glomerulonefrit vakalarindan izole ettikleri emm 1
ve emm 12 tiplerini nefritojenik suslar olarak tanimlamiglardir. Yine bu ¢alismada emm 5 ve
emm 55 sik rastlanan diger emm tipleri olarak bildirilmistir (95). Invazif ve toksik
streptokokkal enfeksiyonlar ile ilgili yapilan klinik ve epidemiyolojik c¢aligmalarda, en sik
emm 1 ve 3 olmak tlizere, emm 11, 12 ve 28 serotipleri siklikla etken mikroorganizma olarak
bildirilmektedir. Calismamizda invazif Streptokokkal enfeksiyonlardan sorumlu oldugu
bildirilen emm 1, emm 3, emm 12 ve emm 28 tipleri izole edilmekle birlikte, akut enfeksiyon
sirasinda ya da c¢aligmaya katilan hastalarin 3 aylik izlemi siiresince siipiiratif ve post-

infeksiydz siipiiratif olmayan komplikasyonlar goriilmedi.

Kaur ve arkadaslar1 akut romatizmal ates indansinin tiim diinyada 0,55-11/1 000
arasinda degistigini bildirmislerdir (111). Ganguly ve arkadaslarinin 1998’de Kuzen
Hindistanda yiiriittiikkleri ¢aligmada 5-15 yas grubu okul g¢ocuklarinda romatizmal kalp
hastalig1 oran1 210/100 000 olarak bildirilmistir (111).
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1987 yilinda Majeed ve arkadaglarinin Kuveyt’te yirittiikleri calismada akut
romatizmal ates ve post-streptokoksik akut glomeriilonefrit yillik insidansi ¢ocuk yas
grubunda 19,6 ve 17,8/ 100 000, tiim yas gruplarinda ise 7,3 ve 6,7 /100 000 (sirasiyla) olarak
bildirilmistir (112).

Murphy ve Pichichero 2002 yilinda, yiiriittiikleri 3 yillik prospektif ¢alisma siiresince
takip ettikleri 4000 GABHS farenjit olgusundan 12’sinin PANDAS bulgularin1 gosterdigini
yayilamiglardir (113).

2006 yilinda Abali ve arkadaslarinin Tiirkiye’de yiiriittiikkleri ¢alismada GABHS
faranjiti tanili 31 hasta ile 28 olgudan olusan kontrol grubunu PANDAS acisindan
karsilagtirmis ve her iki gruba da uyguladiklar1 The Children’s Yale-Brown Obsessive-
Compulsive Scale sonucunda GABHS farenjiti olan olgularin skorlarinin daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir (63).

Calisgmamizda bogaz siiriintii 6rnegi kiiltiirinde GABHS {iremesi saptanarak ii¢ aylik
stre ile takip edilen hastalarda otoimmun mekanizmalarla gelisen siipiiratif olmayan
komplikasyonlarin gériilmemesi, komplikasyonlarin goriilme sikligi goz oniine alindiginda,
calismaya alinan hasta popiilasyonunun kiiclik olmasi ile agiklanabilir. Calismamiza alinan
335 hasta ozel bir psikiyatrik degerlendirmeye alinmamis, ancak aileleri davranig
degisiklikleri ve bogaz enfeksiyonu sirasinda edinilen yeni aligkanliklar, uyku bozukluklar
acisindan sorgulanmistir. Hastalarin PANDAS tanisina yonelik olarak 6zel psikiyatrik
testlerle degerlendirilmemis olmasi, ¢alismaya alinan hasta popiilasyonunun kiigiik, izlem

stiresinin kisa olmasi ile PANDAS olgularin taninmama olasiligin1 arttirmaktadir.

Bogaz siiriintii 6rnegi alma islemi sirasinda gelisebilecek bireysel hatalar ya da
orneklerin laboratuarda g¢alisilmasi sirasinda yapilabilecek hatalardan kaynaklanan yanlis
negatif kiiltlir sonuglar1 elde edilmesi s6z konusudur. Calismamiz siiresince yalnizca bogaz
stirlintii 6rnegi kiiltiirinde GABHS iiremesi saptanan hastalarin takip edilmesi, yanlis negatif
kiiltiir sonuglarina sahip olan hastarin takip edilmemesine neden olmustur. Takip edilmeyen
hastalarda akut romatizmal ates, post-streptokoksik akut glomeriilonefrit ve PANDAS
acisindan siipheli semptom ve/veya bulgularin gelisip gelismedigine dair bilgimiz maalesef

bulunmamaktadir.
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S. pyvogenes neden oldugu tonsillofarenjit enfeksiyonundan ziyade, uygun antibiyotik
tedavisi almayan vakalarda post-infeksiydz donemde otoimmun mekanizmalarla gelisen akut
romatizmal ates, akut post-streptokokkal glomeriilonefrit ve PANDAS gibi siipiiratif olmayan
komplikasyonlar nedeniyle halk sagligi acisindan onem tasimaktadir. Siipiiratif olmayan
komplikasyonlar giliniimiizde sadece iilkemiz ya da gelismekte olan tilkeler igin degil,
gelismis tilkelerde de ciddi bir sorun olarak énemini korumaktadir (11,12,49,52,54,55,56,61).
Bu nedenle S. pyogenes infeksiyonlarindan korunmak amaciyla as1 c¢aligmalar

yuritilmektedir (114).

Amerika Birlesik Devletleri’nde gelistirilen M proteinine dayali 26 degerlikli aginin
tavsanlarda konak organizma ile reaksiyona girmeyen ve yeterli titrelere ulasan antikor cevabi
olusturdugu gosterilmistir (83). McNeil ve arkadaslarinin 2005 yilinda saglikli goniillii
eriskinler iizerinde yiiriittiikkleri calismada, 26 degerlikli asinin uygulandigi bireylerde antikor
titresinde 4 kat ylikselme saptanmis, goniillii bireylerin hi¢ birinde akut romatizmal ates ya da
akut glomeriilonefrit ve benzeri klinik tablolar gelismedigi bildirilmistir (115). Yirmialt1
degerlikli bu as1 emm 24, 5, 6, 19, 29, 14, 1, 12, 28, 3, 1.2, 18, 2, 43, 13, 22, 11, 59, 33, 89,
101, 77, 114, 75, 76 ve 92 tiplerine ait proteinler igermektedir. Calismamizda belirlenen 19
emm tipinden 12°si (emm 1, 2, 3, 5, 12, 14, 19, 22, 28, 76, 77 ve 89) gelistirilen as1 tarafindan
icerilmektedir. Dizi analizi ile emm tipleri belirlen S. pyogenes suslarmin izole edildigi
hastalarin %77’si gelistirilen asimin hedef popiilasyonu i¢inde yer almaktadir. Hedef kitlesi
olan ¢ocuk yas grubunda, daha fazla klinik ¢aligma gerekliligi tasiyan mevcut 26 degerlikli
asinin, Akca ve arkadaslarinin ve calismamizin sonuglari géz Oniline alindiginda, klinik

kullanimina izin verilmesi durumunda {ilkemiz i¢in etkin olabilecegi goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Bu ¢alismada Aralik 2007 — Ocak 2009 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghg ve Hastaliklar1 AnaBilim Dali Genel Pediatri poliklinikleri’nde yiiriitiildii. Akut
tonsillofarenjit bulgular1 ile bagvuran ¢ocuk hastalarin bogaz siirlintii 6rneklerinden izole
edilen 335 S. pyogenes susu arasindan, mevsim ve drnek saklanma tarihi esas alinarak 112

ornek emm gen dizi analizi ile emm tiplendirilmesi yapilmak tizere caligildi.

. Dizi analizi i¢in ¢alisilan 112 sustan 61 tanesinin emm tipi belirlendi. Belirlenen emm
tipleri siklik sirasina gore emm 1, emm 3, emm 4, emm 5, emm 2, emm 12, emm 28, emm 44,
emm 89, emm 19, emm 22, emm 77, emm 14, emm 26, emm 63, emm 76, emm 87, emm 98 ve

emm 118’dir. En yiiksek oranda emm 1 ve emm 3 izole edildi.

o Invazif enfeksiyonlara ve streptokok enfeksiyonlarindan sonra gelisen siipiiratif ve
stiptiratif olmayan komplikasyonlarla iliskili oldugu bildirilen emm 1, emm 3 ve emm 12

tipleri bu ¢alismada da izole edildi (sirasiyla %22,9, %11.,4 ve %4,9).

. Bu calismada izole edilen 19 emm tipinden 12 tanesi, Amerika Birlesik Devletleri’nde
gelistirilmekte olan 26 degerlikli as1 igeriginde yer almaktadir. 26 degerlikli as1 tarafindan
icerilen emm tipleri emm 1, emm 2, emm 3, emm 5, emm 12, emm 14, emm 19, emm 22, emm

28, emm 76, emm 77, emm 89’dur.

. Bu ¢alismada bogaz siirlintii 6rnegi kiiltiirlerinde GABHS izole edilen 335 hastanin
265’1 uygun antibiyotik tedavisi sonrasinda bogaz siirlintii 6rnegi kontrol kiiltiiri ile
degerlendirildi ve 35 tanesinde tekrar GABHS fliremesi saptandi. GABHS iiremesi saptanan
hastalarin emm tiplerine gore dagilimi emm 1 (2 hasta), emm 3 (1 hasta), emm 4 (1 hasta),

emm 5 (1 hasta), emm 44 (1 hasta), emm 65 (1 hasta) seklindedir.
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. Bu caligmada bogaz siirlintii 6rnegi kiiltiirlerinde GABHS izole edilen 335 hastanin
hi¢birinde 3 aylik izlem siiresince siipiiratif ya da siipliratif olmayan post-streptokoksik

komplikasyon goriilmedi.

. Amerika Birlesik Devletleri’'nde gelistirilmekte olan ve giiniimiiz i¢in elimizdeki
verilerle Tiirkiye’de de etkin olacagi ongoriilen 26 degerlikli asinin lilkemizdeki etkinligi
hakkinda daha ¢ok fikir sahibi olabilmek i¢in daha biiyiik gruplarin emm gen tiplendirilmesi
yapilmalidir.

o Cok merkezli ve biiyiik gruplarin katildig1 caligmalarla {ilkemizde izole edilen ve CDC

veri tabaninda bulunmayan yeni emm tipleri agisindan S. pyogenes suslart incelenmelidir.
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8. EKLER
EK 1 (Hasta Degerlendirme Formu)

‘Istanbul’da 2007-2009 Déneminde Cocuk Hastalarin Bogaz Kiiltiirlerinden Izole Edilen
A Grubu Beta Hemolitik Streptokoklarin emm Gen Tiplendirilmesi’ Calismas1 Hasta

Degerlendirme Formu

[S—

Hastanin Adi1 Soyadi:

Dosya No:

Protokol No:

Tel No:

Dogum Tarihi: Yas:

Kardes Sayist1: Bakim Sekli:
Cinsiyet: [Erkek [IKiz

Basvuru Tarihi:

A S A G o

Bagvuruda Mevcut Yakinmalar:

YAKINMA VAR YOK

ATES

BOGAZ AGRISI

YUTKUNMA GUCLUGU

TONSILLEREKSUDASYON

AGRILI SERVIKAL LAP

ISTAHSIZLIK

BAS AGRISI

OKSURUK

10.En Son Antibiyotik Kullandig1 Tarih:
11.En Son Kullandig1 Antibiyotik
12.Basvuruda Bogaz Kiiltiir Sonucu, Hizl1 Streptokok Testi ve Antibiyogrami
13. Kontrol Kiiltiir Tarihi, Kiiltiir No, Sonug:
14.Davranis Bozuklugu:
Tekrarlayan Hareketler:
Uyku Bozukluklart:
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EK 2 (Goniillii Bilgilendirme ve Onay Formu)

“Istanbul’da 2007-2009 Déneminde Cocuk Hastalarin Bogaz Kiiltiirlerinden izole Edilen
A Grubu Beta Hemolitik Streptokoklarin emm Gen Tiplendirilmesi’ Calismas I¢in

Goniilli Bilgilendirme ve Onay Formu

Hastanin,

Adi Soyadi
Dogum Tarihi
Adres

Telefon Numarasi

Tarih

Sayin Anne/Baba,

Size Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda

yiritiilmekte olan bir arastirma hakkinda bilgi vermek tizere ulasmis durumdayiz.

A grubu beta hemolitik streptokoklar ¢cocukluk ¢aginda goriilen tonsillofarenjitlerde en
stk etkin olan mikroorganizmadir. Klinik bulgular yiiksek ates, bogaz agrisi, tonsiller
iizerinde eksudasyon ve on sevikal zincirde agrili lenfadenopatidir. Bu mikroorganizmanin
bazi tipleri ile gelisen bogaz enfeksiyonu eger dogru ve yeterli tedavi edilmezse duyarli olan
cocuklarda romatizmal kalp hastaligina ve akut bobrek yetersizligine neden olabilmektedir.
Bogaz enfeksiyonuna neden olan mikroorganizma tedavi dncesinde bogaz kiiltiirii ile kesin

taninabilmekte ve ileri inceleme yontemleri ile tiplendirilmesi yapilabilmektedir.

Yapacagimiz arastirmanin amaci akut tonsillofarenjit bulgular1 olan hastalarda bogaz
stirlintii 6rnegi kiiltlirli ile etken mikroorganizmanin saptanmasi ve A grubu beta hemolitik
streptokoklar ile enfekte olan olgularda hastalifa neden olan mikroorganizma tipinin

belirlemesidir.

Klinigimize akut tonsillofarenjit bulgular1 (ates, bogaz agrisi, Oksiiriik vb...) ile

bagvuran hastalardan bogaz siiriintii 6rnegi kiiltiirlerinde A grubu beta hemolitik streptokok



95

iiremesi saptanan ¢ocuklar arastirmaya dahil edilecek ve li¢ ay siire ile takip edileceklerdir.
Hastalarin tiimii i¢in kiiltiir antibiyogram sonucuna uygun olarak antibiyotik tedavisi 10 giin
siire ile diizenlenecektir. Tedavi bitiminden sonraki 3. giin ve ilk bogaz siirlintii drnegi
kiiltiirtinde tireme saptandiktan sonraki 3. ay kontrol bogaz siiriintii Ornegi kiiltiirii
tekrarlanacaktir. Bu sekilde uygulanan tedavi ile ¢ocugunuzda akut tonsillofarenjit
bulgularina neden olan mikroorganizmanin bogaz florasindan etkin sekilde uzaklastilip
uzaklastirilamadig1 saptanacaktir. Kontrol bogaz siiriintli 6rnegi kiiltlirlerinde iireme saptanan
hastalar yine kiiltiir antibiyograma uygun olarak tedavi edilecektir. Bogaz siirlintii 6rnegi
kiiltiirlerinde iiretilen A grubu beta hemolitik streptokok suslart  Mikrobiyoloji
Laboratuar’imizda 6zel sartlarda saklanacak ve bir takim 6zel yontemler ile hastaliga neden
olan 06zel tip belirlenecektir. Bu islemlerin ¢ocugunuz iizerinde herhangibir etkisi
olmayacaktir. Tedavi sirasinda hastaliga ait ates, oksiiriik, bogaz agris1 gibi esas sikayetleriniz
disinda uygun antibiyoterapinin her ¢ocukta neden olabilecegi cesitli ila¢ yan etkileri (ishal,

gastrointestinal rahatsizlik, dokiintii vb...) ile karsilasabilirsiniz.

Aragtirma nedeniyle ¢ocugunuza herhangibir zarar verilmeyecek ve etken
mikroorganizmaya yonelik antibiyotik tedavisi disinda herhangi bir ilag ya da madde
kullanilmayacaktir. Bu arastirmadaki bilgiler kesinlikle gizli tutulacaktir. Sizden aragtirma
esnasinda ya da neticesinde herhangi bir iicret talep edilmeyecektir. Bu arastirmada yer
almaniz durumunda size ek bir licret de verilmeyecektir. Bu arastirmaya katilmay1 kabul
etmeyebilir ya da daha sonradan katilmaktan vazgegebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmasaniz
dahi ¢ocugunuz her ¢ocuk gibi tedavi ve bakim gorecektir. Calismanin yiiriitiiciileri tarafindan
uygun goriilmeyen vakalar ailesinin onayma bakilmaksizin proje dis1 birakilabilirler.

Muhtemel zarar durumunda tarafimizla temasa gecebilirsiniz.

Ailenin iliski kuracag kisi (Arastirmaci) : Prof. Dr. Emin Uniivar

Is Telefon Numarasi :02124142000/ 31668

Saym Dr Ayca Erkin Cakmak tarafindan I1.U. I.T.F. Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Genel Pediatri Bilim Dali poliklinik’lerinde tibbi bir aragtirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle

bir arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.
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Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiilk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin

ihtimamla korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiirlitiilmesi sirasinda herhangibir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan c¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir

zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli yoldan olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her
tirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Ayca
Erkin Cakmak’, 0 533 523 32 98 no lu telefon ve I.U. I.T.F. Cocuk Saghg ve

Hastahiklar1 A.B.D. is adresinden arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayicit bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de

biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diistinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde “katilime1” (denek) olarak
yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliilik

icerisinde kabul ediyorum. imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana da verilecektir.
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Goniillii Onay Formu

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik arastirmaya kendi rizamla hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr kabul

ediyorum.

GoOniilliiniin;
Adi1 Soyadi
Imzas1
Adresi

Telefon Numarasi

Velisinin;
Adi Soyadi
Imzasi
Adresi

Telefon Numarasi

Aciklamalart yapan arastirmacinin;
Ad1 Soyadi

Imzasi1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin;
Adi1 Soyadi
Imzasi

Gorevi
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Ek 3 GABHS Uremesi Saptanan Hastalarin Demografik Bulgulari, Basvuru Sikayetleri ve Fizik Muayene Bulgulari

1. Hizh 2. 3. 4. 5.
Sira |Adi Yas Kiiltiir Strep | Kiiltiir Kiiltiir Kiiltiir | Kiiltiir BQCAZ YQTKQNMA TONSILDE
No Soyadi | (ay) |Cins | Ureme Sonu¢ | Ureme Ureme Ureme |Ureme |ATES |AGRISI |GUCLUGU EKSUDASYON

1 13| 0G 154 |E AGBHS |P NF P P P P
2 15| RK 120 | K AGBHS NF P N N N
3 42 | FKP 60 |E AGBHS NF AGBHS |NF NF P N P P
4 47 |HC 60 | K AGBHS NF P P N P
5 54 | ME 72 | K AGBHS NF NF N N P P
6 64 | UD 60 |E AGBHS NF P P P P
7 65| 7S 60 | K AGBHS NF P N N P
8 79 | SB 72 | K AGBHS |P NF P N N N
9 95| ZSG 84 | K AGBHS NF P P P P
10| 120 | HNA 72 | K AGBHS NF P P N P
11 129 | OFE 84 |E AGBHS N P P N
12| 130 |GA 141 | K AGBHS NF NF P P N
13 143 | DNO 32 |K AGBHS |N NF AGBHS P N N N
14| 144 |EO 75 | K AGBHS |N NF P P N N
15 148 | TD 72 | K AGBHS |P NF P P N P
16| 149 |IA 84 | K AGBHS NF P P P N
17| 151 |SNT 72 | K YOK P NF P N N P
18| 153 |CBK 103 | E AGBHS |P NF AGBHS |NF NF P P N P
19| 154|ZD 40 | K AGBHS |P NF P N N P
20| 155|SK 128 |E AGBHS NF P N N N
21 170 | MO 120 | K AGBHS |P NF N P N N
22| 174 |FRD 89 | K AGBHS P P P N
23 178 | OA 164 |K AGBHS |P NF P P P P
24| 190 | NBS 82 |K AGBHS NF NF P N N P
25 198 | BY 108 | K AGBHS P P N N
26| 204 |EU 72 |E AGBHS NF N P P P
27| 208 |SE 115 E AGBHS NF P P N N
28| 212 |BB E AGBHS |P

29| 213 |TBI 57|E AGBHS |P NF P N N P
30| 219|UA 65| E AGBHS P P P N
31| 220|EC 156 | K AGBHS NF P N N P




32| 226 |GK 72 |K AGBHS |P NF P P N P
33| 254 |EG 135 |K AGBHS NF p P N P
34| 262 |UBG E AGBHS

35| 264|YEI 98 |E AGBHS |P NF P P N N
36| 267|AYA 105|E AGBHS |N NF P N N P
37| 271|DY 184 | K AGBHS NF N P N P
38| 272|BK E AGBHS |P NF P N N P
39| 273 |EF 40 |[K AGBHS |P NF P P P
40| 275|AHK 111 |K AGBHS |P NF P P P
41| 294 | HFC 91 |E AGBHS NF P N N
42| 296 | AY 132 |E AGBHS |P NF P P N P
43| 301 | BEK 26 |E AGBHS NF P N N N
44| 318|TN 9 |E AGBHS NF P P P P
45| 334 |DK 60 | K AGBHS NF N P N N
46| 375|BT 108 | E AGBHS N P P P
47| 383 |MT 81 |K AGBHS |P NF P P N P
48| 394 | MK 117 |E AGBHS |P NF P N N N
49| 418 |RO 85| K AGBHS |P NF P P N P
50| 433 |EE 108 | K AGBHS |P NF P P N P
51| 445|SD 60 | K AGBHS |P AGBHS P N N P
52| 450|YY 96 |E AGBHS NF P N P P
53| 455|GA 132 |E AGBHS NF P P P P
54| 474 | TK 84 |E AGBHS |P NF P P N P
55| 480 |AC 60 |E AGBHS |P NF P P P P
56| 493 |NO 72| K AGBHS |P p N N N
57| 495|SC 90 | K AGBHS |P NF p P N P
58| 496 |CO 78 |K AGBHS |P NF P P P P
59| 513 |BD 65|E AGBHS P N N P
60| 516 |FMD 113|E AGBHS |P P P N N
61| 517 |BC 84 |E AGBHS NF P N N N
62| 526|YD 41 |E AGBHS p N N N
63| 528 |BNY 68 |E AGBHS |P NF P P N P
64| 530 | ABP 72 |K AGBHS NF NF NF P P N P
65| 540|AA 144 | E AGBHS |P NF P P N P
66| 572|AA 93 |K AGBHS P P N P
67| 577|BC 55|E AGBHS NF P N N N
68| 579 |KK 93 |E AGBHS NF AGBHS |NF P P N P
69| 585|BK 47 | K AGBHS |P NF P N N N
70| 587 |BKM 145|E AGBHS |P NF AGBHS P N N P
71| 602 | YEK 107 |E AGBHS AGBHS P P P P
72| 606 |CO 71 |K AGBHS N P N P




73| 625|AT 118 |E AGBHS NF P P N P
74| 626 |BA 102 |K AGBHS |P NF p N N P
75| 662 | AEB 74 |E AGBHS |N NF P P P P
76| 669 | VB 157 |E AGBHS NF P N P P
77 692 |OG 78 | K AGBHS AGBHS P N N N
78| 698 | OSK 40 |E AGBHS |P P P N N
79| 710 | AT 89 |E AGBHS NF P P N P
80| 741 |RZ 95 |E AGBHS |P P P N P
81| 752(SC 59 |K AGBHS NF P N N P
82| 758 |RK 85| E AGBHS [N N N N P
83| 767|SU 92 | K AGBHS |P NF P N N P
84| 771 |HTK 127 |E AGBHS NF P N N P
85| 776 |EK 59 |E AGBHS NF P N N N
86| 778|0Y 145 |E AGBHS [N AGBHS P P P
87| 780 |EF 143 | K AGBHS |P AGBHS |NF P P N P
88| 797|BB 127 |K AGBHS P N P P
89| 804 |TI 114 | K AGBHS NF P P N P
90| 807|AA 123 |[K AGBHS AGBHS P N N P
91| 808 |IA 55| E AGBHS NF P P p P
92| 810|SC 89 |E AGBHS NF P P N P
93| 82500 65 |E AGBHS |P NF P P N P
94| 829|DY 103 |K AGBHS |P NF P N N P
95| 830|GS 120 |[K AGBHS |P NF P P N P
96| 838|YS 59 |E AGBHS [P P N N P
97| 867|SEY E AGBHS |P P N N P
98| 869 |FS 84 | K AGBHS NF p P N N
99| 896 |TA 84 | K AGBHS |P NF P N N P
100 916 | AOA 72 |E AGBHS NF P P P P
101 | 925|AS 60 | K AGBHS [P NF P N P P
102| 931 |BL 72 |K AGBHS |P AGBHS p N N P
103| 935 | MM 132 |K AGBHS NF P P P P
104| 940 |RC 132 |E AGBHS |P P N N P
105| 967 | AKK 84 |E AGBHS NF N P P P
106 | 969 | BD 72| E AGBHS NF P N N P
107 977|GK 132 |K AGBHS p N N P
108 | 991 | BD 48 |E AGBHS |P P N N N
109| 1014 | ME 60 |E AGBHS AGBHS P N N P
110| 1022 |EK 120 | K AGBHS |P N N N N
111| 1038 | AUB 120 |E AGBHS NF N N N N
112| 1041 |IK 108 | E AGBHS NF p p N N
113| 1046 | DS 84 | K AGBHS NF N N N P




114] 1065 | BH 132 | K AGBHS NF N N N N
115] 1072 | AK 60 |E AGBHS P N N P
116 | 1073 |iB 96 | K AGBHS NF N P N N
117] 1074 | IK 132 |E AGBHS |P NF N N N N
118| 1080 | OF 72 |K AGBHS |N NF P P N P
119] 1084 | TK 168 | K AGBHS NF N P N N
120] 1100 | FK 120 | K AGBHS NF P N N P
121] 1101 | EBA 96 | K AGBHS P P N N
122 | 1120 | EHG 36 | K AGBHS |P NF P N N N
123 ] 1121 |FG 108 |E AGBHS NF P P N N
124] 1126 | KA 72 |E AGBHS |P NF P N N P
125| 1135 | DO 108 |E AGBHS P N N P
126 | 1141 |SK 96 |E AGBHS |P NF P P N P
127 | 1142 | HIP 132 |E AGBHS NF P N N P
128 | 1148 | BNK 132 | K AGBHS NF P P N P
129] 1149 |NP 53K AGBHS |P NF NF N P N P
130| 1171 |MD 84 | K AGBHS N P P P
131] 1172 |FSY 72 |E AGBHS AGBHS P N P P
132] 1179 | SYA 108 |E AGBHS |P NF P N P P
133 ] 1209 | FAM 84 |E AGBHS NF P N N P
134] 1232 |SK 96 | K AGBHS NF P P N P
135] 1239 |MT 96 | K AGBHS |P NF P P N P
136 | 1270 |NT 99 | K AGBHS |P NF P P N P
137] 1279 |EO 168 | K AGBHS |P P N N P
138 | 1281 | MN 120 |E AGBHS |P AGBHS P N N P
139] 1284 |SY 156 |E AGBHS |P NF P P N P
140 | 1297 | SB 72 |E AGBHS NF P P N P
141| 1298 | OFC 72 |E AGBHS NF P P N P
142| 1319 | EBU 72 |E AGBHS P N P P
143| 1324 | DG 72 | K AGBHS |P NF N N N P
1441 1326 | HCB 72 |E AGBHS |P NF P N N P
145| 1328 |HK 120 |E AGBHS |P NF P P N P
146 | 1331 | SSK 144 |E AGBHS NF P P N P
147| 1334 | OB 72 |E AGBHS |P NF P P N N
143 1350 |ED 72 |E AGBHS NF P P P N
149 | 1374 |EG 60 |E AGBHS NF AGBHS P P N P
150 | 1394 |00 96 |E AGBHS NF P P N N
151] 1404|YC 120 |E AGBHS NF P N N P
152 1419 |HS 180 | K AGBHS |P NF P P N P
153 | 1428 |HE 144 |E AGBHS |P NF P P P P
1541 1431 | MG 132 |E AGBHS |P NF NF AGBHS P P P




155| 1431 | AHP 96 | K AGBHS |P AGBHS P P N P
156 | 1456 |SY 96 | K AGBHS P P P N
157 1463 |GC 67 |K AGBHS |P AGBHS N P N P
158| 1466 | MC 129 |E AGBHS |P P P N P
159 | 1467 | YM 24 |E AGBHS |N AGBHS P P N P
160 | 1480 | OP 84 |E AGBHS NF p P N N
161 | 1513 |IM 163 | E AGBHS NF N N N P
162| 1533 |BL 81| K AGBHS NF P N N P
163 | 1534SS 9 |E AGBHS NF P N N P
164 | 1535|YY 81 |E AGBHS AGBHS P P N P
165| 1536 | BUC 40 |E AGBHS P P N P
166 | 1539 | EK 38 |E AGBHS p P N N
167| 1547 |CY 96 |K AGBHS |P AGBHS P P N P
168 | 1548 | AT 110 |[K AGBHS NF P N N P
169| 1551 |FS 84 | K AGBHS |P AGBHS P P P P
170 | 1553 |YP 53 |E AGBHS |P NF N P N P
171| 1554 |MT 84 |E AGBHS NF P P N P
172| 1555 |ED 86 |E AGBHS NF P P N P
173 | 1577 | BS 59 |E AGBHS NF P P N P
174 | 1583 | EK 55|E AGBHS NF P P N P
175| 1586 |EO 74 | K AGBHS P P N P
176 | 1589 |ET 112 |E AGBHS NF P P N P
177| 1610 | EB 53|E AGBHS |P NF P P N P
178 | 1618 | ST 56 | K AGBHS NF P P N P
179 1629 |EO 133 |K AGBHS [N NF P P P P
180| 1630 | CUA 44 |E AGBHS NF P N N N
181| 1635 |EB 155 |K AGBHS |P NF P P N P
182 1636 |MZ 76 |K AGBHS |P NF P P N N
183 | 1641 | AEY 103 |K AGBHS |P AGBHS P P N P
184| 1642 |BA 113 |K AGBHS |P P N N P
185| 1645|SB 95 |K AGBHS NF P P N P
186 | 1649 | FO 81 |E AGBHS |N NF P P N P
187| 1651 | KHC 120 | K AGBHS |N NF P N P P
188 | 1666 | FK 117|E AGBHS NF P N N P
189 1667 | HGK 55 |K AGBHS NF P N N P
190| 1670 |1Y 96 | K AGBHS NF P P N P
191| 1685 |SD 102 |E AGBHS NF P P N N
192| 1699 | FEO 50 |E AGBHS NF N P N P
193 | 1700 | FND 73 |K AGBHS |N NF P P N P
194 | 1705 |BD 56 |E AGBHS |P NF P P P P
195| 1707 | BC 132 |E AGBHS P P N P




196 | 1709 | Bi 89 |E AGBHS NF P P N P
197 1719|SC 127 |K AGBHS |P NF P P N P
198 | 1729 |RU 96 | K AGBHS NF P P N P
199 1739|YC 31 |K AGBHS P P N P
200| 1740 | BS 98 |E AGBHS NF P P N P
201| 1747 |HK 96 |E AGBHS |P NF P P N P
202 1749 |OTD 64 |E AGBHS |P NF P P N P
203 | 1750 | CF 165 |K AGBHS |P NF P P N P
204 | 1755|SD 107 |K AGBHS |P NF P P N P
205| 1758 | EG 120 | E AGBHS NF P P N P
206 | 1761 | BK 73 |K AGBHS |P AGBHS N P N p
207 | 1762 | CG 143 |E AGBHS |P NF P N N P
208 | 1766 | MAE 123 |E AGBHS |P NF P N N P
209| 1769 | OA 123 |E AGBHS NF P N N P
210| 1781 |MT 87 |K AGBHS |P NF P N N N
211 1791 | GIV 142 |K AGBHS NF P N N P
212 1792 |TEA 30 | K AGBHS |P NF P P N P
213 | 1808 |ZY 41 |[K AGBHS |P NF NF P P N P
214| 1828 | AET 38 |E AGBHS NF P P P P
215| 1830 |YB 671 |E AGBHS NF p N N p
216| 1833 |SA 74 |E AGBHS N P N P
217| 1836 |EY 71| K AGBHS NF P P N P
218| 1846 | MD 55 |K AGBHS NF P N N P
219| 1847 |KB 95 |E AGBHS |N NF P P N N
ADISI
220| 1856 | AK 67 |E AGBHS |P BHS P P N P
221| 1860 | YTB 34 |E AGBHS P P N P
222 1861 |ED 157 |E AGBHS NF P P N P
223| 1872 | DNO 79 | K AGBHS |P NF P N N P
224 | 1886 |SV 65 |K AGBHS NF P P N P
225| 1888 |ET 89 |E AGBHS NF P N N P
226| 1895 |FE 60 |E AGBHS NF P P P N
227| 1905 |BU 64 | E AGBHS NF AGBHS |NF NF p N N p
228 | 1914 |CBT 133|K AGBHS |P P N P P
229| 1924 | TSE 94 |E AGBHS |P N P N P
ADISI
230| 1925 |EC 79 |E AGBHS |N BHS N N N P
231| 1929 | IUK 74 |E AGBHS |P NF P N N P
232| 1937 | AH 98 | K AGBHS NF P N N P
233| 1959 |BU 74 |E AGBHS |N NF P N N P
234| 1978 | KK 123 |E AGBHS |P NF N P P P
235| 1983 |EA 44 |E AGBHS |P NF P N N N




236 | 1986 | OCC 32|E AGBHS |N NF P N N P
237| 1989 | MEA 122 |E AGBHS |P NF P N N P
238| 1995 | EGA 72| K AGBHS [N NF NF P P N P
239| 2003 | BO 144 |E AGBHS NF P N N P
240 | 2005 | SB 32|E AGBHS |N NF P N N P
241| 2027 |SOA 144 | K AGBHS |N P N N P
242| 2042 | MAD 120 |E AGBHS NF P N p N
243 | 2054 | BK 120 | K AGBHS |P AGBHS P N N P
244| 2062 | EK 108 | E AGBHS |P NF P N N N
245| 2080 | PT 96 |K AGBHS |P NF P P N P
246 | 2084 | BM 120 |E AGBHS |P NF P N N P
247| 2087 | IK 96 | K AGBHS |P NF P N N N
248 | 2088 | DC 48 |E AGBHS |P NF P N p P
249 2105 | TK 158 |K AGBHS |P NF P P N P
250 | 2107 |HK 166 | K AGBHS NF P N N P
251 2109 | IK 96 | K AGBHS NF N N N N
252 2175 | Al 24 |E AGBHS NF P N p P
253 | 2178 | BC 108 | E AGBHS |P N P N N
254| 2182 | AE 72 |E AGBHS |P P N N P
255| 2187 |SZ 204 | K AGBHS P N N p
256 | 2189 | MFU 72 |E AGBHS NF P N N p
257| 2194 |iS 60 | K AGBHS [N NF N N N N
258| 2195 |iT 60 | K AGBHS |P NF P N N P
259| 2198 | AT 84 |E AGBHS NF P N P P
260 | 2202 | BE 84| K AGBHS P N P P
261 | 2205 |ED 120 | K AGBHS |P NF N P p N
262| 2206 | SB 9 | E AGBHS NF p N N P
263 | 2238 | MC 87| E AGBHS P P N P
264 | 2239 | MK 84 |K AGBHS NF P N N P
265| 2247 |DC 108 |K AGBHS NF N N N N
266| 2254 | BYD 96 | E AGBHS NF P N N N
267| 2269 |SC 72| K AGBHS |P NF p N N N
268 | 2295 |SE 84 | K AGBHS |P NF P P p P
269 | 2296 | AST 84| K AGBHS |P AGBHS N N N P
270| 2301 | EBD 72 |E AGBHS |N P N N P
271| 2313 | AC 72| K AGBHS |P P N p P
272 2333 | AK 84 | E AGBHS P N N P
273 | 2334 |BC 9 |E AGBHS |P AGBHS P N N P
274| 2338 |EU 48 |K AGBHS |P NF N N N N
275| 2349 | DG 60 | K AGBHS NF P N N P
276| 2380 | MGD 156 | K AGBHS NF P P N P




277| 2389 | CK 120 | K AGBHS NF p N N P
ADISI

278 | 2404 | HSB 84 |E AGBHS BHS P N N P
279 | 2420 | BC 72 |E AGBHS p N N N
280 | 2451 |BS 132 |K AGBHS NF p N N P
281 | 2472 |MT 96 | K AGBHS p N P P
282| 2474 | AS 108 |K AGBHS NF P P N P
283 | 2478 |ND 72 |E AGBHS NF p N N p
284 | 2497 |CB 9 |E AGBHS AGBHS p N N P
285| 2509 | BEC 72| E AGBHS NF p P N P
286| 2511 |YE 24 |E AGBHS NF p N N N
287| 2521 | ISK 72 |K AGBHS P N P P
288 | 2531 |DD 108 |E AGBHS AGBHS P N P P
289| 2562 |RA 156 | K AGBHS NF p P N N
290| 2596 | EOS 84 | E AGBHS P N P P
291| 2619 | BG 132K AGBHS p N N P
292| 2628 | MAA 197 |E AGBHS NF P N N P
293 | 2654 |ST 72 |K AGBHS NF p N N P
294| 2655 | ARG 120 |E AGBHS NF p N N P
295| 2657 |SG 84 | K AGBHS NF P P N P
296 | 2708 | GK 120 | K AGBHS N N N P
297| 2709 |ND 156 |K AGBHS NF P N p N
298| 2793 | 0OS 84 | E AGBHS P N N p
299 | 2800 | KK 60 | E AGBHS NF N N N N
300| 2836 |FN 60| E AGBHS p P N P
301 | 2874 | MTG 144 | E AGBHS NF P N N P
302| 2891 |UA 108 | E AGBHS AGBHS AGBHS P N N

303 | 2913 |FU 132|E AGBHS P N N P
304 | 2934 | MK 96 | E AGBHS N N p N
305| 2945 | SBK 48 | K AGBHS AGBHS N P N P
306 | 2949 |ETG 108 |E AGBHS N N P N
307| 2957 | AA 96 | K AGBHS NF P P N P
308| 2967 | MB 120 | E AGBHS P N N P
309| 2971 | BHE 43 |E AGBHS NF P N N p
310| 2982 | Hi 9 | E AGBHS NF N N N P
311| 2987 |0C 132 |E AGBHS NF P N P P
312| 2997 |EB 72 |E AGBHS AGBHS p N N N
313| 3023 | MM 120 | K AGBHS NF N N N P
314| 3046 | MU 84 | E AGBHS p P p P
315| 3051 | HSA 132 | K AGBHS NF P N N P
316 | 3054 | SEK 132 |E AGBHS NF P N N P




317| 3055 |KY 84 |E AGBHS P N P P
318 | 3058 | El 60 |E AGBHS N N N N
319| 3101 |AD 132 |K AGBHS AGBHS P P P P
320| 3128 | TK 168 | K AGBHS NF P N N P
321 3131 |AK 60 | K AGBHS NF P P N N
322| 3171 | MY 96 | K AGBHS NF P N P P
323| 3178 | OFK 120 | E AGBHS NF P N N P
324| 3181 |MEO 60 |E AGBHS P N N P
325| 3197 |ZS 84| K AGBHS NF N N P P
326 | 3203 | AHG 84 |E AGBHS AGBHS N P N P
327| 3207 |EG 108 | K AGBHS AGBHS N N N N
328 | 3215 |KA 96 | K AGBHS P N N P
329| 3216 |FA 144 |E AGBHS P N N P
330| 3222 |SN 60 |E AGBHS NF P N P P
331| 3228 | AOC 72 |E AGBHS NF P N P P
332| 3249 | OEC 36 |E AGBHS NF N N N P
333| 3250 | MS 24 |K AGBHS NF P N N P
334 | 3262 | AO 84 |E AGBHS NF P N N N
335 | 3281|DS 72 | K AGBHS NF P N N P




SERVIKAL _ BAS o _ DAVRANIS
LAP ISTAHSIZLIK |AGRISI |OKSURUK |KOMPLIKASYON BOZUKLUGU emm Tip
N P N N YOK YOK emm 1
N N N N SINUZIT YOK emm 5
P N N P YOK YOK
P p N N YOK YOK emm 19
P P N P YOK YOK emm 4
N N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
P P N P YOK YOK emm 1
P P N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P
p N P N SINUZIT YOK
N P N N YOK YOK
P P N N YOK YOK
P P N N YOK YOK
N N N N YOK YOK emm 63
P N N YOK YOK emm 1
N P N N YOK YOK emm 2
P N N SAG AOM YOK emm 77
P N N YOK YOK
N N YOK YOK emm 44
N P N P YOK YOK emm 22
N N YOK YOK emm 44
N N P N YOK YOK
P N N N YOK YOK
p N N N YOK YOK
N YOK YOK
P N YOK YOK emm 3
N N N P YOK YOK
N N N YOK YOK emm 3
YOK
P P N P YOK YOK emm 1
N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
P N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P




P P N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P
N N N N YOK YOK

N N N P SINUZIT YOK PCR N ya da Zayif P
P N N P YOK emm 118

N N P N HSP? YOK

N N N P YOK

N P N P YOK YOK

P P P N YOK YOK

P N P SINUZIT YOK emm 87

N N P N YOK YOK

P P N P YOK

N N N N YOK emm 22

N N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
N N N P YOK PCR N ya da Zayif P
P P N P YOK YOK

N N N P YOK PCR N ya da Zayif P
P N N N YOK emm 2

P N N N YOK YOK emm 1

P P N N YOK YOK emm 4

P P N P YOK YOK

P N P N SINUZIT YOK PCR N ya da Zayif P
P N N N YOK YOK emm 5

N P N N YOK YOK Sekans K6tii Tanimlanamadi
N P N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
P N N N YOK YOK emm 4

N P N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
P N N P YOK PCR N ya da Zayif P
N N N P YOK YOK emm 1

P N N N YOK YOK

N P N P YOK YOK emm 44

N N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P
P N P N SOM YOK emm 14

P N N N YOK

P P N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P
N N N N YOK YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
P N N P AOM YOK PCR N ya da Zayif P
P N N N YOK YOK

N P N N YOK YOK

N P N P YOK YOK




P N N N YOK YOK

P P N P YOK YOK

P N N N YOK YOK emm 1

N P P P YOK YOK emm 89

P N N N YOK YOK

N P N N YOK

P N N N YOK Sekans Kotii Tanimlanamadi
P N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N N YOK YOK

N N P N YOK YOK

N N N P YOK YOK

P N N P YOK

N N N N YOK YOK

P P N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N N YOK YOK emm 4

N N N N YOK YOK

N N N P YOK YOK emm 2

N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N P N N YOK YOK

N P N N YOK YOK emm 4

P N N P YOK YOK emm 19

N N N P YOK YOK Sekans Kotii Tanimlanamadi
N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N N N YOK emm 28

N N N P YOK

P P N P YOK YOK Sekans Kotii Tanimlanamadi
N N N N YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N N P YOK YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
N N N P YOK YOK emm 1

P N N P YOK YOK emm 77

N N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N N YOK YOK emm 89

N N N N YOK YOK emm 76

P N N N YOK YOK emm 1

N P N P YOK YOK emm 3

P N N P YOK

N N N N YOK YOK

N P N P YOK YOK
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P N N P YOK YOK

N N N P YOK YOK emm 98

P N N P YOK YOK emm 3

P N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N P YOK YOK

P P N N YOK YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
N N P N YOK YOK

N N P N YOK YOK emm 5

N N P N YOK YOK emm 5

P N N P YOK YOK emm 5

N N N N YOK YOK emm 4

P N N N YOK YOK emm 12

P P N N YOK YOK Sekans Kotii Tanimlanamadi
P N N P YOK YOK emm 1

P N N N YOK YOK emm 1

P N N N YOK YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N N P YOK YOK emm 12

N N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N N P N YOK YOK Sekans Ko6tii Tanimlanamadi
P N P N YOK YOK emm 12

P N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N P N N YOK YOK emm 28

N N N N YOK YOK emm 3

P P N N YOK YOK emm 26

P P N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

N P P P YOK YOK emm 28

N P N P YOK YOK emm 3

N N P P YOK YOK Sekans K6tii Tanimlanamadi
P N N P YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N N YOK YOK PCR N ya da Zayif P

P N N N YOK YOK

P N N P YOK YOK

N P P N YOK YOK emm 1

N N N N YOK YOK Sekans Kotii Taninmiyor

P N N P YOK YOK emm 1

P N N P YOK YOK

P N N P YOK YOK

P N N N YOK YOK

P N N N YOK YOK

P N N N YOK YOK




emm 3
PCR N ya da Zayif P

PCR N ya da Zayif P

emm 89
PCR N ya da Zayif P

PCR N ya da Zayif P
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