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OZET

Streptococcus pyogenes’ IN TANISINDA KULLANILAN TESTLERIN
KARSILASTIRILMASI, BAKTERIYOFAJ IZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

Yagmur CAHAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitus
Biyoloji Anabilim Dah
Yuksek Lisans Tezi
Damsmant: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Streptococcus tiirii bakteriler dogada oldukga yaygin olarak bulunan, gram pozitif, zincir
olusurabilen kok morfolojisinde bakterilerdir. Insanda normal flora elemanlar1 olarak
bulunabildikleri gibi, streptokoksal farenjit, bakteriyel endokardit, impetigo, idrar yolu
enfeksiyonlari, romatizmal kalp hastaligi, akut romatizmal ates, ve akut glomerulonefritis gibi
ciddi postinfeksiy6z sendromlara yol acan patojen tiirleri da bulunmaktadir. Calismamizda st
solunum yolu enfeksiyonun basinda gelen S. pyogenes’in tanisinda, 6ncelikle kiiltiir yontemi
ve hizli tani testinin (TOYO-TSAO1) birlikte karsilastiriimasi hedeflendi. izole ve identifiye
edilen S. pyogenes suslarinin bakteriyofaj/bakteriyosin igeriginin belirlenmesi, bakteriyofaj
izolasyonu ve konak genisliginin belirlenmesi ikincil hedef olarak belirlenmistir. Bu ¢aligma,
Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU) Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvaria gelen tiim bogaz siirlintiisii 6rnekleri olmakla birlikte, yara, abse, doku, idrar,
kulak akintisi, eklem ve plevral sivi (sadece S. pyogenes iiremis olan) ornekleri inceleme
materyali olarak alinmustir. Cesitli sikayetlerle poliklinik ve servis hastalarindan gelen 174
erkek ve 94 kadin/cocuk olmak iizere toplam 252 hastadan bogaz kiiltiir 6rnekleri, 9 yara
strlintt, 4 abse, 3 doku, 1 idrar, 1 kulak akintist siiriintust, 1 eklem sivisi ve 1 plevral sivi
ornekleri hastalardan alindi ve ¢alismada kullanildi. Toplam 272 6rnek incelenmis, kiiltiir ve
kit (Strep A testi) yontemiyle pozitif olarak bulunan 71 &rnek belirlenmistir. Kiiltiir ve kit
yontemlerinin dogruluk orani incelenmis 7 Ornekte kit negatif olmasina ragmen kiiltiir
pozitifligi gdzlenmis olup kiiltiir yonteminin altin standart oldugu teyit edilmistir. izole ve
identifiye edilen ve konak olarak kullanilan 68 S. pyogenes suslarinin 49’unda faj igeriginin

varligi, genis konak araligi, bakteriyosin veya antimikrobiyal aktivite igerdigi belirlendi.

2019, 84 sayfa

Anahtar Kelimeler: S. pyogenes, Strep A testi, Bakteriyofaj.
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ABSTRACT

COMPARISON OF TESTS USED’ iN DiIAGNOSIS OF S PYOGENES, ISOLATION
AND CHARACTERIZATiON OF BACTERIOPHAGE

Yagmur CAHAN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Streptococcus bacteria are commonly found in nature, gram positive, chain forming bacteria in
the coke morphology. Human can be found as normal flora elements, as well as streptococcal
pharyngitis, bacterial endocarditis, impetigo, urinary tract infections, rheumatic heart disease,
acute rheumatic fever, and acute glomerulonephritis, such as pathogen species causing severe
postinfectious syndromes. The aim of this study was to compare the culture method and the
rapid diagnostic test (TOYO-TSAO0L) together in the diagnosis of S. pyogenes, the leading
respiratory tract infection. Determination of bacteriophage / bacteriocin content, isolation of
bacteriophage and determination of host width of S. pyogenes strains isolated and identified
were determined as secondary targets. In this study, all throat swab specimens from Recep
Tayyip Erdogan University (RTEU) Training and Research Hospital Microbiology Laboratory
were examined. Samples of wound, abscess, tissue, urine, ear discharge, joint and pleural fluid
(only S. pyogenes) were examined taken as. Throat culture specimens, 9 wound culture, 4
abscesses, 3 tissues, 1 urine, 1 ear discharge swabs, 1 joint fluid and 1 pleural fluid samples
were collected from 252 patients, 174 male and 94 female children from polyclinic and ward
patients with various complaints and used in the study. A total of 272 samples were examined
and 71 samples were found positive by culture and kit ( Strep A test ) method. Accuracy of
culture and kit methods was examined. Culture kit was negative in 7 samples although the kit
was negative. The presence of phage content, wide host range, bacteriocin or antimicrobial

activity were determined in 49 S. Pyogenes strains isolated and identified and used as hosts.

2019, 84 pages
Keywords: S. pyogenes, Strep A test, Bacteriophage.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Streptokoklar, dogada yaygin olarak bulunan gram pozitif (+), zincir olusturan
kok morfolojisindeki bakterilerdir. Streptokoklarin cesitli gruplar, tiirleri ve tipleri
bulunmakta olup, bazi tiirleri insanlarda basta {ist solunum yolu enfeksiyonlar1 olmak
iizere ciddi hastalik etkeni olabilen mikroorganizmalardir. Yasamin en az bir evresinde
ozellikle de ¢ocuklarin streptokoklar tarafindan olusturulan herhangi bir enfeksiyon
gecirmeden on yasma gelmesinin ¢ok miimkiin olmadigi bilinmektedir. Daha ¢ok
cocuklarda gortlen enfeksiyonlar gerek akut devrede ortaya ¢ikan problemlerin sikligi,
gerekse sonradan olusan akut glomerulonefrit, romatizmal ates gibi poststreptokoksik
komplikasyonlarin olusumunda yer alan dnemli bir mikroorganizma grubudur (Jaklik
vd., 1984; Konneman vd., 2002).

Insanda normal flora emanlar1 olarak (agiz, burun, bogaz, deri, sindirim ve
genital sistem) bulunan streptokok tlrlerin yanisira, streptokok farenjit, bakteriyel
endokardit, impetigo, idrar yolu enfeksiyonlari, akut romatoit ates, romatoid kalp
hastalig1 ve akut glomerulonefritis gibi ¢ok ciddi postenfeksiy6z sendromlara yol agan

patojen turleri icermektedir (Ustacelebi, 1999).

Streptokok gruplar1 i¢inde en toksik komplikasyonlara neden olan A grubu beta
hemolitik streptokok (AGBHS) olan Streptococcus pyogenes, baslica deri, solunum

yolu ve dolagim sistemi enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Oppegaard vd., 2015).

Hastaliktan korunmada erken tani, tedavi ve koruyucu Onlemlerin alinmasi,
AGBHS enfeksiyonlarinin azalmasina, romatizmal ates ve akut glomerulonefrit gibi
poststreptokoksik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli oldugu bilinmektedir (Jaklik vd.,
1984).

Bu calismada; Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU) Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na rutin degerlendirme kapsaminda

gelen tonsillit, farenjit vb. hastalik etkeni olan bogaz siiriintii 6rnekleri, yara, abse,

1



doku, idrar, kulak akintist siiriintii 6rnegi, eklem ve plevral sivi (sadece S. pyogenes
iiremis olan) ornekleri materyal olarak kullanildi. Klinikte dogru tani i¢in altin standart
olarak kabul edilen kiiltiir ve hizl1 antijen testi (Strep A) birlikte yapilarak A grubu beta
hemolitik streptokoklarin (AGBHS) iki farkli metodun Kkarsilagtirilmasi, metodlar

arasindaki korelasyonun belirlenmesi ve izole edilen suslarin stoklanmasi hedeflendi.

Calismanin ikinci hedefi ise izole edilen suslarin bakteriyofaj i¢erigi ve konak
genigliginin belirlenmesidir. Bu amacla A grubu beta hemolitik streptokoklarin
bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite igerigi indiiksiyon ve damlatma

teknikleri kullanilarak bakteriyofaj igerigi ve konak genisligi belirlendi.

Tonsillofaranjitin baslica etkeni olan S. pyogenes suslarinin bakteriyofaj
tastyrciliginin belirlenmesi faj tedavisi i¢in alt yap1 olusturulmasi agisindan 6nemlidir.
Calisma bu yonuyle A Grubu Beta Hemolitik Streptokokal hastalik etkeni bakteriler

olan S. pyogenes suslarinda faj taramasi agisindan iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir.

Hizli Strep A Testi ile bogaz kiiltiirtiniin birlikte yapilmasi, taninin dogru
konmasina, tedavinin etkin ve zamaninda yapilmasina, dogru ilacin kullanilmasina
onciiliik edecektir. Ayrica yanlis antibiyotik kullanimini engellemek buna bagl olarak
ilag direnci gelisiminin 6nlenmesi saglanmig olacaktir. Hastanin uygun ve zamaninda
tedavi edilmesiyle is giicii kaybinin Onlenmesi, gereksiz ilag sarfiyatinin Oniine
gecilmesi, enfeksiyonun tedavisiyle daha ciddi enfeksiyonlarin gelisimi engellenmis

olacagi distliniilmektedir.

1.2. Streptokoklarin Genel Ozellikleri ve Tarihgesi

Streptokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore
Deinococcaceae familyas: icinde yer alan, familyada Streptococcus, Aerococcus,
Sarcina, Leuconostoc, Deinococcus, Peptococcus, Gemella Ruminococcus, ve

Peptostreptococcus gibi diger cinslerde yer almaktadir.

Insan ve hayvanlarda lokal veya genel bircok hastaligin etkeni olan

streptokoklar, onlarin mukoz membranlarinda normal flora elemani olarak yasayabilen
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bakteri grubudur (Procop vd., 2017). ilk kez 1874 yilinda Billroth yara ve erizipel
lezyonlarinin piiriilan eksudalarinda zincir yaparak (reyen koklart tanimlamis ve
Streptococcus olarak isimlendirmistir. Pasteur tarafindan aymi bakteri 1879 ‘da
plerperal sepsisli bir hastanin kanindan elde edilmistir. 1881’de kizil hastaligina
yakalanmig olan bir hastanin bogaz kiiltirinden de benzer bakteri elde edilmis ve
Ogston tarafindan cerahat etkeni olarak bildirilmistir. Roch ise ayni yilda erizipel
lezyonlarinda Streptococci adi verilen bu bakterilerin daima bulundugunu agiklamustir.
1882-1883°de Fehleisen bu bakterilerin saf kultirini elde ederek, gondllilerde
erizipel olusturmustur. 1884’de Rosenbach bu bakterileri “Streptococcus pyogenes”
olarak isimlendirmistir. 1919°da Brown, streptokoklar1 kanli agarda yapmis olduklari
hemoliz aktivitelerine gore alfa (a), beta (B) ve gama (y) hemolitik gruplara ayirmistir.
1924 yilinda Dick kizil hastalig1 etkeninin, hemolitik streptokok oldugunu bildirmistir.
Rebecca Lancefield presipitasyon, Griffith aglttinasyon yontemleriyle streptokoklarin
immiinolojisini arastirmis ve 1933’de Lancefield patojen olan streptokoklari, hiicre
duvarinda bulunan karbonhidrat antijenlerine gore, ¢esitli serolojik gruplara ayirmistir

(Ustacelebi, 1999).

Streptokoklar, gram pozitif (+), katalaz ve oksidaz negatif (-), yuvarlak veya
oval yapili, 2 um’den daha kuglk, sporsuz, hareketsiz, sivi besiyerlerinde
tiretildiklerinde zincir olugturmus gibi pes pese dizilen, pH 7,2-7,4 araliginda Uremeyi
seven, optimum tireme 1s1s1 35-37 °C (mezofilik) olan, hem aerobik hem de anaerobik

(fakultatif anaerobik) kosullarda {ireyebilen mikroorganizmalardir (Procop vd., 2017).

Normal atmosferik ortamda iireyebilmelerine ragmen, ¢ogu tiiriin iiremesi igin
% 5 COz tarafindan uyarlir. Suslarmn bilyiikk cogunlugu aerop veya fakultatif anaerop
iken bir kismi (peptostreptococcus) zorunlu anaeroptur. Termofilik olan D grubu
streptokoklar ise 15-45 °C °de Urerler. Enterekoklar % 6.5 NaCl ve % 0.1 metilen

mavisi bulunan ortamlarda da ¢ogalirlar.

Streptokoklar daha belirgin hemolitik aktiviteyi % 10 CO2’li ortamda
inkiibasyon sonucu gosterirler. Streptokoklar, Streptococcus pneumoniae gibi laktik
asit bakterileri olup glukozu parcalayarak, laktik asit Uretirler (URL-2; Ustagelebi,
1999).



Streptokolar rutin besiyerlerinde iireyebilmelerine ragmen kan, beyin veya kalp
infizyon, serum, plazma veya glukozla zenginlestirilmis ortamlarda daha iyi Urerler.
Genel olarak kultirlerde % 5-7 koyun ya da at kanl agar kullanilmaktadir. Her iKi
besiyerinde de iyi hemoliz (alfa, beta ve gamma hemolitik) yaparlar. Kati besiyerinde
yavas gelismekte olup bulunduklari déneme gore degisik 6zellikte mukoid, mat veya
parlak koloniler olustururlar. Genis kapsiillii streptokok kolonilerinin petride
gorundmleri, siimiiksii (M koloni) seklinde olup, fazla miktarda bulunan hyalironik
asit koleniye parlak, su damlas1 gibi bir goriiniim kazandirir. Bu safhadaki koloniler
buyonu homojen olarak bulandirir. M ile S tipi koloniler arasinda bir donem olan mat
koloni gorinimi ise kolonilerinin kenarlar1 ¢ok ince granillii olur ve buyonda
tanecikli Greme gosterir. Ayrica bunlar diiz ve daha kaba kolonilerdir. S kolonileri
kiigiik, yar1 saydam, konveks ve ortasi tanecikli, parlak sebnem tanesine benzer
kolonilerdir. Uzun zincirli polimor R kolonileri, buyyonda biiylik yiginlar halinde
urerler (Ustacelebi, 1999).

Streptokoklardan tibbi 6nemi olan enterekok ve aerokoklar, homofermantatif
Ozellik gosterirler (Procop vd., 2017). Genelde kapsilsiz olan streptokoklar, dokularda
ve kan serumu ile zenginlestirilmis besiyerlerinde uUreyebildiklerinde belirgin bir
kapsiil olusumu saptanabilmektedir. Kan veya serumla zenginlestirilmis agarda kalttr(
edilen streptokoklarin g¢aplari 1 mm’ ye kadar ulasabilen kugUk, parlak, seffaf, ve

hemolitik (alfa, beta veya gamma hemolitik) koloniler olustururlar (Sekil 1).

Tiyoglikolat siv1 besiyeri ortaminda kultir edildikten sonra gram boyandiginda
zincir hiicre dizilimi en iyi sekilde gozlenir. Streptokoklarmn yiizey protein antijenleri,
lipoproteinler, teikoik asit ve g¢esitli karbonhidratlarin  gomiilii oldugu esas
peptidoglikandan olusan hiicre duvar1 kompozisyonu, diger gram pozitif bakterilere
benzerdir (Procop vd., 2017).

Streptococcus pyogenes (grup A), Streptococcus agalactiae (grup B) ve
Enterecoccus (grup D) gruplarmin birbiriden ayrimlart kanli agarda hemoliz yapma
oOzellikleri, koloni sekilleri, antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gére yapilmaktadir.
Diger bir grubu olan Streptococcus pneumoniae ise kapsul polisakkaridi antijenik

bilesimine gore serolojik olarak tiplendirilmektedir (Ustagelebi, 1999).
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Sekil 1. Streptokoklarin Koyun kanli agar besiyerinde hemoliz ¢esitleri A; Beta
hemoliz, B; Alfa hemoliz, C; Gama hemoliz.

Streptokoklar tek tek koklarin veya yanyana gelen diplokoklarin, tek bir hat
boyu boliindiiklerinden ve bdliinen koklar birbirlerinden ayrilmadiklarindan,
morfolojik olarak yapmis olduklar1 kisa veya uzun zincirler seklinde gozlenirler (Sekil
2). Genellikle 2-12 veya daha fazla koktan olusmus zincirler yaparlar. Koklar yuvarlak,
sferik, bazen oval (0.6- 1 mm ) ¢apindadirlar (Ustagelebi, 1999). Bakterilerin zincir
uzunlugunu besiyeri bilesiminin diizensizligi, antibiyotik varligi veya yoklugu, soguk
veya sicak ortam gibi kiiltiirel kosullar etkilemektedir. Ozgil antikorlar zincir
olusumunu hizlandirmak i¢in hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasini saglayan enzimleri

inhibe ederek uzun zincirler olusturmaktadir (URL-2).

A e ' T ; £
Sekil 2. Streptococcus pyogenes’ingram boyali preparatlarinin 100X biiyiitmedeki
goranimleri.

Streptokoklar sivi besiyerine ekildiklerinde zincirler dipte ekmek kirintisi

seklinde tortu olustururken Ust s1vi kisim berraktir (Sekil 3).

S. faecium gibi bazi tiirler disindaki streptokoklar hareketsizdir (URL-2;
Ustacelebi, 1999).



Hiyoliironik asitten olusan ve oOzellikle A gurubu streptokoklarda bulunan
kapsiil, mikroorganizma, organizmadan yeni ayrildiginda ve zengin besiyerlerinde
bulundugunda agiga ¢ikar. Uretilme sirasinda kapsiil goriilmez ve besiyeri igerisinde

hiyoliironik asit maddesi dagilmis halde bulunur (Procop vd., 2017).

Sekil 3. Streptokoklarin siv1 besiyerinde iiremesi.

1.3. Streptokoklarda Simiflandirma

Streptokoklar; Kanli agarda hemoliz yapma 6zelligine ve koloni morfolojisine
(duzgln (S), purazli yuzeyli (R) ve mukoid (M)), biyokimyasal ozelliklerine,

imminolojik 6zelliklerine ve ekolojik davraniglarina gore siniflandirilabilmektedir.

Lancefield (1933) Streptokoklari, C polisakkarit antijeni yapisina gore yapilan
smiflandirmalar ile A, B,C,D,E,F, G, H,K,L, M,N,O,P,Q, R, S, T, U, V serolojik
guruplara ayirmustir. Insanda en sik rastlanan A, B, C ve G gruplar beta hemoliz, D
grubu nonhemoliz ya da gama hemoliz yapan streptokoklardir. Ayrica S. pyogenes’de

bulunan M, T ve R ylzey antijenlerine gore de streptokoklar serotiplere ayrilmistir.

Brown streptokoklar1 kanli agar besiyerine yapmis oldugu hemoliz ¢zelligine
gore alfa, beta veya gama streptokoklar seklinde smiflandirmistir (Ustagelebi, 1999;
URL-2).

Beta Hemolitik Streptokoklar ; Kanli agarda 37 °C’de 10-24 saat inkubasyon
sonunda olusan kiiciik koloniler etrafinda dar, seffaf ve tam olan bir hemoliz
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meydana gelir. Mikroskop altinda incelendiginde bu alanda eritrositler goriilmez.

S. pyogenes, S. equi ve S. agalactiae bu grupta yer almaktadir.

Alfa hemoliz veya Viridans Streptokoklar ; Kanli agarda 18-24 saatlik
inkiibasyon sonucunda kulturde Greyen koloniler etrafinda, yesilimsi renkli,
kolayca g0zlenebilen bir hemolizin varligi gozlenir. Mikroskop altinda
incelendiginde eritrositlerin bozulmadigi goriilmektedir. S. agalactiae, S.
dysgalactiae, S. uberis, S. salivarius, S. bovis ve S. equinum bu grupta yer

almaktadir.

Gama Gama ve Hemolitik Olmayan Streptokoklar ; Kanli agarda 18-24 saatlik

inkiibasyon sonunda kiiltiirii edilen mikroorganizmalarin koloni etrafinda herhangi bir

hemolizlik gorilmez. S. fecalis ve S. fecum bu gruptadir (URL-2).

Sherman tarafindan streptokoklar, biyokimyasal yapilarina, iireme 6zelligine,

hemoliz 6zelligine, bulunduklar1 yerlere ve antijenik yapilarina gore streptokoklar

Piyojenik, Viridans, Laktik ve Enterokoklar olarak smiflandirmistir (Tablo 1).

Gunumuzde S. pyogenes; A grubu, beta hemolitik ve piyojenik streptokok olarak

adlandirilir.

Tablo 1. Streptokoklarin klinik semptomlarina gore tarihsel siniflandirilmalart.

Sherman 1937 Jones 1978 Bridge ve Sneath Bergey’s 1986 Schleifer ve
1983 KilpperBalz 1987
Piyojenik Piyojenik Piyojenik, Piyojenik Piyojenik
Parapiyojenik
Pneumococci Pneumococcal S. oralis grup
(S. miilleri’de dahil)
Viridans Oral Viridans, Paraviridans Oral S. mutans grup
Diger Termofilik Diger tiirler ve  Diger streptokoklar,
streptokoklar Anaerobik Streptokok
Anaerobik Strep. strep. olmayanlar
Enterokoklar Fekal Enterokokal Enterokok Enterokok (ayr1 bir
grup)
Laktik Laktik Laktik Laktik asit Lactococcus(ayri bir
koklari grup)




1.4. Streptokoklarda Direnglilik

Streptokoklar genellikle 1s1ya dayanikli olmayip 56 °C’de 30 dakikada oliirler.
Antiseptik ve dezenfektanlara karsi1 duyarli olup, 6zellikle cerahatli ve proteini bol

ortamlarda kurumus halde uzun bir siire canliliklarini koruyabilmektedirler.

Streptokoklarda suslara gore direng farkliliklar1 goriiliir. Patojen bakteriler
arasinda antibiyotiklere karst en duyarli olan mikroorganizmalar beta hemolitik
streptokoklardir. Enterekoklar ise termofilik olup ¢ok yiiksek 1siya bile dayanirlar.
Ozellikle enterekoklar, H grubu streptokoklar ve S. viridans daha direnclidir
(Ustacelebi, 1999).

1.5. Streptokoklarda Antijenik Yapilar

Streptokolarin olduk¢a kompleks yapida olan antijenik yapilari bulunmaktadir.
Karbonhidrat ve protein yapisinda olan antijenlerin yaninda, bazi streptokoklarda
hiyallironik asit yapisinda bulunan kapsul antijeni de vardir. Fagositozu Onleyip,
virulans arttirict etki gosterebilen kapsiil N-asetil-D glukozamin-D-glikuronik asit

unitelerinden meydana gelmistir (URL-2; Ustacelebi, 1999).

Streptokoklarda bulunan hiicre duvar1 M, T, R protein antijenlerini, gruba 6zgul
karbonhidratlar1 ve peptidoglikan1 kapsamaktadir. Kapstlden lipoteikoik asit ve tip
spesifik M proteini tagiyan pilin proteinleri (Fimbria) bulunmaktadir. Bunlar
streptokoklarin  epitel hiicrelerine tutunmalarmi kolaylastirmaktadirlar.  Hcre
duvarindan (sulandirilmig hidroklorik asit ve nitrik asit, formamide veya pepsin-tripsin
gibi litik enzimlerle islemden sonra otoklavda tutma gibi) ¢esitli yontemlerle ekstrakte
edilebilen “C” karbonhidrati, 1933’de R. Lancefield tarafindan bulunan gruba 6zel bir
antijendir. C karbonhidrati viridans streptokoklarin disinda biitiin streptokoklarda
bulunur. Streptokoklarla bagisiklanmis tavsan serumlartyla, presipitasyon teknigi
kullanilarak, birbirinden farkli 20 kadar C karbonhidrat elde edilmis ve C
karbonhidratlardaki bu farkliliklara gore, streptokok gruplari belirlenmistir. Hicre
duvarinda bulunan karbonhidrat antijeni, mikroorganizmanin kuru agirhigmin %

10’unu ihtiva etmektedir.



A grubu, C Polisakkariti, L-ramnoz ve terminal N-asetil-glukosamin, B grubu
ramnozglukosamin, C grubu ramnoz-N-asetil galaktosamin, D grubu gliserol teikotik
asit, F grubu glukopiranosil-N-asetilgalaktosamin  determinantlarin ~ varlhigi
gbzlenmistir. Mol agirhigi C karbonhidratinin 8000-10000 dalton olup ramnoz/N-

asetilglukosamin orani, ortalama 2/1 kadardir.

Bu antijene karsi olusan antikorlar, A grubu beta hemolitik streptokok
enfeksiyonlarindan hemen sonra saptanabilir ve uzun siire kalicidir (URL-2;
Ustacelebi, 1999)

Streptokoklarin hiicre duvarinda bulunan yiizey protein antijenleri M,T ve R
proteinleri olup, bunlardan M proteini virulansla ilgili bir antijendir. Bu protein 3500
mol agirlikli, alkolde eriyen, tripsine duyarli, 1s1 ve aside dayanikli, fagositoza direncli,
izoelektirik noktasi 5.3 olan bir protein olup, mat veya miikoid koloniler olustururlar.
Ust solunum yolu enfeksiyon etkeni olan A grubu streptokoklarda 80’in iizerinde tipi
tanimlanmaktadir. M proteini Fimbria ile ilgilidir ve epitel hiicrelerine aderansi saglar.
M proteini bulunmayan streptokoklarin fimriasi yoktur. Bunlarin M tiplendirimi ise

tlpte presipitasyon ile tipe 6zgiil antikorlar kullanilarak yapilabilmektedir.

T proteini ise proteolitik enzimlere (pepsin ve tripsin gibi) dayanikli olup, asit
ve 1stya duyarli, alkolde erimeyen, virulans arttirict etkisi olmayan bir antijendir. T

tiplendirimi lam agliitinasyonu ile yapilabilmektedir.

R proteini pepsinle harap edilebilmesine karsin tripsinle sindirilemezler. Tipe
0zel olmayan bu antijenin virulansla ilgisi olmayip biyolojik 6nemleri

anlasilamamuistir.

Peptidoglikan: yan zincirleri L-alanin, D-glutamik asit, L-lisin, L-alanin ile
baglanmis olup, tekrarlayan, N-asetil-D-glukosamin ve N-Asetil-D-muramik asit
unitelerinden meydana gelmistir. Bu yap1 streptokoku cevreleyen rijid bir yapidir ve
farkli bir ¢ok bakteri peptidoglikanina benzer oldugundan imminolojik kros
reaksiyonlar i¢in temel olustururlar. Peptidoglikanlarin bakteriyofajlar igin bir reseptor

ozelligi tasidiklart ve mikopeptid olduklar bilinmektedir.
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Gliserol teikoik asitler (lipoteik asit) : Streptokoklarin agirliginin yaklasik %
I’ini olusturur. D ve N grubu streptokoklarda, gruba 0zel antijen gorevi yaparlar. Mol
agirhigi 5000-10000 daltondur ve virulans faktorl olarak bilinmektedir.

Hiicre membrani : Protein (% 72), lipid (% 25) ve glukoz (% 2) den ibarettir.
Hiicre membrani memeli miyokardium ve glomerul bazal membrani ile ortak antijenik
determinantlara sahiptir. Romantizmal atesli hastalarin serumunda bulunan, kalp
dokusu ile reaksiyon veren antikorlar, streptokok hiicre membran antijeni ile absorbe
edilebilmektedir (URL-2; Ustagelebi, 1999).

1.6. Streptokoklarin Toksin ve Enzimleri

Streptokoklarin ¢ok sayida hemolizinleri (streptolizinleri), toksinleri ve
enzimleri bulunmaktadir. A grupta yer alan streptokoklar O ve S olmak tizere iki farkli
hemolizin Uretirler. Streptolizin O (SO), I6kositler, monositler ve eritrositler gibi bazi
kan hiicrelerine toksik etki olup kolesterol varliginda inhibe olur. Hemolizin O, oksijen
varliginda inaktive oldugu igin sadece anaerob ortamda (Gretilen bakterilerin
hemolizininden sorumludur. Insanlar icin imminojen olup anti-streptolizin
antikorlarinin (ASO) olusumuna neden olur. Insanda ASO titresinin yiiksek bulunmasi

yakin zamanda (3-4 hafta) ge¢irilmis faringeal S. pyogenes enfeksiyonunun kanitidir.

Streptolizin S, oksijene dayanikli olup, antijenik 6zelligi olmayan ve bir gok
hlcreye karsi toksik etki gosteren streptolizindir. Oksijene dayanikli oldugundan, hem

aerob hemde anaerob ortamda ureyen streptokoklarin yaptigi hemolizden sorumludur.

Enzimleri, fibrini ve trombiisii eriterek bakterinin viicutta hizla yayilmasina
neden olan Streptokinaz, bag dokusundaki hyallronik asiti pargalayarak derin dokulara
yayilimini saglayan hyallrinidaz, ve apse i¢inde bulunan serbest DNA’y1 depolimerize
ederek absenin yapiskanliginin azalmasini ve streptokoklarin yayilmasmi Onleyen
deoksiriboniikleaz enzimleri en 6nemli olanlar arasinda yer alir. Deoksiriboniikleazin
A, B, C ve D olmak tizere 4 tipi vardir. DNAaz B’ye kars1 antikorlarin saptanmasi,

ASO’nun saptanamadig1 baz1 deri enfeksiyonlariin tanisinda yardimci yontemdir.

10



Bilinen en dnemli streptokok toksini pirojenik ekzotoksindir (eritrojenik toksin)
ve S. pyogenes’de 3 Onemli tipi bulunur. Bunlardan en O0nemlisi ekzotoksin A’dir.

Lizojenik bakteriofaj varligina bagli olarak bakteride toksin tretimi gézlenmektedir.

Pirojenik ekzotoksin A ; streptokoksik toksik sok sendromu ve kizil
dokdntdlerinden sorumlu olup, yuksek ates olusumuna neden olur. Bu toksin, asirt T
hiicre yanitin1 indiikleyen bir stper antijendir. Toksine kars1 gii¢lii bir antikor yaniti
gelisir. Bu durumda streptokoksik enfeksiyon gecirilmesine kars1i kizil tablosu
olusmaz. A grubunda bulunan diger 6nemli enzimler ; Streptokinaz (fibrinolizin) ve
DNaz (streptodornaz) dir (URL-2; Ustacelebi, 1999 ).

1.7. Streptokoklarin Laboratuvarda Tanisi

Streptokok gruplarini ayirt edebilmek icin geleneksel yontemler ve hizli tant

testleri kullanilmaktadir.

Geleneksel Yontemler : Bu yontemler biyokimyasal testlere dayali olup
gruplarin bu testlere gore ayrimi Tablo 2’de verilmisti. A grubunu diger
streptokoklardan ayiran en 6nemli test basitrasin’e duyarli ve SXT disklerine direngligi
olarak bildirilmektedir (URL-2).

Tablo 2. Insanda Enfeksiyon olusturan streptokok serogruplari ve temel dzellikleri.

) S. pyogenes S. agalactiae Enterokok Diger D Viridans Pnémokok Diger
Ozellikler Agrup B grup (D) Grubu Oral Str. Hem. Srep.

Hemoliz B B o, B,y a,y a, Y o B

B duyarligi + - - - - +/-
SXT duyarligt - - - + + . +

O duyarlig1 - - - - - + -

CAMP deneyi - + - - - - -
Hipurat
hidrolizi
PYR hidrolizi + - + - - - -
Eskulin
hidrolizi
Safrada (%40)
tireme

% 6.5 NaCl
de tireme
Safrada Erime - - - - - + -

- + + - - - -

B; Basitrasin (0.04 U/Disk), SXT; Sulfametaksazol+Trimetoprim, PYR; Pyrrolidonyl Arylamidase
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Hizh Tani Testleri : Hizli tan1 testi veya Strep-A Testi olarak bilinir. Bu test
ust solunum yolu enfeksiyon etkeni olarak bilinen A grubu beta hemolitik
streptokoklarin ~ (S. pyogenes) varligim1  veya yoklugunu tegit etmek igin
kullanilmaktadir. Yapilan bogaz kiiltiiriiniin dogru ancak ge¢ sonug¢ vermesi alternatif

olarak hizl1 tani testlerinin kullanilmasina sebep olmustur.

S. pyogenes bogazin arka duvarimmi enfekte ederek “streptokoksik bogaza”
neden olurlar ve bdylece bu bélgenin en sik inflamasyonuna ve agrisina (farenjit)
sebep olurlar. Yapilan hizli tami tesleri ¢ok kisa siirede (10-20 dakikada) sonug
vermektedir. Yapilan testin pozitif (+) olmasi, Streptokoksik bogaz enfeksiyonunun
etkeni olan S. pyogenes bakterilerinin varligin1 gostermis olup ileri bir teste gerek
yoktur, ancak yapilan test sonucu negatif ise kiiltiiriin kesin sonug¢ vermesinden dolay1

bogaz kiiltiiri ekimi yapilarak sonucun teyit edilmesi gerekmektedir.

Hizli strep A testi, kullanilan antibiyotikler veya bazi agiz yikama solusyonlari
ile yapilan gargaralar tarafindan etkilenmektedir. Kiiltiir ve hizli tani testi i¢in hastanin

10-14 giin 6ncesi antibiyotik kullanmamas1 gerekmektedir (URL-3).

S. pyogenes tanisinda ilave testlerde kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan
Direkt Swab Test, bir kultir yontemi olmayip dogrudan bogaz siiriintiisiinde AGBHS
antijenlerinin immunolojik olarak tespit edilmesi islemidir. Sonuglart kiiltiir sonuglari

ile % 60-90 uyum gdsteren bir test yontemi olup bir saat igcinde tan1 alinabilir.

Tanida Onemli bir yere sahip olan serolojik testlerde kullanilmaktadir.
Bunlardan en 6nemlisi Anti-Streptolizin O (ASO) testidir. Anti-Streptolizin O, gercek
streptokoksik enfeksiyonlarin belirlenmesinde Onemli bir test olup, antikorlari,
nefelometrik yontemle ve kantitatif olarak ¢alismaktadir. Ancak enfeksiyonu takiben
antikorlarin yaklasik bir hafta sonra olusmaya basladig1 i¢in romatizmal hastaliklarin

tanisinda 6nemli bir yeri bulunmaktadir (URL-5).

C-Reaktif Protein(CRP), non-spesifik bir test olup, bakteriyel enfeksiyonlarda
protein degerlerinin artmasina bagl olarak streptokoksik enfeksiyonlarin teshisi i¢in

yardimci bir veri saglar.
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Nefelometrik yontemle ve kantitatif olarak 6lgtimleri yapilmaktadir (URL-5).

1.8. Streptokok Tdrleri ve Yaptiklar1 Hastahiklar

1.8.1. A Grubu Streptokok, Streptococcus Pyogenes

Grup A beta hemolitik streptokoklar veya diger adiyla Streptococcus pyogenes
insanlarda en sik goriilebilen bakteri olup basit enfeksiyondan 6lumcil enfeksiyona
dogru degisebilen genis bir yelpazede hastaliktan sorumlu patojen olan
mikroorganizmalardir (Kara vd., 2011). ilk olarak yara enfeksiyonu, erizipel ve
puerperal sepsis etkeni olarak gosterilen bakteri, 1884 yilinda Rosenbach tarafindan S.

pyogenes olarak adlandirilmistir (Roos vd., 2004).

Hicresel yap1 maddelerinde lipoteikoik asit, kapsul polisakkaridi, M proteini,
streptolizin, streptokinaz, hyallironidaz, nukleazlar, eritrojenik toksinler en siklikla
rastlanilan maddeler olup, ayrica streptokoklar proteinaz, fosfataz, esteraz, amilaz, N-
asetil glukoz-aminidaz, lipoproteinaz, riboniikleaz, néraminidaz, nikleotidaz,

difosfopiridin esteraz gibi enzim 6zellikli maddeler de yaparlar (URL-2).

S. pyogenes, rezervuar: genellikle insan olmakla birlikte, tonsillofarenjitin en
yaygin bakteriyel etkeni olup, ayrica impetigo, otitis media, bakteriyemi, nekrotizan
fasiit, sepsis ve toksik sok benzeri sendromlarada neden olmaktadir (Roos vd., 2004).
Ozellikle bakteriyel farenjit ve tonsillitin cocuklarda gériilen en yaygin yas araligi 5-15
yas araligidir. Insanlarm normal flora iceren viicut bélgelerinde de belirti vermeden

bulunabilmektedirler.
Streptococcus pyogenes‘de bulunan M-proteini ve pirojenik toksinler en énemli

virtlans faktorleri olup, bu faktorler akut romatizmal ates ve kizil hastaliginin

patofizyolojisinde énemli rol oynarlar (URL-2).
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1.8.2. B Grubu Streptokok (Streptococcus agalactiae)

Streptokoklarin genel &zelliklerini tasimaktadirlar. Kanli besiyerinde Kulturd
edildiklerinde kolonileri A grubu beta hemolitik streptokoklardan daha biyik olup,
morumsu renktedir ve koloniler etrafinda dar bir hemoliz gdzlenmekte olup ancak %
5-15’inde hemoliz goriilmeyebilir. B grubu streptokoklar yeni doganlarda, pndmoni,
septisemi, artrit, osteomiyelit, ve menenjite neden olurken, yetiskinlerde ise daha ¢ok
endometrit, pndmoni, sellilit, endokardit, septik artrit, piyelonefrit, ve menenjitten
sorumlu olabilir. Vajina florada B grubu streptokok bulunan kadinlarin eslerinin %

50'sinde iiretrada goriiliir ve iretrit olusabilir (URL-2).

1.8.3. C Grubu Streptokoklar

S. equi, S. zooepidemicus, S. equisimilis, beta hemoliz yapan tirler ve S.
dysgalactiae gibi alfa hemolizli veya nonhemoliz tirleri icermektedir. Daha ¢ok
farenjit, pndmoni, menenjit, septisemi, tonsillit, osteomiyelit, artrit, endokardit gibi

hastaliklarin etkeni olarak gortlebilirler (URL-2).

1.8.4. D Grubu Streptokoklar

Mikroskobik olarak ikiserli diplokoklar veya kisa zincirler seklinde olabilir.
Enterococcus faecalis, Streptococcus durans ve Enterococcus faecium penisiline
direncli olup, alfa, beta ve gama hemolitik 6zellik gosterirler. Streptococcus bovis ve
Streptococcus equinus enterokok olmayan D grubu streptokok tdrleri icerisinde yer
almaktadir. D grubu streptokoklar ve enterokoklar insan ve bazi hayvanlarin bagirsak,
agiz ve bazen deride normal flora elemanlar1 olarak bulunurlar ve insanlarda
endokardit, idrar yollar1 enfeksiyonlari, apse, kolesistit gibi ¢esitli hastaliklara neden
olabililirler (URL-2).
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1.8.5. Viridans Streptokoklar

Insanlarin normal agiz florasinin % 30-60’ 11 olusturan viridans grubu (oral)
streptokoklar genel olarak , dis yiizeyi, dis kokii kanali, dil, damak, dis eti araliklari, ve
farinks mukozalarinda bulunurlar. Enfeksiyon etkeni olabilmeleri igin, bulunduklari
yerden ayrilmalar1 ve organizmanin direncinin kirilmasi gerekir. Kanli agarda alfa
hemolitik 06zellik gosterirler. Dis kokii enfeksiyonlari, kronik akciger, subakut
bakteriyel endokardit, tiriner enfeksiyonlari, genital bolge, kolanjit, peritonit ve gesitli

abselerin etkeni olarak izole edilebilirler (URL-2).

1.8.6. Streptokoklarin Yaptig1 Hastaliklar

Bogaz Enfeksiyonu : Viicudumuzun diger bdlgelerinde oldugu gibi,
bogazimizda da normal bogaz florast adi verilen mikroorganizmalar yasamakta olup
bunlar normal sartlarda bogazda herhangi bir enfeksiyona sebep olmazlar. Bogazdaki
enfeksiyonlarinin yaklasik % 80-85°1 viriisler , % 10-20° si bakteriyel kaynaklidir.
VirGsler kultirde tesbit edilemezken, bakteriler ise kiiltiirde tretilip gogaltilarak
tanimlanabilmekte (URL-1). Haemophilus influenzae, Corynebacterium diptheria,
Mycoplasma pneumoniae, vb. birgok bakteri bogaz flora enfeksiyon etkeni olarak
bulunmakla birlikte, en édnemli enfeksiyon etkeni A Grubu Beta Hemolitik Streptokok

oldugu bilinmekte olup pek ¢ok hastaligin etyopatolojisini olusturmaktadirlar.

Grup A streptokok (AGBHS) tonsilofarenjitin énemli sebeplerinden biri olup
her yasta ortaya ¢ikar ve en sik okul g¢ocuklarinda goriilir (URL-4). Hastalikda ani
baslayan ve yutkunmayla artan bogaz agrisi, ates, ¢ene alti ve boyunda olusan agrili
sislikler gorulen en sik belirtiler olup bazi ¢ocuklarda hafif 6l¢tde olabilir. Etkin tedavi
edilmemis beta enfeksiyonu hassasiyeti yiksek olan bazi ¢ocuklarda akut romatizmal
atese yol acabilmektedir (URL-6).
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Tablo 3. Streptokoklarin Serogruplarina Gore Insanlarda Olusturdugu Hastaliklar.
Serogrup Hemoliz Olusturdugu hastahklar

A ( S. pyogenes) Beta Faranjit (yutak iltihaba, Otitis media Tonsillit (bademcik iltihab1),
(orta kulak iltihab1), impetigo, Erizipel, Siniizit (siniislerin iltihabr),
Endometrit (rahim i¢ tabakasinmn iltihab1), Kizil, Septisemi (kan
zehirlenmesi), Romatizmal Ates ve Streptokok Enfeksiyonu Sonrasi

Gelisen Reaktif Artrit,

B (S. agalactiae) Beta Koryoamniyonit, Neonatal sepsis (yenidogan sepsisi), Puerperal
sepsis (lohusa atesi), Menenjit (beyin zar iltihab1), Bakteriyemi

C grubu Beta Ust solunum yolu enfeksiyonlar1

streptokoklar

D grubu nonhem  Bakteriyemi (kanda bakteri bulunmasi)

streptokoklar

Enterokoklar nonhem  Endokardit (kalbin i¢ zarinin enfeksiyonu), Yara yeri enfeksiyonlari

,alfa Uriner sistem enfeksiyonlari,

G grubu Beta Ust solunum yolu enfeksiyonlari, Apse, Sellulitis

streptokoklar

S. pneumoniae Alfa Pnomoni (zatiirre),Otitis media (orta kulak iltihab1),Menenjit (beyin
zar1 iltihabr)

Viridans alfa, Endokardit, Dis ¢liriikleri,

streptokoklar monhem  Bakteriyem

Farenjit (Yutak Iltihabi) : Burun-agiz bosluklarimin karsisindaki duvarmn
iltihaplanmasi olup bogazdaki agrinin sebebidir. Hastaligin ilk belirtileri olarak bogaz
agris1 ve ates olup, 1-2 giin igerisinde yutkunma gii¢liigii ve beslenme bozuklugu ile
devam etmektedir. Hastada bogaz agrisi ile birlikte 6zellikle ¢ocuklarda karin agrisi,
bulant1 ve kusma goriilebilir. Agi1z i¢ine bakilinca bademcik ve bogaz iizerinde beyaz
lekelenmeler, sislik ve kizariklik bazi durumlarda da bademcigin iizerini kaplayan
beyaz-gri bir zar tabakasi1 goriilebilir (Seki 4). Bununla birlikte hastanin boynunda ve
cene altinda ele gelen biiylimiis lenf bezeleri (lenfadenopati) hissedilebilir. Bogaz
agrilarinin nedeni genellikle enfeksiyona bagli olup, bunun disinda allerjik (asir
duyarlilik reaksiyonu), travmatik (zedelenmeye bagli), neoplazmik (urlara bagli) v.b.

nedenlerle de meydana gelebilir (URL-7)

Sekil 4. Yutak iltihaplanmasi (URL-7).
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Saglikli ¢ocuklarda AGBHS tasiyiciligt % 5-15 arasindadir. Farenjit
salginlarinda okullarda bogaz kiiltiirii streptokok prevalanst % 15-30'dur (Akcakaya,
2000).

Romatizmal Ates ve Streptokok Enfeksiyonu Sonrasi Gelisen Reaktif
Artrit : Bogaz enfeksiyonunun neden oldugu bir hastalik olan romatizmal ates,
streptokoklardan sadece AGBHS’larin neden oldugu bir hastaliktir. Farenjit (bogaz
enfeksiyonu) gegiren her ¢cocukta romatizmal ates gelismez. Hastalik bazi ¢ocuklarda
kalpte iltihaplanmaya ve hasara yol acabilir ; oncelikle eklemlerde baslayan agr1 ve
siskinlik olarak kendini gosterir ve daha sonra kardit (kalpte iltihaplanma) veya
beyinde iltihaplanma dolayisiyla gelisen kore denilen normal istem dis1 hareket
bozukluguna neden olur. Buna ilave olarak deride dokiintu ve nodillerde gorilebilir.
Eklemleri etkilemesinden dolay1 ¢ocuk ve ergenlerin romatizmal hastaliklar1 arasinda
sayllmaktadir. Antibiyotiklerle tedavi edilmemis streptokoka bagli farenjit veya

tonsilitin ardindan gelisir.

Kalp iltihab1 anlamina gelen kardit, hastaligin kendini gosterebilecegi en ciddi
halidir. Dinlenirken ya da uykuda kalp atimlarinin hizlanmasi, romatizmal kardit
stiphesini uyandirabilir. Kalp muayenesinde anormal bulgular ve Gftrim, kalbin
etkilendigine dair baglica gostergedir. Siddetli ifiirim, kalp kapaklarinin iltihabina
(endokardit) isaret edebilir. Kalbi c¢evreleyen zarda iltihap (perikardit) varsa, kalbin
cevresinde sivi birikir ancak bu durum genellikle yakinmaya neden olmaz ve kendi
kendine diizelir. Miyokarditin en ciddi vakalarinda, kalbin kasilmasi bozulur ve kalp
giigsiizlesir. Oksiiriik, gdgiis agris1, nabizda ve solunumda artis ile kendini belli eder.
Romatizmal kalp kapak hastaligi, romatizmal atesin ilk ataginin sonucu olabilir ama
genellikle tekrarlayan ateslerin sonucudur ve erigkinligin ilerleyen dénemlerinde sorun

haline gelebilir, dolayisiyla Onlenmesi gerekli bir enfeksiyondur.
Kore, beyinde hareketlerin koordinasyonunu kontrol eden kisimlarin

iltihaplanmasindan olusur. Artrit ve karditten farki, hastaligin ilerleyen evrelerinde,

bogaz enfeksiyonundan 1 ile 6 ay sonra ortaya ¢ikar.
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Erken belirtileri, istemsiz titreme yiiziinden okul cagindaki hastalarin el
yazilarindaki bozulma, giyinme ve kendi ihtiyaglarini karsilamada, hatta yiiriime ve

beslenmede problemler olarak sayilabilir.

Deri dokuntdleri, romatizmal atesin daha az yaygin bulgulari arasindadir.
"Eritema marjinatum", kirmiz1 halkalar olarak goriiniirken, "deri alti nodiilleri" ise
genellikle eklemler tizerindeki normal derinin altinda agrisiz, hareketli tahil tanesi

biiyiikligiinde sertliklerdir.

Cocuklarda ve gen¢ yetigkinlerde streptokoka bagli artrit vakalar
tanimlanmistir. Buna genelde "reaktif artrit" veya "streptokok enfeksiyonu sonrasi
gelisen reaktif artrit" (PSRA) adi verilir. Genellikle bogaz enfeksiyonundan 10 giin
sonra gelisir. Baslica biiyiik eklemleri etkileyen akut romatizmal ates kaynakli artritten
(ARF) farklidir. PSRA'da biiyiik ve kiigiik eklemler ile eksenel iskelet etkilenir.
Genellikle ARF'den uzun siirer yaklasik 2 ay, bazen daha uzun strebilmektedir. Hafif
ates ve iltihabi gosteren anormal laboratuvar testi sonuglarida (C-reaktif protein
velveya eritrosit sedimentasyon hizi) bulunmaktadir. iltihap belirtecleri ARF'de
oldugundan daha disiiktiir. PSRA tanisi, yakin zamanda gegirilmis streptokok
enfeksiyona dair kanit bulunan artrit; streptokok antikoru testlerinden alinan anormal
sonuclar (ASO, DNAse B) ve "Jones kriterlerine” goére ARF'nin belirtilerinin
yokluguna dayanir. PSRA, ARF'den ayri bir rahatsizlik olup kardit olusumuna yol
agmadig1 bildirilmektedir (URL-2).

1.9. Bagisikhik

A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonlarinda sadece tipe karsi bir
bagisiklik olusur. Anti M antikorlarina dayanan bagisikligin sonucunda hastalar
enfekte olduklar1 A grubu streptokokun tipine kars1 bagisik kazanirlar ancak, farkl: tip
bir streptokok ile tekrardan yeni bir enfeksiyon meydana gelebilir. Buna karsin kizil
hastaliginda ; kizil gecirildikten sonra eritrojenik toksine karsi olusan antitoksinler
hastalig1 gegirenleri eritrojenik toksinin etkilerine karst korur. Eritrojenik toksinli
baska bir streptokok ile enfekte olsalar bile bu defa kizil dokiintiisii olusamaz hastalik

basit bir anjin seklinde gorulir (URL-2).
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1.10. Streptococcus pyogenes i¢in Antibiyotik Kullanimi ve Tedavisi

Infeksiyonlarin tedavisinde genellikle ilk secilen antibiyotik penisilindir.
Penisiline allerjisi olan veya penisilin tedavisine cevap vermeyen hastalarda
eritromisin veya diger makrolid tiirevleri kullanilir. Diinyada penisiline direngli sus
heniiz saptanmamisken, eritromisine diren¢ cografik bolgelere gore farkli oranlarda
bildirilmektedir. ilk direngli suslar 1959 yilinda ingiltere’den bildirilmis, daha sonra
tilkemiz de dahil olmak tizere ¢esitli yayinlar yapilmistir ( Lowbury ve Hurst, 1959).

Tedavide penisilin kullanilmasinin sebebi ucuz ve giivenilir olmasidir. Direng
artis1 antibiyotigin tiikketim aligkanligina paralel olarak gelisir, dolayisiyla ¢ocuklarda
en sik goriilen farenjit tedavisinde makrolid (eritromisin) kullanilmasinin énemli bir
etkisi vardir (Green vd., 2004). S. pyogenes ‘de ¢esitli eritromisin direng fenotipleri ve
bu fenotiplerin olusmasina neden olan direng genleri bildirilmektedir. Fenotip

yayginlignin bilinmesi epidemiyoloji ve tedavi agisindan 6nemli olmaktadir.

1.11. Epidemiyoloji ve Korunma

Bakteriyel farenjit, tonsillit ve impetigonun en sik etkeni A grubu beta
hemolitik streptokoklar olup, enfeksiyon genelde kis aylarinda artmaktadir. Bulas
genelde solunum yolu ile olmaktadir. AGBHS’lara bagli nekrozitan fasiit ve toksik sok
sendromu gibi ciddi enfeksiyonlarin 1980’lerden itibaren giderek arttigi bildirilmistir.
Invaziv serotiplerin neden oldugu salgimlar da yine bu tarihlerden itibaren diinyanin
tiim cografi bolgelerinden bildirilmistir. AGBHS’larin neden oldugu romatizmal ates
(ARA), farenjit insidansinin en yiiksek oldugu 5-15 yas arasi ¢ocuklarda gordlir. Diger
bir AGBHS enfeksiyonu olan akut glomeriilonefrit (AGN) ise siklikla deri
enfeksiyonlar1 sonrasinda gelisir. Arastirmalar gosteriyor ki AGBHS’larin yayilma
kaynagi insan olup oOzellikle Ust solunum yollart hastalar1 ve belirti vermeden
streptokoklari bulunduran kisiler (tasiyicilar) enfeksiyonun yayicilardir. Koruyucu
onlemlerin alinmasi, tastyicilarin tedavi edilmesi, toplu yasanilan yerlerde tastyiciligin
taranmasi, kisilerin belirlenmesi yada tedavi edilmesi, digerlerinin gerekli hijyen

kosullarina uymasinin saglanmasi gerekmektedir.
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1.12. Bakteriyofajlar

Dogada en cok bulunabilen biyolojik topluluklardan birini temsil eden
bakteriyofajlar, kendilerine 6zgu hedef bakteriyi enfekte edebilen bakteri virtsleri
olarak tanimlanmaktadir (Ergin vd., 2017). Okaryotlar1 (hayvan, bitki ve mantarlari)
enfekte eden viriisler gibi bakteriyofajlarda da biiylik bir yapisal ve islevsel
cesitlilikleri vardir. Genel olarak proteinden olusan bir kabuk ve iginde yer alan
genetik materyalden olusurlar. Genetik materyal DNA veya RNA olabilir, ama genelde
5-500 kilo baz ¢ifti uzunlugunda cift sarmalli DNA'dan olusurlar. Bakteriyofajlar 20-
200 nm arast biiyilikliigiinde olan partikiillerden olusur (URL-8). Bakteriyofajlar
genellikle protein ve nikleik asitden olustuklari igin toksik degildir. Bakterilerin
olusturdugu antibiyotige diren¢ mekanizmasi bakteriyofajlarin s6z konusu bakteriye
etki etmesini engelleyememektedir. Patojen bakterilere karsi etkili bakteriyofajin

bulunmasi kolaydir (Harper vd., 2015; Ergin vd., 2017 ).

Kimyasal antibiyotiklerle kiyaslandiginda patojenlere karsi bakteriyofaj
uygulamasinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bakteriyofajlar yalnizca kendilerine
0zgl hedef bakteriyi enfekte edebilmekte ve antibiyotiklerin aksine dogal
mikrobiyotay1 olusturan diger organizmalara zarar vermemektedir. Antibiyotiklerin
etkisi kullanildiktan sonra azalmakta ancak bakteriyofajlar ortamdaki konakgi
bakteriler 6lene kadar cogalmakta ve bakteriler dldiigiinde inaktif hale gelerek kendi
iiremelerini (oto dozaj) kontrol etmektedir. Gidalarda patojen bakterilerin kontroliinde
antibakteriyel kimyasal ajanlar yerine bakteriyofaj kullanimi giliniimiizde Onemle
uzerinde durulan bir konudur (Harper vd., 2015; Pulit vd., 2015).

Bakteriyofajlar, 20. yilizyilin baslarinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullamilmis ancak, penisilinin kesfi ve antibiyotik endiistrisinin  gelismesi,
bakteriyofajlarin antibakteriyel ajan olarak kullaniminin géz ardi edilmesine sebep
olmustur (Ergin vd., 2017). Hastane kokenli olan patojenler basta olmak {izere,
mikroorganizmalarda goriilen ¢oklu antibiyotik direnci insan saghig: icin ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Bilim insanlari, artan antibiyotik direnci gelisimine radikal bir
¢ozum bulamazken, uygun klinik durumlarda tedavi alternatifleri arayisi hizla devam

etmektedir. Bakteriyofaj (faj) terapisi 1920-1950 yillar1 arasinda oldukga popiiler
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olmasina ragmen, cesitli nedenlerle diinyanin biiyiik bir kisminda terk edilen ve bugiin
coklu antibiyotik direncinin artmasiyla tekrar hatirlanan bir yontem olarak alternatif

terapilerin basinda yer almaktadir (Giindogdu ve Ulu-Kilig, 2018 ).

Bugun, ESKAPE patojenler (Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter spp.) basta olmak iizere, ¢oklu direngli mikroorganizmalar igin
antibiyotik seceneklerinin kisitli olmasi ve bu kisitli segeneklere dahi hizla direng
gelismesi faj terapisinin tekrar gindeme gelmesine neden olmustur (Kutateladze ve
Adamia, 2010).

Bakteriyofaj terapisi, en basit ifadeyle enfeksiyondan sorumlu bakteriye karsi
tedavi amach fajin uygulanmasidir. Belirli dozdaki saflastirilmig fajin hastaya
verilmesinden sonra, fajin infeksiyon etkeniyle antagonistik rekabete girmesi ve
patojeni kisa surede eradike etmesi, bakteriyofaj terapisinin temel prensibini
olusturmaktadir (Giindogdu ve Ulu-Kilig, 2018 ).

Fajlar dogada bakterilerle simbiyotik bir iligki igerisinde yaygin olarak
bulunurlar. Biyosferde yaklasik olarak 1030-1032 faj partikili bulundugu, saniyede
yaklagik 1023 faj infeksiyonu gerceklestigi ve her 48 saatte diinyadaki bakterilerin
yaklasik yarisinin fajlar tarafindan yok edildigi ongoriilmektedir (Kutateladze ve
Adamia, 2010).

Fajlarin  etkinligi ¢esitli mikrobiyologlar tarafindan farkli zamanlarda
gozlemlenmis olsa da, bunun bir fenomen olarak bildirilip hakkinda ilk hipotezlerin
ortaya atilmasi 20. yiizyilin baslarma denk gelmektedir. Ingiliz bakteriyolog Ernest
Hankin (1865-1939), ilk olarak 1896 yilinda Hindistan’daki Ganj ve Yamuna
nehirlerinin sularinda Vibrio cholerae’ye karsi antibakteriyel etkinlik tespit etmis ve
buna porselen filtrelerden gegebilen heniiz tanimlanamamis kiigiik yapilarin sebep
oldugunu, hatta bu fenomenin bolgedeki kolera salginlarimi Onemli o6lgiide

engelledigini bildirmistir (Hankin, 1896).
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Benzer sonuglart farkli arastirmacilar da gozlemlemekle birlikte, Ingiliz
bakteriyolog Frederick Twort (1877-1950)’tan 6nce higbir bilim insan1 bu fenomeni
aciklayan bir goriis ortaya atmamistir. Twort 1915 yilinda antibakteriyel etkinligin
baska segeneklerle birlikte virus kaynakli olabilecegini iddia etmistir (Twort, 1915).

Ote yandan aym yillarda Paris’te Pasteur Enstitiisi'nde benzer bulgular
tizerinde ¢alisan Fransiz Kanadali bakteriyolog Felix d’Herelle (1873-1949) bu
caligmalar1 daha da ileri gotiirerek bakterileri infekte eden viruslara “bakteriyofaj”
ismini vermistir. Felix d’Herelle’in ¢alismasinin  sonuglarint 1917  yilinda
yayimlamastyla bilim diinyasinda yillar siirecek olan bir tartisma siireci baglamigtir.
Bakteriyofajlarin infeksiyon hastaliklar1 tedavisinde kullanilmasi fikri ve bu konudaki
ilk ¢alismalar yine d’Herelle’e aittir. Bakteri-bakteriyofaj iliskisini gozlemlemis olan
d’Herelle, infeksiyon etkeninin hastaya verilen zenginlestirilmis faj soliisyonlariyla

eradike edilebilecegini gostermis ve fajlarin tedavide kullanilmasini saglamistir.

Fransa’da dizanteri vakalar1 iizerinde yapilan denemelerde tek faj
uygulamasiyla agir hastalardaki semptomlarin birka¢ giin igerisinde hatta bazi
vakalarda 24 saat icerisinde ortadan kalktigi bildirilmistir (Summers ve d’Herelle,

1999).

Streptokoksik pyodermiler gibi enfeksiyonlarda da benzer basarili sonuglarin
alimmasiyla faj terapisinin altin donemi baslamistir. d’Herelle Hindistan’da kolera ve
bubonik veba gibi biiyiik salginlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde faj temelli genis
capli caligmalar yiirlitmiistiir. O donemlerde bakteriyofajlarin hem kisisel dozajli tedavi
amacl kullanimi hem de yerel su kaynaklarina profilaktik olarak uygulanmasi bir¢ok
yerlesim biriminde salginlarin 48 saat igerisinde kontrol altina alinmasini saglamistir

(Fruciano ve Bourne, 2007).

Bu caligmalarin ardindan diinyanin pek c¢ok bolgesinde farkli arastirmacilar
tarafindan faj calismalar1 terapi uygulamalar1 baslamistir. Brezilya’da dizanteri
tedavisinde, Afrika Ulkelerinde (Senegal ve Misir gibi) yine dizanteri ve veba
tedavisinde, Ingiltere, Italya ve Yunanistan’da tifo ve paratifo tedavisinde faj kullanimi

erken donemdeki 6nemli terapi ¢calismalari olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Erken donemde elde edilen bu basarili sonuglarin etkisiyle faj terapisi ticari bir
boyut kazanmis ve endiistriyel boyutta bakteriyofaj iiretimi baglamigtir. Bagta
d’Herelle’in Paris’te bulunan ticari laboratuvari olmak iizere yine d’Herelle’in
destegiyle 1923’te kurulan Giircistan’daki Eliava Enstitiisii ve daha sonra 1952 yilinda
Polonya’da faaliyete baglayan Hirszfeld Enstitlisii faj kokteylleri iireten baglica
merkezler olmustur. Bu kurumlar igerisinde halen etkin olarak ¢aligmalarini siirdiiren
Eliava Enstitiisii’niin en aktif oldugu donemlerde giinde tonlarca agirlikta faj tiretimi
yaptig1 ve donemin Sovyetler Birligi ordusunun diizenli olarak profilaktik amagh faj

kullandig belirtilmektedir (Sulakvelidze vd., 2001).

Eliava Enstitiisii’niin aktif ve basarili bir sekilde faj iiretmesi Ikinci Diinya
Savasi sirasinda (hem Sovyetler Birligi hem de Almanya’nin tedavide faj kullanmasi

sebebiyle) Nazi Almanya’sinin Giircistan’1 isgal etme sebepleri arasinda sayilmaktadir.

Yine aymi dénemde Amerika Birlesik Devletleri’nde Stanford Universitesi ve
Michigan Halk Sagligi Laboratuvari, faj preparasyonlart hazirlayarak saglik

merkezlerine dagitimini gergeklestirmistir (Summers, 2001).

Penisilinin kesfedilip tedavide kullanilmaya baslandigi Londra St. Mary
Hastanesi’ndeki ilk penisilin ¢alismalar1 da penisiline direngli bakterilerin olusmamasi

amaciyla faj destekli olarak yiriitiilmiistiir (Himmelweit, 1945).

Ozetle, 1920-1950 yillar1 arasinda bakteriyofaj terapisi mikrobiyolojik
paradigmaya doniligsmiis ve infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde genel kabul goren bir
yontem haline gelmistir. Fakat biitiin bu olumlu gelismelere ragmen antibiyotiklerin
kesfi, faj biyolojisi/faj Uretim tekniklerinin iyi anlasilamamasi sebebiyle celiskili
sonuclarin yayimlanmasi,“bakteriyofaj fenomeninin” tam olarak aciklanamamasi ve
terapinin etkinligini ortaya koyacak kontrollii klinik c¢aligma tasarimlarinin
bulunmamasi gibi nedenlerle faj terapisine olan ilgi zamanla azalmis ve unutulmus bir

sekilde tarihe gegmistir (Glindogdu ve Ulu-Kilig, 2018 ).

23



1.12.1. Bakteriyofajlarin Yasam Donguleri

Bakteriyofajlarin litik ve lizojenik (1liman) olmak Uzere iki yasam dongiisii
bulunmaktadir (Ergin vd., 2017).

Lizojenik Faj Enfeksiyonu ; Bazi faj enfeksiyonlarinda hiicre igine giren faj
genomu hiicre i¢ginde replike olmaz, dogrudan hiicre kromozomuna entegre olur ve
onun bir pargasi haline gelir, konak hiicrenin par¢alanmasina neden olmaz. Lizojenik
olabilen bu fajlara iliml fajlar (temperate phage) denir. Viral genom konak genoma
dahil olur ve oldukga zararsiz bir sekilde onunla beraber eslenir. Konak hiicrenin
saglhigi yerinde oldugu siirece Viriis sessiz bir sekilde varligini siirdiiriir, ama konagin
sartlar1 bozulursa, 6rnegin besin kaynaklarinin tiikkenmesi durumunda, endojen fajlar
(profaj olarak adlandirilirlar) etkinlesirler. Bir ¢ogalma siireci (litik dongii) baslar,
sonucunda konak hiicre pargalanir (Ergin vd., 2017; URL-11).

Litik Faj ; Enfekte ettikleri konak bakteride replike olduktan sonra yeni
fajlarin olugmasi ile hiicreyi eriterek ortama yayilan faj yasam dongiisiidiir. Litik faj
dongiisiinde fajin konaga tutunmasi ve adsorbsiyon, nikleik asit enjeksiyonu ve
kiliftan ayrilma, biyosentez, faj uUnitelerinin bir araya toplanmasi ve tim faj
partikiiliiniin olugsmasi, bakteri hiicre duvarmin par¢alanmasi ve yeni olusan (progeni)

bakteriyofajlarin salinimi1 agamalarini igermektedir (Ergin vd., 2017; URL-11).

Konak hiicreye girmek icin bakteriyofajlar bakterinin ylzeyindeki 6zgl
reseptorlere baglanirlar, bunlar arasinda lipopolisakkaritler, teikoik asitler, proteinler
sayilabilir. Bu nedenle bir bakteryofaj ancak baglanabilecegi reseptorler tasiyan
bakterileri enfekte edebilirler. Faj virionlar1 kendi kendilerine hareket etmedikleri i¢in
kendi reseptorleriyle soliisyondayken rastlantisal olarak bulusup baglanir. Kuyruklu
fajlarda (T4 faj1 gibi) uygun reseptdrle temas kurduktan sonra kuyruk lifleri taban
plakasini hiicre ylizeyine yaklastirirlar, iyice baglandiktan sonra, kuyruk biiziiliir, bu da
genetik malzemenin kapsit disana itilmesine neden olur. Bazi fajlar niikleik asiti hiicre
zarindan igeri iter, bazilar1 hiicre ylizeyine birakir. Bagka yontemlerle genetik

malzemlerini iceri sokan bakterifajlar da vardir (Sekil 5) (Ergin vd., 2017; URL-11).
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Sekil 5. Bekteriyofajlarin litik ve lizojenik yasam donguleri (URL-9).

Bazen profajlar inaktif olduklar1 dénemde bakteri genomuna yeni islevler
kazandirarak konak bakteriye bazi 6nemli faydalar saglayabilir, bu duruma lizojenik
dontistim (lysojenic conversion) denir. Bunun iyi bilinen bir 6rnegi Vibrio cholera’ nin
zararsiz bir susunun bir faj tarafindan enfekte edilerek kolera hastaligi etmenine

dontisiimii verilebilir (URL-11).

Profajin, UV, mitomisin C, mutajenik maddeler ve inkiibasyon sicakligindaki
degisim gibi ¢evresel olumsuz etkilerden etkilenerek (indiiklenme) lizojenik yasam

dongiisiinden litik yasam dongiisiine dOniisebilmekte olup buna faj indiiksiyonu denir.

A
S | 2

Sekil 6. T4 bakteriyofajinin morfolojik yapisi.
1. Bas, 2. Kuyruk, 3. Niikleik asit, 4. Kapsit, 5. Yaka, 6. Kin, 7. Kuyruk lifleri,
8. Ekserler, 9. Taban plakasi (URL_8).
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Litik dongu, lizojenik dongiiden ‘Latent Donem’ olarak adlandirilan periyodun
baslamast ile ayrilir. Ciinkii faj DNA’sinin hiicre igine alinmasiyla, konak¢t RNA
polimeraz enzimi devreye girer ve erken genlerin transkripsiyonu baslar. Bu gen
irlinleri, faj genomunu konak¢i tarafindan sentezlenen endoniikleazlara karsi
korumakta ve fajin ihtiyacina gore konakgida tekrar yapilanmay1 saglayabilmektedir.
Ayrica, konakg1 proteazlarini ve diger bazi proteinleri inaktive edebilmektedir. Daha
sonra, orta (middle) genlerin transkripsiyonu ile yeni faj DNA’sinin sentezi
ger¢eklesmektedir. Son olarak, ge¢ genlerin kodlanmasi ile faj partikiiliiniin kapsid,
kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi parcalarinin iiretimi, dolayistyla faja 6zgiil sekil olusumu
(morphogenesis) baslamaktadir (Hendrix, 2002b). Prokapsid olarak adlandirilan tam
yapilanmamis ikosahedral protein kilif icerisinde, faj DNA’s1 paketlenmekte ve kuyruk
ile kapsid birlestirilmektedir (Klug ve Cummings, 2000). Litik dongiiniin son asamasi,
konake1 hiicrenin lizize ugratilmasidir. Kuyruklu fajlar, lizizin gergeklesmesi i¢in iki
bilesen kullanmaktadir. Bunlardan, ‘lisin’ enzimi peptidoglikan matriks igerisinde
kesim yaparken; ‘holin’ adli ikinci enzim de, i¢ membranda porlar agarak lizin
enziminin peptidoglikan tabakaya ulasmasimi ve hiicre lizizinin gergeklestirilmesini

saglamaktadir (Guttman vd., 2005).

1.12.2. Fajlarin Molekiiler Biyolojisi ve Tipta Kullanimi

Bakteriyofajlarin biyoteknoloji, arastirma ve tedavi amagli kullanim alanlar
mevcuttur. Son yillarda fajlarin = modern biyoteknoloji alaninda daha verimli
caligmalara kaynak sagladig1 ortaya konmustur. Fajlar dogal olarak endolizin enzimine
sahipler ve coklu antibiyotik direngli bakterilere karst bu enzimin tedavi amach
kullanilmas: gelecek vaad etmektedir. Endolizin enzimi 0zellikle gram pozitif
bakterilerde hiicre duvarindaki peptidoglikanlar1 hedef alarak diisikk dozda gii¢lii bir
bakteriyolitik 6zellige sahiptir ve antibiyotiklerle karsilastirildiginda daha az yan etki
gosterdikleri belirtilmistir. Fajlar bakterilere spesifik olduklar1 igin bakteri
identifikasyonunda da kullanilirlar. Bu yontem, faj tiplendirme olarak bilinir. Bdylece
patojen bakteri suslarin tanimi daha kolay ve daha hizli gergeklestirilir. Ayrica fajlar
DNA ve protein asilar1 i¢in tasiyict olarak ve bir¢ok protein ve antikor Uretiminde de
kullanilmaktadir (Haq vd., 2012)
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Faj terapisindelitik dongiliye sahip olan fajlar kullanilmaktadir. Faj bakteriyi
enfekte eder ve bakteriyi parcalayarak hem bakteri 6limuine neden olur hem de
enfeksiyon bolgesinde ¢ogalarak diger bakterileri enfekte ederek enfeksiyon kaynagi
olan konag1 yok eder. Fajlar konaklarna 6zgiidiir ve sadece konak spektrumundaki
tirleri enfekte ederler. Bu sayede etki spektrumu digsindaki bakterilere karsi zararsiz
oldugundan antibiyotiklerde goriilen normal flora iizerine olumsuz etkiler bu tedavi
yonteminde goriilmez. Ayrica, antibiyotik kullaninmina bagli gelisen sekonder
enfeksiyon gelisimi de Onlenmis olur. Fajlar enfeksiyon bdlgesinde yani bakterilerin
bulundugu bolgede ¢ogalir ve enfeksiyona neden olan bakteriler ile es zamanh
ureyerek dongisune devam ederler. Boylece sistemik yan etki goriilme olasilig1 ¢ok
diisiik olup konak bakterileri mevcut oldugunda kendiliginden yayilirlar (Nilsson,
2014; Viertel vd., 2014)

Sekil 7. Bir bakteriyi enfekte etmek iizere ona baglanmakta olan bakteriyofajlarin
elektronik mikroskoptaki gorinima (Nilsson, 2014; Viertel vd., 2014).

Fajlar enfeksiyonla dogrudan temas durumunda etki gosterirler, onun i¢in agik
bir yaraya uygulanmalar1 en iyi sonu¢ dogurur. Sistemik enfeksiyonlarda bu pratik
olarak miimkiin degildir. Bu nedenle faj terapisi caligmalarinda daha ¢ok lokal
soliisyon seklinde uygulamalar daha basarili oldugu bildirilmektedir. (Nilsson, 2014;
Viertel vd., 2014).

1.13. Literatiir Ozeti

Streptococcus pyogenes'in neden oldugu bulasict hastaliklar yasami siddetle
tehdit ediyor. Istilact S. pyogenes enfeksiyonlar1 nadir olmakla birlikte (Amerika
Birlesik Devletleri, Birlesik Krallik ve Avustralya'da yilda her 100.000 kisiden 3’iinde

6lim) vaka Olim nedeni, oranmi diger birgok enfeksiyona gore yiiksek oldugu
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bildirilmektedir (O’Loughlin vd., 2007; O’Grady vd., 2007; Tyrrell vd., 2005).

Suudi Arabistan'in Makah ilgesindeki okul Oncesi c¢ocuklarda yapilan bir
calismada, Makah'taki yedi farkli bolgeden gelen 19 anaokulun dort ile alt1 yaslarinda
olan 2370 Suudi ve Suudi olmayan cocuklardan A Grubu streptokoklarin bulagsma
prevalansini arastirilmistir. Ornekleme Subat-Mayis 2014 arasinda gerceklestirilmis
olup 2370 asemptomatik ¢ocugun 36'sindan (% 1.5) AGBHS izole edilmistir. S.
pyogenes'in en yiiksek kolonizasyonu, 5 yas grubunda 17 (% 1.6) oldugu, AGBHS
izolatlariin tamaminin penisiline (% 100) ve % 33’{inlin trimetoprime duyarli oldugu

bildirilmektedir (Ashgar vd., 2016).

Afyonkarahisar ilinde Streptococcus pyogenes tasiyicihiginin arastirihigt bir
caligmada ilkdgretim ¢agi ¢ocuklarmin nazofaringealinden alinan 1129 6grencinin 73
(% 6,5)tinde tasiyicilik saptanmis olup bunlarm 4 (% 5,5) tinde bir yil igerisinde
tonsillofaranjit gelisimi gozlenmistir. Sonu¢ olarak okul cocuklarinda % 6.5 S.

pyogenes tastyiciliginin varligi bildirilmistir (Toprak vd., 2008).

Unli vd. (2017)° de 2009-2012 yillar1 arasinda yaptiklar1 bir calismada 103’i
(% 64) yatan ve 58’1 (% 36) poliklinige bagvuran hastalar olmak iizere Ureyen toplam
161 Ornekte streptokok susu ve hastalarin 6zellikleri retrospektif olarak incelenmis
olup, ¢aligmaya dahil edilen toplam 161 susun 9’unda (% 5,6) A grubu, 64’i (% 39,7)
B grubu, 2’sinde (% 1,2) C grubu, 3’iinde (% 1,8) D grubu, 2’sinde (% 1,2) G grubu,
57’si (% 35,4) viridans streptokok ve 24’4 (% 14,9) pndmokok olarak
tiplendirmislerdir. Penisiline direng Streptococcus pyogenes suslarinda goriilmezken,
penisilin (% 13) ve makrolid (% 36,3) direnci en ylksek oranda pnomokoklarda

saptanmis, 8 hastada mortalite goriilmiistiir (Unlii vd., 2017).

Davies vd. (1996) yapmis olduklari bir caligmada toplam 44 hastane kaynakli
olan A grubu beta hemolitik streptokoklarin etken oldugu enfeksiyon saptanmuistir.
Saglik calisanlarinda da tasiyiciliga bagli cerrahi alan enfeksiyon salginlarida

bildirilmektedir (Viglionese vd., 1991; Stamm vd., 1978).

28



Penisilin A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonlarinin tedavisinde halen
ilk segenek olmasina ragmen diinyada ve Tirkiye’de penisiline tolerans bildirilirken

direncli susa rastlanmamustir (Capoor vd., 2006; Macris vd., 1998).

Kara vd. (2011) tarafindan, ulke genelinde makrolid duyarliliginin arastirildig:
bir ¢calismada, tonsillofarenjit etkeni olan A grubu beta hemolitik streptokok izolati
Turkiye genelindeki 8 merkezden toplanarak grup A streptokok makrolid duyarlilig ile
ilgili genel bir bilgi edinilmesi ve makrolid diren¢ prevalansmin belirlenmesi
hedeflenmistir. Toplamda 287 adet A grubu beta hemolitik streptokok ¢alisilmis olup
suslarin orta derecede direncin, eritromisine % 2, klindamisine % 1.1, azitromisine %

1.8 ve Kklaritromisine % 1.8 oldugu bildirilmistir.

Tayman vd. (2011) yaptiklar: bir ¢alismada toplam 821 hastadan alinan bogaz
kaltard 6rneklerinin 216sinda (% 26,3) AGBHS suslari izole edilmis olup bunlarin
antibiyotik direnci arastirilmistir.  Amoksisilin-klavulanatin (% 99,5) en duyarl
antibiyotik oldugu, daha sonra amoksisiline (% 95,8), penisiline (% 95,3) ve
azitromisine (% 78,7) hassas oldugu bildirilmistir (P<0.05). Ancak suslarin
azitromisine % 21,3 oraninda direngli oldugu gozlenmistir. Bakterilerin zamanla artan
antibiyotik direnci enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde zorluklar olusturmaktadir.
Makrolit direnci daha 6nceleri Streptococcus pyogenes’lerin daha az olmasina ragmen
son zamanlarda bircok Ulkede direncin arttig1 bildirilmektedir (Schwartz vd., 1998;
Granizo vd., 2000; Seppélé vd., 1997).

2005'ten itibaren kiresel AGBHS enfeksiyonunun neden oldugu hastalik
vakalarindan bir derleme yapilmis, 616 milyon farenjit vakasi, 111 milyon piroderma
vakasi ve agir invaziv hastaliklar ve sekeller sebebiyle en az 517.000 6lim vakasinin
gergeklestigi ortaya konmustur. Bu veriler, bakteriyel patojenler arasinda AGBHS'm en
onemli yeri oldugunu ortaya koymak olup bu durum kuresel mortalite ve morbidite
uzerindeki AGBHS etkisinin etkileyici bir dokiimanini vermektedir (Bisno vd., 2005;
Carapetis vd., 2005; Ralph ve Carapetis, 2013).
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Streptococcus pyogenes’in makrolit direnci ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
bakterilerin zamanla artan antibiyotik direncinin makrolitlerin kullaniminin artmasina

paralel olarak yillar i¢inde arttigi gézlenmistir (Cizman vd., 2001).

Bakteriyofajlarin  terap6tik  kullanimi,  muhtemelen  antibiyotiklerle
kombinasyon halinde, degerli bir yaklasim olabilir. Bununla birlikte, faj tedavisinin
giivenli ve kontrollii kullaniminin, hem in vitro hem de 6zellikle in vivo olarak spesifik
faj-bakteri sistemlerinin 6zellikleri ve davranislari hakkinda ayrintili bilgi gerektirecegi
aciktir. Bakteriyel patojenlerin bakteriyofajlara karsi in vivo duyarliligi hala biiyiik
Ol¢iide anlasilamamustir ve basarili faj tedavileri i¢in gereklilikleri ortaya ¢ikarmak igin
daha fazla faj-bakteri sistemi iizerinde yapilacak aragtirmalara ihtiyag vardir (Skurnik
ve Strauchb, 2006).

Bakteriyofaj veya basitce faj terapisi potansiyel bir tedavi metodur. “Faj
Terapi”, virilislerin veya fajlarin terapotik kullanimidir. Belirli bir konukgu araligina
sahip olan bakteriyofajin, faydali veya zararsiz bakterilerin hayatta kalmasini saglayan,
konak tiirleri ise litik dongiiyle parcalayan bir yasam seklidir. Liktik faj, bakteriyel
hiicrelere girer, ¢ogalir ve bakteri hiicre duvarini pargalayarak (liziz) konakei
hiicrelerini 6ldiirtir. Buna karsin, lizojenik faj bakteri hiicrelerinde durgun halde

bulunur, ancak belirli kosullar altinda bir litik dongiiye girmek iizere aktive olabilir.

Iliman bakteriyofaj, bakteriler arasinda toksin kodlayan genleri aktarabilir ve
¢ogu zaman patojeniteye neden olabilir. Bununla birlikte, dkaryotik konakg¢inin faj-
patojen etkilesimi iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Streptococcus
pyogenes'i bir model olarak kullanarak, hem in vitro hem de in vivo olarak, dkaryotun
toksin-kodlayan 1liman fajin etkili indiiksiyonuna ve sonugta Tox'un doniismesine
aracilik ettigini gosterilmistir. Ayrica, konakc¢iya faj aktariminin ikincil konakgida
toksijenik doniisiime yol acabilecegi i¢in, hem faj indiiksiyonu hem de miiteakip
doniislimiin aynt memeli konak¢ida gerceklesmemesi gerektigini gdstermislerdir.
Sonu¢ olarak, Okaryotik konak¢inin mikrobiyal popiilasyondaki viriilans fajlarin,

bakteri evrimde 6nemli bir bilesen oldugu gosterilmistir (Broudy ve Fischetti, 2003).
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Gram pozitif (+) ve gram negatif (-) bakteriler, Iliman bakteriyofajlar, esansiyel
viral proteinlerine ilave olarak toksinleri ve virilans faktorlerini de kodlamaktadirlar
(Dobrindt ve Reidl, 2000). Lizojen, her iki tiire de evrimsel avantajlar saglar, ¢link(
fajla beslenen viriilans, patojenin, okaryotta ve konake¢1 kromozomunda dikey gecis
yoluyla korunacak olan profajin, daha basarili bir sekilde ¢cogalmasi saglanmis olur.
Streptococcus pyogenes, faji toplam genomun % 10'unu olusturan ve genis bir
pirojenik ekzotoksin sinifi da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli varsayilan ve yerlesik
viriilans faktorlerini kodlayan, ¢ogul bir lizogenize organizmadir (Ferretti vd., 2001;
Weeks vd., 1984). Son zamanlardaki karsilastirmali genomik ¢alismalar, streptokokal
bakteriyofajin S. pyogenes suslar1 (Beres vd., 2002) arasindaki ana varyasyonu (% 71'e
kadar) temsil ettigini ve potansiyel olarak benzer suslarla iligkili farkli hastalik
patolojilerini acikladigin1 gostermistir. Patojenik bakterilerin ortak bir tiirii iginde
bulunan organizmalarin viriilansini modiile etmenin yani sira, bu tiir patojenlerin
iirettigi toksini kodlayan fajin, hem c¢evresel hem de komensal bakterileri toksin olarak
doniistiirerek patojenik Tox mikroplart olusturdugu gosterilmistir (Beutin vd., 1999;
Schmidt vd., 1999). Dolayisiyla bakteriyofaj bakteriyel viriilansin yayilmasi i¢in
anahtar vektorleri ve bakterilerin non patojenikten patojenik susa doniismesini temsil
eder. Faj reseptoriiniin kaybolmasi veya bakterilerinin mutasyona ugratmasi, bakteriyi
s0z konusu fajlara kars1 direngli hale getirir. Bu her zaman koétii olmayabilir (Levin ve
Bull, 2004) ¢iinkii direng bakterilerin etkisini azaltabilir ya da faj tarafindan kullanilan
reseptor bir viriilans belirleyicisi ise, reseptor kaybi bakterinin oliimciil olmasini

onemli olclide azaltir.

Bakteri lizogeni ile de fajlara direngli olabilir, bu sayede bakteri faja ve yakin
akrabalarina kars1 bagisik hale gelir veya enjekte edilen faj niikleik asitini bozan bir
retriksiyon-modifikasyon sistemi elde edebilir. Ilave olarak faj replikasyonu yada bir
assembl asamasi igin gerekli olan bir proteindeki mutasyondan dolayi da direng
kazanabilir (Skurnik ve Strauchb, 2006).

S. pyogenes suslarinin Trettigi birgok viriilans faktoriiniin, bakteriyofaj
tarafindan kodlandig: artik bilinmektedir. Bu faktorler arasinda pirojenik eksotoksinler
A ve C (Bohach vd., 1990; Weeks ve Ferretti, 1984), DNase (Broudy vd., 2002) ve
hyaluronidase (Hynes ve Ferretti, 1989) yer almaktadir.
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Bir bakterinin, indiiklenmedikce orijinal konagin kendi lizojenik fajima karsi
bagisik olmas1t muhtemel oldugundan, litik ¢evresel fajin en genis konuk¢u araliklarina
sahip olmasi faj terapisi i¢in 6dnemlidir. Bununla birlikte, konakg¢1 araligi, bakteriyel
reseptorler tarafindan etkilenebilir (Lindberg, 1973). Bu nedenle konukgu araligi, ille
de iliskinin bir gostergesi degildir, ancak olast faj tedavisi i¢in etkili fajin
belirlenmesinde yararlidir. Ayrica, plak morfolojisi faj1 ayirir ve izolasyonu saglar, ama
lizojeni ile iliskili degildir. Farkli litik bakteriyofajlarin kombine edilmesi, laboratuvar
kosullarinda patojenin enfekte oldugu larvalarin hayatta kalmasini artirmakta, sahadaki
hastaligin hafifletilmesine yardimer olacagi kanisi uyanmaktadir. Bu nedenle 6nemli
bakteriyel hastaliklarin tedavisinde ve hastalik belirtilerinin azaltilmasinda faj

calismalari hala tiim diinyada biyik 6nem tagimaktadir.

Bakteriyofajlar ya da lizojenik fajlar genetik olarak benzerse, var olan bir
lizojen iceren konaga giremez ve slper enfeksiyon yapamaz (Alatossava vd., 1995).
Super enfeksiyon bir faj tasiyan konagin ikinci bir faj ile enfekte olma durumudur.
Super enfeksiyon bagisikligina dahil olan represor genler karakterize edilmis ve
profajda erken lizis igin gerekli “lizise bagh genleri” susturdugu bildirilmistir (Emond
ve Moineau, 2007). Bu sistem, her zaman litik veya 1limli fajlar olan, ancak profaji

baskilayici genlerine duyarli olmayan fajlara kars1 ¢alismaz.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Malzemeler ve Kimyasallar

2.1.2. Kullamlan Laboratuvar Gerecleri

Calismada klinikte 6nem arz eden ve (st solunum yolu enfeksiyon etkeni olan
Streptococcus pyogenes mikroorganizmasinin incelenmesi i¢in kullanilan laboratuar
gerecleri; Agar, Mueller Hilton Agar, Mueller Hilton Broth, Brain Heart infuzyon
besiyeri, Otoklav, vorteks, inkibator, pastér firini, hassas terazi, 1sik mikroskoplari
(koloni mikroskobu ve olimpus Bx51 arastirma mikroskobu (gorinti analiz sistemli),
mikrosantrifuj, santriflj, buzdolabi, -20 ve -80 °C‘lik derin dondurucular, smif II
biyogulvenlik kabini, etiiv, anaerobik kavanozlar, cam ve plastik petri kutulari, cam
malzemeler (cam baget, cam fanus, cam pipetler, cam erlen, pastor pipeti, vida kapakli
steril tupler, mavi kapakl siseler, meziir, erlenmayer, lamel, lam), eppendorf tlpleri,
ekiivyon ¢ubuklari, otomatik pipetler, cam pipetler, otomatik mikro ve makro pipet
uclar1, yuvarlak uglu 6ze, distile su, filtre kagidi, su banyosu vb. alet ve edevatlari
kullanildi.

2.1.3. Cahismada Kullanilan Suslar

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezinin c¢alisma i¢in RTEU Tip Fakiiltesi
Girisimsel olmayan Klinik aragtirmalar Etik Kurul Baskanligi tarafindan 40465587-
050.01.04-81 nolu ve 29.04.2019 tarihli etik kurul karar1 alinmistir.

Calismada 2017-2019 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen, hastalardan hekim
on tanist sonucunda hekim tarafindan alman Orneklerden izole edilmis olup,
Streptococcus sp. olarak tanimlanmus tiirler calismada kullamildi. izole ve identifiye
edilen ornekler bir sonraki ¢aligmalar igin -20 ve -80 °C’de saklandi (Tablo 4).

Ornekler 6rnek tiiriiniin bas harfleri kullanilarak kodlandh.
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Tablo 4. Hastanede hekim tarafindan 6n tani sonucu almman Orneklerin tlre gore
dagilimi.

Alinan Ornek Tiirleri Toplam Ornek Sayisi

Bogaz Kiiltiirii(BO)

Yara Kiltlrd (YA)

Abse Kilturi(AB)

Doku Kilttrt(DO)

Eklem Sivis1 Kiilturt (E)
Plevral Sivi Kiiltiirii (PS)
Idrar Kiiltiirii (ID)

Kulak Akintist Kiiltiirti(KU)
TOPLAM

[N
N R R

N
N

2.1.4. Calismada Kullamlan Besiyerler

Koyun Kanh Agar (Mueller Hinton % 5 koyun kanh Agar)

Koyun kanli agar besiyeri ticari olarak hazir temin edilip, kullanilacag: siireye
kadar +4 °C de saklandi. Besiyeri érneklerin ilk izolasyon ve kulturleri i¢in kullanildu.
Besiyerinin igerigi koyun kani ile zenginlestirilmis olup, iliremesi zor olan
mikroorganizmalarin hemolitik aktivitelerinin, dig faktorlerden etkilenmeden en iyi

sekilde liremesi ve gdzlenmesi i¢in hazirlanmistir.

Mueller Hinton Agar ve Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari (Merck) olarak hazir temin edilen besiyerinden 27 g hassas terazide
tartilip 1000 ml distile suda homojen olarak ¢ozdurildi ve 121°C’de 1,1 atm basingta
20 dk otoklavda steril edildi. Steril edilen besiyeri, 25 ml olacak sekilde steril petri
kaplarina dokiiliip donmasi beklendi. Petriler donduktan sonra buzdolabinda +4 °C’de
kapali bir kap i¢inde muhafaza edilip (Bilgehan, 2004), genel Uretim besiyeri olarak
kullanilda.

Brain Heart Infusion Broth

Sigir kalp infiizyon 50
Dana beyin inflizyon 12,59
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Disodyumhidrojen fosfat 2,50

D-glukoz 29
Pepton 109
Sodyum Klortir 59 (pH;7,4%0,2)

Yukarida verilen maddeleri ihtiva eden Brain Heart Infusion Broth, ticari olarak
temin edilen hazir besiyeri firmanin Onerisi dogrultusunda 37 g tartilarak 1000 ml
distile su icirisinde homojen olarak ¢ozdurildu. Steril edilmesi igin 121 °C’de, 1,1 atm
basigta 20 dakika otoklav edildi. Kullanilacak siireye kadar buzdolabinda +4 °C’de

bekletildi. Hazirlanan besiyeri S. pyogenes suslarinin saklanmasinda kullanildi.

2.1.5. Yapilan testler

Oksidaz Testi

Bu test, aerobik ve fakultatif anaerobik bakterileri ayirt etmek i¢in kullanildi.
Bunun igin; 1,4-fenilendiamonyum dikloriir 0,1 g tartihip 10 ml distile su igerisinde
¢ozduruldu ve 1 ml olacak sekilde ependorf tlplere dagitildi. Aliminyum folyaya sarili
bir sekilde kullanilacagi siireye kadar -20 °C’de bekletildi (Koneman vd., 1997;
Bilgehan 2009).

Katalaz Testi

Katalaz enzimi iireten bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirilar.
Bakterilerin  katalaz enzimi Uretip Uretmediginin  belirlenmesinde bu  test
kullanilmaktadir (Koneman vd., 1997). % 3’liik hidrojen peroksit (H202) kulanilarak
test edilir. Streptokok tirlerinin katalaz testi negatif (-) dir. Calismamizda da izole
edilen streptokoklarin katalaz pozitif (+) veya negatifligi (-) teyid edildi (Koneman vd.,
1997; Bilgehan, 2009).
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PYR (Pyrrolidonyl Arylamidase) Testi

Test ticari olarak temin edildi ve kullanilacagi siireye kadar +4 °C de saklandi.
Pyr (pyrrolidonyl arylamidase) Streptococcus pyogenes’de bulunan bir enzim olup bu
test sayesinde diger streptokoklardan (S.anginosus ve diger B-hemolitik
streptokoklardan) hizli bir sekilde ayrilmaktadir. Streptococcus pyogenes pyr testi
pozitif (+) dir. Calismamizda da izole edilen Streptokoklarin pyr testi pozitif (+) veya
negatifligi (-) seklinde teyid edildi.

Basitrasin (B) Duyarhlik ve SXT Direnclilik Testi

Laboratuvarlarda genel olarak Streptococcus pyogenes’in tanisinda basitrasin
(B) ve SXT testleri kullanilmaktadir. Streptococcus pyogenes’in en belirgin 6zelligi
bacitracin’e duyarli ve SXT’ye direngli olmasi nedeniyle diger streptokok tiirlerinden
ayrilmaktadir. Calismamizda izole edilen Streptokok suslart % 5 Mueller Hinton
koyun kanli Agara ekilen kultrlerin tUzerine ticari olarak hazir temin edilen basitrasin

ve SXT diskleri kullanildi ve diger streptokolardan ayrimi yapildi.

Basitrasin’e duyarli, SXT direngli: Streptococcus pyogenes
Basitrasin’e direncli, SXT direncli: Streptococcus agalactiae

Basitrasin’e direncli, SXT duyarli: Diger streptokok tirleri

Strep A Testi ( Hizh Tam Testi )

Grup A streptokoklarin tanisinda Strep A antijeninin kalitatif tespiti icin
kullanilan hizli, immiinokromatografik bir testtir. Calismamizda da izole edilen
Streptokok ~ suglarmin  Strep A testi (TOYO-TSAO1) uygulanilarak diger
streptokolardan ayrimi yapildi. Test soliisyonlar: ticari olarak temin edilmis olup

kullanildig siire iginde +4 °C de bekletildi.
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2.1.6. Gram Boyamada Kullamlan Soliisyon ve Ayiraclar

Calismada kultlr icin gelen 6rneklerin gram pozitif (+) zincir yapan koklarin

varligini belirlemek i¢in kullanildi. Kullanilan soliisyonlar ve igerikleri;

A) Kiristal viyole stok soliisyonu (%90-95 boya iceren) hazirlamak i¢in ;
Kristal viyoleden 40 g tartildi ve 400 ml etanol (% 95) ile bir cam sisede

¢cozdurullp oda 1sisinda saklandi.

Amonyum okzalat soliisyonu (% 1°lik) hazirlamak i¢in; 16 g amonyum okzalat
tartildi (analitik saflikta) ve 151k gegirmez cam gisede 1600 ml distile su ile karistirilip

oda sicakliginda saklandi.

Raf émrl her iki solusyonunda 1 yildir. Kristal viyole stok soliisyonunun 40

ml’si amonyum okzalat soliisyonunun 160 ml’si birlikte karistirilarak kullanildi.

B) Lugol soltisyonu ; 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodur havanda birlikte ezilip
300 ml distile su ile homojenize edildikten sonra kullanildi. Karanlik siseye alindiktan

sonra bir gece tam ¢6ztinmesi igin bekletildi (Bilgehan, 2004).

C) Alkol (% 96’lik etil alkol) ; kristal viyole ile boyanmus, liigol soliisyonu ile

mordalanmis preparatlarda renk giderilmesi i¢in kullanildi.

D) Safranin soltsyonu ; Porselen krozede 2,5 g safranin 10 ml alkol (%95) ile
¢ozdurulip 151k gegirmeyen vida kapakli siseye aktarildi. Uzerine 100 ml distile su
ilave edilerek tamamlandi. Bir giin bekletildikten sonra zit boya olarak alkolden sonra
30 saniye preparatlar bekletilerek boyandi ve suda yikanarak incelendi (Koneman vd.,
1997).
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2.2. Metod

Bu ¢alisma 2017-2019 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakdltesi Biyoloji Boliuma ile Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi. Hastanede ilgili hekim tarafindan
tanis1 konmus hastalardan rutin degerlendirme kapsaminda gelen tlm bogaz siiriintii
orneklerinden, yara, abse, doku, idrar, kulak akintis1 siiriintii 6rnegi, eklem ve plevral
sivi (sadece S. pyogenes iiremis olan) vb. Ornekleri inceleme materyali olarak

kullanilds. izole edilen Streptococcus sp. tiirleri ile yapilmustir.

2.2.1. Orneklerin Toplanmas ve izolasyonu

Laboratuvara gonderilen toplam 272 streptokok siipheli bogaz siiriintiisii, yara,
abse, doku, idrar, kulak akimntisi siiriintii 6rnegi, eklem ve plevral sivi oOrnekleri
izolasyon ve tami testi i¢in kullanildi. Calismada ilgili birimde uzman hekimler
tarafindan tanist1 konulan hastalardan enfeksiyon yerine gore uygun metotlarla
ornekleme yapildi. Bogaz ve kulak siiriintii 6rnekleri steril ekiivyon ¢ubuklart yardimi
ile alind1. Yara, abse, doku, idrar, eklem ve plevral siv1 ornekleri steril enjektor veya
steril kaplara alinarak laboratuvara ulastirildi. Tiim 6rneler laboratuvara en kisa siirede

(30 dakika) ulastir1ldi ve ekimleri yapildi.

2.2.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Bogaz Kkiiltiirliniin alinmasinda 6zel olarak hazirlanmig, yiliksek sicaklik ve
basing altinda steril edilmis ekivyon ¢ubuklar1 kullanildi. Klinikte hekim tarafindan
hastanin bogazindan bogaz iyice aydinlatilip, dil bastirildiktan sonra yanak ve dile
dokunulmadan steril ekiivyon gubugunun tonsillerin ve uvulanin iizerine kuvvetlice
surtilmesi ile 2 adet bogaz siiriintlisii 6rnegi alindi. Alinan siiriintii 6rnekleri bu
kaplarin icine konulup en kisa siirede laboratuvara ulastirildi. Orneklerinin 1 tanesi
hizli antijen testi i¢in, digeri ise bogaz kiiltiirii testi i¢in kullanildi. Bununla beraber
laboratuvara gelen ve sadece S. pyogenes iiremis olan yara, abse, doku, idrar, kulak
akintis siiriintii 6rnegi, eklem ve plevral sivi 0rnekleride inceleme kapsamina alindi.

Ornekler éncelikle hizli tani testi, sonrasinda gram boyama yapilarak gram pozitif (+)
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streptokoklarin varligi arastirildi. Hizli antijen testi ile pozitif (+) ve negatif (-) bulunan
tim oOrnekler % 5°1ik Mueller Hinton koyun kanli agar besiyerine tek koloni diigiirme
yontemiyle ekildi ve etlivde remesi igin 24 saat 36.5 °C’de inkiibe edidikten sonra

mikroorganizmalarin iiremesi ¢iplak gozle ve koloni mikroskobu yardimiyla incelendi.

Gram Boyama : Laboratuvara gonderilen Streptokok siipheli 6rneklerden
preparat hazirlanip metanol ile testpit edildikten sonra gram boyama yapildi (Koneman
vd., 1997; Bilgehan, 2004). Boyali preparatlarda gram pozitif zincir yapan kok
morfolojisi gozlenmesi (Sekil 8) diger testleri desteklemek adina 6nemli bulundu
(Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).
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Sekil 8. Gram boyamada (100X) streptokoklarin zincir yapmig gorintusu.

Strep-A Testinin Yapilmas:1 : Ticari olarak temin edilen hizli antijen testi

kullanildi. Alinan siiriintli 6rnegin biri hizli antijen testi i¢in kullanild.

Ticari olarak firmadan temin edilen (Toyo-TSAO1) test kitleri firmanin 6nerileri
dogrultusunda kullanildi. Test tlplndn icine reaktif 1 (kirmizi renkli) sisesinden 4
damla (yaklasik 240 mikrolitre) damlatildi. Daha sonra reaktif 1 damlattigimiz test
tiipliniin i¢ine reaktif 2 (renksiz) sisesinden de 4 damla (yaklasik 160 mikrolitre)
damlatildr ve hafifce galkalanarak karistrildi. Tlpe eklenen reaktif 2. cozeltisinin
renginin kirmizidan sartya degisimi gozlendi. Daha sonra steril alinan bogaz Kulturi
¢ubuklar tiip i¢ine koyularak iyice calkalandi ve 1 dakika beklendi. Sonra test kiti
posetinden cikarilip diiz bir zemine yerlestirildi. Ornek ¢ozeltiyi, test ile verilen
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damlahiga ¢ekip kasetin 6rnek gdziine 3 damla (100 mikrolitre) damlatildi. Ornek
icerisindeki Strep A antijenlerinin yogunluguna bagl olarak sonuclar 5 dakika icinde

okundu vel0 dakika sonra olusacak sonuglar gegersiz olarak yorumlandi.

Sonuglarin yorumlanmasinda, Kitte 1 tane g¢izginin gorulmesi Strep A
antijenlerinin var olmadigini yani sonug negatif (-), iki tane ¢izginin gortlmesi Strep A
antijenlerinin var oldugunu yani sonug pozitif (+), higbir renkli ¢izgi gérinmuyorsa
gecersiz olarak yorumlandi (Sekil 9).

Sekil 9. Strep A testinin pozitf ve negatif olarak kitte goérinum.

2.2.3. Kiiltiir ve izolasyon

Ornekler laboratuvara gelir gelmez yarim saat icinde nce hizli tani testi, sonra
gram boyma yapilip,Mueller Hinton % 5 koyun kanli agar besiyerine steril ze ile tek
koloni diisiirme yontemiyle ekim yapildi. Streptokoklarin hemoliz aktiviteleri anaerob
kosullarda daha iyi olusmasindan dolay1 ekim alaninin ilk bolgesine ekim yapildiktan
sonra agarin kalinliginin 2/3’i derinliginde kesiler yapildi (Sekil 10). Plaklar sonra
mumlu kavanoza yerlestirilerek (anaerobik ortam saglamak igin) kapatilip 24 saat 36.5

°C’de etlivde inkiibe olmaya birakildi.
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Sekil 10. Mueller Hinton % 5 koyun kanli Agar besiyerine ekilen bogaz siriinti
ornegi A, direk kultirde Gremesi B; direk kiltirden pasaj yontemiyle
alian saf kiltir.

Inkiibasyondan bir giin sonra B hemoliz yapmis R yada S tipi kolonilerin
varlig1 gozle yada koloni mikroskobunda incelendi. lireme olmamis veya B hemoliz
gOzlenmeyen kdltirlerin  sonucu negatif (-) olarak degerlendirildi ve “Bogaz
kiiltiiriinde ireme olmadi” diye rapor edildi. Kiltirde B hemoliz varligi gézlenen
kolonilerden 3-4 tanesi steril 6ze yardimiyla alinarak saf kiiltiir igin pasaj yapildi ve
gram boyandi. Saf Ureyen koloniden yeni bir Mueller Hinton koyun kanli agar
besiyerine homojen bir sekilde pasajlari yapilarak Basitrasin (B) ve Trimetoprim-
Sulfametaksazol (SXT) diskleri aseptik olarak ve en az 2 cm aralik olacak sekilde
yerlestirildi ve tekrar ayni sartlarda inkiibe edildi. Kiiltiir sonucunda plaklar agagidaki
gibi degerlendirildi (Tablo 5 ve Sekil 11).

Basitrasin (B) ve SXT testinin Degerlendirilmesi ;

1. Duyarh (S) : Disklerin ¢evresinde herhangi bir zon olmasi

2. Direngli (R) : Disklerin kenarina kadar iireme olmasi

Tablo 5. Basitrasin(B) ve SXT disklerinin yapmis oldugu duyarli veya direng
durumuna gore degerlendirilimi.

Basitrasin SXT Tanimlama

S R Olasilikla grup A

R R Olasilikla grup B

S/IR S Aveya B grubu degil
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Sekil 11. Mueller Hinton % 5 koyun kanli agar besiyerinde S.pyogenes’in B ve SXT
antibiyotik disklerinin varligindaki gériinimii.

Kiltir sonucunda Basitrasin antibiyotigine duyarli (S) ve Trimetoprim-
Sulfametaksazol (SXT) antibiyotigine direngli (R), beta hemolizli kolonilerin varligi,
S. pyogenes olarak degerlendirildi. BOylece kiltirde S. pyogenes varligi ya da yoklugu
seklinde teyit edildi.

Bununla birlikte A Grubu Beta-hemolitik kolonilerden grup g¢alismasi yapildi.
Ayrica saf Uretilen S. pyogenes izolatlar1 -20 ve -80 °C’de % 20 gliserol iceren Mueller

Hinton s1v1 besiyerinde stoklandi.

2.24. Katalaz, Oksidaz ve Pyr Testi : Streptokoklar ¢ogu zaman
stafilokoklarla  karigabildiklerinden dolayt bu testler uygulanrak ayrimlari

yapilmaktadir. Dogrulamak i¢in oksidaz, pyr ve katalaz aktivitelerine bakildi.

Katalaz Testi : Bazi mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enzimini
(hidrojenperoksit oksidoredilktaz) saptamak amaciyla yapildi ve identifikasyonda
kullanildi. Bu enzim ekseri sitokrom ihtiva eden aerobik bakterilerde ve bazi
fakultatiflerde bulunur. Lam Uzerine bir damla % 3’lik hidrojen peroksit (H202)
damlatildi ve Mueller Hinton % 5 koyun kanli agar besiyerine ekilmis olan S.
pyogenes bakterisinden saf olarak bir 6ze dolusu alinarak hidrojen peroksitle karigimi
saglandi. Cogu aerobik bakteriler katalaz enzimi araciligiyla, hidrojen peroksiti su ve

oksijene parcalayarak kdpiik olusumuna neden olur.
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Katalaz deneyinde gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif (+), gérulmemesi ise
negatif (-) olarak degerlendirilir (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). Calismada gaz
kabarciklar1 olusumu gozlenmemis olan izolatlarin katalaz testi negatif (-) oldugu
seklinde belirlendi. S. pyogenes katalaz testi negatif olarak degerlendirildi. Kontrol

olarak S. aureus (pozitif) kullanildu.

Oksidaz Testi : Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve
intraselliiler olan oksidaz enziminin varligim1 ortaya koymada kullanilir. Oksidaz
reaksiyonu, bakterilerde (aerobik olanlarda) sitokrom oksidaz sisteminin bulundugunu
ifade eder. Hazirlanan ¢ozeltiden lam iizerine bir miktar damlatild1 ve {izerine Mueller
Hinton % 5 koyun kanli agar besiyerine S. pyogenes bakterisinden saf olarak ekilmis
olan kiiltiirden 6ze yardimi ile bakteriler alind1 ve kurutma kagidi tizerine oksidaz test
solusyonu ile muamele edildi ve kurutma kagidinda 5-30 sn igerisinde mavi-mor renk
olusumu testin pozitif (+), herhangi bir renk degisimi gozlemlenmemesi ise testin
negatif (-) olarak degerlendirildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). Calismada
herhangi bir renk olusumu goézlenmeyen izolatlar oksidaz testi negatif olarak
degerlendirildi ve S. pyogenes olarak disiiniildii. Pozitif kontrol olarak Morexella
catarrhalis kullanild.

Pyrrolidonyl Arylamidase (PYR) Testi : Streptococcus pyogenes pyr enzimin
bulunmasiyla, S. anginosus ve diger B-hemolitik streptokoklardan hizli bir sekilde

ayrimi yapildi.

Ticari olarak firmadan temin edilen PYR Test Kit’i firmanin onerileri
dogrultusunda kullanildi. Steril plastik bir cubuk yardimiyla (yeterli gorinir bir leke
yapmak i¢in) test alanina kultlrde saf Uremis olan S. pyogenes bakteri kolonisi (0.5
mm veya daha buyik) alinip uygulandi. Test alanina 1 damla tampon (IDO100M)
dokilerek nemlendirilmesi saglandi. Asilanmis test karti 5 dakika boyunca oda
sicakliginda (15-30 °C) inkibe edildi. Test alanina 1 damla gelistirme c¢oOzeltisi
(IDO200M) damlatild1 ve 20 saniye icinde koloniler iizerinde ve c¢evresinde canli bir

mor rengin gozlenmesi veya gozlenmemesine bakildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Streptococcus pyogenes’in pyr testiyle pozitiflesip pembe renge doniigmesi.

Sonuglarin okunmast ve yorumlanmasi ; 20 saniye igerisinde test alaninin asilanan
kisminda canli bir mor rengin g0zlenmesi pirase aktivitesinin pozitif (+), renk
gelisiminin olmayisi negatif (-) oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz bu testte Streptococcus pyogenes pyr testi pozitif (+) olarak

degerlendirildi.
2.2.5. S. pyogenes Izolatlarinin Stoklanmasi

Calismada yapilan tiim kiiltiir, gram boyama ve test sonucuna gore S. pyogenes
olarak belirlenmis izolatlardan saf kiiltiirleri (Sekil 13). Mueller Hinton % 5 koyun
kanli agar besiyerinde ¢ogaltildi. Saf olarak ureyen besiyerden 6-7 6ze dolusu bakteri
alinarak 800 puL Mueller Hinton siv1 besiyerine ekimi yapildi ve 18-24 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra saf olarak izole edilen kilttrler steril ependor
tiplere (800 uL Mueller Hinton sivi besiyerinde saf olarak iireyen bakteri ve 200 puL
gliserol) almarak % 20 gliserol igeren stok soliisyonlari ikiser adet hazirlandi,

etiketlendi ve bir adedi -20 °C bir adeti -80 °C de stok olarak sakland.

44



Sekil 13. Streptococcus pyogenes’in sivi besiyerinde iireme goriinlimleri.

2.2.6. Streptococcus Pyogenes Tiirlerinde Bakteriyofaj Indiiksiyonu

Streptococcus pyogenes suslarinin  bakteriyofaj igeriklerinin  varliginin
belirlenmesi icin mitomisin C ile induklenerek test edildi (Bradley, 1967; Kilig
vd.,1996). Kiiltiirlerin iiretilmesi i¢in MH sivi ve MHI sivi besiyrleri kullanildi.
Indiiklemeyi ve fajin hiicreden salinimi kolaylastirmak igin besiyeri icine 1 mM CacCl;
ve 1 mM MgClI; taze olarak ilave edildi. Besiyeri 5 ml olarak steril vida kapakli cam
tiiplere dagitilarak kullanildi. Bu amagla suslarin 24 saatlik kiltirinden sub-kaltir
yapildi. Bir gecelik taze kaltlrleri elde edildi. Taze kiltirden (1 mM CaCl, ve 1 mM
MgCl,) MHB besiyeri icine 1/100 oraninda inokiile edildi. inkiibasyondan yaklasik 2-
4 saat (ODsoo nM=0,2) sonra mid — log (ODsponm= 0,5) sathasina gelen kiiltiir i¢erisine
son konsantrasyon 0,2 pg/ml olacak sekilde iken Mit-C ilave edildi. Yaklasik 24-48
saat 120 rpm de calkalamali inkiibatérde 37 °C’de inklbe edildi. Mit-C ile
indiiklenmis kiiltiirler inkiibasyon siiresince gézlemlenerek bulanik kiiltlirlerin profaj
indiksiyonu ve Streptococcus pyogenes lizis olmasi sonucu berraklagsmasi veya toz
gibi taplerin dibine cokmesiyle belirlendi (Sekil 14). Lizis g6zlenen veya gdzlenmeyen
tim kdltdrlerden falkon tiiplerine alinarak 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
0.45 pum steril tek kullanimlik filtreler vasitasiyla Kulturler stzildi. Lizat baska bir
ependorf tiiplerine aktarilarak bir damla kloroform ilave edildi. Bu sekilde elde edilen
lizat kullanilacag siireye kadar 4 °C’de saklandi (Kili¢ vd., 1996, Trevors vd., 1983).
Lizatlar bakteriyofaj ve bakteriyosinlerin belirlenmesi icin damla (drop assay) yontemi
kullanilda.

45



Sekil 14. Streptococcus pyogenes’in Mit-C indiklemesiyle sivi besiyerinde
berraklagma ve dipte olusturdugu goruntileri

2.2.7. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi

Streptococcus pyogenes sivi kiiltiirde logaritmik fazin basinda olan konak
bakterilerden (ODgoo= 0.4) 100 pL alindi ve (1 mM CaCl2 ve 1 mM MgCI2 ) iceren
48-50 °C'ye sogutulmus 3 ml yumusak Mueller Hinton agara (% 0,7) ilave edildi.
Hizlica  kanstirildiktan sonra Mueller Hinton agar plaklarin yiizeyine yayildi
(Dingman ve Stahly, 1983). Besiyeri donduktan sonra yiizeyine 6nceden hazirlanan
indiiklenmis lizatlarin 5 pl’si agar yiizeyine damlatildi ve kurumasi beklendi. Kiltlrler
36.5 °C'de 24-48 saat % 5 CO’li ortamda inkiibasyona birakildi. Lizat damlatilan
alanlarda indikatér bakterinin iiremedigi bir inhibisyon zonunun olusmasi
bakteriyofaj/bakteriyosin veya antibakteriyel aktivite varligi olarak degerlendirildi
(Trevors vd., 1983). Damlatmayapilan bolgede bulanik, berrak, diffiiz, halka veya
ylziik seklinde inhibisyon zonlar1 olusturan lizatlar kaydedilerek bakteriyofaj veya

bakteriyosin igerigi yoniinden aragtirma amaciyla diger testlere tabi tutuldu (Sekil 15).

46



Sekil 15. Droplama yontemi sonucu olusan bakteriyofaj goruntuleri, A; YA8 Konak B;
BO23 Konak C; BO32 Konak D; BO63 Konak E;Yumusak agar besiyerine
plazma ilave edilmis BO20 konak F; DO41 Konak.

2.2.8. Fajlarin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

Bakteriyofaj zenginlestirmesi, Hurst ve Reynolds (2002) tarafindan tarif
edildigi gibi standart teknikler kullanilarak yapildi. Faji zenginlestirmek icin elde
edilen faj lizatlar1 icerisinde S. pyogenes konaklari bulunan Miiller Hinton Agar
besiyerine yogun miktarda damlatildi. Her konak icin tek bir plak kullanildi. Kalturler
36.5 °C'de 24-48 saat % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.Yiizeyinde faj plaklari
gozlenen besiyeri Gzerine 3 mL SM buffer (SM buffer; 100 Mm NaCl, 8 mM
MgS0O4.7H20, 50 mM Tris-HCI (1M, pH 7.5), % 0.002 jelatin) ilave edilerek orbital
calkalayicida 120 rpm’de 2 saat ¢alkalanarak fajlarin yumusak agardan ayrilmalari
saglandi. Agar yiizeyi steril bir drigalski spatiilii ile kazinarak 50 mL'lik falkon tiplere
aktarildi. Tipler 10 000 rpm'de 15 dakika santrifujlendikten sonra supernatant kismi
once 0.45 pm'lik sonra 0.22 pm'lik filtreden gecirildi. Saflastrilan fajlar ileri
tetkiklerde kullanilmak iizere 4 °C ve -20 °C 'de saklandi.
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Saflagtirilan faj lizatlar1t % 50 gliserol ile karistirilacak ve her birinden ikiser

tlp hazirlanarak -80°C’de stokland1 (Kilig vd., 1996, Alpay, 1999)
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3. BULGULAR

Bu ¢alisma 2017-2019 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimi ve Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yapilmistir. Poliklinik ve servislerden klinik muayene sonucu 6n
tanilart konmus toplam 272 hastadan alinan gesitli 0rnekler materyal olarak kullanildi.
Calismanin ana konusunu bogaz kiiltiiri 6rnekleri olusturmakta olup toplam 252 (% 92)
ornek hem kiiltiir hem de kit yoniinden incelemeye alindi.. Orneklerin 51’inde (% 20,2)

kit (Strep A) ve kiiltiir pozitifligi tespit edildi (Tablo 6).

Laboratuvar sonuglarina gore streptokok izole edilen toplam 20 farkli ornek
(yara, abse, doku, idrar, kulak akintisi siirlintii 6rnegi, eklem ve plevral sivi) faj icerigi
acisindan degerlendirmek amaciyla galisma kapsamina alindi. Bu drnekler ise sadece
kaltur pozitif olan 6rnekler oldugundan dolay1 kit/kiiltiir sonucu % 100 olarak pozitiftir

ve degerlendirmeye faj varliginin incelemesi agisindan alinmustir.

Tablo 6. Alinan 6rnekler ve pozitif olarak kullanilan drneklerin dagilimi.

Almnan Ornek Tirleri Toplam Ornek Sayisi Kit / Kiiltiir Pozitifligi
Say1 (N) Ylzde (%) Say1 (N) Yizde (%)
Bogaz Kiiltiiri(BO) 252 92 51 20,2
Yara Kiltard (YA) 9 0,3 9 100
Abse Kultura(AB) 4 0,01 4 100
Doku Kiiltiru(DO) 3 0,01 3 100
Eklem Sivis1 Kiiltiirii (E) 1 0,003 1 100
Plevral Sivi Kiiltiirii (PS) 1 0,003 1 100
Idrar Kiiltiirii (ID) 1 0,003 1 100
Kulak Akintis1 Kiiltiirii(KU) 1 0,003 1 100
TOPLAM 272 71 26,4

Calismada kiiltiir sonucuna gore toplam 71 A grubu Beta Hemolitik streptokok
izole edilmis, hastalarin 46’s1 erkek ve 21’1 kadin olup klinik tanilar ile yas dagilimlar
tablo 7 ve 8 de verilmistir. Tabloda goriildiigli lizere ¢esitli klinik bulgu ve sikayetleri

olan ve farkli yas gruplarina sahip hastalardan S. pyogenes izolasyonu yapilmistir.
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Tablo 7. Kit ve kiltiir pozitifligi gozlenen erkek orneklerin klinik tanisi ve yas

dagilimlari.
Say1 ornek Klinik Tan1 Kit/Kdltir  Yas Basitrasi SXT
Turleri Pozitiflik n (B)
1 BO1 Akut Faranjit +/+ 21 S R
2 BO2 Demir Eksikligi +/+ 12 S R
3 BO3 Mevsimsel Allerji +/+ 40 S R
4 BO4-BO5  Gastroenteri, Kolit, Akut Faranjit +/+ 32 S R
5 El Eklem iltihab1 ve Ates +/+ 71 S R
6 YAS8 Piyoderma +/+ 52 S R
7 BO9 Rutin Tarama -1+ 28 S R
8 BO10 Rutin Tarama -1+ 30 S R
9 BO11 Rutin Tarama -1+ 25 S R
10 BO12 Rutin Tarama /+ 40 S R
11 BO13 Rutin Tarama -1+ 24 S R
12 BO14 Akut Tonsillit -+ 28 S R
13 BO18 Ust Solunum Yolu Hast. -1+ 33 S R
14 BO19 Rutin Tarama -1+ 25 S R
15 BO20 Akut Tonsillit +/+ 24 S R
16 BO22 Rutin Tarama +/+ 32 S R
17 BO24 Akut Faranjit +/+ 36 S R
18 BO26 Rutin Tarama +/+ 41 S R
19 BO27 Dispne, Bakteriyel Pndmoni +/+ 59 S R
20 BO28 Akut Sinizit +/+ 52 S R
21 BO29 Mevsimsel Alerjik +/+ 48 S R
22 AB30 Deri, Abse, Fronkil, Karbonkulii +/+ 3 S R
23 AB31 Bogaz Agrist +/+ 8 S R
24 BO32 Akut Tonsillit +/+ 6 S R
25 BO34 Kronik Tosillit, Ust Sol. Yolu Enf. +/+ 33 S R
26 AB35 Patello Femoral Bozukluklar +/+ 15 S R
27 BO39 Bogaz Agrist +/+ 30 S R
28 D0O40-DO41  Yumusak Doku Bozuklugu +/+ 69 S R
29 BO42 Kronik Tonsillit +/+ 43 S R
30 AB45 Peritonsiller +/+ 49 S R
31 YA46 Piyoderma, Tinea Unguium +/+ 57 S R
32 YA48 Deri, Abse, Fronkiil, Karbonkulii +/+ 30 S R
33 KU49 Bas Donmesi (Vertigo), Otitis +/+ 74 S R
34 BO51 Akut Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 5 S R
35 YAS2 Yumusak Doku Bozuklugu +/+ 17 S R
36 BO54 Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 4 S R
37 BO55 Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 8 S R
38 BO56 Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 5 S R
39 BO59 Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 6 S R
40 BO60 Bulant1 ve Kusma +/+ 6 S R
41 BO62 Akut Tonsillit +/+ 8 S R
42 BO64 Akut Tonsillit +/+ 7 S R
43 BOG65 Bogaz Agrisi +/+ 55 S R
44 BO70 Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 7 S R
45 BO71 Tonsil Hipertrofisi +/+ 7 S R
46 PS72 Pnémoni +/+ 2 S R
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Tablo 8. Kit ve kiiltiir pozitifligi gozlenen kadin orneklerin klinik tanisi ve yas

dagilimlari.
Say1  6rnek  Klinik Tam Kit/Kaltar Yas Basitrasin  SXT
Turleri Pozitiflik (B)
1 BO6 Akut Tonsillit +/+ 33 S R
2 BO23 Akut Tonsillit +/+ 33 S R
3 BO25 Mevsimsel Allerjik +/+ 35 S R
4 YA33  Eritema Intertrigo +/+ 56 S R
5 BO36 Bogaz Agrist +/+ 59 S R
6 BO37 Akut Tonsillit -1+ 39 S R
7 BO38 Ust Solunum Yolu Hast. +/+ 7 S R
8 BO43 Bogaz Agrist +/+ 8 S R
9 D044 Yumusak Doku Bozuklugu +/+ 43 S R
10 YA4T Yumusak Doku Bozuklugu +/+ 41 S R
1 BOS0 Akut Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 7 S R
12 BOs3 Bogaz Agrist +/+ 78 S R
13 BOS57 Bogaz Agrist +/+ 59 S R
14 BOS58 Bogaz Agrist +/+ 35 S R
15 BO61 Akut Faranjit +/+ 44 S R
16 BO63 Akut Ust Solu Yolu Enfeksiyonu +/+ 12 S R
17 KUG66 Otitis Eksterna +/+ 2 S R
18 BO68 Ust Solunum Yolu Enfeksiyonu +/+ 11 S R
19 BO69 Akut Tonsillit +/+ 7 S R
20 ID73 Uriner Sistem Enfeksiyonu +/+ 38 S R
21 BO74 Ust Solunum Yolu Enfeksiyonu +/+ 11 S R

S. pyogenes izole edilen en kiiciik hastanin her iki grupta 2 yasinda, en biiyiik
hastanin ise kadinlarda 78, erkeklerde 74 oldugu goézlendi (Tablo 7 ve 8). Alinan
orneklerin yas ve cinsiyet durumuna gore dagilimi yapildiginda streptokok enfeksiyonu
sikayeti ile gelen hastalarda erkek bireylerin daha ¢ok oldugu gozlenmektedir.
Streptococcus pyogenes siipheli gelen c¢ocuk yastaki toplam 31 6rnegin 21’inde (%
67,7), 12-18 yas arast 10 Ornegin 4 (% 25)’iinde pozitiflik belirlendi. Inceleme
orneklerinin biiylik kismini olusturan yetiskin grupta ise toplam 216 (65 kadin ve 151
erkek) ornekten 38’inde (% 17,6) pozitiflik belirlenmistir (Tablo 9). En yuksek
pozitiflik 0-11 ve >61 yas araliklarinda gézlenmistir.
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Tablo 9. Alinan 6rneklerin yas araligina ve kadin/erkek hasta oranlarina gore

dagilimi.
Toplam 6rnek S.pyogenes Pozitif say1 Negatif

Yas araligi Kadmm  Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek
<11 ¢ocuk 17 14 7 14 10 -
12-18 adelosan 7 3 1 3 6 -
19-60 yetigkin 65 151 12 26 53 125
>61 yash 5 6 1 3 4 3
Toplam 94 174 21 46 73 128
Genel toplam 272 71 201

Calismamizin ikinci hedefini olusturan kisim ise izole edilen A grubu Beta
Hemolitik streptokoklarin bakteriyofaj tasiyiciliklari, tasidiklart fajlarin  konak
genisliklerinin belirlenmesidir. Bu amagla yapilan faj indiiksiyonu ve konak genisligi

belirleme ¢alismalar1 tablo 10 ve tablo 11 de verilmistir.

Izole ve identifiye edilen 67 ornekten toplam 48 A grubu Beta hemolitik
streptokoklarda bakteriyofaj tasiyiciligi ve konak genisligi belirlemek amaciyla

indlksiyon ve damlatma yontemleri kullarak faj igerigi ve konak genisligi belirlendi.

Tablo 10. Faj indlksiyonu yapilan S. pyogenes suslarinin erken logaritmik tireme hizi
ve liz olma 6zelliklerine gére gruplandirilmasi (N=48).

S. pyogenes Sus Numarasi Mid log suresi ( dk) Liz baslangi¢ Saati

AB35, BO34, BO6, AB45, BO50, BO26, DOA41, 120 4
BO36, BO54, BO25, BO64, BO38,YAS, BO5,
BO28, BO60, KU49,YA33, BOSS,

BO20, BO53, BO59, BO23, BO65, BO32, KUG66, 120 15
BO57, DO40,YA48, E1, BO37,YA52, BO55,

DO44, YA4T

BO62, BO4 171 4
BO42, BO51, DK67 171 15
BO24, BO39 180 3
BO63, AB30 180 12
BO56, BO61, BO29 120 *
YA46 171 *

*: Liz olmadi
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S1v1 besiyerinde gozlenen faj indiiksiyonunda, lizis gozlemi yapildiginda sivi
besiyerinde hi¢ konak kalmayan Ornekler tam liz olma, bir miktar bakteri varlig1 ve
kaltirin tam berrak olmamasi durumulizis ve ¢ok az berraklagsma gozlenendrnekleri ise
az lizis diye gruplandirildi (Tablo 11, Sekil 16). Buna gore indiklenen konaklarin 14’
giiclii liz oldugu dolayisiyla bu konaklarin fajlar1 giiclii endolizis aktivitesine sahip

oldugu diistiniilmektedir.

Tablo 11. S. pyogenes’in hizli liz olma (faj indiiksiyonu) 6zelliklerine gore dagilimi.

Lizis olma derecesi Lizat numarasi Say1

Liz olanlar BO53, BO42, KU66, DO40, BO57, YA47, BO23, BO59, 14
AB32, BO20, KU69, BO54, BO55, BO50

Tam liz olanlar BO65, BO38, E1, AB30, BO63, DK67 6

Az liz olanlar D044, YA52, BO37, YA48, BO51, BO34 6

Sekil 16. Kitlesel dretimde S. pyogenes suslarinin Mit-C indiiksiyonu sonucu olusan
lizis gorintileri.

Calismada elde edilen 48 lizatlarin 67 farkli konaga yapilan ¢apraz damlatma
yontemi sonucunda elde edilen faj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite varligi ve konak
genigligi damlatma yontemi ile belirledi ( Sekil 17). Sonuglar faj igerigi olan lizatlar
bekledik¢e zon caplarinin artmasi, diizensiz kenarli olmasi, tam yada bulanik agilmasi
seklinde incelendi ve faj varligi “¢” igareti ile gosterildi. Zon gaplart kesin ve oda
1sisinda bekletme ile defismeyen tam agilma zonlar1 bakteriyosin/antimikrobiyal
aktivite varlig1 seklinde degerlendirildi. Bakteriyosin siipheli alanlar1 i¢eren lizatlar “b”
seklinde, antimikrobiyal madde oldugu diisiiniilenler ise sadece (+) diye belirlenirken
actlmanin veya bakteriyofaj/bakteriyosin varligi miktar1 artan + sayilarla belirtildi.

Bulgularin tiimii Tablo 12, 13,14,15,16 ve 17°da verildi.
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12°]

Tablo 12. Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gbzlen S. pyogenes suslari ve konaklari.

Konak Lizat numaralari ve lizis degeri (N=22)

Sus No gh34 AB35 BOS0 BOS5 BO54 KU49 BO20 BO32 BO59 BO23 YA47 BO57 BO25 BO36 DO41 AB45 BO6 KU66 DO40 BO53 YAS DKG67

YA46 - - - - - - 3+ - - - - - - - - - - 240 - - -
YA48 - - - - - - - - 2+% - 2+% - - ? ? 2+1% - - b+ 2+% -
BO61 - R g - 4bs 4 by - - + - +be - 2+ + 2+% - - + - - -
B050 - - - 3+h - - - 44 - - - + + +00 - + o+ o+ - - 4+ -
BO53 - - - - - - - -+ - - - - - - - - - - 4+ -
BO57 - - - - + - - + + + - - + + - - - - - - + -
BO6 - - - - - - - 2+ - - - - - 3+ 4+ % 249 - - - - - 4+%
DO41 + + - - - - - + + + - - - + - - - - - - + -
BO39 4% 2+%  4bp +1 +b% + +%  4+%  2+% - - - 24 24 - +1 - - - - 4+% -
BO20 4+% 2+be - 24P 44be - - 5+% - 5+% - - - 3+ 3+ - - - - - 4+%
DK67 +b - 2+ 4+ - - + + 2+ - - +% 2+ - - - - - - 5+%  4+bd
KU49 2+%  2+% - 249 4489 +% - 4+% 0 249 2+% - - 2+ 2+% 2+ - - - - - - -
BO26 3+% 3+% - 2+4be A+ - - 4+% 24be D4be - - - +bo - - - - - - - 4+%
YAAT  4+% 444 - 2+Pe B+ - - 4+ 2+% 3+W - - - - - - - - -+ 448+
D044 - - - - - - - - - + - - + - - - - - - - + -
YA52 - - - - - - - -+ 3+% K *3% 2+% - - - - - 1faj - 5+%  1faj

I+
I+

]

]

]
+
&

]

]

BO58 - - - - - - - - - 2+4be - - + 3+be




Tablo 13 (devam). Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gézlen S. pyogenes suslari ve konaklari.
Konak Lizat numaralar ve lizis sonucu

SusNO B34 AB35 BOS0 BOS5 BOS4 KU49 BO32 BO59 BO23 BO63 AB30 BOG4 BO25 BO36 DO41 AB45 BO6 BO4 D040 BO38 BO65 DK67 YA8 KUG6

AB45 - +bp - - 2+ - 449 - 4+ - = - - - - - - +be - - - R R R
DO41 e T s TS S - 4l B N N ¥t S YT S
KU66 3+ 3+ 3+%  3+% 3+% 3+% 3+ 4+ + . - - + . . . S 4% . . 5+t Gt } )
BO5 2+ 2+ - S L T - - 2400 2400 -2+ - - - - 24P - 3+ -
BO28 -+ -+ - 24P 3+ - -2+ - - * * +% 4%+ - 240 3+ . L)
D040 - - - - - - - - - - - +0%  24b6 4+ - - - - - - 2+% 4% - -
E1l - - - - - - - - - - - 2+ - - - - - - - 3+% - - 3+% -

-; faj plag1 /bakteriyosin yok, + Bulanik gériinti, +;1<3 mm faj plagi/bakteriyosin, 2+; 5>10 mm faj plak/bakteriyosin,3+; 11>15 mm faj
o plak/bakteriyosin, 4+ ; 16>20 mm faj plak/bakteriyosin, 5+ 20>35 mm faj plak/bakteriyosin, ¢; bakteriyofaj, b; bulanik zon, t; tam agilma zonu,
“ tek nokta plak olusumu
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Tablo 14. Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gdzlen S. pyogenes suslari ve konaklari.

Konak Lizat numaralar ve lizis sonucu
Sus No BO4 BO63 AB30 E1 BO38 BO65 BO64 Konak YA52 BO56 BO58 BO60 BO61 BO62 YA33 DO44
Sus No
YA46 - - - - +09 - - BO36 - 2+% + - - - -
YA48 - - - - - - - D040 +0 + + - + + - -
BO61 + + - - 2+1% + 2+bo BO6 + - - 2+b¢ - - - -
B050 - 4+ - 4+ % + BO58 - - - 2+ 2+%  2+% - -
BO53 - 4be b - 5+% - - BO38 +i ? ? ? ? ? - -
BO57 - + - + + - - D044 + 2+ + - - +b¢ - +
BO6 - - - 3+ - 4+% - KU66 2+1% - - 2+% - +4 - -
D041 - - - - + - - BO32 2+1% - - - - - - -
BO39 +bp by - - - 2+ 5+be BO55 - 2+0é - - - - - -
BO20 - - - +bp - 4+% - BO65 +04 - - + 1? - - -
DK67 - - -2+ o 24be YA46 +? - - + + - - .
Ku49 - - + 2+ - - - AB30 - - - - + + - -
BO26 - - - - 2+he - - BO29 + - - - - - - -
YAA47 - e I S o B -
D044 - - - - + - -
YA52 -+ - - 5+%  *4%  *30%

BO58 - - S -




Tablo 15 (devam). Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gézlen S. pyogenes suslari ve konaklari.

LS

Konak Lizat numaralar ve lizis sonucu Konak Lizat numaralar ve lizis sonucu

Sus No YA52 BO56 BO58 BO60 BO61 BO62 YA33 DO44 SusNo DO40 YA8 DK67 BO4 BO63 AB30 BO38 BO65 BO64 BO58 BO60 BO61
BO36 - 2+% + - - - - BO57 - - - + o+ + - - - +% 4 -
D040 +b9 + + - + + - - BO56 - - - - - - - + - - - -
BO6 + - - 2+b% - - - - BO28 - + - + - - - - + - - -
BOS58 - - - 2+ 2+ 2+t - - B0O20 - + + - - - + + - + - -
BO38 + ? ? ? ? ? - - BO62 - - - - - - + - - + - -
D044 + 2+% + - - +b4 + + PS72 + + + - - + + - + - - -
KU66 2+% - - 2+% - +1 - - BO39 - - + + - - + - + - - -
BO32 2+% - - - - - - - BO26 - - - - - - - - + - - -
BO55 - 2+ - - - - - - KU49 - - - - - - - + - +% - +
BO65 +0 - - + +? - - - BO69 - - - - - - - - - - - +
YAA46 +? - - +% + - - -

AB30 - - - - + + - -

BO29 + - - - - - - -

-; faj plag1 /bakteriyosin yok, +/-; Bulanik lizis, +;1<3 mm faj plagi/bakteriyosin, 2+; 5>10 mm faj plak/bakteriyosin,3+; 11>15 mm faj plak/bakteriyosin, 4+ ; 16>20
mm faj plak/bakteriyosin, 5+ 20>35 mm faj plak/bakteriyosin, ¢;
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Tablo 16. Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gdzlen S. pyogenes suslari ve konaklari.

Konak Lizat numaralan ve lizis sonucu
Sus
No BO5 BO24 BO26 BO28 BO29 YA33 BO27 BO39 D044 YA46 YA48 BO51 YA52 BO56 BO58 BO60 BO61 BO62

BO23 - - - - - 3+% 3 s - - 4+1% +1 - - 3+ + - -
AB35 +b9 - *4% - - - = - 2+% - 2+% + - - - +bo -
BO59 = - - 2+0% e - - - - - 2+b% - - - + - + -
BO4 = + +bp r = + - 3 - - - - - - + 24bb - -
BO74 - - - - - - - - 2+ 1% - - - 2+% - - - - -
BO51 - - - +1 - - + - + - +1 +b¢ - - - - - -
D044 - - - - - - - - - +04 - - - - - - - -
BO25 - - - - 2+% 2+% - 2+ % - 2+%  2+% - - - - - 4+1% -
D73 - 2+% - - - + - - - 2+ + b ? 2+% - - ? ? ?
BO34 - - - - - - - - - - ) 2+ - 2+1% 2+b% - 2+ -
YAS - - - - + - 2+% - 2+ - + 2+ - 2+% 4+% - 2+ -
BO71 - - - - - 2+5% - - - - - - - - - 2+5% -
BO70 - - - - - - + + - - - 2+b¢ 2+b¢ - - + b9 +bo -
BO5 2+% - - 2+% + +1 2+% - 2+% - - 2+% + 2+% - - - -
YA48 + - - + - - - + + - - + - + - + - -
BO32 - - - - - + 3+ + - + - - - +1% - + -
BO54 - - - - - - - - - - - - 2+% - - - - -
BO36 +bp - - - + - 4+% - + - 241 - - - - - - -
D040 - - +b¢ - + - + Do - - - - - - - - - - -
BO6 - - + - +0¢ - - - - - - + - - - - - -
BO58 - + - - - 2+ - + + - - - - - - - - -
BO38 - - 2+% - + - - - - - - - - - - - - -
KUG66
BO55
BO55
YA46
DO41
BO37
AB30 - - - - - - - -
YA4T - - - - - - - +1 - - - - - - - - - -
BO74 - - - - - - + - 2+% - - - - - - - - -

+ +
1
1
]
]
1
1
+
jou
L2
]
1
]
]
1
]
1
1
1

+ +

1

1

1

1

1

1
+ I+
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Tablo 17. Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gbzlen S. pyogenes suslari ve konaklari.
Konak Lizat numaralari ve lizis sonucu

Sus No BO34 AB35 BOS50 BOS55 BO54 KU49 BO20 BO32 BO59 BO23 YA47 BO57 BO64 BO25 BO36 DO41 AB45 BO6

BO63 £ 2+bb 24P0 # - 240+ 3+% +4 2400 2400 4o - +0é + +4 +
B037 - + + - + + + + + + + + + + + +

BO34 - - - - - - 245 - - - - - 3+ 3+ +4 - 3+ % 2+
BO50 - - - 3 - - - 4+% - - - + + 2+1 - - - 2+
BO59 - - - - - + + - - - +0% - 3+ + + +bp +bp 3+
BO24 - - - - - - - - 3+ - - - - - - - -
BO57 2+% - - - + - - 2+ 2+% 2+ - - - 4+% 3+b¢ - - -
BO60 - - - - - - - - - - - - 3+% 3+ - 4+% 4+% 2+%
DO44 - - - - - - - - - - - - - 2-+b% . - - -
Konak DO40 KU66 BO42 BO53 YA8 DK67 BO4 BO63 AB30 E1 BO38 BO65

Sus No

BO63 - - +% - +% +% +% - - - +he 4+

B037 + - + + + + + + + + + +

BO34 - - - - - - 4+ 2+ - - - -

BO60 +- +bp - - - - +bp 2+t - - - 244

DO44 - - - e R - - - -+

BO50 * * - - 5t x + 2+% - -2+ o+

BO59 - +b% - - - o+ 4+ by +b¢ - - +bp 2t

BO57 - - - - 5+% - - 2+% + - - 2+0%

-; faj plagi /bakteriyosin yok, +/-; Bulanik lizis, +;1<3 mm faj plagi/bakteriyosin, 2+; 5>10 mm faj plak/bakteriyosin,3+; 11>15 mm faj plak/bakteriyosin, 4+ ; 16>20
mm faj plak/bakteriyosin, 5+ 20>35 mm faj plak/bakteriyosin, ¢;



Sekil 17. Droplama yontemi sonucu olusan bakteriyofaj goriintiileri, A; BO38 konak
B; BO32 konak C; YA48konak D; BO29 konak E; Yumusak agar besiyerine
plazma ilave edilmis BO20 konak F; Yumusak agar besiyerine plazma ilave
edilmis KU66 konak G; DO44 konak H; BO36 konak.
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Tablo 18. Faj lizatlarinin konak araliklar1 ve olusturduklar1 zon caplarina gore

dagilimi.
Faj iceren Konaklar Konak
Lizatlar 1-2+ olanlar >3+ olanlar sayisi
BO34 YA46, DO41, BO39, DK67, KU49, BO5, BO63, BO20, BO26, YA47, 12
BO57 KU66
AB35 D041, BO39, BO20, KU49, AB45, BO5 BO26, YA47, KUG66 12
BO28, BO63, BO37
BO50 BO61, BO39, BO63, BO37 KU66 5
BO55 BO39, BO20, DK67, KU49, BO26, YA47, DO41, BO50, KU66 11
BO28, BO63
BO54 BO57, BO39, DK67, AB45, DO41, BO5, BO37 BO20, KU49, BO26, 12
YA47, KU66
KU49 BO61, BO39, KU49, D041, BO28, BO63, BO37, KU66 9
BO59
BO20 BO61, BO39, BO63, BO37, BO34, BO59 6
BO32 BO57, BO6, DO41, DK67, BO5, BO37 YA46, BO50, BO39, 17
BO20, KU49, BO26,
YA47,AB45, KU66,
BO28, BO63,
BO59 YA48, BO57, DO41, BO39, DK67, KU49, BO26, KU66, BO24 13
YA47, YA52, BO5, BO63
BO61, BO53, BO57, DO41, DK67, KU49, BO26, BO020, YA47, YA52, 17
BO23 D044, BO58, KU66, BO5, BO37, BO57 AB45
YA47 YA48, YA52, BO63, BO37, BO59
BO57 BO61, BO50, BO63, BO37 YA52
D040 YA46, BO61, YA52, BO28, BO37, BO60, BO50, 9
BO59, PS72
KUG66 BO50, BO28, BO60, BO59 4
BO42 BO63, BO37 2
BO53 YA47, BO58, BO37 YA48 4
YA8 YA48, DO41, DO44, BO63, BO50, BO53, BO39, 19
BO37, PS72, BO28, BO20 DK67, YA47, YA52,
BO5, E1, BO28,
BO57
DK67 DK67, YA47, YA52, DO40, BO63, BO37, BO6, BO20, BO26, 14
BO50, BO59, PS72, BO39 KUG66,
BO4 BO61, BO39, AB45, BO37, BO34 8
BO60, BO59, BO39
BO63 BO61, BO53, BO57, BO39, DK67, YA47, YA52,  BO50, 15
D041, BO28, BO37, BO34, BO60, BO50, BO59,
AB30 BO53, KU49, YA47, DO41, BO37, BO57, PS72
El BO57, BO20, KU49, BO63, BO37 BO6, 6
BO38 YA46, BO61, BO57, DO41, DK67, BO26, BO50, BO53, YA52, 18
YA47,B058, BO63, BO37, DO44, BO59, PS72 E1l, BO28
BO65 BO61, BO50, BO39, DO40, BO5, BO63, BO37, BO6, BO20, YA52, 14
BO60, BO59, BO57 KU66
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Tablo 19 (devam). Faj lizatlarinin konak araliklar1 ve olusturduklar1 zon ¢aplarina
gore dagilimi.

BO64 BO61, DK67, DO40, BO5, E1, BO63, BO37, BO39, YA52, BO34, 17
BO50, BO28, PS72, BO39, BO26 BO60, BO59

BO25 BO50, BO39, DK67, KU49, DO44, YA52, BO58, BO034, BO60, BO57 16
D040, KU66, BO5, BO28, BO37, BO59

BO36 BO61, BO50, DO41, BO39, DK67, KU49, BO26, BO6, BO20, BO58, 17
D040, BO28, BO63, BO37, BO34, BO59 BO57

D041 BO61, KU49, BO58, BO28, BO63, BO37, BO59  BO6, BO20, BO60, 10

AB45 YA48, BO61, BO50, BO6, BO39, BO58, DO41, BO34, BO60 14
BO5, BO28, BO63, BO37, BO59

BO6 D041, BO28, BO63, BO34, BO60, BO50 BO59 7

BO5 AB35, BO5, BO36, BO55, DO41, BO37, 6

BO24 BO4, ID73, BO58 3

BO26 BO4, D040, BO6, BO38, KU66, BO37 AB35 7

BO28 BO59, BO51, BO5, YA48, KU66 5

BO29 BO25, YAS, BO5, BO36, DO40, BO6, BO38, 8
BO37,

YA33 BO4, BO25, ID73, BO71, BO5, BO32, BO58, BO23 9
D044

BO27 BO51, YA8, BO70, BO5, DO40, KU66, BO74, BO36, BO32 9

BO39 BO25, BO70, YA48, BO32, BO58, YA47 6

D044 AB35, BO74, BO51, YAS8, BO5, YA48, BO36, 12
BO58, BO55, BO37, AB30, DO44

YA46 D044, BO25, ID73, BO32, DO41 5

YA48 AB35, BO59, BO51, BO25, ID73, BO34, YAS, BO23 10
BO36, AB30

BO51 B0O23, AB35, BO51, BO34, YA8, BO70, BO5, 11
YA48, BO6, KU66, YA46,

YA52 BO54, BO74, ID73, BO70, BO5, DO40, BO6, 14
B0O38, D044, KU66, BO32, BO65, YA46, BO29,

BO56 BO34, YAS8, BO5, BO32,B036, DO40, DO44, 9
BO55, YA48

BO58 BO4, BO34, BO59, BO36, D040, DO44, BO57, BO23, YA8 12
B0O20, BO62, KU49

BO60 B0O23, BO4, BO71, BO70, BO6, BO58, KU66, 11
BO65, YA46, BO57, YA48

BO61 AB35, BO34, YA8, BO70,B059, DO40, BO5S, BO25 15
BO65, YA46, AB30, BO69, KU49, BO32, BO57

BO62 D040, BO58, D044, KU66, AB30 5
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Calismada yapilan c¢apraz enfeksiyon sonucunda ¢ok sayida konakta faj
iceriginin var oldugu belirlendi. Konak olarak kullanilan 48 S. pyogens susunun
timin0 enfekte eden en az bir fajin var oldugu, bununla birlikte 29 farkli konag1 (
BO37) kullanabilen bakteriyofajinda var oldugu gézlendi. Ozellikle sirasiyla KUGB,
BO50, KU49, BO39, BO28, BO63, DO41, BO59, BO5, BO58 16 ile 20 farkl: lizatlar
tarafindan enfekte edilen genis konak araligina sahip olduklari gézlenmistir. Ayrica
BO32, BO38, BO25, BO36, BO23, YA8 ve BO64 lizatlar1 16 ila 20 farkli konagi
enfekte edebildikleri, dolayisiyla genis konak araligina sahip faj icerdikleri belirlendi
(Tablo 17).
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

A grubu streptokoklara bagli enfeksiyonlar genellikle st solunum yolu
enfeksiyonlar1, deri yumusak doku enfeksiyonlari olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte
zaman zaman viral enfeksiyonlarla karigmakta ve gereksiz antibiyotik kullanimina
neden olmaktadir. Etken yada etkenlerin teshisi daha rasyonel antibiyotik kullanimini
saglamaktadir. Etkenler arasinda énemli yeri olan Grup A Streptokoklarin (AGBHS),
hizlica saptanip hastanin tedavi edilmesi, ciddi hastalik sekellerinin 6nlenmesi
acisindan oldukc¢a Onemlidir. Hastaligin dogru tanisinda altin standart olarak kabul
edilen kiiltiiriin zaman alic1 (48 saat gibi) olmasi nedeniyle hizli antijen testleri (15
dakika) gelistirilmistir. Calismamizda ilk hedeflenen, bogaz kiiltirlerinde kit ve kiltur
yonteminin  birlikte karsilastirilarak ~ S.  pyogenes izolasyon/identifikasyonun
kiyaslanmasiydi. Bu amagla toplam 272 bogaz siiriintii 6rnegi incelendi (Tablo 6).
Bogaz kiiltiirii 6rneklerinin 51’inde (% 20,2) kit-Strep A ( BO9, BO10, BO11, BO12,
BO13, BO14, BO18, BO19, BO37 ornekleri harig) ve kiiltiir pozitifligi tespit edildi.
Calismaya farkli numunelerin kiiltiirlerinden (toplam 20 6rnek) izole edilen S.

pyogenes’lerde hizli tani testi ile dogrulama yapildi.

Milletli Sezgin ve Cingdr (2017) yaptiklari bir calismada Mikrobiyoloji
Laboratuvarina tonsillofarenjit tanis1 ile gonderilen (148 adet) bogaz suruntl ornekleri
caligmaya alinmis, Orneklere ABON Biopharm (China) strep hizli antijen testi ile
birlikte kiltir testi uygulanmis, 148 bogaz siiriintii 6rneginin 33’tinde (% 22.3) A
grubu beta hemolitik streptokok iiremesi saptanmistir. Kiltlir liremesi pozitif bu
orneklerin 27’sinde (% 18.2) strep hizli antijen testi pozitif iken 2 drnekte ise sadece
strep hizli test pozitif oldugu bildirilmistir. Belirtilen ¢alismada strep hizli antijen
testinin % 82 duyarliliga, % 98 6zgiillige sahip oldugu belirtilmektedir.

Alman orneklerde kiiltiir pozitifligi (+) ; Mueller Hinton % 5 koyun kanli agar
besiyerinde bakterinin (remesi, koloni morfolojisi ve hemoliz 6zelliklerinin
gozlenmesi, basitrasin (B) duyarliligt ve SXT direngliligi belirlenmesi seklinde
incelendi. Basitrasine duyarl olanlar “S” ve SXT direngli olanlar “R” ile gosterildi.
Yaptigimiz ¢alismada kiiltiir negatif (-) Kit pozitif (+) bir sonug hi¢ gdzlenmedi ancak
kit ve kultur birlikte negatiflik, 201 (% 73,9) 6rnekte belirlendi ve bu 6rnekler S.
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pyogenes acisindan negatif olarak degerlendirildi (Tablo 6, 7 ve 8). Incelenen
orneklerin 71’inde (% 26,1) kiiltiir pozitifligi, 62’sinde (% 22,8) ise kit ve kiiltiir
birlikte pozitifligi belirlendi. Orneklerin 9’unda kiiltiir pozitif olmasina ragmen kit
pozitifligi belirlenemedi. Calismamizda sonu¢ olarak kiiltiiriin giivenilirligi % 100,
kitin ( Strep A) giivenilirligi % 86,5 olarak tespit edildi. Saygili vd. (2017) yaptiklari
caligmada 861’1 (% 44,5) kadin, 1073’4 (% 55,5) erkek olmak Ulzere 1934 hasta
incelenmis, olgularin yaslar1 1-75 arasinda olup, ortalamasi 8,7+6,7 olarak
bildirmislerdir. Orneklerin 214’1 (% 11) kiiltiir pozitif, 180’i (% 9,3) antijen testi
pozitif bulmuslardir. Ureme yogunlugu daha fazla olan olgularm hizli antijen testi
sonuclart anlamli olarak daha yiiksek oldugu, antijen testinin kiiltiire gore duyarlilig1 %
84,1 oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda sonuglarimizla uyumlu oldugu
gozlenmistir.  AGBHS farenjit tanisinda yiiksek duyarliliga sahip hizli antijen
testlerinin tercih edilmesi, erken tani ve uygun tedaviye katki saglayacagi gibi
antibiyotiklerin uygun kullanimi ile diren¢ gelisiminin Onlenmesine de katki
saglayacag1 diistinlilmektedir. Ayn1 zamanda, negatif antijen test sonuc¢lariin kiiltiirle
dogrulanmasi, eksik ve yanlis tan1 ve de tedavinin dnlenmesi agisindan olduk¢a 6nem

oldugu diistiniilmektedir.

Calismada A grubu Beta Hemolitik streptokok izole edilen toplam 71 hastanin
46’s1 erkek ve 21’1 kadin oldugu belirlenmistir (Tablo 7 ve 8). Erkek bireylerde
izolasyonun daha fazla olmasi Orneklerin i¢inde rutin taramadan (8) izole edilen
suglarim varhigmmin da etki etmis oldugu disiiniilmektedir. Ancak bu yeterli sebep
olmadigi, baska sebeplerin de olabilecegi, 6rnegin erkeklerde hijyene cok dikkat
edilmemis olmas1 diisiliniilebilir. Zira saglik bakanlig1 verilerine gore yapilan istatistik
bir caligmada % 61,6’°s1 ellerini giinde 10 kezden fazla, % 26,9’u 6-10 kez, % 10,4’1 3-
5 kez ve % 1,0’1 1-2 kez yikadiklarini belirtmiglerdir. Ellerini 10 kezden fazla
yikayanlarin sikliklar1 erkeklerde % 47,9, kadinlarda % 69,5; kirsal alanda % 60,8,
kentsel alanda % 62,1 olarak bildirilmektedir (URL-8). Kadinlarin daha direngli
oldugu ve hijyene 6nem verdigi, daha sik el yikama aliskanlig1 oldugu diisiiniilebilir.
Lamagni, vd. (2008) 2003 ve 2004 yillarinda 11 iilkede toplam 5.522 vakada yaptiklar
bir calismada genel olarak, erkeklerde kadinlardan daha siddetli S. pyogenes
enfeksiyonu (% 53) oldugunu bildirilmis olup ¢ogu iilke erkeklerde kadinlardan biraz

daha fazla sayida S. pyogenes’in gozlemledigi ancak budurumun iilkeler arasinda
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anlamli bir farkliligin olmadig: bildirilmektedir.

Ulkemizde bir calismada, 0-18 yas arasi1 hastalarin, AGBHS prevalans1 % 25
olarak bildirilmis, baska bir ¢alismada ise benzer sekilde % 24.6 belirtilmistir
(Goziikiigiik vd., 2011; Altundag Altun., 2015). Calismamizda ise 0-18 yas arasi
basvuran hasta sayisi az olup (toplam 41) bunlarin 25’inde pozitiflik belirlenmis, % 61
gibi bir oran gozlenmekte olup bu degerin yiiksekligi klinik bulgusu dogru tan1 konan
ve viral enfeksiyon olmayan hastalarda olmasina baglidir. Baris vd. (2017) yaptiklari
bir ¢alismada yaslar1 0-94 arasinda 376’s1 (% 45.2) kadin, 457°si (% 54.8) erkek olmak
tizere 833 hasta incelenmis, olgularm 125’1 (% 15) kiiltiir pozitifligi bildirmislerdir.
Kiltiir pozitiflik oran1 en yiiksek 5-15 yas arasindaki olgularda (% 18.4)
belirlenmislerdir. Bu sonu¢ ¢alismamizla da uyumlu olup en yiiksek kiiltiir pozitifligi

2-18 yas araliginda elde edilmistir.

Calismada 2 yasin altindadi ¢ocuklarda S. pyogenes izole edilmemistir. Bunun
nedeni erken siit ¢cocuklugu doneminde fetiise gegen maternal immunoglobiilinler
(IgG) nedeniyle streptokok enfeksiyonlar1 bu yasin altindaki bebeklerde baski altinda
tutuludugu ve dolayisi ile bu grupta hi¢ hasta bagvurusu olmadigi gozlenmistir. Oltu
vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada toplam 134 (% 20.05) 6grencinin bogaz kiiltlrinden S.
pyogenes izole edilmis, 10 yas ve iizeri 68rencilerin AGBHS tasiyicilik orani, 7-9 yas
grubu 6grencilerine gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda, AGBHS tasiyicilik oranlarinin; yasa, mevsime, iilkelerin ve bolgelerin
sosyo-ekonomik gelismislik oranlarina gore degistigi goriilmektedir (Shaikh vd.,
2015). Calismamizda farkli yas gruplarinda enfeksiyon gozlenmesi bir ¢ok faktore

bagli oldugu (yas, mevsim, iklim kosullar1 vb.) diisiiniilmektedir.

Calismada pozitif olarak belirlenen 67 6rnegin kadinlarda 5’inde, erkeklerde
12’ si olmak iizere toplam 17’si bogaz siiriintiisii disindaki 6rneklerden S. pyogenes
izole edilmistir (Tablo 8 ve Tablo 9). Kadinlar grubunda bogaz siiriintii 6rnegi disinda
izole edilen 5 6rnegin 4’1 yetiskin grup olup eritema, yumusak doku ve idrar yolu
enfeksiyonundan izole edilmesi dnemli bulunmustur. Erkek hastalardan 71 yasindaki
bir hastadan alinan eklem sivisindan (E1) ve 2 yasindaki bir ¢cocuktan pndmoni etkeni

olarak izole edilmesi 6nemli bulunmustur.
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Lamagni, vd. (2008) yaptiklar1 bir calismada deri lezyonlari-yaralari, vakalarin
% 25'inde bildirilen en yaygin predispozan faktor oldugu, deri ve yumusak doku en sik
goriilen enfeksiyon odaklart oldugu ve hastalarin % 32'sinde selilit ile % 8'inde
nekrotizan fasiitin varligi bildirilmistir. Calismamizda toplam 9 tane yara kiiltiirtinden
S. pyogenes izole edilmistir. Giindem ve Cikman (2012) yaptiklari bir ¢alismada
toplam 153 yara kiiltiirtinden 71’inde (% 46.4) iireme saptanmis, bunlarin 3’iinde S.
pyogenes, 4’tinde Streptococcus sp. izole ettikleri bildirilmistir. Bu sonuclar yara
enfeksiyonunda S. pyogenes’in etken olabilecegini teyit etmekte olup 6nemli bir veri
olarak diisiinilmektedir. Bu suslarda daha ileri ve 6zellikle patojenitenlerinin genetik

tabani arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda bir kadinda idrar yolu enfeksiyonu (ID73) etkeni olarak S.
pyogenes izole edilmistir. S. pyogenes Ust solunum yolu enfeksiyon etkeni olarak
bilinmesine ragmen nadiren idrar yolu gibi {iriner sistemde de etken olabilmektedir.
Kirca vd. (2014) yaptiklar1 bir vaka takdiminde agrili idrar yapma, genital bolgede
akintt ve kasinti sikayetleriyle gelen bes yasindaki bir kiz ¢cocugunda S. pyogenes
varligint bildirmislerdir. Calismamiz da benzer sekilde idrar yolu enfeksiyon etkeni
olarak S. pyogenes izole edilmis ancak bu etkenin vajinal kaynakli olabilecegi
diistintilmektedir. Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda da, nadir de olsa dogurganlik
yasindaki kadinlarda da vajiniteneden kaynakli olan S. pyogenes bildirilmektedir
(Verstraelen vd., 2011).

Lamagni, vd. (2008) tarafindan 2003 ve 2004 yillarinda teshis edilen siddetli S.
Pyogenes enfeksiyonunun potansiyel popilasyona dayali siirveyansi, Avrupa
genelinde 11 iilkede (Kibris, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Finlandiya, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Italya, Romanya, Isve¢ ve Birlesik Krallik)
gergeklestirmislerdir. Toplam 5.522 vaka tespit edilmis, mevsimsel enfeksiyon
paternleri iilkeler arasinda dikkate deger bir uyum gosterdigi belirlenmistir. Enfeksiyon
riski yaslilar arasinda en yiiksek oldugu ve daha az oranda, bebeklerin evrensel olarak

en yliksek enfeksiyon riski tasidiklart bildirilmistir.
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Calismamizda farkli (kdltlr ve kit) metod ile S. pyogenes tanisinin yapilmasi
ve, metodlar arasindaki korelasyonun belirlenmesi hedeflenmis olup sonuglarin
istenilen hedeflere ulastig1r gozlenmistir. Hizli tani testi ile pozitif ¢ikan sonuclarin
kiltar ile teyit edilmesi gerekmedigi, ancak hizli tani testi sonucu negatif ¢ikan
hastalarin altin standart sayilan kiiltiir metodu ile dogrulugu kontrol edilmelidir. Ciinkii
hizli tant testi alinan numunenin uygunlugu, uygun kosullarda laboratuvara
ulagtirilmas1 ve zamaninda testin yapilmasi vb. nedenler olumsuz sonuglara neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda klinik bulgunun baslangig asamasinda yeterli sayida S.

pyogenes’in bulunmamasi da etkenler arasinda yer alabilmektedir.

Hizli antijen testlerinin dogruluk oraninin yiiksek olabilmesi i¢cin mutlaka
kiltdr ve hizli tani testi igin mutlaka es zamanli 6rnek aliminda iki ayr1 siiriintii gubugu
kullanilmadir. Calismamizda da ikili cubuk yontemi kullanilmistir. Strep hizli antijen
testi gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmak i¢in rutinde kullaniminin zorunlu
oldugu, ancak negatif olan Orneklere es zamanh kiiltiir testi yapilarak
komplikasyonlarin &nlenmesinin 6nemli olacagi sonucuna varilmistir. Calismada
kiiltiir negatif kit pozitif 6rnegin rastlanmamis olmasi, kiiltiiriin giivenirliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Tam tersi durum (kit negatif, kiiltiir pozitif) varligi ayni

zamanda kiiltiiriin altin standart oldugunu teyit etmektedir (Tablo 8 ve Tablo 9).

Brow ve Rybak (2004) yaptiklari ¢aligmada 2001-2002 déneminde toplam
4508 S. pyogenes izolati (% 92.5’1 bogaz Kkiiltiirlerinden) alinmig ve tumunun
penisiline kars1 hassas oldugu bildirilmistir. Ancak izolatlarin eritromisine % 5.7'inin
MIK>1 mg/L degerine direngli ve % 0.3’{iniin ise MIiK 0.5 mg/L konsantrasyona orta
dereceli oldugu, ayni sekilde klaritromisin ve azitromisine de diren¢ ve orta direncli
olduklari bildirilmistir. Uysal vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada A grubu beta hemolitik
streptokok suslarinda sirasi ile tetrasikline % 14.5, ampisiline ve eritromisine % 13.5,
klaritromisine % 10.4 oraninda direng goriildiigiinii bildirmislerdir. Lloyd vd. (2007),
AGBHS’lar arasinda tetrasikline (% 27.4) ve eritromisine (% 16.2) karsi direncin
gozlendigini ve bu direncin arttigini tespit etmislerdir. Calismalarda gézlendigi tizere
toplumda yogun antibiyotik kullanimi, giinliik diyetlerde bulunan yogun gida katki
maddeleri vb. nedenlerle bakterilerin direng patentlerinde artan oranda degisimin s6z

konusu oldugu gozlenmektedir.
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Bu nedenle tedavide alternatif yontemlerin arastirilmasi gerekmektedir. Bu
amagla giinimiizde farkli yontemler Onerilmekte veya gelistirilmeye calisilmaktadir.

Bu yontemlerden biri bakteriyofajlarla tedavi islemidir.

Bakteriyofajlarin tedavide kullanimi, son birkag yil iginde 6énemli ilgi odag:
olmustur. Bunun nedeni, antibiyotige direngli bakteri suslarinin tedavisinde artan
zorluklardan kaynaklanmaktadir. Cagdas tipta ciddi bir problem olan bakterilerin
antibiyotiklere direnci, faj lizis mekanizmalarinda dirence neden olmamasidir. Lytic
bakteriyofajlari, faj enfeksiyon dongiisiiniin sonunda antibiyotige duyarli ve direngli
tim bakterileri 6ldiirebilir. Bu nedenle, faj terapisinin gelistirilmesi potansiyel olarak
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini iyilestirmenin bir yoludur. Fajlara kars
imminolojik reaksiyonlari, bakteri viriislerinin tipine bagh olarak degisebilirlikler ve
ozellikle intravendz tedavi disiiniilityorsa, her bir fajin immiinolojik tepkisini test
etmek ¢cok onemlidir. Gegmis yillarda bu verilerin olmayisi yiizyillarca siiren faj terapi
calismalarinin terkinin nedenlerinden biri olmustur. Son arastirmalarin imit verici
sonuclari, daha biiyiik Olgekte uygulanabilen bir faj terapisinin gelistirilebilmesi

beklentisini olusturdu.

Hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilerde, 1liman bakteriyofajlarda,
temel viral proteinlerine ek olarak toksinlerin ve virtilans faktorlerin gen bolgelerini
kodladiklar1 bilinmektedir (Dobrindt ve Reidl, 2000). Lizojeni, her iki tlire de (bakteri
ve faja) evrimsel avantaj saglar, ¢iinkii faja sahip viriilans, patojenin 6karyot ve profaj
icinde konak¢i kromozomu ile dikey iletim yoluyla daha basarili bir sekilde
cogalmasini saglar. Streptococcus pyogenes, fajlar1 toplam genomun % 10'unu
olusturan ve genis bir pirojenik ekzotoksin sinifinin da dahil oldugu ¢ok ¢esitli farazi
ve yerlesik viriilans faktorlerini kodladigi, ¢ogaltilmis bir liyojenize organizmadir

(Ferretti vd., 2001; Weeks ve Ferretti, 1984).

Calismada 48 S. pyogenes suslariin faj tasiyiciligi, 67 farkli konakta konak
genisligi, sivi besiyerinde lireme hizlar1 ve indiiklendikten sonra liz olma siireleri
arastirild1 (Tablo 10). Orneklerin 35%i 120 dakikada erken logaritmik iireme fazina
gectikleri ve induklendikten sonra 18 izolatta yaklasik 4 saatte kiiltliriin litik
bakteriyofaj salinimi1 gézlendigi ve kiiltiiriin liz oldugu belirledi. Diger 16 kiiltiiriin ise

ancak 24 saat sonra tamamen liz oldugu gdzlendi. Orneklerin yalmzca 4’inde lizis

69



gozlenmedigi ve bunlarinda litik bir bakteriyofaj icermedigi yada Mitomisin-C ile
indiiklenemedigi disiiniilmektedir (Tablo 11, Sekil 16). Buna go6re indiklenen
konaklarin 14’ giiclii liz oldugu dolayisiyla bu konaklarin fajlar1 gili¢lii endolizis
aktivitesine veya gii¢lii promotor bdlgelerime sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu
konuda daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi ve en etkili fajin belirlenmesi gen
bolgelerinin arastirilmas1 gerekmektedir. Bu fajlarin giiglii lizisi ve kolay aktive
olmalari, konak mikroorganizmalar1 kolay enfekte edip liz edebilecekleri

varsayildiginda potansiyel mikrobiyal ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bakteriyofajlar, konagi parcalayarak yeni viryonlarini serbest birakmak igin
onemli bir mekanizma olarak konak bakteri hiicre duvarini tahrip eder. Bu amagla iKi
bilesenli lizis sistemlerini kullanir. Baz1 litik bakteriyofajlar, peptidoglikanin sentezini
inhibe etmek igin tek protein grubunu (amurinler) kullanir (Woz nica vd., 2015).
Bununla birlikte, ¢ogu konuk¢u hiicreyi oOldiirmek i¢in iki protein grubu
kullanmaktadir. ilk olanlar, holinler, lizise neden olmak icin ikinci olanlar ile
endolizinler ile sinerjize olur. Birlikte, holin-lisin sistemlerini olustururlar (Drulis-
Kawa vd., 2015; Loessner, 2005).

Holinler, konakg¢i hiicre lizisini tetikleme islemine katilir. Rolleri konakg1
sitoplazmik zar1 delmek ve bdylece onlara bakteriyel peptidoglikana erisim saglayarak
endolizinler ile isbirligi yapmaktir. Bu nedenle, holinler bakteriyel lizis siiresini
belirler. Kesin bir zaman noktasinda hareket ederek, faj endolizinleri i¢in bakteriyel
murein erisilebilirligini kontrol ederler ve bdylece holin lizin sisteminin aktivitesini faj
replikasyon dongisiinun son faz olaylariyla senkronize ederler (Dewey vd., 2010; Shi
vd., 2012).

Faj endolisinler, hiicre duvar1 bozulmasindan sorumlu enzimatik proteinlerdir
(Wang vd., 2000). Bakteriyofajlar onlar1 enfekte bakterilerin peptidoglikanini hidrolize
etmek icin kullanirlar (Schmelcher vd., 2012). Endolisinler, murein yikimiyla bakteri
hicresini 6ldurmek icin endopeptidaz, amidaz, glikozidaz veya litik transglikosilaz
aktivitelerini gergeklestirir (Donovan vd., 2008; Linden vd., 2015; Nelson vd., 2012).
Faj ¢ogaltma dongiisiiniin sonunda hareket eden endolysinler, yeni olusan virionlarinin
salmmmini tesvik eder. Gram-pozitif bakterileri hedef alan enzim, hiicre duvari

baglanma alanlarinda hiicre duvarmma baglanir ve bodylece peptidoglikan ylizeyi
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tizerinde immobilize kalir. CBD, endolizinin, enzimatik proteinin bir katalitik
fonksiyonunu yerine getiren endolizinlerin enzimatik olarak aktif alan: ile sinerjize
ederek hidrolitik etkilerine katkida bulunur. Bu islem sirasinda endolizin,

peptidoglikan yapisinin bir bolgesine sikica bagl kalir (Schmelcher vd., 2012).

Holin-lisin sistemi, belirli bir zaman diliminde faj enfeksiyonu ddngisinun
sonlandirilmasindan sorumludur. Endolysinlerin bakteri hiicre duvari lizerindeki etkisi,
cift baglangighh model tarafindan agiklanan mekanizma yoluyla hassas zamanlamaya
tabi tutulur. Bu modelde, bakteriyel lizis zamani, holin ve onun antagonisti antiholin
arasindaki orana baglidir. Holin antiholin oraninin yiikselmesi, endolizinin
periplazmaya ulagmasina ve konak¢i peptidoglikant bozmaya baslamasina izin veren

plazma zar1 biitiinliigiiniin kayb1 (Shi vd., 2012) ile takip edilir (To vd., 2014).

Calismada faj indiiksiyonunda kullanilan sivi  besiyeri olan MHB,
S.pyogenes’'in kiltiiri i¢in uygun oldugu bilinmektedir. Ancak CaCl2 ve MgCI2
ilavesinin faj indiiksiyonunda 6nemli katki sagladigi, bir ¢cok calisma ile uyumlu bir
sonu¢ oldugu gozlenmektedir (Tablo 10). CaCl2 ve MgCI2 ilavesinin holin
proteinlerinin ac¢ilmasma destek verdigi bilinmektedir. Calismalarimizda droplama
yonteminde oldugu gibi yumusak agar besiyeri kullanildi. Droplama yonteminde bazi
suslarda konak olarak S. pyogenes bakterileri yeterli miktarda Greme goézlenmedi. Bu
sebeple fajin varligr veya yoklugu belirlenemedi. Bunun sebebinin yumusak agar
besiyerinin S. pyogenes’in Uremesi igin yeterli kiiltir ortamini sagliyamadigi
diisiniilmektedir. Zira S. pyogenes bakterisinin Uremesi igin en uygun ortam
zenginlestirilmis besiyer olan Mueller Hinton % 5 koyun kanli agar besiyeridir. Bu
nedenle liremeyen bazi konaklarimizda yumusak agar besiyerini zenginlestirmek i¢in
serum veya plazma ilave ederek yumusak agarda yeterli miktarda liremesi saglanmis

olup olumlu sonuglar alinmistir ( Sekil 15 ve 17).

Caligmada test edilen 48 lizatin 67 konak {izerine damlatma yontemiyle yapilan
capraz enfeksiyonda c¢ok sayida fajin varligi ve konak genisligi belirlenmistir (Tablo
12, 13,14,15,16 ve 17, Sekil 17).
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Izolatlarin aymi sartlarda ve miktarlarda pasajlari yapilmasina ragmen farkli
stirelerde erken midlog fazina gelmis olmalari, suglarin farkli biyotip 6zelliklerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. BO56, BO61 ve BO29 izolatlar1 hizli midlog fazina
girmekle birlikte faj icermedikleri ya da litik faj tasimadiklar1 diistiniilmektedir.BO62
ve BO4 ile BO24 ve BO39 daha yavas midlog fazina ulagirken daha hizli faj
induksiyonu gozlenmektedir. Tiim bu sonuglar farkli konaklardan izole edilen suslarin

benzer ve farkli 6zelliklere sahip biyotipler oldugunu gostermektedir.

Bakteriyofajlar, A grubu streptokok 'daki yaygin otonom gbé¢ eden mobil
genetik elementlerdir ve genellikle toksinler, mitojenler ve enzimler dahil olmak Uzere
cesitli viriilans genlerinin taginmasi ile iligkili olduklar bildirilmektedir (Suvorov vd.,
2009). Faj ve fajla iliskili viriilans genlerinin varligi i¢in, invaziv (22 sus) ve invaziv
olmayan (16 sus) klinik vakadan izole edilen iki AGBHS tipi M49 susu ¢aligilmistir.
Istilact M49 suslarinin iki spesifik biitiinleyici gen tasidiklarini (int 5 ve int 7) ve
toksin genlerini speA, speH ve spel icerdiklerini gosterilmis. Bu gen profilinden
yoksun olan diger istilact suslar mut-mutS bolgesine entegre olan ve "mutator”
fenotipini indiikleyen profaji tasidigi bildirilmistir. Bu spesifik fajla iliskili viriilans
gen takimlari, M49 GAS patojenitesini artiran Onemli bir faktér olabilecegi
bildirilmektedir (Suvorov vd., 2009).

Caligmamizda test edilen S. pyogenes suslarmin ¢ogunda faj indiiksiyonu
gOzlenmesi suslar1 faj tasiyiciligini belirtmektedir. Bakteriyofajlar gen aktariminda da
onemli aract molekiillerdi. Calismamizda belirlenen fajlarin konak genisliginin ¢ok
olmasi1 ayni zamanda gen faj aktariminin muhtemel risklerini de ortaya koymaktadir.
Ozellikle toplu yasam alanlarinda farkli suslar arasinda gapraz enfeksiyon antibiyotik
direncini de tetikliyebilecegi dikkate alinmalidir. Bu agidan faj terapisi yapilmasi icin
kullanilacak fajlarin ful genom analizi ile diren¢ genleri icermediklerinin belirlenmesi
de gerekmektedir. S. pyogenes'te transduksiyon ilk olarak 1968'de transduksiyon ile
(Gc litik ve iki lizojenik bakteriyofaj) streptomisin direncini nasil ilettigini ayrintil
olarak agiklamigtir (Leonard vd., 1968). Bildirilen fajlardan A25 (faj 12204), en
yiiksek frekansta tarnsdiiksiyon ile antibiyotik direnci aktarabildigi bildirilmektedir.
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Sonuglara genel olarak bakildiginda konak genisligi agisindan incelendiginde
tim suslarin farkli kaynakli S. pyogenes susu igerdigi gozlenmektedir. Bu sonug ise
konaklarin farkli olmasina ragmen faj igeriginin benzer olabilece§i dolayisiyla faj
terapi  yonteminin  streptokok tedavisinde yiiksek basar1  saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Calismanin daha ileri diizeye taginmasi gerektigi her gruptan
secilecek lizatlarin incelenerek faj morfolojisinin belirlenmesi, DNA veya RNA faji
olup olmadiklar1 belirlenmesi ve bu suslarin faj terapide kullanim yollarmin

arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Uzun yillardir enfeksiyon etkeni olarak karsilagilan streptokok cinsi bakterilerin
insan saglig1 icin 6neminin hi¢ azalmadig hatta giderek daha fazla 6nem kazandigi
goriilmektedir. Toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli etkenleri olmalarinin
yaninda streptokoklar hastane enfeksiyonu etkeni olarak da akilda tutulmasi gereken
mikroorganizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar ve Ozellikle altta yatan hastaligi
olan olgularda Onemli morbidite ve mortalite olusturan enfeksiyonlara yol
acabilmektedirler.

Bu c¢iddi enfeksiyon hastaligi olusturabilen S. pyogenes suslarinda yavasda olsa
goriilmekte olan ve hizla artan oranda karsimiza ¢ikan antibiyotik direncinin
onlenmesinde faj terapinin 6nemli oldugu bilinmektedir. Faj terapide konak spesifikligi
oldugundan dolay1 her iilkenin kendi konak suslarma 6zgii fajlarin belirlenmesi ve
spesifik tedavi yada lokal suslara yonelik terapi diistiniilmesi gerekmektedir. Bu agidan
diistintildiiglinde ¢alismanin iilkemizde bu alanda yapilan ilk ¢calisma olmasi agisindan
onemli oldugu, faj terapi c¢alismalarina 6nemli bir bilgi ve kaynak olusturdugu

diistiniilmektedir.
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5. ONERILER

Calismanin daha ileri diizeye tasinmasi gerektigi her gruptan secilecek
lizatlarin incelenerek faj morfolojisinin belirlenmesi, DNA veya RNA faji olup
olmadiklart belirlenmelidir. Bu suslarin faj terapide kullanim yollarinin aragtirilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.

Uzun yillardir enfeksiyon etkeni olarak karsilagilan streptokok cinsi bakterilerin
insan saglig1 icin Oneminin hi¢ azalmadig1 hatta giderek daha fazla 6nem kazandigi

gorulmektedir.

Toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli etkenleri olmalarinin yaninda
streptokoklar hastane enfeksiyonu etkeni olarak da akilda tutulmasi gereken
mikroorganizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar ve Ozellikle altta yatan hastaligi
olan olgularda Onemli morbidite ve mortalite olusturan enfeksiyonlara yol

acabilmektedirler.

Sonuglara genel olarak bakildiginda konak genisligi acisindan incelendiginde 4
gruba ayrildig1 gozlenmektedir. Her grup iginde farkli kaynakli S. pyogenes susu
icerdigi gozlenmektedir. Bu sonug ise konaklarin farkli olmasina ragmen faj igeriginin
benzer olabilecegi dolayisiyla faj terapi yonteminin streptokok tedavisinde yuksek

basar1 saglayabilecegi diisiintilmektedir.

Caligmanin daha ileri diizeye tasinmasi gerektigi her gruptan segilecek
lizatlarin incelenereck faj morfolojisinin belirlenmesi, DNA veya RNA faji olup
olmadiklar1 belirlenmelidir. Bu suslarin faj terapide kullanim yollarinin arastirilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.

Bogaz Kkiiltlirii yapilmasi, dogru ilacin kullanilmasini saglamaktadir. Kiiltiir
yapilarak, yanlis antibiyotik kullanimi, bundan dogacak ekonomik kayip ve en
onemlisi, bakterilerin ilaglara kars1 diren¢ kazanmasi onlenmektedir. Uygun tedavi
yapilmazsa, bu mikroorganizmalar bazen kalp, eklem ve bobrek hastaliklarina bile

neden olabilmektedir (URL-1).
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