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OZET

Idrar Orneklerinden 1izole Edilen Streptococcus agalactiae  izolatlarinn
Serotiplendirilmesi ve ST-17 Klonunun Arastirilmasi

Amagc: Calismamizda, idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanan S. agalactiae
izolatlarinin kapsiil polisakkaritlerine gore polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
serotiplendirilmesi, ST-17 klonunun arastirtlmasi, ¢ikan sonuglarin hasta profili ve
antibiyogram duyarliliklari ile karsilastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Idrar yolu enfeksiyon etkeni olarak tanimlanan 120 S. agalactiae izolati,
multipleks PZR yontemi ile serotiplendirilmistir. PZR metodu ile ST-17 Kklonu
arastirilmistir.  Ayrica izolatlarin  penisilin, vankomisin, levofloksasin, tetrasiklin,
klindamisin, eritromisin antibiyotiklerine duyarliliklar1 ve fenotipik olarak indiiklenebilir
klindamisin direnci arastirilmistir.

Bulgular: Serotip IlI’te 39 (%32,5), serotip la’da 23 (%19,2), serotip V’de 21
(%17,5), serotip Ib’de 18 (%15), serotip 1I’de 15 (%12,5), serotip VI’da ¢ (%2,5) ve
serotip 1V’de bir (%0,8) izolat tanimlanmigtir. Serotip VII, VIII ve IX higbir izolatta
saptanmamustir. Hipervirulan klon ST-17, 15 susta saptanmis ve en ¢ok gebelerden izole
edilmistir. Penisilin ve vankomisin antibiyotigine diren¢ gozlenmemistir. Levofloksasin,
tetrasiklin, klindamisin ve eritromisin antibiyotiklerine sirasiyla %22,5, %98,8, %38,4 ve
%27,5 direng saptanmustir. indiiklenebilir klindamisin direnci 31 izolatta bulunmustur.
Gebe, diyabet ve kronik bobrek hastalart GBS enfeksiyonunun en sik rastlandigi gruplar
arasindadir. Serotip III ve V’in tetrasiklin, levofloksasin klindamisin ve eritromisin
antibiyotiklerine duyarlilig: karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05).

Sonug: Yeni serotiplerin ortaya ¢ikmasi, Saptanamayan izolatlar, serotiplerdeki
degisim ve kaymalar bu alandaki ilerlemeyi giiglestirmektedir. Ulastigimiz kaynaklara gore
ulkemizde, S. agalactiae serotiplerinin ve ST-17 klonunun PZR y&ntemi ile arastirilmasi
ilk kez bu ¢alismada yapilmistir. Ancak bu alanda daha kapsamli aragtirmalara ihtiyag
vardir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus agalactiae, serotip, ST-17, PZR.

*Tez ¢alismas1 Kocaeli Universitesi BAP yiiksek lisans destek progranm tarafindan desteklenmistir
(Proje No: 2017/045).



ABSTRACT

Serotyping of Streptococcus agalactiae Isolates Isolated from Urine Specimens and
Investigation of ST-17 Clone

Aim: In our study, it was aimed to determine Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae) serotypes by polymerase chain reaction (PCR), investigate ST-17 clone and
compare the results with patient profile and antibiogram susceptibility according to
capsular polysaccharides of isolates of S. agalactiae which are defined as urinary tract
infection agent.

Metod: A total of 120 isolates of S. agalactiae, defined as urinary tract infections,
were serotyped by the multiplex PZR method. ST-17 clone was investigated by the PCR
method. In addition, susceptibilities of isolates to penicillin, vancomycin, levofloxacin,
tetracycline, clindamycin, erythromycin antibiotics and phenotypically inducible
clindamycin resistance were investigated.

Results: As a result of typing with PCR, 39 (32.5%) of serotype I1l, 23 (19.2%) of
serotype la, 21 (17.5%) of serotype V and 18, 15 (12.5%) of serotype Il, 3 (2.5%) of
serotype VI and one (0.8%) of serotype IV were identified. Serotypes VII, VIII and IX
were not found on any isolates. The hyperviruled clone ST-17 was identified in 15 strains
and was isolated from most of the pregnants. No resistance to penicillin and vancomycin
antibiotics was observed. Resistance of levofloxacin, tetracycline, clindamycin and
erythromycin to antibiotics was 22.5%, 98.8%, 38.4% and 27.5% respectively. Inducible
clindamycin resistance was found in 31 isolates. Pregnancy, diabetes, and chronic kidney
disease are among the most frequent groups of GBS infections. Serotypes Ill and V were
compared with tetracycline, levofloxacin clindamycin and erythromycin antibiotics
susceptibility and statistically significant differences were found (p <0.05).

Conclusions: The emergence of new serotypes, undetectable isolates, drifts and
shifts in serotypes make progress in this area difficult. According to the sources we have
reached, the first study of S. agalactiae serotypes and ST-17 clones by PZR method was
performed in this study. However, this field requires more extensive research.

Key words: Streptococcus agalactiae, serotypes, ST-17, PCR.

*This thesis was supported by Kocaeli University BAP Graduate Support Program Project
(N0:2017/045).
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1.GIRiS

1.1. Streptococcaceae

Streptococcaceae ailesinden, Streptococcus cinsi bakteriler tibbi ve endiistriyel
alanda onemli gram pozitif bakteri grubudur. Streptokoklar, sivi besiyerinde
uretildiklerinde zincirler veya ciftler olusturan, hareketsiz, sporsuz ve kok sekilli
bakterilerdir. Diger gram pozitif koklardan katalaz ve oksidaz negatif olma o6zelligi ile
ayrilabilirler. Cogu tiir fakiiltatif anaeroptur. Streptococcus pneumoniae %5 CO: iceren
ortamda daha iyi gelismektedir. En iyi tireme sicakligi tiirden tiire degismekle birlikte
genellikle 37°C’dir. Glukoz ve diger karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu basta laktik
asit olmak Uzere asetik asit, formik asit, etanol ve karbokdioksit olusturmaktadir.
Streptococcceae ailesi icinde Enterococci ve Lactococci, Streptococci cinsine en yakin
uyelerdir.

Hiicre duvar yapisi incelendiginde, klasik gram pozitif bakterilerle benzerlik
gostermektedir. Hiicre duvart karbonhidratlar, teikoikasit, lipoprotein ve hiicre duvarina
tutunan yuzey protein antijenlerinden olusmaktadir. Streptococcus tiirleri arasindaki
farklililk bu maddelerin degiskenliklerinden kaynaklanmaktadir (Michon ve dig. 1987a,
Michon ve dig. 1988b).

1.2. Streptokoklarin Siniflandirilmasi

1- Hemoliz 6zelliklerine gore siniflandirma:

Brown smiflandirmasina gére Streptococcus cinsi bakteriler koyun kanli besiyerinde
olusturduklart hemoliz 6zelliklerine gore siniflandirilir. Giliniimiizde hala kullanilan bu
siniflandirmada ti¢ grup bulunmaktadir:

- Beta Hemolitik Streptokoklar: Koyun kanli besiyerinde iiretildiklerinde koloni
cevresinde eritrositlerin tiimiiniin par¢alanmasi f hemoliz olarak tanimlanmaktadir. Koloni
cevresinde temiz bir zon olusur. Bu zonun biiyiikliigli tlirden tiire, ortam sartlarina gore
degisim gostermektedir.

- Alfa Hemolitik Streptokoklar: Koyun kanli besiyerinde uretildiklerinde koloni
cevresindeki eritrositlerin tamamen par¢alanmamasi alfa hemoliz olarak tanimlanmaktadir.
Koloni ¢gevresinde yesilimsi bir zon olugmaktadir.

- Gama Hemolitik (Hemolitik olmayan) Streptokoklar: Koloni c¢evresinde hemoliz

olusmamaktadir. Bu bakteriler ayn1 zamanda ‘nonhemolitik’ olarak da adlandirilmaktadir.



Bakterinin olusturdugu hemoliz besiyerinin 6zelligine, kullanilan kirmizi kan
hiicrelerin miktarma ve bakterinin iretildigi ortama gore degisim gosterebilmektedir
(Baron 1996).

2- Sherman siniflandiriimast:

Sherman 1930’Iu yillarda bakterilerin fizyolojik 6zelliklerine goére Streptokoklari
simiflandirmigtir. Bu siniflandirma bakterilerin hemoliz 6zelliklerinin yan1 sira 10°C ve
45°C sicaklikta tireme yetenekleri, %6,5 NaCl’de iireyebilmeleri, pH 9,6 ve %0,1’lik
metilen mavisi bulunan ortamda Uremeleri gibi farkli fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine gore dort gruba ayrilmistir. Daha sonralart yapilan arastirmalarla,
Streptokoklar’in 16S rRNA dizi analizlemesiyle yedi grubu ayrildigi ortaya konmustur.
Bunlar:

1) Piyojenik grup

2) Mitis grubu

3) Mutans grubu

4) Anginous grubu

5) Salivarus grubu

6) Bovis grubu

7) Miscellaneous Streptococci grubu (Sherman 1937)

3- Antijen yapilarina gore siniflandirilmasi (Lancefield siniflandirmasi)

Rebecca Lancefield, 1928 yilinda bu aileye ait iiyeleri B hemolitik streptokoklarin
hiicre duvarinda bulunan karbonhidrat antijenlerine gore serolojik olarak siiflandirmistir.
Guniimlzde de hala kullanilan bu smiflandirma ‘Lancefield gruplandirmasi’ olarak
adlandirilmaktadir. Alfabetik olarak siralanan bu gruplandirmada ‘A-H’ ve ‘K-V’ olarak
20 farkli grup bulunmaktadir (Lancefield 1933).

Lancefield siniflandirmasina gére Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) B grup

Streptokok olarak adlandirilmaktadir.

1.2.1. Grup B Streptokoklar (S. agalactiae, GBS)

S. agalactiae, Lancefield siniflandirmasina gore ‘Grup B Streptococcus’,
gastrointestinal ve genitoiiriner sistemde kommensal olarak yasayan gram pozitif bir
bakteridir. Nocard-Mollerau tarafindan 1887 yilinda ilk kez izole edilmistir ve 19. yilizyilin
baglarinda sigir mastit etkeni olarak saptanmistir. Daha sonralar1 yenidoganda, hamilelerde
ve yetiskinlerde de enfeksiyona neden oldugu gériilmiistiir. Ozellikle yenidoganda sepsis,

pndémoni ve menenjit gibi invaziv enfeksiyon olusturmaktadir (Stevens ve Kaplan 2000).
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1.2.2. S. agalactiae Tanimlanmasi
1.2.2.1. Morfolojik Ozellikleri

Streptococcus ailesinden S. agalactiae katalaz negatif, zorunlu anaerobik ve gram
pozitif bakteri tiiriidiir. Kanli besiyerinde tiretildiklerinde ¢ogunlukla morfolojik olarak gri-
beyaz ve hafif mukoid gorinimli koloniler olustururlar. Kanli besiyerinde koloni
cevresinde olusan ya da bazen sadece koloni kaldirildiginda altinda goriilen hemoliz zonu
bulunmasi ile tipik bir B hemoliz 6zellikleri vardir. Ancak bazi izolatlarda nonhemoliz ya
da alfa hemoliz de goriilebilmektedir. Sivi besiyerinde iiretildiklerinde ya da hasta
orneklerinden incelendiklerinde zincir yapmis koklar seklinde goriilir (Koneman ve dig.

2017).

1.2.2.2. CAMP Testi

CAMP  (Christie-Atkins-Munch-Petersen)  faktori, S. agalactiae’nin  diger
Streptococcus ailesine ait tlrlerden ayrimini saglar. Koyun kanli besiyerinde uygulanan bir
testtir. S. agalactiae tarafindan iiretilen CAMP faktorii ile, Staphylococcus aureus
tarafindan iiretilen sfingomiyelinaz enziminin olusturdugu biyokimyasal bir reaksiyondur.
Sfingomiyelinaz enzimi eritrositlerin hiicre membraninda bulunan sfingomiyelini seramide
hidroliz eder ve S. agalactiae tarafindan iiretilen CAMP faktoriintine eritrositin duyarl

olmasini saglar (Lang ve Palmer 2003).

1.2.2.3. Hippurat Testi ve Eskulin Hidroliz Testi

Hippurat testi Grup B Streptokok izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. S.
agalactiae hippurati hidrolize ederek glisin olusturmaktadir. Grup B Streptokok diger
streptokoklardan ayrilirken eskiilin hidroliz testi de kullanilmaktadir. Enterokoklar,
eskulini hidrolize edebilirken, Grup B Streptokoklar eskdilini hidrolize edemezler (Hwang
ve Ederer 1975).

1.3. S. agalactiae Serotipleri

S. agalactiae kapsiil polisakkarit antijenlerine gore serogruplara ayrilmaktadir.
Lancefield siniflamasina gore on serotip (Ia, Ib, I, 11, 1V, V, VI, VII, VIII ve IX)
tanimlanmistir (Brimill ve dig. 2006). Slotved ve dig. (2007) tiplendirilemeyen S.

agalactiae suslarin1 molekiiler yontemlerle yaptiklari ¢alismalar sonucunda serotip Ib, V


http://dergipark.gov.tr/download/article-file/77944

ya/ya da IV arasindaki rekombinasyon ve/veya mutasyon sonucu olustugu diisiiniilen
‘serotip IX’ olarak bildirlenmigdir.

S. agalactiae serotipleri lateks aglitinasyon, polimeraz zincir reaksiyonu ve DNA-
blot sistemi gibi biyokimyasal ya da molekiler metodlar ile saptanabilmektedir (Imperi ve
dig. 2010).

Farkli cografik bolge, irk, cinsiyet ve altta yatan hastaliklar S. agalactiae
enfeksiyonunun ve serotiplerinin dagilimini etkilemektedir. Farkli bolgelerde yapilan
calismalarda Amerika ve Avrupa’da serotip la, Il, III ve V, Japonya’da VI ve VIII, Cin’de
I, Ia, Ib, V, Afrika’da I11, V ve Ib serotipleri daha sik gorilmektedir. Serotip Ia, Ib, 11, 111
ve IV’in yenidogan enfeksiyonlarinin %96’sindan, yetiskin enfeksiyonlarinin ise
%88’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (Hickman ve dig. 1999, Lachenauer ve dig. 1999,
Wang ve dig. 2015, Belard ve dig. 2015).

1.4. Sekans Tipleri ve Hipervirulan ST-17 Klonu

S. agalactiae suslarinin gesitliligi DNA ve protein yapilarindaki farkliliklara gére
farkli metodlar ile analiz edilebilmektedir. Bunlar arasinda microarray, DNA-blod
hibridizasyon, pulse-field jel elektroforezi (PFGE), multi lokus enzim elektroforezi
(MLEE) ve multi lokus sekans tiplendirmesi (MLST) yontemleri bulunmaktadir. MLST ile
klonlar arasindaki filogenetik iliski de arastirilmaktadir. Bu metod yedi korunmus genin
yaklagik 500 b¢’lik pargalarini dizilemeye yonelik molekuler bir yontemdir.

MLST metodu ile S. agalactiae’nn  yaklastk 500  sekans  tipi
(http://pubmlst.org/sagalactiae/) bulunmaktadir. ST-17 Kklonu, yenidogan menenjiti ile
iligkilidir. Bu etkisi nedeniyle ‘hipervirulan klon’ olarak tanimlanmaktadir. ST-17 klonuna
0zgu yuzey proteini olan HvgA 6nemli bir virulans faktoriddr. HvgA ve BibA proteinleri
iceren ST-17 ve ST-23 klonlari ile yapilan hiicre kiiltirii ¢alismalarinda ST-17 klonunun
intestinal epitelyal hucrelere, kan-beyin bariyeri ile iliskili hiicrelere, beyin primer
mikrokapiller endotel hiicrelere ve koroid pleksus epitelyal hiicrelere ¢ok daha etkili
baglandig1r goriilmiistiir. HvgA proteinin intestinal hiicre ve kan-beyin bariyerindeki
hiicrelere 0zgii oldugu disiiniilmektedir. ST-17 klonal grupda PI-2b ekspresyonunun
duzenlenmesi konakda yayilma potansiyelini artirirken ayni zamanda konak¢i immiin
yanitinin azalmasina da neden olmaktadir (Jones ve dig. 2003, Sgrensen ve dig. 2010, Tazi
ve dig. 2010, Bellais ve dig. 2012, Perichon ve dig. 2017).



1.5. S. agalactiae Virulans Faktorleri

Kapsul, S. agalactiae'nin 6nemli bir virulans faktoriidiir. Kapsiil yapist glukoz,
galaktoz, N-asetilglukozamin ve N-asetilnrominik asit (siyalik asit) bilesenlerinden
olusmaktadir. Siyalik asit kapsiil bileseninde bulunur ve virulansta gérevlidir (Koneman ve
dig. 2017, Slotvet ve dig. 2007, Brigtsen ve dig 2015). Kapsiil, 6zellikle yapisindaki siyalik
asitin  etkisiyle, bakterinin etrafin1 sararak fagositozdan korunmasini, kompleman
sistemden ve opsonofagositozdan kagmasini saglamaktadir (Rajagopal 2009, Toniolo ve
dig. 2015, Wessels ve dig. 1989, Schuab ve dig. 2015).

B-Hemolizin/ Sitolizin, S. agalactiae 'da bulunan B-hemolizin konak hiicre bariyerini
parcalayarak bakterinin yayilmasmi neden olur. Ozellikle akciger epitelinin, endotel
hiicrenin ve kan-beyin bariyerinin asilmasinda énemli bir etkisi bulunmaktadir. Uriner
sistem enfeksiyonunun patogenezinde [-hemolizin/sitolizinin mesane hiicrelerine
baglanmada, invazyonda ve inflamasyon olusumunda 6nemli rolii oldugu bilinmektedir
(Rose-Fraileve dig. 2014, Leclercg ve dig. 2016).

Hyalurinidaz, hylB geni tarafindan iiretilen enzim konak hiicrenin ekstraseliiler
matriksinde bulunan hyaluronik asiti parcalayarak kolonizasyonu ve invazyonu
saglamaktadir (Vorngahen ve dig 2017).

Lipoteikoik asit, konakta enfeksiyon olusturmada onemli bir virulans faktordiir.
Insan monositleri igin sitotoksiktir. TNF-o. gibi proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini
indUkleyerek inflamasyona neden olmaktadir. Sitotoksik etki ile adezyon, invazyon ve
konak bagisikligindan korunabilmektedir (Tan ve dig. 2011).

Cba peptidaz, scpB tarafindan eksprese edilen korunmus bakteri yilizey proteinidir.
Kopleman sistemdeki C5a, bakteri tarafindan salgilanan C5a peptidaz proteini ile inaktif
hale getirilir. Ayn1 zamanda enfeksiyon bolgesine inflamatuvar hiicre goglinii de
engellemektedir (Brown ve dig. 2005, Santillan ve dig. 2008). C5a peptidaz enzimini
ureten S. agalactiae fibronektin laminin gibi konak hiicre yiizey proteinlerine baglanarak
kolonizasyon, adezyon ve invazyonu kolaylastirmaktadir (Cheng ve dig. 2002, Beckmann
ve dig. 2002).

Pigment, cylE geni tarafindan {iretilen S. agalactiae’ya ait turuncu bir pigmenttir.
Pigment bakteriyi, fagositer hicrelerde bulunan superoksit radikallerinden koruyarak
virulansa katk1 saglamaktadir (Liu ve dig. 2004, Rose-Fraile ve dig. 2014).

Pili kodlayan genler, Pilus Island PI-1, Pilus Island PI-2a ve Pilus Island PI-2b
olmak tizere Ui¢ farkli adaciktir. Her susta en az bir adacik bulunmaktadir. Ik defa gram

pozitif bakterilerde biyofilm ¢alismalar1 sirasinda Streptococcus pyogenes’de pili yapisi ve

5



patogeneze katkist gosterilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarla S. agalactiae’nin da
pilus adaciklarina sahip oldugu goriilmistir. Konak epitel hicresindeki kollojen,
fibrinojen, fibronektin ve ekstraseliiler matriks elemanlarina baglanarak virulansa yardimei
olmaktadir (Rosini ve Margarit 2015, Vornhagen ve dig. 2017, Lazzarin ve dig. 2017,
Patras ve Nizet 2018). Ayrica pili ve kapsiil yapisi virulans ozellikte olup biyofilm
olusumunda 6nemli katk: saglamaktadir (Shabayek ve Spellerberg 2018).

Hucre yuzey proteinlerinin birgogunun adezyon ve invazyondan sorumlu oldugu
bilinmektedir. Serine-rich repeat (Srr) glikoprotein, gram pozitif bakterilerde bulunan bir
yuzey proteinidir. Pili gibi adezyon ve invazyondan sorumlu virulans ozellik gosterir.
Endotel hiicre, epitel hiicre, fibrinojen ve keratin gibi insanda g¢ok farkli hiicre ve
molekiillere baglanabilmektedir. Ayrica menenjit, endokardit ve bakteriyemi gibi bircok
enfeksiyonun olusumundan da sorumludur. Fonksiyonel olarak benzer iki Srr proteini
tanimlanmistir. Srr-1’in la, Ib, V, Il serotiplerinde, Srr-2’nin ise serotip Il ve ST-17
klonuna 6zgii oldugu ve yenidogan enfeksiyonunda onemli bir virulans 6zellige sahip
oldugu gosterilmistir. ST-17 klonunda Srr proteinin disinda adezinden sorumlu barsak
duvarini ve kan beyin bariyerini asabilen ylksek virulans 6zellik gosteren bir diger protein
HvgA’dir (Seifert ve dig. 2006, Rajagopal 2009, Sheen ve dig. 2011, Landwehr-Kenzel ve
Henneke 2014, Pyburn ve dig. 2011, Vornhagen ve dig. 2017).

Srr glikoproteini ve pilus disinda S. agalactiae’da virulanstan sorumlu birgok ylizey
proteini de bulunmaktadir. Invazyonda gérev alan a-C proteini (bca), konakta IgA’ya
baglanarak konak bagisiklik sisteminden kagmaya yarayan 3-C proteini (bca), invazyonda
ve menenjit olusumunda Onemli gorevi olan invazyonla iligkili protein (iagA)
bulunmaktadir. Ozellikle servikal ve akciger epitel hiicresine baglanabilen immiinojenik
bakteriyel adezin (BibA) immiin sistemden kagisdan, fibronojen baglayici protein A
(FbsA) adezyondan, fibrinojen baglayic1 protein B (FbsB) ise konak hiicreye invazyondan
sorumludur. Ayrica laminin baglayic1 protein (Imb) gibi farkli konakta farkli bolgelere
baglanip virulansa katki saglayan proteinler de vardir (Kong ve dig. 2006, Persson ve dig.

2008, Eskandarian 2015). Virulans 6zellikleri Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. S. agalactiae virulans faktorlerinin ozellikleri. Landwehr- Kenzel ve Henneke

(2014)’den alinmustr.
Immun
Kolonizasyon | Adezyon | invazyon sistemden | Norotropizm
kacma
Fibrinojen baglayici
protein A (FbsA) ' *
Fibrinojen baglayici
protein B (FbsB) '
Laminin baglayici
_ + +
protein
Alfa C protein (bca) + + + +
Serine rich repeat
+ + +
protein (Srr)
Pili + + + + +
Hipervirulan GBS
adezin proteini + + + + +
(hvgA)
R-
hemolizin/sitolizin + + + + +
(R-H/C)
Kapstler
+
polisakkarit
Cbha peptidaz +
GBS immiinojenik
bakteriyel adezin +
(BibA)
IgA baglayan B-
antijen '




1.6. GBS Enfeksiyonlar1

S. agalactiae 19. yiizyilin ilk yarisindan sonra Amerika’da yenidoganlarda erken
baslangi¢li enfeksiyonlarda yiksek mortalite ve morbiditeye neden olmustur. Yenidoganda
yiiksek oranda invaziv hastalik olusturmasinin sebebinin bu etkenin gebelerin %10-30’nun
tirogenital ve gastrointestinal sisteminde kolonize olmasindan kaynaklandig

diistiniilmektedir (Chaiwarith 2011, Murray ve dig. 2009).

1.6.1. Yenidogan Enfeksiyonu

Yenidoganda olusan enfeksiyon erken baglangicli ve gec baslangicli enfeksiyon
olarak siniflandirilmistir. Yenidoganda olusan S. agalactiae enfeksiyonu farkli cografik
bolgelerde, farkli oranda goériilmektedir (Johri ve dig. 2013).

Erken baslangich yenidogan enfeksiyonu, vajen kolonizasyonu olan anneden bebege
dogum esnasinda solunum ile ya da vertikal yolla gegmektedir. Erken baslangigh
enfeksiyon, yasaminin sifir ile yedinci ginii arasinda degisen, ¢cogunlukla ilk 48 saatte
ortaya c¢ikan enfeksiyondur. Amerika ve Avrupa basta olmak iizere bir¢ok bolgede yiiksek
mortalite ve morbidite oranina sahiptir. Ancak, son 20 yildir proflaksi uygulamasi ile erken
baslangi¢li enfeksiyonun oOniline gecilmeye galisilmaktadir (Clifford ve dig. 2011, CDC
2010).

Gebelikte ikinci trimesterden sonra rutin tarama yapilmasi bebekte erken baslangich
enfeksiyonun o6nlenebilecegini gostermistir (Schrag ve dig. 2002). Erken baslangi¢cli GBS
enfeksiyonunda genellikle menenjit, septisemi ve pnomoni gorilmektedir. Daha ¢ok
serotip Ia, Ib, II, III, V saptanmis ve serotip III’lin erken baslangi¢li menenjitin en yaygin
nedeni oldugu bildirilmistir. Ozellikle klonal grup ST-23, ST-24 ve hipervirulan ST-17’nin
erken baslangicli enfeksiyonla yakindan iliskili oldugu yapilan c¢alismalarla ortaya
konmustur. Hipervirulan ST-17 klonunun sahip oldugu HvgA ve Srr2 adezin proteinlerinin
virulansta 6nemli rol aldigi bilinmektedir (Six ve dig 2015, Kolter ve Henneke 2017,
Zimmerman ve dig. 2017). Hastaliklardan kontrolii ve Onlenmesi merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention- CDC) rehberinde hamilelerin GBS tasiyiciligi igin
gebeligin  son donemlerinde taramalarmin yapilmasiyla ve proflaktik antibiyotik
tedavisinin baslanmasiyla yeni doganda erken baslangi¢li enfeksiyonun Onlenebilecegi
bildirilmigtir (Verani ve dig. 2010).

Yasamin ilk yedi giin sonrasi ve 90. giinlerinde olusan ge¢ baslangicl enfeksiyon ise

menenjit ve norolojik sekellere neden olabilmektedir. Enfeksiyonun olusumu hakkinda net
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bir bilgi olmasa da arastirmacilar enfeksiyonun gastrointestinal  sistemdeki
kolonizasyondan kaynaklandigini diistinmektedir. Yapilan arastirmalarda gec¢ baslangicl
enfeksiyonlarda siklikla III, Ia, V serotipleri saptanmistir. Ge¢ baslangighi enfeksiyonda
menenjit ve septiseminin yaninda seliilit, osteomiyelit ve septik artrit de gorilmektedir.
Anne sltunde S. agalactiae kolonizasyonu olabilecegi de diistiniilmektedir. Hala kesin
olarak ortaya konmasa da ge¢ baslangich GBS enfeksiyonunun anne sltinden
kaynaklanabilecegi ya da bulasin agiz yoluyla veya hastane kaynakli enfeksiyon
olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Erken baslangi¢h enfeksiyonda oldugu gibi geg
baslangi¢lhi enfeksiyonda da ST-17 yiksek oranda gorulmektedir (Graham ve dig. 2006,
Elling ve dig. 2014, Kolter ve Henneke 2017, Zimmerman ve dig. 2017).

1.6.2. Gebelerde GBS Enfeksiyonu

Normal insan vajinal mikrobiyotasi bir denge icindedir. Bu denge bakteriyel
vajinozis ve (riner sistem enfeksiyonu gibi hastaliklardan korunmada Onemlidir.
Kadinlarda vajinal mikrobiyota farklilik gostermektedir. Gebelikte bu bakteriyel ¢esitlilik
azalmakta ve Lactobacillus tiirleri daha baskin olmaktadir. Gebelikte firsat¢1 patojenlerin
ortaya ¢ikmasi gibi vajinal mikrobiyomda olagan dis1 degisiklikler anne ve yenidoganda
onemli problemlere neden olmaktadir (Roesch ve dig. 2017). S. agalactiae hamile
kadinlarin idrarinda %2-7 oraninda bulunmaktadir.

Saglikli kadinlardaki GBS kolonizasyonu zararsiz olabilmesine ragmen hamilelerde
ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Kadinlarda gebelik esnasindaki GBS
kolonizasyonu erken dogum ve perinatal bulasa yol agabilmektedir. Erken dogumlar
genellikle enfeksiyon kaynakli olup yaklasik %10’ una GBS enfeksiyonu neden olmaktadir.
Gebelikteki GBS enfeksiyonu annenin, bebegin ya da her ikisinin sagligini olumsuz yénde
etkileyebilmektedir. Amniyotik enfeksiyonun yayilimi ile annede sepsis, nadiren de
menenjit de goriilebilmektedir. Anneden bebege GBS gecisi, dogum esnasinda dogum
kanalindan ya da enfekte olan amniyotik sivinin aspirasyonu ile olabilmektedir (Schuchat
1999, Verani ve dig. 2010). Amerika ve bircok tilkede gebeligin 35-37. haftalari arasinda
rutin olarak rektovajinal orneklerden tarama yapilmaktadir. Eger hastalarin rektovajinal
kiltiirleri pozitif ise, idrarda GBS pozitifligi ya da perinatal GBS enfeksiyonu oykiisii
varsa intrapartum proflaktik antibiyotik uygulamasi baslanmaktadir (Vornhagen ve dig.

2017).



1.6.3. Yetiskin Enfeksiyonu

GBS, 1930’lu yillarda yenidogan enfeksiyon etkeni olarak ortaya ¢ikmis, gebe ve
bebek sagligi agisindan 6nemli bir patojen olarak goriilmiistiir. Ancak son yillarda yapilan
arastirmalar goOsteriyor ki sadece yenidogan ve gebelerde degil erkek ve gebe olmayan
kadinlarda da ciddi enfeksiyon olusturmaktadir. GBS enfeksiyonu saglikli kisilerde daha
az siklikta gorulurken, 6zellikle diyabet, kanser hastalarinda, organ nakli olan hastalarda,
karaciger hastalarinda, bobrek yetmezligi olan hastalarda, felgli hastalarda ve immdin
sistemi baskilanmis hastalarda daha siklikla goriilmektedir. Ayrica GBS enfeksiyonuna, 70
yasindan biiylik kadin ve erkeklerde yaklagik dort kat daha fazla rastlanmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada 186 hastadan alinan toplam 197 6rnek invaziv ve kolonize olan S. agalactiae
acisindan incelenmistir.  Bu hastalarin  %20,4’0nun diyabet, %14’tiniin hematolojik
olmayan malignansisi oldugu ve %9,1’nin kronik bobrek hastasi tanisi aldigi goriilmiistiir.
Siroz, talesemi, norolojik mesanesi olanlar ve hamilelerde daha az oranda saptanmistir
(Schuchat 1999, Farley ve Strasbaugh 2001, Johri ve dig. 2006, Chaiwarith ve dig. 2011,
Piccinelli ve dig. 2015, Saad ve dig. 2017).

S. agalactiae yetiskinlerde sepsis, pnomoni, seliilit ve artrit gibi yumusak doku
enfeksiyonuna ve asemptomatik bakteridiri, sistit, pyelonefrit, Uretrit, trosepsis gibi
komplikasyonlari i¢eren idrar yolu enfeksiyonuna neden olmaktadir (Schuchat 1999, Johri
ve dig. 2006, Johri ve dig. 2013, Rosini ve Margarit 2015, Ruppen ve dig. 2018).

GBS kaynakli sepsis olusumunda bakteri intestinal sistemden yayilmaktadir. Bakteri
oncelikle kolonda, ince barsakta kolonize olmakta ve daha sonra epitelyal hiicrelere
geemektedir. Immiin sistemden sahip olduklar1 virulans &zellikleri ile kagarak sepsise yol
agmaktadir (Landwehr-Kenzel ve Henneke 2014).

Klinik olarak idrar yolu enfeksiyonu siipheli tiim hastalarin yaklagik %2’sinin idrar
orneklerinden GBS izole edilmistir (Fabre ve dig. 2007). GBS iiriner sitemde semptomatik
ya da asemptomatik olarak enfeksiyon olusturabilmektedir. GBS kaynakli asemptomatik
bakteriliriye gebelerde yaygin olarak rastlanirken, sistit daha sik yaslilarda ve bagisikligi
baskilanmis kisilerde goriilmektedir. GBS iiropatojenik olarak bilinmesine ragmen iiriner
sistem enfeksiyonlarinda GBS’nin klinik ve mikrobiyolojik &zelligi ve hangi GBS
serotipinin  enfeksiyon olusturmaya daha yatkin olduguna dair yeterli veri
bulunmamaktadir. Uriner sistemdeki GBS enfeksiyonunun klinigi, diger iiropatojenlerin
sebep oldugu iiriner sistem enfeksiyonlar: ile benzerdir. Kadinlarda goriilen {iriner
sistemdeki GBS kolonizasyonunun vajinadaki kolonizasyondan olabilecegi ve burada

asemptomatik olarak kalabilecegi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yetiskinlerde (gebe
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olmayan) GBS enfeksiyonu ile ilgili birgok arastirma bulunmakdadir. Yapilan ¢aligmalarda
70 yas ustli semptomatik Uriner sistem enfeksiyonlu hastalarin %39’unda GBS goriildigi
bildirilmektedir. Baska bir arastirmada ise yetiskinlerde GBS kaynakli iiriner sistem
enfeksiyonunun tim invaziv. GBS enfeksiyonlarmin {igte birini olusturdugu
vurgulanmaktadir (Edwards ve Baker 2005, Falagas ve dig. 2006, Muller ve dig. 2006,
Ulett ve dig. 2009).

GBS kaynakli akut idrar yolu enfeksiyonunun patogenezi hakkinda yeterli bilgi
olmamasina karsin yiizey proteinlerinin, adezin molekiillerinin ve toksinlerin enfeksiyon
patogenezine katki sagladigi bildirilmektedir. S. agalactiae insan mesane dretelyal
hiicrelerine baglanarak burada kolonize olabilmekte ve kolonizasyonu takiben interlokin-
la iretimini indiiklemektedir. Klinik olarak hastalardan izole edilen iiropatojenik ve
asemptomatik bakteriliriye sebep olan S. agalactiae Orneklerinin, deney hayvanlarinda
patogenezinin incelenmesi ile Uropatojenik S. agalactiae’nin daha adeziv, invaziv ve
sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Leclercq ve dig. 2016).

Idrardan izole edilen S. agalactiae izolatlarmin serotiplendirmesi yapilmus, serotip V,
la ve Il daha sik goriiliirken, serotip I, Ib ve IV’e daha az rastlanmistir (Ulett ve dig.
2009). Falagas ve dig. (2006), bes yillik siiregte 65 hastadan toplam 69 S. agalactiae susu
toplamislar ve bu hastalarin 34’iiniin klinik bilgisine ulasabilmislerdir. Yapilan ¢alismada
34 drnegin %56’s1 idrardan izole edilmistir. Alabama Universitesinde yapilan bir baska
aragtirmada tliriner sistem enfeksiyonu geciren ¢ogunlugu kadin 34367 hastadan toplanan
idrar 6rneklerinin 387 (%1,1)’sinden S. agalactiae sorumlu tutulmustur (Domingo ve dig.
1997).

1.6.4. idrar Yolu Enfeksiyonu

Idrarda bakteri bulunmasi bakteriiiri olarak tanimlanir. Idrarin mililitresinde 10°°den
daha fazla bakteri goriilmesi bakteriiiri i¢in anlamlidir. Idrar yolu enfeksiyonundan (IYE)
dinya genelinde her yil milyonlarca insan etkilenmektedir. IYE kadinlarda ve erkeklerde
6nemli morbiditeye neden olmaktadir. Pyelonefrit, erken dogum, kiiglik cocuklarda bobrek
hasar1 ve yiiksek diizeyde antibiyotik direnci gibi 6nemli komplikasyonlar1 da beraberinde
getirmektedir.

IYE komplike ve komplike olmayan olarak iki grupta smiflandiriimaktadir.
Komplike olmayan IYE ozellikle yapisal ya da néorolojik anormallikleri bulunmayan
saglikli bireylerde goriiliir. Bu tip enfeksiyonlar alt {iriner (sistit) ve {ist {iriner sistem

enfeksiyonu olarak ikiye ayrilir. Sistit mesane enfeksiyonu, piyelonefrit ise bobregin
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semptomatik enfeksiyonudur. Komplike IYE, idrar yollar1 veya nérolojik hastaliklarin
neden oldugu idrar retansiyonu, immiinsiipresyon, bobrek yetmezligi, bobrek nakli,
hamilelik ve kateterler gibi yabanci cisimlerin varhig ile iliskilidir. Komplike IYE idrar
yolunu veya Konakg¢1 savunmasini tehlikeye sokan faktorler ile iligkilidir (Foxman 2003,
Lee ve Neild 2007, Flores-Mireles ve dig. 2015, Schuab ve dig. 2017).

1.7. Hastalik Kontrolii ve Korunma

Gebelerde GBS enfeksiyonu tanisinda, anne-bebek sagliginin korunmasi agisindan
intrapartum proflaktik antibiyotik kullanilmas1 CDC tarafindan onerilmektedir (Verani ve
dig. 2010).

Penisilin, yetiskinlerde GBS enfeksiyonunda intrapartum antibiyotik proflaksisinde
bagvurulan ilk antibiyotiktir. Alternatif olarak ampisilin de kullanilmaktadir. Penisilinin de
icinde bulundugu B-laktam tiirevi antibiyotiklere allerjisi olan kisilerde tedavide ikinci
olarak tercih edilen antibiyotik grubu makrolidlerdir. Tedavide ve korunmada
florokinolonlar da 6nemli bir alternatiftir (Picinelli ve dig. 2015, Belard ve dig. 2015).

Ancak GBS enfeksiyonun tedavi ve korunmasinda antibiyotik kullaniminin
bakterilerde diren¢ gelisimini arttirdig1 gozlenmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda
Japonya ve Kuzey Amerika’da penisilin duyarliliginda azalma oldugu saptanmustir. Ayrica
alternatif olarak kullanilan eritromisin, klindamisin gibi antibiyotiklere kars1 duyarliligin
azaldig bildirilmektedir (Kimura ve dig. 2008, Cooper ve dig. 2016).

Proflaksi ile yenidoganda erken baslangich enfeksiyon olusumunda 6nemli oranda
azalma oldugu bildirilmistir (Zhao ve dig. 2008). Ancak gec baslangicli enfeksiyonda
degisiklik olmamustir. Ayrica proflaktik antibiyotik kullanimi ile antibiyotik direncinin
ortaya ¢iktig1 da bilinmektedir. GBS enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde en etkili stratejinin
asilama oldugu distiniilmektedir. Etkili asilar, fonksiyonel olarak plasentay1r geger,
yenidoganlarda GBS enfeksiyonuna kars1 koruma saglar ve aktif antikor liretimini tesvik
eder. En umut verici as1 ¢aligmalari, kapsul ve yuzey proteinlerine karsi olanlardir.

GBS enfeksiyonlarinda kapsul proteinine (CPS) spesifik antikorlarin koruyucu
niteligi 1930’larda Rebecca Lancefield tarafindan CPS-spesifik poliklonal tavsan
serumunun fareler (zerinde denenmesiyle gosterilmistir. Bir baska calismada,
yenidoganlarda GBS enfeksiyonunu 6nlemek igin kapsul antijeni kullanmis ve hamilelerde

astlamasinin etkili oldugu gosterilmistir (Baker ve Kasper 1976).
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GBS agilar ile ilgili ilk arastirmalarda modifiye edilmemis tiire 60zgl polisakkarit
antijenler kullanilmustir. {1k insan klinik asilama denemeleri 1980’lerde saflastiriimis dogal
serotip la, 1l veya Ill polisakkarit antijenleri ile hamile kadinlar dahil saglikli yetiskin
gondllilerde yapilmistir. Her ne kadar birinci nesil as1 denemelerinin giivenli ve iyi tolere
edildigi gosterilmis olsa da imminojenitesinin gelistirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmistir. Bu
amagla ikinci nesil glikokonjugat yapida olan GBS asilarinin Gretimine gecilmistir. YUksek
immunojenik bir proteinin CPS antijenlerine konjugasyonu ile gicli ve uzun sireli bir
bagisik yanit olugturulmustur. Tetanoz toksoidi (TT) ile birlesmis GBS'ye 6zgii CPS (Ia,
Ib, II, IIL, IV, V, VI, VII ve VII) ile hazirlanan konjugat asilari, hayvan modellerinde
preklinik olarak test edildiginde, proteinle konjuge edilmemis CPS'den daha yiiksek
immiinojenite gostermistir (Wessels ve dig. 1990, Paoletti ve dig. 1992, Paoletti ve Kasper,
2002, Paoletti ve Madoff 2002).

GBS'ye 06zgl CPS antijenlerinin insandaki immdinojenitesi TT'ye konjugasyon
yoluyla arttirtlmis olmasina ragmen, immiin yanit serotipe 6zgii olmustur. Bu nedenle,
dinya ¢apinda en yaygin gorulen suslara karsi etkili bir asi1 elde etmek i¢in, konjuge
formiilasyonlarinin multivalan olmasi gerekmektedir (Phares ve dig. 2008, Barcaite ve dig.
2008, Le Doare and Heath, 2013).

GBS enfeksiyonlarinda multivalan kapsiiler konjugat asilari, ileri evre gelisim
asamasinda olsa da, serotipe 6zgl immunite, tiplendirilmemis izolatlar1 kapsamamasi ve
serotip degisimi gibi potansiyel problemlerin varligt protein bazli as1 caligmalarini
giindeme getirmistir. CPS antijenlerinden farkli olarak, proteinler koruyucu T-hucresi
bagimli antikor yanitin1 ve uzun siireli bagisikligi indiikleyebilmektedir. As1 ¢alismalari
kor genom (Sip protein vb.) ve pilus proteinlerine kars1 da (BP-2a protein vb.) yapilmistir
(Nucitelli ve dig. 2015).
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2. AMAC

S. agalactiae insanda gastrointestinal ve genitodriner sistemde kommensal olarak
bulunmaktadir. Yetiskinlerde ya da immiin sistemi baskilanmis hastalarda sepsis, menenyjit,
pnémoni ve idrar yolu enfeksiyonu gibi hastaliklara neden olmaktadir. Ozellikle gebe
kadinlardaki enfeksiyonu, yenidogana bulas riski ve olusturdugu komplikasyonlar nedeni
ile erken tan1 ve tedaviyi gerektirmektedir.

S. agalactiae, la-Ib ve II’den 1X’a kadar 10 serotipe ayrilmaktadir. Serotipler
serolojik olarak lateks aglitinasyon metodu ya da multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) gibi molekiiler yontemlerle saptanmaktadir. S. agalactiae izolatlarinin
serotiplendirilmesinde serolojik metodlarda kapsil polisakkariti ekspresyonunun az ya da
olmamasi yiiziinden izolatlarin tanimlanmasinda bazi sorunlar yasanabilmektedir. Farkli
cinsiyet, yas ve irklara gore GBS ile enfekte olmus kisilerden ¢esitli serotipler izole edilmis
ve farkli antibiyotik duyarliliklarinin oldugu goriilmiistir.

Yapilan yiiksek lisans tez calismasinda Hastanemiz Merkez Laboratuvari
Bakteriyoloji Birimi’nde idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanan S. agalactiae
izolatlarinin kapsiil polisakkaritlerine gore multipleks PZR yontemi ile serotiplerinin
belirlenmesi ve ©6nemli bir patojen olan hipervirulan ST-17 klonunun arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica farkli serotipler ile antibiyotik duyarlilik testleri arasindaki iliskinin
arastirtlmas1 ve hasta profilleri ile karsilastirilmasi hedeflenmistir. Ulasabildigimiz
kaynaklara gore ulkemizde ilk defa molekuler bir yontem ile S. agalactiae serotipleri ve

ST-17 klonu arastirilmstir.
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3. YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1
Kocaeli Universitesi Girisimsel olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna (KOU
GOKAEK) “Etik Kurul Onay1’ igin 16.04.2017 tarihinde basvurulmustur. KOU GOKAEK

2017/95 numaral1 arastirma projesi etik kurulundan onaylanarak tarafimiza bildirilmistir.

3.2. Suslarin Toplanmasi

Calismaya Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ne kiiltiir istegi ile gonderilen orta akim idrar
orneklerinden izole edilen Grup B Streptokoklar alinmistir. Arastirma igin 20.03.2017-
30.03.2018 tarihleri arasinda 6rnekler toplanmustir.

Idrar 6rneklerinden %5 Koyun Kanli Agar (KKA) (RTA, Turkiye) besiyerine kalibre
ozelerle kantitatif ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirde tipik [3-
hemolizli kolonilerden Gram boyama yapilmistir. Mikroskopta gram pozitif gorilen
bakteriler daha sonra katalaz, CAMP testleri ve Vitek MS (BioMérieux, Fransa) otomotize
sistemi kullanilarak identifiye edilmistir. S. agalactiae olarak tanimlanan izolatlar, %15
gliserol iceren Triptik Soy Broth (Merck, Almanya) besiyerinde hasta bilgileri

etiketlenerek, ¢aligma baslayana kadar -80°C’de saklanmustir.

3.3. Besiyeri ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. %5 KKA
Bakteri tanimlamasi, hemolizlerin tespit edilebilmesi ve antibiyogram testlerinin

yapilmasi i¢in %5 KKA ticari olarak satin alimmistir (RTA, Tiirkiye).

3.3.2. Triptik Soy Broth (TSB)

Ticari olarak satin alinan Triptik Soy Buyyon (Merck, Almanya) besiyeri, Uretici
firmanin talimatlarina gore hazirlanmigtir. Otoklavda, 121°C’de 15 dakika, sterilizasyon
islemi ardindan 15 ml’lik steril falkonlara ¢ ml hacminde porsiyonlanmis ve kullanilana

kadar +4°C’de saklanmustir.
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3.3.3. %15 Gliserol Iceren Triptik Soy Broth Saklama Besiyeri

Ticari olarak satin alinan Triptik Soy Broth (Merck, Almanya) iretici firmanin
talimatlarina gore hazirlanmistir. Ilk olarak 100 ml besiyeri icin i¢ g besiyeri tartilip, 85
ml distile su ile karistirilarak tizerine 15 ml gliserol (Merck, Almanya) eklenmistir.
Karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyon islemi ardindan 1,5 ml’lik
mikrosantrifuj tlplere bir ml olacak sekilde porsiyonlanmis ve kullanilana kadar +4 °C’de

saklanmustir.

3.3.4. Tris HCI
Tris HCI stok ¢ozelti hazirlamak i¢in; 39,4 g Tris HCI tartilarak 250 ml distile su

igerisinde ¢oziilmiis ve pH 8 olana kadar NaOH eklenmistir.

3.3.5.EDTA

Iki yiiz elli ml 0,5 M EDTA stok ¢dzeltisi hazirlamak icin; 36,53 g EDTA tartilarak
200 ml distile suyun igerisinde manyetik 1siticida 65°C’de ¢ozillinceye kadar NaOH ilave
edilerek karigtirillmigtir. Daha sonra pH 8 oldugunda NaOH ilavesi kesilmistir. Son hacim

distile su ile 250 mI’ye tamamlanmustir.

3.3.6. Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE)

Agoroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyon 50X/l konsantrasyonda hazirlanip
stok olusturulmustur. Ik olarak 242 g Tris Base 750 ml ultra saf distile suda (ddH20)
¢ozlinmistiir. Daha sonra 0,5 M EDTA’dan 100 ml ve 57,1 ml glasial asetik asit eklenip
bir litreye tamamlanmistir. Calismada kullanilacak olan solusyon 1X/1 seyreltilerek

hazirlanmustir.

3.4. DNA izolasyonu

S. agalactiae serotiplerinin ve ST-17 klonal grubun belirlenmesi icin yapilacak
PZR’da kullanilacak DNA, kaynatma metodu ile elde edilmistir.

1. S. agalactiae olarak tanimlanan %215 gliserol iceren TSB besiyerinde
saklanan izolatlar KKA besiyerine tek koloni elde etme metodu ile ekilmistir. Daha sonra
37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

2. U¢ ml TSB bulunan 15 ml’lik falkonlara, KKA besiyerinde canlandirilan
suslardan bes-alt1 koloni alinarak ekim yapilmistir. Sonra 37°C’de 18 saat calkalamali

etiivde inkiibe edilmistir.
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3. Inkiibasyon sonras1 falkonlar 4000 rpm’de bes dakika santrifiij edilmistir.

4. Ust siv1 atilmis ve iizerine bir ml fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) eklenmis
ve siispanse edilmistir. Falkon igindeki sivi 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiiptine alinmis ve
4400 rpm’de bir dakika santrifiij edilmistir.

5. Dordiincii basamak tekrarlanmigtir.

6. Ust s1v1 atilmistir. PBS ile yikama islemi bittikten sonra 200 pl TrisEDTA
solusyonu eklenerek 99°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda mikrosantrifiij tiiplerinin oda 1sisina gelmesi beklenmis
ve 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edilmistir.

8. Santrifij sonrasi iist sivilar temiz ependorflara alinmig ve caligmada

kullanilmak zere -20°C’de saklanmustir.

3.5. Serotiplerin ve ST-17 Klonunun Belirlenmesi
3.5.1. Primerler

S. agalactiae serotipleri, kapsiil polisakkaritlerini kodlayan farkli ‘cps’ genlerinin
belirlenmesinde kullanilacak primerler igin referans Imperi ve dig. (2010)’nin
calismasindan alinmis ve cpsL primeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Primer dizileri,
erime sicakligi (Tm) degerleri ve molekiiler agirliklar1 Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.
Liyofilize halde firmadan temin edilen primerler onerildigi sekilde sulandirilmig, 100
uM’lik stok primer ¢ozeltisi olarak hazirlanmis ve kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

S. agalactiae’nin ‘hipervirulan ST-17 klonunun’ arastirtlmasi i¢in Gosiewski ve
Brzychczy-Wtoch (2012) tarafindan yapilan g¢alisma referans alimmistir. Kullanilacak
primer dizileri ST17S/ST17AS, erime sicakliklari (Tm °C) ve molekiiler agirliklar1 Cizelge
3.2°de verilmistir. Liyofilize halde alinan ST17S/ST17AS primerleri de firmanin Onerisi
dogrultusunda sulandirilmistir. Daha sonra 50 pM’lik stok primer ¢6zelti seklinde -20°C’

de saklanmistir.
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Cizelge 3.1. S. agalactiae serotiplerine ait primer adlari, primer dizileri, erime sicakliklari
ve molekiiler agirliklari.

) Erime Molekdler
Serotipler Primer Primer dizisi sicaklii agirhk
adlan
(Tm)°C (be)
la cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C 279
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C
Ib cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsd F-GCAATTCTTAACAGAATATTCAGTTG 51.4°C
R-GCGTTTCTTTATCACATACTCTTG 53.0 °C oat
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C 2re
1 cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsJ F-CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA 52.5°C 465
R-CCTCTTTCTCTAAAATATTCCAACC 52.5°C
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C 272
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C
Il cpsL F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 52.1°C
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 51.4°C 088
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 58.2°C 350
R-TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC 56.0 °C
v cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsJ F-CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA 52.9°C
R-CCTCAGGATATTTACGAATTCTGTA 525°C >38
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2°C 2re
V cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C 638
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C
cpsN F-ATGCAACCAAGTGATTATCATGTA 52.9°C sgp
R-CTCTTCACTCTTTAGTGTAGGTAT 51.9°C
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C 279
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C
Vi cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C 688
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C
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cpsl F-GAATTGATAACTTTTGTGGATTGCGATGA 57.3°C 470

R-CAATTCTGTCGGACTATCCTGATG 56.4 °C
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 58.2°C 352
R-TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC 56.0 °C
VII cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C 79
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C
cpsl F- CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG 57.3°C
R- TGTCGCTTCCACACTGAGTGTTGA 62.0 °C 1
VI cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsd F-TATTTGGGAGGTAATCAAGAGACA 54.3°C 438
R-GTTTGGAGCATTCAAGATAACTCT 54.1°C
IX cpsL F-CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 52.1°C
R-TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 51.4°C 088
cpsG F-ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 55.3°C
R-ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 58.2 °C 212
cpsl F-CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG 56.9 °C
R-AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT 50.9 °C 229

Cizelge 3.2. ST-17 klonuna ait primer adlari, primer dizileri, erime sicakliklari ve
molekiiler agirliklar.

Sekans Tip Primer Primer dizisi Erime Molekuler
adlan sicakhigi agirhk
(Tm)°C (be)
ST17 ST17S ATA CAAATT CTGCTG ACT ACCG 51.1
ST17AS TTAAAT CCTTCCTGACCATTCC 51.1 210
3.5.2. PZR

PZR ticari olarak satin alinan PROMEGA M7422 (GoTag® G2 Hot Start Master
Mixes) marka karigim kullanilmistir. Tepkime i¢in G2 Hot Start Master karisimi, primer
cifti, kalip DNA ve steril distile su (dH20) toplam 25 pl olacak sekilde bir karigim
hazirlanmistir. PZR karisiminda her bir 6rnek i¢in kullanilan miktarlar Cizelge 3.3’de
gosterilmistir. PZR’da kullanilacak primerlerden karisim olusturulup stoklanmistir. Stok

cozelti, serotip VI ve VII’de cpsl geni igin kullanilan F primer ve serotip VII ve IX da
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bulunan cpsl geni i¢in kullanilan F primer 400 nM ve diger primerler i¢in 250 nM
konsantrasyon olacak sekilde hazirlanmistir.

PZR i¢in hazirlanan karisim kontaminasyon riskini en aza indirmek ve reaktiflerin
dondurulup ¢oziilme sayisini azaltarak aktivasyon 6zelligini azaltmamak igin 21 orneklik
karisimlar seklinde hazirlanmigtir. DNA eklenmeden hazirlanan toplam 483 pl karisim
steril olarak etiketlenmis, 200 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerin igerisine toplam hacim 23 ul
olacak sekilde paylastirilmistir. Son olarak karisimin tizerine 2 ul kalip DNA eklenmistir.
Ayrica pozitif kontrol olarak tiim serotiplere ait DNA oOrnekleri Oslo Universitesi
Mikrobiyoloji Departmanindan temin edilmistir. Kulllanilan pozitif kontrollerin 1D

numaralar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. S. agalactiae serotiplerinin belirlenmesinde kullanilan PZR karigimi.

Reaktifler Her drnek igin hacim
G2 Hot Start Master karisimi 12,5 ul
Primerler 6,3 ul
dH20 4,2 ul
DNA 2 ul
Toplam hacim 25 ul

Cizelge 3.4. S. agalactiae pozitif ID numaralari.

Serogruplar ID numaralari
la CCUG 29779
Ib CCUG 29780
I CCUG 29781
i CCUG 29782
v CCUG 29783
Vv CCUG 29784
VI CCUG 29785
VII Jelinkova 7271
VI Jelinkova JM9
IX SS1 04-534
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PZR tepkime dongleri Imperi ve dig. (2010) tarafindan daha 6nce yapilan galisma
referans alinarak uygulanmistir. PZR, iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’da
gerceklestirilmistir. Dongiiler siras1 ile 95°C’de dort dakika denatiirasyon, 15’er déngi
95°C’de 60 saniye denatiirasyon, 54°C’de 60 saniye baglanma, 72°C’de iki dakika uzama,
ek olarak 25’er dongii 95°C’de 60 saniye denatiirasyon, 56°C’de 60 saniye baglanma,
72°C’de iki dakika uzama, 72°C’de 10 dakika son uzama ve 4°C’de sonsuz bekletme
seklinde yapilmistir.

PZR ile olusan firlinleri goriintiillemek i¢in yatay jel elektroforezi kullanilmistir.
Elektroforez icin TAE tampon igerisinde 70 ml %1,5’luk jel hazirlanmistir. Jele 3,5 pl
RedSafe™ (Korea) ilave edilmistir. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga 4 pl PZR iriini
yiiklenmistir. Jelin ilk ve son kuyucuguna GeneRuler 50 b¢ ve 100 b¢ DNA Ladder
(Thermo Scientific, ABD) eklenmistir. Daha sonra 90 voltta 75 dakika elektroforez
gerceklestirilmistir.  Sonuglar, Azur C600 (USA) model goruntileme sisteminde
degerlendirilmistir.

ST-17 klonunun polimeraz zincir reaksiyonunda PROMEGA M7422 (GoTag® G2
Hot Start Master karigimi1) marka karisim kullanilmistir. Reaksiyon igin G2 Hot Start
Master, primer ¢ifti, kalip DNA ve dH20 toplam hacmi 25 pl olacak sekilde bir karisim

hazirlanmistir. Karigimda kullanilan maddelerin hacimleri Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. ST-17 klonunun saptanmasinda kullanilan PZR karigimi.

Reaktifler Her 6rnek i¢in hacim
G2 Hot Start Master karisimi1 12,5ul
Primerler 0,8 ul
dH-20 6,7 ul
DNA 5l
Toplam hacim 25 pl

PZR’de iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler cihazi kullanilmistir. Dongtiler
siras1 ile 95°C’de bes dakika denatlirasyon, 50 dongii 95°C’de 60 saniye denatiirasyon,
52°C’de 60 saniye baglanma, 72°C’de ii¢ dakika uzama, 72°C’de 10 dakika son uzama,
4°C’de sonsuz bekletme seklinde yapilmistir. PZR iriinleri goriintiilemek icin yatay jel
elektroforezi kullanilmigtir. Elektoforez igin 70 ml TAE tampon icerisinde %2 agoroz jel

mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir. Jelin sicaklig1 yaklasik 50-55°C’de iken 3,5 pl
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RedSafe™ (Korea) eklenmis ve jelin tamamen donmasi icin yaklasik 25 dk beklenmistir.
Tamamen donan jel elektroforez tankina alinmis ve Ustiinl biraz gegecek sekilde TAE
tamponu eklenmistir. Jelin ilk ve son kuyucuguna GeneRuler 50 b¢ DNA Ladder
yiiklenmistir. Sonra 90 voltta 60 dk elektroforez isleminin ardindan goriintiileme

cihazindan alinan veriler degerlendirilmistir.

3.5.3. DNA Dizi Analizi

ST-17 Kklonuna ait pozitif kontrol olmamasi nedeniyle jel gorintisu sonucu elde
ettigimiz bantlar1 dogrulamak amaciyla dizi analizi yaptirilmistir. Saflastirilmis PZR
urtnleri, DNA dizi analizi icin MedSanTek Laboratuvar Malzemeleri San. ve Tic. Ltd.
Sirketine (Istanbul, Tiirkiye) gonderilmistir. Gelen niikleotid dizilerinin ¢ift yonlii dizi
analizi sonucu, NCBI Nucleotide BLAST sayfasina yapistirilarak elde edilen sonuglara
gore yuzde (%) benzerlikleri karsilastiriimigtir (Altschul ve dig. 1997).

3.6. Antimikrobiyal Duyarhhiklariin Belirlenmesi

[zolatlarin eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, levofloksasin ve vankomisin
antibiyotiklerine duyarliliklarinin belirlenmesinde Kirby — Bauer Disk Diflizyon, penisilin
antibiyotiginin duyarliliginin belirlenmesinde ise Broth Diliisyon yontemleri kullanilmistir

(Vinnemier ve dig. 2015).

3.6.1. Disk Diffiizyon Yonteminin Uygulanmasi

Kirby — Bauer Disk Difiizyon yonteminde ¢aligilan antibiyotiklerin disk igerikleri,
duyarlilik zonlar1 ve antibiyotik gruplar1 Cizelge 3.6’da verilmistir. Antibiyotik duyarlilik
testi i¢in, izolatlar saklamadan ¢ikartildiktan sonra iki kez pasajlanmistir. Her bir izolattan
BaSOs 0,5 McFarland (5x10® organizma) standart degerinde bakteri siispansiyonu
olusturulmustur. McFarland standardi siispansiyondaki yaklasik bakteri miktarim
belirtmektedir. McFarland standard %1°lik H2SO4 ve %1,175°lik BaCl2.2H20 ile vida
kapakli tiiplerde hazirlanmustir. Izolatlardan hazirlanan 0,5 McFarland siispansiyonlari ile
standart 0,5 McFarland degeri, Wickerham eseli ile gozle belirlenmistir. Disk difiizyon
testinde besiyeri olarak %5 KKA (RTA, Tirkiye) kullanilmistir. McFarland standardi
hazirlandiktan sonra, calisilacak izolatlar 15 dakika igerisinde besiyerine inokiile
edilmistir. Inokiilasyonun besiyerinin her tarafina homojen olarak yayilmasina ve bosluk
kalmayacak sekilde yapilmasma dikkat edilmistir. Besiyerine inokulasyonundan sonra

aseptik sartlar altinda antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Vankomisin, tetrasiklin ve
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levofloksasin ayni petride, klindamisin ve eritromisin ise farkli plakta degerlendirilmistir
(CLSI, 2016).

Indiiklenebilir klindamisin direncini saptamak icin D-zon testi yapilmistir (CLSI
2016). Bunun igin izolatlarin 0,5 McFarland degerinde siispansiyonlar hazirlanmis %5
KKA besiyerine inokiilasyonu yapilmistir. Klindamisin ve eritromisin diskleri besiyerine
disklerin i¢ kenarlar1 arasinda 15 mm mesafe olacak sekilde yerlestirilmistir. Eritromisine
direngli, klindamisine duyarli olan suslarda inkiibasyon sonrasi klindamisin diskinin
cevresinde olusan zonda eritromisin antibiyotigine bakan kisimda ‘D’ sekline benzer bir
zon var ise ‘D-zon test’ pozitif olarak degerlendirmistir.

Tum disk difflizyon testleri, antibiyotik disklerinin inokiilasyonu sonras1 37°C’de,
%5 CO2’li etlivde 18-24 saat inkiibe edilmis ve daha sonra degerlendirilmistir. Kontrol
olarak, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (ATCC, ABD) kullanilmistir.

Cizelge 3.6. Antibiyotikler ve sinir degerleri (CLSI, 2016).

Antibiyotik Grup Diskin Duyarli Orta duyarli | Direncli
ierigi (S) (mm) () (mm) | (R) (mm)
Eritromisin Makrolid 15 pg >21 16-20 <15
Klindamisin | Linkozamit 2 ug >19 16-18 <15
Vankomisin | Glikopeptit 30 ug > 17 - -
Levofloksasin | Florokinolon 5ug >17 14-16 <13
Tetrasiklin Tetrasiklin 30 nug > 23 19-22 <18

3.6.2. Broth Mikrodiliisyon Yonteminin Uygulanmasi
3.6.2.1. Besiyerinin Hazirlanmasi
S. agalactiae penisilin duyarliligmin belirlenmesinde broth mikrodiliisyon metodu
kullanilmistir. Calismada CLSI 06nerileri referans alinmistir (CLSI, 2016). Penisilinin
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) Cizelge 3.7°de gosterilmistir. Broth
mikrodilisyon metodu uygulamasinda asagidaki basamaklar uygulanmigtir.
Lize edilmis at kaninin (lysed horse blood, LHB) hazirlanmasi:
1- Aseptik sartlarda 25 ml at kani ile 25 ml deiyonize su karistirilmistir.
2- Kan hicreleri tamamen pargalana kadar, yaklasik yedi giin (her giin dondurulup
cozdiiriilmek kosulu ile) -20°C’de dondurulup tekrar oda isisinda ¢oziinmeye
birakilmaistir.
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Muller Hinton Broth besiyerinin hazirlanmasi:

1-

Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda 11,5 g Mueller Hinton Broth (MHB) tozu
(Merck, Almanya) 475 ml distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121°C’de, 15 dk

sterilizasyon iglemi uygulanmstir.

Katyon ayarli MHB besiyerinin hazirlanmast:

1-

2-

Icerisinde 25 mg/l, Ca++ ve 12,5 mg/l Mg bulunmasi gereken katyon ayarl
MHB besiyeri icin; 100 ml deiyonize su icine 8,36 g MgCl2.6H20, ve yine 100
ml deiyonize su icine 3,68 g CaCl2H0 ilave edilerek iki ayr1 stok ¢ozelti
hazirlanmistir.

Besiyerinin katyon ayar1 500 ml besiyeri igin 1,25 ml CaCl..2H.O stok
cozeltisinden ve 0,625 ml MgCl..6H-0 stok ¢ozeltisinden eklenerek yapilmustir.

Katyon ayarli %5 LHB MHB besiyeri:

1-

Katyon ayarli 475 ml besiyeri, 25 ml lize edilmis at kani ile steril sartlarda

karistirtlarak hazirlanmistir.

3.6.2.2. Mikrodiltsyon Yodnteminin Uygulanmasi

1-

U tabanli 96 kuyucuklu steril Granier marka ELISA plaklari ve kapaklar
onceden hazirlanmistir.

ELISA plaklarinda her bir satir i¢in bir izolat inokiile edilmistir.

Birinci kuyucuk sterilite kontroll, ikinci kuyucuk Ureme kontrolii olarak
ayarlanmigtir. Antibiyotik diliisyonlarinin 0.96 pg/ml’den baslayarak 0.0075
pg/ml’ye kadar seri sulandirimi yapilmustir.

Sterilite kontrol kuyucugu disindaki tiim kuyucuklara 0,5 McFarland
bulaniklifinda hazirlanan bakteri soliisyonlari, 1/10 sulandirildiktan sonra en
fazla 15 dakika igerisinde her kuyucuga beser pl olacak sekilde eklenmistir.
ELISA plaklarinin kurumasini engellemek icin parafilm ile ¢evresi sarilmis ve
37°C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 {iremenin olmadigi ilk kuyucuk MIK degeri olarak

belirlenmistir (Cizim 3.1).
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Cizelge 3.7. Penisilin antibiyotiginin MiK degeri.

MIK yorumlama degeri (ug/ml)

Antibiyotik Grup Icerik Duyarh Orta Direngli
(S) duyarh (I) (R)
Penisilin Penisilin 10 Unite <0.12 - -

Cizim 3.1. ELISA plaklarinda penisilin MIK degerinin belirlenmesi.
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4. BULGULAR

S. agalactiae serotiplerinin, ST-17 klonunun ve antibiyotik duyarliliklarinin
arastirtlmasi i¢in Mart 2017-Mart 2018 tarihleri arasinda toplam 120 idrar Ornegi
incelenmistir. Hastalarin dagilimi; 107 (%89,2) kadin ve 13 (%10,8) erkek seklindedir.
Idrarda S. agalactiae izole edilen sekiz kisi 17 yas ve altinda, 99 kisi 18-65 yas arasinda,
13 kisi 66-80 yaslar1 arasindadir (Cizim 4.1). En kii¢iik yas bes, en biiylik yas 80 olup
hastalarin yas ortalamasi 40,8’dir. Hastalarin cinsiyet ve yas dagilimi Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

120

100

80

60 -
| Kisi sayisi

40

20
o | I

0-17 18-65 66-80

Cizim 4.1. Hastalarin yaslara gore dagilimi.

Calismaya alinan Orneklerin 18’i (%15) diyabet, 17°si (%14,2) kronik bobrek
hastalig1 olanlar, besi (%4,2) gastrointestinal sistem hastalig1 olanlar, 28 (%23,3) gebe,
dordi (%3,3) hematolojik hastaligi olanlar, biri (%0,8) kardiyak hastaligi olanlar, altisi
(%5) kanser hastaligi olanlar, besi (%4,2) otoimmun hastalig1 olanlar, ikisi (%1,6) solunum
hastalig1 olanlar, besi (%4,2) diyabet dis1 endokrin bozuklugu olanlar, 16’s1 (%13,3) diger
tirogenital sistem hastaligi olanlar ve 13’ (%10,8) altta yatan hastaligi olmayan kisilerden
olusmaktadir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyet ve yas dagilimlart.

Cinsiyet Yas
0-17 18-65 66-80
Kadin (n) 7 89 11
Erkek (n) 1 10 2
Toplam (n) 8 99 13

Cizelge 4.2. Hastalarin demografik dagilimi.

Toplam n (%)

(n=120)
Diyabet 18 (%15)
Kronik bébrek hastahg olanlar 17 (%14,2)
Gastrointestinal sistem hastalig olanlar 5 (%4,2)
Gebeler 28 (%23,3)
Hematolojik hastaligi olanlar 4 (%3,3)
Kardiyak hastaligi olanlar 1 (%0,8)
Malignitesi olanlar 6 (%5)
Otoimmun hastahigi olanlar 5 (%4,2)
Solunum sistemihastaligi olanlar 2 (%1,6)
Diyabet disi endokrin bozuklugu olanlar 5 (%4,2)
Diger iirogenital sistem hastaligi olanlar 16 (%13,3)
Altta yatan hastahigi olmayanlar 13 (%10,8)

4.1. S. agalactiae Serotipleri

Multipleks PZR ile yapilan serotiplendirmenin sonucunda 23 (%19,2) izolat serotip
la, 18 (%15) izolat serotip Ib, 15 (%12.5) izolat serotip 11, 39 (%32,5) izolat serotip 111, bir
(%0,8) izolat serotip 1V, 19 (%17,5) izolat serotip V ve u¢ (%2,5) izolat da serotip VI
olarak saptanmustir. Serotiplerin dagilimlar1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Ornek sayisi
istatistiksel degerlendirme acisindan yetersiz oldugundan sonuglar yiizde degerler verilerek
yorumlanmistir. Serotip VII, VIII ve IX’a rastlanmamistir. Calisilan suglar arasinda
tiplendirilemeyen izolat bulunmamaktadir. Jel elektroforez sonras1 goriintiileme cihazindan

alinan sonuclar Cizim 4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. S. agalactiae serotiplerinin goriilme sikligi.

Serotip Hasta sayisi n (%)
la 23 (%19,2)
Ib 18 (%15)

T 15 (%12.5)

1 39 (%32.5)

v 1 (%0.8)
\% 21 (%17.5)

Vi 3 (%2.5)
VIl Saptanmadi
VI Saptanmadi
IX Saptanmadi
Toplam 120 (%100)

700bg
600bg
500bg
400bg

300bg
250bg

11 12 13 14 15 16 17 N M

Cizim 4.2. S. agalactiae serotiplerine ait pozitif kontroller ve drnek hastalar.

A. M, 50b¢ marker; 1, serotip la pozitif kontrol (CCUG 29779); 2, serotip la saptanan hasta; 3, serotip Ib
pozitif kontrol (CCUG 29780); 4, serotip Ib saptanan hasta; 5, serotip Il pozitif kontrol (CCUG 29781); 6,
serotip Il saptanan hasta; 7, serotip Il pozitif kontrol (CCUG 29782); 8, serotip 111 saptanan hasta; 9, serotip
IV pozitif kontrol (CCUG 29783), 10, serotip IV saptanan hasta. B. M, 50b¢ marker; 11, serotip V pozitif
kontrol (CCUG 29784); 12 serotip V saptanan hasta; 13 serotip VI pozitif kontrol (CCUG 29785); 14, serotip
VI saptanan hasta; 15, serotip VII pozitif kontrol (Jelinkova 7271); serotip VIII pozitif kontrol (Jelinkova
JMO9); serotip IX pozitif kontrol (SSI 04-534); N, negatif kontrol.
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Cizim 4.3. S. agalactiae suslarinin serotiplerine ait jel goriintiileri.

A. M, 100 b¢ Marker; N, negatif kontrol; 1-13 nolu hasta 6rnekleri; B. M, 100 b¢ Marker; 14-26 nolu
hasta 6rnekleri; C. M, 100 b¢ Marker; 27-38 nolu hasta 6rnekleri; D. M, 100 b¢ Marker; 39-51 nolu hasta
ornekleri; E. M, 100 b¢ Marker; 52-64 nolu hasta ¢rnekleri; F. M, 50 b¢ Marker; 65-77 nolu hasta
ornekleri; G. M, 50 b¢ Marker; 78-86 nolu hasta érnekleri; H. M, 50 b¢ Marker; 87-97 nolu hasta
ornekleri; 1. M, 50 b¢ Marker; 98-107 nolu hasta érnekleri; J. M, 50 b¢ Marker; 108-120 nolu hasta
ornekleri.

S. agalactiae ST-17 klonu serotip 11l ve serotip IV’de yapilan PZR sonucunda 15
hastada pozitif olarak saptanmigtir. ST-17 klonu olarak tanimlanan suslarin hepsi serotip
I grubunun icinde yer almaktadir. Serotip IV’de ST-17 klonuna rastlanmamustir.
Idrarinda S. agalactiae ST-17 klonu saptanan hastalarin 12’si kadin (gl erkektir. ST-17

klonu tanimlanan hastalarin yas ortalamasi 39,5°tir (Cizelge 4.5).

Cizim 4.4. ST-17 klonuna ait jel goriintdleri (* ST-17).

S. agalactiae serotipleri ile hastaliklar arasindaki dagilim Cizelge 4.4’de
gosterilmistir. En fazla saptanan serotip III, gebelerde ve diger {irogenital sistem hastalig1

olan kisilerde daha sik rastlanmstir.
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Cizelge 4.4. Hastalarin S. agalactiae serotiplerine gore dagilima.

la Ib 1 11 v V VI
Kronik bébrek hastalag: 2 2 2 6 0 4 1
olanlar
Gastrointestinal sistem 1 1 1 1 0 1 0
hastahg olanlar
Hematolojik hastahig 1 1 0 0 0 2 0
olanlar
Kardiyak hastaligi olanlar 0 0 0 0 0 1 0
Malignitesi olanlar 2 0 1 3 0 0 0
Otoimmun hastahgi 2 0 1 1 0 1 0
olanlar
Solunum sistemi hastahg: 0 1 1. 0 0 0 0
olanlar
Diyabet dis1 endokrin 0 0 0 2 1 2 0
bozuklugu olanlar
Diger iirogenital sistem 2 2 1 8 2 1
hastalig1 olanlar
Altta yatan hastah@ 4 1 1 4 0 3 0
olmayanlar

Cizelge 4.5. S. agalactiae serotip III’de ST-17 klonu olarak saptanan hastalarin demografik

bilgileri.

No Yas Cinsiyet Hastahk
1 35 Kadin Diger iirogenital sistem hastasi
2 18 Kadin Diyabet
3 18 Kadin Diyabet
4 46 Kadmn Diger iirogenital sistem hastasi
5 59 Kadin Malignite hastasi
6 77 Kadin Diyabet dig1 endokrin bozuklugu olan hasta
7 30 Kadin Gebe
8 29 Kadin Gebe
9 59 Kadin Gastrointestinal sistem hastasi
10 21 Erkek Kronik bébrek hastasi
11 30 Kadmn Gebe
12 53 Kadin Diger ilirogenital sistem hastasi
13 68 Erkek Malignite hastasi
14 22 Erkek Kronik bobrek hastas:
15 28 Kadm Gebe
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4.2. Antibiyotik Duyarhhik Sonuclar:

Toplam 120 S. agalactiae izolatin eritromisin, klindamisin, vankomisin, tetrasiklin
ve levofloksasin antibiyotiklerine duyarliliklar1 Kirby — Bauer Disk Diflizyon yéntemi ile
degerlendirilmistir.

Tlm suslar vankomisine duyarlt (%100) bulunmustur. Levofloksasin antibiyotigine
27 izolat direngli, 93 izolat duyarli olarak bulunmustur. Tetrasiklin antibiyotigine ise 106
izolat direncgli, 14 izolat duyarli olarak saptanmistir. Klindamisin antibiyotigine 33 izolat
direncli, 87 izolat duyarhidir. Eritromisine ise 46 izolat direngli, 74 izolat duyarli olarak
belirlenmistir. Fenotipik olarak D-zon testi ile degerlendirilen indiiklenebilir klindamisin

direnci 31 izolatta pozitif bulunmustur (Cizim 4.4).

Cizim 4.5. Ornek disk difiizyon goriintusi.

Penisilin igin yapilan broth mikrodilusyon yonteminde tiim izolatlar duyarl
saptanmustir. Penisilin MiKso degeri 0,03 pg/ml ve MiKg degeri 0,12 pg/ml olarak
saptanmuigtir.

S. agalactiae serotiplerinin antibiyotik duyarliliklar1 sonucunda serotip Ia olarak
saptanan tim izolatlar (n=23) vankomisin ve levofloksasine duyarli, bes izolat tetrasiklin,
21 izolat klindamisin ve 18 izolat ise eritromisin antibiyotigine duyarli saptanmustir.

Indiiklenebilir klindamisin direnci iki izolatta rastlanmustir.
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Serotip Ib’de tiim izolatlar (n=18) vankomisin ve levofloksasine duyarli, (¢ izolat
tetrasiklin, 14 izolat klindamisin ve 14 izolat eritromisin antibiyotigine duyarl
saptanmustir. Ayrica indiiklenebilir klindamisin direnci iki izolatta gorilmistiir.

Serotip II’de tiim izolatlar (n=15) vankomisine duyarli, 14 izolat levofloksasine
duyarli, bir izolat tetrasiklin, 11 izolat klindamisin ve 12 izolat eritromisin antibiyotigine
duyarl saptanmistir. Bir izolatta indiiklenebilir klindamisin direnci belirlenmistir.

Serotip III’de tiim izolatlar (n=24) vankomisine duyarli, 15 izolat levofloksasin, iKi
izolat tetrasiklin, 15 izolat klindamisin ve 14 izolat eritromisin antibiyotigine duyarl
saptanmis. Yine 12 izolatta indiklenebilir klindamisin direnci gortilmiistiir.

Sadece bir adet saptanan serotip IV’deki izolat, tetrasiklin disinda tiim antibiyotiklere
duyarli bulunmustur.

Serotip V’te tiim izolatlar (n=21) vankomisine duyarli, 12 izolat levofloksasine
duyarli, 15 izolat klindamisin ve 10 izolat eritromisin antibiyotigine duyarli saptanmistir.
Tum izolatlarda tetrasiklin direnci goriilmiistiir. Eritromisine direngli 11 izolatin sekizinde
indUklenebilir klindamisin direnci gorilmistiir.

Serotip VI’da tiim izolatlar (n=3) vankomisine, levofloksasine, eritromisin ve
klindamisine duyarli, iki izolat ise tetrasikline duyarl olarak saptanmaistir.

Serotip III olarak tanimlanan klonal grup ST-17’de yine tiim izolatlar vankomisine,
yedi izolat levofloksasine, bir izolat tetrasikline, yedi izolat klindamisine, iki izolat
eritromisine duyarli saptanmis ve sekiz izolatta indiklenebilir klindamisin direnci
goriilmistiir. Serotiplere ait hem eritromisin hem de klindamisin antibiyotiklerine direng

sayilar1 diger sonuglara ek olarak ¢izelge Cizelge 4.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. S. agalactiae izolatlarmin broth mikrodiliisyon yoéntemi ile penisilinin MIK

degerleri. .
Antibiyotik MIK la Ib 1 ]| v Vv VI
(n=23) (n=18) (n=15) (n=39) (n=1) (n=21) (n=3)
Penisilin MiKso 0,03 0,03 0,03 0,03 - 0,03 0,03
MIK (ug/ml) | (ug/ml)
<0.12 MiKao 0,12 0,06 0,12 0,06 - 0,12 0,06
(Hg/ml)
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Cizelge 4.7. S. agalactiae izolatlarinn Kirby — Bauer Disk Difuizyon yontemi antibiyogram
sonugclari.

Antibiyotik VA LEV TET E DA D- E+DA
zon
Serotip S |R| S R S R S R S R | Pozit R
if
la (n=23) 23 | - | 23 - 5 18 | 18 5 21 2 2 2
Ib (n=18) 18 | - | 18 - 3 15 | 14 4 14 4 2 2
Il (n=15) 15 | - | 14 1 1 14 | 12 3 11 4 1 2
111 (n=24) 24 | - | 15 9 2 22 | 14 | 10 | 15 9 10 5
ST-17 (n=15) 15 | - 7 8 1 14 2 13 7 8 8 7
(serotip 111)
1V (n=1) 1 - 1 - - 1 1 - 1 - 0
V (n=19) 21 | - | 12 9 - 21 | 10 | 11 | 15 4 8 4
VI (n=3) 3 - 3 - 2 1 3 - 3 - 0 0
Toplam 120 | - | 93 | 27 | 14 | 106 | 74 | 46 | 87 | 33 31 22
(n=120)
VA: Vankomisin; LEV: Levofloksasin; T: Tetrasiklin; E: Eritromisin; DA: Klindamisin.
S: Duyarls; R: Direngli.
4.3. ST-17 Klonunun Dizileme Sonucu
Cizelge 4.6. ST-17 klonunun dizi analizi sonucunun degerlendirilmesi.
o Total Query ]
Description Max score E value Ident Acession
score cover
Streptococcus sp.
‘group B' strain
FDAARGOS_229 385 385 % 100 3e-103 %100 CP020432.2
chromosome,
complete genome
Streptococcus
agalactiae strain
874391 chromosome, 385 385 % 100 3e-103 %100 CP022537.1
complete genome
Streptococcus
agalactiae strain SG- | ¢ 385 % 100 3e-103 %100 | CP021869.1
M6, complete
genome
Streptococcus
agalactiae isolate
BM110 genome 385 385 % 100 3e-103 %100 LT714196.1
assembly,
chromosome: |
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1348203650
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1348203650
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1348203650
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1348203650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP020432.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GRG78VRC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1241125863
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1241125863
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1241125863
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1241125863
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022537.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GRG78VRC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1207875697
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1207875697
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1207875697
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1207875697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=GRG78VRC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1194638361
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1194638361
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1194638361
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1194638361
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1194638361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT714196.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GRG78VRC01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT714196.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GRG78VRC01R

ST-17 klonuna ait sekans sonuglarinin dizi analizleri NCBI, nucleotide BLAST’a
kopyalanmis ve elde edilen sonuglar yiizde olarak degerlendirilmistir. Sonuclar benzerlik
%100 olarak belirtilmistir (Cizelge 4.8).

4.4. Hasta Verilerinin Karsilastirilmasi

Hasta profilleri ile izole edilen S. agalactiae suslar1 ve serotiplerin dagiliminin
karsilagtirilmast ki-kare testi ile degerlendirilmis ve anlamli bir farklilik bulunmamigtir
(p>0.05).

Daha sik rastlanan serotip III ve V’in tetrasiklin, levofloksasin klindamisin ve
eritromisin antibiyotiklerine direncliligi karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Levofloksasine direng, serotip Il de %43,6 oraninda (en
yuksek direng) saptanmuistir.

Yas kategorilerine gore serotiplerin dagilimi kiyaslandiginda anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.05).

35



5. TARTISMA

S. agalactiae toplumda saglikli insanlarin yaklasik %35’inde, hamilelerin %20-
30’unda gastrointestinal ve genitoliriner sistem mikrobiyotasinda bulunan bir patobiyonttur
(Wang ve dig. 2015, Shabayek ve Spellerberg 2018). Ayrica iiriner sistem
enfeksiyonlarmin yaklagik %2,3’Unden sorumlu olup, daha ¢ok 15-49 yas arasindaki
kadinlarda goriilmektedir (Magliona ve dig. 2012, Leclercq ve dig. 2016).

S. agalactiae enfeksiyonunun gebelik ve gebelik sonrasi donemle iligkili oldugu ve
ozellikle 70 yasindan biiyiik, altta yatan hastaligi olan kisilerde siklikla rastlandigi
bilinmektedir. Diyabet, kronik bobrek yetmezligi, siroz, kanser ve bagigiklik sistemi
baskilanmis hastalarda GBS enfeksiyonu biiylik 6nem tagimaktadir (Wang ve dig. 2014,
Picinelli ve dig 2015).

Ulett ve dig. (2009) diyabet hastalarinda (%23,5), kronik bobrek yetmezligi olan
hastalarda (%18,6) ve driner sistem enfeksiyonu Oykiisii olan kisilerde (%19,6) daha
siklikla idrarda S. agalactiae’ya rastlamislardir. Biz de yaptigimiz ¢alismada daha g¢ok
gebelerin, diyabet hastalarinin ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin idrar
orneklerinden S. agalactiae’y1 izole ettik. Farkli iilkelerde yapilan bir¢ok ¢alismada da
GBS enfeksiyonunun diyabet hastaligi ile daha yakindan iligkili oldugu bildirilmistir. Saad
ve dig. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada kronik bobrek hastalarinda S. agalactiae
bakteriyemisi daha sik goriilmiistiir (%30,8).

S. agalactiae kapsul polisakkaritlerine gére 10 serotipe (la-Ib, 11-1X) ayrilmaktadir.
Farkli cografik bolgelere ve irklara gore serotiplerin dagilimi degismektedir. Cin’de
sirasiyla serotip 11T (%32,1), serotip Ia (%17,9), serotip Ib (%16,1) ve serotip V (%14,3)
daha sik olarak tanimlanmistir (Wang ve dig. 2015). Japonya’da yapilan bir caligmada
sirastyla serotip Ib’ye (%39,5), V’e (%16,0), llII’e (%13,8), VI’ya (%9,5), 1a’ya (%8,6),
I’ye (%7,4), VIII'e (%3,8), IV’e (%0,9) ve VII’ye (%0,2) daha ¢ok rastlanmigtir
(Morozumi ve dig. 2016). Amerika’da erkek ve hamile olmayan kadinlar1 kapsayan bir
calismada daha ¢ok serotip V olmak iizere, serotip Ia ve III'iin invaziv hastaliklardan
siklikla izole edildigi bildirilmistir (Skoff ve dig. 2009). Tayvan’da yapilan bir ¢calismada
serotip V, Ib ve 11l daha ¢ok izole edilmistir (Wang ve dig. 2014). Ulkemizde Istanbul’da
idrar 6rneklerinden izole edilen S. agalactiae izolatlarinin lateks agliitinasyon metodu ile

yapilan tiplendirmesinde en sik serotip V’e (%30) rastlanmus, serotip Il (%23,3), la
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(%16,7), 11 (%15) daha az siklikta ve birbirlerine yakin oranlarda belirlenirken; Ib (%3,5),
VI (%1,7) ve VII (%1,7) cok daha az gorilmistir. Serotip IV, VII ve IX’a
rastlamamisglardir (Baba ve Aydin 2016). Calismamizda serotip III (%32,5) en sik
belirlenmis olup Ia (%19,2), V (%17,5), 1b (%15), 1l (%12,5) serotipleri birbirlerine yakin
oranlarda saptanmistir. Serotip VI (%2,5) ve serotip IV (%0,8) daha az siklikta
rastlanmustir.

Gana’da gebe kadinlarda S. agalactiae serotiplerinin dagilimi ve tasiyiciligin
arastiran bir ¢alismada en sik rastlanan serotipler VII ve IX olmustur (Slotved ve dig.
2017). Calismamizda 29 gebeden izole edilen S. agalactiae suslarinda serotip 111 ve serotip
Ib’ye daha siklikla rastlanirken, serotip VII ve IX hi¢ goriilmemistir.

Amerika’da 15-20 yil 6nce yapilan bir calismada serotip IV daha az siklikla ya da
hi¢ goriilmezken, son zamanlarda Kanada’da yapilan bir ¢calismada S. agalactiae serotip
IV’in yetiskinlerde GBS enfeksiyonunun %16,9’undan sorumlu oldugu bildirilmistir
(Zeleznik ve dig. 2000, Teatero 2015). Bu calismada, toplanan idrar 6rneklerinden izole
edilen 120 S. agalactiae izolatindan sadece bir izolat serotip IV olarak saptanmustir.

Hamile olmayan yetiskinlerde invaziv GBS enfeksiyonlarinin incelenmesinde altta
yatan hastaliklar degerlendirildiginde diyabet, kanser ve kalp yetmezligi daha siklikla
rastlanmistir.  Yapilan bir c¢alismada 2005-2006 yillar1 arasinda invaziv GBS
enfeksiyonunun incelenmesi sonucunda serotip V’in oOzellikle 18-39 yas aralarindaki
hastalarda daha sik goriildiigii bildirilmistir (Skoff ve dig. 2009). Calismamizda diyabet
hastalarinda serotip I1I diger serotiplere gore daha fazla goriilmiistiir. Serotip V ise benzer
olarak 19-65 yas araliginda daha ¢ok rastlanmistir.

Yaglilarda (>70) GBS’ye baglh {iriner sistem enfeksiyonunun bobrek tasi, kronik
bobrek yetmezligi ve diyabet ile iligkili oldugu bildirilmistir (Edwards ve Baker 2005). Bu
caligmadaki 70 yas ve lizeri hastalar degerlendirildiginde toplam sekiz hastanin doérdiiniin
kronik bobrek yetmezligi oldugu ve iki hastanin diyabet tanist aldigi goriilmiistiir. Ayrica
serotip 1a’ya da daha sik rastlanmistir.

S. agalactiae semptomatik sistit ve asemptomatik bakteritiriye sebep olmaktadir. Bu
enfeksiyonlar gebe, gebe olmayan ya da yetigkin hasta gruplar ile iliskilendirilmektedir.
Hamile kadinlarda bakteriiiri yenidogana bulas agisindan énem tasimaktadir. Akut sistit ve
pyelonefriti olan kisilerden izole edilen Uropatojenik S. agalactiae nin idrarda tireyemedigi
ancak Uroepitel hiicrelere yapisarak burada kolonize oldugu bazi izolatlarin ise idrarda
tireyerek asemptomatik bakteriiiriyle iligkilendirildigi bildirilmistir. Son zamanlarda S.

agalactiae nin genomik ve viriilans1 lizerine yapilan arastirmalar, bir dizi hastalik/konak
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ile iligkili genetik O6zelliklerini ve viriilans mekanizmalarini tanimlamistir (Ipe ve dig.
2016). Yaptigimiz yiiksek lisans tez ¢aligmasinda hastaliklar ile serotiplerin iliskileri de
incelenmistir. Daha sonraki ddnemde ise suslarin virulans o&zelikleri, idrar yolu
enfeksiyonunun yeri ve kdkeni detayli olarak arastirilacak ve 6rnek sayilari artirilarak daha
farkli aragtirmalar yapilacaktir.

Uriner sistem enfeksiyonuna diyabet hastalarinda siklikla rastlaniimaktadir. Ozellikle
diyabetli kadin hastalarda diyabetli olmayan kadinlara goére daha fazla gorildiigi
bildirilmistir. S. agalactiae’nin asidik ortamda daha iyi gelistigini bildiren yayinlar
bulunmaktadir. Saglikli bir bireyin idrar pH 4.5 ile 8 arasindadir. Idrar pH<4.5 altina
diiserse asidik, iistiine ¢ikarsa bazik 6zellik gosterir. Tip I diyabet hastalarinda ve bobrek
hastalarinda idrar pH’s1 azalmaktadir (Cameron ve dig. 2006, Maalouf ve dig. 2010,
D’Urzo ve dig 2014). D’Urzo ve dig. (2014) S. agalactiae serotip 111 ve serotip V olarak
tanimlanan izolatlarin asidik sartlar altinda giiglii bir biyofilm olusturdugunu ve en iyi
biyofilm formunun hipervirulan ST-17 klonunda gozlendigini  bildirmislerdir.
Calismamizda 16 diyabet hastasinin idrarindan izole edilen S. agalactiae izolatlarinin besi
serotip I11, bir tanesi ise serotip V olarak saptanmistir. Kronik bobrek hastaligi olanlarin ise
idrarindan izole edilen suslarin besinin serotip III oldugu ve bunlarm ikisinde hipervirulan
ST-17 klonunun saptandigi goriilmiistiir. Dort izolat ise serotip V olarak tanimlanmustir.

S. agalactiae ST-17 klonu yenidogan enfeksiyonu ile iligkilendirilmektedir. HvVQA,
Srr2 ve pilus yapilarimi kodlayan Pl-1 ve PI-2b hipervirulan 6zelligi kazanmasinda
onemlidir. Son zamanlarda Kanada’da yetiskinlerde de invaziv GBS enfeksiyonlarinda
hipervirulan ST-17 klonu siklikla rastlanmistir (Teatero ve dig. 2016). Calismamizda da
ST-17 klonu saptanan hastalarin hepsi yetiskin ve yas ortalamasi 41 olarak saptanmaistir.

GBS enfeksiyonlarinda penisilin profilaksi ve tedavide ilk tercih edilen antibiyotiktir.
B-laktam allerjisi olan kisilerde penisiline alternatif olarak makrolid ve linkozamid grubu
antibiyotikler tercih edilmektedir. GBS’ nin klinik izolatlarinin penisilin gibi B-laktam
tirevi antibiyotiklere duyarli oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda penisilin antibiyotigine
duyarliligin azaldigi (Longtin ve dig. 2011), makrolidlere direncin arttigi bildirilmistir
(Mousavi ve dig. 2016). Picinelli ve dig. (2015), uriner sistem enfeksiyonuna neden olan S.
agalactiae izolatlarinin tamaminin penisiline duyarli oldugunu, izolatlarin %19’unun
klindamisin ve eritromisine direngli oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada penisilin
duyarliligi broth mikrodiliisyon yontemi ile aragtirilmis ve tiim suslarin duyarli oldugu

belirlenmistir. Ancak disk difiizyon yontemi ile arastirilan klindamisin ve eritromisin
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direnci sirasi ile %38 ve %27 olarak saptanmistir. Literatiir ile kiyaslandiginda makrolid
direncinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Italya’da yapilan bir ¢alismada 901 GBS izolatinin %1,4’iiniin levofloksasin
antibiyotigine direngli oldugu belirtilmistir (Picinelli ve dig. 2015). Gaziantep’de 2014
yilinda yapilan bir arastirmada gebelerden izole edilen S. agalactiae izolatlarinin lateks
aglitinasyon metodu ile serotiplendirmesi ve antibiyotik duyarliliklari arastirilmistir.
Toplam 28 izolatin tamaminin levofloksasin antibiyotigine duyarli oldugu bildirilmistir.
Calismamizda 120 izolatin antibiyogram sonucunda 27 izolatta levofloksasin direnci
oldugu goriilmiistiir. Levofloksasin direnci olan izolatlarin tamamina yakininin serotip III

ve serotip V i¢inde yer aldigi saptanmugtir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanan S. agalactiae
izolatlarinin PZR yontemi ile kapsul polisakkaritlerine gore serotiplendirmesi yapilmis ve
hipervirulan ST-17 klonu arastirilmistir. Ayrica ¢ikan sonuglar hasta profili ve
antibiyogram duyarliliklar1 ile karsilagtirilmistir.

GBS enfeksiyonu 18-65 yas araliginda daha sik goriilmistiir. Gebeler, diyabet ve
kronik bobrek hastalarinda bu enfeksiyon yiiksek oranda saptanmistir. Bu bulgular daha
onceki ¢aligmalarla da uyumlu bulunmustur.

Serotiplendirmenin sonucunda; serotip 111, Ia ve V sik gorulurken, serotip VII, VIII
ve IX’a hi¢ rastlanmamastir.

ST-17 klonu serotip III olarak tanimlanan izolatlarin yaklasik yarisinda goriilmiistiir.
ST-17 klonuna gebelerde daha sik rastlanilmistir.

Penisilin ve vankomisin antibiyotiklerine diren¢ belirlenmezken tetrasiklin,
levofloksasin, klindamisin ve eritromisin antibiyotiklerine yuksek oranda direng
saptanmugtir. Serotip III ve V’in tetrasiklin, levofloksasin klindamisin ve eritromisin
antibiyotiklerine duyarlilig1 karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05).

S. agalactiae izolatlarinin PZR yontemiyle serotiplendirilmesi ve ST-17 klonunun
aragtirtlmasi ulagabildigimiz kaynaklara gore iilkemizde ilk defa yapilmistir. PZR ile
serotiplerin belirlenmesinin lateks aglutinasyon yontemine gore diisiikk maliyetli olmas1 ve
tiplendirilemeyen serotiplerin daha az olmasi nedeniyle bu metodun daha kullanigh
olabilecegi disiiniilmektedir (Yao ve dig. 2013).

S. agalactiae’ya ait gilincel as1 c¢aligmalar serotiplerin dagilimina gore devam
etmektedir. As1 caligmalari ile hem intrapartum antimikrobiyal profilaksinin potansiyel yan
etkileri hem de yenidogan ve maternal hastaliklarin etkili bir sekilde Onlenmesi
saglanacaktir. S. agalactiae 'nin kapsul polisakkaritlerine 6zgii antikorlarin koruyucu etkisi
oldugu bilinmektedir. Ancak yeni serotipler, saptanamayan izolatlar, serotiplerdeki
degisiklikler as1 galismalarimi olumsuz etkilemektedir (Li ve dig 2018). Bu arastirma
ulkemizde S. agalactiae serotiplerinin dagilimini1 ve ST-17 klonunun saptamasi yoniinden
onemlidir. Yapilacak ek caligsmalarla bu izolatlarin virulans faktorlerinin de incelenmesi

planlanmaktadir.
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S. agalactiae’min  virulans  faktorlerinin,  antibiyotik  duyarliliklarinin,
patogenezlerinin ve kokenlerinin daha iyi anlagilmasi acisindan MLST, PFGE gibi daha
kapsamli molekiiler ¢alismalarin yapilmasiyla literatiire Glkemizden de verilerin eklenmesi

bliyiik 6nem tagimaktadir.
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