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1. GIRIS

Grup B Streptokoklar (GBS), insan ve hayvan sagligi acisindan 6nem arz eden
mikroorganizmalardan biridir. Sigirlarda ozellikle mastitis, insanlarda ise neonatal

septisemiler, meningitis, solunum ve {iriner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar

(1,2,3).

Mastitis, diinyada yaygin olarak goriilen ve siit endiistrisinde biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan bir meme enfeksiyonudur. Mastitise neden olan biyolojik etkenler
cok c¢esitli olmakla birlikte, etiyolojik caligmalarda hastaligin 6nemli bir kisminin
GBS’lardan ileri geldigi tespit edilmistir. GBS’lar, yillarca sigirlarin meme dokusunun
onemli kronik patolojik bozukluklarinin etkeni olarak bilinmesine karsin son yillarda
insanlarda 6zellikle neonatal purulent meningitis olgularinin énemli bir etkeni olarak

ortaya ¢ikmistir (4).

Inek siitiiniin insanlarda ve o6zellikle ¢ocuklarda besin maddesi olarak 6nemi
dikkate alindiginda mastitise neden olan etkenlerin ayn1 zamanda insan sagligini tehdit
eden onemli unsurlar oldugu kabul edilmektedir. Avrupa iilkeleri ve ABD’de GBS
enfeksiyonlarinin yeni dogan ve eriskinlerdeki varligi, yaygmlig: ve 6zellikleri ile ilgili
cok cesitli aragtirma yapilmig olmasina ragmen, iilkemizde ozellikle tip hekimliginde
konunun énemini vurgulayan arastirmalara pek rastlanmamaktadir. Ulkemizde insan ve
hayvanlardan izole edilen streptokok tiirlerinin identifikasyonu genellikle biyokimyasal
yontemlerle yapilmakta ve nadiren serogruplandirilan streptokok tiirlerinin
serotiplendirilmeleri ~ yapilmamaktadir. Bu da  streptokok enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisi ve enfeksiyonlara yonelik alinacak oOnlemler agisindan yetersiz

kalmaktadir.

GBS enfeksiyonlarinin patogenezisinde, serotiplerdeki antijenik farkliliklar,
dokulardaki adhezyon kabiliyetleri ve sahip olduklar1 enzim ve toksinler biiyiik 6nem
tasimaktadir. S6z konusu Ozelliklerin ortaya konmasi, hastaliklardan korunma
stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli katki saglayacaktir. Yapilan literatiir taramasinda
tilkemizde Grup B Streptokoklarin serotiplendirilmesi, lektinlerle baglanma gibi
adhezyon ozellikleri ve birbirleri ile olasi iligkileri iizerine yapilan bir arastirmaya

rastlanmamustir.



Ulkemizde ilk olarak yapilan bu c¢alisma ile Van ve yoresinde sigir ve
insanlardan izole edilen GBS’larda serotiplerin varligi ve dagilimi, lektinlerle baglanma
ozellikleri, hemagliitinasyon aktiviteleri, bazi enzim aktiviteleri ve biyokimyasal
ozellikleri karsilagtirilarak sigir ve insanlarda gozlenen GBS enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisi ve bu enfeksiyonlar ile ilgili olarak yapilacak arastirmalara katki

saglayabilecek bilgiler elde edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge ve taksonomi

Streptokok cinsi, insan, hayvan ve bitkiler gibi genis bir konak¢1 spektrumuna
sahip mikroorganizmalar1 kapsamaktadir. Streptococcus terimi cins olarak ilk defa,
1884°’te Rosenbach tarafindan bir insandaki suppuratif lezyondan izole edilen zincir
seklindeki koklar tanimlanirken kullanilmistir (5,6). Ayrintili taksonomik analiz
calismalar1 sayesinde, streptokoklarin taksonomisi c¢esitli revizyonlardan gecerek farkl
simiflandirmalara tabi tutulmugtur. Kiiltiirel, biyokimyasal ve serolojik karakterleri
yonlinden en Onemli calismalar Andrewes ve Horder (1906), Orla-Jensen (1919),
Lancefield (1933) ve Sherman (1937) tarafindan yapilmis ve bugiinkii klasifikasyon
gerceklestirilmistir. Bugilin i¢in yaygin olarak kullanilan siniflandirma, Lancefield
(1933) tarafindan hiicre duvarinin polisakkarit yapilarindaki farkliliklara dayanilarak
yapilan ve A’dan V’ye kadar harflerle adlandirilan serolojik gruplandirmadir (2,3,7,8).

Streptococcus agalactiae’nin bilinen ilk izolasyonu ise, 1887’de Nocard ve
Mollereau tarafindan sigirlarda mastitise sebep olan etkenler iizerine yaptiklar1 bir
arastirmada  gerceklesmistir (4,6,9,10). Ilk ©6nce Streptococcus nocardi olarak
tanimlanan etkene, zaman iginde Streptococcus mastitis contagiosae, Streptococcus
mastitis sporadicae, Streptococcus mastitidis, Streptococcus agalactiae contagiosae gibi
¢esitli adlandirmalar yapilmig, son olarak 1896°da Streptococcus agalactiae olarak

tanimlanmustir (6,9).

Streptococcus agalactiae Lancefield (1933) tarafindan hiicre duvarindaki
polisakkarit yapiya gore GBS’larin i¢inde siiflandirilmistir. Taksonomik olarak insan
ve hayvanlardan izole edilen Grup B Streptokok ve Streptococcus agalactiae suslart
arasinda bulunan farkliliklar heniiz tam olarak netlik kazanmamistir (2). Yapilan
analizlerde sigirlardan izole edilen GBS suslarminin hiicre duvarinda serotip antijeni
olarak belirlenen polisakkarit antijenlerinin %12-50, protein antijenlerinin %?22-58;
insanlardan izole edilen suslarin polisakkarit antijenlerinin ise %70-100, protein

antijenlerinin de %3-17 oranlarinda bulundugu bildirilmistir (11).



Bugiin gecerli olan siniflandirmada GBS’lar, Gram pozitif koklar grubunda,
Deinococcaceae familyasi, Streptococcus cinsinde yer almaktadir (2,9). Grup-spesifik
hiicre duvart polisakkariti, L-ramnoz (%50.5), N-asetilglikozamin (%11.4) ve
galaktozdan (%11) olusmaktadir. L-ramnozun oranmi digerlerinden daha yiiksek olup
immunodominant karakter tagimaktadir. DNA’larindaki molekiiler G + C oran1 %34’ diir
(2,11). Micrococcaceae familyasindan katalaz negatif olmalar1 ile ayrilan
Deinococcoceae familyas: i¢inde yer alan Streptococcus cinsi digsindaki diger Gram

pozitif koklar1 kapsayan cinsler Sekil 1°de gosterilmistir.

Sekil 1. Streptococcus cinsinin Gram pozitif koklar grubundaki taksonomik yeri (2)

Gram pozitif koklar
Familya; Micrococcaceae Familya; Deinococcaceae
Cins; Micrococcus Cins; Deinococcus
Cins; Stomatococcus Cins; Streptococcus
Cins; Planococcus Cins; Leuconostoc
Cins; Staphylococcus Cins; Pediococcus

Cins; Aerococcus

Cins; Gemella

Cins; Peptococcus

Cins; Peptostreptococcus
Cins; Ruminococcus
Cins; Coprococcus

Cins; Sarcina



2.2. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler

GBS’lar, Gram pozitif, yuvarlak veya oval sekilli, ¢aplar1 2um’den kiigiik, zincir
seklinde, sporsuz, kapsiillli, hareketsiz, anilin boyalar1 ile kolaylikla boyanan, aerobik
veya fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir. Karbonhidratlar1 fermente ederek laktik
asit olustururlar. Genel olarak GBS’lar adi besi yerlerinde zay1f, ancak kan, kan serumu
ve glikoz ile zenginlestirilmis besi yerlerinde kolaylikla iirerler. Zenginlestirilmis kati
besi yerlerinde GBS’lar 1-2 mm ¢apinda, S tipi seffaf koloni olustururken bazi suslarda
sari-turuncu-kirmizi renkte pigmentli koloni olusumu goézlendigi bildirilmistir

(2,3,7,12,13).

GBS’lar i¢inde smiflandirilmis tek tiir olan Streptococcus agalactiae,
biyokimyasal 6zellikleri yoniinden CAMP pozitif, eskulin negatif ve Na-hippurat pozitif
olmasi ile diger streptokok tiirlerinden ayirt edilmektedir (2,7,12,13). Insan ve
hayvanlardan izole edilen GBS suslar1 antijenik ve biyokimyasal Ozellikleriyle
birbirinden ayirt edilememektedir. Ancak sigir suslar1 laktozu genelde fermente ederken
salisini nadiren fermente etmektedir. Insan suslar1 ise tam tersine salisini genelde
fermente ederken laktozu nadiren fermente etmektedirler. Klinik olgulardan izole edilen
suslarin biiylik ¢cogunlugunda da serotip Ia, Ib, IT ve III spesifik polisakkarit antijen
tespit edilirken, protein antijene sahip Ic serotipinin ¢ogu zaman serotip la spesifik
polisakkarit antijeni ile birlikte bulundugu bildirilmektedir. Insan ve hayvan suslarmin
bakteriyosin ve bakteriyofajlara (24 bakteriyofaj) duyarliliklarina gore yapilan
tiplendirme ¢aligmalarinda 90 farkli GBS tipi tespit edilmistir (14,15,16).

Finch ve Martin (15), inceledikleri insan orijinli GBS suslarmin %98.2°sinin
hemolitik, %5.5’inin basitrasine duyarli, %93.9’unun pigment olusturdugunu, %6.1’inin
laktoz pozitif ve %90.8’inin salisin pozitif oldugunu; incelenen hayvan orijinli suslarin
ise %21.3’tnlin hemolitik, %91.8’inin basitrasine duyarli, %9.8’inin pigment
olusturdugunu, %68.8’inin laktoz pozitif ve %6.6’sinin salisin pozitif oldugunu

bildirmektedirler.

Kunter (17), 1962-1985 yillar1 arasinda sigir siitlerinden izole edilen 4323 adet
Streptococcus agalactiae susunun CAMP testi, eskulin hidrolizi ve hemolitik

Ozelliklerini karsilastirmali olarak inceledigi bir arastirmada suslarin %62.4’{inii B-,



%26.8’ini a- ve %10.8’ini y-hemolitik olarak belirlerken %86’sinin CAMP pozitif ve
%90.1’inin de eskulin negatif oldugunu saptamig ve yaptigi literatiir arastirmalarinda
GBS suglarinda CAMP pozitiflik oraninin %79.4-100 arasinda degisiklik gosterdigini
bildirmistir. Ayni arastirici, inceledigi suslarin %85.6’sinin CAMP pozitif / eskulin
negatif, %0.4’tinlin CAMP pozitif / eskulin pozitif, %0.6’sinin CAMP negatif / eskulin
pozitif ve %13.4’linlin de CAMP negatif / eskulin negatif oldugunu rapor etmistir.

Mosabi ve ark. (18), inceledikleri sigir orijinli suslarin %58.7’sinin B-hemolitik,
41.3’{iniin y-hemolitik ve insan orijinli suslarin ise tamaminin B-hemolitik oldugunu, -
hemolitik suslarin tamaminin pigment olusturdugunu ve y-hemolitik suslarda pigment
olusumu goriilmedigini, insan orijinli suslarin %12’sinin laktozu ve %88’inin ise
salisini fermente ettigini, sigir orijinli suslarin ise %79’unun laktozu ve %66’simin

salisini fermente ettigini tespit etmiglerdir.

Streptokoklar, tipik bir hiicre duvarina sahiptirler. Ozellikle bazi patojen
Streptokok tiirlerinde, hiicre duvarmin {zerini kaplayan, hyaluronik asit veya
polisakkarit karakterinde belirgin bir kapsiil bulunur. Hiicre duvarinda ayrica protein
tabakadan koken alip disar1 dogru uzanan ve lipoteikoik karakterindeki piluslar

bulunmaktadir (2,19).
Hiicre duvari, distan ige dogru 3 tabakadan olusmustur (2,3,19) :

1. Protein Tabaka : Streptokoklarin en Onemli kismidir ve bazi streptokok
tiirlerinin tiplendirilmesinde énemli rol oynar. Bu tabakada bulunan baglica proteinler,

M, T, R, X ve G proteinleridir.

2. Karbonhidrat Tabaka : Bu tabakada, grup spesifik C- polisakkariti bulunur.
Streptokoklar, C- polisakkaritinin yapisina gore Lancefield tarafindan serolojik olarak

A’dan V’ye kadar serogruplara ayrilmiglardir.

3. Mukopeptid ya da Peptidoglikan Tabaka : Bu tabaka, hiicrenin seklini

korumada 6nemli rol alir ve hiicre duvarinin %50 - 90’11 olusturur.



Yapilan immunoelektronmikroskobik bir calismada (20) bazi GBS suslarinin
grup spesifik antijenlerinin hiicre duvan iginde yayildigi, tip spesifik antijenlerin ise

hiicre duvar yiizeyinde heteropolimer kompleksler halinde bulundugu bildirilmektedir.

GBS’larin kapsiiler polisakkarit yapisindaki farkliliklara gore 9 farkli serotipin
(Ia, Ib, II, II1, TV, V, VI, VII, VIII), protein yapisindaki farkliliklara gore de 3 farkli
serotipin (Ic, R, X) bulundugu tespit edilmistir (9,17,21).

2.3. Epidemiyoloji

Mastitis ile ilgili yapilan etiyolojik caligmalarda (19,22,23,24,25), vakalarin
%13-34’linden Streptococcus cinsine bagli bakterilerin izole edildigi bildirilmektedir.

Bunlar arasinda 6zellikle GBS’lar (%10-58) 6nemli bir yer tutmaktadir.

GBS’lar, siit sigirlarinda meme dokusunun obligat paraziti olup genellikle
bulasict karakterde nadiren kendiliginden iyilesme gosteren meme enfeksiyonlarina
sebep olmaktadir. GBS’larin bulastig1 siiriilerde enfeksiyonun prevalansinin %44 gibi

oldukca yiiksek oranlara ¢ikabildigi bildirilmistir (6).

Akay ve ark. (22), CMT pozitif siit 6rneklerinden izole ettikleri streptokoklarin
%36.2’sini koagliitinasyon yontemi ile GBS olarak identifiye etmislerdir. Ekin (19),
subklinik mastitis olgularindan izole edilen streptokoklarin lateks agliitinasyon yontemi
ile %16.3’tnli GBS olarak identifiye ettigini; Ulusoy ve ark. (26) ise mastitis
vakalarindan izole ettikleri mikroorganizmalarin  %15.9’unu GBS olarak tespit

ettiklerini rapor etmislerdir.

Stoner (27), hayvanlardan izole edilen streptokok suslarinin koagliitinasyon
yontemiyle %27.4’tinli GBS olarak tespit ederken, Saxegaard (24), mastitis
vakalarindan izole ettigi streptokoklarin koagliitinasyon yontemiyle %27.5’inin ve
kapillar presipitasyon yontemiyle de %30.5’inin GBS olarak identifiye edilebilecegini
belirtmektedir.

Hogan ve ark. (23), sigirlardan alman siit orneklerinden izole edilen

streptokoklarin lateks agliitinasyon yontemi ile %58.2’sini GBS olarak belirlemislerdir.



Yillarca sigirlarin meme dokusunun 6nemli patojeni olarak bilinen GBS’lar
(Streptococcus agalactiae), son yillarda insanlarda neonatal purulent meningitis

olgularinin etkeni olarak 6nem kazanmistir (16).

Insanlarda en c¢ok gdzlenen serotip III’e bebeklerde, serotip Ia’ya ise yeni
doganlarda rastlanmaktadir. Sigirlardaki mastitis olgularindan izole edilen GBS’larin ise
cogunlukla serotip X olmak {izere hemen hemen tiim serotipler yaninda

serotiplendirilemeyen suslara da rastlanmaktadir (16,28).

Eriskinlerde primer rezervuar gastrointestinal sistem olup sonradan genitotiriner
sisteme yayilma olmaktadir. Sekstiel transmisyonun roliiniin ise oldukg¢a diisiik oldugu
bildirilmistir (29). Neonatal GBS tasiyicilarinin %95°1, etkeni kongenital bulasma
yoluyla anneden almaktadir. Baz1 vakalarda da etken nadir olarak hastane personeli

veya anne siitiinden bulagsmaktadir (21).

Farkli populasyonlarda yapilan arastirmalarda (29,30,31,32) GBS’larin hamile
kadinlardaki kolonizasyonunun %10-30 arasinda degistigi bildirilmistir. ABD ve
Avrupa’nin batisinda yapilan arastirmalarda (28,33) klinik orneklerin %86-90’1ndan
GBS serotip Ia, I, III ve V izole edildigi ve bu populasyonlarda serotip IV, VI, VII, VIII
ve serotiplendirilemeyen suslarin yaygin olmadigi bildirilmektedir. ABD’de yeni
doganlarda gozlenen GBS enfeksiyonlari ile ilgili yapilan bir aragtirmada (34) ise GBS
serotip Ia’nin %40, Ib’nin %9, II’'nin %6, lII’lin %27 ve V’in %15 diizeyinde gorildigi
ayrica GBS serotip dagilimimnin, etnik yapr ve cografik bolgelere gore de farklilik
gosterdigi rapor edilmektedir. Japonya’da hamile kadinlarda vaginal GBS
kolonizasyonu iizerinde yapilan bir ¢calismada (35) ise serotip VI ve VIII’in dominant

oldugu bildirilmistir.

ABD ve Avrupa’da insanlarda tespit edilen neonatal erken donem GBS
enfeksiyonlarinda mortalite oran1 1970’li yillarda %45-83 olarak gozlenirken 80’li
yillarda bu oran %11-47’lere ve 90’hh yillarda ise %6-10’a kadar diistiigli rapor
edilmistir (4).

Finch ve Martin (15), insanlardan izole edilen GBS suslarinin %20.9’unu serotip

Ia, %5.5’ini Ib, %25.8’1ini Ic, %15.3 tni 11, %27’sini III ve %1.2’sini de II-Ic olarak



bulurken %4.3’linlin serotiplendirilemedigini; hayvanlardan izole edile suslarin ise
%42.6’s1in serotip 11, %3.3’iiniin serotip Ia, %1.6’sinin serotip III olarak identifiye

edildigini, %52.5’inin ise serotiplendirilemedigini rapor etmektedirler.

Jelinkova (9), 1960-1975 yillar1 arasinda sigir ve insanlardan izole ettigi GBS
suslarinin serotiplendirilmesinde; inceledigi 413 adet sigir orijinli GBS susunun
%7.2’sini serotip la, %3.8’ini Ib, %2.2’sini Ic, %5.1°1ni I, %6’sm1 111, %32.9’unu R,
%27.6’sin1 X ve %?21.5’ini de kombine olarak tiplendirdigini, %7.9’unun ise
serotiplendirilemedigini; 2415 adet insan orijinli GBS susunun %6.1’ini serotip Ia,
%26.2’sini Ib, %8.8’1ini Ic, %5.2°sini II, %20.3’Und III, %3.4’4ni R, %1.6’sim1 X ve
%22.3’lini  kombine olarak bulurken %35.8’inin ise serotiplendirilemedigini

bildirmektedir.

Mosabi ve ark. (18), insan orijinli suslarin tamaminin ve sigir orijinli suslarin
ise %85’inin kapillar presipitasyon yontemi ile serotiplendirildigini, insan orijinli GBS
suslarinda en yaygin olarak serotip la (%29), serotip Ic (%24) ve serotip III (%15)
antijeni goriiliirken; sigir orijinli GBS suglarinda da ayni serotipler sirastyla %47, %12

ve %12 oraninda bulundugunu bildirmiglerdir.

Van Den Heever ve Erasmus (36), insanlardan izole ettikleri 100 adet GBS
susu ile sigir siitlerinden izole ettikleri 107 adet GBS susunun serolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada, insanlardaki bazi enfeksiyonlarin sigir

stitlerinden kaynaklanabilme ihtimalinin olabilecegi kanisina varmiglardir.

Brglez (37)’in siit inekg¢iligi yapan 21 c¢iftlikte yaptig1 arastirmada, sigirlarin
%?22’sinin S. agalactiae ile enfekte oldugunu, bu ¢iftliklerde ¢alisan 17 personelden de
benzer GBS serotipleri (serotip II ve III) izole ettigini ve etkenin enfekte hayvanlarin
stitlerinden insanlara bulagsma olasiliginin yiiksek oldugunu vurgulamistir. Ancak
sigirlardan GBS’larin izole edilemedigi ciftliklerdeki insanlardan GBS serotip Ib ve

Ic’nin de izole edilebildigini belirtmiglerdir.

Insan ve hayvanlar arasinda gériilen GBS’lara (Streptococcus agalactiae) bagl

kros enfeksiyonlarin epidemiyolojik yénden degerlendirildigi Diinya Saghk Orgiitii



(WHO)’niin, 1981 yilindaki bildirgesinde GBS’larin neden oldugu enfeksiyonlarin

zoonoz olarak ifade edildigi bildirilmistir (8).

Jensen (38), Danimarka’da siitgii sigir ciftliklerini GBS rezervuart olarak
gordiiglinii ve insan sagligl yoniinden degerlendirildiginde ciftlik sahiplerine gelecekte

tazminat 6detme vakalarinin yasanabilecegini vurgulamstir.

Wanger ve Dunny (39), Insan ve sigir orijinli S. agalactiae suslar1 iizerinde
DNA-DNA hibridizasyon yontemiyle yaptiklari incelemede insan suslarinin hayvan

suslar1 ile benzer yapilara sahip olduklarini tespit etmiglerdir.

2.4. Patogenezis
2.4.1. Enfeksiyon mekanizmasi
2.4.1.1. Adhezyon ve kolonizasyon

GBS’lar, konak¢iya genellikle oral yolla bulasir ve etken sindirim sistemi
florasinda bulunur. Etken, ayrica sigirlarda meme basi kanalindan viicuda girerek meme
dokusunda kolonize olurken, eriskin insanlarda genitoiiriner sistem ve yeni doganlarda
da solunum sisteminde kolonize olurlar ve sik sik bakteriyemi ile merkezi sinir

sistemine ulagsmaktadirlar (29).

GBS’larn hiicre duvari yapisinda bulunan lipoteikoik asit ile yapisi heniiz tam
olarak belirlenemeyen bazi proteinler, bakterinin konak¢i hiicre ve dokularindaki
kolonizasyonda rol oynayan en Onemli adhezyon faktorleridir (21,40,41). Hiicre
duvarindaki lipoteikoik asitin miktar1 adhezyon oraninda etkin rol oynar (42). Protein
yapilarin varlig1 tizerinde yapilan invitro arastirmalarda, proteaz ile muamele edilen
bakterilerin adhezyon yeteneklerini belli oranlarda kaybettikleri bildirilmektedir
(41,43,44). GBS’lar, adhezyonda o6zellikle fibronektin ve fibrinojen gibi plazma
(ekstraselliiler matriks) proteinlerine affinite gosterir (21,45). Yapilan invitro
calismalarda (6,40,41,46,47,48) GBS’larin vaginal, buccal, pulmoner ve endoteliyal
epitel hiicreler ile meme epitel hiicrelerine tutundugu bildirilmistir. Kapsiilsiiz suslarin
adherens yeteneklerinin yiiksek olmasi, kapstiler polisakkaritlerin adherensi inhibe ettigi

seklinde yorumlanmustir (43). Son zamanlarda Streptococcus agalactiae’nin hiicre
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duvarinda yeni bir protein yap1 (Lmb) tespit edilmistir. Insanlardan izole edilen tiim
GBS serotiplerinde (I-VIII) gozlenen bu yapinin, plasental membranin en Onemli

komponenti olan laminine baglanmada rol oynadig: bildirilmektedir (49).

2.4.1.2. invazyon

Enfeksiyon siirecinde mikroorganizmalar, konakg¢min birbirinden farkl
mekanizmalara sahip bazi bariyerleri ile karsilasir. Streptococcus agalactiae, bu
bariyerlerin bazilarin1 sentezledigi enzim ve toksinler araciligi ile agabilme yetenegine
sahiptir. Ozellikle sahip oldugu hyaluronidaz enzimi ile, affinitesinin oldugu hedef
dokular arasinda yayilabilmekte (50), streptokinaz, ndraminidaz ve DN’az araciligi ile
de patolojik bozukluklara neden olmaktadir. Dolasim sistemine giren etken, kisa siirede
vaskiiler endoteliyal hiicrelere ve pulmoner epiteliyal hiicrelere yayilabilmektedir (43).
Yapilan ¢alismalarda (51), Streptococcus agalactiae’nin farkli 6karyotik hiicrelerin ig¢ine
girerek burada olusan vakuollerde varligini siirdiirebildigi tespit edilmigtir. Adherens
caligmalarindan elde edilen bulgulara benzer sekilde, biiylik olasilikla polisakkarit
kapsiiliin, hiicre yiizeyindeki proteinleri Ortmesi ile bakterinin Okaryotik hiicreler

arasinda invazyonunu Onledigi bildirilmistir (43,47).

2.4.1.3. Konakg¢1 savunmasi ile iliskiler

GBS’lar, sigirlarin siit kanallarinda varligini stirdiiriirken bazi olgularda bu
kanallardan meme dokusuna yayilarak kronik mastitise neden olmaktadir. Bakterinin
meme bezlerinde kolonize olmasi ile gelisen immun yanit sonucu, kandan meme
kanallart ve alveollere 16kosit ve plazma faktorleri gegmekte ve siitiin
kompozisyonunda bulunan laktoperoksidaz-tiyosiyanat ve peroksidaz sistemleri
bakterinin burada {iremesini inhibe etmektedir. Ancak antimikrobiyel ajan
kullanilmadig: siirece bakteri bulundugu dokuda canliligini siirdiirebilir (16). Bakterinin
viicuda giriginden itibaren konak¢i immun sistemi fagositoz yoluyla etkeni ortadan
kaldirma girisiminde bulunmaktadir. GBS’larin etkili fagositozu serotip-spesifik
antikorlar ile opsonizasyon sonucu gergeklesmektedir (21). Yeni doganlarda immun
yanit biiylikk oranda komplement sistemi sayesinde gerceklesirken, insanlarda

plasentadan gegebilen serotip-spesifik IgG’ler de etkili rol oynamaktadir. Bakterinin
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kapstiler polisakkariti, komplementin C3 komponentini inhibe ederek alternatif yoldan
aktivasyonu engellemektedir (52). CAMP proteinleri ve cf- protein de
immunglobulinlerin ~ Fc  porsiyonuna  nonspesifik ~ baglanarak  antikorlarin
opsonizasyondaki etkinliklerini azaltmaktadir (53). Antijenik varyasyona sahip ca-
protein ise yiizey proteinlerindeki degiskenlik sayesinde bakterinin koruyucu antikorlar
tarafindan taninmasini engellemektedir (54). Fagositoz, bakterinin 6ldiirtilmesinde tam
etkin degildir. Katalaz enzimine sahip olmamasina ragmen oksijen radikallerine karsi
dayanikliligindan dolay1 fagosite olmus etken, canliligini 24 saatten fazla

stirdlirebilmektedir (55).

2.4.2. Hayvanlardaki enfeksiyonlar

Hayvanlarda GBS’lar tarafindan olusturulan en 6nemli enfeksiyon mastitistir.
Siit endiistrisinin ekonomik yonden en biiylik problemi olan bu hastalik, tiim laktasyon

stirecinde %25 oraninda siit veriminin kaybina neden olabilmektedir (56).

Diger hayvanlar ile ilgili yapilan arastirmalarda, Kornblatt ve ark. (57), kedi ve
kopeklerin solunum sistemi enfeksiyonlarindan, kandan ve diisiik dogum agirlikli kopek
yavrularindan GBS izole ettiklerini ve bu hayvanlardaki GBS enfeksiyonlarinin pek
gozlenmedigini vurgulamiglardir. Dow ve ark. (58), kusma, dolasim yetersizligi,
uyusukluk ve idrar yollarinda enfeksiyon bulunan kastre edilmis 12 yasindaki bir kedi
ile gli¢ dogum ve hemoraji bulgular1 saptanan 2.5 yasindaki bir baska kediden GBS
izole ettiklerini; yine benzer aragtirmalarda (59,60), siddetli diare gozlenen kopek
yavrulari, konjunktivitis gézlenen eriskin bir kdpek ve purulent vaginitis gézlenen bir
disi kopek ile pododermatitis gozlenen bir kediden alinan 6rneklerden GBS izole

edildigi rapor edilmektedir.

GBS’lar sigir ve koyunlarin meme bezleri ile kedi ve kopekler disinda sigir,
maymun, koyun, domuz ve atlarin tonsilleri ile tavsan ve domuzlardan da izole edilmis
ve oral enfeksiyonlara dikkat ¢ekilmistir. Ayrica kertenkele, kumru, balik, kurbaga, fare,

hamster, mastitisli deve ve multiple apseli fillerde de GBS izolasyonlar1 bildirilmistir

(8).
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Wibawan ve ark. (61), bataklik kunduzu ve besi domuzlarindan GBS izole
ettigini, dogal rezervuar olarak bilinen sigirlardan bu hayvanlara bulasma olabilecegini

ifade etmislerdir.

2.4.3. insanlardaki enfeksiyonlar

GBS’larin insanlarda gozlenen ve o6zellikle pneumoni, sepsis ve meningitis ile
karakterize olan enfeksiyonlari, yeni dogan bebeklerde (neonatal erken donem ve

neonatal ge¢ donem) ve erigkinlerde olmak {izere iki grupta degerlendirilmektedir

(1,62,63).

Neonatal erken donem enfeksiyonlar, dogum sonrasi ilk 24 saat ile bir hafta
arasinda ortaya ¢ikmakta ve GBS enfeksiyonlarinin %80’ini olusturmaktadir (4,28).
Bulagma genellikle hasta veya portdr anneden kongenital yolla, enfekte amniyotik
stvinin aspirasyonu yoluyla veya dogum esnasinda olmaktadir (63,64). Enfeksiyonun
seyrinde Oncelikle septisemi, pneumoni ve meningitis gozlenir (septisemik form) (63).
Bununla birlikte akcigerlerde epiteliyal hiicre hasari, yangisal infiltrasyon ve alveolar
hemoraji gibi patolojik bozukluklar sekillenir (4). Genelde ani sok sonucu O6lim
goriilmektedir. ilk iki giinde 6liim orani oldukga yliksek olup (%15-20) o6zellikle
prematiire bebeklerde bu oran %15-60’a kadar varabilmektedir (1).

Neonatal ge¢ donem enfeksiyonlar ise, dogumdan sonra ilk hafta ile 3. ayda
ortaya cikmaktadir. Bakterinin dolasim sistemine girmesi ve serebrospinal siviya
ulasmasi sonucu klinik tablo agirlasmaktadir. Ozellikle serotip III GBS’lar bakteriyemi
sonucu pyojenik meningitis ile karakterize ve 6liim orani yiiksek olan enfeksiyonlara
neden olur (28). Ayrica osteomyelitis ve artritis gibi lokalizasyonlar da
goriilebilmektedir (1,65). Bu enfeksiyonlarin hazirlayict nedenleri arasinda, plasental

membran riiptiirleri, prematiire dogumlar ve diisiikk dogum agirliklart sayilabilir (62).

Eriskinlerdeki GBS enfeksiyonlar1 daha ¢ok gebe ve dogum yapmis kadinlarda
goriilmektedir (1,63). Gebe kadinlarda GBS kolonizasyon orani ortalama % 5-35
arasinda degismektedir (28,64). Dogum yapmis kadinlarda endometritis, iiriner sistem
enfeksiyonlar1 ve sezaryen operasyonu sonrasinda ortaya cikan yara enfeksiyonlar ile

bunlara bagli bakteriyemi ve septisemi ile karakterize enfeksiyonlar goriilmektedir.
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Bunun disinda firsat¢1 patojen olarak GBS’larin, pyelonefritis, selliilitis, septik artritis,
meningitis ve endokarditis gibi enfeksiyonlara da neden oldugu bildirilmistir.
Vaginalarinda GBS bulundugu tespit edilen kadinlarin eslerinin % 50’sinin {iretrasindan

da bu bakteriler izole edilebilmektedir (1,31,66,67).

2.5. Virulens faktorleri ve enzim aktiviteleri
2.5.1. Kapsiil

GBS’larin bilinen en 6nemli virulens faktorii olan kapsiil, polisakkarit yapida
olup glikoz, galaktoz, N-asetilglikozamin, hyaluronik asit ve sialik asit gibi yliksek
molekiil agirlikli polimerlerden olugmaktadir (64,68). Kapsiiler polisakkarit, yapisindaki
N-asetilndraminik asit sayesinde bakteriyi fagositozdan korumakta ve komplementin
C3b faktoriiniin hiicre ylizeyine baglanmasin1 inhibe ederek alternatif yoldan
aktivasyonu  engellemektedir.  Onemli  patolojik  bozukluklarm  goriildiigii
enfeksiyonlardan izole edilen GBS etkenlerinin kapsiillii oldugu goézlenmistir (69).
Kapsiiliin yapisindaki karbonhidratlarin miktarlarinda ve dizilislerinde serotiplere gore
bazi varyasyonlar goriilmesine karsin serotip VIII'in  kapsiil yapisinda
N-asetilglikozamin yerine ramnoz yer alirken serotip VI’da ise N-asetilglikozamin
bulunmamaktadir (68). GBS serotip Ia, Ib ve III’te sialik asit (Noraminik asit)
molekiiliin terminal kisminda yer almakta ve virulenste onemli rol oynamaktadir.
Sialidaz enzimi ile muamele edilerek bu kismin koparilmasi1 sonucu serotip III'lin in
vitro ortamlarda, virulensini énemli derecede yitirdigi, opsonizasyon ve fagositozdan
etkilendigi tespit edilmistir (70,71,72). Kapsiilii olusturan komponentlerin 12 farkli gen
(lysR, cpsR, cpsA-cpst) tarafindan kodlandigi ve kapsiiler polisakkaritin serotip-

spesifitesinin ise CpSK genleri tarafindan belirlendigi bildirilmektedir (73).

2.5.2. Lipoteikoik asit

GBS’larin  hiicre duvarinda bulunan lipoteikoik asit, hiicre duvarinin
peptidoglikan katmani boyunca terminal glikolipidler ve sitoplazmik membran arasinda,
fosfatidil glikolipid yapilarina kovalent olarak bagl olup gliserofosfat polimerinine de
1,3 fosfodiester baglar1 ile baglanmis polifosfogliseroliin bir polimeridir (74,75,76).

Bakterinin Okaryotik hiicrelere tutunmasina aracilik ederek monositlerden yangisal
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sitokinlerin salinmasi ile bakterinin patojenitesinde 6nemli rol oynamaktadir (76).
Mastitis olgularinda sigir suslarinin meme epiteline adhezyon kabiliyetinde 6nemli rol
oynayan lipoteikoik asit bakterinin virulensini daha da arttirmaktadir. Serotipler
arasinda goriilen virulens farkliligmin bir nedeni de, lipoteikoik asit miktarina ve
cesitliligine bagli olarak konakci hiicre epitellerine adhezyon kabiliyetlerinin

degiskenliginden ileri gelmektedir (6,21,41).

2.5.3. Hemolizin

GBS’larin biiyiik cogunlugu tarafindan olusturulan hemolizin, ilk olarak 1934
yilinda Todd tarafindan tanimlanmistir. Hiicre yiizeyi ile iligkili bir molekiil olup
deterjan veya yiiksek molekiil agirlikli albumin ve nisasta igeren soliisyonlar ile hiicre
ylizeyinden ekstrakte edilebildigi bildirilmektedir (21). Bakterinin hemolitik aktivitesi
ile turuncu-kirmizi pigment olusumu arasinda kuvvetli bir genetik iligki bulunmaktadir
(6). Neonatal erken donem GBS enfeksiyonlarinda goriilen siddetli pneumonilerin
patolojik incelemelerinde, yaygin ve derin pulmoner hasarlarin bulundugu goézlenmis,
bu bozukluklara neden olan bakteriyel faktoriin gergekte bir sitolizin olan ve pulmoner
epiteliyal hiicreler iizerinde sitopatik etkiler olusturan GBS hemolizinleri oldugu

belirlenmistir (77).

2.5.4. CAMP faktor

GBS’larin identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan CAMP fenomeni, ilk
olarak 1944 yilinda Christie ve ark. tarafindan tanimlanmig, daha sonra bu fenomene
neden olan faktdriin 25 kDa’luk bir ekstraselliiler protein oldugu ortaya konulmustur
(78,79). CAMP faktor, Staphylococcus aureus’un olusturdugu bir beta hemolizin olan
sfingomyelinaz ile muamele edilen eritrositlerin membranini eritme yetenegine sahiptir
(80). GBS’lardaki CAMP faktoriin insan ve hayvanlardaki IgG ve IgM’in Fc
porsiyonuna nonspesifik olarak baglandigi ve ko-hemolitik aktiviteyi inhibe ettigi
gozlenmistir (53,81). CAMP fenomenine GBS’lardan baska serogrup G ve

Streptococcus uberis’te de rastlanmustir (82).
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2.5.5. Hyaluronidaz (Hyaluronate lyase)

GBS’larin virulens ve patojenitesinde olduk¢a 6nemli rol oynayan ve molekiiler
agirligr 121 kDa olan hyaluronidaz enzimi, hylB geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu
enzim, dokularda N-asetil-B-D-glikozamin ve D-glukuronik asit arasindaki glikozid
baglarin1 (hyaluronat) eriterek ortamin permabilitesini ve viskozitesini arttirmakta,
boylelikle bakterinin doku i¢inde kolayca yayilmasini saglamaktadir (16,50,83).
Konak¢inin deri, umblikal kord, sinoviyal sivi ve kikirdak dokusunda bulunan
hyaluronat, glikozid baglar1 ile bagli N-asetil-B-D-glikozamin ve D-glukuronik asit’in
olusturdugu bir glikozaminoglikan polimeridir ve 06zellikle yumusak dokulardaki
ekstraselliiler matrixin ana komponentini olusturmaktadir. Viicuttaki hyaluronat’in
%350’si deride bulunmaktadir. Hyaluronidaz enzimi, sigir ve koyunlarda meme epitelinin
biitiinliigiinii bozarak bakterinin meme dokusunda yayilmasina ve toksik etkilerini
gosterebilmesine olanak saglar (11,50). Bu enzim aktivitesi en fazla GBS serotip III’te
tespit edilmistir. Amniyotik sivilarda bu enzime rastlanmasi, GBS’larin plasental

bariyeri asabilmesinde bu enzimin etkili oldugunu ortaya koymustur (84).

2.5.6. Deoksiriboniikleaz (DN’az)

DN’az enzimi, GBS’lardan bagka serogrup A, C, D, E ve kismen de grup F, G ve
L streptokoklar tarafindan sentezlenen ve deoksiriboniikleik asidi (DNA) pargalayan bir
enzimdir (11). Irinin koyulugunu olusturan deoksiriboniikleo proteinleri depolimerize
ederek, ortami akici hale getirir. DN’azlarin, A, B, C ve D olmak iizere dort farkli
antijenik yapida oldugu belirlenmistir. Streptokok enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda,
B’ye karsi olusan antikor tespitinin 6nemli bir yeri vardir. Bu enzimler, streptokinaz ile
birlikte kullanilarak serdz bosluklarin iltihaplanmalarinda olusan yapisikliklarin
ayrilmasi ve irin kitlesinin akigkan hale getirilerek, bosaltilmasi amaci ile sagaltimda

kullanilmaktadir (11,19,85,86).

2.5.7. Streptokinaz (Fibrinolizin)

Streptokinaz (fibrinolizin), plazminojenin plazmine doniisiimiinii katalize eden

proteolitik bir enzimdir. Immunojenik karakterde olup spesifik antikorlar ile nétralize

16



edilebilir. Lezyonlarin periferinde fibrin bariyerinin olusumunu da inhibe etmektedir

(11,16).

Plazmin, organizmanin fizyolojik siirecinde ekstraselliiler matriks proteinlerinin
azaltilmasi, kan pihtilarinin  ¢6zlilmesi (fibrinolizis), hiicresel go¢ ve kanser

metastazinin onlenmesinde dnemli rol oynayan kuvvetli bir proteinazdir (5).

Mikroorganizmalar acgisindan plazmin, fibrinlerin ve ekstraselliiler matriks
proteinlerinin eritilmesi, doku bariyerlerinin asilarak derin dokulara ulasabilmesi
acisindan 6nemli rol oynamaktadir. Kazeinolitik bir enzim olan plazminin varlig, siitte

bakterinin tireyebilme yetenegini arttirir (11,87).

2.5.8. Noraminidaz

Noraminidaz, bircok streptokok tiirli tarafindan sentezlenen bir enzimdir. Bu
enzimin  etkileri, N-asetilnéraminik  asitin  aynstirilmasina  dayanmaktadir.
Noroaminidaz, iki farkli enzim tipine ayrilmaktadir. Ilki serogrup K’da goriilen ve
sigirlarda  salgisal musindeki néraminik asidi  ve si@ir  kolostrumundaki
N-asetilndraminillaktozu parcalayabilme yetenegindedir. ikinci enzim tipi de diger
streptokoklarda goriilen ve sigirlarda salgisal musindeki ndraminik asidi tamamen yok
etmekte ve kolostrumda N-asetilndraminillaktozdan néraminik asidin olusumunu
tamamen engellemektedir. Spesifik antikorlar ile notralize edilebilen bu enzimin

patojenik mekanizmast heniiz tam olarak netlik kazanmamistir (88).

Grup A ve grup B Streptokoklar tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda ve
ozellikle insanlarda Streptococcus pneumoniae’nin neden oldugu bakteriyel meningitis
olgularinda, anormal konsantrasyonlarda N-asetilndoraminik asidin tespiti, bu enzimin
sentezlendigini gostermektedir. Ayrica ndroaminidaz, IgG’lerin kimyasal yapisinda

degisikliklere neden oldugu bildirilmektedir (19).

2.6. Antijenik yap1

Hiicre duvarinda bulunan polisakkarit ve protein yapidaki antijenlerin
farkliliklarina gére GBS’lar 13 alt serotipe ayrilmustir. Polisakkarit yapida antijene sahip
olan serotipler Ia, Ib, II, III, TV, V, VI, VII ve VIII olarak tanimlanirken; protein
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yapidaki antijene sahip olan serotipler ise ¢, R ve X olarak adlandirilmistir. Ayrica
protein antijene sahip bazi GBS serotiplerinde Ra (R-associated antigen) olarak

adlandirilan protein yapida diger bazi antijenlerin de bulundugu tespit edilmistir

(8,9,89,90,91).

Isvegte yapilan bir arastirmada (92), bir insandan izole edilen ve GBS serotip I1I
olarak identifiye edilen bir susun molekiiler analizinde 95 kDa agirliginda bir protein
icerdigi gdzlenmis, Rib (Resistance to protease, immunity, group B) olarak adlandirilan
bu proteinin tip III polisakkarit antijen ile kombine olarak bulunabilecegi rapor

edilmistir.

Hiicre duvarindaki antijenik komponentleri kodlayan genler iizerine yapilan bir
aragtirmada (93), cB ve Rib protein antijenlerinin bag ve rib genleri tarafindan
kodlandig1 tespit edilmis, polisakkarit antijenlerin ise cps (6rn: CpSA, cpsB) olarak

bilinen ve alfabetik olarak adlandirilan genler tarafindan kodlandigi bildirilmistir (8).

Polisakkarit antijenler, hiicre duvarinda tek bagslarina bulunmalarinin yani sira
protein antijenler ile kombine halde de bulunabilmektedirler. Polisakkarit antijenine
sahip olmayan ve antijenik yapisi tanimlanamayan GBS serotipleri “Not Typed” (NT)
olarak adlandirilmiglardir. Polisakkarit ve protein yapidaki serotip antijenlerin
extraksiyonu en yaygin olarak sicak HCI ydntemiyle yapilmaktadir. Serotip-spesifik
antijenler, kapillar presipitasyon, koagliitinasyon ve double immundiffiizyon yontemleri

ile tespit edilebilmektedir (9).

2.6.1. Protein antijenleri
2.6.1.1. c-protein antijeni

GBS’larin en iyi tanimlanan virulens faktorlerinden biri olan yiizey antijeni c-
protein kompleksidir (28,33,94,95). Bu kompleks, co-, cp-, cy- ve cd- olarak
adlandirilan, serolojik olarak birbirinden farkli ve bagimsiz dort antijenik yapidan
olugsmaktadir. Pepsine duyarlilik gosteren bu yapilardan co- proteininin tripsine direngli,
cB- proteininin ise tripsine duyarli oldugu bildirilmektedir (8,96,97,98). Klinik

izolatlarin %40-60’1nda ve Ozellikle serotip Ia, Ib ve 1I’de c- proteine rastlanmaktadir
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(33,95). Serotip III’te bulunan yiizey protein antijeni ise Rib olarak adlandirilmistir (92).
Serotip V’te bulunan proteinin ise ca- proteine karsi olusan antikorlar ile kros reaksiyon
verdigi gozlenmistir. Bu suslarda bulunan her iki yiizey proteini ca- antijenine benzer
yapidadir (99). Suslarda bulunan ca- proteininin molekiil agirliginin 62.5 ile 200 kDa
arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. c¢f- komponenti ise serotip III’iin
kapstiler polisakkaritinde yer almakta ve bu yapi1 diger serotiplere karsi koruyucu
bagisikligin sekillenmesinde etkili olmaktadir. Polisakkarit antijenden bagimsiz olan cy-
protein antijeninin ise erken donem neonatal septisemi olgularindan izole edilen GBS
kiiltiirlerinin c- protein tasiyan suslarinin %37’°sini olusturdugu tespit edilmistir

(99,100).

GBS referans kiiltiirlerinden biri olan Ic (A 909) kiiltiirii, baslangicta Ia/ca-3
kiiltiirii olarak adlandirilmistir. Son yillarda yapilan taksonomik degisikliklerde Ic (A
909) referans kiiltiiri de Ica (335 Bevanger) ve Icp (70339 Bevanger) olmak iizere iki
alt sinifta degerlendirilmistir (95,96,97,101).

2.6.1.2. R antijeni

Sigirlardan izole edilen GBS’larin ilk tanimlanan serotip antijenleri, protein
yapida olan R ve X antijenleridir (102). R- protein, tripsine direncli, pepsine duyarlidir
(103). Serogrup A streptokoklarin yiizey antijenlerinden olan M ve T protein
antijenlerine benzerlik gosterir. GBS serotip R antijeni, serogrup A streptokok R 28
serotip antijeni ve serogrup C, G ve L streptokoklarda tespit edilen R antijenine
benzerlik gostermekte ve bu antijenler ile kros reaksiyon verdigi bildirilmektedir
(11,103,104,105,106). Serogrup A, B ve C streptokoklarda, presipitasyon reaksiyonlari
ile birbirinden ayirt edilebilen 4 farkli R proteini (R1, R2, R3 ve R4) tespit edilmistir
(91). Insanlardan izole edilen GBS’larin ¢ogunlukla R4 protein antijene sahip oldugu ve
Western blot yontemi ile yapilan analizlerde bu protein antijeninin, molekiiler agirliklart

84 kDa ile 200 kDa olan iki farkli komponentten olustugu tespit edilmistir (104).

Insanlardan izole edilen GBS’larda tespit edilen R antijeni, cogunlukla tip II ve

M1 polisakkarit antijenle birlikte kombine olarak bulunmaktadir (9).
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2.6.1.3. X antijeni

Grup B Streptokoklarin yiizey antijenlerinden biri olan X protein ilk olarak
Pattison ve ark. (102) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra yapilan calismalarda
(105,107) GBS serotip X antijeni, Grup G ve L streptokoklarda da belirlenmistir. X
protein antijeni pepsine tamamen, tripsine kismen duyarhidir. X protein antijeninin
Western blot analizinde, proteinin molekiil agirligi 200 kDa ve 100 kDa’luk iki farkli
komponentten olustugu tespit edilmistir (103,108,109).

Yapilan deneysel caligmalarda (109), X protein antijenine karsi sekillenen
antikorlarin koruyucu 6zellige sahip oldugu belirlenmistir. X proteine karst asilanmig
hayvanlarda siitteki somatik hiicre miktarinin asilanmamis hayvanlara gore daha hizli
arttigi ve asilanmis hayvanlardaki in vitro bakterisidal aktivitenin (fagositoz ve

opsonizasyon) de bariz bir artig gosterdigi tespit edilmistir.

X protein antijeninin, dzellikle sigirlarin mastitis olgularindan izole edilen GBS
suslarinda tespit edildigi ve izole edilen suglarda tek basmma veya polisakkarit

antijenlerle birlikte (6zellikle tip IV ve la antijenleri) kombine olarak bulundugu

bildirilmektedir (14,90).

2.6.2. Polisakkarit antijenleri
2.6.2.1. C-polisakkarit antijeni (Grup antijeni)

Streptokoklarin  hiicre duvarinda, kapsiil ile mukopeptid (peptidoglikan)
katmanlarinin arasinda yaygin olarak bulunan karbonhidrat katmania C-polisakkarit
ad1 verilmistir. Bu katmanin yapisindaki farkliliklara gore streptokoklar serolojik olarak

A’dan V’ye kadar adlandirilan serogruplara ayrilmistir (1,2,3,7,13,110).

Grup B Streptokoklarin grup spesifik C-polisakkarit antijeni, %45-50 L-ramnoz,
%11-17 D-galaktoz, %11-25 N-asetil-D-glikozamin ve glusitolfosfattan olugsmaktadir
(2,11,111).

C-polisakkaritin  yapisinda bulunan ramnoz, temel komponent olup

serogruplandirmada belirleyici (immunodominant) bir rol oynar. Ancak bu yap1 aym
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zamanda serogrup G ve Streptococcus penumoniae serotip 23 ile kros reaksiyon
vermektedir (11,111,112).

Streptokoklarin  serogruplandirilmas: amaciyla bakterinin hiicre duvarinda
bulunan serogrup antijeni (C-polisakkarit) cesitli yontemlerle ekstrakte edilebilmektedir.
Sicak HCI ekstraksiyonu, otoklav ekstraksiyonu, sicak formamid ekstraksiyonu ve nitrik
asit ekstraksiyonu, kullanilan baslica yontemlerdir (110). Bunun yaninda proneaz B ile
ekstraksiyon, fenol-su ekstraksiyonu, lizozim ve murolitik enzim (mutanolizin) ile

ekstraksiyon yontemlerinden de yararlanilabilecegi bildirilmektedir (113,114).

Serogrup antijenlerinin serogrup-spesifik antiserumlar ile tespiti amaciyla da
double immundiffiizyon, kapillar presipitasyon, stafilokokal ko-aglutinasyon ve lateks

agliitinasyon yontemleri kullanilmaktadir (19,115,116).

2.6.2.2. Serotip antijenleri

Serotip Ia ve Ib polisakkarit antijenleri, temel olarak birbirinden ayirt edilebilen
farkl1 glikozid baglarina sahip olup galaktoz ve N-asetilglikozamin igermektedir.
Glikozidik baglar, serotip la’da B (1—>4) ve serotip Ib’de B (1—3)’tir. Her iki
polisakkarit birbirlerinin izomerleridir, ancak antijenik farkliliklar1 bulunmaktadir. Ia
polisakkarit antijeni, galaktoz ve N-asetilglikozamin sekerlerini 3:1 oraninda igerirken
Ib polisakkarit antijeni ayn1 sekerleri 2:1 oraninda igerdigi ve ana komponentlerin tip Ia
suslarinda N-asetilglikozamin, tip Ib suslarinda ise glikozamin oldugu bildirilmistir

(9,117,118).

Tai ve ark. (119)’nmin yaptig1 bir arastirmada, Ib polisakkarit antijeninin
yapisinda galaktoz, glikoz, N-asetilglikozamin ve ndraminik asit’in bulundugu ve bu

komponentlerin sirastyla 2:1:1:1 oranlarinda oldugu tespit edilmistir.

GBS serotip Ia ve Ib suslari ile immunize edilen tavsanlardan native (néraminik
asit igeren) ve core (ndraminik asit icermeyen) polisakkarit antijenlerine karsi elde
edilen antiserumlarin kullanildig1 bir arastirmada (120), native ve core antijenleri
arasinda, serotip Ia suglarinda kismi benzerlik, serotip Ib suslarinda ise tam benzerlik

bulundugu bildirilmistir.
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Polisakkarit antijene bagli olarak bulunan ndéraminik asit, Ia antijenine 0zgii
olarak belirleyici bir komponenttir ve belirlenen serotipler arasinda Ia antijeninde en
yiiksek oranda bulunur (120). Polisakkarit antijende ndraminik asit igeriginin artmasiyla

tetrasiklinlere olan direncliligin de arttig1 tespit edilmistir (121).

GBS’larin insanlarin epiteliyal hiicrelerine tutunmalar ile ilgili olarak farelerde
yapilan deneysel caligmalarda, serotip Ia’nin polisakkarit kapsiiliiniin yoklugunda
virulensinin de 6nemli 6l¢iide azaldig1 bildirilmektedir (8). Fare denemelerinde serotip
Ib’nin native polisakkarit antijenine kars1 elde edilen monoklonal antikorlarin koruyucu
ozellikte olduklari, ancak core polisakkarit antijenine karsi olusan antikorlarin ise

koruyucu 6zellikte olmadig tespit edilmistir (122).

Insan, sigir, fare, balik ve kurbagalardan izole edilen GBS serotip Ib suslarinin
protein profillerinin benzer olmasina karsin suslar arasinda biyokimyasal 6zellikleri ile

ilgili farkliliklarin oldugu goézlenmistir (123).

GBS serotip II polisakkarit antijeni, B-galaktoz ve a-néraminik olmak {iizere iki
farkli komponent igermektedir. Buna gore serotip II polisakkarit antijenine karsi, birisi
sadece ndraminik asit igeren native antijen, digeri de hem native hem de néraminik asit
icermeyen core antijenleri ile ayr1 ayri reaksiyon veren iki farkli spesifitede antikor
sekillendigi tespit edilmistir (124). Hidroklorik asit, antijenik yapidaki labil determinant
olan ndraminik asiti yikilmadigindan, sicak-HCl yontemiyle ndraminik asit, tip II
polisakkarit antijeninden ayrigarak core antijen iceren ekstrakt elde edilebildigi

bildirilmektedir (8).

Native olarak bilinen tip II polisakkarit antijenin, galaktoz, glikoz, 2-asetamido-
2-deoksiglikoz ve noraminik asit yapilarini 3:2:1:1 oranlarinda; core olarak bilinen tip II
polisakkarit antijenin ise galaktoz, glikoz ve 2-asetamido-2-deoksiglikoz yapilarini
3:2:1 oranlarinda icerdigi tespit edilmistir (124). Lancefield ve ark. (125), fare
denemelerinde GBS serotip II suslarindaki native ve core polisakkarit antijenlerine karsi

olusan spesifik antikorlarin koruyucu 6zellikte olduklarini tespit etmislerdir.

GBS serotip III polisakkarit antijeni, Lancefield tarafindan serotip Ia, Ib ve II ile
birlikte ilk olarak tespit edilen polisakkarit antijenlerden biridir (120). Tip III
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polisakkarit antijeninin molekiiler agirligi 15 kDa olarak belirlenmis olup galaktoz,
glikoz, glikozamin, N-asetilglikozamin ve néraminik asitten olustugu bildirilmistir. Tip
IIT antijenini belirleyen determinantlarin ndéraminik asit oldugu, ancak néraminik asitin
tek bagina antijeniteyi belirlemedigi tespit edilmistir (126). Serotip III polisakkarit
antijenin de serotip Ia, Ib ve II suslarinda tespit edilen native ve core antijen formlari
bulunmaktadir. Native antijen, %24 noraminik asit, %25 galaktoz, %21 heptoz, %13
glikoz, %10 N-asetilglikozamin, %7 mannoz ve bazi aminoasitleri igermektedir. Core
antijen, Streptococcus pneumonia serotip 4 suslarindaki kapsiil polisakkariti ile
benzerlik gosterir ve bu suslardan hazirlanan HCI extraktlarin GBS serotip III spesifik
antiserumlar ile kros reaksiyon verdikleri gézlenmistir (126,127). Fare denemelerinde,
ndraminik asit igeren tip III native antijene karsi elde edilen monoklonal antikorlarin
(IgA, IgG veya IgM) genis bir koruyucu 6zelliklerinin oldugu, core antijene karsi elde

edilen monoklonal antikorlarin ise koruyucu 6zellikte olmadigi belirlenmistir (128).

GBS serotip IV polisakkarit antijeni ilk olarak Jelinkova ve Motlova (129)
tarafindan tespit edilmis, daha sonra antijenlerinin glikoz, galaktoz, N-asetilglikozamin
ve N-asetilnéraminik asit komponentlerinden olustugu ve bunlarin dagilim oranlarinin

ise 2:2:1:1 seklinde oldugu belirlenmistir (130).

GBS serotip V antijeninin pepsine duyarli ve 90 kDa’luk bir komponent oldugu;
yapisinin  glikoz, galaktoz, 2-asetamido-2-deoksiglikoz ve N-asetilndraminik asit
komponentlerinden olustugu ve bunlarin dagilim oranlarmin ise 3:2:1:1 oldugu tespit
edilmistir  (131). Iyon degisim kromotografisi yontemiyle yapilan saflastirma
caligmalarinda da (132), serotip V antijeninin yapisinda Fbs-protein ve Rib-benzeri
protein olarak adlandirilan iki yeni protein tespit edilmistir. Bu komponentlerden Fbs-
proteinin, GBS serotip V suslarmin %31’inde, Rib-benzeri proteinin ise suslarin

%359 unda bulundugu bildirilmistir.

GBS serotip VI polisakkarit antijeni ilk olarak Wilkinson (133) tarafindan
serotip VI aday1 olarak belirlenmis ve baslangicta “NT6” olarak adlandirilmistir. Daha
sonra Hunolstein ve ark. (134), tip VI antijeninin glikoz, galaktoz ve N-asetilnéraminik
asitten olustugunu ve bu komponentlerin 2:2:1 oranlarinda dagilim gdsterdigini, diger
serotiplerin aksine N-asetilglikozamin igermedigini bildirmislerdir. Fare denemelerinde,

tip VI polisakkarit antijen spesifik antiserumlarin koruyucu 6zellikte oldugu, bu bakteri
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suslarinin spesifik antikorlarin varhiginda fagositoz ve opsonizasyondan etkilendigini

rapor etmislerdir.

GBS serotip VII polisakkarit antijen ilk olarak Perch ve ark. (135) tarafindan
izole edilmis ve “7271” kodunda GBS tip aday1 olarak tanimlanmistir. Yapilan
analizlerde (136) tip VII polisakkarit antijenin yapisinin D-glikoz, D-galaktoz, N-asetil-
D-glikozamin N-asetilndraminik asitten olustugu ve bu yapilar1 2:2:1:1 oranlarinda
icerdigi tespit edilmistir. Bariz bir kapsiile sahip olan serotip VII referans susunun fare
denemelerinde virulensinin yiiksek oldugu ve tip-spesifik antikorlarin koruyucu
ozellikte oldugu gozlenmistir. Antijenik yapisinda siklikla ¢ ve R proteine ait
komponentlerin bulundugu ve bu komponentlerden dolay1 heterolog kiiltiirlerle kros

reaksiyon verdigi bildirilmistir (8,137).

GBS serotip VIII polisakkarit antijeni ilk 6nce “M9” sonra “JM9” olarak
kodlanmis ve en sonunda tip VIII (JM9) olarak tanimlanmistir (138). Tip VIII
polisakkarit antijen temel olarak D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz ve N-asetilndraminik
asit komponentlerini ayni oranlarda i¢erdigi bildirilmektedir (68,139). Tiim GBS serotip
VIII suglart N-asetilndraminik asit komponentini igermekle beraber suslarin yaklasik
yarisinin antijenik yapisinda ayrica R proteinine ait antijenik komponentlerin bulundugu

rapor edilmistir (140).

2.7. Lektinlere baglanma ozellikleri

Lektinler, yaygin olarak hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda tespit
edilmistir. Lektinler, spesifik olarak tanimlanabilen karbonhidrat yapilar ile kombine
olarak bulunabilmektedir. Bu 6zellikleri ile lektinler, hiicre duvar1 yapisinda bulunan ve

hiicreye 06zgii olan karbonhidrat yapinin karakterizasyonunda yaygin olarak

kullanilmaktadir (141,142,143).

Lektinler, hiicreler arasindaki adhezyonda onemli rol oynamaktadirlar. Bir
lektin, genellikle karbonhidrat rezidiilerine gore iki veya daha fazla baglanma bolgesine

sahip olabilmektedir (143).

Kan hiicreleri ile olan reaksiyonlarindan dolay: lektinler {izerinde kapsamli

calismalar yapilmistir. Yapilan arastirmalarda (142,144,145) kullanilan lektinler,
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tavsanlardan elde edilen antiserumlardan daha spesifik reaksiyon vermeleri, kolay ve
ucuz bir sekilde elde edilmelerinden dolay1 pratik kullanim alani bulmustur. Ilk olarak
Landsteiner, lektinlerin immunolojik olarak belirleyici olan spesifik antikorlarla birlikte
kullanildiginda hiicresel antijenlerle kompetitif olarak reaksiyona girdiklerini ve

spesifik antikor yanitin1 inhibe edebildiklerini tespit etmigtir (143).

Hiicre duvarinin spesifik terminal yapilar1 N-asetil-B-D-galaktozamin olan
serogrup C streptokoklarin bazi lektinler ile olan agliitinasyon reaksiyonlari, galaktoz
veya laktoz ile inhibe edilebilmektedir. Bu hiicre duvart karbonhidrat yapilari,
streptokoklarin spesifik antikorlar ve lektinler ile olan reaksiyonlarindan sorumlu olarak

kabul edilmektedir (141).

Motlova ve ark. (146), inceledikleri GBS suslarindan 52 adet serotip IV, 34 adet
serotip V ve 7 adet NT6 susunun sialik asit-spesifik lektin olan Cepaea hortensis ile

agliitinasyon verdigini bildirmiglerdir.

Munoz ve ark. (144), insanlardan izole edilen GBS suslarinin %?24’iinitin bir
veya birden fazla lektin ile agliitinasyon verdigini; Kellens ve ark. (147) ise insanlardan
izole edilen 95 adet GBS susunun lektinlerle gézle goriiliir agliitinasyon gostermedigini,
ancak tripsin ile muamele edildikten sonra %44.2’sinin bir veya birden fazla lektin ile

agliitinasyon gosterdigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Grup B Streptokok (Streptococcus agalactiae) suslari

Arastirmanin materyalini, Van ve yoresindeki ¢esitli isletmelerde yetistirilen 375
adet sagmal inekten alinan 1400 siit 6rneginden izole ve identifiye edilen 76 adet GBS
susu ile Van Dogumevi Poliklinigine gelen hastalardan aliman 300 adet vaginal sivap
orneginden izole ve identifiye edilen 72 adet GBS susu olmak iizere toplam 148 GBS
susu olusturdu (Tablo 1).

Tablo 1. Sigir ve insanlardan alinan 6rneklerin konakgr ile kaynaklara gore dagilimi

Konakel Kaynak Alman ornek sayisi
Ercig- Ulupamir 300
Ercis- Cakirbey 288
Sigir Saray- Donerdere 340
Merkez- Canik 160
Van il merkezi 312
Insan Van Dogumevi 300
Toplam 1700

3.1.2. Referans suslar

Streptococcus agalactiae serotip Ia (090), Ib (H 36 B), Ic (A 909), II (18 RS 21),
I (6313), IV (3139), V (SS 1169), VII (7271), VIII (JM9 130013), R (25/60
Compton), X (24/60 Compton) ve Staphylococcus aureus Cowan I (NCTC 8530)
referans suslar1 Prof. Dr. Christoph LAMMLER (Justus Liebig University, Veterinary

Faculty, Department of Pharmacology Giessen /Almanya)’den temin edildi.
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3.1.3. Besi yerleri

GBS’larin  izolasyon ve identifikasyonu ile biyokimyasal Ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla; Blood Agar Base (Merck), Edwards Medium (Oxoid), Todd
Hewitt Broth (Oxoid), Brain Heart Infusion Broth (Oxoid), Phenol Rot Broth (Merck),
Columbia Agar Base (Oxoid), Tryptic Soy Broth (Difco), Mueller Hinton Agar (Oxoid),
Agar Bacteriological (Oxoid) besi yerleri kullanildi. Besi yerleri iiretici firmanin

onerdigi sekilde hazirland.

3.1.4. Cozeltiler ve test ortamlari

Sodyum hippurat solisyonu (%1): 1 gr Na-hippurat, 50 ml steril distile suda

¢cOzdiirtildii ve ¢ozelti 100 ml’ye tamamlandi.

Ninhidrin soliisyonu (%3.5): 3.5 gr ninhidrin, esit miktardaki butanol ve aseton

karisiminda ¢ozdiiriildi ve ¢ozelti ayni karisim ile 100 ml’ye tamamlandi.

Karbonhidrat soltsyonlari (%10): 10 gr karbonhidrat (salisin, laktoz, trehaloz,
raffinoz, inulin), 50 ml steril distile suda ¢ozdiirildi ve karistim 100 ml’ye

tamamlandiktan sonra tindalizasyon yontemi ile sterilize edildi.
HCI solisyonlari:

1 N HCI : 828 ml HCl (%37), 91.72 ml steril distile su ile karistirilarak

hazirlandi.

0.2 N HCI : 1.65 ml HCI (%37), 98.35 ml steril distile su ile karistirilarak

hazirlandi.
NaOH solisyonlari:

1 N NaOH : 4 gr NaOH, steril distile su i¢inde c¢ozdiiriilip 100 ml’ye

tamamlandi.

0.1 N NaOH : 0.4 gr NaOH, steril distile su i¢inde ¢ozdiiriilip 100 ml’ye

tamamlandi.

0.2 N NaOH : 0.8 gr NaOH, steril distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip 100 ml’ye

tamamlandi.
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PBS (Phosphate Buffered Saline) Cozeltileri:

Aragtirmada kullanilan, farklt molarite ve pH’lara sahip her bir PBS ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda; 8.76 gr NaCl (0.14 M) lizerine asagida her bir molarite i¢in ayr1 ayri
hazirlanan Na,HPO4.2H,O ve KH,POs c¢ozeltilerinden 250’ser ml ilave edildi.
Cozeltinin pH’s1t Na,HPO4.2H,O ve KH,PO4 c¢ozeltileri uygun oranlarda bir litreye
tamamlanacak sekilde karistirilarak pH metre cihazi (Mettler-Toledo MP230- U.K.) ile
ol¢iilmek suretiyle ayarlandi. Hazirlanan PBS ¢ozeltileri gerek goriildiigiinde otoklavda

sterilize edildi.

0.5M PBS igin :

Na,HPO4.2H,0 89 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlandi.
KH,POq4 68 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 It’ye tamamlandi.
0.2 M PBSicin :

Na,HPO4.2H,0O 35.6 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlandi.
KH,PO4 27.2 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlandi.
0.05 M PBS igin :

Na,HPO4.2H,0O 8.9 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlanda.
KH,PO4 6.8 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlanda.
0.03 M PBS igin :

Na,HPO4.2H,O 5.34 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 1t’ye tamamlandi.
KH,PO4 4.08 gr = Distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 It’ye tamamlandi.

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS): 8.76 gr NaCl, distile su iginde ¢ozdiiriilip 1 1t’ye

tamamlanda.

0.2 M Sodyum sitrat cozeltisi : 0.47 gr Sodyum sitrat, distile su i¢inde

¢ozdiiriiliip 10 ml’ye tamamlandi.

0.002 M Fosfat buffer ¢ozeltisi ( pH 6.8): 0.36 gr Na,HPO, (2H,0), steril distile

su icinde ¢ozdiiriiliip 1 1t’ye tamamlanda.
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Fenol red ¢ozeltisi (%1.5 alkolli):

Phenol rot 0.4 gr
NaOH (N/20)* 23.5 ml
Etil alkol 1.5 ml
Distile su 75 ml

* 1 N/20 NaOH i¢in 0.002 gr NaOH, 1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii

Agaroz jel (AGPT igin):

Agarose (Purified Agar) 1 gr
Polyethylenglikol (Tip 6000) 3gr
Natrium azide (NaNj3) 0.05 gr
PBS (0.5 M, pH 7.5) 50 ml
Distile su 50 ml

0.2 M Tris-HCI buffer (pH 6.8):

Tris 2.4 gr

Tween 20 0.1 ml
Natrium azide (NaN3) 0.01 gr
Distile su 100 ml

Karigimin pH’s1 1 N HCl ile ayarland:

4-Methylumbelliferyl ile konjuge substratlar:

Stok sollsyonlari : 0.2 ml N,N-dimethylformamide icerisinde 15uM N-acetyl-3-
D-glikozaminide, 0.2 ml Dimethylsulfoxide icerisinde 15uM [(-galaktopyranoside ve
0.2 ml Dimethylsulfoxide igerisinde 15uM B-D-glucuronide ¢ozdiiriildii.

0.2 M Na-acetat coOzeltisi (pH 5.2) : 2.72 gr Na-acetat, distile su iginde

cozdiiriilerek 100 ml’ye tamamlanda.

Substratlarin Kullanim soliisyonlari : Her bir substrat stok soliisyonun 0.2 ml’si

Na-acetat ¢ozeltisi ile 10 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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3.1.5. Deneme hayvanlari

GBS serotip-spesifik antiserumlarin elde edilmesi i¢in yapilan immunizasyon
isleminde 2-2.5 kg agirliginda saglikli, eriskin New Zealand irki beyaz tavsanlar
kullanild1 (9).

3.2. Metot
3.2.1. izolasyon
3.2.1.1. Hayvanlardan izolasyon

Bu amagcla Van ve yoresindeki ¢esitli isletmelerde yetistirilen 375 adet sagmal
inekten toplam 1400 siit 6rnegi alindi. Siit 6rnekleri alinirken dnce meme baglart %70
alkollii pamukla silindi ve sagilan ilk siit disar1 atildi. Daha sonra kapakli steril tiiplere
8-10 ml miktarinda siit 6rnekleri alind1 ve soguk zincirde muhafaza edilerek kisa siirede
laboratuvara getirildi (148). Ornekler iyice homojenize edildikten sonra 0.1’er ml
alimarak Edwards medium’a ekimleri yapildi. Besi yerinin 37°C’de 24 saat slireyle
inkiibe edilmesinden sonra besi yerinde iireyen eskulin negatif ve pozitif koloniler
katalaz aktivitesi yoniinden incelendi (5,6,19). Katalaz negatif oldugu tespit edilen
koloniler Gram yontemiyle boyanarak incelendi. Gram pozitif, zincir big¢imindeki
koklar Streptococcus spp. olarak identifiye edildi (2,13,19,110) ve serogruplandiriimak

tizere ayrildi.

3.2.1.2. insanlardan izolasyon

Insanlardan GBS izolasyonu amaciyla Van Dogumevi poliklinigine Van ve
yoresi ile Hakkari, Agri, Bitlis ve Mus gibi yakin il ve il¢elerinden gelen toplam 300
hastanin poliklinik hekimleri tarafindan spekulum kullanilarak steril sivaplarla vaginal
ornekleri alindi. Alinan sivap drneklerinin transportu ve 6n zenginlestirmesi amaciyla,
yar1 kat1 selektif Todd-Hewitt Broth (THB) (2 gr agar, 8 mg gentamisin ve 15 mg
nalidiksik asit / 1t ile supplemente edilmis)’a konuldu ve hafif¢ce karistirildi (30,149).
Besi yerinin 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra oOrnekler Edwards

mediumda pasajland1 ve besi yeri 37°C’de 24 saat inkiibe edildi (150). Besi yerinde
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iireyen eskulin negatif ve pozitif koloniler katalaz aktivitesi yoniinden incelendi.
Katalaz negatif oldugu tespit edilen koloniler Gram yontemiyle boyanarak Gram pozitif,
zincir bicimindeki koklar Streptococcus spp. olarak identifiye edildi ve

serogruplandirilmak iizere ayrildi (1,2,7,13,110).

3.2.2. identifikasyon
3.2.2.1. Serogruplandirma

Insan ve hayvanlardan izole edilen Streptokoklarin lateks agliitinasyon yontemi
ile serogruplandirmasinda, ticari lateks agliitinasyon kiti (AVIPATH-STREP /
OMEGA® Diagnostic Ltd. U.K.) kullamild1 ve test, prospektiisiinde onerildigi gibi
uygulandi.

3.2.2.2. Serotiplendirme
3.2.2.2.1. immunizasyon

Referans serotip inokulumlarin hazirlanmasi : Bunun i¢in, her bir referans
GBS serotip kiiltiirtinden 200 ml THB’a ekimler yapildi ve buyyonlar 37°C’de 18-24
saat slireyle inkiibe edildi. Bakteri kiiltiirleri santrifiij edildi (10.000 x g, 15 dk.;
ALC — PK 131R Multispeed Refrigerated Centrifuge - Italy) ve supernatant ayrildi.
Elde edilen sediment, 3.1.4.te belirtilen steril 0.2 M PBS ile (pH 7.6) ili¢ kez
yikandiktan sonra 20 ml PBS ile sulandirildi. Polisakkarit antijene sahip olan serotip (Ia,
Ib, II, III, 1V, V, VII, VIII) kiiltiirlerden hazirlanan siispansiyonlar 60°C’de 30 dk;
protein antijene sahip olan serotip (Ic, R, X) kiiltlirlerden hazirlanan siispansiyonlar ise
60°C’de 60 dk siireyle calkalayicili su banyosunda (Memmert — Germany) inaktive
edildi. Bakteri siispansiyonlarinin sterilite kontrolii i¢cin kanli agara ekimler yapild1 ve
besi yerlerinin 37°C’de 18-24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra lireme goriilmeyen

bakteri slispansiyonlar1 immunizasyon igleminde kullanildi (9,151).

Immunizasyon : GBS serotip-spesifik antiserumlarin elde edilmesi amaciyla
3.1.5.’te belirtilen tavsanlar kullanildi. Immunizasyon islemine baslamadan o6nce

tavsanlardan 1’er ml kan alinarak santrifiij edildi (2.000 x g, 15 dk) ve serumlar1 ayrildi.
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Serumlar, AGPT’de her bir referans GBS serotip-spesifik antijen (HCIl ekstrakt) ile
serotip-spesifik antikor varligi yoniinden incelendi ve negatif sonu¢ veren hayvanlar

immunizasyonda kullanild1 (9).

Immunizasyon isleminde, her bir GBS serotipi i¢in iki ayr1 tavsan kullanildi. Her
bir GBS serotipi igin ayr1 ayr1 hazirlanan inokulumlardan tavsanlara intravendz olarak
0.5 ml enjekte edildikten bir hafta sonra, haftada li¢ kez gilinasir1 olacak sekilde dort
hafta siire ile 1’er ml inokule edilerek immunizasyon islemine devam edildi. Son
enjeksiyondan 4-5 giin sonra antikor varligi ve titresini kontrol etmek ic¢in kan 6rnekleri
alindi ve AGPT’de incelendi. Antikor titresinin 1/16’dan daha az oldugu tespit edilen
hayvanlarda immunizasyon islemine 1-2 hafta stireyle ayni sekilde devam edildi (9). Bu
sire sonunda genel anestezi altinda tavsanlarin kalplerinden 20-50 ml miktarlarinda kan

alind1 ve sonra hayvanlara 6tenazi uygulandi.

Alman kan 6rnekleri santrifiij edilerek (2000 x g, 15 dk) serumlar1 ayrildi. Elde
edilen antiserumlar birer ml olacak sekilde ayrilarak incelenene kadar -20°C’de

saklandi.

3.2.2.2.2. Monospesifik antiserumlarin elde edilmesi

Kros reaksiyonlarin incelenmesi : Tavsanlardan elde edilen GBS serotip-
spesifik antiserumlarin spesifitesini tespit etmek amaciyla 3.2.3.4. ve 3.2.3.5.°te
belirtilen AGPT ve ko-agliitinasyon testleri kullanildi. Her bir serotip-spesifik
antiserum, 3.2.3.3. te belirtildigi sekilde homolog ve heterolog referans serotip
kiiltiirlerinden hazirlanan antijenler (HCI ekstrakt) ile ayr1 ayr1 test edildi. Her bir GBS
serotip-polispesifik antiserum, kullanildig1 testte kros reaksiyon verdigi heterolog

referans GBS serotip kiiltiirleri ile ayr1 ayr1 adsorbsiyon iglemine tabi tutuldu (9).

Adsorbsiyon islemi : Tavsanlardan elde edilen GBS serotip-polispesifik
antiserumlarin adsorbsiyon iglemi i¢in dnce referans GBS serotip kiiltiirleri ayr1 ayr1 200
ml THB’de 37°C’de 40 saat siireyle iiretildi. Elde edilen bakteri kiiltiirleri santrifiij
(10.000 x g, 20 dk) edilerek supernatanti ayrildiktan sonra elde edilen bakteri ¢okeltisi
0.14 M NaCl (FTS) ile 3 kez yikand1 ve son olarak 10 ml FTS ile sulandirildi.
Polisakkarit antijene sahip olan serotip (Ia, Ib, II, III, IV, V, VII, VIII) kiiltiirlerden
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hazirlanan siispansiyonlar 60°C’de 30 dk; protein antijene sahip olan serotip (Ic, R, X)
kiiltiirlerden hazirlanan siispansiyonlar ise 60°C’de 60 dk siireyle calkalayicili su
banyosunda (Memmert — Germany) inaktive edildi. Bakteri slispansiyonlarinin sterilite
kontrolii i¢in kanli agara ekimler yapildi ve besi yerlerinin 37 °C’de 18-24 saat siireyle
inkiibasyonundan sonra tireme goriilmeyen bakteri siispansiyonlar1 polispesifik

antiserumlarin adsorbsiyon isleminde kullanildi (9).

Adsorbsiyon islemi i¢in; adsorbe edilecek her bir polispesifik antiserum, kros
reaksiyon verdigi her bir referans GBS serotip kiiltlirlinden yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan bakteri slispansiyonu ile 2/1 oraninda karistirildi ve oda sicakliginda 1 saat
siire ile calkalamak suretiyle (GFL — 3017 Orbital Shaker — Germany) muamele edildi.
Karisim santrifiij (10.000 x g, 20 dk) edildikten sonra elde edilen her bir antiserum
homolog ve heterolog referans GBS serotip kiiltiirlerinden hazirlanan antijenler (HCI1
ekstrakt) ile test edildi. Her bir GBS serotip-spesifik antiserum sadece homolog referans
GBS serotip antijen ile reaksiyon verene kadar adsorbsiyon islemine devam edildi. Bu
sekilde elde edilen referans GBS serotip-monospesifik antiserumlar, incelenecek GBS

suslarinin serotiplendirilmesinde kullanilmak iizere -20°C’de saklandi (9).

3.2.2.2.3. Serotip spesifik antijenlerin ekstraksiyonu (HCI ekstrakt)

Bu amagla, referans GBS serotip kiiltiirleri ile incelenecek GBS kiiltiirlerinin her
biri 40 ml THB’de 37°C’de 18-24 saat siireyle iiretildi ve bakteri kiiltiirleri santrifiij
(10.000 x g, 20 dk) edildi. Bakteri ¢okeltisi FTS ile 3 kere yikandiktan sonra 350 pl 0.2
N HCI ile siispanse edilerek c¢alkalayicili su banyosunda 52°C de 2 saat bekletildi.
Bakteri siispansiyonu tekrar santrifiij (10.000 x g, 20 dk) edildikten sonra elde edilen
supernatant ayrildi ve lizerine 1 damla fenol red ¢ozeltisi ilave edilerek pH’s1 1 N NaOH
ile notralize edildi. Bu sekilde elde edilen HCl-ekstrakt, seotiplendirmede kullanilmak
tizere -20°C’de saklandi (9,13,110).

3.2.2.2.4. Agar jel presipitasyon testi (AGPT)

GBS serotip antijenlerin AGPT ile tespiti i¢in, igerigi 3.1.4.’te belirtilen agar jeli

hazirlandi. Belirtilen karisim alev iizerinde sik sik karistirilmak suretiyle 1sitilarak
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berrak bir goriintii saglanincaya kadar eritildi ve plastik petri kutularma (100x16 mm,
Greiner™) 12-15 ml miktarinda dokiildii. Jel polimerize olduktan sonra, agar jel {izerinde
perforatdr araciligiyla biri merkezde 6’s1 onun cevresinde, her biri digerinden 5 mm

uzaklikta 2.5 mm capinda toplam 7 kuyucuk acildu.

Test i¢in, ac¢ilan kuyucuklardan ortadakine 10 pul GBS serotip monospesifik
antiserum, cevresindekilere de 10’ar pl ayr1 ayri incelenecek GBS Kkiiltiirlerinden
hazirlanan HCI ekstraktlar1 konuldu. Petri kutular1 oda sicakliginda nemli ortamda 24-
48 saat siireyle bekletildikten sonra antiserum kuyucugu ile ekstrakt kuyucuklari
arasinda  sekillenen  presipitasyon  bantlar1  c¢iplak  gozle  degerlendirildi

(5,8,105,152,153).

3.2.2.2.5. Ko-agliitinasyon yontemi

GBS serotip antijenlerinin ko-agliitinasyon yontemi ile tespitinde kullanilan
reaktanin hazirlanmasi igin 6nce Staphylococcus aureus COWAN 1 kiiltiiri 1000 ml
Tryptic Soy Buyyonda 37°C’de 18 saat siireyle iiretildi. Elde edilen stafilokok kiiltiirii
santrifiij edilerek supernatant ayrild1 ve bakteri ¢okeltisi steril 0.03 M PBS (pH 7.3) ile
2 kere yikandiktan sonra %0.5 formaldehit iceren 20 ml PBS ile sulandirildi. Bakteri
siispansiyonu oda sicakliginda 3 saat siireyle bekletildikten sonra PBS ile 4 kez yikandi
ve bakteri ¢okeltisi %0.1 NaNjs iceren steril PBS ile sulandirildi (1gr yas agirlik/10ml
PBS). Daha sonra bakteri siispansiyonu 80°C’de 10 dk siireyle inaktive edildi. Sterilite
kontrolii i¢in inaktive edilen stafilokok siispansiyonundan kanli agara ekim yapild1 ve
besi yeri 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra inaktif stafilokok siispansiyonu ko-

agliitinasyon reagentinin hazirlanmasinda kullanildi (115,153).

Ko-agliitinasyon reagentinin hazirlanmasi i¢in yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan stafilokok siispansiyonunun 1 ml’si 0.14 ml GBS serotip-spesifik antiserum
ile karistirlldi ve oda 1sisinda calkalayicida 45 dk siireyle muamele edildi. Karisim,
0.2 M Tris-HCl (pH 6.8) ¢ozeltisi ile 2 kere yikandiktan sonra elde edilen bakteri
cokeltisi 1 ml ¢ozelti ile sulandirildi. Bu sekilde her bir referans GBS serotip-
monospesifik antiserum ile ayri ayr1 hazirlanan ko-agliitinasyon reagenti testte

kullanilmak tizere +4°C’de sakland.
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Ko-agliitinasyon testi i¢in, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 20ul ko-
agliitinasyon reagenti ile 3.2.3.3.” te belirtildigi sekilde GBS Kkiiltiirlerinden hazirlanan
20ul HCl-ekstrakti temiz bir lam iizerinde karistirildi ve lam dairesel olarak yavasca
hareket ettirildi. Bir dakika icinde goriilen agliitinasyon reaksiyonu pozitif olarak
degerlendirildi. Her serotip i¢in yapilan testte referans GBS serotip-spesifik ko-
agliitinasyon reagenti ile pozitif kontrol i¢in homolog referans GBS serotip antijeni;

negatif kontrol i¢in de FTS kullanild1 (8,22,115,153).

3.2.2.3. Biyokimyasal testler
3.2.2.3.1. Hemoliz testi

GBS Suslarmin hemolitik 6zelliklerinin tespiti i¢in %5 defibrine koyun kanl
agar kullanildi. Test i¢in, 24 saatlik taze kiiltiirlerden besi yerinde tek koloni olusacak
sekilde ¢izme yoOntemiyle ekimler yapildi ve kiiltlirler 37°C’de 18-24 saat siireyle
inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireyen kolonilerin etrafinda tam bir hemoliz alani
olugmasi - hemoliz, kolonilerin etrafinda yesillenme ile karakterize hafif hemolitik
alanin olusmasi o- hemoliz, koloni etrafinda hemoliz alaninin goériilmemesi de y-

hemoliz (non hemolitik) olarak degerlendirildi (8,19,64,110,153).

3.2.2.3.2. Eskulin hidrolizi

Test i¢in incelenecek GBS suslarindan hazirlanan 24 saatlik taze kiiltiirlerden
Edwards mediuma ekimler yapildi. Besi yerinin 37°C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyonundan sonra koloni renginin siyahlasmasi pozitif olarak degerlendirildi

(13,19,110).

3.2.2.3.3. Sodyum hippurat hidrolizi

Test ortamui i¢in, 3.1.4.’te belirtilen sodyum hippurat ¢ozeltisi steril tiiplere 0.4’er
ml olacak sekilde taksim edildi. Test i¢in, incelenecek GBS suslarindan hazirlanan 24
saatlik taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu bakteri kolonisi sodyum hippurat ¢ozeltisinde
siispanse edildi. Test ortam1 35-37°C’de 3 saat siireyle inkiibe edildi ve iizerine 3.1.4.’te

belirtilen ninhidrin soliisyonundan 0.2 ml ilave edildi. Karigim 37°C’de 10 dk
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bekletildikten sonra test ortaminda koyu mavi veya lacivert rengin olusmasi pozitif, agik

mavi veya renk degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirildi (7,19,110,154).

3.2.2.3.4. CAMP testi

Test i¢in, %5-7 koyun kanli agarda petri kutusunun ¢ap hatti boyunca ¢izgi
seklinde Staphylococcus aureus COWAN | susunun 24 saatlik taze kiiltiiriiniin ekimi
yapildi. Bu ekim hattina 3-5 mm uzakliktan bagslayan ve dikey hat boyunca uzaklagan
GBS suslarinin 24 saatlik taze kiiltiirlerinin ekimi yapildi. Kiiltiirlerin 35-37°C’de 18-24
saat siireyle inkiibasyonundan sonra, Staphylococcus aureus COWAN | kiiltiiriiniin ekim
hattinin g¢evresindeki belirgin olmayan hemoliz alaninda GBS Kkiiltiirlerinin yarim ay
veya ok seklinde tam bir hemoliz alani olusturmalar1 pozitif olarak degerlendirildi

(8,13,152,153,155).

3.2.2.3.5. Karbonhidrat fermentasyon testi

Test ortami i¢in, Phenol Rot Broth kullanildi. Hazirlanan test ortami, tiiplere
4.5 ml olacak sekilde taksim edildi. Otoklavda sterilize edildikten sonra tiiplere 3.1.4.’te
belirtildigi sekilde hazirlanan karbonhidrat c¢oézeltilerinden (salisin, laktoz, trehaloz,
raffinoz ve inulin) son konsantrasyonu %1 olacak sekilde 0.5’er ml ilave edildi. Test
icin, incelenecek GBS suslarindan hazirlanan 24 saatlik taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu
bakteri kolonisi karbonhidrat iceren buyyona inokule edildi. Buyyonlarin 37°C’de
24-96 saat siireyle inkiibasyonundan sonra normalde kirmizi renkte olan besi yerinin
sart renge doniismesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi ise negatif olarak

degerlendirildi (5,8,13,110,152,153,155).

3.2.2.3.6. Basitrasin duyarhhik testi

Bunun i¢in Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemi kullanildi. Test i¢in Once
incelenecek GBS suglarinin 24 saatlik taze kiiltiirleri THB’a inokule edildi ve
buyyonlarin 37°C’de 2-3 saat siireyle inkiibasyonundan sonra elde edilen her bir
kiiltiirden steril sivap araciligr ile Mueller Hinton Agar’a yayma ydntemi ile ekim
yapildi. Oda sicakliginda 15-30 dk bekletildikten sonra besi yeri lizerine Basitrasin diski
(Oxoid DD2- 10 Unit) yerlestirildi ve kiiltiirler 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Bu
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siire sonunda disk etrafinda olusan inhibisyon zonunun ¢ap1 Slgiilerek degerlendirme
yapildi. Disk etrafinda 10 mm ve {izerinde inhibisyon zonu olusan suslar duyarli olarak

degerlendirildi (5,13,27,110).

3.2.2.3.7. Pigment olusumu

Incelenecek GBS kiiltiirlerinden Columbia agara ekimler yapildi1 ve besi yerleri
anaerobik ortamda 37°C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda

kolonilerde sari-kirmizi-turuncu renkte pigment olusumu pozitif olarak degerlendirildi

9).

3.2.2.3.8. Deoksiriboniikleaz (DN’az) testi

Incelenecek GBS Kkiiltiirleri birer cm araliklarla DN’az agara nokta tarzinda
ekilerek 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siire sonunda besi yerinin iizerine
3.1.4.’te belirtildigi sekilde hazirlanan 5 ml 1 N HCI dokiildii ve 5 dk iginde koloni

etrafinda seffaf bir zonun olusumu pozitif olarak degerlendirildi (19).

3.2.2.3.9. 4-Metilumbelliferil ile konjuge substratlar

GBS’larin N-asetil B-D glikozaminidaz, - galaktozidaz ve B-D-glukuronidaz
enzim aktivitelerinin 6l¢iimiinde 4- metilumbelliferil ile konjuge substratlardan
yararlanildi. Test, fluoresan vermeyen 4- metilumbelliferil ile konjuge substratlardan
bakteriyel enzimlerin etkisiyle serbest kalan ve fluoresan verme ozelligine sahip 4-
metilumbelliferon’un Ol¢limiine dayanmaktadir. Enzim aktivitelerinin tespitinde 4-
metilumbelliferil - N - asetil B - D glikozaminid, 4- metilumbelliferil - B - D
galaktopiranosid ve 4- metilumbelliferil - B - D glukuronid substratlar1 kullanildi. Test
icin, 3.1.4.’te belirtildigi sekilde Oncelikle substratlarin ayri ayr1 stok ve kullanim
sollisyonlart1 hazirlandi. Enzim aktivitelerinin tespiti i¢in incelenecek bakteri
kiiltiiriinden bir 6ze dolusu koloni nokta tarzinda Whatman No 1 filtre kagidi tizerinde
ezilerek yayildi ve iizerine hazirlanan substratin kullanim soliisyonundan bir damla
damlatildi. Etiivde 37°C de bir saat siireyle bekletildikten sonra iizerine bir damla
0.1 N NaOH ilave edildi ve 365 nanometre dalga boyunda 151k veren wood lambasi
(CAMAG®-022.9241) ile karanlik ortamda incelendi. Parlak mavi renkte fluoresan
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rengin goriilmesi, incelenen enzim aktivitesi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi

(105,156,157).

3.2.3. Hemagliitinasyon testi

Bunun i¢in, tavsanlardan intravendz yolla alinan 5 ml kan, 3.1.4.’te belirtildigi
sekilde hazirlanan 0.5 ml 0.2 M steril sodyum sitrat (pH 5.2) ile karistirildi ve
2.000 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant (plazma), bir baska steril tiipe
aktarildiktan sonra eritrosit ¢okeltisi steril FTS ile 2 kere yikand1 ve son konsantrasyonu

%?2 olacak sekilde FTS ile sulandirildi ve testte kullanildi (48,158).

GBS’larin  hemagliitinasyon 6zelliginin belirlenmesinde Once incelenecek
bakteri kiiltiirii 10 ml THB’de 37°C’de 18-24 saat siireyle iiretildi. Santrifiij edildikten
sonra elde edilen pelet, 3.1.4.’te belirtildigi sekilde hazirlanan 0.002 M fosfat buffer
(pH 6.8) ile tli¢ kez yikandi ve ayni tampon ¢ozelti ile 3.2.4.’te belirtildigi sekilde
sulandirildi. Bakteri siispansiyonu ikiye boliindiikten sonra birinin tizerine 10 pl tripsin
(1 mg/ml PBS) ilave edildi 37°C’ de bir saat muamele edildi. Bu siire sonunda bakteri
siispansiyonu PBS ile tekrar 3 kere yikandi ve aymi sekilde PBS ile sulandirildi. Bu
sekilde hazirlanarak tripsin ile muamele edilen ve edilmeyen bakteri siispansiyonlari

testte kullanildi.

Test i¢in temiz bir lam iizerine 25 pl bakteri slispansiyonu ve 25 pl eritrosit
siispansiyonu konularak iyice karistirildi ve lam dairesel olarak yavasca hareket ettirildi.
Bir dakika icinde agliitinasyon reaksiyonunun goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.
Otoagliitinasyonun kontrolii i¢in bakteri ve eritrosit slispansiyonlari fosfat buffer ile ayri

ayr1 test edildi (5,12,48).

3.2.4. Lektin agliitinasyon testi

GBS’larin lektinlerle agliitinasyon 6zelliginin belirlenmesinde 6nce, incelenecek
bakteri kiiltiirii 10 ml THB’de 37°C de 18-24 saat siireyle liretildikten sonra santrifiij
(10.000 x g) edildi. Elde edilen bakteri ¢okeltisi, 3.1.4.te belirtildigi sekilde hazirlanan
steril 0.05 M PBS (pH 7.5) ile ii¢ kere yikand1 ve son olarak 400 pul ayni PBS ile

sulandirildi. Bakteri siispansiyonunun 200 pl’si bir bagka steril tiipe aktarildi ve iizerine
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10 pl tripsin (1 mg/ml PBS) ilave edilerek 37°C’ de bir saat muamele edildi. Bu siire
sonunda bakteri stispansiyonu PBS ile tekrar 3 kere yikandi ve ayn1 sekilde 200 ul PBS
ile sulandirilarak iyice homojenize edildi ve testte kullanildi (5,142,156).

Testte kullanilacak lektin ekstraktlarinin her biri iiretici firmanin (Sigma®)
onerdigi ve 3.1.4.’te belirtildigi sekilde hazirlanan steril 0.05 M PBS (pH 6.8) ile

asagida belirtilen oranlarda sulandirildi ve testte kullanildu.

Arachis hypogeae (Sigma® L 0881) 0.1 pg/ml

Canavalia ensiformis (Sigma® L 7647) 20 pg/ml

Dolichos biflorus (Sigma® L 2785) 20 pg/ml
Helix pomatia (Sigma®™ L 3382) 4 ug/ml
Triticum vulgaris (Sigma® L 9640) 20 pg/ml

Test i¢in, temiz bir lam ilizerine 20’ser pl tripsin ile muamele edilmis ve
muamele edilmemis normal bakteri siispansiyonlart ayr1 ayri1 konuldu ve her birinin
tizerine incelenecek lektin soliisyonundan 20’ser ul ilave edildi. Karisim, iyice
kanstirlldi ve lam dairesel olarak yavasca hareket ettirildi. Bir dakika icinde
agliitinasyon reaksiyonunun goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Otoagliitinasyonun
kontrolii i¢in her bir bakteri siispansiyonu ve lektin ¢ozeltisi PBS ile ayr1 ayr test edildi

(5,142,156).

3.2.5. istatistiksel analiz

Si1gir ve insanlardan izole edilen GBS susglarinin incelenen karakterleri ile ilgili
olarak elde edilen bulgularin istatistiksel analizi Minitab (Demo Ver-12.2) istatistik

paket programui ile Z-oran testi yontemine gore yapildi (159).
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4. BULGULAR

4.1. GBS’larn izolasyon ve identifikasyon sonuglar:

Bu aragtirmada, Van ve yoresindeki cesitli isletmelerde yetistirilen 375 adet
sigirdan alman toplam 1400 siit 6rneginden 281 adet, Van Dogumevi’'ne poliklinik
muayene i¢in gelen 300 hastadan alinan vaginal sivap 6rneginden de 160 adet olmak
lizere toplam 441 adet Streptococcus spp. izole edildi . Izole edilen toplam 441
streptokok susunun ticari lateks agliitinasyon test kiti ile yapilan serogruplandirmasinda,
sigirlardan izole edilen 281 streptokok susunun 76 (%27)’s1 ve insanlardan izole edilen
160 streptokok susunun 72 (%45)’si serogrup B spesifik antiserumu ile kuvvetli

derecede (++) pozitif reaksiyon verdi ve arastirmada kullanildi (Tablo 2).

Tablo 2. izole edilen Streptococcus spp. ve GBS’larin sigir ve insanlardan alinan

orneklere gore dagilimi

Konakg1 Alinan O0rnek sayis1  Streptococcus spp* GBS (%)
Sigir 1400 281 76 (27)
Insan 300 160 72 (45)
Toplam 1700 441 148 (33.5)

* Baz1 drneklerden birden fazla streptokok tiirii izole edilmistir

Sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun 2’si ayrica serogrup C ve 3’1 de
serogrup D spesifik antiserum ile, insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun 5’1
serogrup C, 17’si serogrup D, 5’1 serogrup F ve 2’si serogrup G spesifik antiserum ile

zayi1f (+) pozitif reaksiyon verdi (Tablo 3).

Tablo 3. Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin lateks agliitinasyon testi ile

serogruplandirma sonuglari

Streptokok serogrup spesifik antiserumlar ile pozitif reaksiyon
A B C D F G
Konak¢t n ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +  ++ o+
Sigir 76 0 0 76 0 0o 2 0 3 0 0 0 0
Insan 2 0 0 72 0 0 5 0 17 0 5 0 2

(++) : Kuvvetli pozitif reaksiyon, (+) : Zay1f pozitif reaksiyon, n : incelenen sus sayisi
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4.2. Serotiplendirme sonuclari

4.2.1. Referans GBS suslarina karsi elde edilen antiserumlar ile tespit edilen

sonuclar

Tavsanlardan elde edilen GBS serotip-spesifik antiserumlarin adsorbsiyon
islemlerinden 6nce ve sonra, homolog ve heterolog referans GBS serotip antijenleri
(HCI ekstrakt) ile tespit edilen presipitasyon reaksiyonlar1 AGPT ile incelendi (Tablo 4,
5,8Sekil 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12).

GBS serotip Ia polispesifik antiserumu ile referans serotip Ia, Ib ve Ic antijenler
arasinda benzerlik gosteren presipitasyon bantlart yaninda referans serotip la ve Ic
antijenler ile ayrica farkli birer presipitasyon bandi olusturdu. Serotip Ia polispesifik
antiserumu, diger referans serotip antijenler ile presipitasyon reaksiyonu vermedi.
Heterolog referans GBS serotip kiiltiirleri (Ib ve Ic) ile adsorbsiyon igleminden sonra
elde edilen GBS serotip la monospesifik serumu, sadece homolog referans serotip
antijen ile reaksiyon verdi ve incelenen GBS suslarinin AGPT ile serotiplendirilmesinde

kullanild1 (Sekil 2).

GBS serotip Ib polispesifik antiserumu ile referans serotip Ia, Ib ve Ic antijenler
arasinda benzerlik gosteren presipitasyon bantlart yaninda referans serotip la ve Ic
antijenler ile ayrica birbirlerine benzer presipitasyon bantlar1 olusturdugu goézlendi.
Serotip Ib polispesifik antiserumu, diger referans serotip antijenler ile reaksiyon
vermedi. Heterolog referans serotip (Ia ve Ic) Kkiiltlirler ile yapilan adsorbsiyon
isleminden sonra heterolog referans serotip antijenler yaninda homolog referans serotip
antijen ile de presipitasyon reaksiyonu tespit edilemedi. Bu nedenle GBS serotip Ib

monospesifik antiserumu elde edilemedi ve serotiplendirmede kullanilamadi (Sekil 3).

GBS serotip Ic polispesifik antiserumu ile referans serotip Ia, Ib ve Ic antijenler
arasinda benzerlik gdsteren presipitasyon bantlari tespit edilirken, diger referans serotip
antijenler arasinda presipitasyon reaksiyonu goézlenmedi. Ayrica homolog referans
serotip antijen ile de ayr1 bir presipitasyon bandi goriilmedi. Serotip Ic polispesifik
antiserumunun heterolog referans serotip kiiltiirler (Ia ve Ib) ile adsorbsiyon isleminden

sonra homolog ve heterolog referans serotip antijenler ile presipitasyon reaksiyonu
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vermedi. Bu nedenle GBS serotip Ic polispesifik antiserumu, adsorbe edilmeden serotip
la/b/c  polispesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin  AGPT ile

serotiplendirilmesinde kullanildi (Sekil 4).

GBS serotip II, III, IV ve VII polispesifik antiserumlari, sadece homolog
referans serotip antijenler ile presipitasyon bantlari olustururken diger referans serotip
antijenler ile presipitasyon reaksiyonu vermedi. Serotip II polispesifik antiserumu,
referans serotip la kiiltiirii ile, serotip III polispesifik antiserumu, referans serotip II
kiiltiirii ile, serotip IV polispesifik antiserumu, referans serotip III kiiltiirii ile ve serotip
VII polispesifik antiserumu da referans serotip IV kiiltiirii ile adsorbe edildikten sonra
her bir serotip monospesifik antiserum, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile
reaksiyon verdi ve GBS serotip II, III, IV ve VII monospesifik antiserumlar1 olarak

incelenen GBS suslarinin AGPT ile serotiplendirilmesinde kullanild1 (Sekil 5,6,7,9).

GBS serotip V polispesifik antiserumu, referans serotip V antijeni yaninda bu
antijenle kismi benzerlik gosteren referans serotip R ve X antijenleri ile de presipitasyon
bantlar1 olusturdu. Diger referans serotip antijenler ile presipitasyon reaksiyonu
vermedi. Referans GBS serotip R ve X kiiltiirleri ile adsorbsiyon igleminden sonra GBS
serotip V monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile
reaksiyon verdi ve GBS serotip V monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS

suslarinin AGPT ile serotiplendirilmesinde kullanildi (Sekil 8).

GBS serotip VIII polispesifik antiserumu, homolog referans serotip antijen
yaninda bundan farkli olarak referans serotip R antijen ile birbirine benzeyen farkli bir
presipitasyon bandi olusturdu. Diger referans serotip antijenler ile presipitasyon
reaksiyonu vermedi. Referans GBS serotip R kiiltiirii ile adsorbsiyon isleminden sonra
GBS serotip VIII monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen
ile reaksiyon verdi ve GBS serotip VIII monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS

suslarinin AGPT ile serotiplendirilmesinde kullanildi (Sekil 10).

GBS serotip R polispesifik antiserumu, homolog referans serotip antijen yaninda
referans serotip VIII antijen ile ayrica farkli bir presipitasyon bandi olusturdu. Diger
referans serotip antijenler ile presipitasyon reaksiyonu vermedi. Referans GBS serotip

VIII kiiltiirii ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip R monospesifik antiserumu,
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sadece homolog referans serotip antijen ile reaksiyon verdi ve GBS serotip R
monospesifik  antiserumu  olarak incelenen GBS  suslarinin  AGPT  ile

serotiplendirilmesinde kullanildi (Sekil 11).

GBS serotip X polispesifik antiserumu, homolog referans serotip antijen yaninda
referans serotip R antijen ile ayrica kismi benzerlik gosteren presipitasyon bandi
olusturdu. Diger referans serotip antijenleri ile presipitasyon reaksiyonu vermedi.
Referans GBS serotip R kiiltiirii ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip X
monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotip antijen ile reaksiyon verdi ve
GBS serotip X monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin AGPT ile

serotiplendirilmesinde kullanild1 (Sekil 12).
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Tablo 4. GBS serotip-polispesifik antiserumlarin referans GBS serotip antijenler (HCI
ekstrakt) ile AGPT’de tespit edilen presipitasyon reaksiyon sonuglari

Polispesifik Referans serotip antijenler
Antiserum Ia Ib Ic I 101 . A\ V VII VII R X

Ia + 4% 4% _ - - - - - - -

Ib +* + +* - - - - - - - -
Tc** + + + - - - - - - - -
II ¥ - - + - - - - - - -
11 - - - - + - - - - - -

v - - - - - - - - -

vl - - - - - -k - + - - -
Vi1 - - - - - - - - + ok .
R - - - - - - - - +* + -

X - - - - - - - - - +¥ -

* 1 Adsorbsiyonda kullanilan referans serotip kiiltiirler ,** : Adsorbe edilmedi,

(+) : Pozitif presipitasyon, (-) : Negatif presipitasyon,

Tablo 5. GBS serotip-polispesifik antiserumlarin kros reaksiyon veren heterolog
referans GBS serotipleri ile adsorbsiyon islemleri sonrasinda referans GBS

serotip antijenler ile AGPT de gdzlenen presipitasyon reaksiyon sonuglari

Polispesifik Referans serotip antijenler

Ia Ib Ic II III v v VII VIIIT R X

Antiserum

Ia + - - - - - - - - - -
Ib - - - - - - - - - - -
Ic + + + - - - - - - - -
I - - - + - - - - - -
m - - - - + - - - - - -
v - - - - - + - - - - -
v - - - - - - + - - - -
vl - - - - - - - + - - -
VIII - - - - - - - - + - -
R - - - - - - - - - + -

X ; ; ; ; ; ; ; - ] -+

(+) : Pozitif presipitasyon, (-) : Negatif presipitasyon
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Sekil 2. Referans GBS serotip Ia susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik (B)
serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve X
suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen presipitasyon

reaksiyon sonuglari
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Sekil 3. Referans GBS serotip Ib susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik (B)
serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve X
suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen presipitasyon

reaksiyon sonuglari
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Sekil 4. Referans GBS serotip Ic susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII,
VIIL, R ve X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari
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Sekil 5. Referans GBS serotip II susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII,
VIII, R ve X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari
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Sekil 6. Referans GBS serotip III susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII,
VIII, R ve X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari
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Sekil 7. Referans GBS serotip IV susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII,
VIII, R ve X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari
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Sekil 8. Referans GBS serotip V susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik (B)
serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve X
suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen presipitasyon

reaksiyon sonuglari
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Sekil 9. Referans GBS serotip VII susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik (B)
serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve X
suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen presipitasyon

reaksiyon sonuglari
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Sekil 10. Referans GBS serotip VIII susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik (B)
serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve X
suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen presipitasyon

reaksiyon sonuglari
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Sekil 11. Referans GBS serotip R susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik
(B) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve
X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari
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Sekil 12. Referans GBS serotip X susu ile immunize edilen tavsanlardan elde edilen
polispesifik (A) ve adsorbsiyon isleminden sonra elde edilen monospesifik
(B) serumlarin, referans GBS serotip Ia, Ib, Ic, II, III, IV, V, VII, VIII, R ve
X suslarindan hazirlanan HCL ekstraktlar ile AGPT’de elde edilen

presipitasyon reaksiyon sonuglari

Yukarida belirtildigi  sekilde AGPT ile belirlenen GBS serotip-spesifik
antiserumlar koagliitinasyon testinde kullanildiginda, her bir GBS serotip-spesifik
antiserum, homolog referans serotip antijen yaninda bir veya birden fazla heterolog
referans GBS serotip antijenler ile de kros reaksiyon verdi. Bu nedenle, her bir GBS
serotip polispesifik antiserum ile kros reaksiyon veren heterolog referans serotip
antijenler koagliitinasyon testi ile tekrar tespit edildi ve her bir GBS serotip polispesifik
antiserum, tekrar adsorbsiyon islemine tabi tutuldu. GBS serotip polispesifik
antiserumlarin adsorbsiyon islemlerinden dnce ve sonra homolog ve heterolog referans
GBS serotip antijenler (HCI ekstrakt) ile koagliitinasyon testinde gozlenen agliitinasyon

reaksiyonlart Sekil 13, tespit edilen sonuglar ise Tablo 6 ve 7°de gdsterildi.
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Tablo 6. GBS Serotip polispesifik antiserumlarin referans GBS serotip antijenleri (HCI

ekstrakt) ile koagliitinasyon testinde tespit edilen agliitinasyon reaksiyon

sonugclari

Polispesifik Referans serotip antijenler

Antiserum 1,7 [p ¢ 0 I IV VvV VI VII R X
la + +* 4 - - - - 4k _ _ _
Ib + + +¥ - + + + +% + + +
Ic + 4k + _ - _% - _% - _ _%
11 +* + +* + + + +* + +E
1 T T A
v _ _ 4k _ + % e _ % _
\Y% + + + + + + + +* + +* ok
VII - S 4 _ ] i * N N i ]
VIII - - + + - + - 4 + - 4
R + + + + - - + + 4 + n
X + + +* +%* + + + 4% + 4% +

(+) : 15 — 45 saniye icinde pozitif agliitinasyon reaksiyonu, (-) : 0 — 60 saniye i¢inde agliitinasyon yok
* : Adsorbsiyonda kullanilan referans serotip kiiltiirler

Tablo 7. GBS serotip polispesifik antiserumlarin kros reaksiyon veren heterolog
serotipler ile adsorbsiyon islemi sonrasinda koagliitinasyon testinde tespit

edilen agliitinasyon reaksiyon sonuglari

Polispesifik Referans serotip antijenler

Antiserum Ia Ib Ic II III v A% VviI vl R X

Ia + - - - - - - - - - -
Ib - + - - - - - - - - -
Ic - - + - - - - - - - -
I - - - + - - - - - + +
m - - - - + - - - - - -
v - - - - - + - - - - -
v - - - - - - + - - - -
VII - - - - - - - + - - -
VIII - - - - - - - - + . }
R - - - - - - - - + + -

X ; ; - - - - - ; ; ; +

(+) : 0-45 saniye iginde pozitif agliitinasyon reaksiyonu, (-) : 0 — 60 saniye i¢inde agliitinasyon yok
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) (+)

Ko-agliitinasyon Testi

Sekil 13. Lam-koagliitinasyon testinde gozlenen pozitif (+) ve negatif (—) reaksiyonlar

GBS serotip Ia polispesifik antiserumu, referans serotip Ia, Ib, Ic ve VII
antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Diger referans GBS
serotip antijenler ile agliitinasyon gdzlenmedi. Serotip la polispesifik antiserumunun,
referans serotip Ib, Ic ve VII kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip la
monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile reaksiyon
verdi ve GBS serotip Ia monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin

koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.

GBS serotip Ib polispesifik antiserumu, serotip II digindaki diger tiim referans
serotip antijenler (Ia, Ib, Ic, III, IV, V, VII, VIII, R ve X) ile koagliitinasyon testinde
pozitif reaksiyon verdi. Serotip Ib polispesifik antiserumunun referans serotip Ic ve VII
kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip Ib monospesifik antiserumu,
sadece homolog referans serotipe ait antijen ile reaksiyon verdi ve GBS serotip Ib
monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin koagliitinasyon testi ile

serotiplendirmesinde kullanildu.
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GBS serotip Ic polispesifik antiserumu, sadece referans serotip la, Ib ve Ic
antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Diger referans GBS
serotip antijenler ile agliitinasyon gozlenmedi. Serotip Ic polispesifik antiserumunun
referans serotip Ib, kiiltiirii ile adsorbsiyon isleminden sonra kros reaksiyonlarin
gozlendigi referans serotip IV, VII ve X kiiltiirleri ile de adsorbsiyonu yapildi. Bu
sekilde elde edilen GBS serotip Ic monospesifik antiserumu, sadece homolog referans
serotipe ait antijen ile reaksiyon verdi ve GBS serotip Ic monospesifik antiserumu

olarak incelenen GBS suslarinin koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.

GBS serotip II polispesifik antiserumu, tiim referans serotip antijenler ile
koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Serotip II polispesifik antiserumunun
referans serotip la, Ic, VII, R ve X Kkiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS
serotip II polispesifik antiserumu, homolog referans serotipe ait antijen yaninda referans
GBS serotip R ve X antijenleri ile de reaksiyon verdi ve GBS serotip II/R-X polispesifik
antiserumu  olarak  incelenen GBS  suslarinin  koagliitinasyon  testi  ile

serotiplendirmesinde kullanildu.

GBS serotip III polispesifik antiserumu, tiim referans serotip antijenler ile
koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Serotip III polispesifik antiserumunun,
referans serotip Ic, IV ve VII kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip III
monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile reaksiyon
verdi ve GBS serotip III monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin

koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.

GBS serotip IV polispesifik antiserumu, sadece referans serotip Ic, III, IV ve VII
antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Diger referans GBS
serotip antijenler ile agliitinasyon gozlenmedi. Serotip IV polispesifik antiserumunun
referans serotip Ic ve VII kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra kros reaksiyonlarin
gozlendigi referans serotip V ve R kiiltiirleri ile de adsorbsiyonu yapildi. Bu sekilde
elde edilen GBS serotip IV monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe
ait antijen ile reaksiyon verdi ve GBS serotip IV monospesifik antiserumu olarak

incelenen GBS suslarinin koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.
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GBS serotip V polispesifik antiserumu, tiim referans serotip antijenler ile
koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Serotip V polispesifik antiserumunun,
referans serotip VII, R ve X kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip V
monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile reaksiyon
verdi ve GBS serotip V monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin

koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.

GBS serotip VII polispesifik antiserumu, sadece referans serotip Ic, VII ve VIII
antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Diger referans GBS
serotip antijenleri ile agliitinasyon gozlenmedi. Serotip VII polispesifik antiserumunun
referans serotip Ic Kkiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra kros reaksiyonun
gbzlendigi referans serotip V kiiltiirii ile de adsorbsiyonu yapildi. Bu sekilde elde edilen
GBS serotip VII monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen
ile reaksiyon verdi ve GBS serotip VII monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS

suslarinin koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanild.

GBS serotip VIII polispesifik antiserumu, sadece referans serotip Ic, II, IV, VII,
VIII ve R antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Diger referans
GBS serotip antijenler ile agliitinasyon gozlenmedi. Serotip VIII polispesifik
antiserumunun, referans serotip VII ve R Kkiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra
GBS serotip VIII monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen
ile reaksiyon verdi ve GBS serotip VIII monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS

suslarinin koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildu.

GBS serotip R polispesifik antiserumu, serotip III ve IV disindaki diger tiim
referans serotip antijenler ile koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Serotip R
polispesifik antiserumunun, referans serotip VIII ve X Kkiiltlirleri ile adsorbsiyon
isleminden sonra GBS serotip R polispesifik antiserumu, homolog referans serotipe ait
antijen yaninda referans GBS serotip VIII antijeni ile de reaksiyon verdi ve GBS serotip
R/VIII polispesifik antiserumu olarak incelenen GBS susglariin koagliitinasyon testi ile

serotiplendirmesinde kullanildu.

GBS serotip X polispesifik antiserumu, tiim referans serotip antijenler ile

koagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon verdi. Serotip X polispesifik antiserumunun,
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referans serotip Ic, II, VII ve R kiiltiirleri ile adsorbsiyon isleminden sonra GBS serotip
X monospesifik antiserumu, sadece homolog referans serotipe ait antijen ile reaksiyon
verdi ve GBS serotip X monospesifik antiserumu olarak incelenen GBS suslarinin

koagliitinasyon testi ile serotiplendirmesinde kullanildi.

Yukarida belirtilen ve koagliitinasyon testi ile serotiplendirmede kullanilan
antiserumlar, homolog serotip antijenleri ile 30-45 saniye i¢inde pozitif reaksiyon verdi.

Heterolog serotip antijenler ile 120 saniye i¢inde agliitinasyon reaksiyonu gézlenmedi.

4.2.2. izole edilen GBS suslarinin serotiplendirilmesinden elde edilen

sonuc¢lar

Sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun 13 (%17.1)’i AGPT ile, 34
(%44.7)’1 de koagliitinasyon testi ile; insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun 8
(%11.1)’1 AGPT ile, 49 (%68)’u ise koagliitinasyon testi ile serotiplendirildi (Tablo 8§,
Sekil 14).

Tablo 8. Izole edilen GBS suslarmin AGPT ve koagliitinasyon testleri ile

serotiplendirilmesinde elde edilen sonuglar

Test sonuglar1 (%)

Konak¢i n Reaksiyon AGPT Koagliitinasyon
Pozitif 13 (17.1) 34 (44.7)
Sigir 76 '
Negatif 63 (83) 42 (55.2)
, Pozitif 8 (11.1) 49 (68)
Insan 72
Negatif 64 (89) 23 (31.9)
Pozitif 21(14.2) 83 (56)
Toplam 148
Negatif 127 (85.8) 65 (43.9)

n : Incelenen GBS sus say1s1
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Sekil 14. izole edilen GBS suslarmin AGPT ve koagliitinasyon testleri ile

serotiplendirmesinde elde edilen sonuglarin konakg¢iya gore dagilimi

Sigirlardan izole edilen GBS suslarmin %39.5°1 koagliitinasyon testinde tek bir
serotip-spesifik antiserum ile serotiplendirilebilirken, %5.2°si birden fazla serotip-
spesifik antiserum ile agliitinasyon reaksiyonu verdi. Buna karsin AGPT ile incelenen
GBS suslarinin %14.5°1 tek bir serotip-spesifik antiserum ile serotiplendirilebilirken,
%2.6’s1 birden fazla serotip-spesifik antiserum ile presipitasyon reaksiyonu verdi.
Insanlardan izole edilen GBS suslarinin %59.7’si koagliitinasyon testinde tek bir
serotip-spesifik antiserum ile serotiplendirilebilirken, %8.3’i birden fazla serotip-
spesifik antiserum ile agliitinasyon reaksiyonu verdi. Buna karsin AGPT ile incelenen

GBS suslarinin %11.1°1 tek bir serotip-spesifik antiserum ile serotiplendirildi (Tablo 9).

Sigirlardan izole edilen 34 adet GBS susunun 5 (%6.5)’1 serotip Ic, 1 (%1.3)’1
serotip I, 8 (%10.5)’1 serotip III, 1 (%1.3)’1 serotip IV, 2 (%2.6)’si serotip V, 9
(%11.8)’u serotip VII, 3 (%3.9)’1 serotip VIII ve 1 (%1.3)’1 serotip X olarak
koagliitinasyon testi ile serotiplendirilirken, 1 (%1.3)’1 serotip II-IV, 1 (%]1.3)’1 serotip
I-IV-X, 1 (%]1.3)’1 serotip II-X ve 1 (%1.3)’1 serotip IV-R spesifik antiserumlarla ayri
ayri agliitinasyon reaksiyonu verdi. Sigirlardan izole edilen 13 adet GBS susunun 2
(%2.6)’si serotip 11, 2 (%2.6)’si serotip 111, 6 (%7.8)’s1 serotip VII, 1 (%1.3)’1 serotip X
ve 2 (%2.6)’si de serotip 1I-X olarak AGPT ile serotiplendirildi (Tablo 8). AGPT de II-
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X kombinasyonu gosteren 1 adet GBS susu koagliitinasyon testinde serotip II, serotip II
olarak serotiplendirilen 2 GBS susundan 1’1 koagliitinasyon testinde serotip II-IV, digeri

ise serotip II-IV-X kombinasyonu gosterdi (Tablo 10).

Insanlardan izole edilen 49 adet GBS susunun 24 (%33.3)’ii serotip Ic, 6
(%8.3)’s1 serotip IV, 4 (%5.5)’1 serotip V, 5 (%6.9)’1 serotip VIII ve 4 (%5.5)’1 serotip
R olarak koagliitinasyon testi ile serotiplendirilirken, 2 (%2.7)’si serotip I1I-V-VII ve 4
(%5.5)’1 serotip VII-VIII spesifik antiserumlarla ayri ayri agliitinasyon reaksiyonu
verdi. Insanlardan izole edilen 8 adet GBS susunun 2 (%2.8)’si serotip III, 4 (%5.5)’ii
serotip IV ve 2 (%2.8)’si serotip V olarak AGPT ile serotiplendirildi (Tablo 8). AGPT
ile serotip III olarak tespit edilen 2 sus koagliitinasyon testinde serotip III-V-VII

spesifik antiserumlarla ayr1 ayr1 agliitinasyon reaksiyonu verdi (Tablo 10, Sekil 15).
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Tablo 9. AGPT ve koagliitinasyon testleri ile tespit edilen GBS serotip ve

kombinasyonlarinin dagilimi

Sigir Insan
Serotip AGPT*  Koagliitinasyon* AGPT* Koagliitinasyon *
Ia - - - -
Ib - - - -
Ic - 5(6.5) - 24 (33.3)
I 2 (2.6) 1(1.3) - -
11 2(2.6) 8 (10.5) 2(2.8) -
v - 1(1.3) 4(5.5) 6 (8.3)
\Y% - 2 (2.6) 2(2.8) 4(5.5)
VII 6 (7.8) 9(11.8) - -
VIII - 3(3.9) - 5(6.9)
R - - - 4(5.5)
X 1(1.3) 1(1.3) - -
Toplam 11 (14.5) 30 (39.5) 8 (11.1) 43 (59.7)
I-1v - 1(1.3) - -
I-1v-X - 1(1.3) - -
II-X 2 (2.6) 1(1.3) - -
IV-R - 1(1.3) - -
HI-V-VII - - - 2(2.7)
VII-VIII - - - 4(5.5)
Toplam 2 (2.6) 4(5.2) 0 6 (8.3)
Genel Toplam | 13 (17.1) 34 (44.7) 8 (11.1) 49 (68)

* : Serotip ve serotip kombinasyonlarinin tiim suslara gére dagilimi ve orani
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Tablo 10. AGPT ve koagliitinasyon (KoAg) testleri ile tespit edilen GBS serotip ve

kombinasyonlarinin karsilastiriimasi

Sigir Insan
=2 [TKoAg AGPT KoAg AGPT
o

& 2 n 0 II-X M VI X |n| n | IV V | n
3

Ic 5 - - - - - -] 24 .
i 1 -1 - - -1 - -
11 8 - - 2 - - |2 - -
v 1 - - - - - - 6 -4 - | 4
\Y% 2 - - - - - - 4 - -2 ] 2
il 9 - - -6 - |6 - - - -] -
VIII 3 - - - - - - 5 - - -] -
R - - - - - - - 4 -
X 1 - - - - 1|1 - -
Toplam 30 |0 1 2 6 1 |[10] 43 0 4 216
-1V 1 1 - - - -1 - - A
I-1V-X 1 1 - - - -1 - - - -] -
I-X 1 -1 - - -1 - - - -] -
HI-V-VII - - - - - - - 2 2 - - |2
IV-R 1 - - - - - - - - - -] -
VII-VIII - - - - - - - 4 - - -] -
Toplam 4 2 1 0 0 o0 |3 6 2 0 0 | 2
TGO;?:rln 3 |2 2 2 6 1 [ 13| 49 2 4 2|8

n : Pozitif sus sayis1
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Sekil 15. Koagliitinasyon testi ile serotiplendirilen GBS suslarinda tespit edilen serotip ve kombinasyonlarinin konakgilara gére

dagilimi
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4.3. Biyokimyasal test sonuclari

GBS suslarinin hemolitik 6zelliklerinin dagiliminda, sigirlardan izole edilen 76
adet GBS susunun 49 (%64.5)’u B, 15 (%19.7)’1 a ve 12 (%15.7)’s1 de y- hemolitik;
insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun ise 17 (%23.6)’s1 B3, 21 (%29.2)’1 a. ve 34
(%47.2)’liinlin de y- hemolitik oldugu belirlendi. GBS suslarin bazi biyokimyasal
ozellikleri incelendiginde; sigirlardan izole edilen suslarin 20 (%26.3)’si CAMP pozitif,
27 (%35.5)’s1 eskulini ve 56 (%73.7)’s1 da Na-hippurati hidrolize ederken, 54 (%71.1)’1
pigment pozitif ve 71 (%93.4.)’i de basitrasine duyarli bulundu. Insanlardan izole edilen
suslarin ise 33 (%45.8)’ii CAMP pozitif, 12 (%16.7)’si eskulini ve 55 (%76.4)’1 de Na-
hippurati hidrolize ederken, 49 (%68.1)’unun pigment pozitif ve 42 (%58.3)’sinin de
basitrasine duyarli oldugu tespit edildi (Tablo 11, Sekil 16).

Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin hemolitik &zellikleri ve
biyokimyasal test sonuclari karsilastirildiginda; konakgilara gore B- ve y- hemoliz
sonuglar1 arasindaki fark, istatistiksel olarak énemli (P<0.05) bulundu. incelenen test
yoniinden ayni1 konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen suslar arasinda
sadece insanlarda B- hemoliz yoniinden aralarindaki fark istatistiksel olarak &nemli
(P<0.05) bulunurken digerleri 6nemsiz bulundu. CAMP testi ve basitrasine duyarlilik
testi sonuclar1 arasindaki fark, istatistiksel olarak onemli (P<0.05) bulundu. Incelenen
test yoniinden ayni konakciya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS
suslarinin biyokimyasal test sonuglar1 karsilastirildiginda; sigirlardan izole edilen GBS
suslarinin CAMP testi, eskulin hidrolizi, pigment olusumu ve basitrasine duyarlilik test
sonuclar1 arasindaki fark ile insanlardan izole edilen GBS suslarinin CAMP testi,
eskulin hidrolizi, hippurat hidrolizi, pigment olusumu ve basitrasine duyarlilik test

sonuglar1 arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) bulundu (Tablo 11).

Incelenen GBS suslarinin karbonhidrat fermentasyon test sonuglar1 Tablo 12°de
gosterildi. Sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun 63 (%82.9)’i laktoz™u, 70
(%92.1)’1 salisin’1, 65 (%85.5)’1 trehaloz’u, 73 (%96.1)’1 raftinoz’u ve 20 (%26.3)’si de
inulin’i fermente ederken, insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun 59
(%81.9)’unun laktoz’u, 64 (%88.9)’liniin salisin’i, 61 (%84.7)’inin trehaloz’u, 68

(%94.4)’inin raffinoz’u ve 21 (%29.2)’inin de inulin’i fermente ettigi belirlendi.
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Tablo 11. Incelenen GBS suslarmin hemolitik &zellikleri ve bazi biyokimyasal test sonuglarinin karsilastirilmasi

Hemoliz tipi (%) Biyokimyasal testler (%)

Konakg1 n § o Y CAMP Eskulin Hippurat OPE;IIE:L ]?;S}l]t;?liﬁ(e
Sz ST 34 21(61.8) 6(17.6) 7(20.6) 1544.1)° 6(17.6)° 27(79.4) 18(52.9)° 29(85.3)°
NT 42 28(66.7) 9(21.4) 5(11.9) 5(11.9)°  21(50)°  29(69)  36(85.7)° 42(100)°

Toplam 76 49 (64.5¢ 15(19.7) 12(15.8)* 20(263)* 27(35.5) 56(73.7)  54(71.1) 71(93.4)°
oo ST 49 17(347° 12245 20(40.8) 27(55.1)° 12(24.5)° 41(83.7)° 39(79.6)° 24(48.9)°
NT 23 0° 9 (39.1) 14(60.9)  6(26.1)°  0(0)° 14 (60.7)° 10(43.5)® 18(78.3)"

Toplam 72 17(23.6 21(29.2) 34(47.2 33(45.8)* 12(16.7) 55(76.4)  49(68.1) 42 (58.3)

n : Incelenen sus sayisi, ST : Serotiplendirilen, NT : Serotiplendirilemeyen,
?: Incelenen test yoniinden konakgilara gére GBS suslar1 arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu
®+ incelenen test yoniinden ayni konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslar1 arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulundu
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Sekil 16. Incelenen GBS suslarinin hemolitik 6zellikleri ve baz1 biyokimyasal test sonuglarinin dagilimi
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Sig1r ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin karbonhidrat fermentasyon test
sonuclar1 arasindaki fark, istatistiksel olarak Onemsiz bulunurken; incelenen test
yoniinden ayn1 konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslarinin
karbonhidrat fermentasyon test sonuglar1 karsilastirildiginda; sigirlardan izole edilen
GBS suslarmin salisin ve trehaloz fermentasyon test sonuglart arasindaki fark ile
insanlardan izole edilen GBS suslarinin sadece laktoz fermentasyon test sonuglari

arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. Incelenen GBS suslarmin karbonhidrat fermentasyon testlerinden elde edilen

sonuclarin karsilastirilmasi

Karbonhidratlar

Konake1 n Laktoz Salisin Trehaloz Raffinoz Inulin

ST 34 27(794) 28(82.3)° 26(76.5)° 32(94.1) 6(17.6)

Sigir b b
NT 42 36 (85.7) 42 (100) 39 (92.8) 41 (97.6) 14 (33.3)

Toplam 76 63(82.9) 70(92.1) 65(85.5) 73(96.1) 20 (26.3)

ST 49 37(75.5)° 43(87.7) 43(87.7) 47(959) 17 (34.7)

Insan b
NT 23  22(95.6)° 21(91.3) 18(783) 21(913)  4(17.4)

Toplam 72 59(81.9) 64(88.9) 61(84.7) 68(944) 21(29.2)

n : Incelenen sus sayisi, ST : Serotiplendirilen, NT : Serotiplendirilemeyen,
®  incelenen test yoniinden konakgilara gére GBS suslari arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulundu

® . incelenen test yoniinden ayni konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslart
arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulundu

GBS suglarmin DN’az ve 4 - metilumbelliferil ile konjuge substratlarla tespit
edilen N-asetil B-D-glikozaminidaz, [-galaktozidaz ve p-D-glukuronidaz enzim
aktiviteleri incelendiginde; sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun 8 (%10.5)’1
DN’az, 22 (%28.9)’si N-asetil B-D-glikozaminidaz, 31 (%40.8)’i B-galaktozidaz ve 35
(%46.1)’1 B-D-glukuronidaz enzimleri yoniinden pozitif bulunurken, insanlardan izole
edilen 72 adet GBS susunun 2 (%2.8)’sinin DN’az, 58 (%80.5)’inin N-asetil B-D-
glikozaminidaz, 64 (%88.9)’iiniin B-galaktozidaz ve 64 (%88.9)’liniin B-D-glukuronidaz
enzimleri yoniinden pozitif olduklari tespit edildi. (Tablo 13, Sekil 17).
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Tablo 13. Incelenen GBS suslarinin bazi enzim aktivitelerinden elde edilen sonuglar

Enzim Test Sonuglari

Konaket 0 DNz el peGalaktozidaz gy b2
oo ST 8235°  8(23.5) 13(382) 16 (47.1)
NT 42 0(0)° 14 (33.3) 18 (42.8) 19 (45.2)
Toplam 76 8(105)  22(289)° 31 (40.8)° 3546.1)°
ST ® 2@ 418 B 877 13 87.7)
NT 23 0(0) 17 (73.9) 21 (913) 21 (913)
Toplam 72 2(2.8) 58 (80.5)° 64 (83.9)° 64 (88.9)°

n : Incelenen sus say1s1, ST : Serotiplendirilen, NT : Serotiplendirilemeyen,
? - Incelenen test yoniinden konakgilara gore GBS suslar arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu

® . incelenen test yoniinden ayni konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslar1
arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu

‘EI Sigir @ insan ‘

=B B
Bt %/ \ % g

Sekil 17. Izole edilen GBS suslarmin bazi enzim aktivitelerinin konakgilara gére

dagilim1
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Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin N-asetil B-D-glikozaminidaz,
B-galaktozidaz ve B-D-glukuronidaz enzim aktivitelerinin test sonuglari arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) bulunurken; incelenen test yoniinden ayni konakgiya
ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslarinin enzim aktivitelerinin test
sonuclar1 karsilastirildiginda; sigirlardan izole edilen GBS suslarinin DN’az test
sonuclar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) ve insanlardan izole edilen
GBS suslarinin enzim aktivitelerinin test sonuglar1 arasindaki fark ise istatistiksel olarak

Oonemsiz bulundu (Tablo 13).

4.4. Hemagliitinasyon testinde elde edilen sonuglar

Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin hemagliitinasyon ozellikleri
incelendiginde; sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun tripsinle muamele
edilmeden 6nce 10 (%13.1)’u ve tripsinle muamele edildikten sonra da 24 (%31.6)’i
hemagliitinasyon reaksiyonu gosterirken, insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun
tripsinle muamele edilmeden 6nce 2 (%2.8)’sinde ve tripsinle muamele edildikten sonra

da 20 (%27.8)’sinde hemagliitinasyon reaksiyonu tespit edildi (Tablo 14, Sekil 18,19).

Tablo 14. Incelenen GBS suslari ile hemagliitinasyon testinde elde dilen sonuglar

Bakteri kiiltiirii ile hemagliitinasyon

Konaket n Tripsin ile muamele Tripsin ile muamele
¢ edilmeden 6nce edildikten sonra
ST 34 8(23.5)° 10 (29.4)
Sigir X
NT 42 2 (4.8) 14 (33.3)
Toplam 76 10 (13.2)* 24 (31.6)
. ST 49 0 (0) 6(17.6)"
Insan b
NT 23 2 (4.8) 14 (33.3)
Toplam 72 2(2.8)° 20 (27.8)

n : Incelenen sus sayis1, ST : Serotiplendirilen, NT : Serotiplendirilemeyen,
% Incelenen test yoniinden konakgilara gore GBS suslari arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulundu

® . incelenen test yoniinden ayni konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslart
arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu

Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin hemagliitinasyon test sonuglari

karsilagtirildiginda; tripsinle muamele edilmeden Once tespit edilen hemagliitinasyon
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test sonuclar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli (P<0.05) bulunurken; incelenen
test yoniinden aymi konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS
suslarinin hemagliitinasyon test sonuglar1 karsilastirildiginda; sigirlardan izole edilen
GBS suslarinin tripsinle muamele edilmeden once belirlenen hemagliitinasyon test
sonuclar1 arasindaki fark ile insanlardan izole edilen GBS suslarinin tripsinle muamele
edildikten sonra belirlenen hemagliitinasyon test sonuglar1 arasindaki fark, istatistiksel

olarak énemli (P<0.05) bulundu (Tablo 14).

35 7 31.6

_ 30 27.8 B Tripsinle
N | 7 muamele
E 25 / edilmeden
g 20 / once
= 15 - / F4 Tripsinle
?‘é muamele
N 10 edildikten
A / sonra

5 -

) 7

Sigir Insan

Hemagliitinasyon testi

Sekil 18. Incelenen GBS suslari ile hemagliitinasyon testinde elde edilen sonuglarin

konakgilara gore dagilimi
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0 | +)

Hemaglutinasyon Testi

Sekil 19. Lam-hemagliitinasyon testinde gozlenen pozitif (+) ve negatif (—) reaksiyonlar

4.5. Lektin agliitinasyon testlerinde elde edilen sonuclar

Si1g1r ve insanlardan izole edilen GBS suslarindan hazirlanan kiiltiirler tripsin ile
muamele edilmeden once lektinlerle agliitinasyon reaksiyonu vermezken, kiiltiirlerin
tripsin ile muamelesinden sonra lektinlerle pozitif agliitinasyon reaksiyonlar1 tespit
edildi. GBS suslarinin bazi lektinlerle verdigi agliitinasyon reaksiyonlar1 incelendiginde;
sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun 7 (%9.2)’si ve insanlardan izole edilen 72
adet GBS susunun 8 (%11.1)’1 otoagliitinasyon verdi ve bu suslar degerlendirmeye

alinmadi.

Sigirlardan izole edilen 69 adet GBS susunun 4 (%5.8)’i Arachis hypogea, 9
(%13)’u Canavalia ensiformis, 21 (%30.4)’i Dolichos biflorus, 12 (%17.4)’si Helix
pomatia ve 19 (%27.5)’u da Triticum vulgaris ile pozitif agliitinasyon verirken 20
(%28.9)’sinde agliitinasyon gdzlenmedi. insanlardan izole edilen 64 adet GBS susunun
12 (%18.7)’si Arachis hypogea, 24 (%37.5)’ii Canavalia ensiformis, 6 (%9.4)’s1
Dolichos biflorus, 13 (%20.3)’t Helix pomatia ve 9 (%14.1)’u da Triticum vulgaris ile
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pozitif agliitinasyon verirken, 19 (%29.7)’unda agliitinasyon gozlenmedi (Tablo 15,

Sekil 20,21).

Tablo 15. Incelenen GBS suslarinin lektinler ile tespit edilen agliitinasyon reaksiyon

sonuclarinin karsilagtirilmasi

Lektin Agliitinasyon Test Sonuglari

Arachis  Canavalia Dolichos Helix Triticum
Konakg1 n* . . - . .
hypogea  ensiformis biflorus pomatia  vulgaris
S ST 29 1(3.4) 4(13.8) 724.1)  6(0.7) 8(27.6)
1811
NT 40 3(7.5) 4 (10) 14 (35) 6 (15) 12 (30)
Toplam 69 4(5.8)" 8(11.6)" 21(30.4)* 12(17.4) 19(27.5)
i ST 45 8(17.8) 20 (44.4)° 2 (4.4) 4(8.8)° 8(17.8)
nsan
NT 19 4(1.1) 421.1)° 4211 9@474)°  1(53)
Toplam 64 12(18.8)" 24 (37.5)"° 6(9.4)° 13(20.3) 9(14.1)

* : Otoagliitinasyon gosteren 8 insan ve 7 hayvan susu degerlendirilmedi
n : Incelenen sus sayisi, ST : Serotiplendirilen, NT : Serotiplendirilemeyen,

? - Incelenen test yoniinden konakgilara gore GBS suslar arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu

® . incelenen test yoniinden ayni konakgiya ait serotiplendirilen ve serotiplendirilemeyen GBS suslar1

arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu

O Sigr Finsan
40 - 37.5
| ”
3 ;5) 7 % 30.4 s
5 25 / 20.3 L
2 20 | 27 3 % A % 2ol 14
I BONE
o ' SE RN B SE
oo **55% | Y r-zm% r-ez% -*ezé
Arachis Canavalia Dolichos Helix Triticum
hypogea ensiformis biflorus pomatia vulgaris
Lektinler
Sekil 20. Incelenen GBS suslarmin lektinler ile tespit edilen agliitinasyon

reaksiyonlarinin konakgilara gore dagilimi
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() (+)
Lektin Aglltinasyon Testi

Sekil 21. Lamda lektin agliitinasyon testinde gozlenen pozitif (+) ve negatif (-)

reaksiyonlar

Si1g1r ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin lektinlerle verdigi agliitinasyon
reaksiyonlart incelendiginde; sigirlardan izole edilen GBS susglarmin %2.9’u sadece
Canavalia ensiformis ile agliitinasyon reaksiyonu verirken, insanlardan izole edilen
GBS suglarinin %17.2°si ayn1 reaksiyonu verdi. Buna karsin sigirlardan izole edilen
GBS suslarinin %18.8’1 sadece Dolichos biflorus ile agliitinasyon reaksiyonu verirken,
insanlardan izole edilen GBS suslarinin ise sadece %3.1°1 aymi reaksiyonu verdi.
Sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %21.7°si ve insanlardan izole edilen GBS
suglarinin %14’# de sadece Triticum vulgaris ile agliitinasyon reaksiyonu verdi. Bunun
disinda, incelenen GBS suslar1 degisen sayilarda birden fazla lektin ile agliitinasyon

reaksiyonu verdi (Tablo 16).

Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarimin lektin agliitinasyon test
sonuglar1 karsilastirildiginda; Arachis hypogea, Canavalia ensiformis ve Dolichos
biflorus agliitinasyon test sonuglar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05)
bulunurken; incelenen test yoniinden ayni konakciya ait serotiplendirilen ve

serotiplendirilemeyen GBS suglarinin  lektin  agliitinasyon aktivite sonuglari
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karsilastirildiginda; sadece insanlardan izole edilen GBS suslarmin Canavalia
ensiformis ve Helix pomatia ile belirlenen lektin agliitinasyon test sonuglar1 arasindaki
fark, istatistiksel olarak dnemli (P<0.05) bulundu (Tablo 15).

Tablo 16. Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin lektinlerle tespit edilen

agliitinasyon reaksiyonlarinin karsilastirilmasi

Lektinler Konakg1

Arachis Canavalia Dolichos Helix Triticum

hypogea ensiformis  biflorus  pomatia  vulgaris Sigir Insan
+ - - - - 29  23.0)
) + - - - 2(29) 11(17.2)
- _ + - - 13(18.8)  2(3.1)
- - ; + ; 6 (8.7) 3 (4.7)
- _ ] - + 1521.7)  9(14)
T T - - - 0 7(10.9)
n n ] + ; 0 1(1.5)
+ - + - - 1(1.4) 0
+ ; ; + + 1(1.4) 0
+ - - + - 0 2(3.1)
- + - + - 2(2.9) 4(6.2)
- + + - + 229 0
- + + + + 1(1.4) 0
- + + - - 2(2.9) 1(L.5)
- - + + - 2(2.9) 3(4.7)
- - i - - 20(28.9) 19(29.7)

Toplam 69* 64*

+ : Pozitif reaksiyon, - : Negatif reaksiyon
* 1 Otoagliitinasyon gosteren 7 sigir ve 8 insan susu degerlendirilmedi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, iilkemizde Van ve yoresinde sigir ve insanlardan izole edilen GBS
suslar1 serotiplendirilerek, lektinlerle agliitinasyon ve hemagliitinasyon o6zellikleri ile

baz1 enzim aktiviteleri ve biyokimyasal 6zellikleri karsilastirildi.

Sigirlarda mastitis, insanlarda ise neonatal septisemi, meningitis, solunum ve
iiriner sistem enfeksiyonlarina neden olan GBS’lar, insan ve hayvan sagligi acisindan
onemli bir yere sahiptir (1,2). Sigirlarda mastitis olgularinin %15-36’sindan GBS izole
edildigi (19,22,25,155) ve GBS Ia, I, 111, V ve X serotiplerinin ise mastitis olgularindan
izole edilen suslarda yaygin olarak goriildiigii bildirilmektedir (15,18,38,152,160,161).
Insanlarda yapilan calismalarda (4,29,63,162,163) ise, kadinlarda vaginal GBS
kolonizasyon oraninin %5-40 arasinda degistigi ve yaygin olarak da GBS serotip Ia, Ib,
Ic, 11, III ve V susglarinin izole edildigi rapor edilmektedir (9,21,28,66,164,165). Yapilan
aragtirmalarda (17,166,167,168,169), Streptococcus agalactiae (GBS) suslarinin
%75-100’ntin CAMP pozitif ve %90-100’liniin de eskulin negatif oldugu rapor
edilmektedir. Sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %10-49’unda hemagliitinasyon
ozelligi gozlenirken, insanlardan izole edilen suglarda bu o6zelligin goriilmedigi
bildirilmektedir (8,48,153,158). GBS suslarinin lektinlerle agliitinasyon ozellikleri ile
ilgili olarak yapilan c¢alismalarda (142,144,146,147,156,170) ise GBS suslarinin
%17-78inde baz1 lektinlerle agliitinasyon reaksiyonu tespit edilebildigi rapor

edilmektedir.

Sigirlardaki mastitise neden olan mikroorganizmalara yonelik yapilan
arastirmalarda (19,22,23,24,25,171) ise, izole edilen streptokoklarin %15-58’inin GBS
olarak identifiye edildigi bildirilmektedir.

Ulkemizde yapilan arastirmalarda; Akay ve ark. (22), mastitisli inek siitlerinden
izole ettikleri streptokoklarin ko-agliitinasyon testi ile %36.2’sini; Ulusoy ve ark. (26),
mastitis vakalarindan izole ettikleri mikroorganizmalarin %15.9’unu; Dakman (12),
CMT pozitif ve negatif inek siitlerinden izole edilen streptokoklarin ko-agliitinasyon
yontemi ile %32.4’linli; Aydin ve ark. (171), mastitis yOniinden incelenen sigir
stitlerinden izole edilen streptokoklarin %43.2’sini; Ekin (19) ise, subklinik mastitis

olgularindan izole edilen streptokoklarin lateks agliitinasyon testi ile %16.3’linii GBS
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olarak identifiye ettiklerini rapor etmektedirler. Diger {ilkelerde yapilan ¢alismalarda ise
Saxegaard (24), mastitis vakalarindan izole edilen streptokoklarin ko-agliitinasyon
yontemiyle %27.5’ini ve presipitasyon yontemiyle de %30.5’ini; Stoner (27),
hayvanlardan izole edilen streptokok suslarinin presipitasyon ve ko-agliitinasyon
yontemleriyle %27.4’tinli; Hogan ve ark. (23) da, sigir siitlerinden izole edilen
streptokoklarin lateks agliitinasyon yontemi ile %358.2°sini GBS olarak identifiye

ettiklerini bildirmektedirler.

Bu c¢aligmada, inek siitlerinden izole edilen 281 streptokok susunun %27’si latex
agliitinasyon yontemi ile GBS olarak identifiye edildi. Arastirmada inek siitlerinden
izole edilen GBS suglarinin orani, bazi arastirmacilarin (12,22,23,25,171) bulgularindan
diisiik; Ulusoy (26) ile Ekin (19)’in bulgularindan yiiksek; Saxegaard (24) ve Stoner
(27)’in bulgular ile benzer oldugu gozlendi. Inek siitlerinde GBS’larin yaygimliginda
gozlenen bu farkliliklar aragtirmalarin farkli bolgelerde yapilmis olmasindan ve
incelenen orneklerin niteliginden kaynaklanabilmektedir. Ayrica elde edilen bulgular
inek siitlerinden izole edilen streptokoklarin i¢inde GBS’larin 6nemini korudugunu

gostermektedir.

Yapilan arastirmalarda (150,163,172), GBS’larin kadinlarda vagino-rektal
orneklerden siklikla izole edildigi bildirilmekte ve Ozellikle vaginal GBS
kolonizasyonunun 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. GBS’larin  kadinlardaki
kolonizasyon oraninin da, bolgelere ve kullanilan izolasyon yontemlerine gore %5-40

arasinda degiskenlik gosterdigi rapor edilmektedir (4,29,63,162,163).

ABD’nin ¢esitli eyaletlerini kapsayan bir c¢alismada (32), kadinlarda GBS
kolonizasyon oranlarmin Columbia eyaletinde %?26.4, Washington’da %17.5,
Oklahoma’da %13.6 ve Texas’ta %9.2 oraninda belirlenirken, GBS kolonizasyonunun
zencilerde %21.2, beyazlarda %13.7 ve Latin Amerikalilarda da %20.9 oranlarinda
bulundugu ve bu dagilimda cografik konum, hijyenik kosullar, ekonomik diizey ve etnik
farkliliklarin rol oynayabilecegi ifade edilmektedir. Benzer arastirmalarda, Davies ve
ark. (173), 1207 hamile kadindan aldiklar1 vaginal 6rneklerin % 19.5’inden; Gil ve ark.
(174), 702 hamile kadindan alinan vagino-rektal 6rnegin %14.7’sinden; Fraile ve ark.
(30), 450 vagino-rektal 6rnegin %19.8’inden; Quinlan ve ark. (172), 222 hastadan

alinan vaginal 6rnegin %?24.3’linden; Crisp ve ark. (163), 374 hastadan alinan vaginal
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ornegin %24.8’inden ve Dunne ve Staley (149) ise 264 vaginal sivap Orneginin
%21.2’sinden GBS izole edildigini rapor etmektedirler. Cesitli yas gruplarindaki
kadinlarda yapilan bir arastirmada ise (175), vaginal GBS kolonizasyonunun en yiiksek
oranda (%26.9) 24 yas altindaki kadinlarda bulundugu tespit edilmistir. Ulkemizde
yapilan bir aragtirmada (171) ise insanlarin bogaz kiiltiirlerinden izole edilen

streptokoklarin %18.7’sini GBS’larin olusturdugu bildirilmektedir.

Bu arastirmada da, kadinlardaki vaginal GBS kolonizasyonunu tespit etmek
amaci ile Van sehir merkezi ile yakin il ve ilgelerden Van Dogumevi poliklinigine gelen
300 hastadan alinan vaginal sivap Ornegininin %?24’iinden GBS izole ve identifiye
edildi. Elde edilen bulgular, Quinlan ve ark. (172), Crisp ve ark. (163) ve Regan ve ark.
(32) ile uyumlu bulunurken diger arastirmacilarin (30,149,171,173,174,175)
bulgularindan daha diisiik veya yiiksek bulundu. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, Van
ve yoresinde kadinlarda GBS kolonizasyonunun yiiksek oranda oldugunu

gostermektedir.

GBS suslan ile grup G, C streptokok ve Streptococcus pneumonia suslari
arasinda kros reaksiyonlarin gozlendigi bildirilmektedir (2,19). Bu ¢aligmada incelenen
7 adet GBS susunun serogrup C spesifik antiserum ile; insanlardan izole edilen 17 adet
GBS susunun da serogrup D spesifik antiserum ile lateks agliitinasyon testinde kros

reaksiyon verdigi gozlendi.

Bu arastirmada GBS suslarinin serotiplendirilmesinde, referans GBS serotip Ia,
Ib, Ic, II, II1, TV, V, VII, VIII, R ve X Kkiiltiirleri ile immunize edilen tavsanlardan elde
edilen antiserumlar kullanildi. AGPT ve ko-agliitinasyon testlerinde polispesifik
serumlarin heterolog referans Kkiiltiirlerle verdigi kros reaksiyonlara goére yapilan
adsorbsiyon islemleri sonucunda, her bir test ig¢in ayr1 ayri serotip monospesifik
antiserumlar elde edildi. Adsorbsiyon islemleri sonucunda AGPT’inde GBS serotip Ia,
I1, 1, 1V, V, VII, VIII, R ve X antiserumlarinin her birinin sadece kendi antijenleri ile
spesifik reaksiyon verdigi gozlendi. Ancak GBS serotip Ib ve Ic antiserumlar1 kros
reaksiyon verdikleri la referans heterolog kiiltiirii ile adsorbe edildiginde gozle
goriilebilir presipitasyon reaksiyonlari elde edilemedi. Bu nedenle bu aragtirmada

incelenen GBS suslar1 AGPT ile GBS serotip Ib ve Ic antiserumlari ile tiplendirilemedi.
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Yapilan arastirmalarda (9,176), Ic protein antijeninin Ibc olarak tanimlanan iki
ayr1 serolojik aktif determinanttan olustugu ve bu determinantlarin tiim tip Ib suslarinda
bulunabilecegi, bazi suslarin da tip spesifik Ia polisakkarit antijenini tasidigi
bildirilmektedir. Bu nedenle serotip Ia ve Ib antiserumlarinda da bulunabilen Ic protein
antijenine kars1 antikorlarin kros reaksiyonlara neden oldugu rapor edilmektedir.
Mosabi ve ark. (18), referans GBS serotipleri ile immunize edilen tavsanlardan elde
ettikleri antiserumlardan serotip spesifik antiserumlarin elde edilmesinde serotip Ia
antiserumunun Ib ve Ic referans kiiltiirleri ile; Ib antiserumunun Ic referans kiiltiirii ile,
Ic antiserumunun la referans kiiltiirii ile ve II antiserumunun Ic referans kiiltiirii ile

adsorbe edildigini bildirmislerdir.

Bu arastirmada serotip Ib polispesifik antiserumda Ia, Ib ve Ic antijenlerine
yonelik benzer presipitasyon bandi olusturan ve ayrica la ve Ic ile benzer presipitasyon
reaksiyonu veren antikorlar gozlenirken, Ib spesifik ayr1 bir presipitasyon bandi
goriilmedi. Bu nedenle Ic veya Ia kiiltiirleri ile ayr1 ayr1 adsorbe edilen GBS serotip Ib
antiserumlart  homolog antijen ile spesifik presipitasyon reaksiyonu vermedi.
Dolayisiyla serotip Ib antiserumu homolog referans kiiltiir ile adsorbe edildiginde
sadece serotip Ia ve Ic antijenleri ile benzer kros reaksiyon verdi. Bu da serotip Ic
protein antijeninin serotip la ve Ib suslarimin antijenik yapisinda bulunabilecegini
gostermektedir. Yapilan bir arastirmada da (125), Ic protein antijeninin Ia polisakkarit
antijeni ile kombine olarak bulunabildigi ve bu suslarin tip Ic olarak adlandirildig:

bildirilmektedir.

Bu calismada ko-agliitinasyon testinde GBS serotip Ia, Ib, Ic, III, IV, V, VII,
VIII ve X monospesifik antiserumlarinin her birinin sadece homolog antijenleri ile
spesifik reaksiyon verdigi gozlendi. Ancak GBS serotip II antiserumu, kros reaksiyon
verdigi tip X ve R kiiltiirler ile adsorbe edildiginde tip II antiserumu homolog antijen ile
reaksiyon vermedi. Ancak tip X spesifik antiserum, sadece homolog antijen ile, tip R

spesifik antiserum ise ayrica tip VIII antijen ile kros reaksiyon verdi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda tip II antijeninin R protein ile antijenik iligkisi
tizerinde herhangi bir bilgiye rastlanmadi. Ancak X protein antijeninin R protein
antijeninin yapisinda bulunabilecegi ve insanlardan izole edilen GBS’larda tespit edilen

R protein antijeninin ¢ogunlukla tip II ve III polisakkarit antijenle birlikte kombine
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olarak bulundugu bildirilmektedir (9). Bu ¢alismada ko-agliitinasyon testinde tip II
antiserumunun R ve X antijenleri ile tespit edilen kros reaksiyonlarinin AGPT’inde
gozlenmemesi, ayni sekilde AGPT’inde Ib ve Ic antiserumlariin heterolog kiiltiirlerle
adsorbe edilmesinden sonra homolog antijenler ile reaksiyon vermemesi, ko-
agliitinasyon testinin presipitasyon testine gore daha duyarli olmasi ile agiklanabilir. Bu
arastirmada incelenen GBS’larin serotiplendirilmesinde daha duyarli ve pratik
bulundugu i¢in ko-agliitinasyon testinden yararlanildi. Ancak AGPT ile de

serotiplendirme yapildi ve ko-agliitinasyon testi ile elde edilen sonuglarla karsilastirildi.

Yapilan arastirmalarda (15,18,38,152,160,161), sigirlardan izole edilen GBS
suslarinda yaygin olarak Ia, II, III, V ve X serotiplerinin gozlendigi, kadinlarda vaginal
GBS kolonizasyonuna yonelik yapilan caligmalarda da (9,21,28,66,164,165), yaygin
olarak Ia, Ib, Ic, II, III ve V serotiplerinin tespit edildigi rapor edilmektedir.

Farkli populasyonlarda yapilan arastirmalarda (29,30,31,32) GBS’larin hamile
kadinlardaki kolonizasyonunun %10-30 arasinda degistigi bildirilmistir. ABD ve
Avrupa’nin batisinda yapilan arastirmalarda (28,33) klinik 6rneklerin %86-90’1ndan
GBS serotip Ia, II, IIT ve V izole edildigi ve bu populasyonlarda serotip IV, VI, VII,
VIII ve serotiplendirilemeyen suslarin yaygin olmadig: bildirilmektedir. ABD’de yeni
doganlarda gozlenen GBS enfeksiyonlari ile ilgili yapilan bir aragtirmada (34) ise GBS
serotip la’nin %40, Ib’nin %9, II’'nin %6, III’lin %27 ve V’in %15 diizeyinde gortldigi
ayrica GBS serotip dagilimimnin, etnik yapr ve cografik bolgelere gore de farklilik
gosterdigi rapor edilmektedir. Japonya’da hamile kadinlarda vaginal GBS
kolonizasyonu iizerinde yapilan bir ¢alismada (35) ise serotip VI ve VIII’in dominant

oldugu bildirilmistir.

Pasaribu (152), mastitisli sigir siitlerinden izole edilen 79 adet GBS susunun
%351.9’unun ko-agliitinasyon yontemi ile serotiplendirdigini, %25.3’linlin birden fazla
antiserum ile kombine reaksiyon verdigini ve %22.8’inin serotiplendirilemedigini
belirtirken, suslarin %2.5’inin tip Ia, %6.3 {iniin tip IV, %1.3’{inilin tip R ve %41.8’inin
ise tip X oldugunu bildirmektedir. Ayn1 arastirici, insanlardan izole edilen 84 adet GBS
susunun %69’unun ko-agliitinasyon yontemi ile serotiplendirilebildigini, %26.2’sinin
ise birden fazla antiserumla kombine reaksiyon verdigini ve serotiplendirilen suslarin

%26.2’sinin tip Ia, %8.3’liniin tip Ic, %10.7 sinin tip 11, %19 unun tip III ve %1.2’sinin
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ise tip IV oldugunu tespit etmistir. Jelinkova (9), sigirlardan izole edilen 413 adet GBS
susunun serotip Ia (%7.2), Ib (%3.8), Ic (%2.2), I (%S5.1), II (%6), R (%32.9), X
(%27.6) ve %21.5’inin kombine oldugu belirlenirken %7.9’unun
serotiplendirilemedigini; insanlardan izole edilen 2415 adet GBS susunun ise la (%6.1),
Ib (%26.2), Ic (%8.8), II (%5.2), III (%20.3), R (%3.4), X (%1.6) ve %?22.3’{iniin
kombine oldugu gozlenirken %5.8’inin de serotiplendirilemedigini rapor etmektedir.
Finch ve Martin (15), mastitisli sigir siitlerinden izole edilen GBS suslariin sirasiyla
%42.6’smnin - serotip I,  %3.3’tnlin  Ia, %1.6’sinin III ve %52.5’inin
serotiplendirilemedigini; kadinlarin vaginal sivap, bogaz kiiltiirii ve klinik 6rneklerden
izole edilen GBS suslarinin %20.9’unun serotip la, %15.5’inin Ib, %25.8’inin Ic,
%15.3’{iniin II, %27’sinin III ve %1.2’sinin II-Ic olarak serotiplendirdiklerini, %4.3 {inii
de serotiplendiremediklerini belirtmektedirler. Mosabi ve ark. (18), sigir siitlerinden
izole ettikleri GBS suslarinin kapillar presipitasyon yontemi ile %85’inin
serotiplendirildigini, suslar arasinda la (%47), Ic (%12) ve III (%12) serotiplerinin
yaygin oldugunu; kadinlardan alinan vaginal sivap ve bogaz kiiltiirii 6rneklerinden izole
ettikleri GBS suslarinin ise tamaminin serotiplendirilebildigini, en yaygin olarak da Ia
(%29), Ic (%24) ve III (%15) serotiplerinin tespit edildigini bildirmektedirler. Jensen
(38), mastitisli sigir siitlerinden izole edilen GBS suslarmmin AGPT ile tespit edilen
dominant serotipin tip III (%57) oldugunu, 27 farkli serotip kombinasyonunun
bulundugunu, 6zellikle X proteininin %62 oraninda kombine serotiplerde bulundugunu,
inceledigi suglarin %5’inin de serotiplendirilemedigini rapor etmektedir. Kutschke
(160), s1g1r siitlerinden izole ettigi GBS suslarinin %83.2sinin serotiplendirilebildigini,
suslarin %43.9’unun tip X, %12.5’inin tip Ia, %5.5’inin tip IV, %2.8’inin tip Ic,
%?2’sinin tip III, %1.2’sinin tip Ib, %1 inin tip R ve %14’linlin de kombine oldugunu;
Lammler ve ark (161) ise mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri 89 adet GBS susunun
immundiffiizyon ve ko-agliitinasyon yontemleriyle %87 sinin serotiplendirildigini,
incelenen suslarin %3.4’liniin tip Ia, %4.5’inin tip IV ve %5.6’smin tip V, %32.6’s1n1n
V/X, %29.2°sinin Ia/c, %5.6’smin NT/X, %.4’tniin IV/X, %2.2’sinin Ia/X ve III/X

olarak serotiplendirdiklerini rapor etmektedirler.

Davies ve ark. (173), kadinlardan alinan vaginal 6rneklerden izole ettikleri 118
adet GBS susunun %80’inin serotiplendirilebildigini, bunlarin %20.3’linlin tip Ia,

%8.5’inin tip Ib, %8.5’inin tip II, %I15.3’tntn tip II, %28’inin tip V olarak
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belirlendigini; Berg ve ark. (165), kadinlardan alinan vaginal sivap, serebrospinal sivi
ve kan orneklerinden izole ettikleri 144 adet GBS susunun %95.8’ini ko-aglutinasyon
yontemiyle serotiplendirilebildigini bunlarin %39.9’unun tip III, %17.8’inin tip V,
%12.8’inin tip la, %12.4’{iniin tip Ib, %10.4’liniin tip II, %2.3 {niin tip IV oldugunu,
rapor etmektedirler. Benzer bir ¢alismada Ko ve ark. (66), kadinlarda ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 351 GBS susunun %87’sinin lateks agliitinasyon testi ile
serotiplendirildigini, bu suslarin %12.7’sinin tip la, %11.9’unun tip Ib, %28.5’inin tip
I, %1.7’sinin tip IV ve %27.1’inin tip V oldugunu; Lee ve ark. (177) da, klinik
orneklerden izole ettikleri GBS suslarinin %12.6’sinin tip Ia, %38.2’sinin tip Ib,
%4.2’sinin tip 11, %35.9’unun tip 11, %2.9’unun tip V, %1.9’unun tip VI ve %1.3’iiniin
de tip VIII olarak belirlendigini; Chong ve ark. (178) ise, iirogenital sistemden izole
ettikleri GBS suglarinin %8.7’sinin tip la, %§8.7’sinin la/c, %10.1’inin tip Ib,
%24.6’s1min Ib/c, %1.4liniin tip I, %1.4’{iniin I1/c, %10.1’inin tip III, %26’sinin III/R,
%2.9’unun tip V, %1.4’linlin NT/c ve %1.4’linilin ise NT/R olarak belirlendigini rapor

etmektedirler.

Bu arastirmada, sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun %44.7’si ko-
agliitinasyon testi ile, %17.1°1 de AGPT ile serotiplendirilirken; insanlardan izole edilen
72 adet GBS susunun ise %68’1 ko-agliitinasyon testi ile, %11.1°’1 de AGPT ile
serotiplendirildi. Calismada sigirlardan izole edilen GBS suglarinda goriilme sikligina
gore ko-agliitinasyon yontemi ile tespit edilen baslica serotiplerin VII (%11.8), III
(%10.5), Ic (%6.5), VII (%3.9), V (%2.6), I (%1.3), IV (%1.3), X (%1.3) ve
%035.2’sinin de kombine oldugu; insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise Ic (%33.3),
IV (%8.3), VIII (%6.9), V (%5.5), R (%5.5) ve %8.3’linlin kombine oldugu tespit
edildi. AGPT ile serotiplendirilen suslarin hemen hemen tamami ko-agliitinasyon
testinde de ayni serotip-spesifik antiserum ile reaksiyon verirken, insanlardan izole
edilen ve AGPT’inde tip III olarak tiplendirilen iki susun ko-agliitinasyon testinde tip V
ve VII spesifik antiserumlarla da reaksiyon verdigi gozlendi. Ayrica sigirlardan izole
edilen ve AGPT’inde tip II oldugu tespit edilen iki susun ko-agliitinasyon testinde tip IV

ve X spesifik antiserumlarla da reaksiyon verdigi gozlendi.

Bu ¢alismada tespit edilen GBS serotipleri ile degisik bolgelerde yapilan diger
arastirmalarda (15,18,38,160,161,173,177,178) tespit edilen serotip dagilimlarinin farkl
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olmasinin, bolgesel farkliliktan kaynaklandig ileri siiriilebilir. Diger arastirmalarda da
goriildiigl lizere s18ir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinda tespit edilen dominant

serotipler, suslar arasinda farklilik gosterebilmektedir.

GBS’larin hemolitik 6zelliklerinin belirlendigi arastirmalarda, sigir siitlerinden
izole edilen GBS suslarinda B- hemolitik 6zelligin %10 (8), %15.2 (153), %48.5 (167),
%358.7 (18), %62.4 (17), %83 (166) ve %96.8 (168) arasinda degistigi, insanlardan izole
edilen GBS suslarinda bu 6zelligin %33.3 (8), %85.5 (167), %89.7 (166) ve %100 (18)
oranlarinda goriildiigii  bildirilmektedir. GBS’larda o- hemolitik 6zelligin  s1gir
suslarinda %3.2 (168), %6.6 (19), %11.3 (166), %26.8 (17), %41.3 (18), %45 (167) ve
%90 (8) arasinda degistigi, insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise %8.5 (166),
%13.9 (167) ve %66.6 (8) oranlarinda goriildiigli bildirilmistir. Sigirlardan izole edilen
GBS suslarinda y- hemolitik 6zelligin %5.6 (166), %6.5 (167), %10.8 (17) ve %53.3
(19) arasinda degistigi; insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise %0.6 (167) ve %1.8

(166) oranlarinda goriildiigii rapor edilmektedir.

Bu calismada, sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %64.5°1 -, %19.7’si a- ve
%15.8’1 de y- hemolitik bulunurken; insanlardan izole edilen GBS suslarinin ise
%23.6’smin -, %29.2°sinin a- ve %47.2’sinin de y- hemolitik oldugu tespit edildi.
Arastirmada elde edilen bulgulara gore, sigirlardan izole edilen GBS suslarinda -
hemolitik sus oraninin Hahn (166) ve Rund (168)’un bulgularindan diisiik, diger
arastirmacilarin (8,17,18,19,153,167) bulgularindan yiiksek; a- hemolitik sus oraninin
Ekin (19), Hahn (166) ve Rund (168)’un bulgularindan yiiksek, diger arastirmacilarin
(8,17,18,153,167) bulgularindan diisiik oldugu; y- hemolitik sus oraninin ise Ekin
(19)’den diisiik, diger arastirmacilarin (17,166,167) bulgularindan yiiksek oldugu
gbzlendi. Insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise p- hemolitik sus oram diger
arastirmacilarin (8,18,166,167) bulgularindan diisiik bulunurken, o- hemolitik sus
oraninin Hahn (166) ve Miiler (167)’in bulgularindan yiiksek, Yildirim (8)’1n
bulgularindan diistik; y- hemolitik sus oraninin ise Hahn (166) ve Miiler (167)’in
bulgularindan yiiksek oldugu gézlendi.
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Yapilan bu arastirmalarda GBS suslarinda - hemolitik 6zelligin hem insan hem
de sigir suslarinda daha yaygin olarak gorildiigli, o- ve y- hemolitik &zelligin

sigirlardan izole edilen GBS suslarinda daha sik goriildiigii gézlenmektedir.

Bu calismada incelenen GBS suslarinda B- ve y- hemoliz 6zellikleri yoniinden
sigir ve insanlardan izole edilen suslar arasindaki fark énemli (P<0.05) bulundu. Ancak
bu aragtirma ile lilkemizde ve diger iilkelerde konu ile ilgili yapilan arastirma bulgulari
dikkate alindiginda; GBS suslarinda tespit edilen hemoliz tiplerinin suslar arasinda
degiskenlik gdsterebileceginden, sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinda
gozlenen hemoliz tipleri arasidaki fark, incelenen orneklerin niteligi ve calismalarin

degisik yorelerde yapilmis olmasindan kaynaklanabilir.

GBS’lar igerisinde bilinen tek tiir olan Streptococcus agalactiae suslarinin
biyokimyasal yOntemlerle yapilan identifikasyonunda karakteristik olarak CAMP ve
sodyum hippurat hidrolizi testlerinde pozitif, eskulin hidrolizi testinde ise negatif
reaksiyon verdigi bildirilmektedir (1,2,3,7,13,62,64,155). Ancak yapilan bazi
calismalarda (23,167,168,169) bu ozelliklerin GBS suslarinda degisiklik gosterdigi
tespit edilmisgtir.

Ulkemizde degisik yorelerde yapilan arastirmalarda, Ekin (19), sigir siitlerinden
izole edilen GBS suslarinin %73.3’liniin CAMP pozitif, %76.5’inin eskulin negatif ve
%66.6’s1n1n sodyum hippurat pozitif oldugunu; Dakman (12) ise sigirlardan izole edilen
GBS suslarinin %93.7’sinin CAMP pozitif, tamamiin sodyum hippurat pozitif ve

eskulin negatif oldugunu bildirmektedirler.

Diger {ilkelerde yapilan arastirmalarda ise; sifirlardan izole edilen GBS

suslarinda CAMP pozitiflik oraninin %75 (169), %86 (17), %87 (168) ve %89.8 (167)
arasinda degistigi gozlenirken, insanlardan izole edilen GBS suslarinda bu 6zelligin
%66.6 (179), %83.3 (180) ve %86.9 (167) oranlarinda oldugu bildirilmektedir.
Sigirlardan izole edilen GBS suslarinda sodyum hippurat pozitifligin %97.9 (166) ve
%100 (18) oranlarinda oldugu gozlenirken, insanlardan izole edilen GBS suslarinda bu
ozelligin %87.5 (179), %96.6 (180), %96.7 (181), %99 (166) ve %99.6 (182)
oranlarinda bulundugu bildirilmektedir. Sigirlardan izole edilen GBS suslarinda eskulin

negatiflik oraninin ise %90.1 (17), %95.8 (166) ve %96.8 (168) arasinda degistigi;
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insanlardan izole edilen GBS suslarinda da bu 6zelligin %99 (166) oraninda oldugu

bildirilmektedir.

Bu aragtirmada, sigirlardan izole edilen GBS suslariin %26.3’i CAMP pozitif,
%64.5’1 eskulin negatif ve %73.7’sinin de sodyum hippurat’t hidrolize ettigi;
insanlardan izole edilen GBS suslarinin ise %45.8’inin CAMP pozitif, %83.3’iiniin
eskulin negatif ve %76.4’linlin de sodyum hippurat’1 hidrolize ettigi tespit edildi. Sigir
ve insanlardan izole edilen GBS suglarimin CAMP ve sodyum hippurat testlerinde
pozitiflik ile eskulin hidrolizi testlerinde negatiflik yoniinden elde edilen bulgularin
yukarida belirtilen diger arastiricilarin bildirdigi oranlardan diisiik oldugu gozlendi.
Konu ile ilgili olarak yéremizde daha once yapilan bir arastirmada (19) bildirildigi gibi
sigir ve insanlardan izole edilen GBS suglarinin identifikasyonunda sadece yukarida
belirtilen testlerden yararlanilmasinin yeterli olamayacagi ve Streptococcus agalactiae
suslarinin serolojik yontemlerle GBS olarak identifiye edilmesinin Onemi ortaya
cikmaktadir. Ayrica bu caligmada sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin
arasindaki fark sadece CAMP testi yoniinden onemli (P<0.05) bulundu. Ancak bu
Ozellige dayanarak sigir ve insanlardan izole edilen suslar arasinda yapilabilecek

ayriminin literatiir verileri ile desteklenmedigi goriilmektedir.

GBS suslarmin biyokimyasal 06zelliklerinin belirlendigi bazi1 karbonhidrat
fermentasyon testlerinde sigir ve insanlardan izole edilen suslar arasinda onemli

farkliliklar goriilebilmektedir (14,15).

Yapilan arastirmalarda sigirlardan izole edilen GBS suslarinda laktoz pozitiflik
oraninin %79 (18), %87.3 (152), %88.5 (15), %88.7 (161), %94.2 (166) ve %100
(8,36,153) arasinda degistigi gozlenirken, insanlardan izole edilen GBS suslarinda bu
ozelligin %6.1 (15), %12 (18), %22.6 (152), %28.3 (166), %33 (59) ve %36 (36)
oranlarinda oldugu bildirilmektedir. Sigirlardan izole edilen GBS suslarinda salisin
pozitiflik oraninin ise %44.3 (153), %66 (18), %70 (8), %75.4 (15), %97.6 (166) ve
%99 (36) arasinda degistigi gozlenirken, insanlardan izole edilen GBS suslarinda bu
ozelligin %88 (18), %88.8 (8), %93 (36), %96.9 (15) ve %97.4 (166) oranlarinda
oldugu rapor edilmektedir. Sigirlardan izole edilen GBS suslarinda trehaloz pozitiflik
oraninin da %29.1 (153), %79 (36), %80 (8) ve %95.3 (166) arasinda degistigi

gozlenirken, insanlardan izole edilen GBS suslarinda bu 6zelligin %94 (36), %95.3
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(166) ve %100 (8) oranlarinda oldugu belirtilmektedir. Sigirlardan izole edilen GBS
suslarinda raffinoz pozitiflik oraninin ancak %1.8 (166) oldugu, insanlardan izole edilen
GBS suslarinda bu 6zelligin %1.1 (166) oraninda kaldig1 bildirilmektedir. Sigirlardan
izole edilen GBS suslarinin inulin testinde de negatif (153) veya ancak %3.9 (166)’unun
pozitif olabilecegi, insanlardan izole edilen GBS suslarinin ise %1 (166) oraninda

pozitif bulunabilecegi rapor edilmektedir.

Bu arastirmada, sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun %82.9’u laktoz’u,
%92.1°1 salisin’i, %85.5’1 trehaloz’u, %96.1°1 raffinoz’u ve %?26.3’ti inulin’i;
insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun ise %81.9’unun laktoz’u, %88.9’unun
salisin’i, %84.7’sinin trehaloz’u, %94.4’liniin raffinoz’u ve %:29.2’sinin de inulin’i
fermente ettigi tespit edildi. Calismada elde edilen bulgular ile diger arastirmacilarin
bulgular1 karsilastirildiginda, sigirlardan izole edilen GBS suslarinda laktoz
fermentasyon oranmin Mosabi ve ark. (18)’nin bulgularindan yiiksek, digerlerinin
(8,15,36,152,153,161,166,) bulgularindan diisiik oldugu; salisin ve trehaloz
fermentasyon oraninin Hahn (166)’in bulgularindan diisiik, digerlerininkinden
(8,15,36,153) yiiksek; raffinoz ve inulin fermentasyon oranlarinin da diger arastiricilarin
(153,166) bulgularindan yiiksek oldugu gozlendi. insanlardan izole edilen GBS
sugslarinda  ise, laktoz fermentasyon oranminin  bildirilen arastirmacilarin
(8,15,18,36,59,152,166,) bulgularindan yiiksek; salisin fermentasyon oraninin Mosabi
ve ark. (18) ve Yildinm (8)’in bulgularnt ile benzer, digerlerininkinden
(15,36,59,152,166) diisiik; trehaloz fermentasyon oranmin diger arastiricilarin
(8,36,166) bulgularindan diisiik; raffinoz ve inulin fermentasyon oraninin Hahn (166)’1n

bulgularindan yiiksek oldugu belirlendi.

Literatiirlerde bildirilen bulgular dikkate alindiginda, siir ve insanlardan izole
edilen GBS suslar1 arasinda laktoz pozitiflik yoniinden farklilik goze ¢arpmakta ve
bunun epidemiyolojik anlamda onemli olabilecegi arastirmacilar tarafindan da ifade
edilmektedir. Ancak bu arastirmada laktoz fermentasyon testi yoniinden sigir ve
insanlardan izole edilen GBS suslar1 arasindaki fark 6nemsiz bulundu. Bunun yaninda
diger karbonhidrat testlerinde elde edilen bulgularin da literatiir verilerinin aksine diisiik
veya yliksek oldugu, fakat literatiirdeki verilere uygun olarak sigir ve insanlardan izole

edilen suglar arasinda ayrimin yapilamayacagini gdsterdi.
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Basitrasin duyarhilik testinin, A Grubu streptokoklarin diger streptokoklardan
ayirt edilmesinde yaygin olarak kullanildig1 bildirilmektedir (1,2,3,7,13,62,64,155).
Ancak yapilan calismalarda (15,18,153,161,183) GBS suslarinin da degisik oranlarda

basitrasine duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Ulkemizde yapilan bir calismada (171), cesitli hayvanlardan izole edilen
streptokoklarin = %96.6’sinin  basitrasine duyarli oldugu, bu suslarm %89 unun
sigirlardan izole edildigi, bu suslarin da %43.2’sinin GBS olarak identifiye edildigi;
insanlardan izole edilen streptokoklarin ise %98.2’sinin basitrasine duyarl oldugu, izole
edilen suslarin %18.7’sinin de GBS olarak identifiye edildigi rapor edilmektedir. Diger
iilkelerde yapilan ¢aligmalarda, sigirlardan izole edilen GBS suslar1 %2.3 (161), %7.5
(27), %73 (184) ve %91.8 (15) oranlarinda basitrasine duyarli bulunurken, insanlardan
izole edilen GBS suslarinin ise %5.5 (15), %6 (182), %10.6 (184) ve %30 (36)

oranlarinda basitrasine duyarli bulundugu bildirilmektedir.

Bu calismada ise sigirlardan izole edilen suslarin %93.4’{i, insanlardan izole
edilen suslarin ise %58.3’li basitrasine duyarli bulundu. Arastirmada tespit edilen
bulgularin her ne kadar diger aragtirmacilarin (15,27,36,161,171,182,184) bulgularindan
yiiksek oldugu gozlense de diger arastirma bulgularina paralel olarak bu g¢alismada
basitrasine duyarlilik testi yoniinden sigirlardan izole edilen GBS suglarinin, insanlardan
izole edilen GBS suslarina goére basitrasine daha duyarli ve suslar arasindaki farkin

onemli (P<0.05) oldugu goriildii.

Sigir ve insanlardan izole edilen GBS suglarinda pigment olusumu yoniinden
farliliklarin bulundugu ve GBS suslarinda pigment olusumunun patojenik karakter ile

iligkili oldugu bildirilmektedir (6,21).

Yapilan arastirmalarda sigirlardan izole edilen GBS suglarinda pigment
olusumunun %9.8 (15), %37 (185), %40 (8), %54.8 (184), %56 (161), %57.1 (183),
%58.7 (18) ve %68.3 (153) oranlarinda, insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise
pigment olusumunun %66 (183), %92 (185), %92.9 (184), %93.9 (15), %95 (180) ve
%100 (8,18) gibi daha yiiksek oranlarda goriildiigii bildirilmektedir.
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Bu arastirmada, sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %71.1°inde ve
insanlardan i1zole edilen GBS suslarinin ise %68.1’inde pigment olusumu tespit edildi.
Sigirlardan  izole edilen GBS suglarinda bu o6zellik, diger arastirmacilarin
(8,15,18,153,161,183,184,185) bulgularina gore daha yiiksek bulunurken; insanlardan
izole edilen GBS suglarinda ise Brglez (183)’in bulgularindan yiiksek, diger
arastirmacilarin (8,15,18,180,184,185) bulgularindan diisiik oldugu tespit edildi. Ancak
pigment olusumu yoniinden si8ir ve insanlardan izole edilen GBS suslar1 arasindaki fark
O6nemsiz bulundu. Bu da pigment olusumunun sigir veya insanlardan izole edilen GBS

suslarina 6zgii olmadigin1 géstermektedir.

GBS suslarmin, patojenik karakterlerinde onemli rol oynayan N-asetil B-D
glikozaminidaz, B-D galaktozidaz ve [-D glukuronidaz gibi bazi enzimler 4-
metilumbelliferil ile konjuge substratlarla tespit edilebilmekte, bu enzimler sigir ve
insanlardan izole edilen GBS suslarinda farkli oranlarda bulunabilmekte ve GBS

suglarinin ¢abuk identifikasyonunda kullanilabilecegi bildirilmektedir (156,157,170).

Slifkin ve Gil (156), insanlarda klinik olgulardan izole edilen tiim GBS
suslarinda B-D glukuronidaz enzim aktivitesi tespit edildigini, ancak N-asetil -D
glikozaminidaz ve B-D galaktozidaz enzim aktivitesi bulunmadigini bildirmektedirler.
Lammler ve ark. (157), insan orijinli GBS suslarinin %12.2’sinde, sigir orijinli GBS
suslarinin ise %96.1’inde B-D galaktozidaz enzim aktivitesi belirlendigini ve bu enzim
aktivitesinin sigir ve insan orijinli GBS suslarinin ayriminda kullanilabilecek
karakteristik bir 6zellik olabilecegini vurgulamaktadirlar. Arastirmada ayrica tim GBS
suslarinin B-D glukuronidaz aktivitesi gosterdigini ancak N-asetil B-D glikozaminidaz
aktivitesi gostermedigi bildirmektedirler. Schaufuss ve ark (186) da mastitisli inek
stitlerinden izole edilen GBS suslarinin sadece B-D glukuronidaz aktivitesine sahip
oldugunu, N-asetil B-D glikozaminidaz aktivitesinin bulunmadigini; Fang ve ark. (187),
sigir siitlerinden izole edilen GBS suslarinin tamaminin B-D glukuronidaz aktivitesine
sahip oldugunu; Matthews ve ark. (170) ise sig1r siitlerinden izole edilen GBS susglarimin
tamaminda B-D glukuronidaz ve B-D galaktozidaz enzim aktivitesi, %42.8’inde de

N-asetil B-D glikozaminidaz aktivitesi bulundugunu rapor etmektedirler.

Bu arastirmada, sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun %28.9’unda

N-asetil B-D glikozaminidaz, %40.8’inde [-D galaktozidaz ve %46.1°inde
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B-D glukuronidaz enzim aktivitesi belirlenirken; insanlardan izole edilen 72 adet GBS
susunun ise %80.5’inin N-asetil B-D glikozaminidaz, %88.9’unun B-D galaktozidaz ve
%88.9’unun B-D glukuronidaz enzimleri yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.
Sigirlardan izole edilen GBS suslarinda N-asetil 3-D glikozaminidaz enzim aktivitesi ile
ilgili olarak elde edilen bulgularin, Matthews ve ark. (170)’nin bulgularindan diisiik,
diger aragtirmacilarin (157,186) bulgularindan yiiksek oldugu, B-D galaktozidaz ve
B-D  glukuronidaz enzim aktiviteleri yOniinden ise diger arastirmacilarin
(157,170,186,187) bulgularindan diisiik oldugu gozlendi. insanlardan izole edilen GBS
suslarinda N-asetil B-D glikozaminidaz ve B-D galaktozidaz enzim aktivitesi ile ilgili
olarak elde edilen bulgularin ise diger arastirmacilarin (156,157) bulgularindan yiiksek;
B-D glukuronidaz enzim aktivitesi ile ilgili olarak da Slifkin ve Gil (156) ile Laimmler
ve ark. (157)’nin bulgularindan diisiik oldugu gozlendi. Bu ¢alismada da N-asetil 3-D
glikozaminidaz, B-D galaktozidaz ve B-D glukuronidaz enzim aktiviteleri yoniinden
sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin arasindaki fark onemli (P<0.05)
bulundu. Ancak her {i¢ enzim aktivitesi 6zellikle insanlarda izole edilen GBS suslarinda
tespit edilmesine ragmen bu enzimlerin si8irlardan izole edilen suslarda da

goriilebilecegi dikkate alinmalidir.

Brown (188), GBS suslarinin DN’az aktivitesi gostermedigini ancak ortamda
DNA ve RNA birlikte bulunmasi ile suslarin %27.4’linde niikleaz enzim aktivitesi
goriildiiglinii rapor etmektedir. Bu arastirmada da, sigirlardan izole edilen 76 adet GBS
susunun %10.5’1 ve insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun ise %2.8’inde DN’az

enzim aktivitesi tespit edildi. Ancak suslar arasindaki farkin 6nemli olmadig1 goriildii.

Yapilan  arastirmalarda  (12,48,189) tavsan  eritrositlerini  agliitine
(hemagliitinasyon) eden GBS suslarinin in-vitro ortamlarda tavsan alveolar makrofajlar

ile HeLa hiicre kiiltiirlerine yiiksek oranda tutunabildikleri bildirilmektedir.

Ulkemizde yapilan bir arastirmada (12), sigirlardan izole edilen GBS suslarmin
%15.1’inde hemagliitinasyon aktivitesi bulundugu bildirilmektedir. Diger {ilkelerde
yapilan bir aragtirmada ise (153), sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %49.4’tinde
hemagliitinasyon aktivitesi gorildiigii rapor edilmektedir. Wibawan ve ark. (48),

sigirlardan izole edilen 83 adet GBS susunun %43.4’linde, Yildirim (8) ise sigirlardan
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izole edilen GBS suslarinin %10’unda hemagliitinasyon aktivitesi bulundugunu, ancak
insanlardan izole edilen GBS suslarinda ise hemagliitinasyon 6zelliginin goriilmedigini
bildirmektedirler. Kurl ve ark. (158) da, insanlardan izole edilen 130 adet GBS susunun
sadece 1 (%0.8)’inde hemagliitinasyon aktivitesi tespit ettiklerini belirtmektedirler.
Ayrica bazi aragtirmalarda (12,48) tripsin ile muamele edilen GBS suslarinin

hemagliitinasyon 6zelliklerinde artis gézlenmedigi bildirilmektedir.

Bu calismada, sigirlardan izole edilen 76 adet GBS susunun %]13.1’inde ve
insanlardan izole edilen 72 adet GBS susunun %2.8’inde hemagliitinasyon aktivitesi
tespit edildi. Ancak incelenen GBS kiiltiirlerinin tripsinle muamele edilmesinden sonra
sigir suslarinin %31.6’sinda, insan suslarinin ise %27.8’inde hemagliitinasyon 6zelligi
belirlendi. Bu arastirmada sigirlardan izole edilen GBS suslarinda tespit edilen
hemagliitinasyon aktivitesinin Dakman (12) ve Yildirim (8)’dan ytiiksek, digerlerinden
(48,153) diisiik oldugu gozlendi. Ayrica sigir ve insanlardan izole edilen GBS
suslarinda, diger aragtirmacilarin (8,48) aksine Kkiiltiirlerin tripsin ile muamelesinden

sonra hemagliitinasyon aktivitesinde artis tespit edilebildigi goriildii.

Insan, hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda tespit edilen lektinler, hiicre duvar
yapisinda spesifik olarak tanimlanabilen karbonhidrat yapilar ile kombine olarak
bulunabilmekte ve hiicreye 6zgii olan karbonhidrat yapinin karakterizasyonunda yaygin

olarak kullanilmaktadir (141,142,143).

Streptokoklarin  ¢abuk identifikasyonu amaciyla yapilan arastirmalarda
(156,170,186) mastitisli inek siitlerinden izole edilen GBS suslar ile insanlarda bogaz
kiiltiirlerinden izole edilen GBS suslarimin Dolichos biflorus lektin ile aglutinasyon
reaksiyonu vermedigi bildirilmektedir. Gram pozitif bakterilerin ¢esitli lektinlerle olan
iligkilerinin incelendigi diger bir arastirmada (142) ise, GBS suslarinin %17.4 {iniin
Canavalia ensiformis ve %73.9’unun Triticum vulgaris lektin ile agliitinasyon verdigi,
Arachis hypogea, Dolichos biflorus, Helix pomatia lektinler ile agliitinasyon
goriilmedigi rapor edilmektedir. Ayni arastirmada, sigir ve atlardan izole edilen
serogrup C streptokoklarin Dolichos biflorus ve Helix pomatia lektinleri ile spesifik
olarak reaksiyon verdikleri, bu aktivitenin de grup spesifik polisakkarit antijen ile
iliskili olabilecegi belirtilmektedir. Swenshon ve ark. (190), baliklardan izole edilen

serogrup L streptokoklarin tiimiiniin Arachis hypogea lektin ile agliitine olduklarini, bu
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Ozelligin serogrup L streptokoklarin cabuk identifikasyonunda kullanilabilecegini

bildirmektedirler.

Bu arastirmada si8ir ve insanlardan izole edilen GBS susglarinin, incelenen tiim
lektinlerle degisen oranlarda agliitinasyon reaksiyonu verdigi goézlendi. Ancak
sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %30.4’{iniin ve insanlardan izole edilen GBS
suslarinin %9.4’{inlin, daha 6nce yapilan arastirmalarin (156,170,186) aksine Dolichos
biflorus lektin ile agliitinasyon reaksiyonu verdigi goriildii. Buna karsin daha once
yapilan bir aragtirmada (142) bildirildigi gibi GBS suslarinda goriilen Triticum vulgaris
ve Canavalia ensiformis lektinleri ile agliitinasyon reaksiyonu, bu arastirmada da
sigirlardan izole edilen GBS suslarmin sirasiyla %27.5 ve %11.6’sinda ve insanlardan
izole edilen GBS suslarinin ise sirasiyla %10.1 ve %37.5’inde tespit edildi. Caligmada
Arachis hypogea, Canavalia ensiformis ve Dolichos biflorus lektin agliitinasyonlari
yonilinden sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarmin arasindaki fark 6nemli
(P<0.05) bulundu. Ayrica bu arastirmada incelenen bazi GBS suslar1 Helix pomatia
lektin ile de agliitinasyon reaksiyonu verdi. Elde edilen bu bulgular, her ne kadar sigir
ve insanlardan izole edilen GBS suslarmin bazi lektinlerle verdikleri agliitinasyon
reaksiyonlart ile ayrilabilecegini gosterse de bu Ozelligin GBS suslarina 6zgii
olmadigimm1 ve grup spesifik antijenleri ile iliskisi oldugunu belirten arastirmalarin
(142,190) aksine lektin agliitinasyon testinin streptokoklarin cabuk identifikasyonunda
giivenilir bir sekilde kullanilamayacagini gostermektedir. Fakat ozellikle grup C
streptokoklarin ¢abuk identifikasyonunda kullanilmasi 6nerilen Dolichos biflorus lektin
ile agliitinasyon reaksiyonunun bu arastirmada incelenen GBS suslarinda da goriilmesi,
her iki streptokok serogrubuna ait grup spesifik C-polisakkarit antijenleri arasinda bir

iligkinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sunulan bu arastirmadan elde edilen bulgular; sigir siitlerinde 6zellikle GBS
serotip VII, III ve Ic, kadinlarin vaginal florasinda ise GBS serotip Ic, IV, VIII, V ve R
suslarinin yaygin olarak bulundugunu; Streptococcus agalactiae’nin identifikasyonunda
kullanilan CAMP, eskulin ve sodyum hippurat testleri ile diger bazi biyokimyasal
testlerin, sigir ve insanlardan izole edilen GBS suslarmin identifikasyonu ve
epidemiyolojik  ayriminda  kullamishh  olmadigin1  gdsterdi. Bunun yaninda,

hemagliitinasyon 6zelliginin hem sigir hem de insanlardan izole edilen GBS suslarinda
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goriilebilecegi; GBS suslarinin identifikasyonunda ilave bir test olarak lektinlerle
agliitinasyon testlerinden yararlanilamayacagi, ancak sigir ve insanlardan izole edilen
GBS suslarmin ayriminda Dolichos biflorus, Canavalia ensiformis ve Arachis hypogea

lektinleri ile agliitinasyon testlerinden yararlanilabilecegi gozlendi.

Sonug olarak, Van ve yoresinde sigir ve insanlardan izole edilen GBS suglarinda
goriilebilen baglica serotipler, iilkemizde ilk defa yapilan bu aragtirma ile ortaya kondu
ve GBS suslarinda tespit edilebilen hemagliitinasyon ve lektinlerle agliitinasyon
ozelliklerine yonelik elde edilen bulgularla birlikte konu ile ilgili yapilacak

epidemiyolojik arastirmalara katki saglayacagi kanisina varildu.
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OZET

Ekin I.H. Sigir Ve Insanlardan Izole Edilen Grup B Streptokoklarin
(Streptococcus agalactiae) Serotiplendirilmesi Ve Cesitli Biyokimyasal Ozellikleri
fle Karsilastirilmasi, Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Van,
Tiirkiye, 2004. Bu calismada, Van ve yoresinde sigir ve insanlardan izole edilen Grup
B  Streptokok (GBS) suslar1  serotiplendirildi  ve lektinlerle agliitinasyon,
hemagliitinasyon 0zellikleri, bazi1 enzim aktiviteleri ile biyokimyasal &zellikleri
karsilastirildi. Bu amagla Van ve yoresinde ¢esitli isletmelerdeki sigir stitlerinden izole
edilen 76 adet ve Van Dogumevi poliklinigine gelen hastalardan izole edilen 72 adet
olmak tizere toplam 148 adet Grup B Streptokok (GBS) susu incelendi. 11 adet referans
Streptococcus agalactiae serotip antijenleri ile immunize edilen tavsanlardan elde
edilen antiserumlar kullanilarak yapilan koagliitinasyon testi ile sigirlardan izole edilen
GBS suglariin 34 (%44.7)’1 ve insanlardan izole edilen GBS suslarinin 49 (%68)’u
serotiplendirildi. Sigirlardan izole edilen GBS’larda yaygin olarak VII (%11.8), III
(%10.5), Ic (%6.5), VIII (%3.9), V (%2.6), I1 (%1.3), IV (%1.3) ve X (%]1.3) serotipleri
goriiliirken suslarin %5.2’sinin kombine serotip oldugu tespit edildi. Insanlardan izole
edilen suglarda ise yaygin olarak Ic (%33.3), IV (%8.3), VIII (%6.9), V (%5.5) ve R
(%5.5) serotipleri goriilirken %8.2°sinin  kombine serotip oldugu tespit edildi.
Sigirlardan izole edilen GBS suslarinin 25 (%32.9)’1 ve insanlardan izole edilen GBS
suslarinin 20 (%27.7)’s1 tavsan eritrositleri ile hemagliitinasyon testinde pozitif
bulundu. Sigirlardan izole edilen GBS suslar1 6zellikle Dolichos biflorus (%29) ve
Triticum vulgaris (%27.5) ile agliitine olurken, insanlardan izole edilen GBS suslarinin
da Canavalia ensiformis (%37.5) ve Helix pomatia (%20.3) lektinleri ile agliitinasyon
reaksiyonu verdigi tespit edildi. Sigirlardan izole edilen GBS suslarinin %26.3’ii CAMP
ve %73.7’si sodyum hippurat pozitif bulunurken %64.5’1 eskulin negatif bulundu.
Insanlardan izole edilen GBS suslarmin ise %45.8’inin CAMP ve %76.4’li sodyum
hippurat pozitif bulunurken %483.3’iiniin eskulin negatif oldugu belirlendi. Bu
arastirmada, sigirlardan izole edilen GBS suslarinin  %28.9’unda N-asetil B-D
glikozaminidaz, %40.8’inde -D galaktozidaz ve %46.1’inde B-D glukuronidaz enzim
aktivitesi belirlenirken; insanlardan izole edilen GBS suslarinin ise %80.5’inin N-asetil
B-D glikozaminidaz, %88.9’unun B-D galaktozidaz ve %88.9’unun B-D glukuronidaz
enzimleri yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. Sonug olarak, Van ve yoresinde sigir ve
insanlardan izole edilen GBS suslarinda goriilebilen baslica serotipler, iilkemizde ilk
defa yapilan bu arastirma ile ortaya kondu ve GBS suslarinda tespit edilebilen
hemagliitinasyon ve lektinlerle agliitinasyon 6zelliklerine yonelik elde edilen bulgularla
birlikte konu ile ilgili yapilacak epidemiyolojik arastirmalara katki saglayacagi kanisina
varildu.

Anahtar sozciikler : Grup B Streptokok, Serotip, Sigir, Insan, Biyokimyasal 6zellikler,

Hemagliitinasyon, Lektin Agliitinasyon
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SUMMARY

Ekin, I.H. Serotyping of group B Streptococci (Streptococcus agalactiae) isolated
from bovine and human in comparison with some biochemical properties.
University of Yiiziincii Yil, Institute of Health Sciences, PhD Thesis, Van, Turkey,
2004. In this study, the Group B Streptococci (GBS) isolated from bovine and human in
and around Van-Turkey were serotyped in comparison with the lectin agglutination and
haemagglutination properties as well as some enzyme and biochemical properties. For
this purpose, a total of 148 GBS of which 76 were isolated from bovine milk and 72
from patients in polyclinic for maternity, were examined. In co-agglutination test with
serotype-specific rabbit antisera against type antigens of 11 different reference
Streptococcus agalactiae strains, 34 (44.7%) of bovine isolates and 49 (68%) of human
isolates were serotyped. In bovine isolates, serotype VII (11.8%), II (10.5%), Ic
(6.5%), VIII (3.9%), V (2.6%), 11 (1.3%), IV (1.3%) and X (1.3%) were mostly seen
whereas 5.2% of the strains to be serotyped reacted with two or more typ specific
antisera. The human isolates could mostly be serotyped with antisera to serotype Ic
(33.3%), IV (8.3%), VIII (6.9%), V (5.5%) and R (5.5%) whereas 8.2% of the strains to
be serotyped reacted with two or more serotype specific antisera. In haemagglutination
test with rabbit erythrocytes, 25 (32.9%) of bovine isolates and 20 (27.7%) of human
isolates were found to be positive. The GBS strains isolated from bovine showed
significantly positive agglutination reaction with Dolichos biflorus (29%) and Triticum
vulgaris (27.5%) lectins whereas the GBS strains isolated from human were found to be
positive for Canavalia ensiformis (37.5%) and Helix pomatia (20.3%) lectins. Out of
the bovine isolates, 20 (26.3%) and 56 (73.7%) were positive in CAMP and Na-
hippurate tests respectively and 49 (64.5%) were negative in esculin test. Out of the
human isolates, 33 (45.8%), 55 (76.4%) were positive in CAMP and Na-hippurate tests
respectively and 60 (83.3%) were found to be negative in esculin test. In respect to the
enzyme activity of GBS, 28.9%, 40.8% and 46.1% of the bovine isolates were found to
be positive for N-Acetyl B-D Glucosaminidase, B-D Galactosidase and [B-D
Glucuronidase respectively whereas 80.5%, 88.9% and 88.9% of the human isolates
showed N-Acetyl B-D Glucosaminidase, B-D Galactosidase and B-D Glucuronidase
enzyme activity respectively. The present study demonstrated firstly the most common
serotypes of GBS isolated from bovine and human in and around Van/Turkey. It could
also be concluded that the results of the presented study in respect to haemagglutination
and agglutination with lectins as well as serotyping of the GBS will contribute to the
epidemiological studies on this subject.

Key words : Group B Streptococci, Serotype, Bovine, Human, Biochemical properties,

Haemagglutination, Lectin agglutination
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