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ONSOZ
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1. OZET

Haemophilus influenzae izolatlarimin Antibiyotik Duyarhliklarinin incelenmesi

Amag: Bu calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Egitim ve Arastirma
Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.01.2020-01.06.2021 tarihleri arasinda
gonderilen alt solunum yolu 6rneklerinin kiiltiirlerinde tireyen 84 adet H.influenzae izolatinin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yéntemiyle incelenmistir. imipenem ve meropenem
duyarlilik sonuglar1 disk difiizyon ve gradiyent serit test yontemiyle de degerlendirilerek

referans yontem olan s1vi mikrodiliisyon yontemi ile uyumunun incelenmesi amaglanmaistir.

Gereg¢ ve Yontem: Alt solunum yolu 6rnekleri mikroskopik olarak degerlendirilmistir.
Mikroskopik agidan uygun olan 6rneklerin kiiltiirii %5 koyun kanli agar (KKA), MacConkey
agar ve cikolata agar besiyerlerine ekilmistir. KKA ve MacConkey agar plaklar1 normal
atmosferde, ¢ikolata agar plaklar1 CO2’li ortamda, 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Bakterinin tanimlamas1 Gram boyama ve MALDI-TOF MS ile yapilmistir. Izolatlarin
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Izolatlarm
beta-laktamaz enzim iiretimi kromojenik nitrosefin diski kullanilarak gerceklestirilmistir.
[zolatlarin beta-laktam ilaglara karsi diren¢ mekanizmasmin varligi 1 iinite benzilpenisilin
iceren penisilin diskiyle taranmistir. Karbapenem grubu antibiyotiklerin minimum inhibitor
konsantrasyonlarmim (MIK) belirlenmesinde gradiyent serit test ve sivi mikrodiliisyon test

yontemleri kullanilmustir.

Bulgular: Calismamizda izolatlarin yarisindan fazlasi 50 yas ve tizeri hastalardan izole
edilmistir. Calismadaki erkek hastalar, tim hastalarin % 70,23’linii olusturmustur. Beta-
laktamaz negatif ampisilin duyarli (BLNAS) izolatlar % 45,23 ile en bulunan fenotip
olmustur. Bunu %39,28 ile Beta-laktamaz negatif ampisilin direngli (BLNAR), % 10,71 ile
Beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli (BLPAR), % 4,76 ile Beta-laktamaz pozitif
amoksisilin klavulanik asit direngli (BLPACR) izolatlar izlemistir. Calismamizda disk
difiizyon yontemi ile imipenem, meropenem ve sefotaksim direnci saptanmamuistir. En yiiksek
direng % 54,76 ile ampisilinde goriilmiistir. En diisiik direng %13,09 ile kinolon grubu
antibiyotiklerde goriilmiistiir. Direng oranlari; sefuroksim %39,28, amoksisilin/klavulanik asit
% 28,57 siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin %13,09, tetrasiklin %16,66,
trimetoprim/siilfametoksazol % 29.76 olarak saptanmistir. Imipenem ve meropenem igin disk

diftizyon ve s1vi mikrodiliisyon duyarlilik sonuglart birbiriyle uyumlu bulunmustur. Gradiyent
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serit test yontemiyle sivi mikrodiliisyon yonteminin meropenem igin kategorik uyumu % 100
(n=84), temel uyumu % 70,23 (n=59) iken imipenem i¢in kategorik uyum % 70,23 (n=59),
temel uyum % 41,66 (n=35) olarak saptanmistir. Imipenem igin biiyiik hata oram % 29,76
(n=25) olarak bulunmustur. Calismada imipenem igin test edilen izolatlarin 17sinde (%20,23)
disk difiizyon testinde zon i¢i iiremeler goriilmiistiir. Gradient serit testinde bu izolatlarin
12'sinde (%70,58) heterodireng gostesi olan ¢ift zon goériilmiistiir. Onyedi izolatin fenotip
dagilimlarina bakildiginda oniic BLNAR, iki BLPAR, bir BLPACR, bir BLNAS izolat
bulunmustur. BLNAR izolatlarda MiK degerleri alt1 izolatta >32 pg/ml, bir izolatta 12 pg/ml,
bir izolatta 8 pg/ml, iki izolatta 2 pg/ml, bir izolatta 0,5 pg/ml, bir izolatta 0,75 pg/ml, bir
izolatta 0,094 pg/ml olarak bulunmustur. Iki BLPAR izolatta MIK degeri >32 pg/ml, bir
BLPACR izolatta MIK degeri >32 pg/ml ve bir BLNAS izolatta MIK degeri 4 pg/ml olarak

bulunmustur.

Sonu¢: Calismamizda direncin en yiiksek goriildiigii antibiyotik ampisilin olarak
belirlenmis ve rutinde test edilen antibiyotiklere belirli oranlarda direng tespit edilmistir. Disk
difiizyon testi ile imipenem, meropenem ve sefotaksim direnci saptanmamistir. BLNAR
izolatlar diinya genelinde yayginlagsmaya baslamistir ve beta laktam grubu antibiyotiklere
direng gelisimi endisesini arttirmaktadir. Calismamizda sivi mikrodiliisyon yontemi ile iki
karbapeneme de diren¢ tespit edilmemekle birlikte, gradiyent serit testi ile 25 izolat
imipeneme direngli bulunmustur. Onceki calismalarla uyumlu sekilde calismamizda sivi
mikrodiliisyon  yonteminin  H.influenzae  izolatlarmin  karbapenem  duyarliliginin
belirlenmesinde o6zellikle de imipenem duyarliligi agisindan 6neme sahip oldugu tespit
edilmistir. Imipenem ve meropenem igin disk difiizyon ydnteminin sivi mikrodiliisyon
yontemiyle uyumu goéz Oniline alindiginda disk difiizyon yontemi rutin laboratuvar
uygulamalari agisindan 6nemini korumaktadir. Heterodirengli izolatlarin goriilmesi, direngli
izolatlarin ortaya ¢ikisi agisindan uyarici olabilir. H.influenzae izolatlarinda direng oranlarinin
ve mekanizmalarinin ortaya konulabilmesi acisindan siirveyans calismalarinin yapilmasi

Onem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: H. influenzae, imipenem, meropenem, sivi mikrodiliisyon, gradiyent

serit test



2. ABSTRACT

Evaluation of Antibiotic Susceptibility of Haemophilus influenzae Isolates

Objective: In this study, antibiotic susceptibility of 84 H.influenzae isolates grown in
the cultures of lower respiratory tract samples sent to Ankara University School of Medicine
Ibn-i Sina Training and Research Hospital Central Microbiology Laboratory between
01.01.2020-01.06.2021 was investigated by disc diffusion method. It was aimed to evaluate
the susceptibility results of imipenem and meropenem with disc diffusion and gradient strip
test methods and to examine their compatibility with the reference method, the broth

microdilution method.

Materials and Methods: Lower respiratory tract samples were evaluated
microscopically. Microscopically suitable samples were cultured on 5% sheep blood agar
(SBA), MacConkey agar, and chocolate agar media. SBA and MacConkey agar plates were
incubated at 37 °C in ambient air, chocolate agar plates were incubated in CO2 for 24-48
hours. Bacteria were identified by Gram stain and MALDI-TOF MS. Disk diffusion method
was used to determine the antibiotic susceptibility of the isolates. Beta-lactamase enzyme
production of the isolates was carried out using a chromogenic nitrocefin disc. The presence
of the resistance mechanism of isolates against beta-lactam drugs was screened with a
penicillin disc containing 1 unit of benzylpenicillin. Gradient strip test and broth
microdilution test methods were used to determine the minimum inhibitory concentrations

(MIC) of carbapenem group antibiotics.

Results: In our study, more than half of the isolates were isolated from patients aged 50
years and older. Male patients in the study comprised 70.23% of all patients. Beta-lactamase
negative ampicillin-susceptible (BLNAS) isolates were the most abundant phenotype with
45.23%. This was followed by beta-lactamase negative ampicillin-resistant (BLNAR) with
39.28%, beta-lactamase positive ampicillin-resistant (BLPAR) with 10.71%, and beta-
lactamase positive amoxicillin-clavulanic acid resistant (BLPACR) isolates with 4.76%. In
our study, resistance to imipenem, meropenem, and cefotaxime was not detected by the disc
diffusion method. The highest resistance was seen in ampicillin with 54.76%. The lowest
resistance was seen in quinolone group antibiotics with 13.09%. Resistance rates; cefuroxime
39.28%, amoxicillin/clavulanic acid 28.57%, ciprofloxacin, levofloxacin, and moxifloxacin

13.09%, tetracycline 16.66%, trimethoprim/sulfamethoxazole 29.76%. Disc diffusion and
3



broth microdilution susceptibility results were found to be compatible with each other for
imipenem and meropenem. The categorical agreement of the gradient strip test method and
the broth microdilution method for meropenem was 100% (n=84), the essential agreement
was 70.23% (n=59), while the categorical agreement for imipenem was 70.23% (n=59), the
essential agreement was found to be 41.66% (n=35). The major error rate for imipenem was
found to be 29.76%(n=25) In the study, in-zone growths were observed in 17 (20.23%) of the
isolates tested for imipenem in the disk diffusion test. In the gradient strip test, a double zone
with heteroresistance was observed in 12 of these isolates (70.58%). When the phenotype
distributions of 17 isolates were examined, thirteen BLNAR, two BLPAR, one BLPACR, and
one BLNAS isolate were found. The MIC values in BLNAR isolates >32 pg/ml in six
isolates, 12 pg/ml in one isolate, 8 pg/ml in one isolate, 2 pg/ml in two isolates, 0.5 pg/ml in
one isolate, 0.75 pg/ml in one isolate, and 0.094 pg/ml in one isolate. The MIC value was
found to be >32 pg/ml in two BLPAR isolates, the MIC value was >32 pg/ml in one
BLPACR isolate and 4 pg/ml in one BLNAS isolate.

Conclusion: In our study, the highest antimicrobial resistance was determined as
ampicillin and certain rates of resistance were detected to the routinely tested antibiotics.
Resistance to imipenem, meropenem, and cefotaxime was not detected by the disc diffusion
test. BLNAR isolates have started spreading all over the world, raising concerns about the
development of resistance to beta-lactam group antibiotics. In our study, although no
resistance was detected in either carbapenem with the broth microdilution method, 25 isolates
were found resistant to imipenem by the gradient strip test. Consistent with previous studies,
in our study, it was determined that the broth microdilution method is important in
determining the carbapenem susceptibility of H.influenzae isolates, especially in terms of
imipenem susceptibility. Considering the compatibility of the disc diffusion method with the
broth microdilution method for imipenem and meropenem, the disc diffusion method
maintains its importance in terms of routine laboratory applications. The appearance of
heteroresistant isolates may be a warning for the emergence of resistant isolates. It is
important to conduct surveillance studies in order to reveal resistance rates and mechanisms in

H.influenzae isolates.

Keywords: H. influenzae, imipenem, meropenem, broth microdilution, gradient strip test



3. GIRIS ve AMAC

Haemophilus cinsinin tiyeleri kokobasil veya kisa ¢ubuk seklinde pleomorfik kiigiik,
gram negatif basillerdir. Insan ve hayvanlarin mukozal yiizeylerinde kolonize olurlar. Bu cins
icinde yer alan Haemophilus influenzae sadece insanda hastalik yapar (1). Ust solunum yolu
enfeksiyonu, akut otitis media, epiglottit, pnomoni, kronik bronsitin akut alevlenmeleri
konjonktivit ve piiriilan menenjit, artrit, osteomiyelit gibi klinik tablolara neden olabilir (2).
H. influenzae 'nin kapsiil polisakkarit yapisinin bilesimine gore alt1 kapsiillii tipi (a-f) vardir.
Kapsiilsiiz olanlar tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi) olarak isimlendirilir (3). H.
influenzae tip b (Hib) en invaziv olan kapsiiler tiptir. Asilama oncesi donemde 5 yas alti
¢ocuklarda meningoensefalitin 6nemli bir etkeni olmustur. 1990'larin baslarindan itibaren Hib
konjuge asilarinin yaygin olarak kullanilmasiyla, bu serotipe bagl invaziv enfeksiyonlar 6nemli
Olglide onlenmistir (4, 5). Hib insidans1 azaldik¢a diger kapsiiler tiplerin (a, ¢ ve f) ve kapsiilsiiz
izolatlarin goreceli 6neminin artacagi Ongdriilmiistiir (6-8). Ilerleyen zamanlarda yapilan
caligmalarda asiin icermedigi H. influenzae serotiplerinde artis oldugu ortaya konmustur (9,
10).

H. influenzae ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam grubu antibiyotiklerden
aminopenisilinler ve sefalosporinler ilk basamak ilaglar olarak kullanmilmistir. Tedavide
aminopenisilinlerin yaygin olarak kullanimiyla bu grup antibiyotiklere kars1 degisen oranlarda
direng gelisimi raporlanmistir (11). H.influenzae’de aminopenisilinlere karsi gelisen direncin
iki ana mekanizmasi beta-laktamaz enziminin tiretimi ve beta-laktam tiirii antibiyotiklere karsi
azalmig afiniteye neden olan penisilin baglayan proteinlerin (PBP) degisimidir. Beta laktamaz
enzim dretimi, beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli (BLPAR) suslarda bla geninin
kodladigi TEM-1 ve ROB-1 beta-laktamazlar araciligi ile saglanir. Beta-laktamaz negatif
ampisilin direngli (BLNAR) izolatlar ile beta-laktamaz pozitif amoksisilin klavulonat direngli
(BLPACR) izolatlarda PBP degisimi 6zellikle PBP3 {izerinden gergeklesir (12).

TEM-1 beta-laktamaz enzimin aracilik ettigi ampisilin direnci (BLPAR) diinya
genelinde yaygindir (13). Ampisilin direnci Avrupa ve Kuzey Amerika’da %8-30, Japonya ve
Giiney Kore’de %50 civarindadir (14). Genetik olarak tanimlanmis BLNAR klinik
izolatlarinin Avustralya ve Amerika’da %15-30’unu, Japonya’da ise %50’sini NTHi izolatlar1

olusturmaktadir (14, 15)



Hib ile asilama sonras1 donemde bu serotipe bagli invaziv hastalik siklig1 azalmis ancak
ozellikle yash poptilasyonda NTHi ile gelisen invaziv hastalik sikliginda artis gozlenmistir.
NTHi izolatlarinda gelisen beta-laktam direnci baslica PBP3’teki aminoasit degisimlerinden
kaynaklanmaktadir ve karbapenem direnciyle iliskilidir. Genel olarak karbapenemler, invaziv
bakteri enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde siklikla kullanilmaktadir ancak H. influenzae ile
gelisen enfeksiyonlarda kullanilacak ilk basamak ilag degildirler. Eger karbapenem direngli
H. influenzae izolatiyla gelisen invaziv hastalikta ampirik olarak kullanilirlar ise tedavi

basarisizligina neden olabilirler (16-18).

Bu c¢alismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Egitim ve Arastirma
Hastanesi Merkez mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen alt solunum yolu 6rneklerden izole
edilen H. influenzae izolatlariin antibiyotik duyarliliklar1 EUCAST 2023 Onerileri
dogrultusunda disk difiizyon yontemi (DD) ile incelenmistir. Karbapenem grubunda yer alan
imipenem ve meropenem duyarliliklart ayrica gradiyent serit test (GST) ve referans yontem
olan sivi mikrodiliisyon (SMD) yontemiyle de ¢alisilmis, minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri belirlenmistir. Karbapenem
grubu antibiyotikler i¢in disk difiizyon, gradiyent serit test ve sivi mikrodiliisyon test

yontemleriyle elde edilen sonuclarin birbirleriyle olan uyumu degerlendirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tarihge

1883 yilinda Robert Koch, Misir’da akut piiriilan konjonktiviti olan hastalarla yaptig
bir ¢aligmada daha sonra Haemophilus aegyptius isminin verildigi etkeni tanimlamistir (19).
1892’de Richard Pfeiffer, influenza pandemisi sirasinda Haemophilus influenzae’yi
tanimlamistir. Influenza vakalarmin otopsilerinde, piiriilan bronsial sekresyonlarda bir basil
buldugunu bildirmistir (20, 21). Bu etken ‘Pfeiffer’s bacillus’ olarak tanimlanmistir (22).
1920'de bu etkene, Charles-Edward Winslow ve arkadaslari tarafindan Haemophilus adi
verilmistir. 1933°te influenzanin etkeninin bir viriis oldugu ve H. influenzae'nin ikincil

enfeksiyon nedeni oldugu bildirilmistir (23).

1921°de Thjotta ve Avery, kanda bulunan iki biiytime faktoriinii tanimlamistir (24).

1931°de Margaret Pittman H. influenzae izolatlarinin kapsiillii ve kapsiilli olmayan
formlarin1 izole etmistir. Beyin omurilik sivist (BOS) ve kandan izole ettigi izolatlarin
neredeyse tamaminin polisakkarit kapsiillii tip b oldugunu bildirmistir (25). Sonrasinda H.
influenzae’nin kapsiil polisakkarit yapisindaki degisikliklere bagli olarak alt1 serotipi

belirlenmistir (6).

1930'larda Fothergill ve Wright invaziv H. influenzae tip b hastaligina karsi gelisen
spesifik direncin serum antikoru araciligiyla olustugunu belirtmislerdir (26). ilerleyen yillarda
viriilans faktorii olarak kapsiil ve bu kapsiile kars1 gelisen antikorun tedavi edici etkinligi

anlasilmastir (26, 27).

1970’lerin basinda Schneerson ve Anderson, H. influenzae’nin kapsiil yapisinda
bulunan polisakkarit komponentini saflastirmiglardir (28, 29). Bu komponenet ilerleyen

zamanlarda Hib asilarinda kullanilmustir.

1974’te Peltola, Hib kapsiiler polisakkarit asisiyla yaptig1 calismada asiin 18 ayliktan
kiigiik ¢ocuklarda koruyucu etki olusturmadigini, 18 ay ve iizerindeki cocuklarda ise
asilamadan sonraki ilk yilda H. influenzae tip b ile bakteriyemi vakasi goriilmedigini
bildirmistir (30). 1985’te H. influenzae tip b i¢in tiretilen ilk asilar poliribozil ribitol fosfat
(PRF) icermektedir (31). PRF, polisakkarit yapidaki kapsiiliin saflagtirilmasiyla elde



edilmistir. Tlerleyen zamanlarda PRF, kii¢iik ¢ocuklarda immiin cevabi arttirmak igin cesitli
proteinlerle konjuge edilmistir. 1987°de Amerika Birlesik Devletleri'nde ruhsath ilk Hib
konjuge asisinda, difteri toksoidi ile konjuge edilmis PRF (PRF-D) kullanilmistir (32).
1988’de toksik olmayan mutant difteri toksin varyantina (Diphteri CRM 197 Proteini)
konjuge edilen oligosakkarit-CRM (HbOC) olarak da bilinen konjuge as1 ruhsatlandirilmas,
1990°da kullanima girmistir. Peltola ve arkadaslarinin, PRF-D ve HbOC’yi karsilastirdigi
calismada her iki as1 da etkin ve giivenli olarak degerlendirilmistir (30). 1989°da ABD’nde
Neisseria meningitidis dis membran proteinine konjuge edilmis poliribozil ribitol fosfat (PRF-
OM) agsis1 ruhsatlandirilarak kullanima girmistir. As1 ilk dozdan itibaren giiglii immiin yanit
olusturmustur (32). 1993°te ve 2009°da iki farkli firmanin tirettigi, tetanoz toksoidine konjuge
edilen PRF asis1 (PRF-T) ruhsat alarak kullanima girmistir. Diger ¢ocukluk ¢agi asilariyla
birlikte PRF konjuge asisini i¢eren asilar da ABD'nde kullanim igin ruhsatlandirilmistir (32).

1976’da Kilian’m, Haemophilus cinsi iizerinde yaptigi taksonomik caligmada, H.
influenza suslarmin, enzimatik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore biyotiplere ayrilabilecegini
gostermigtir (33). Ilk etapta bes biyotip tamimlansa da ilerleyen yillarda sekiz biyotip
tanimlanmustir (34, 35).

1979'da Pasteurella, Actinobacillus ve Haemophilus cinslerini barindiran aile

“Pasteurellaceae” olarak smiflandirilmistir (36).

1995’te Genomik Arastirmalar Enstitlisii’nde Fleischmann ve arkadaslar tarafindan ilk
kez serbest yasayan organizma olarak H. influenzae Rd KW20’nin tiim genom dizisi
(1830137 baz ¢ifti) ¢ikartilmistir (37). Bu sus, orjinalinde kapsiillii H. influenzae tip d
(Smooth-Sd) olup, kapsiil kodlayan genlerini kaybedince Rd (Rough-Rd) formuna donmiistiir.
Rd KW20’de hastalik olusturan NTHi'de yaygin olarak bulunan adezinler yoktur. Bu yiizden

H. influenzae'nin virulan olmayan laboratuvar susu olarak tanimlanmistir (38).
4.2. Taksonomi

Gammaproteobacteria sinifinin Pasteurellales takiminin tek ailesi olan Pasteurellaceae
ailesi patojen veya kommensal gram negatif, kokobasil veya basil goriiniimiinde bir grup
bakteriden olusur (39). Bu bakteriler, 6ncelikle hayvanlardan izole edilmistir ancak insanlarda

da hastalik olusturdugu tespit edilmistir (33, 40).



Pasteurellaceae ailesinde Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium, Basfia,
Bibersteinia, Chelonobacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Lonepinella,
Manheimia, Nicoletella, Pasteurella, Phoconobacter ve Volucribacter cinsleri yer almaktadir
(40). Bu cinslerden Actinobacillus, Aggregatibacter, Haemophilus ve Pasteurella insanda
hastalik yapar (41). Molekiiler tanimlama yontemlerinden 6nce, ii¢ klasik cins olan
Pasteurella, Haemophilus ve Actinobacillus’a ait yeni tiirler fenotipik belirtecler ile
belirlenirdi. Molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla birlikte Haemophilus heterojen bir
cins olarak ortaya ¢ikmistir (42). Haemophilus cinsinin insanda hastalik yapan tiirleri H.
influenzae, H.aegyptius, H.ducreyi, H.pittmaniae, H.parainfluenzae, H.haemolyticus,
H.parahaemolyticus, H.paraphrohaemolyticus’tur. H.paraphrohaemolyticus ile yakin iliskili
olan H.sputorum yeni bir tiir olarak oOnerilmistir (43). Onceden Haemophilus olarak
isimlendirilen alt1 tiir molekiiler yontemlerle arastirmalar sonucunda Pasteurellaceae ailesi

icinde diger cinslerde siiflandirilmustir (Tablo 4.1) (44).

Tablo 4.1: Diger cinslerde siiflandirilan eski Haemophilus tiirleri

Eski simiflandirma Yeni siniflandirma
H. aphrophilus, H. segnis, H. paraphrophilus Aggregatibacter cinsi
H. avium, H. paragallinarum Avibacterium cinsi
H. pleuropneumoniae Actinobacillus cinsi

Sadece hayvanlarda hastalik yaparak konak spesifikligi gosteren dért Haemophilus tiirii
ise Haemophilus felis (kedi), Haemophilus haemoglobinophilus (képek), Haemophilus

paracuniculus (tavsan) ve Haemophilus parasuis’tir (domuz) (44).

Haemophilus influenzae ve diger Haemophilus tiirlerinin uygun taksonomik
smiflamasin1 yapmak igin, 16S rRNA dizilemesiyle birlikte sodA ve sodC (siiperoksit
dismutaz genleri), infB (translasyon baslatma faktorii 2 geni), hap (penetrasyon protein geni),
fucK (fukulokinaz geni), pgi (glukoz-6-fosfat izomeraz geni), adk (adelinat kinaz geni) ve
recA (rekombinasyon protein geni) housekeeping genlerinin dizi analizi yapilmistir (45-47).
Buna gore Haemophilus cinsi dort kiimeye ayrilmistir (Tablo 4.2) (40).

Haemophilus ducreyi’nin H.influenzae ile iliskili olmadigi, Haemophilus tiirleriyle ise

uzaktan ilgili oldugu DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalariyla anlasiimistir (40, 45, 48).




Tablo 4.2: Insanlardan izole edilen Haemophilus ve yakin iliskili cinslerin filogenisi

Kiime 1 Kiime 2 Kiime 3 Kiime 4

Aggregatibacter

H. influenzae ] ) H. parainfluenzae H. parahaemolyticus
(Haemophilus) aphrophilus

H. aegyptius H.paraprophilus H. pitmanniae H. paraphrohaemolyticus

H. haemolyticus H.segnis

Actinobacillus

actinomycemcommitans

4.3. Mikrobiyolojik Ozellikler

Haemophilus cinsinin iiyelerinde hiicre duvari yapist diger gram negatif basillerin hiicre
duvar yapisina benzer ancak Pasteurellaceae ailesinin diger tiyelerine gore daha az yag asidi
icerir. Lipopolisakkarit (LPS) yapist da Enterobacterales takimi iiyelerinden yapisal olarak
farklidir (49). Haemophilus cinsinin hiicre duvari yapisinda bulunan 2-keto-3- deoksioktonat
(KDO) miktar1 Enterobacterales takimi iiyelerinde bulunan LPS igeriginden daha azdir. Bu

oran Salmonella cinsinde %5-8 iken Haemophilus influenzae’de %1°den azdir (49).

Haemophilus cinsi gram negatif, kiigiik (0.5-2 um x 0.2-0.3um) pleomorfik kokobasil
veya basil goriinimiindedir. Klinik materyalin direkt yaymalarinda kii¢iik kokobasiller
seklinde goriiliirken koloniden yapilan yaymalarda uzun filamentlere kadar degisen ¢ubuklar
seklinde goriilebilirler. Fakiiltatif anaerop, hareketsiz ve sporsuzdur. Karbonhidratlari
fermente ederler. Genellikle oksidaz ve katalaz pozitiftirler. Nitratlar: nitritlere indirgerler.

Insan ve hayvanlarin mukozalarinda kolonize olurlar (50, 51).

Haemophilus, "kani seven"” anlamima gelen Yunanca kelimeden tiiretilmistir.
Haemophilus tiirleri kanda 6nceden olusturulmus biiyiime faktorleri olan X faktorii (hemin
sentezinde ara {iriin olan protoporfirin IX) veya V faktoriine (nikotinamid adenin diniikleotit -
NAD) veya her ikisine birden ihtiyag¢ duyarlar (48). Haemophilus tiirleri isimlendirilirken

kullanilan -para 6n eki biiytime igin sadece V faktorii gereksinimine isaret eder (50).
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4.4, Haemophilus Influenzae

Haemophilus cinsinin ¢ogu tiyesi patojen degildir veya firsat¢1 enfeksiyon yaparlar.
Insan ve hayvanlarda orofarinks ve nazofarinks mukozasmin normal bakteri floras1 icerisinde
yer alirlar (50). Haemophilus influenzae ise sadece insanda mukozal yiizeylere kolonize olur
ve bu cinsin en 6nemli insan patojenidir (1, 47). Akut siniizit, akut otitis media, pnomoni,
bronsit, epiglottit, artrit, orbital seliilit, piiriilan menenjit ve bakteriyemiye neden olabilir (1,
51). Orofarinkste cogunlukla kapsiilsiiz H. influenzae ve H. parainfluenzae izolatlart
bulunmakla birlikte kapstilli H. influenzae (serotip a-f), H. haemolyticus ve H.
parahaemolyticus izolatlar1 da bulunabilir (48). Balgam orneklerinden izole edilen H.
influenzae normal solunum yolu florasimi yansitabilecegi gibi 6zellikle kronik solunum yolu

hastalig1 olanlarda agir hastalik tablolarinin sebebi olabilir (40).
4.4.1. Gram Boyanma Ozellikleri ve Mikroskopik Gériiniim

H. influenzae, kiigiik, gram negatif boyanan, kokobasil morfolojisinde bir bakteridir.
Hareketsiz ve sporsuzdur. Lokosit disinda ve fagosite edilmis halde 1okosit iginde de
goriilebilir (48). Klinik 6rnekten yapilan yaymalarin Gram boyasinda piiriilan sekresyonlarda
bakteriyi ¢evreleyen boya almayan bir halo goriintiisii goriilebilir. Bu, H. influenzae’nin
kapsiil yapisidir. Organizma kii¢iik ve pleomorfiktir ve genellikle soluk pembe boyanir, bu

ozelligi ile Gram boyamada amorf serdz bir materyal seklinde goriilebilir (52).
4.4.2. Kiiltiirde Ureme Ozellikleri ve Koloni Morfolojisi

H. influenzae, fakiiltatif anaerop, tiremek i¢cin X ve V faktorlerine ihtiya¢ duyan
bakteridir. X faktorii, hemin biyosentez yolaginda bir ara tirlindiir. Isiya direclidir (48, 53). V
faktori ise, biiyiiyen hiicrenin oksidasyon-rediiksiyon siiregleriyle yakindan ilgilidir ve NAD
(nikotinamid adenin diniikleotid) ve NADP (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) olarak
bilinen iki dehidrojenazdan biridir ve 1s1ya duyarldir. 120 °C’de 30 dakikada inhibe olur (33,
53). Her iki faktor de eritrositlerde bulunur. H. influenzae %5 koyun kanli agar plaklarinda X
faktoriinii dogrudan kullanabilir ancak V faktoriinii, eritrositler pargalanip besiyerine
salinmadigi i¢in kullanamaz. Ayrica koyun kami V faktoriinii hidrolize eden enzimleri
(NADaz) de barindirdigi igin bu besiyerinde iireyemez. H. influenzae'nin tiremesi icin standart
besiyeri, hem hemin hem de NAD yoniinden zengin kaynak olan, isiyla pargalanmis at
kaniyla hazirlanmis bir ¢ikolata agardir. Cikolata agarin hazirlanma asamasinda 1s1 etkisiyle

eritrositler pargalanir bdylece V faktorii serbest hale geger. Bu durumda koyun kani
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kullanilarak hazirlanmis olan geleneksel ¢ikolata agarda da direyebilir. V faktoriinin
inhibitorlerini yok etmek i¢in kan 1sitilmalidir (51). Besiyerinin hazirlanmasinda koyun kani
kullaniliyor ise 1s1, V faktorii inhibitorlerini de ortadan kaldiracag: i¢in V faktorii bakteri
tarafindan kullanilabilir hale gelir (48, 50). H. ducreyi ve H. aegyptius gibi daha zor tireyen
tiirler icin cikolata agar besiyerine Isovitaleks (BD, ABD) ve Vitox (Remel, ABD) gibi ticari
olarak temin edilebilen besiyeri katkilar1 eklenebilir. Bu besiyeri katkilar1 glukoz, sistin,
glutamin, adenin, tiamin, vitamin B12, guanin, demir ve aminobenzoik asit igerir (48).
Haemophilus cinsi i¢in %5 at veya tavsan kanli agarda hemoliz yapmasi 6nemli bir ayirict
ozelliktir. H. influenzae, kendisi gibi X ve V faktorlerine gereksinim gosteren H.
haemolyticus’tan kanli agar plaginda hemoliz yapmamasi ile ayrilabilir. Optimal {ireme 35-37
9C’de ve %5-10 CO2’ li ortamda 18-24 saatlik inkiibasyon ile gikolata agar plaginda olur. H.
influenzae genellikle 0.5-2.0 mm c¢apinda, yuvarlak, diizgiin, algak ve digbiikey koloniler
seklinde goriiniir. Cikolata agar plaginda koloniler nemli goriiniimde, yari-saydam,
pigmentsiz veya grimsi renktedir. Kapsiillii H. influenzae izolatlari, NTHi suslarindan daha

biiyiik (1-3 mm) ve daha mukoid ve ten renginde goriiliir (33, 48).

Cikolata agar disinda Levinthal agar (Himedia, Hindistan) ve Fildes agar (Remel, ABD)
da H. influenzae ve nazli ireyen diger bakterilerin kiltiirde iiretilmesi i¢in kullanilan
besiyerleridir. Levinthal besiyeri H. influenzae’nin ilk izolasyonunda kullanilan seffaf ve
renksiz bir besiyeridir ve kapsiil tiretimini gostermekte faydalidir (25, 33). Koloniye agili
olarak gelen 151k altinda bakildiginda kapsiillii izolatlarda gokkusagi renklerinde yanardoner
bir parlaklik gozlenir. Bu yanardoner parlaklik 6zellikle geng kolonilerde belirgin iken koloni
yaslandikga azalir. Yanardonerlik H. influenzae tip b’de daha belirgin olarak izlenir. Kapsiillii
olmayan izolatlar ise bu besiyerinde mavi-yesil olarak izlenir (48). H. influenzae'nin primer
izolasyonu i¢in Fildes agar da kullanilir, bu besiyeri enzimatik kan sindirimi yoluyla elde
edilen X ve V faktorlerini igerir. Bu besiyerinde, kapsiillii olmayan suslar nispeten daha

kiigtik, diisiik digbiikey, piiriizsiiz ve seffaf koloniler olarak goriiliir (48, 53).

Solunum yolu orneklerinde besiyerine basitrasin, vankomisin ve/veya klindamisin
kombinasyonunun eklenmesi solunum yolu flora elemanlarinin asir1 liremesini engelleyerek
Haemophilus cinsinin secilerek tiremesine katkida bulunur (54). H. influenzae hemin
molekiiliinii; demir igeren solunum enzimleri, sitokrom, sitokrom oksidaz, katalaz ve
peroksidazin biyosentezinde kullanir. Hemin, her kosulda biiylime icin gereklidir, ancak

anaerobik inkiibasyonda ¢ok daha az1 yeterlidir (33).
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H. influenzae kanli agar plaginda hemoliz yapmaz. MacConkey agarda ise {iremez.
Cikolata agar plaginda iireyen H. influenzae kolonilerinin kendine 6zgii agartict benzeri veya
amin benzeri diye tarif edilen bir kokusu vardir, bu koku indol iiretimine baglidir. Cikolata
agar plaklarinda H. parainfluenzae kolonileri H. influenzae kolonilerinden daha kuru, orta
biiyiiklikte ya da daha biiyiik, rengi daha bronzdur. H. parahaemolyticus kolonileri H.
parainfluenzae kolonilerine benzer, bununla birlikte at veya tavsan kanli agarda beta-hemoliz
yapar. Haemophilus ducreyi, besiyerinde daha uzun siirede yaklasik 3-5 giinde iirer. Cikolata
agarda kiiciik, diiz, piiriizsiiz, mukoid olmayan, seffaf ya da opak kolonileri ten rengi veya sar1

renktedir. Koloniler 6ze yardimiyla dagilmadan itilebilir.(48, 50).

Uydu Fenomeni: Satellitizm, Haemophilus cinsindeki bakteri tiirlerinin V faktor
gereksinimini gostermek i¢in kullanilan bir testtir (33). Haemophilus tiirlerinin tiremesi %5
koyun kanli agar plaginda hemolizin ireten Staphylococcus tiirlerinin etrafinda
gozlemlenebilir. Buna “satellit veya siit anne fenomeni” denmektedir. Hemolizin, besiyerinde
Stafilokok kolonisinin etrafindaki eritrositlerin par¢alanmasina neden olarak Haemophilus
tiirlerinin iiremesi i¢in yeterli miktarda V faktoriiniin (NAD) besiyerine salinmasina neden
olur. Bu sekilde ireyebilen H. influenzae kolonilerinin goériiniimii gikolata agardakilere gore
daha kiigiiktiir. Cikolata agar hazirlanirken kan, besiyerine 70-80 °C sicaklikta eklenir ve V
faktoriintin inhibit6rleri de inhibe edilmis olur. Oysaki kanli agar plagi hazirlanirken kan
besiyerine 45 °C civarinda eklendigi i¢in kanda bulunan V faktorii inhibitdrleri inhibe olmaz
bu da kanli agarda iireyen kolonilerin daha kii¢lik olarak goriilmesine neden olur. (33, 48, 51,
53) Staphylococcus aureus disinda Streptococcus pneumomiae, Neisseria tiirleri, enterokok,

maya gibi organizmalar da satellit fenomeninine yol agabilir (40, 48, 50).
4.4.3. Biyokimyasal Ozellikler

H. influenzae, 5-aminolevulinik asidi (ALA), X faktoriiniin biyosentezinde metabolik
bir ara madde olan protoporfirine doniistiirmek i¢in gerekli enzimlerden yoksundur, dolasiyla
X faktore bagimhdir. X faktoriiniin ekzojen olarak temin edilmesi gereklidir. Bu ihtiyag
porfirin/ ALA testi ile belirlenir. Porfirin testi, ticari olarak temin edilebilen ALA diskleri
veya ALA igeren porfirin sivi besiyerinde yapilir. Besiyeri cam tiipe 0.5 ml alikotlanir. Tiipe
bir 6ze dolusu bakteri inokiile edildikten sonra, 4 saat 35°C'de inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonras1 360 nm dalgaboyunda UV 15181 yayan Wood lambasi ile incelenir. Tugla kirmizisi
renk pozitif reaksiyonu gosterir. Alternatif olarak, porfirin sivi besiyerine 0,5 ml Kovacs

reaktifi (p-dimetil aminobenzaldehit) eklenebilir ve tiip ¢alkalanarak alttaki sivi fazinda
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kirmizi renk gozlenebilir. ALA icermeyen negatif kontrol tiipii, indol varligina bagl yanlis
pozitif reaksiyonlar1 ortadan kaldirmak igin porfirin testi yapildiginda inokiile edilmelidir
(48).

Biitin Haemophilus influenzae suslari glukoz ve deoksiribozu fermente ederek asit
olusturur ancak gaz olusturmaz. Karbonhidratlarin fermentasyonu sonrasi pH 5.3-5.9’a diiser.
Ksilozu fermente eder ancak laktoz, sukroz, mannitolii fermente edemez (Tablo 4.3). Katalaz
ve oksidaz aktivitesi vardir. Alkalin fosfataz aktivitesi vardir. Hidrojen siilfiir (H2S) iiretmez
ve esteraz aktivitesi yoktur. Nitratlart nitritlere indirger (55). Ayrica alfa-glukozidaz, beta-
glukozidaz, beta galaktozidaz, beta-ksilozidaz, beta-glukuronidaz ve alfa fukosidaz aktivitesi
de yoktur (Tablo 4.3) (33, 48).

Tablo 4.3: Haemophilus tiirlerinin faktor geresinimleri ve fermentasyon yapma yetenekleri

Faktor .
Haemophilus N Fermentasyon yetenegi
gereksinimi
tiirleri
X \Y Glukoz Laktoz Siikroz Ksiloz Mannoz
H. influenzae + + + - - + -
H.aegyptus + + + - - - -
H. haemolyticus + + + - - D -
H. parainfluenzae - + + - + - +
H ducreyi + - D - - - -
H parahaemolyticus - + + - + - -
H. pitmaniae - + + - + - +
H. sputorum - + + - ? - -

+: Pozitif, -: Negatif, D: Degisken, ?: Bilinmiyor

Indol, iireaz ve ornitin dekarboksilaz iiretimi H. influenzae ve H. parainfluenzae
suslarinda biyotiplere gore degiskenlik gosterir (Tablo 4.4) (48). H. influenzae’nin
DNA’sindaki G+C igerigi %37-45 arasindadir (33, 48).
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4.4.4. Hiicre Duvar1 Yapisi ve Antijenik Yapilar

H. influenzae'nin hiicre duvarinda, endotoksin aktivitesi olan LPS yapist bulunur. Dig
zarlarda tlire 6zgii ve kokene 6zgii proteinler bulunur. H. influenzae'de ii¢ ana ylizey antijeni

mevcuttur. Bunlar, kapsiiler polisakkarit antijeni, lipooligosakkarit (LOS) ve DZP’dir (51).

4.4.4.1. Kapsiil

Kapsiil polisakkarit antijeni, kapsiillii H. influenzae'nin baslica antijenik belirleyicisidir.
Kapsiiler serotiplendirmeyi ilk olarak 1930’larda Margaret Pitmann kullanmistir (25). H.
influenzae’nin kimyasal ve antijenik olarak biribirinden farkli kapsiil yapis1 bakteriye tip
spesifikligi vererek alt1 antijenik serotipte (a-f) siniflandirilmasini saglar (56). Kapsiil yapisi
bulundurmayan tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi) izolatlarinda polisakkarit yap1
bulunmaz (48, 56). Tiplendirilemeyen suslarin ¢ogunda, kapsiillii suslara gore benzersiz dis zar
paternleri vardir ve filogenetik olarak farklidirlar (57). Bu nedenle tip b kapsiil ekspresyonunu
kaybetmis gibi goriinen H. influenzae izolatlari tiplendirilemeyen sinif igersinde yer almaz.
Kapsiil ekspresyonu nispeten kararsizdir ve sentezi ig¢in gerekli olan genetik materyalin kaybi

nedeniyle kapsiil ekspresyonu kayb1 meydana gelir (56).

Tablo 4.4: Haemophilus tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

; Ornitin
Haemophilus Katalaz , .
o Beta Hemoliz | Indol iiretimi | Ureaz enzimi Dekarboksilaz

tiirleri enzimi o

enzimi
H. influenzae + - D D D
H.aegyptus + - - + -
H. haemolyticus + + D + -
H. parainfluenzae D - D D D
H ducreyi - -a - - -
H parahaemolyticus D + - + -
H. pitmaniae Z + ? ? ?
H. sputorum ? +b + + -

+: Pozitif, -: Negatif, D: Degisken, Z: Zayif reaksiyon, a: Suslarin %11-89’unda goriilen ge¢ikmis hemoliz
b: At ve koyun kanli agarda beta- hemoliz; bazi suslar beta-hemoliz yapamaz, ?: Bilinmiyor
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4.4.4.2. Lipooligosakkarit (LOS)

H.influenzae'nin LOS yapisi, gram-negatif enterik bakterilerin LPS yapisindan ¢ok daha
kisa oligosakarit yan zincirlerine sahip olmasi bakimindan farklilik gosterir (58). H.
influenzae izolatlar1 arasinda da LOS yapisal heterojenite gosterir (56) ve bu 6zelligine gore
en az 10 serotipi tanimlanmistir (59). LOS yapisinin antijenik heterojenligi, lipid A, kor
polisakkarit veya kisa karbonhidrat yan zincirlerindeki farkliliklardan kaynaklanir (59, 60).

4.4.4.3. Dis zar proteinleri (DZP)

H. influenzae, fonksiyonlar1 tanimlanmis ve tanimlanmamis bir¢ok yiizey proteinine
sahiptir. Bunlar High Molecular Weight 1(HMW 1), HMW2, P1, P2, P4, P5, P6, Hif A, Hif
D, Hif E, Hia (Hsf), IgA proteaz, D15, Lipoprotein D, HxuA, hemopeksin baglayici
proteindir. Bunlar i¢inde major dis membran proteinleri P1-P6’dir. Hemopeksin, hem
molekiiliine yiiksek afinite ile baglanan bir glikoproteindir. HXUA ise hemopeksinden hem
elde edilmesinin anahtaridir (Tablo 4.5). Pilus da antijenik ¢esitlilige katki1 saglayan diger bir
antijenik yapidir (56, 61).

Tablo 4.5: H. influenzae 'nin antijenik yapilart ve fonksiyonlari

ANTIJEN (Proteinler) ANTIJEN FONKSIYONU
HMW1, HMW2 Adezin
P1, P4, P6 Bilinmiyor
P2 Membran porini
P5 Adezin
Hif A, D Pilus subiinitesi
Hif E Pilus adezini
Hia Adezin
IgA proteaz Ig A proteaz
D15 Bilinmiyor

Lipoprotein D

Gliserofosfodiester, Fosfodiesteraz

Hemopeksin baglayici protein

Hemopeksin baglayici

HxuA Hem/hemopeksin baglayici
Pilus Aderans

Kapsiil Antifagositer ozellik

LOS Membran biitinligii
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4.4.5. Antijenik Cesitlilikte Rol Oynayan Molekiiler Mekanizmalar

H. influenzae, konagin bagisiklik cevabindan kagmak i¢in yiizey antijenlerini degistirir.

Bunun i¢in farkli mekanizmalar1 kullanir.

4.4.5.1. Nokta Mutasyonlar

Protein antijenleri kodlayan genlerde spontan gelisen nokta mutasyonlarla protein
yapisal degisiklige ugrar. Ornegin P2 ve P5’teki degisken bolgeyi etkileyen nokta mutasyon

ile gelisen degistirilmis antijenite buna drnektir (56).

4.45.2. Gen Amplifikasyonlari

Korunmus kapsiil geni bexA'nin saptanmasi, kapsiillii  H. influenzae izolatlarini
kapsiilsiiz olanlardan ayirt etmek igin kullanilir (62). Hib Kapsiil genleri tekrarlayan 18
kilobazlik tandem dizilerin oldugu bir kromozomal bolgede yer alir. Kapsiil miktar
tekrarlayan bu dizilerin sayisiyla iligkilidir ve en fazla bes tekrar belirlenmistir. Tandem
tekrarlardan birinin delesyonu bexA yokluguna neden olarak polisakkarit kapsiil yapisinin

ortaya ¢ikamamasina ve kapsiillii olmayan varyantlara neden olur (56).

4.4.5.3. Faz Versiyonu

Organizmalarin degisen cevresel kosullar sirasinda yilizey molekiillerinin ifadesini
tersine cevrilebilir bir sekilde degistirdigi bir yontemdir. H. influenzae’nin iki ylizey
molekiili, pili ve LOS, faz varyasyonuna ugrar ancak bu antijenlerin faz varyasyonunu uyaran
veya kolaylastiran faktorlerin genetik mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Spesifik
antikor varliginda organizmanin hayatta kalmasini arttirmak igin alternatif LOS ifadesi veya

pilin proteininin hi¢ ifade edilmemesi seklinde gelisebilir (56, 63).

4.4.5.4. Yatay Gen Transferi ve Rekombinasyon

Bir¢ok bakteride, yatay gen degisimi, konjugasyon (plazmitlerle) veya transdiiksiyonla
(fajlarla) olurken H. influenzae i¢in bu mekanizmalar nadirdir. Yatay gen transferi H.
influenzae’de bakteriyel otoliz sonucu organizmanin yakininda bulunan homolog DNA’nin

spesifik alimiyla (transformasyon) olur. Coklu H. influenzae suslarmin mukozal
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kolonizasyonu da yatay gen transferi i¢in DNA g¢esitliligine, dolayisiyla antijenik cesitlilige
katkida bulunur (56, 63).

4.4.6. Serotiplendirme

Kapsiillii H. influenzae suslari, yapisal ve serolojik olarak farkli alti polisakkarit
kapsiilden birinin varligi ile tiplendirilemeyen suslardan ayrilir. Serotipler a, b, ¢, d, e, f olarak
isimlendirilir (64). Geneneksel olarak, serotiplendirme alt1 serotipin her biri igin spesifik olan
alt1 antiserumun (a-f) kullanildig1 lam agliitinasyon testi ile yapilir ve giiniimiizde hala en
fazla kullanilan yontemdir. Ancak yapilan calismalarda bu yoOntemle serotiplendirme
hatalarinin olabildigi anlasilmistir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli yontem tercih
edilmektedir (65). Bu ydntem, iki basamakli bir yontemdir. i1k basamak kapsiiler materyalin
taginmasindan sorumlu olan bexA genini test eder; bu genin varlig1 izolatin kapsiillii, yoklugu
ise kapsiilsiiz oldugunu gosterir. Ikinci basamakta, alt1 kapsiil tipinden her birinin varligmi
belirlemek i¢in PZR testleri yapilir. Bu molekiiler yontem ile kapsiillii ve kapsiilsiiz suslar
ayirt edilebildigi gibi b tipi suslarin spontan olusan kapsiil eksik mutantlar1 (b- suslar1) da

tanimlanabilir (6).
4.4.7. Biyotiplendirme

H. influenzae heterojen bir fenotip sergiler. 1976’da Kilian triptofanaz (indol {iretimi),
tirecaz ve ornitin dekarboksilazin degisken karakterlerine goére H. influenzae suslarini 5
biyotipe ayirmustir (33). ilerleyen yillarda ise yine temel olarak bu dzellikler esas almarak
biyotip sayis1 sekize kadar ¢ikmustir (35, 44, 66, 67). Kilian menenjit, epiglottit ve kan
kiiltiirlerinden elde edilen g¢ogu H. influenzae izolatlarinin biyotip I'de, konjonktivit
vakalarindan elde edilen H. influenzae izolatlariin biyotip II ve III’te yer aldigini belirtmistir
(33). Farkli cografyalarda, farkli popiilasyonlarla yapilan ¢alismalarin verileri biyotip ile
patojenite arasindaki iliskiyi ortaya koymus ve invaziv hastaligin baslica biyotip I ve daha az
olmak {iizere biyotip II suslar1 ile oldugunu gostermistir. Menenjit ve septisemi vakalarinin
cogunlugu H. influenzae biyotip 1 ve serotip b ile ger¢eklesmektedir (33, 66, 68). Bu
biyotiplendirme esas1 H. parainfluenzae izolatlar1 i¢in de gegerlidir (Tablo 4.6) (33, 48, 67).
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4.4.8. Patogenez ve Virulans Faktorleri

4.4.8.1. Kolonizasyon

Patogenez bakterinin insan iist solunum yolu mukozasinda kolonize olmasiyla baslar.
Kolonizasyon siirecinde yeni bir sus bazen direkt olarak semptomatik solunum yolu
enfeksiyonuna neden olabilir. Bazen de kolonize oldugu bolgeden direkt yayilim gosterir ve
sinlis, orta kulak ve alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilir. Direkt yayilimla
enfeksiyon, hem kolonize olan bakterinin yogunlugu hem de biyofilm olusturabilme

durumuyla iliskilidir.

H. influenzae’nin dis zar yapist solunum yolu epiteline baglanmay1 kolaylastiran bazi
adhezinleri igerir. Bunlar, pili, fimbriya, yiiksek molekiiler agirlikli faktérler (HMWI-
HMW?2), Hia’dir.

H. influenzae’nin hiicre duvarindaki lipoproteinler solunum yolunun siliyer
fonksiyonunu bozar ve lokal enflamasyona neden olur. LOS bu asamada rol oynar ve

kolonizasyona katkida bulunur (51, 69).

Tablo 4.6: H. influenzae ve H. parainfluenzae izolatlarinda biyotiplendirme

Tiir Biyotip Indol Ureaz Ornitin Dekarboksilaz
I + + +
[ + + -
i - + -
\Y, - + +
H. influenzae v . - N
VI - ] N
\1 + - -
VI - - -
| - - +
I - + +
il - + -
v + + +
H. parainfluenzae
Vi - - -
Vi B - +
Vil i + -
Vil + - -

+: pozitif, -: negatif
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4.4.8.2. IgA proteaz

Bakteri tarafindan salgilanan IgA proteaz, mukozal yilizeylerde bulunan IgA’y1 mentese
bolgesinden pargalayarak agliitinasyon, bakteriyel baglanma ve opsonizasyonun inhibe

edilmesinde katki saglar (51, 69). H. influenzae bu cinsin IgA ptoteaz iireten tek tiyesidir (52).
4.4.8.3. Invaziv Enfeksiyonlar

Invaziv enfeksiyonlarm ¢oguna H. influenzae tip b neden olur. Bakterinin kapsiiliindeki
PRF icerigi lokal doku, kan dolagim1 bazen merkezi sinir sisteminin istilasini saglayan giiclii
bir viriilans faktoriidiir. Diger kapsiiler serotiplerdeki glikozilasyon paterni farklidir ve daha
az siklikla invaziv hastalik yapar. Tiplendirilemeyen suslar da daha az invazivdir ancak
epitelyal siki baglantilar yoluyla transmural migrasyon veya bagimsiz bir hiicreler arasi

mekanizma yoluyla vaskiiler sisteme erigebilir (69).

Kapsiile karst olusan antikorlar bakteriyel fagositozu ve kompleman aracili
bakterisidal aktiviteyi stimiile eder. Bu antikorlar enfeksiyonu geg¢irmekle, saflastirilmig
PRF ile asilanma veya maternal antikorlarin pasif transferiyle saglanir. Menenjit ve
epiglottit riski anti-PRP antikoru bulunmayanlarda, kompleman bulunmayanlarda ve
splenektomi yapilan hastalarda belirgin sekilde yiiksektir. Lipopolisakkaritin Lipid A
komponenti hayvan modelinde meninks enflamasyonunu indiiklemistir. Insanda da bu
yanitin baslamasindan sorumlu olabilir. H. influenzae tarafindan {iretilen IgAl proteaz,

mukozal yiizeylerde kolonizasyonu kolaylastirir (51).
4.4.9. Immiinite ve Asilar

Mukosiliyer aktivite gibi yapisal savunmalar birinci basamak savunmalardir ve bu
fonksiyonun bozuldugu durumlarda alt solunum yolu kolonizasyon ve enfeksiyon oranlari

yiikselir (69).

H. influenzae’nin LOS yapis1 alternatif kompleman yolunu aktive ederek C3b
opsonizasyonunu ve ardindan bakteriyel fagositozu uyarir. Erken kompleman eksikligi olan
bireylerde H. influenzae enfeksiyonlari i¢in artmis risk bulunmaktadir (70). NTHi suslarina
kars1 antikor yaniti tipik olarak giiclii ve bakterisidaldir. Bakterisidal aktiviteye, klasik
(antikor aracili) kompleman yolunun membran atak kompleksi aracilik eder (71). Buna

karsilik, tiplendirilebilir suslar, kompleman aracili dldiirme ve fagositoza karsi daha fazla
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direng saglayan polisakarit kapsiiliine sahiptir. Bu da sistemik enfeksiyon i¢in risk olusturur
(69).

Erken yenidogan doneminde anneden gecen antikorlar H.influenzae tip b igin birkag
aylik koruyuculuk sagladiktan sonra hizla azalarak kaybolur. H. influenzae tip b suslariyla
yada capraz reaktif antikor olusturan antijenlerle karsilagilirsa yeniden ortaya cikarlar.
Gegirilen sistemik enfeksiyon sonrasi kapsiile karsi olusan anti-PRF antikorlar1 da ilerleyen

donemde saptanamaz.

H.influenzae igin gelistirilen ilk asilarda saflastirilmis PRF kullanilmistir. Cocukluk yas
grubuna uygulandiginda iki yas alti ¢ocuklarda polisakkarit antijen T hiicreden bagimsiz bir
immun yanita neden oldugu i¢in as1 koruyuculuk saglamamistir. Bunun {izerine PRF
molekiilii, T hiicre bagimli immun yanit1 uyarmasi i¢in hapten Ozelligindeki c¢esitli
proteinlerle konjuge edilmistir. Bu sayede bellek hiicrelerinin uyarimi da saglanmustir.
Piyasaya siiriilen konjuge asilar hastalig1 6nledigi gibi orofarengeal tasiyiciligi da azaltmistir.
Tarihsel gelisim i¢inde difteri toksoidine, Neisseria meningitidis dis zar proteinine, tetanoz
toksoidine konjuge edilmis asilar kullanima girmis ayrica ¢ocukluk yas grubunda uygulanan
diger asilarla kombinasyon seklinde ki formlar1 da kullanilmaya baslanmistir. PRF'yi hedef
alan konjuge asilar, kiigiik cocuklarda oldukga etkilidir. Emzirme de H. influenzae'ye kars1 bir
miktar koruma saglar (32, 40, 51, 69, 72)

4.4.10. Risk Faktorleri

H. influenzae tip b, invaziv hastalik olusumu agisindan major patojendir. Kapsiillii H.
influenzae suslarindan tip a, tip b’ye benzer sekilde invaziv enfeksiyon olusturabilir (73).
Kapsiilsiiz suslar da invaziv hastalik olusturabilir ancak daha ziyade otitis media, siniizit ve
konjunktivit gibi mukozal tutulumla iligkili hastaliklara neden olurlar (74). H. influenzae tip b

ile invaziv hastaligin gelisimi agisindan risk tasiyan baslica gruplar:

- Asilanmamis ya da eksik asili infant ve ¢ocuklar (primer asilama serisinde ya da
pekistirme dozlarinda eksiklik)

- Anatomik ya da fonksiyonel asplenik kisiler (orak hiicreli anemi de dahil)

- Immiinoglobulin eksikligi olanlar ya da humoral immiinite ile ilgili baska eksikligi
olanlar

- HIV enfeksiyonlu kisiler

- Hematopoetik hiicre transplant alicis1 olanlar
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- Malignensi i¢in kemoterapi veya radyoterapi alan hastalardir (74).

Calismalarda Alaska yerlisi ¢ocuklarla, Avustralya yerlisi Aborjin ¢ocuklarin da invaziv
H. influenzae tip b hastalig1 i¢in artmig bir risk grubunda oldugu goriilmiistiir (69). Ayrica
eriskinlerdeki kapsiillii ve kapsiilsiiz H. influenzae suslariyla hastalik olusumunda altta yatan
Kistik fibrozis, kronik obstriiktif akciger hastaligi, bronsektazi gibi hastaliklarla, sigara ve
alkol kullanimi, gebelik ve ileri yasta olmanin kolaylastirici bir etkisi de vardir (69). Kalabalik
ortamlarda bulunmak, kardeslerin olmasi, giindiiz bakim evlerine gitmek de H. influenzae

enfeksiyonu igin riski arttirmaktadir (75, 76).

4.4.11. Epidemiyoloji

Haemophilus cinsinin iiyeleri hemen hemen tiim insanlarin solunum sisteminin mukozal
yiizeylerinde kolonize olur ve baskin olan tiir H. parainfluenzae’dir. H. influenzae’nin tek
rezervuar: insandir. Insandan insana damlacik enfeksiyonuyla ya da enfekte veya kolonize
bireylerin solunum salgilarinin dogrudan temasiyla bulasir. Bebeklerin yaklagik yiizde 20'si
yasamin ilk yilinda, 5 yasina gelen ¢ocuklarin ise yarisindan fazlasi H. influenzae ile kolonize
olur (51, 69, 77, 78).

Invaziv H. influenzae temel olarak kiigiik cocuklarda (2 ay-5 yas), yash eriskinlerde (65
yas Ustii) ve altta yatan belirli tibbi durumlar1 olanlarda énemli bir morbidite ve mortalite

nedenidir (79).

1980’lerde ABD’de asilama Oncesi donemde saglikli ¢ocuklardaki H. influenzae tip b
tastyiciligr %3-5 olarak bildirilmis, giindiiz bakim evleri gibi kalabalik ortamlarda bulunan
cocuklarda ise bu oranin %50’lere kadar ¢iktigi gosterilmistir (80-82). Tasiyicilik orani
konjuge H. influenzae tib b asilamasi1 sonrasi okul oncesi ¢ocuklarda %1’in altina diismiistiir
(2, 48, 74, 83).

ABD’nin siirveyans verilerine gore 5 yasindan kiiclik ¢ocuklarda invaziv Hib hastalig1
insidansi1 a1 O6ncesi donemde 100.000 g¢ocukta 20 vakanin istiinde iken, 2000 ile 2012
arasinda 100.000 ¢ocukta 0.25 vakanin altina diismiistiir (74). 2018'de ise 100.000 ¢ocuk igin
0.08 vaka olarak bildirilmistir (84).

Bununla birlikte asilama sonrasi donemde invaziv enfeksiyona neden olan H.

influenzae'nin epidemiyolojik egilimlerinde degisiklikler gozlenmistir (79, 85). ABD’de
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NTHi, tiim yas gruplarinda invaziv hastaligin en sik nedeni olarak ortaya ¢ikmustir. Ozellikle
65 yas ustii yetiskinlerde NTHi ile gelisen H. influenzae hastaliginda artis bildirilmistir (86).

2009-2015 yillarinda, ABD’de H. influenzae’ye bagli invaziv hastalik insidanst NTHi,
non-b serotipler, serotip b igin sirastyla 100.000 niifusta 1.22, 0.45 ve 0.03 vaka olarak
bildirilmistir. NTHi’ya baglh vaka oliim hizinin 65 yas istiindeki hastalarda %16, non-b

serotiplerde %1 ve serotip b i¢in % 4 oldugu raporlanmustir (79).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC), 2018 yili raporunda tiim yas
gruplarinda vakalarin ¢oguna kapsiilsiiz suslar neden olmustur. Serotip f, %9 ile gdzlemlenen
en yaygin kapsiillii serotip olmustur. 2018 yilinda serotipi bilinen vakalarin %7'sine serotip b
neden olmustur. Cinsiyete gore katmanlandirildiginda 25-44 yas arasi yetiskinler hari¢ tiim

yas gruplarinda oran erkeklerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (87).

Ulkemizde yapilan c¢alismalarda H. influenzae faringeal tasiyiciligi Vahapoglu ve
arkadaslarinin 1994°te yayimlanan calismalarinda 5 yas alt1 ¢cocuklar icin %77, bes yas tisti
cocuklar i¢in % 59 olarak bildirilmistir (88). Torun ve arkadaslarinin 2003-2004 arasinda
yaptiklar1 ¢calismada giindiiz bakimevlerine giden 0-71 ay arsindaki ¢ocuklardaki tasiyicilik
oranini % 48,7 olarak belirlemistir. Hib %7,2, diger kapsiilli serotipler %7,6 ve NTHi %33,9
olarak tespit edilmistir (77). Diger caligmalarda 5 yasindan biiylik ¢ocuklarda tasiyicilik %3-
5,9 olarak bildirilmistir (89). Aktepe ve arkadaslarmin 2000 yilinda kistik fibrosis tanisiyla
takip edilen ¢ocuklarla yaptiklar1 ¢alismada, H. influenzae %11,4 ile en sik izole edilen
etken, NTHi ise %33,3 ile en sik saptanan serotip olmustur (90). H. influenzae izolasyonu,
Kistik fibrozis hastaliginin alevlenme doneminde %?24,2, bronsektazisi olanlarda hastaligin
alevlenme doneminde %34,7 ve pndmonisi olan hastalarda %19,7 olarak bildirilmistir (89).
Kogak ve arkadaslarinin 2016-2018 tarihlerinde 442 hastadan alinan 245 balgam ve 396
endotrakeal aspirat (ETA) 6rnegi yapilan ¢alismalarinda H. influenzae izolasyonu %6,9 olarak

saptanmustir (91).

4.4.12. Klinik Tablolar

H. influenzae invaziv ve invaziv olmayan klinik tablolarla karsimiza ¢ikar. Invaziv H.
influenzae enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla kapsiiler tip b ile ortaya ¢iksa da Ozellikle altta yatan
hastalig1 bulunanlarda NTHi invaziv enfeksiyona neden olabilir (92).
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4.4.12.1. Menenjit

Asilama 6ncesi donemde serotip b 1 ay-2 yas arasi ¢ocuklardaki bakteriyel menenjitin
en onde gelen nedenlerinden biri iken 6 yas tizerindeki ¢ocuklarda ise yaygin olarak
gbozlenmemistir. Asilama sonras1 donemde asisiz ya da asi1 serisi eksik bebeklerde gelismistir.
Beyin ve beyin sap1 abseleri, subdural effiizyon, perikardit, septik artrit gibi komplikasyonlar
nadir olsa da goriilebilir. (69, 93, 94)

4.4.12.2. Epiglottit

Epiglottit en sik 2-5 yas arasi ¢ocuklarda gorilir. H. influenzae tip b ile iliskilidir.
Hiriltili solunum, salya artisi, solunum sikintisi ile akut gelisir. Ates, odinofaji, disfaji vardir.
Bu hastalarin kan kiiltiirlerinden H. influenzae izole edilebilir. Asilama ile insidansi oldukga

azalsa da tiim seri agilamasini tamamlamig gocuklarda da gézlenmistir (95-97).

4.4.12.3. Bakteriyemi ve Bakteriyeminin Enfeksiyoz Komplikasyonlari

Bakteriyemi, H. influenzae tib b menejitinin erken doéneminde goriilebildigi gibi
menenjit olmaksizin da goriilebilir. En fazla 6 ay-3 yas aras1 bebeklerde goriiliir. Kan kiiltiirti
ile etken izole edilebilir. Altta yatan orak hiicreli anemi gibi durumlar ortaya ¢ikigina yatkinlik
olusturur. Bakteri yumusak dokulara yayilarak seliilite, eklemlere yayilarak septik artrite ve
kemik dokuya yayilarak osteoartrite neden olabilir (40).

4.4.12.4. Pnomoni

H.influenzae’ye bagli pnoémoni kis ve ilkbahar aylarinda 4 ay-4 yas arasindaki
cocuklarda goriillir. Lober pnomoni yapmaya egiliminde olsa da S. pneumonia
pnomonisinden daha hafif seyirlidir. Asilama sonrasi donemde insidansi dramatik olarak
azalmistir. NTHi, kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH), immiin yetmezlik, diyabet,
alkolizm gibi altta yatan hastalig1 olan ileri yas eriskinlerde pnédmoninin 6énemli bir nedenidir

(98-100).

4.4.12.5. Perikardit

H. influenzae pnomonisi veya menenjitine sekonder gelisebilen nadir bir durumdur

(100).
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4.4.12.6. Otitis Media

Bakteriyel akut otitis media vakalarinin yaklasik tgte biri H.influenzae ile olusur.
Cocuklarda Streptococcus pneumoniae’den sonra orta kulak iltihabinin ikinci en yaygin
bakteriyel nedenidir. H. influenzae ile olusan otitis media vakalarinin %90’1 NTHi suslar,
%10’luk bir kism1 da tip b ile olusur. NTHi, nazofarenksteki kolonizasyon sonrasi Ostaki
borusu kanaliyla orta kulaga yayilarak enfeksiyona neden olur. Viral bir iist solunum yolu

enfeksiyonu otit ataginin ortaya ¢ikisini kolaylastirir (101).

4.4.12.7. Siniizit

Viral bir {ist solunum yolu enfeksiyonu sonrasi nazofarenkste kolonize NTHI suslarmin

komsuluk yoluyla yayilimi sonucu ortaya ¢ikar. Akut ve kronik siniizite neden olur (101).

4.4.12.8. Goz Enfeksiyonlari

NTHI, cocuklarda konjonktivitin en yaygin bakteriyel nedenidir. H. influenzae sklerit,
subkonjonktival abse ve endoftalmite de neden olur (101).

4.4.12.9. Brezilya Purpurik Atesi (BPA)

Kiigiik cocuklarda ates, hizli baslangicli purpura ve hipotansif sok ve piiriilan
konjonktivit atagindan 7-10 giin sonra 6liimle karakterize akut bulasici bir hastaliktir. Etken

Haemophilus influenzae biogroup aegyptius'tur (19).

4.4.12.10. Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi Alevlenmeleri

KOAH hastalariin balgam ve bronskoskopi orneklerinden izole edilen patojenler
benzerdir. En sik NTHi, Streptococcus pneumoniae ve Moraxella catarrhalis izole edilir
(102). Kronik bronsiti olan stabil durumdaki hastalarin alt solunum yolunda NTHi siklikla
kolonize halde bulunur ve akut KOAH alevlenmelerine neden olur (103).
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4.4.12.11. Urogenital, Maternal, Perinatal ve Neonatal Enfeksiyonlar

NTHi kadin genital kanalin1 kolonize ederek obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlara
(septik abortus, endometrit, amniyonit veya Bartholin bezi apsesi), iretrit, postpartum

bakteriyemi, fetal 6liim ve neonatal sepsise neden olabilir (69, 104-106).
4.4.12.12. Diger H. influenzae Enfeksiyonlari

H.influenzae tip b abdominal enfeksiyonlara (pakreatit, peritonit, pelvik abseler,
apandisit) hepatobilier sistem enfeksiyonlarina (kolesistit, piyojenik karaciger absesi) neden

olabilirse de sik karsilasilmaz (107-110).
4.5. H. influenzae Disindaki Tiirlerle Olusan Enfeksiyonlar
4.5.1. Endokardit

H. parainfluenzae ve A. aphrophilus (6nceki ismi H. aphrophilus) geng ve orta yastaki
hastalardan endokardit etkeni olarak izole edilebilir. H. influenzae izolasyonu ise ¢ok daha az
orandadir. Oral ve dental lezyonlarin bulunmasi, agiz i¢i cerrahi islem yapilmis olmasi, hasarl
kalp kapaklari, protez kapak, intravendz ila¢ kullanimi endokardit i¢in risk olusturur. H.

parainfluenzae dogal kapaklarda da endokardite neden olabilir. (111).
4.5.2. Sankroid (Yumusak Sankr)

H. ducreyi’nin neden oldugu cinsel yolla bulasan bir hastaliktir. Agrili genital ve
perianal iilserler, hassas inguinal lenfadenit (bubo) olusumuyla karakterizedir. Genital iilserler

insan immiin yetmezlik viriisii tip 1'in (HIV-1) bulagsmasinda 6nemli bir kofaktordiir (112).
4.6. Tedavide Kullamilan Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalar:

Bakterilerin antimikrobiyal ajanlara karsi direng¢ gelistirebilmeleri bakterilerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisini gii¢lestirmektedir. Antibakteriyel ajanlarin kullanimi da direngli

suslarin ortaya ¢ikmasi igin segici baski olusturur (113).
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4.6.1. Beta-laktam Sinifi Antibiyotikler ve Diren¢ Gelisimi

Penisilin baglayan proteinler (PBP) bakteri hiicre duvari sentezinin transpeptidasyon
basamaginda gorevli, yapisal olarak beta laktamazlara ¢ok benzeyen transpeptidaz ve
karboksipeptidazlardir. Transpeptidasyon basamagi beta-laktam antibiyotiklerin etki alanidir.
PBP’lerin farkli beta-laktam ajanlara karsi afinitesi de farklidir. Antibakteriyel ajanin birden
¢ok PBP’ye baglanabilmesi bakterisidal aktiviteye katkida bulunur. Transpeptidaz enzimi
aktif bolgesinde serin aminoasiti bulundurdugu icin serin proteaz derivesi enzimler olarak
tanimlanirlar. PBP’ler molekiiler agirliklart yiiksek olandan diistige dogru PBP 1,2,3... olarak
numaralandirilirlar. Ayni1 molekiil agirliginda birden ¢ok PBP varsa bu durumda rakamlarin
yanina harf yazilarak (PBPla, PBP3a, PBP3b) isimlendirilirler. Gram pozitif kok ve gram
negatif koklarda 3-4, gram negatif basillerde 10’a kadar PBP bulunur. PBP’ler membran

proteinlerinin yaklasik %]1’ini olustururlar (114).

Genel olarak beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direng ii¢ yolla olusur;

i) Beta-laktamaz enzimlerinin tiretimi ile ilacin inaktive edilmesi

i) Beta-laktam antibiyotikler i¢in diisilk afinite sergileyen degistirilmis PBP'lerin
olusumu

iii) Gram negatif bakterilerde DZP eksikligi veya azalmis ifadesi ile hiicre duvarindaki
aktif disa atim pompalaridir. DZP kaybi, bazi beta-laktamlarin periplazmik bosluga
girisini ve dolayisiyla i¢ zardaki PBP’lere erisimi kisitlar (12, 114, 115)

H.influenzae'da hiicre gegirgenligi ve disa atim sistemleri tek basina beta-laktamlara
kars1 diren¢g mekanizmalart olarak gosterilmemistir, ancak disa atim aktivitesinin, esas olarak
degistirilmis PBP'lere bagli olarak gelisen direng seviyesini arttirdigina dair rapor

yaymlanmistir (12, 116)

4.6.1.1. Beta-laktamaz Enzimi Aracih Direng

H. influenzae izolatlarinda beta-laktamaz enziminin iretimine bagli antibiyotik
inaktivasyonu diren¢ gelisiminde en yaygin mekanizmadir ve ilk olarak 1970’lerin basinda
ampisilin direnciyle ortaya c¢ikmis ve 1975’te beta-laktamaz tipi TEM-1 olarak
tanimlanmistir. 1981yilinda yeni bir beta-laktamaz enzimi tespit edilerek ROB-1 olarak
isimlendirilmistir (12). TEM-1 enzimi H. influenzae suslari arasinda ROB-1’¢ gore daha

yaygindir. Her iki enzim de plazmid araciligi ile yayilir ve beta-laktamaz siniflandirmasinda
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smif A serin beta-laktamazlar igerisinde yer alir. Her iki enzimin substrat profilleri benzerdir
ve ampisilin direncine neden olur. Her iki enzim de beta-laktamaz inhibit6rii olan klavulanik
asit ile inhibe olur (12, 117, 118).

TEM-1 ve TEM-2 beta-laktamazlar Enterobacteriaceae i¢inde yaygindir ve plazmidler
araciliglyla TEM-1’in H. influenzae’ye aktarildign diigiiniilmektedir. Bu enzimler blatem
genleriyle kodlanir. blatem-2 geninin yapisal bolgesindeki tek bir baz ¢iftindeki farktan dolay1
TEM-1"deki 37. aminoasit olan glisin yerine TEM-2'de ayn1 pozisyonda lizin aminoasidi yer

alir. Ancak bu degisiklik iki enzimin substrat profillerinde degisiklige neden olmaz (12).

H. influenzae 'de TEM ile iliskili iki farkli plazmid grubu vardir. Kiigiik (<10 kb), konjugatif
olmayan plazmidler direngle iliskili olarak sadece blatem genini tasirken, daha biiyiik (yaklasik 40
kb) olan konjugatif plazmidler blatem geniyle birlikte kloramfenikol, tetrasiklin veya kanamisin
gibi farkli antibiyotiklerde dirence neden olan diger genleri de tasir. Biiyiik olan plazmidler H.
influenzae tiirii icinde daha yaygindir ve blatem genlerinin yayiliminda etkindirler (12).

ROB-1 beta laktamaz ilk olarak 1981 yilinda menenjite neden olan bir Hib izolat1 ile
gelisen menenjit vakasinda tanimlanmistir. Bu enzim ayrica insanlarda Pasteurella multocida
ve Haemophilus ducreyi izolatlarinda da bulunmustur (12). H. influenzae izolatlarinda ROB-1
beta-laktamaz varligmm yiiksek sefaklor MIK degerleriyle iliskili oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte TEM-1 ve ROB-1 enzimlerinin varligi temel olarak ampisilin direncini
ortaya koyar (12, 119).

Bakterilerin beta-laktamaz iiretimi inhibisyon, asidimetrik ve kromojenik sefalosporin
yontemleri ile test edilebilir. Yonteme gore farkli indikatorler kullanilir. Inhibisyon
yonteminde biyolojik indikatdr, asidimetrik yontemde pH indikatorii kullanilir. Kromojenik
sefalosporin yontemi ise beta-laktamaz enziminin bir sefalosporin olan nitrosefini hidrolize
etmesi sonucu saridan kirmiziya olan renk degisimi esasina gore kalitatif olarak degerlendirir.

Bu enzimi liretmeyen izolatlarda renk degisimi gézlenmez (120, 121).
4.6.1.2. Degistirilmis PBP Aracili Diren¢

H. influenzae PBP1a, PBP1b, PBP2, PBP3a, PBP3b, PBP4, PBP5, PBP6 olmak iizere
sekiz farkli penisilin baglayan proteine sahiptir. PBP3, kromozomal ftsl geni tarafindan
kodlanan transpeptidaz aktivitesi olan nispeten biiyiikk bir proteindir. ftsl geninde meydana
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gelen mutasyonlar PBP3’te degisiklikler olusturup beta-laktam antibiyotik afinitesinde

azalmaya neden olarak BLNAR izolatlarin goriilmesine neden olur (12, 118, 122).

Beta-laktamaz {iretmeyen ama ampisiline direngli bir H. influenzae izolat1 ilk olarak
1974’te  Thornsberry ve Kirven’in bir beta-laktamaz testinin arastirilmasi sirasinda
farkedilmistir (123). 1980’de Markowitz menenjit ve endokardit vakalarindan ilk BLNAR
izolatlar1 bildirmistir (124). 1984'te Parr ve Bryan, BLNAR fenotipindeki izolatin genomik
DNA’sm1 kullanarak duyarl bir H. influenzae Rd susunu (d tipi Kapsillii H. influenzae nin
rekombinant ¢aligmalar ic¢in sik¢a kullnilan tranforme edilebilir bir tiirevidir) BLNAR
fenotipine doniistiirerek hem dondér hem de doniistiiriilen izolatta PBP3a ve PBP3b’nin
baglama afinitesinin azaldigin1 géstermislerdir. Boylece PBP3a ve PBP3b’deki degisikliklerin
BLNAR fenotipine neden oldugunu ortaya konmustur (12, 125).

Karbapenemler en genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Hiicre duvar sentezini yiiksek
molekiil agirlikli PBP’lere baglanarak inhibe ederler. PBPla, 1b, 2 ve 4’¢ baglanmayi tercih
ederler. Daha az olarak PBP3’c¢ baglanirlar. Bakteriyemi, hastane iliskili pnomoni,
intraabdominal enfeksiyonlar, komplike idrar yolu enfeksiyonlari, kemik ve yumusak doku
enfeksiyonlari, obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlar dahil pek ¢ok orta ve siddetli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve
Amp C beta-laktamaz tireten Enterobactericeae tiyelerine P.aeruginosa, Acinetobacter tiirleri
ile H. influenzae ve Neisseriae tiirlerine de etkilidir. Metallobeta-laktamaz iireten suslara etkili
degillerdir (114).

Akut otitis media ve toplum kaynakli solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde

uygunsuz antibiyotik kullanimi BLNAR fenotipinin se¢ilmesine neden olur (122, 126).

H. influenzae izolatlari, beta-laktamaz enzim tiretimi, ftsl gen mutasyonu ile ampisilin
ve amoksisilin klavulanik asit duyarliligi goz oniine alinarak fenotipik ve genotipik olarak

dort grupta siiflandirilir:

i) Beta-laktamaz negatif, ampisilin duyarli (BLNAS): Genotipik olarak bla geni
bulunmayan ve ftsl geninde mutasyon olmayan ampisiline duyarli izolatlar

i) Beta-laktamaz negatif, ampisilin diren¢li (BLNAR): Genotipik olarak bla geni
bulunmayan ve ftsl geninde mutasyon nedeniyle aminoasit yer degisimleri

bulunduran ampisiline direngli izolatlar
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iii) Beta-laktamaz pozitif, ampisilin direngli (BLPAR): Genotipik olarak bla geni
bulunduran, ftsl geninde mutasyon olmayan ampisiline direngli izolatlar

iv) Beta-laktamaz pozitif, amoksisilin klavulanik asit direngli (BLPACR): Genotipik
olarak bla geni bulunduran ayrica ftsl geninde mutasyon nedeniyle aminoasit yer
degisimleri bulunduran amoksisilin klavulanik asite direngli izolatlar (12, 127,
128).

Ayrica bla geni bulundurmayan, ftsl gen mutasyonuna sahip olmakla birlikte
ampisilinin duyarli kaldig1 izolatlar da tanmimlanmistir. Bu izolatlar genetik-BLNAR (g-
BLNAR) olarak isimlendirilmistir (17) (Tablo 4.7).

DNA dizi analiziyle BLNAR izolatlar1 ftsl genindeki mutasyonlar goz 6niine alinarak

incelendiginde farkli aminoasit yer degisimlerine gore dort grup olusturur:

Grup | izolatlarinda korunmus lizin-treonin-glisin (KTG) motifinin yakininda 517.
pozisyonda yer alan arjinin yerine histidin (Arg-517-His) gegmistir (118, 122).

Grup Il izolatlarinda korunmus KTG motifinin yakinindaki 526. pozisyondaki
asparajin yerine lizin (Asn-526-Lys) gecmistir.

Grup lla izolatlarinda sadece 526. pozisyondaki asparajin yerine lizin (Asn-526-Lys)

gecmistir.

Grup llb izolatlarinda 526. pozisyondaki asparajin yerine lizin degisimine ilaveten

502. pozisyondaki alanin yerine valin (Ala-502-Val) ge¢mistir.

Grup llc izolatlarinda 526. pozisyondaki asparajin yerine lizin degisimine ilaveten 502.

pozisyondaki alanin yerine treonin (Ala-502-Thr) ge¢mistir.

Grup lld izolatlarinda 526. pozisyondaki asparajin yerine lizin degisimine ilaveten

449. pozisyondaki izoldsin yerine valin (ile-449-Val) gecmistir.

Grup Il izolatlarinda KTG motifinde 526. pozisyondaki asparajin yerine lizin (Asn-
526-Lys) degisiminin yanisira korunmus serin-serin-asparajin (SSN) motifinin yakininda yer
alan aminoasit degisimleri s6z konusudur. Bunlardan 385. pozisyondaki serin yerine treonin

(Ser-385-Thr), 357. pozisyondaki serin yerine asparajin (Ser-357-Asn), 377. pozisyondaki
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metionin yerine izoldsin (Met-377-1le), 389. pozisyondaki 16sin yerine fenilalanin (Leu-389-
Phe ) gecmistir.(118, 122, 127, 129).

Grup Il1-benzeri izolatlarda KTG motifinde 517. pozisyondaki arijinin yerine histidin
(Arg-517-His) degisiminin yanisira korunmus serin-Serin-asparajin (SSN) motifinin yakininda
yer alan 385. pozisyondaki serin yerine treonin (Ser-385-Thr), 357. pozisyondaki serin yerine
asparajin (Ser-357-Asn), 377. pozisyondaki metionin yerine izolosin (Met-377-1le) ve 389.

pozisyondaki 16sin yerine fenilalanin (Leu-389-Phe) ge¢mistir (129, 130).

Grup I ve Grup II’de yer alan izolatlar diisiik diizey ampisilin direnciyle (zayif rPBP3,

zayif BLNAR) iliskilidir ve ampisilinin minimum inhibe edici konsantrasyonlar1 (MiK) 0,5-2

mg/L arasinda degisir.

Grup Il ve Grup Il —benzerinde yer alan izolatlar ise yiiksek diizey ampisilin

direnciyle iliskili olup MIK degerleri 1-16 mg/L arasinda seyreder. Ayrica bu gruplar iiciincii

kusak sefalosporinlere azalmis duyarlilik veya direngle iliskilidir (127, 129, 131) (Tablo 4.8).

Tablo 4.7: H.influenzae izolatlarinin fenotipik ve genotipik olarak siniflandirilmasi

Fenotipik

Genotipik

BLNAS: Beta-laktamaz negatif, ampisilin duyarli
Ampisiline duyarli izolatlar

bla geni yok
ftsl geninde mutasyon yok

BLPAR: Beta-laktamaz pozitif, ampisilin direngli
Ampisiline direngli izolatlar

bla geni var
ftsl geninde mutasyon yok

BLPACR: Beta-laktamaz pozitif, amoksisilin klavulanik asit
direngli
Amoksisilin/klavulanik asite direngli izolatlar

bla geni var
ftsl geninde mutasyon var
aminoasit yer degisimleri var

BLNAR: Beta-laktamaz negatif, ampisilin direngli
Ampisiline direngli izolatlar

bla geni yok
ftsl geninde mutasyon var
aminoasit yer degisimleri var

g-BLNAR: genetik- BLNAR
Ampisiline duyarli izolatlar

bla geni yok
ftsl geninde mutasyon var
aminoasit yer degisimleri var
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Tablo 4.8: BLNAR izolatlarinin siniflandirilmasi

Grup Tlgili Aminoasit Yer Degisimleri
Grup | KTG motifi yakininda Arg-517-His
Grup 1l KTG motifi yakininda Asn-526-Lys
Grup lla Sadece Asn-526-Lys
Grup llb Asn-526-Lys + Ala-502-Val
Grup llc Asn-526-Lys + Ala-502-Thr
Grup Ild Asn-526-Lys + ile-449-Val
KTG motifi yakininda Asn-526-Lys + SSN motifinin yakininda
Ser-385-Thr
Grup 111 Ser-357-Asn
Met-377-Ile
Leu-389-Phe

Grup Il1-benzeri

KTG motifi yakininda Arg-517-His+ SSN motifinin yakininda
Ser-385-Thr

Ser-357-Asn

Met-377-Ile

Leu-389-Phe

KTG: lizin-treonin-glisin, SSN: serin-serin-asparajin, Arg: arginin, His: histidin, Asn: asparajin, Lys: lizin,
Ala:alanin, Val: valin, Thr: treonin, {le: izoldsin, Phe:fenilalanin

4.6.1.3. Disa Atim Pompalan

Enterobacterales, acrAB genleri tarafindan kodlanan Acr adli bir akis pompasina

sahiptir (132). Sanchez ve arkadaslari H. influenzae'de, E. coli'nin acrAB gen kiimesiyle

benzer bir gen kiimesi tanimlamig ve bu gen kiimesinin etkisizlestirilmesiyle laboratuvar

mutantlarinin eritromisin, novobiyosin, etidyum bromiir ve kristal viyoleye duyarli hale

geldigi gosterilmistir. (133). Yapilan bir calismada PBP3 degisimi nedeniyle beta-laktamlara

azalmis afinite gdsteren BLNAR izolatlarinda, AcrAB disa atim pompasinin ampisilin MIK

degerlerinin artigina katkida bulundugu gosterilmistir (116).
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4.6.2. Protein Sentez Inhibitérii Antibiyotikler ve Diren¢ Gelisimi
4.6.2.1. Tetrasiklinler ve Diren¢ Gelisimi

Tetrasiklinler genis spektrumlu ve bakteriyostatik antibiyotiklerdir. Bakteri hiicresinde
70S ribozomun 30 S alt {initesine geri donilisiimlii olarak baglanir. Bdylece aminoagil t-
RNA’nin mRNA-ribozom kompleksine baglanmasini engelleyerek protein sentezini durdurur.
Tetrasiklin diren¢ genlerinin (tet) kodladig1 proteinler iki mekanizma ile dirence neden olur.
Bunlar antibiyotigin enerji kullanilarak uzaklastirilmas: olan disa atim pompasi ve ribozoma
baglanarak aktif bolgenin yapisini degistiren proteinlerin sentezlenmesiyle saglanan
ribozomal korunmadir (114). H.influenzae’'de disa atim igin tet(B), tet(K), ribozomal korunma
icin tet(M) genleri tespit edilmistir (134). Tetrasiklin direnci, genellikle konjugatif
plazmitlerle aktarilan tet(B) geni tarafindan kodlanan bir disa atim pompasindan kaynaklanir
(12, 134). Bu plazmidler ayrica ampisilin, kloramfenikol ve kanamisin direng genlerini de
birlikte tasiyabilmektedir (12). Ayrica H. influenzae'de acrAB ile kodlanan islevsel ¢oklu ilag
atim pompasi da tarif edilmistir (134). Tetrasiklin direnci Neisseriae, Haemophilus, Vibrio

tiirleri gibi gram negatif bakterilerde siktir (134).
4.6.2.2. Kloramfenikol ve Diren¢ Gelisimi

Kloramfenikol, genis spektrumlu bakteriyostatik etkili bir antibiyotiktir. Bakteri
ribozomunun 50S alt iinitesinde peptidil transferaz bolgesine baglanarak transpeptidasyonu
yani peptid zincirinin uzamasini bozar (114). H. influenzae izolatlarinda kloramfenikol direnci
genellikle cat geninin kodladig1 kloramfenikol asetiltransferaz enziminin tiretimiyle iliskilidir.
cat geni, konjugatif plazmidler iizerinde tasinir ve kromozoma dahil edilebilir. Bu plazmidler
siklikla tetrasiklin ve ampisiline kars1 direnci kodlayan genleri de tasir. Direng ayrica bir dis

zar protein kaybiyla gerceklesen gegirgenlik degisiminden de kaynaklanabilir (12).
4.6.2.3. Makrolidler ve Diren¢ Gelisimi

Bakteriyostatik etkili antibiyotiklerdir. Bakterinin 50S ribozomunda peptidil transferaz
bolgesine yakin bir bolgeye baglanir. Bdylece aminoagil tRNA’ya baglh peptid zinciri
akseptor (A) bolgesinden peptidil (P) noktasina kayamaz. Translokasyon onlenir, peptid
zinciri uzayamaz ve protein sentezi inhibe olur (114). Makrolid direnci esas olarak hedef
bolge modifikasyonu, aktif atim pompalari ve nadiren antibiyotik inaktivasyonundan

kaynaklanir. Hedef bolge modifikasyonu, 23S rRNA'nin erm sinifi genler tarafindan kodlanan
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metilazlarla metilasyonu veya 23S rRNA ve ribozomal proteinler L4, L22’nin degisimi
sonucu gelisir (135). E.coli’de bulunan acrAB atim pompasina ¢ok benzeyen bir atim
pompast Ve diger atim pompalarinin H.influenzae vahsi tip suslar1 {izerinde makrolid
etkinligini kisitladigit ve makrolid direncinde g¢ok Onemli rol oynadigi gosterilmistir.
Makrolidlere yiiksek diizeyde direng gosteren H. influenzae izolatlarinda ise erm direng geni

saptanamamustir (12, 135).
4.6.3. Niikleik Asit Sentez Inhibitorii Antibiyotikler ve Diren¢ Gelisimi
4.6.3.1. Kinolonlar ve Diren¢ Gelisimi

Kinolonlar bakterisidal etki gosterirler. Tip 2 topoizomeraz olarak isimlendirilen DNA
giraz (Topoizomeraz Il) ve topoizomeraz IV enzimleri iizerinden DNA replikasyonunu
engeller. DNA iplikgikleri birbirinden ayrildiktan sonra olusan enzim-DNA kompleksine
baglanarak etki eder. DNA giraz, gyr A ve gyr B; topoizomeraz IV ise Par C ve Par E alt
tinitelerinden olusur (114, 136).

Direng gelisimi DNA giraz veya topoizomeraz IV'i kodlayan genlerin kinolon direncini
belirleyen bolgesindeki (KDBB) mutasyonlar yoluyla meydana gelir (12, 137). ilacin artmus
disa atim1 ve porin kaybi da kinolon direncindeki artis1 destekler (138). Ayrica direng gelisimi
plazmid araciligiyla da gergeklesebilir. Plazmidin kodladigi gnr proteinleri kinolon hedeflerini
inhibisyondan korur. ABD, Avrupa ve Dogu Asya'da plazmid aracili direng¢ raporlanmistir.
Plazmidin tek basina diisiik diizey dirence neden olmakla birlikte, varhiginin yiiksek diizey

diren¢ mutasyonlarinin se¢imini kolaylastirdigi bildirilmistir (139).
4.6.4. Folik Asit Sentez Inhibitérii Antibiyotikler ve Diren¢ Gelisimi

Sulfonamidler dihidropteroat sentaz (DHPS) tarafindan katalize edilen reaksiyonda
paraamino benzoik asit (PABA) ile rekabet ederek dihidropteroik asit olusumunu inhibe eder.

Folik asit sentezini birinci basamakta engeller (114, 140).

Mutasyonlar, PABA’nin asir1 tiretimine ya da dihidropteroatta yapisal degisiklige neden
olarak sulfonamidin ilaca afintesinin azalmasina ve dirence neden olabilir (114). Plazmid
kaynakli sull ve sul2 genlerinin ilaca direngli dihidropteroat sentetazlari kodlanmasi veya

bakteriyel hiicre gecirgenliginin azalmasiyla da direng gelisebilir (114, 140, 141).
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Trimetoprim, dihidrofolik asitin tetrahidrofolik asite doniigiimiinde dihidrofolat
rediiktaz enzimini inhibe ederek etki eder. Bakteriyostatik etkilidir. Birgok gram pozitif kok
Ve ¢ogu gram negatif basile in vitro etkilidir. Sulfametoksazol ile kombinasyonu sinerjistik
etki gosterir (114, 142).

Trimetoprim direnci de kromozomal ve plazmid aracili olarak gelisir (114). Intrinsik dfr
genindeki mutasyonel degisiklikler nedeniyle trimetoprim'e direng, birka¢ patojende rapor
edilmistir. Plazmit aracili direng, trimetoprim direngli dihidrofolat rediiktazi kodlayan

yaklasik 20 gen ile (dfr1'den itibaren ardigik olarak numaralandirilirlar) ortaya ¢ikar (141).
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5. GEREC ve YONTEMLER

5.1. izolatlarin Toplanmasi ve Tanimlanmasi

01.01.2020-01.06.2021 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina
Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen alt solunum
yolu 6rneklerinin kiiltiiriinde tireyen 84 adet H. influenzae izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir.
Ayni hastanin laboratuvara goénderilen orneklerinden sadece ilk ©Orne8i calismaya dahil
edilmistir. Laboratuvara gelen solunum yolu oOrnekleri mikroskopi ile (Olympus, Japan)
degerlendirilmistir. Gram boyama sonrasi balgam ve endotrakeal aspirat (ETA) 6rneklerinde
yass1 epitel ve polimorfoniikleer 16kositler (PNL) 10X objektifle, bakteri varligi 100X
objektifle incelenerek degerlendirilmistir. 10X’lik biiylitmede her mikroskopi alaninda <10
yasst epitel bulunan, polimorfoniikleer 16kosit sayist 25’den ¢ok olan balgam ve ETA
ornekleri calismaya dahil edilmistir. Immiinsiiprese hastalarda inflamatuvar yanitta yetersizlik
olabilecegi icin <10 yass1 epitel, < 25 lokosit sayist olan Ornekler de calismaya dahil
edilmistir. BAL Ornekleri de hiicre ve bakteri varligi yoniinden mikroskopik olarak
degerlendirilmis ancak invaziv girisimle  alman Ornek oldugu i¢in  mikroskopik

degerlendirme kriteri géz oniine alinmaksizin ¢aligmaya dahil edilmistir.

Balgam ornekleri koyun kanli agar (Biomerieux, Fransa), ¢ikolata agar (Biomerieux,
Fransa) ve MacConkey agara (Biomerieux, Fransa) tek koloni diisiirme teknigiyle (kalitatif)
ekilmigtir. ETA Ornekleri koyun kanli agar ve MacConkey agara 1 ul’lik 6ze (Firatmed,
Tiirkiye) ile kantitatif, cikolata agara ise kalitatif olarak ekilmistir. BAL 6rnekleri ise 6nce her
li¢ plaga kalitatif olarak, ekilmis, serum fizyolojik ile 1/100 oraninda sulandirdiktan sonra ise
1 ul’lik oze ile gikolata ve koyun kanli agar plaklarina kantitatif, MacConkey agar plagina ise
kalitatif olarak ekilmistir. Cikolata agar plaklar1 %5 CO2’li ortamda (Niive COz incubator,
Tiirkiye) diger iki plak ise atmosferik ortamda (Niive incubator, Tiirkiye) 37 °C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda gikolata agar plaklarinda goriilen kiigiik
saydam ya da yarisaydam, nemli goriiniimlii diizgiin koloniler siipheli koloniler Matriks
aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometrisi (MALDI TOF-MS)

(Vitek MS, BioMerieux, Fransa) ile degerlendirilerek tanimlanmigtir.
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5.2. izolatlarin Saklanmasi, Canlandirilmasi ve Saf Kiiltiir Elde Edilmesi

Kiiltiirde tireyen H.influenzae izolatlarindan saf koloni elde etmek iizere ¢ikolata agar
plagina pasaj yapilmistir. Saf olarak iireyen bakteri kolonileri 10 ul’lik 6ze yardimiyla
alinarak icinde 750 pl yagsiz siit bulunan 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine (Dur &
Plast, Tiirkiye) aktarilmis ve -20 °C’de (Ugur Derin dondurucu, Tiirkiye) saklanmustir.
[zolatlar canlandirilacagi zaman derin dondurucudan ¢ikarilan mikrosantrifiij tiipii oda
sicakliginda eritilmig ve 15 sn siireyle vortekslenmistir (VelpScientifica Zx3, italya). 1 ul
kalibre plastik 6ze ile ¢ikolata agar besiyerine (Biomerieux, Fransa) aktarim yapilarak tek
koloni diisiirme yontemiyle ekim yapilmistir. Plaklar 35+1 °Cde %5 CO2’li ortamda 18-24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen kolonilerden ikinci kez pasaj yapilmis ve

antibiyotik duyarlilik testleri i¢in bu koloniler kullanilmustir.
5.3. In vitro Antibiyotik Duyarhlik Testlerinin Uygulanmasi

Antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST 2023 yonergeleri dogrultusunda, Kirby Bauer
disk difiizyon (DD) test yontemi ile yapilmustir. Imipenem ve meropenem duyarliliklari igin
ayrica gradiyent serit test yontemi ve sivi mikrodiliisyon test yontemi uygulanmistir(143).
Disk difiizyon ve gradiyent serit test yontemleri ticari olarak temin edilen Mueller Hinton-
Fastidious agar (MH-F) plaklarinda (Liofilchem, italya), stv1 mikrodiliisyon test yontemi ise
katyon ayarli Mueller Hinton s1v1 besiyeri bazina (Conda, Ispanya) katki maddeleri eklenerek

hazirlanan MH-F s1vi besiyerinde ¢alisilmustir.

5.4. Kirby Bauer Disk Difiizyon Yontemi ile Antibiyotik Duyarhhk Testi ve Beta-

laktamaz Enzim Uretiminin Arastirilmasi

Disk diflizyon yontemi igin, ticari olarak temin edilen 90 mm ¢apli MH-F agar plaklari
kullanilmigtir. Son kullanma zamanina kadar plaklar, tretici firma oOnerileri dogrultusunda
buzdolabinda (Beko, Tiirkiye) +4 °C sicaklikta saklanmustir. Plaklar oda sicakligina
getirildikten sonra kullanilmigtir. Cikolata agarda saf kiiltiirii elde edilen H. influenzae
kolonilerinden birkagi, i¢cinde 4000 ul serum fizyolojik (Polifleks, Tiirkiye) bulunan 16x75
mm ¢apl tiiplere (Laborant, Tiirkiye) steril pamuklu ekiivyon (Microcult, Tirkiye) yardimiyla
aktarilip, siispanse edilip 15 saniye vortekslendikten (Velp Scientifica Zx3, Italya) sonra
stispansiyonun yogunlugu nefelometre cihazi (BD Phoenix Spec Nephelometer, ABD)
kullanilarak yaklasik 1-2x10® Koloni Olusturan Birim/ml’ye (KOB/ml) denk gelen 0.5 Mc

Farland degerine ayarlanmustir. inokulum standardize edildikten sonra 15 dakika igerisinde
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plaklara ekim yapilmistir. Ekim yapilirken pamuk uglu ekiivyon, hazirlanan siispansiyona
batirilip fazlasi tiip kenarinda hafifce bastirilarak akitilmis, MH-F agar plagina ekiivyonla ii¢
yonde yayilarak ekim yapilmistir. MH-F agar plagina; benzil penisilin (1 inite), ampisilin (2
ug), amoksisilin/ klavulanik asit (2/1 pg), sefuroksim (30 pg), sefotaksim (5 pg), imipenem
(10 pg), meropenem (10 ng), siprofloksasin (5 ng), levofloksasin (5 ug), moksifloksasin (5
ng), tetrasiklin (30 pg), trimetoprim/siilfametoksazol (1.25/23.75 pg) (Oxoid, Ingiltere)
diskleri bir penset yardimiyla yerlestirilmistir. (Tablo 5.1.) Hazirlanan plaklar 18+ 2saat
stireyle, 36 °Cde, %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Antibiyotik disklerinin etrafinda olusan
dairesel inhibisyon zon ¢aplari yansitilmis 1sikla aydinlatilmis ortamda olgiilerek EUCAST
2023 klinik sinir degerlerine goére duyarli (S), direngli (R) veya orta duyarli (IM) olarak
belirtilmistir (143, 144).

Disk diflizyon yontemi uygulanirken benzil penisilinin 1 initelik diskiyle beta-laktam
grubu antibiyotiklere karsi direng¢ mekanizmasinin varligini arastirmaya yonelik tarama
yapilmistir. Benzil penisilin diskinin etrafindaki inhibisyon zon ¢apinin > 12mm olmasi
durumunda beta-laktam grubu antibiyotikler i¢in diren¢ mekanizmasinin olmadigi, inhibisyon
zon ¢apinin <12 mm olmasi durumunda ise beta-laktam direncine ait bir mekanizmanin
oldugu anlasilmistir. Bu mekanizma ya beta-laktamaz tiretimi ya da PBP3 degisimi ya da bu
iki mekanizmanin birlikteligidir (143). Bu asamada beta-laktamaz {iretimini aragtirmak {izere
saf H. influenzae kiiltiirtindeki kolonilerden 6ze yardimiyla bir miktar alinarak bir damla steril
su ile 1slatilmus nitrosefin diski (Oxoid, Ingiltere) {izerine siiriilmiis, disk {izerinde 15 saniye-5
dakika arasinda ortaya c¢ikan renk degisikligi (saridan kirmiziya) beta-laktamaz {iretimi

acisindan pozitif, renk degisiminin olmamasi ise negatif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 5.1: Disk diflizyon yonteminde kullanilan antibiyotikler ve klinik sinir degerleri

Antibiyotik
sy Antibiyotik ad1 Disk icerigi S> R < TBA

Benzil penisilin * 10 12 12
Ampisilin 2ug 18 18
Amoksisilin klavulanik asit (iv) 2/1 ng 15 15
Amoksisilin klavulanik asit (oral) 2/1 pg 50 15

Beta-laktam Sefuroksim (iv) 30 pg 27 25 25-27**
Sefuroksim (oral) 30 ug 50 27 25-27**
Sefotaksim 5ug 27 27 25-27**
Imipenem 10 pg 20 20 6-19**
Meropenem 10 pg 20 20
Siprofloksasin 5ug 30 30

Kinolon Levofloksasin 5pug 30 30
Moksifloksasin 5ug 28 28

Tetrasiklin Tetrasiklin 30 pg 25 25

Antimetabolit Trimetoprim/siilfametoksazol 1.25/23.75 ug 23 20

TBA: Teknik belirsizlik alani, *: Sadece tarama igin, iv: intraventz, **: Teknik belirsizlik alan1 sadece penisilin
tarama 1U ile pozitifse (<12mm) gegerlidir
5.5. Gradiyent Serit Test Yontemiyle Imipenem ve Meropenem Duyarhliklarinin

Arastirilmasi

-20 9C’de saklanmis ve sonrasinda cikolata agarda saf kiiltiirii elde edilmis olan H.
influenzae kolonilerinden birkagi, i¢cinde 4000 pl serum fizyolojik bulunan 16x75 mm ¢apl
tiplere steril pamuklu ekiivyon yardimiyla aktarilip, siispanse edilmis, 15 saniye
vortekslendikten sonra siispansiyonun yogunlugu nefelometre cihaz1 kullanilarak yaklasik 1-
2x108 KOB/ml’ye denk gelen 0.5 Mc Farland degerine ayarlarlanmistir. inokiilum standardize
edildikten sonra 15 dakika icinde plaklara ekim yapilmistir. Ekim yapilirken pamuk uglu
ekiivyon hazirlanan siispansiyona batirilip, fazlasi tiip kenarinda hafifce bastirilarak
akitilmistir. MH-F agar plagina ekiivyonla ii¢ yonde yayilarak yogun olarak ekim yapilmistir.
Imipenem ve meropenemin cesitli konsantrasyonlarini igeren ticari antibiyotik seritleri
(Biomerioux, Fransa) MH-F plagma birbirine paralel ve ters yonlerde olacak sekilde bir
penset yardimiyla yerlestirilmistir. Hazirlanan plaklar 18+ 2saat siireyle, 36 °C’de, %5 CO2’li
etivde (Niive CO2 incubator-EC160, Tiirkiye) inkiibe edilmistir. Yansitilmis 1sikla
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aydmlatilmis ortamda antibiyotik seritlerinin etrafinda elips seklinde olusan inhibisyon
zonunun antibiyotik seridini kestigi alt noktadaki deger minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degeri olarak belirlenmistir. EUCAST 2023’te belirtilen klinik smnir degerlerine gore
MIK degerleri duyarli (S) ya da direngli (R) seklinde belirlenmistir (Tablo 5.2) (143).

Tablo 5.2: Gradiyent serit test yonteminde kullanilan antibiyotikler ve klinik sinir degerleri

MIK esikdegeri (jg/ml)
Antibiyotik sinifi Antibiyotik adi <S >R
Imipenem 2 2
Karbapenem
Meropenem 2 2

5.6. Sivi  Mikrodiliisyon Yéntemiyle Imipenem ve Meropenem Duyarhihklariin

Arastirilmasi

Bu yontem Mueller-Hinton-Fastidious (MH-F) sivi besiyeri igeren mikrodiliisyon
plaklarinda c¢alisilmistir. MH-F sivi besiyeri iiretici firma talimatlar1 ve EUCAST 2023
onerileri dogrultusunda hazirlanmistir (145). Besiyeri, ticari olarak temin edilen ve mekanik
olarak defibrine edilmis at kanmin (Pendik Veterinerlik Enstitiisii, Tiirkiye) %50 oraninda
sulandirilip lize edildikten sonra beta-NAD (Sigma, ABD) soliisyonu ile birlikte katyon ayarl

Mueller Hinton s1v1 besiyerine (Conda, ispanya) ilavesiyle hazirlanmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3: MH-F s1v1 besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan reaktifler

Reaktifler

1- Ticari olarak temin edilmis katyon ayarli MH sivibesiyeri tozu

2- %50 oraninda lize edilmis at kani

3- %98 saflikta beta-nikotinamid adenin diniiklotid

5.6.1. Lize Edilmis At Kan1 Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilmis ve mekanik yontemlerle defibrine edilmis 7 ml at kan1 7 ml
deiyonize su ile aseptik kosullarda 15 ml’lik vida kapakli santrifiij tiipiine (Microcult,
Tirkiye) alimmistir. Bu sekilde, %50 oraninda seyreltilmis at kan1 elde edilmistir. Kan, -20

9C°de bir gece bekletildikten sonra oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Bu dongii hiicrelerin
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tamamen lize olmasi i¢in ti¢ kez tekrarlanmistir. Lize edilmis at kanini berraklastirmak igin
tipler 4100 rpm’de 30 dakika santrifiij (Niive NF 1200R, Tiirkiye) edilmistir. Berraklig
arttirmak icin bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. Ustteki siipernatan 15 ml’lik yeni bir vida
kapakli tiipe pipetle aktarilmis alttaki pellet atilmistir. Stok at kami soliisyonu -20 °C’de
saklanmigtir. S1vi mikrodiliisyon yontemi igin ¢dzdiiriilen soliisyondan artan kisim tekrar
dondurulmamis ve kullanilmamustir (145). Tablo 5.4’te Stok at kani soliisyonu hazirlama

basamaklari belirtilmistir.

Tablo 5.4: %50 oraninda lize edilmis at kani stok soliisyonu hazirlama basamaklari

1- Aseptik olarak 7 ml defibrine edilmis at kan1 ve 7 ml deiyonize su 15 mI’lik santrifiij tiipline koyulmustur.

2- Tiip -20 °C’de bir gece bekletilip oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. islem ii¢ kez tekrarlanmustir.

3- Tiip 4100 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Islem ii¢ kez tekrarlanmistir.

4- Siipernatan yeni bir tiipe stok soliisyon olarak koyularak -20 °C’de saklanmistir.

5.6.2. Beta-NAD Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Beta-NAD steril deiyonize su iginde konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Bunun igin 15 mililitrelik vida kapakli santriifiij tiiptine 100 pl deiyonize su
koyulmustur. Hassas terazi (Sartorius, Almanya) ile tartilan 20 mg beta-NAD tozu 6nce 100
ul deiyonize su iginde vortekslenerek ¢ozdiriilmiis sonra 900 ul su ile hacim bir ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon 2 ml’lik enjektore (Ayset,Tiirkiye) cekilmistir.
Enjektoriin ucuna takilan 0.2 mikrometre por c¢apli enjektdr uyumlu membran filtreden
(Minisart 16534, Almanya) siiziilerek soliisyon sterilize edilmistir. Stok soliisyon 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine 100 pl alikotlanarak -20 °C’de saklanmustir. Stok soliisyon,
besiyerine eklenecegi zaman ¢ozdiiriilerek kullanilmistir. (145). Tablo 5.5’te Beta-NAD stok

soliisyonunun hazirlanma basamaklar1 belirtilmistir.

Tablo 5.5: Beta-NAD stok soliisyonunun hazirlanma basamaklari

1- 20 mg beta-NAD tozu hassas terazi ile 6lgiilerek 1 ml steril deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir

2- Soliisyon 0.2 mikrometre por ¢apli enjektoér uyumlu membran filtreden siiziilerek sterilize edilmistir

3- Soliisyon mikrosantrifiij tiiplerine 100 pl alikotlanarak -20 °C de stoklanmustir
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5.6.3. Mueller Hinton-Fastidious (MH-F) Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen katyon ayarli MH s1v1 besiyeri tozu (Conda, Ispanya), iiretici
firma talimatlarina gore hazirlanmistir. 1000 ml besiyeri hazirlamak igin igin 21 gr katyon
ayarli MH siv1 besiyeri tozu gerekmektedir. 100 ml besiyeri hazirlamak igin 2.1 gr besiyeri
tozu tartilarak (Sartorius, Almanya) kullanilmigtir. EUCAST 2023 yo6nergeleri dogrultusunda
besiyeri i¢cine daha sonra lize edilmis at kanm1 da koyulacagi i¢in bu asamada iiretici
talimatindan farkli olarak 100 ml besiyeri hazirlamak i¢in 10 ml daha az deiyonize su
kullanilmig ve besiyeri 90 ml deiyonize su ile hazirlanmigtir. Balon joje iginde hazirlanan
besiyeri otoklavda (Niive steam art 706 10, Tiirkiye), 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilize
edilmistir. Sterilizasyondan sonra balon joje 45 °C sicakliga gelene kadar su banyosunda
(Dedeoglu, Tiirkiye) sogumaya birakilmistir. Bu sicakliga gelen besiyeri icine aseptik olarak
hazirlanan %50 oraninda lize edilmis stok at kani soliisyonundan 10 ml ve beta- NAD stok
soliisyonundan 100 pl eklenerek iyice karistirilmistir. MH-F sivi besiyeri, antimikrobiyal
duyarlilik testi calisilana kadar buzdolabinda (Beko, Tiirkiye) +4 °C sicaklikta 100 ml’lik
steril vida kapakli kapta (FiratMed, Tirkiye) saklanmistir (145). Tablo 5.6’ta MH-F sivi

besiyerini hazirlama basamaklari belirtilmistir.

Tablo 5.6: 100 ml MH-F sivi1 besiyerini hazirlama basamaklari

1- 90 ml deiyonize su i¢inde 2.1 gr katyon ayarli MH sivi1 besiyeri tozu ¢ozdiiriilmiistiir

2- 121 °C sicaklikta 15 dakika siireyle sterilize edilmistir

3- Su banyosunda besiyeri sicaklig1 45 °C olunca 10 ml %50 lize stok at kan1 soliisyonu ve 100 pl beta-NAD

stok soliisyonundan eklenerek iyice karistirilmigtir

4- Hazirlanan besiyeri 100 m1’lik vida kapakl kaba koyularak +4 °C sicaklikta saklanmigtir
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5.7. Antibiyotik Ana Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antibiyotik ¢ozeltisi hazirlamak i¢in tablodaki formiil kullanilmigtir:

Hacim (ml) = girhik (mg) x potens deqeri /m
konsantrasyon (pug/ml) (=mg/L)
Hacim : stok soliisyonunun istenen hacmi
Agirlik: : antibiyotik tozunun agirligi
Potens degeri : tozun tretici firma tarafindan belirlenmis aktivite ya da potensi
Konsantrasyon : stok soliisyonunun istenen konsantrasyonu

5.7.1. imipenem Ana Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ana stok soliisyonu 5 mg imipenem tozu (EP, Fransa) ile hazirlanmistir. imipenemin
konsantrasyonu kalite kontrol susunun referans araligina gore 1280 pg/ml olarak
belirlenmistir. ilacin potensi 1°dir. Bu degerler dogrultusunda formiile gore hesaplanan hacim
0,0039 L (= 3,9 ml) olmustur.

Imipenemin ¢dzdiiriilmesi icin fosfat tamponu kullanilmustir (146). Ticari olarak temin
edilmis fosfat tamponu (Sigma, ABD) firetici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir.
Buna gore balon joje igerisine 200 ml steril deiyonize su ve bir adet fosfat tampon tableti
koyularak tamamen ¢6ziinene kadar elde karistirtlmigtir. Hassas teraziyle 5 mg imipenem tozu
15 ml’lik santrifiij tiipline koyularak once birkag damla fosfat tamponunda ¢oziildiiriilmiis
daha sonra yine fosfat tamponu ile hacim 3.9 ml’ye tamamlanarak iyice karistirilmustir.
Imipenem igin hazirlanan ana stok soliisyonu 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 100 pl
alikotlanarak -20 °C’de saklanmustir. Sivi mikrodiliisyon plaklar1 hazirlanacagi zaman

alikotlanmig antibiyotik ana stok soliisyonlarindan biri oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir.

5.7.2. Meropenem Ana Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ana stok soliisyonu 5 mg meropenem tozu (Sigma, ABD) ile hazirlanmistir.
Meropenemin konsantrasyonu kalite kontrol susunun referans aralifina goére 1280 pg/ml
olarak belirlenmistir. Ilacin potensi 1°dir. Bu degerler dogrultusunda formiile gére hesaplanan

hacim 0,0039 L (=3,9 ml) olmustur.
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Meropenemin ¢ozdiiriilmesi i¢in deiyonize su kullanmilmustir (146). Hassas teraziyle 5
mg meropenem tozu 15 ml’lik santrifiij tiipiine koyularak once birka¢ damla deiyonize su ile
¢oOziildiiriilmiis daha sonra yine deiyonize su ile hacim 3.9 ml’ye tamamlanarak iyice
karistiilmuistir. Imipenem igin hazirlanan ana stok soliisyonu 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiplerine 100 ul alikotlanarak -20 °C’de saklanmustir. Sivi mikrodiliisyon plaklari
hazirlanacagi zaman alikotlanmis antibiyotik ana stok soliisyonlarindan biri oda sicakliginda

¢Ozdlrilmiistiir.
5.8. Bakteri Inokulumunun Hazirlanmasi

Direkt koloni siispansiyonu yontemi ile hazirlanan bakteri inokulumunun nihai
yogunlugu, mikrodiliisyon plagindaki her bir kuyucukta 5x10° KOB/ml olacak sekilde

ayarlanmustir.

Cikolata agar plaginda saf olarak iiremis H.influenzae kolonilerinden 6ze ile birkag
koloni alinarak, i¢inde 4000 ul serum fizyolojik bulunan 16x75 mm’lik steril tiip igersinde
stispanse edilip, 15 saniye vortekslendikten sonra siispansiyonun yogunlugu nefelometre
cihaz1 kullanilarak yaklasik olarak 1-2x108 KOB/ml’ye denk gelen 0.5 Mc Farland degerine
ayarlarlanmistir. Bakteri inokulumunu 1/100 oraninda sulandirmak i¢in baska bir tiipe 1980 ul
serum fizyolojik koyulmustur. Bunun iizerine 0.5 Mc Farland’a ayarlanmis tiipten pipetle
(Socorex accura, Isve¢) 20 pl bakteri inokulumu alinarak eklenmisir. Bdylece bakteri
inokiilumun mikrodiliisyon plaklarma koymadan 6nceki yogunlugu 1x10° KOB/ml’ye

ayarlanmugtir.

5.9. U Tabanh Mikrodiliisyon Plaklarinda Sivi Mikrodiliisyon Yonteminin

Uygulanmasi Imipenem ve Meropenem i¢in MIK Degerlerinin Tespit Edilmesi
5.9.1. Siv1 Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi

Stvi mikrodiliisyon yéntemi (SMD) 96 kuyucuklu U tabanl plaklarda (LP italiana,
ftalya) calistlmistir. Mikrodiliisyon plaklari testin calisilacag: giin hazirlannmistir. Bunun igin
herbir kuyucuga 6nce pipetle 50 ul MH-F s1v1 besiyeri koyulmustur.

Sivi  mikrodiliisyon ¢alisilacak imipenem ve meropenemin konsantrasyonlari
H.influenzae ATCC 49766 susuna (Microbiologics, ABD) gore belirlenmistir. Buna gore
imipenemin baglangi¢c konsantrasyonu 64 pg/ml, meropenemin baglangic konsantrasyonu ise

32 pg/ml olarak belirlenmistir.

44



Bu konsantrasyonlara ulagabilmek i¢in 1280 pg/ml konsantrasyondaki 100 pl imipenem
ana stok soliisyonuna 400 pul deiyonize su eklenerek 5 kat sulandirilmis ve konsantrasyon 256

pg/ml olmustur.

1280 pg/ml konsantrasyondaki 100 pul meropenem ana stok soliisyonuna ise 900 pl

deiyonize su eklenerek 10 kat sulandirilmis ve konsantrasyon 128 pg/ml olmustur.

Bu ayarlama yapildiktan sonra her kuyucukta 50 ul MH-F besiyeri bulunan
mikrodillisyon plagin her sirasinin sadece ilk kuyucuguna antibiyotik soliisyonundan 50 pl
eklenmistir. Bdylece antibiyotigin baslangic konsantrasyonu imipenem icin 128 pg/ml,
meropenem i¢in 64 pg/ml olmustur. Pipetle icinde toplamda 100 pl besiyeri ve antibiyotik
karisimi olan ilk kuyucuktan birka¢ sefer al-ver yaptiktan sonra 50 pl ayni siradaki ikinci
kuyucuga aktarilmistir. Yine birkag sefer al-ver islemi yaptiktan sonra 50 pl {igiincii kuyucuga
aktarilmistir. Bu islem son kuyucuga kadar devam ettirilmistir. Son kuyucuktan alinan 50 pl
karisim ise disar1 atilmistir. Boylece antibiyotigin ikiser kat azalan konsantrasyonlari

saglanmistir. Bu islem imipenem ve meropenem igin ayr1 plaklarda gergeklestirilmistir.

Son agsamada ayni siranin tiim kuyucuklarma 1x10% KOB/ml yogunluguna ayarlanmus
bakteri inokulumundan 50 pl eklenmistir. Bu islem sonucunda bakteri inokiilumunun nihai
yogunlugu 5x10° KOB/ml, antibiyotik konsantrasyonu ise ilk kuyucukta imipenem igin 64
ug/ml, meropenem i¢in 32 pg/ml olmustur. Boylece hem standart susu hem de klinik
izolatlar1 degerlendirmek amaciyla, imipenem i¢in 64-0.03 pg/ml, meropenem i¢in 32-0.015

ug/ml araliginda uygun antibiyotik konsantrasyonlari ayarlanmigtir.

Kalite kontrol i¢in her mikrodiliisyon plagmin ilk sirasinda H.influenzae ATCC 49766 susu
kullanilarak testin referans smurlar icerisinde ¢alisildigr gosterilmistir. Her mikrodiliisyon plaginin
son sirasinda tim kuyucuklara MH-F besiyeri konulmus ve yine bu siranin sadece son alti
kuyucuguna H.influenzae ATCC 49766 susu eklenmistir. Bylece bu siranin ilk alt1 kuyucugunda

besiyeri sterilite kontrolii, son alt1 kuyucugunda bakteri tireme kontrolii yapilmustir.
5.9.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon Degerinin Belirlenmesi

Mikrodiliisyon plaklar1 hazirlandiktan sonra kapaklar1 kapatilip inkiibatorde (Niive,
Tiirkiye) 18+ 2saat siireyle, 36 °Cde, %4-6 CO2’ li ortamda inkiibe edilmistir.

Sonuglar, cihaz kullanmadan c¢iplak gozle, yansitilmis 1sikli ortamda okunmus ve
mikroorganizmanin gozle goriiniir cogalmasin1 engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonu, pg/ml olarak ifade edilen Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) olarak

kaydedilmistir. Ureme, U tabanli kuyucuklarin ortasinda pellet olarak gériilmiistiir (Sekil 5.1).
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5.10. Minimum Bakterisidal Konsantrasyon Degerinin Belirlenmesi

Sivi mikrodiliisyon plagindan MIK degerinin belirlendigi kuyucuktan daha yiiksek
konsantrasyona dogru pipetle 20 pl alinarak cikolata agara ekilmistir. Ekim yapilan plaklar
18+ 2saat siireyle, 35+1 °C’de, %4-6 CO2’li ortamda inkiibe edildikten sonra
degerlendirilmistir. Izolatin ¢ikolata agar plagma yapilan ekimlerinde iiremenin olmadig1 ilk

kuyucuk minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) olarak belirlenmistir (Sekil 5.2).

Sekil 5.1: Imipenem ve meropenem igin minimum inhibitr konsantrasyon degerlerinin
belirlenmesi i¢in hazirlanan s1vi mikrodiliisyon plaklari

Sekil 5.2: Cikolata agar besiyerinde iki izolata ait imipenem i¢in minimum bakterisidal
konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi
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5.11. Kalite Kontroller

Kalite kontrol testleri EUCAST 2023 yonergeleri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Diren¢ mekanizmasinin varliginin kontrolii disk difiizyon yonteminde H. influenzae ATCC
49247 (Microbiologics, ABD) standart susu kullanilarak penisilin ve ampisilin diskleri ile
yapilmis ve beklendigi sekilde penisilin ve ampisiline direng¢li oldugu gosterilmistir (Sekil
5.3). Disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon testlerinin kalite kontrolii i¢in H. influenzae ATCC
49766 standart susu kullanilmustir. (Sekil 5.4) Kalite kontrol suslarinin MH-F agar ve MH-F

stv1 besiyerlerinde iiremeleri degerlendirilmistir.

Sekil 5.3: Mueller Hinton-F agar plaginda H.influenzae ATCC 49247 standart susu ile
penisilin ve ampisilin diskleri kullanilarak yapilan i¢ kalite kontrol

Sekil 5.4: Mueller Hinton-F agar plaginda H.influenzae ATCC 49766 standart susu ve 12
antibiyotik diski kullanilarak yapilan i¢ kalite kontrol
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5.12. istatistiksel Analiz

Iki uyum katsayis1 (Kappa=0.85 ile Kappa=0.45) arasinda % 40 ve iizerindeki farkin
klinik olarak oOnemli olacagi varsaymmi altinda, %S5 yanilma diizeyi ve %80 gii¢c ile
degerlendirme yapmak i¢in 44 izolata ihtiya¢ duyulmustur. Degerlendirme duyarli, yiliksek
doza duyarli ve direngli olarak 3 farkli diizeyde, yiiksek doz kategorisinin bulunmadigi
antibiyotikler i¢in duyarli ve direngli olarak 2 farkli diizeyde yapilmistir. Calisma sirasinda
%15 diizeyinde kayip veri olabilecegi varsayimi altinda son 6rneklem biiyiikliigii 52 olarak
belirlenmistir. Calismaya 84 izolat dahil edilmistir. Veriler 6rnek sayisi (n) ve yiizde (%)

olarak ifade edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Calismaya laboratuvarimiza 01.01.2020-01.06.2021 tarihleri arasinda farkli poliklinik,
Klinik ve yogun bakim iinitelerinden gonderilen balgam, ETA ve bronkoalveolar lavaj (BAL)
gibi ¢esitli alt solunum yolu 6rneklerinin kiiltiirlerinde iireyen 84 adet H.influenzae izolati
dahil edilmistir. Izolatlar MALDI-TOF MS ile tanimlanmustir.

Caligsmadaki izolatlar 59 (%70,23) erkek ve 25 kadin (%29,76) hastadan gonderilen
balgam, ETA ve bronkoalveolar lavaj 6rneklerinden elde edilmistir. Hastalarin yaslar1 21-87
arasinda degismekte olup, medyan yas 59,1°dir. Tablo 6.1’de hastalarin yas ve cinsiyet
dagilimi belirtilmistir.

Tablo 6.1: Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi

Yas arahgi Erkek n (%) Kadin n (%) Toplam n (%)
20-29 1(1,19)) 1(1,19) 2(2,38)
30-39 4 (4,76) 5(5,95) 9(10,71)
40-49 7(8,33) 3(3,57) 10 (11,90)
50-59 14 (16,66) 7(8,33) 21 (24,99)
60-69 18 (21,42) 3(3,57) 21 (24,99)
70-79 9(10,71) 3(3,57) 12 (14,28)
80-89 6 (7,14) 3(3,57) 9(10,71)

Toplam 59 (70,23) 25 (29,76) 84 (100)

Izolatlar klinik (%54,76), poliklinik (%36,90) ve yogun bakim {initelerinden (%8,33)
gonderilen balgam, ETA ve BAL o6rneklerinin kiiltiiriinden elde edilmistir. Bu birimlerden
gonderilen ornekler sirastyla balgam (% 73,80) ETA (% 17,85) ve BAL (% 8,33) dir. Tablo
6.2’de klinik 6rneklerin gonderildikleri poliklinik, klinik ve yogun bakim say1 ve yiizdeleri
belirtilmistir.
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Tablo 6.2: Klinik o6rneklerin gonderildikleri poliklinik, klinik ve yogun bakim say1 ve

yiizdeleri
Ornegin Geldigi Boliim
. Ornek sayist
Izolasyon yeri Poliklinik Klinik Yogun Bakim
n (%)

n (%) n (%) n (%)

Balgam 62 (73,80) 28 (33,33) 32 (38,09) 2(2,38)

ETA 15 (17,85) 2(2,38) 9 (10,71) 4 (4,76)

BAL 7(8,33) 1(1,19) 5 (5,95) 1(1,19)

Toplam 84 (100) 31 (36,90) 46 (54,76) 7 (8,33)

6.2. Antibiyotik Duyarhlik Testlerinin Sonuglari

Disk diflizyon ve gradiyent serit test yontemlerinin referans ydntem olan sivi
mikrodiliisyon yontemi ile temel uyum (TU) ve kategorik uyum (KU) oranlart ISO
standardlarina gore belirlenmistir. KU, test edilen yontemin referans yontemle ayni1 duyarlilik
kategorisinde sonu¢ vermesi, TU ise belirlenen MIK degerinin referans yonteme gore =1
diliisyon farkla sonu¢ vermesi olarak tanimlanmistir. Testlerin “cok biiylik hata” (CBH) ve
“biiyiik hata” (BH) oranlar1 saptanmigtir. Referans yontemle direngli bulunan bir izolatin test
edilen yontem ile duyarli bulunmasi CBH, referans yontem ile duyarli bulunan bir izolatin test
edilen yontem ile direng¢li bulunmasi BH olarak tanimlanmistir. TU ve KU i¢in >% 90, CBH
ve BH’ler igin <% 3 olmas1 ISO kriterlere gore kabul edilebilir diizeylerdir (147).

6.2.1. Disk Difiizyon Yonteminin Sonug¢lari

H. influenzae izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar disk difiizyon yontemiyle ¢alisiimis,
elde edilen duyarlilk zon c¢aplari EUCAST 2023 esik degerleri dogrultusunda
degerlendirilmistir. Caligmada ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, sefuroksim, sefotaksim,
imipenem, meropenem, siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin, tetrasiklin, trimetoprim/
stilfametoksazol i¢in duyarlilik belirlenmistir. Bir iinite penisilin diski beta-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 gelisen direng mekanizmasinin varligini tarama amaciyla kullanilmistir.
Kromojenik sefalosporin diski (nitrosefin diski) beta-laktamaz enzim iiretiminin tespiti igin

kullanilmastir.
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Penisilin diskiyle yapilan taramada 46 (% 54,76) izolatta diren¢ mekanizmasi
saptanmustir. Penisilin direnci saptanan izolatlarin hepsinde ampisilin de (% 54,76) direngli
bulunmustur. izolatlarin 13’iinde (%15,47) nitrosefin diskiyle beta-laktamaz enzim iiretimi
tespit edilmistir (Tablo 6.3). izolatlarm BLNAS, BLNAR, BLPAR ve BLPACR fenotip sayisi
sirastyla 38 (% 45,23), 33 (% 39,28), 9 (% 10,71), 4 (% 4,76) olarak bulunmustur (Tablo 6.4).

Tablo 6.3: Penisilin disk tarama sonuglar1 ve beta-laktamaz enzim iiretimi

Penisilin Tarama Beta- laktamaz Enzim Uretimi
Pozitif Negatif
Pozitif Negatif
(Penisilin zon ¢ap1 < 12mm) (Penisilin zon ¢ap1 >12 mm)
46 (% 54,76) 38 (% 45,23) 13 (% 15,47) 71 (% 84,52)

Calismada antimikrobiyal direngleri; ampisilin 46 (% 54,76), amoksisilin-klavulanik
asit 24 (%28,57), sefuroksim 33 (%39,28), sefotaksim (%0), imipenem (%0), meropenem
(%0), siprofloksasin 11 (% 13,09), levofloksasin 11 (% 13,09), moksifloksasin 11 (%13,09),
tetrasiklin 14 (%16,66) ve trimetoprim/siilfametaksazol 25 (% 29,76) olarak belirlenmistir.
Amoksisilin klavulanik asit ve sefuroksimin oral formlari igin sirasiyla 60 (%71,42) ve 51 (%
60,71) izolat yiiksek dozda duyarli bulunmustur (Tablo 6.5).

Tablo 6.4: izolatlarin fenotip dagilimi

izolat Fenotipi n (%)
BLNAS 38 (45,23)
BLNAR 33 (39,28)
BLPAR 9 (10,71)
BLPACR 4 (4,76)

BLNAS: Beta laktamaz negatif ampisilin duyarli, BLNAR: Beta-laktamaz negatif ampisilin direncli, BLPAR:
Beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli, BLPACR: Beta-laktamaz pozitif amoksisilin- klavulanik asit direngli

6.2.2. Gradiyent Serit Test Yonteminin Sonuglari

Gradiyent serit test yontemi imipenem ve meropenem igin uygulanmis ve elde edilen
duyarlilik smir degerleri EUCAST 2023 esik degerleri dogrultusunda degerlendirilmistir.
Imipenem icin 59 izolat (%70,23) duyarh, 25 izolat (%29,76) direngli bulunmustur.
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Meropenem i¢in 84 (% 100) izolat bu yontemle duyarli bulunmustur (Tablo 6.6). Bu
yontemle MIK degerlerinin dagilimi imipenem icin 0,064 - >32 pg/ml, meropenem igin

0,047-1 pg/ml araliginda saptanmistir (Tablo 6.7) (Tablo 6.8).

Tablo 6.5: izolatlarin disk difiizyon yéntemiyle antibiyotik duyarliliklarinm dagilimi

Duyarhlik Kategorisi
Antibiyotik S YDD R
n (%) n (%) n (%)

AMP 38 (45,23) - 46 (54,76)
AMC (i.v form) 60 (71,42) - 24 (28,57)
AMC (oral form) 0 60 (71,42) 24 (28,57)
CXM (i.v form) 51 (60,71) 0 33(39,28)
CXM (oral form) 0 51 (60,71) 33 (39,28)
CTX 84 (100) - 0
imp 84 (100) - 0
MEM 84 (100) - 0
cip 73 (86,90) - 11 (13,09)
LEV 73 (86,90) - 11 (13,09)
MOX 73 (86,90) - 11 (13,09)
TET 70 (83,33) - 14 (16,66)
SXT 56 (66,66) 3(3,57) 25 (29,76)

S: Duyarli, R: Direngli, YDD: Yiiksek dozda duyarli, AMP: ampisilin, AMC: amoksisilin-klavulanik asit, CXM:
sefuroksim, CTX: sefotaksim, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin,
MOX: moksifloksasin, TET: tetrasiklin, SXT: trimetoprim siilfametoksazol, i.v: intravendz

Tablo 6.6: Gradiyent serit test yontemiyle izolatlarin imipenem ve meropenem duyarliliklari

izolatlarin Duyarhlik Kategorisi
Antibiyotik S R
n (%) n (%)
imp 59 (70,23) 25 (29,76)
MEM 84 (100) 0

IMP: imipenem MEM: meropenem
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Tablo 6.7: Gradiyent serit test ydntemiyle imipenem MIK degerlerinin dagilimlart

Antibiyotik MiK degerlerinin saptandig1 konsantrasyonlar (ug/ml)

imp 0,064 0,094 0,125 0,38 0,50 0,75 1 15 2 4 6 8 12 >32
n 2 1 2 3 6 5 14 1 25 1 2 4 1 17
(%) 2,3 11 2,3 35 7,12 5,95 16,66 1,19 29,76 1,19 | 2,38 4,76 1,19 20,23
IMP: imipenem
Tablo 6.8: Gradiyent serit test yontemiyle meropenem MIK degerlerinin dagilimlari
Antibiyotik MiK degerlerinin saptandig1 konsantrasyonlar (ug/ml)
MEM 0,047 0,064 0,094 0,125 0,16 0,19 0,25 0,38 0,50 1
n 1 3 13 25 1 8 16 4 12 1
(%) (1,19) (3,57) (15,47) (29,76) (1,19) (9,52) (19,04) (4,76) (14,28) (1,19)

MEM: meropenem

6.2.3. S1v1 Mikrodiliisyon Test Yonteminin Sonuclar:

Sivi mikrodiliisyon (SMD) test yontemi imipenem ve meropenem igin uygulanmis ve

elde edilen MIK degerleri EUCAST 2023 kriterlerine gére degerlendirilmistir. Bu ydntemle

imipenem ve meropeneme direngli izolat bulunmamistir. Izolatlarin MiK dagilini Tablo 6.9

ve 6.10’da verilmistir. Imipenem icin MIKso degeri 1 pg/ml, MiKoo degeri 2 pg/ml,

meropenem i¢in MIKso degeri 0,06 pg/ml, MiKeo degeri 0,25 pg/ml olarak belirlenmistir.

Tablo 6.9: Sivi mikrodiliisyon test yontemiyle imipenem MIK degerlerinin dagilimi

Antibiyotik MiK degerlerinin saptandig1 konsantrasyon araligi (ug/ml)

imp 0,03 0,06 0,125 0,25 0,50 1 2
(n) 0 0 4 9 23 30 18
(%) ) 0) (4,76) (10,71) (27,38) (35.71) (21.42)

IMP: imipenem
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Tablo 6.10: S1vi mikrodiliisyon test yontemiyle meropenem MIK degerlerinin dagilimi

Antibiyotik MiK degerlerinin saptandig1 konsantrasyon araligi (ug/ml)

MEM 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,50 1 2
(n) 0 16 32 18 14 2 1 1
(%) 0) (19,04) (38,09) (21,42) (16,66) (2,38) | (1,19) | (1,19)

MEM: Meropenem

Calismamizda imipenem ve meropenem igin disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon test

sonuglar1 84 izolatta (% 100) uyumlu bulunmustur (Tablo 6.11). BH ve CBH saptanmamustir.

Tablo 6.11: Imipenem ve meropenem igin disk difiizyon testinin sivi mikrodiliisyon test ile
uyumu

IMP (%) MEM (%)

DD-SMD 84 (100) 84 (100)

IMP: imipenem, MEM: Meropenem

Gradiyent serit test ile sivi mikrodiliisyon testi arasinda imipenem igin kategorik uyum
59 izolatta (% 70,23), temel uyum 35 izolatta (% 41,66) bulunmustur. Iki yontem arasinda
CBH saptanmazken, BH 25 izolatta (%29,76) saptanmistir (Tablo 6.12). Kategorik
uyumsuzluk gosteren 25 (% 29,76) izolattan 19°u (% 76) BLNAR, 3’i (% 12) BLPAR, 2’si
(% 8) BLPACR ve 1’1 (% 4) BLNAS fenotipi olarak belirlenmistir (Tablo 13)

Gradiyent serit test ile s1vi mikrodiliisyon testi arasinda meropenem igin kategorik uyum
84 izolatta (% 100), temel uyum 59 izolatta (% 70,23) bulunmustur. iki yontem arasinda CBH
ve BH saptanmamustir (Tablo 6.12).

Tablo 6.12: Gradiyent serit test ve sivi mikrodiliisyon testlerinin uyumu

imMp MEM
KU (%) | TU (%) | BH (%) | CBH (%) | KU (%) | TU (%) | BH (%) | CBH (%)
GST-SMD
59 35 25 84 59
0 0
(70,23) | (41,66) | (29,76) (100) (70,23)

GST: Gradiyent serit test, SMD: Sivi mikrodiliisyon, KU: Kategorik uyum, TU: Temel uyum BH: Biiyiik hata,
CBH: Cok biiyiik hata
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Tablo 6.13: Gradiyent serit test ile sivi mikrodiliisyon testi arasinda imipenem igin
uyumsuzluk gosteren izolatlarin fenotipik dagilimi

BLNAR BLPAR BLPACR BLNAS
Kategorik Uyumsuz Izolatlarin n (%) n (%) h (%) n (%)
Fenotipik Dagilimi
19 (76) 3(12) 2(8) 1(4)

BLNAR: Beta-laktamaz negetif ampisilin direngli, BLPAR: Beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli, BLPACR:
Beta-laktamaz pozitif amoksisilin klavulanik asit direngli, BLNAS: Beta-laktmaz negatif ampisilin duyarl

Calismada 17 izolatta imipenemde disk diflizyonda zon i¢i iiremeler goriilmiistiir.
EUCAST 2023 kriterlerine gore bu izolatlar, zon ¢aplar1 klinik sinir deger ve iizerinde oldugu
icin duyarli olarak degerlendirilmistir. Izolatlarin tamami sivi mikrodiliisyon yontemiyle de
duyarli bulunmustur. Gradiyent serit testle bu izolatlarin 12’sinde (%70.58) heterodireng
gostergesi olan ¢ift zon seklinde iiremeler goriilmiistiir. (Sekil 6.1) 5 izolat (% 29.41) ise
duyarli bulunmustur. Fenotip dagilimlarina bakildiginda 13 BLNAR, 2 BLPAR, 1 BLPACR,
1 BLNAS izolat bulunmustur. BLNAR izolatlarda MIK alt1 izolatta >32 pg/ml, bir izolatta 12
ug/ml, bir izolatta 8 ug/ml, iki izolatta 2 pg/ml, bir izolatta 0,5 pg/ml, bir izolatta 0,75 pg/ml,
bir izolatta 0,094 pg/ml olarak bulunmustur. Iki BLPAR izolatta MIK degeri >32 pg/ml, bir
BLPACR izolatta MIK degeri >32 pg/ml ve 1 BLNAS izolatta MIK degeri 4 pg/ml olarak
bulunmustur. (Tablo 6.14 ve 6.15).

Sekil 6.1: Cikolata agar plaginda imipienem ve meropenem serit test striplerinin birbirine
paralel ve ters yonde yerlestirilmesi ve imipenem heterodirencinin gériintimi
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Tablo 6.14: Disk difiizyon testinde zon i¢i iiremesi olan izolatlarin sivi mikrodiliisyon ve
gradiyent serit test ile karsilastirilmasi

DD SMD GST
S R S R S R
BLNAR 13 0 13 0 5 8
BLPAR 2 0 2 0 0 2
BLPACR 1 0 1 0 0 1
BLNAS 1 0 1 0 0 1
TOPLAM 17 0 17 0 5 12

Tablo 6.15: Disk difiizyon ile zon ici iiremesi olan izolatlarin gradiyent serit test ile MiK
degerlerinin dagilimi

Heterodirengli izolatlarin MiK dagilimi (ug/ml)
32 12 8 4 2 0,75 0,50 0,094
BLNAR 6 1 1 0 2 1 1 1
BLPAR 2 0 0 0 0 0 0 0
BLPACR 1 0 0 0 0 0 0 0
BLNAS 0 0 0 1 0 0 0 0

Meropenem i¢in disk diflizyon yontemi ile gradiyent serit testi arasinda uyum 84
izolatta (%100) bulunmustur. Imipenem i¢in disk difiizyon ve gradiyent serit test sonuclar: 59
izolatta (% 70,23) uyumlu, 25 (% 29,76) izolatta uyumsuz bulunmustur. Uyumsuzluk en fazla
19 izolat ile BLNAR fenotipinde, en az uyumsuzluk ise bir izolat ile BLNAS fenotipinde
goriilmiistiir. 3 izolat BLPAR ve 2 izolat BLPACR fenotipinde uyumsuzluk gostermistir.

Izolatlarm imipenem i¢in MBK degerleri 0,25-16 pg/ml, meropenem icin 0,03-4 pg/ml
arasinda tespit edilmistir (Tablo 6.16)

56




Tablo 6.16: Imipenem MBK dagilim1

iMP 0,25 0,50 1 2 4 8 16
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
n 2 11 23 30 10 6 2
(%) (2,83) (13,09) (27,38) (35,71) (11,90) (7,14) (2,83)
IMP: Imipenem
Tablo 6.17: Meropenem MBK dagilimi
0,03 0,06 0,125 0,25 0,50 1 4
MEM
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
n 7 24 25 13 8 5 2
(%) (8,33) (28,57) (29,76) (15,47) (9,52) (5,95) (2,83)

MEM: Meropenem
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7. TARTISMA

Haemophilus influenzae; Streptococcus pneumoniae ve Moraxella catarrhalis ile
birlikte major solunum yolu patojenleri igerisinde yer alir (148, 149). Cocukluk yas grubunda
Hib konjuge asis1 uygulamasi sonrasi bu etkene bagli invaziv hastalik sikligi olduk¢a azalmis
ancak oOzellikle yetiskin hastalarda tiplendirilemeyen ve tip b disi izolatlarla olusan

enfeksiyonlarda artig olmustur (85).

Calisma popiilasyonumuzun  %70,23’tinii  erkek, %29,76’sin1  kadin hastalar
olusturmustur.  Hastalarin ~ yaglar1  21-87 arasinda  de§ismektedir. Yasa  gore
katmanlandirildiginda 20-29 ve 30-39 yas grubu haricinde hastalarda erkek cinsiyet daha fazla
goriilmiistiir. Hastalarin medyan yas 59,1°dir. Orneklerin %54,76’s1 kliniklerden génderilmis

olup, balgam %73,80 ile en ¢ok incelenen 6rnek tiiriinii olusturmustur.

Puig ve arkadaslarmin Ispanya’da 2000-2009 yillar1 arasinda toplum kaynakli
pnémonisi olan yetigkin hastalarin balgam o6rnekleriyle yaptig1 ¢alismada erkek hastalar tiim
hastalarin %69,6’sin1 olusturmus, medyan yas 68,15 olarak bildirilmistir (150). Wen ve
arkadaglarinin Cin’de 2020-2021 arasinda yaptig1 calismada erkek hastalar tiim hastalarin
%68,75’ini olusturmustur. Balgam ornegi % 67,5 ile en ¢ok calisilan 6rnek tlirli olmustur
(151). ECDC 2018 raporunda 25-44 yas disindaki tim yas gruplarinda erkek hastalarin
oraninin yliksek oldugunu bildirmistir (87). Calismamizin verileri yapilan g¢aligmalarla

benzerlik gostermektedir.

Calismamizda 84 izolat igerisinde en fazla bulanan fenotip 38 izolatla (% 45,23)
BLNAS olmustur. Bunu sirasiyla 33 (%39,28), 9 (%10,71) ve 4 (4,76) izolatla BLNAR,
BLPAR ve BLPACR fenotipi takip etmistir. Bir {inite penisilin diskiyle yapilan tarama
testinde beta-laktam grubu antibiyotikler igin izolatlarin % 54,76’sinda direng mekanizmasi
saptanmugtir. Direncli izolatlarin %15,47’sinin beta-laktamaz enzimi {irettigi saptanmustir.
Ampisilin direngli izolatlarin oran1 ise %54,76 olarak saptanmigtir. Diinyanin farkli
cografyalarinda direng oranlar1 farklilik gostermektedir. Fluit ve arkadaslarinin cesitli Avrupa
tilkelerinden saglanan H. influenzae izolatlariyla yaptiklart ¢alismada 2002-2003 yillarinda
beta-laktamaz pozitifligi Fransa’da %29, Portekiz’de %38, Ispanya’da %14, Birlesik
Krallik’ta %21, Irlanda’da %9, BLNAR izolat pozitifligi ise Polonya’da %20, Portekiz ve
Ispanya’da %12, Birlesik Krallik’ta %18, irlanda’da %15 olarak bildirilmistir (152). Jansen
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ve arkadaslariin 2006-2007 tarihlerinde Avrupa’da 18 ve Kanada’da 2 merkezden toplanan
536 H.influenzae izolat: ile yaptiklar1 ¢alismada direng gelisiminin %13,6 ile beta laktamaz
tiretimi, %11,4 ile BLNAR izolatlar iizerinden gelistigi bildirilmistir (153). Park ve
arkadaslariin Giiney Kore’de 2010 yilinda 5 yas alt1 ¢ocuklarda yaptigi calismada 122 NTHi
izolatinin %73.8’inde ampisilin i¢in azalmis duyarlilik veya diren¢ saptanmistir. Direngli
izolatlarin %9’u BLPAR, %40,2’si BLNAR, %24,6’s1 BLPACR olarak bildirilmistir (154).
Deghmane ve arkadaslarinin Fransa’da 2017 yilinda 138 invaziv 100 non-invaziv izolat ile
yaptiklar1 ¢alismada invaziv izolatlarda ampisilin direnci %24, non-invaziv izolatlarda ise
%51 olarak bildirilmistir. BLNAR fenotipi, invaziv izolatlarda %7, non-invaziv izolatlarda ise
%24 olarak belirlenmistir (155). Ubukata ve arkadaslarinin Japonya’da 2000-2011 yillarinda
cocuk hastalardan izole edilen 1353 H. influenzae izolat1 ve 23 BOS 06rnegi ile yaptiklar
calismada ampisilin duyarliliginin 2000°de %32 iken, 2011°de %8’¢ diistiigii tespit edilmistir.
Ampisilin direncinin 6zellikle beta laktamaz negatif izolatlar arasinda arttigi, 2009°da %60 ve
2011 yilinda %70’e yiikseldigi bildirilmistir. 2000 yilinda %26 olan BLPAR izolatlarin
yiizdesinin 2011°de %0’a diistiigli saptanmistir. Asinin Japonya’da 2008’de kullanilmaya
baglamasiyla BLNAR izolatlarin da goriilmeye basladigi belirtilmistir. (156). Potts ve
arkadaglar1 Amerika Birlesik Devletleri’nde 2016 yilinda yaptiklar1 toplum tabanli surveyans
calismasinda 700 invaziv H.influenzae izolatindan %28,1’nin ampisiline direngli, %3,1’nin
ampisiline orta derecede duyarli oldugu, ampisiline direngli izolatlarin %88,8’inde beta-

laktamaz geninin bulundugu bildirilmistir (157).

Ulkemizde de farkli zamanlarda yapilan arastirmalarin  sonuglari farkliliklar
gostermektedir. Ozkul ve arkadaslarinin Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde 2003-2006 tarihleri arasinda yaptiklar1 calismada beta-laktamaz enzim
tiretiminin yillar i¢inde arttig1 bildirilmistir. 2003 yilinda higbir izolatta beta laktamaz tiretimi
yokken 2005 yilinda %7, 2006 yilinda ise %8 olarak saptanmigtir. Tiim izolatlarin %5.9’u
ampisiline direngli bulunmustur. Ampisiline direngli izolatlarin hepsinde beta laktamaz
tiretimi varken, BLNAR izolat saptanmamustir (158). Giir ve arkadaslarimin Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde Ocak 2018-Agustos 2019 tarihleri arasinda klinik érneklerden
izole edilen 480 H.influenzae izolatiyla CLSI kriterine gore yaptiklari ¢alismada ampisilin
direnci % 16,2 olarak tespit edilmistir. Izolatlarn % 7,9’'u BLNAR, % 8,3’ii BLPAR, % 1,9°u
ise BLPACR olarak saptanmistir (159). Budak ve arkadaglarinin Haziran 2008- May1s 2010
tarihleri arasinda ¢ocuk hastalardan izole edilen 139 H. influenzae izolat1 ile yaptiklari
calismada 105 (%75) izolatla en fazla bulunan serotip NTHi olmustur. Ampisilin direnci alti
izolatta (%4.3) saptanmistir. Bunlardan doérdii NTHi olarak belirlenmistir. D6rt BLPAR
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izolatta bla tem-1 geni pozitif bulunmus ayni1 zamanda PBP3 degisimi de saptanmistir. Dort
adet (%11,1) serotip a, iki adet (%5,5) serotip b ve 30 adet (%83,3) NTHi ise zayif-BLNAR
izolat olarak tanimlanmustir. blarem-1 pozitif izolatlarla birlikte zayif-BLNAR izolatlar1 alti
adet (%15) serotip a, iki adet (%5) serotip b ve 32 adet (%80) NTHi olarak bulunmustur.
Calismada 30 (%83.3) NTHi izolati zayif- BLNAR olarak tanimlanarak bu fenotipin
yiiksekligi gosterilmistir (160). Aliskan ve arkadaslarinin 2012-2015 tarihlerinde yaptiklari
calismada izolatlarin % 15,6’sinda beta-laktamaz pozitifligi saptanmistir. BLNAR izolat orani
% 8.6 olarak bildirilmistir (161). Bir surveyans calismasi olan Antimikrobiyal Direng
Stirveyansi’nin  (SOAR) Tirkiye ayaginda 2011-2013 sonuglarinda incelenen 339
H.influenzae izolat: i¢in beta-laktamaz pozitiflik oranm1 % 6,8, BLNAR izolat oran1 CLSI
kriterleriyle % 9,1, EUCAST Kkriterleriyle %14,7 olarak saptanmistir (162). SOAR-Tiirkiye
2015-2017 verilerinde CLSI kriterleriyle 239 H.influenzae izolatinin 23’4 (%9,6) beta-
laktamaz pozitif bulunmustur. EUCAST smir degerleriyle 11 (% 4,60), CLSI smir
degerleriyle 5 (% 2,09) izolat BLNAR olarak bildirilmistir. Ampisilin duyarliligt EUCAST ve
CLSI smir degerleriyle %87 bulunmustur (163). Yurttakal ve arkadaslarmin 2020-2021
tarihlerinde Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 49 H. influenzae izolatiyla yaptiklari
calismada BLNAS, BLPAR, BLNAR, BLPACR izolat oranlari sirasiyla % 55,1, %8,1, %34,6
ve % 2,04 olarak bildirilmistir (164). Calismamizda %10,71 olarak tespit edilen BLPAR orani
tilkemizde yapilan diger c¢alismalarda bulunan %6,8 %8,3, %15,6, %19,7 benzerlik
gostermektedir (159, 161, 162, 165). Calismamizda %34,28 olarak tespit edilen BLNAR
izolat orani yakin zamanda Yurttakal ve ark’nin yaptigi ¢alisma ile (%34.6) uyumlu
bulunmustur. Ayrica Fransa’da Deghmane ve ark’nin yaptigi ¢alismada invaziv olmayan
izolatlarda %24 olarak bulunan BLNAR izolat oranina da yakin bir degerdir (155). Giiney
Kore’de Park ve ark’nin %40,2 olarak bildirdikleri BLNAR izolat yilizdesiyle benzer olarak
degerlendirilmistir (154). Bununla birlikte BLNAR izolat yiizdesi Soyletir ve ark’nin 2011-
2013 arasinda yaptiklar1 ¢alismada %9,1 (162), Aliskan ve ark’nin 2016’da yaptiklar
caligmada %38.6 (161), Giir ve ark’nin 2018-2019 tarihlerinde yaptiklari caligmada %7,9 (159)
olarak bulunmustur. H. influenzae heterojen yapida bir bakteri olup; farkli cografyalar,
antibiyotik kullanim aligkanliklar1 gibi pek c¢ok etken mikroorganizmanin antibiyotik
duyarlilik sonuglarini etkileyebilmektedir. Ayrica duyarlilik testlerinde kullanilan yontem ve
temel alinan kilavuz rehberler, asilarin agilama takvimlerine giris tarihi gibi degiskenlerin de

farkliligina neden olabilecegi raporlanmistir (146, 150,151).

Calismamizda ampisilin direnci % 54,76, amoksisilin-klavulanik asit direnci % 28,57,

sefuroksim direnci %39,28 olarak bulunurken sefotaksim, imipenem ve meropenem direnci
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bulunmamustir. H.influenzae izolatlar1 ile olusan enfeksiyonlarda aminopenisilinler ve
sefalosporinler uzun yillar tedavide ilk basamak ilaglar olarak kullanilmislardir. Ancak
ilerleyen yillarda bu ilaglara karsi diinyanin farkli cografyalarindan farkli direng oranlari
bildirilmistir (11). Tiirkiye, antibiyotik kullaniminda Dogu Avrupa iilkeleri arasinda ilk sirada
yer almaktadir. Sefalosporin grubu i¢in birinci, penisilin ve kinolon grubu i¢in dérdiincii en
yiiksek kullanim oranina sahiptir. Asir1 antibiyotik kullanimi ise direngli mutantlarin segilip
mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direng gelistirmesini kolaylastirir (166). Taha ve
arkadaglarinin 2017-2021 yillarinda Fransa’da non-invaziv izolatlarla yaptiklari ¢alismada
direng¢ oranlar1 amoksisilin i¢in % 61,4, amoksisilin-klavulanik asit i¢in % 47,4 ve sefotaksim
icin % 39,3 olarak saptanmistir (167). Li ve arkadaglarinin Sangay’da 2015-2018 yillarinda
NTHi izolatlartyla yaptiklart c¢aligmada ampisilin direnci %45,10, sefuroksim direnci
%29,410larak belirlenmistir. Seftriakson direnci ise saptanmamistir (168). Kiedrowska ve
arkadaglarinin 2005-2019 tarihleri arasinda yaptiklart ¢alismada ampisilin, amoksisilin-
klavulanik asit, sefuroksim ve seftriakson direnci sirasiyla % 12,6, %0,2, % 17,1 ve % 0,2
olarak saptanmustir. Izolatlarin %9,7’si beta-laktamaz iireticisi olarak bildirilmistir.
Vahaboglu ve arkadaslariin 1993 yilinda sivi mikrodiliisyon yontemiyle antibiyotik direncini
inceledikleri ¢aligmalarinda izolatlar %25’1 ampisiline direngli bulunmus, ampisilin direngli
izolatlarin %8’inin sefuroksim ve sefotaksime de direngli oldugu saptanmistir (88). Torun ve
arkadaslarimin Kasim 2003 - Nisan 2004 tarihleri arasinda ¢ocuklarda yaptiklar1 ¢alismada
direng oranlart ampisilin-sulbaktam i¢in % 0,5, sefuroksim igin %1,5 iken, sefotaksim,
seftriakson ve imipenem direnci bildirilmemistir (77). Aliskan ve arkadaslarinin 2012-2015
tarihlerinde yaptiklar1 ¢calismada ampisilin direnci %28,6, sefaklor direnci %36,2, sefuroksim
direnci %29,3 olarak bildirilmistir (161). SOAR-Tiirkiye 2011-2013 sonuglarina gore
amoksisilin-klavulanik asit duyarli izolatlar CLSI kriterleriyle % 90 iken EUCAST
kriterleriyle % 82,9 olarak belirlenmistir. Sefuroksim duyarliliklart kullanilan sinir degerler
dogrultusunda oldukca biiylik farkliliklar gostermistir. Sefuroksim duyarliligit CLSI
kriterleriyle % 97 iken, FK/FD degerlerine gore %85 ve EUCAST kriterlerine gore %15
olarak saptanmistir (162). SOAR-Tiirkiye 2015-2017 verilerinde sefuroksim (oral) duyarlilig
ise EUCAST smir degerleriyle %3,8 olarak tespit edilmistir (163). Giir ve arkadaslarinin
2018-2019 yillarinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yaptiklart ¢alismada
sefuroksim direnci % 3,7 iken meropenem, sefotaksim ve seftriakson direnci bildirilmemistir
(159). Calismamizdaki amoksisilin-klavulanik asit ve sefuroksim direncinin iilkemizde bu
antibiyotiklerin regetelenme aligkanligi ve kullanim sikligiyla ve kullanilan kilavuzun sinir
degerleriyle iliskili oldugu disiiniilmiistiir. Antibiyotik duyarlilik testlerini ¢alisirken

kullanilan yontem ve esas alinan kilavuzlarin isaret ettikleri besiyerleri ve klinik sinir
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degerlerindeki farkliliklarin antibiyotiklerin duyarlilik sonuglarini etkileyebilecegini gésteren
bazi c¢alismalar mevcuttur. Billal ve arkadaslarinin 2007°de yayimlanan ¢alismalarinda
ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, seftriakson ve meropenemin MIK degerleri gradiyent
serit ve s1vi mikrodiliisyon test yontemi ile karsilagtirllmigtir. BLNAS ve BLPAR izolatlarin
antibiyotik duyarlilik sonuglarinin uyumu her iki testle %92-100 arasinda degisirken, BLNAR
ve BLPARC izolatlarda uyum olduk¢a azalmistir. Aminopenisilinler ve sefalosporinler i¢in
uyum %48,27-100 iken meropenem igin %42,10-44,80°¢ diismiistiir (169). Skaare ve
arkadaslarinin 2015’te yayimlanan ¢aligmalarinda PBP3 degisimi gosteren izolatlarlarin beta-
laktam grubu antibiyotikler i¢in duyarlilik testleri, HTM besiyerinde EUCAST kriterleriyle E-
test ve disk difiizyon yontemleri ile ¢alisilmis, referans yontem olan sivi mikrodiliisyon ile
karsilagtirilmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemi hem CLSI hem de EUCAST sinir degerlerine
gore degerlendirilmistir. Ampisilin i¢in E-test sonuglarinin CLSI ile %13, EUCAST ile %34,3
gibi yiiksek bir oranda ¢ok biiylik hata (CBH) verdigi hem temel uyum (TU) hem de
kategorik uyumun (KU) olduk¢a zayif (< %70) oldugu ve yanlis duyarli oran (YDO)
sonuclarmin CLSI ile % 87, EUCAST ile %88,3 oldugu bildirilmistir. 2 pg’lik ampisilin
diskinin ayarlanmis (+2mm) zon sinir degeriyle ampisilin duyarliliginin kategorizasyonunda
E-testten daha {istliin oldugu (uyum %74, ¢ok biiyiik hata %11 ve YDO %?28,3) belirtilmistir.
Bu durumun tersine sefuroksimin duyarlilik kategorisini belirlemede E-testin sefuroksim 30
ug’lik diskten daha istiin oldugu (uyum E-testle %57.1 iken diskle %60,4; CBH E-testle
%2,6 iken diskle %9,7; YDO E-testle %7,1 iken diskle %26,8) bildirilmistir (170).

Calismamizda referans yoOntemle imipenem ve meropenem direngli izolat
bulunamamustir. imipenem icin disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon ydntemleri arasindaki
uyum %100 iken gradiyent serit test ve sivi mikrodiliisyon yontemleri arasindaki kategorik
uyum 9%71,42, temel uyum % 41,66 olarak bulunmustur. Kategorik olarak uyumsuz bulunan
24 izolattan 18’1 (% 75) BLNAR, iicii (% 12.5) BLPAR, ikisi (% 8.33) BLPACR ve biri (%
4.16) BLNAS fenotip gostermistir. Bu iki yontem arasinda ¢ok biiyiik hata bulunmazken
bliylik hata % 28,57 olarak bulunmustur. Meropenem i¢in disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon yontemleri arasindaki uyum %100 iken gradiyent serit test ve Sivi
mikrodiliisyon yontemleri arasinda kategorik uyum % 100, temel uyum % 69,04 olarak
bulunmustur. Son yillarda diinyanin pek ¢ok yerinde PBP3 degisimine bagh direngli izolatlar
beta-laktamaz tiretimine bagh direngten daha ¢ok goriilmeye baglanmistir (17, 122, 154, 171,
172). Ulkemizde 2009-2011 yillarinda Kuvat ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢alismada BLNAR
izolat ylizdesi % 3 olarak bidirilmis ve iki izolat gradiyent serit test yontemi ile meropeneme

direngli bulunmustur (173). Lam ve arkadaslarinin 2016 yilinda Almanya’da 474 izolatla
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yaptiklar1 calismada imipenem direngli izolatlarin ¢ogunun g-BLNAR izolatlar oldugu
gosterilmigtir. Sefotaksim direngli izolatlarin tamaminin ve imipenem direngli izolatlarin
yaklagik %95’inin PBP3 degisimi igerdigi belirtilmistir (17). Cerquetti ve arkadaslarinin Ocak
2004- Aralik 2006 tarihleri arasinda Italya’da yaptiklari ¢alismada ampisilin duyarls,
imipenem heterojen direngli iki NTHi izolat1 bildirilmistir. Izolatlar gradiyent serit test
yontemiyle direngliyken standart sivi mikrodiliisyon ile duyarli bulunmustur. Bakteri
inokulumunun 3-4x108 KOB/ml olarak hazirlandigi ve gradiyent serit test yonteminin
kullanildig: testte MIK degeri >32 pg/ml olarak saptanmistir. Standart sivi mikrodiliisyon
yontemi ile bakteri inokulumu 5x10° KOB/ml olarak ayarlandiginda ise her iki izolat da
duyarli olarak saptanmustir. ftsl genindeki mutasyonlarin imipenem diren¢ fenotipinden
sorumlu olup olmadigini arastirmak i¢in, imipeneme duyarli Rd izolati, direncli izolatin PZR
ile amplifiye edilmis ftsl geni kullanilarak transforme edilmistir. Gradiyent serit testiyle
transformantin imipenem MIK degerinin, Rd susuna kiyasla 10 kat artti§1 goriilmiistiir (174).
Kitaoka ve arkadaslarimin 2018 yilinda yayimlanan g¢alismalarinda V525 N526insM igeren
degistirilmig bir PBP3'e sahip klinik izolatin azalmis karbapenem duyarliligina neden oldugu
bildirilmigtir. Ayrica AcrR’nin transkripsiyonunun erken sonlanmasina neden olan bazi
delesyonlar ile disa atim pompa aktivitesinin artarak, karbapenem duyarliliginda azalmaya

neden oldugu bildirilmistir (18).

Calismamizda imipenem gradiyent serit test sonuglarmin referans yontem olan sivi
mikrodillisyon test yontemiyle olan uyumsuzlugunun, yapilan diger c¢alismalarla benzer
sekildedir. Gradiyent serit test yontemi ile direngli mikroorganizma sayist daha yiiksek olarak
tespit edilmistir. Gradiyent serit test ile direngli, sivi mikrodiliisyon ile duyarli bulunan
izolatlarin %76’sinin BLNAR fenotipte oldugu goriilmiistiir. Bu farkliligin izolatlarimiz
icindeki heterodirengli izolatlardan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (Sekil 7.1). MiK
degerindeki bu yliksekligin benzer ¢aligmalarda oldugu gibi gradiyent serit test yonteminde
daha yiiksek (1x108 KOB/ml) yogunlukta bakteri inokuliimunun kullanilmas1 buna karsin sivi
mikrodiliisyon test yonteminde ise daha diisiik yogunlukta (5x10° KOB/mI) bakteri

inokuliimunun kullanilmasindan kaynaklandig: diistintilmdistiir.

Calismamizda trimetoprim-siilfametoksazol direnci % 29,76 olarak tespit edilmistir.
Trimetoprim-siilfametoksazol direnci diinya genelinde yiiksektir. ABD’de Potts ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada direng oraninin %22,9 oldugu, azalmis
duyarhilik gosteren izolatlarin da dahil edildiginde oranin % 29,9’a yiikseldigi bildirilmistir
(157). Ispanya’da Campos ve arkadaslarnin 1996-2002 yillarinda H. influenzae serotip f
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tizerine yaptiklart ¢alismada trimetoprim-siilfametoksazol direng¢ orant %44,9 olarak
yayimmlanmstir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da farkli direng oranlar bildirilmistir. Torun
ve arkadaslarinin 2003-2004 tarihlerinde asilanmamis c¢ocuklarla yaptiklar1 calismada
trimetoprim-siilfametoksazol direnci %28,6 olarak bildirilmistir (77). Ozkul ve arkadaslarinin
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde yaptiklari ¢alismada  trimetoprim-
slilfametoksazole direngli izolatlarin orant 2006 y1l1 i¢in %36 olarak bildirilmistir (158). Bilgi
ve arkadaslarmin 2010-2012 yillarinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yaptiklart
calismada trimetoprim-siilfametoksazol direnci %20,5 olarak belirlenmistir (175). Aliskan ve
arkadaslarmin 2012-2015 tarihleri arasinda Baskent Universitesi Adana Arastirma Uygulama
Hastanesine gelen solunum yolu Ornekleriyle Yyaptiklart ¢alismada trimetoprim-
stilfametoksazol direng orant % 43,9 olarak bildirilmistir (161). SOAR 2015-2016 Tiirkiye
calismasinda iilkemizdeki trimetoprim-siilfametoksazol diren¢ oran1 %28 olarak

raporlanmustir (163). Calismamizin sonuglari ilkemizde elde edilen verilerle uyumludur.

Calismamizda kinolon direnci % 13,09 olarak tespit edilmistir. Florokinolon direnci
diinya genelinde diisiiktiir (12). Giir ve arkadaslarinin 2020°de yayimlanan ¢aligmalarinda
kinolon direnci %1 olarak raporlanmistir (159). SOAR 2011-2013 galismasinda levofloksasin
duyarlihg %96 olarak bildirilmistir (162). Ulkemizde yapilan diger cesitli ¢alismalarda
kinolon direnci siprofloksasin igin %2.8-21, ofloksasin i¢in %6.8-7 olarak bildirilmistir (89).
Yapilan bazi caligmalarda solunum yolu enfeksiyonuna neden olan, yiiksek prevalansta
mutasyon gelistiren H. influenzae izolatlar1 bildirilmistir (138, 176). Vazquez ve
arkadaslariin yaptiklari ¢alismada hipermutabilitenin H. influenzae izolatlarinda florokinolon
direng gelisimi igin riskli duruma neden oldugu bildirilmis, kronik solunum vyolu
enfeksiyonlarinda ise hipermutabil izolatlarin sik olduguna dikkat ¢ekilmistir (138, 177). 2010
yilinda Japonya’da tosufloksasinin pediatrik hasta grubunda kullanimi i¢in onay almasi,
solunum yolu patojenleri arasinda artan beta-laktam direnci nedeniyle bu grup ilaglarin
ampirik tedavide kullanimini arttirmis ve bazi Asya iilkelerinde kinolon direncinde artis
raporlanmistir  (178). Calismamizdaki Kkinolon direncinin bu ilag grubunun ampirik

kullaniminin artisina bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda tetrasiklin diren¢ orami %16,66 olarak saptanmistir. Tetrasiklinin
diinyadaki duyarlilik durumu farklilik gostermektedir. Morrisey ve arkadaslarimin Birlesik
Krallik ve irlanda’da 1999-2007 yillar1 arasinda yaptiklari calismada tetrasiklin direnci %2,1
olarak bildirilmistir (179). Yunanistan’da yapilan ¢aligmada 2009°da %7,6 olan tetrasiklin
direnci 2012°de %8,5 olarak bildirilmistir (180). Ulkemizde yapilan calismalarda da direng
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oranlarinda farkliliklar gozlenmistir. Torun ve arkadaslarinin 2003-2004’te yaptiklar
calismada tetrasiklin direnci %2,4 olarak bildirilmistir (77). Sener ve arkadaslarinin 2004-
2005 yillarinda bes farkli ilden toplanan izolatlar ile yaptiklar calismada tetrasiklin direng
oran1 %22 olarak raporlanmistir (181). SOAR 2002-2009 Tiirkiye ¢alismasinda tetrasiklin
direnci 2004-2005 yillarinda %22, 2007-2009 yillarinda ise %31,1 olarak raporlanmistir
(182). Kuvat ve arkadaslarmin 2009-2011 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarinda tetrasiklin
direnci % 15 olarak bildirilmistir (173). Verilerimiz iilkemizde yapilan ¢alismalarla uyumlu

olarak degerlendirilmistir.
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8. SONUC ve ONERILER

Calismamizda bir bucuk yillik siirecte AUTF Ibni Sina Egitim ve Arastirma Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen alt solunum yolu érneklerinin kiiltlirlerinde
tireyen 84 adet H.influenzae izolatinin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle
incelenmistir. Imipenem ve meropenem duyarlilik sonuglar1 disk difiizyon ve gradiyent serit
test yontemiyle de degerlendirilerek referans yontem olan sivi mikrodiliisyon yontemi ile
uyumunun incelenmesi amag¢lanmistir. Calismamizda izolatlarin yarisindan fazlasi 50 yas ve
tizeri hastalardan izole edilmistir, cocuk yas grubuna ait izolat bulunmamaktadir. En sik

gbzlenen fenotip % 45,23 ile BLNAS olmustur.

Calismamizda disk difiizyon yontemi ile imipenem, meropenem ve sefotaksim direnci
saptanmamustir. En yiiksek direng % 54,76 ile ampisilinde goriilmiistiir. En diisiikk direng

%13,09 ile kinolon grubu antibiyotiklerde goriilmiistiir.

Calismamizda sivi mikrodiliisyon yontemi ile iki karbapeneme de direng tespit
edilmemekle birlikte, gradiyent serit testi ile 25 izolat imipeneme direngli bulunmustur.
Onceki calismalarla uyumlu sekilde calismamizda sivi  mikrodiliisyon ydnteminin
H.influenzae izolatlarinin karbapenem duyarliliginin belirlenmesinde 6zellikle de imipenem
duyarlilig1 acisindan 6neme sahip oldugu tespit edilmistir. Imipenem ve meropenem igin disk
diflizyon yonteminin sivi mikrodiliisyon yontemiyle uyumu gz Oniline alindiginda disk

diflizyon yontemi rutin laboratuvar uygulamalar1 a¢isindan dnemini korumaktadir.

Calismamizda; incelenen izolatlarin invaziv izolatlar olmamasi, bakterilerin
tiplendirilmemesi, diren¢ mekanizmasim1 aydinlatmak i¢in molekiiler yoOntemlerin
kullanilmamasi kisithiliklarimiz olarak belirlenmistir. Bu konularin aydinlatilmasi i¢in ileri

caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

H. influenzae izolatlar1 i¢in beta-laktamaz tiretimi ve PBP3 degisiminde temel direng
mekanizmasidir. BLNAR fenotipi diinya genelinde yayginlasmaya baslamis ve endise
kaynag1 haline gelmektedir. BLNAR izolatlarinda 6zellikle beta-laktam grubu antibiyotiklere
kars1 direng artisi olabilmektedir, bu durum da karbapenem direncinin yayginlagsmasi

konusunda endise vericidir.
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Gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin da direngli izolatlarin segilmesine neden
olabilecegi diisiintildiigiinde akilci antibiyotik kullanimina 6nem verilmelidir. Heterodirengli
izolatlarin goriilmesi, direngli izolatlarin ortaya ¢ikisi agisindan uyarici olabilir. H.influenzae
izolatlarinda diren¢ oranlariin ve mekanizmalarinin ortaya konulabilmesi ag¢isindan
stirveyans calismalarinin yapilmasi 6nem tasimaktadir. Bu enfeksiyonlardan sorumlu
izolatlarin antimikrobiyal diren¢ Ozelliklerinin ortaya konmasi ve klonlarinin yayilimlarmin
gosterilmesi; tedavi segeneklerinin belirlenmesine, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin etkin bir sekilde uygulanmasina 1s1k tutabilecektir.
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