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OZET

Ocakh Aylin irem, Klinik érneklerden izole edilen Haemophilus influenzae
suslarimin in vitro antibiyotik duyarhliklarnn EUCAST ve CLSI Kkriterleri
dogrultusunda degerlendirilmesi ve beta-laktam direncinin molekiiler analizi,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2023. Invazif ve invazif olmayan enfeksiyonlardan sorumlu olan
Haemophilus influenzae izolatlarinin antibiyotik direnci 6zellikle beta-laktam grubu
antibiyotikler basta olmak iizere tiim diinyada giderek artmaktadir. Bu ¢alismada H.
influenzae izolatlarinin in vitro antibiyotik duyarlilik profillerinin EUCAST ve CLSI
kriterleri dogrultusunda degerlendirilmesi, beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi
gelisen diren¢ mekanizmalarinin molekiiler diizeyde incelenmesi, EUCAST ve CLSI
kriterlerine gore elde edilen sonuglarin altta yatan diren¢ mekanizmas: ile iligkisinin
irdelenmesi amaglandi. Calismaya Ocak 2018-Haziran 2022 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Hastaneleri Merkez Bakteriyoloji Laboratuvarinda kan ve solunum yolu
orneklerinden izole edilen 150 adet H. influenzae izolati dahil edildi. Izolatlarin
tanimlanmast MALDI-TOF MS ile yapildi. Ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit,
meropenem, sefotaksim, sefuroksim, tetrasiklin, trimetoprim-siilfametoksazole
duyarlhilik durumu disk diflizyon yontemiyle belirlendi. Ampisilin ve sefotaksim igin
MIK degerleri ise sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi. EUCAST onerileri
dogrultusunda, florokinolonlara yonelik nalidiksik asit tarama testi uygulandi ve beta-
laktam diren¢ mekanizmalarinin saptanmasi i¢in Onerilen akis semasi geregince
benzilpenisilin G tarama testi yapildi. Duyarlilik test sonuglart EUCAST rehberine gore
degerlendirildi. Ayrica izolatlarin CLSI kriterleri dogrultusunda disk difiizyon yontemi
kullanilarak elde edilen duyarlilik sonuclar1 Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi verileri
lizerinden alindi. Izolatlarin beta-laktamaz aktivitesi kromojenik nitrosefin diskiyle
saptandi. Beta-laktamaz pozitif izolatlarda blatem.1 ve blaros-1 genlerinin varligi
konvansiyonel PZR yontemiyle arastirildi. Beta-laktamaz negatif ampisilin direngli
(BLNAR) ve beta-laktamaz pozitif amoksisilin klavulanik asit direngli (BLPACR)
olarak belirlenen izolatlarda ftsl geninin PZR fiiriinlerine dizi analizi yapilarak beta-
laktam direncine yol agan mutasyonlar saptandi. Calismaya 102 balgam, 24
bronkoalveolar lavaj, 13 derin trakeal aspirasyon ve 11 kan drnegi dahil edildi. Disk

diflizyon yontemiyle EUCAST kriterleri dogrultusunda, izolatlarin  9%58,7si



benzilpenisilin G’ye, %35,3’li ampisiline, %32,7’si amoksisilin-klavulanik aside,
%38,9’u sefuroksime, %1,3’i sefotaksime, %1,3’1i meropeneme, %6,7’si nalidiksik
aside, %?2’si tetrasikline, %37,6’s1 trimetoprim-siilfametoksazole direngli bulundu. Sivi
mikrodiliisyon yontemiyle EUCAST kriterleri dogrultusunda, izolatlarin 9%24,3’i
ampisiline, %4,7’si sefotaksime diren¢li bulundu. EUCAST ve CLSI sonuglari
karsilastirildiginda; ampisilin - ve amoksisilin-klavulanik asit igin diren¢ orani
EUCAST’e gore yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde daha yiiksek bulunurken,
tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol i¢in diren¢ oranmmin CLSI’a gére yapilan
duyarlilik testlerinde daha yiiksek oldugu goriildii. Sefalosporinler agisindan sefotaksim
duyarlilik sonuglar1 benzerken, sefuroksim icin diren¢ orant EUCAST e gore yapilan
antibiyotik duyarlilik testlerinde dikkat ¢ekici bir oranda daha yiiksek bulundu.
Meropenem igin iki kilavuz arasindaki duyarlilik sonuglar1 benzerdi. Nitrosefin diskiyle
18 izolat beta-laktamaz pozitif olarak saptandi ve tiimiinde blatem-1 geni pozitif olarak
bulundu. Izolatlarin 35’1 (%23,3) BLNAR, 16’s1 (%10,7) BLPACR olarak belirlendi. Bu
51 izolatin 49’una yapilan ftsl geninin dizi analizi sonucunda dort izolatta bir mutasyon
saptanmadi ve genotipik siniflandirmaya dahil edilmedi. Dizi analizinde 18 pozisyonda
toplamda 19 aminoasit yer degisikligi saptandi ve en sik goriilen mutasyonlar D350N,
M3771, G490E, A502V ve N526K olarak belirlendi. ftsl mutasyonlar1 temel alinarak
olusturulan genotipik siniflandirmalara goére, grup I’da bir izolat, grup Ila’da dokuz
izolat, grup IIb’de 25 izolat, grup Ilc’de iki izolat, grup IId’de ig izolat, grup Il
benzerinde dort izolat, grup 111+ da bir izolat belirlendi. Direng mutasyonu goriilen 34
BLNAR izolatinin 31’1 diisiik diizey direngli BLNAR (grup I ve II) olarak bulunurken,
ticl yiiksek diizey direncli (grup III) olarak bulundu. Diren¢ mutasyonu goriilen 11
BLPACR izolatinin dokuzu diisiik diizey direngli BLPACR olarak bulunurken, iKisi
yiiksek diizey direngli BLPACR olarak bulundu. Yiiksek diizey BLNAR ve BLPACR
direngle iligkilendirilen fts| mutasyonlarinin saptanmasi, H.influenzae izolatlarinda rutin
laboratuvarlarda uygulanan nitrosefin testi ve kullanilan antibiyotik duyarlilik testlerinin
performansinin gozden gegirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Haemophilus influenzae, antibiyotik direnci, ftsl, BLNAR,
BLPACR

Destekleyen kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi Proje No: TSA-2021-18999



ABSTRACT

Ocakh Aylin irem, Evaluation of in vitro antibiotic susceptibility of Haemophilus
influenzae strains isolated from clinical samples according to the EUCAST and
CLSI criteria and molecular analysis of beta-lactam resistance, Hacettepe
University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Thesis in
Medical Microbiology, Ankara, 2023. Antibiotic resistance of Haemophilus influenzae
isolates, that cause invasive and non-invasive infections, is increasing all over the
world, particularly in beta-lactam group antibiotics. This study aimed to analyse the in
vitro antibiotic susceptibility profiles of H. influenzae isolates according to the
EUCAST and CLSI criteria, to examine the molecular mechanisms underlying
resistance development against beta-lactam group antibiotics and to evaluate the
concordance of EUCAST and CLSI results with the genomic analysis. Between January
2018 and June 2022, a total of 150 H. influenzae isolates, obtained from blood and
respiratory tract samples, were included in the study. Identification of the isolates was
performed by MALDI-TOF MS. Antimicrobial susceptibilities of ampicillin,
amoxicillin-clavulanic acid, meropenem, cefotaxime, cefuroxime, tetracycline and
trimethoprim-sulfamethoxazole were determined by EUCAST disc diffusion method.
MICs of ampicillin and cefotaxime were determined by EUCAST broth microdilution
method. In accordance with the EUCAST recommendations, the nalidixic acid
screening test for fluoroquinolones was performed and the benzylpenicillin G screening
test was performed according to the recommended flowchart for the detection of beta-
lactam resistance mechanisms. The results were interpreted according to the EUCAST
criteria. In addition, antibiotic susceptibility results of the isolates obtained using the
disc diffusion method according to the CLSI criteria were extracted from the Laboratory
Information Management System data. Beta-lactamase production was determined by
the chromogenic nitrocefin disc. The presence of the blatem-1 and the blarogs-1 genes in
beta-lactamase positive isolates was investigated by conventional PCR method.
Mutations causing beta-lactam resistance were detected by sequence analysis of PCR
products of the ftsl gene in the isolates determined as beta-lactamase negative ampicillin
resistant (BLNAR) and beta-lactamase positive amoxicillin clavulanic acid resistant
(BLPACR). The distribution of the H. influenzae isolates included to the study were as

follows: 102 from sputum, 24 from bronchoalveolar lavage, 13 from deep tracheal



aspiration and 11 from blood samples. According to the EUCAST disk diffusion
method, 58.7% of the isolates were resistant to benzylpenicillin G, 35.3% to ampicillin,
32.7% to amoxicillin-clavulanic acid, 38.9% to cefuroxime, 1.3% to cefotaxime, 1.3%
to meropenem, 6.7% to nalidixic acid, 2% to tetracycline, 37.6% to trimethoprim-
sulfamethoxazole. EUCAST broth microdilution method revealed that 24.3% of the
isolates were resistant to ampicillin and 4.7% to cefotaxime. While the resistance rate
for ampicillin and amoxicillin-clavulanic acid was found to be higher in the antibiotic
susceptibility tests performed according to the EUCAST, the resistance rate for
tetracycline and trimethoprim-sulfamethoxazole was found to be higher in the
susceptibility tests performed according to the CLSI. While cefotaxime susceptibility
results were similar for cephalosporins, the resistance rate for cefuroxime was found to
be significantly higher in EUCAST disk diffusion method. Susceptibility results for
meropenem between the two guidelines were similar. Eighteen isolates were detected as
beta-lactamase positive by the nitrocefin disc and all of them were found to be positive
for the blatem-1 gene. Thirty-five (23.3%) of the isolates were identified as BLNAR and
16 (10.7%) as BLPACR. As a result of the sequence analysis of the ftsl gene performed
on 49 of these 51 isolates, no mutation was detected in four isolates which were not
included in the genotypic classification. In the sequence analysis, a total of 19 amino
acid substitutions were detected in 18 positions and the most common mutations were
determined as D350N, M3771, G490E, A502V and N526K. According to the genotypic
classifications based on ftsl mutations, there was one isolate in group I, nine isolates in
group lla, 25 isolates in group Ilb, two isolates in group llc, three isolates in group Ild,
four isolates in group Il like and one isolate in group I11+. Of the 34 BLNAR isolates
with resistance mutations, 31 were found to be low-level resistant BLNAR (group | and
I1), while three were found to be high-level resistant (group Il1). While nine of the 11
BLPACR isolates with resistance mutation were found to be low-level resistant
BLPACR, two were found to be high-level resistant BLPACR. Detection of ftsl
mutations associated with high-level BLNAR and BLPACR resistance reveals the need
to review the performance of the nitrocefin test and antibiotic susceptibility tests used in

routine laboratories in H. influenzae isolates.

Keywords: Haemophilus influenzae, antibiotic resistance, ftsl, BLNAR, BLPACR
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ALA : 8-aminolevulinik asit

AMC : Amoksisilin-klavulanik asit

AMP - Ampisilin

ATCC : American Type Culture Collection

BAL : Bronkoalveolar lavaj

bp : Baz ¢ifti

BH : Biiytik hata

BLNAR : Beta-laktamaz negatif ampisilin direngli

BLNAS : Beta-laktamaz negatif ampisilin duyarl

BLPACR : Beta-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanik asit direngli
BLPAR : Beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli

BOS : Beyin omurilik s1visi

°C : Santigrat derece

CAMP : Christie, Atkins, Munch-Petersen

CAT : Kloramfenikol asetiltransferaz

CDC : Centers for Disease Control and Prevention

CIP : Siprofloksasin

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

COz : Karbondioksit

CTX : Sefotaksim

CXM : Sefuroksim

CBH : Cok biiyiik hata

DD : Disk diflizyon

dH20 : Distile su

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

DTA : Derin trakeal aspirasyon

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control
EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FDA : Food and Drug Administration

HIV : Human immunodeficiency virus



Hia : Haemophilus influenzae serotip a

Hib : Haemophilus influenzae serotip b

Hic : Haemophilus influenzae serotip ¢

Hid : Haemophilus influenzae serotip d

Hie : Haemophilus influenzae serotip e

Hif : Haemophilus influenzae serotip f

HTM : Haemophilus Test Medium

Ig : Immiinoglobulin

ISO - International Organization for Standardization

KOAH : Kronik obstriiktif akciger hastalig

KOB : Koloni olusturan birim

MALDI-TOF MS : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry

MEM : Meropenem

MH-F : Mueller Hinton Fastidious

MIK : Minimum inhibitér konsantrasyon

NAD : Nikotinamid adenin diniikleotit

NADP : Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat

NAL - Nalidiksik asit

NK : Negatif kontrol

NTHi : Tiplendirilemeyen Haemophilus influenzae

OMP : Outer membrane protein

PBP : Penisilin baglayan protein

PCG : Benzilpenisilin G

PK : Pozitif kontrol

PRP : Poliribozil ribitol fosfat

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

rpm : Revolutions per minute

rRNA : Ribozomal riboniikleik asit

SF . Serum fizyolojik

SMD : S1vi mikrodiliisyon

SOAR : Survey of Antibiotic Resistance
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1. GIRIS

Haemophilus influenzae, iist solunum yolu mikrobiyotasinin bir {iyesi olmakla
birlikte hem g¢ocuklarda hem de yetiskinlerde solunum yolu enfeksiyonunun yani sira
menenjit ve sepsis gibi ciddi invazif enfeksiyonlara da neden olabilen gram negatif bir
kokobasildir. H. influenzae suslari, kapsiillii ya da kapsiilsiiz olabilir. Kapsiilsiiz H.
influenzae suslar1 tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi) olarak adlandirilirken,
kapstillii suslar polisakkarit kapsiiliin antijen yapisina gore alt1 farkli serotipe (a, b, c, d,
e, f) ayrilir. H. influenzae tip b (Hib) asisinin yaygin kullanimiyla invazif enfeksiyona
neden olan serotiplerin dagilimi da degismistir. Giiniimiizde kapsiilsiiz H. influenzae
suslar1 tiim yas gruplarinda, Ozellikle yenidoganlar, yaghilar ve altta yatan
komorbiditeleri olan kisiler gibi enfeksiyona daha duyarli gruplar arasinda invazif H.

influenzae hastaliginin 6nde gelen nedeni olmustur.

H. influenzae'nin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu ampirik olarak tedavi edilir.
H. influenzae'ya karsi etkinlige sahip antibiyotikler arasinda beta-laktamlar (6rn.
amoksisilin, amoksisilin-klavulanik asit veya ikinci ve tgiincii kusak sefalosporinler),
florokinolonlar, makrolitler ve tetrasiklinler yer alir. Genellikle ilk sirada beta-laktamlar
tercih edilir. H. influenzae'da beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng, genellikle ya bir
beta-laktamaz (TEM ve ROB tipi) iiretimine (sadece penisilinleri etkiler) ya da beta-
laktamaz negatif ampisiline direngli (BLNAR) izolatlarda oldugu gibi PBP3 olarak da
bilinen transpeptidaz enzimini kodlayan ftsl geninde olusan mutasyonlar sonucunda
beta-laktamlara karsi afinitenin azalmasina (tim beta-laktamlar1 etkiler) baghdir.
Izolatlarin ¢ok kiigiik bir kismi her iki mekanizmaya da sahiptir ve beta-laktamaz pozitif
amoksisilin-klavulanik aside direngli (BLPACR) izolatlar olarak adlandirilirlar. Bu iki
diren¢ mekanizmasinin disinda AcrAB atim pompasmin asirt ekspresyonuna bagli
olarak da beta-laktam direnci gelisebilmektedir. Beta-laktamaz iretimi diinyada halen

hemen hemen tiim bolgelerde beta-laktam direncinin en yaygin mekanizmasidir.

Etkenlere yonelik tedavi protokollerinin olusturulmasinda dogru antibiyotik
duyarlilik testleri ile elde edilmis veriler onem tagimaktadir. Tiim diinyada direng
oranlart giderek artan H. influenzae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik durumlari,
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (The European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing-EUCAST) ve Amerikan Klinik ve Laboratuvar



Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI) kilavuzlar
tarafindan Onerilen kriterlere gore farkliliklar gostermektedir. Ulkemiz, klinik
izolatlarda antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesinde CLSI kilavuzlarindan
EUCAST kilavuzlarina ve siir degerlerine gegis siirecindedir. Halen, lilkemizde birgok
merkez H. influenzae izolatlar1 igin duyarlilik sonuglarint CLSI kriterlerine gore
vermektedir. Farkli kriterlere gore belirlenen antibiyotik duyarlilik sonuglari H.
influenzae diren¢ epidemiyolojisi alaninda farkli sonuglara yol agmakta ve buna bagh

olarak da tedavi protokolleri yakindan etkilenmektedir.

Bu c¢aligmada, H. influenzae izolatlarinin in vitro antibiyotik duyarlilik
profillerinin EUCAST ve CLSI kriterleri dogrultusunda degerlendirilmesi, beta-laktam
grubu antibiyotiklere kars1i gelisen diren¢ mekanizmalariin molekiiler diizeyde
incelenmesi ve EUCAST ve CLSI kriterlerine gore elde edilen sonuglarin altta yatan

diren¢ mekanizmasi ile iligkisinin irdelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Haemophilus spp.
2.1.1. Tarihge

Haemophilus influenzae ilk kez 1889-1890 yillarinda Avrupa’da goriilen
influenza pandemisi Sonrasinda influenza pnomonisi olan bireylerin solunum yolu
orneklerinden Richard Friedrich Johannes Pfeiffer tarafindan 1892 yilinda izole edilmis
ve “Pfeiffer’s bacillus” ya da Bacillus influenzae olarak isimlendirilmistir (1, 2). 1899
yilinda Slawyk (3) ve 1909 yilinda Cohen (4) H. influenzae’nin neden oldugu menenjit
vakalart bildirmistir. 1933 yilinda influenzaya neden olan etkenin aslinda bir viriis
oldugu kesfedildikten sonra H. influenzae daha dogru bir sekilde tanimlanmaya
baglanmistir (5). 1920 yilinda Amerikan Bakteriyoloji Dernegi iliremek igin Kkan
faktorlerine gereksinim duymasi sebebiyle bakteriyi Haemophilus influenzae olarak

isimlendirmistir (6).

1931 yilinda Margaret Pittman kapsiilli ve kapsiilsiiz H. influenzae suslarini
tanimlamistir. Kapsiiler polisakkaritlerdeki antijen farkliliklarina gére alt1 farkli serotipe
ayrildigini saptamig ve tip b serotipi ile menenjit iligkisini bildirmistir (7). Diinyada H.
influenzae tip b (Hib) asis1 1980’lerden itibaren uygulanmaya baslanmistir. Ulkemizde
ise Hib agis1 2006 yilinda rutin agilama takvimine eklenmistir (8). H. influenzae, genom
analizi yapilan ilk serbest yasayan organizma olup tam genom dizilimi 1995 yilinda

tamamlanmistir (9).
2.1.2. Siniflandirma

Pasteurellaceae ailesi iiyelerinden olan Haemophilus cinsinin tanimlanmis dokuz
tiirli insanlar i¢in konak 6zgiilliigiine sahiptir. Bu tiirler baz1 fenotipik 6zelliklere gore ii¢
gruba ayrilir. H. influenzae grubu X faktoriine (hemin) bagimli H. influenzae, H.
aegyptius ve H. haemolyticus tiirlerinden olusurken, H. parainfluenzae grubu X
faktorinden  bagimsiz  H.  parainfluenzae, H.  parahaemolyticus, H.
paraphrohaemolyticus, H. pittmaniae ve H. sputorum tiirlerinden olusur. Son grup ise

sadece H. ducreyi tiiriinii igerir (10).

H. pittmaniae ve H. sputorum yeni Haemophilus tiirleri iken baz1 eski

Haemophilus ve Actinobacillus tiirlerini (Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter



segnis ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans) igeren yeni bir Aggregatibacter

cinsi 2006 yilinda olusturulmustur (11).
2.1.3. Mikrobiyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Haemophilus cinsi bakteriler kiiciik, hareketsiz, sporsuz, aside direngli olmayan,
pleomorfik, fakiiltatif anaerop, gii¢ tircyen gram negatif kokobasil ya da kisa basillerdir.
Uremek igin X ve/veya V faktorlerine gereksinim duyarlar. X faktorii, hemin
biyosentetik yolundaki bir metabolik ara madde olan protoporfirin IX; V faktori ise,
NAD (Nikotinamid adenin diniikleotit) veya NADP (Nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat) olarak kompleks halde nikotinamidden olusur. Her iki faktor de eritrositlerde
bulunur (Yunanca "haemophilus”, "kan seven" anlamina gelir). Bu faktorler igin
gereksinimler tiirlere gore degisir; H. influenzae, H. aegyptius ve H. haemolyticus
tiremek icin hem X hem de V faktoriine ihtiya¢ duyarken digerleri yalnizca tek bir
faktore ihtiya¢ duyar. Optimal ireme, %5-7 CO; varliginda 35-37 °C 'de gerceklesir.

Tiim tiirler CAMP reaksiyonu negatiftir ve alkalen fosfataz tiretirler (12).

Haemophilus tiirleri tipik olarak ¢ikolata agarda tirer. H. influenzae kolonileri diiz
ve gri renktedir; kapsiillii suslar mukoid goriiniimde olabilir. Suglarin ¢ogu, bir gecelik
inkiibasyondan sonra konveks veya diiz, 1-2 mm capinda koloniler seklinde {irer.
Suslarin bazilarinda, bazi biyotipler tarafindan iiretilen indol nedeniyle koku olabilir.
Genellikle oksidaz ve katalaz pozitif olmakla birlikte, ge¢ oksidaz reaksiyonu olusabilir

(13).

H. influenzae suslari, kapsiillii ya da kapsiilsiiz olabilir. Kapsiilsiiz H. influenzae
suglart NTHi olarak adlandirilirken, kapsiillii suslar polisakkarit kapsiilin antijen
yapisina gore alti farkli serotipe (a, b, ¢, d, e, f) ayrnlir (14). Tip b polisakkariti,
karbonhidrat alt tinitesi olarak heksoz sekerlerden ziyade iki pentoz monosakkaridi
iceren tek kapsiil tipidir. H. influenzae tip b’nin kapsiiler antijeni; poliribozil ribitol

fosfat (PRP) adi verilen bir riboz, ribitol ve fosfat polimeri igerir (13, 15).

Haemophilus cinsi bakterilerin ayirt edilmesinde kullanilan fenotipik o6zellikler
Tablo 1’de yer almaktadir. H. influenzae ve H. parainfluenzae indol iiretimi, iireaz ve
ornitin dekarboksilaz aktivitesine gore sekiz biyotipe ayrilir (Tablo 2). Bu biyotiplerin

ayrimi epidemiyolojik agidan yararlhidir (16).



Tablo 1. Haemophilus tiirlerinin ayirt edilmesinde kullanilan fenotipik 6zellikler (12)

Faktor Fermentasyon — NN
gereksinimi g S5
. . = = b M
Haemophilus tiirleri = = Nl s e N =§=: c3| 2| o
| Z | s|E 2 El8lEl =|8 25 g8
& & 5|22 %5 8 2|8 2 S5
P > ¥ |0l @l | ¥[S] .5 || 08| & I
H. influenzae + + S I IR I B D D D - -
H. aegyptius + + + |+ -] -] - - - + - - -
H. haemolyticus + + + |+ |-]-|D]J| - D + - -+
H. parainfluenzae - + D [+ ]|+ - + D D D -
H. ducreyi + - - D|-1|-]|-1]- - - - - -
H. parahaemolyticus - + D [+ |+ ]|-1|-]- - + - D | +
H. pittmaniae - + Z |+ |+ |-]-]+ B B B + |+
H. paraphrohaemolyticus - + + + 1+ -] -]- - + - D| +
H. sputorum - + B +(B|-]-1- + + - + | +
+, pozitif; -, negatif; D, degisken; Z, zayif; B, bilinmiyor.
Tablo 2. H. influenzae ve H. parainfluenzae biyotipleri (12)
| + + +
| + + -
1l - + -
H. influenzae v - s s
Vv + - +
VI - +
Vil + - -
VIl - - -
| - - +
I - + +
I - + -
H. parainfluenzae I\\// + + +
VI + +
VI + + -
VI + - -




2.2. Haemophilus influenzae Enfeksiyonlari

2.2.1. Epidemiyoloji

Haemophilus tiirleri eriskinlerin %85°ten fazlasinda orofarenks ve nazofarenksin
normal bakteriyel mikrobiyotasinin bir par¢asidir. Orofarengeal suslarin ¢cogu NTHi ve
H. parainfluenzae olmakla birlikte, kapsiillii H. influenzae suslar1 da hem g¢ocuklarda

hem de erigkinlerde iist solunum yolunun normal mikrobiyotasinda bulunabilir (13).

NTHi ile karsilasma dogumdan sonra baslar. Solunum yollarinda kolonizasyon
dinamik bir siirectir ve NTHi suslart siklikla solunum yollarindan alinir ve temizlenir.
Yasamin ilk yilinda H. influenzae ile nazofarengeal kolonizasyon, tekrarlayan otitis
media riskinde artis ile iliskilidir (17).

H. influenzae yalnizca insandan insana bulagmaktadir; bilinen baska bir dogal
konagr bulunmamaktadir. Bulas iist solunum yolundan ve nadiren genital sistem
yolundan olmaktadir. Bir kisiden digerine bulas, havadaki damlaciklar veya salgilarla
dogrudan temas yoluyla gerceklesir (17). Yenidoganlarda dogum sirasinda amniyotik
sivi veya genital sistem salgilariyla temas sonucu enfeksiyon gelisebilir. Enfeksiyon,
goriilme siklig1 acisindan bimodal dagilim gostermekte, en sik Eyliil-Aralik ve Mart-

Mayis aylarinda goriilmektedir (18).

H. influenzae tip b’ye yonelik asilarin ¢ocukluk ¢agi asilama programlarina
yaygin bir sekilde girmesinden 6nce Hib, diinya ¢apinda ciddi invazif H. influenzae
enfeksiyonunun en yaygin nedeniydi. Hib asis1 uygulanmadan dnce Hib menenjitinin
tahmini insidansi, Avrupa ve Amerika'da bes yas alt1 cocuklarda sirasiyla 23/100.000 ve
54/100.000 iken (19) Hib asis1 kullanimiyla birlikte, Avrupa'da tiim yas gruplari igin
genel Hib insidans1 artik 0,1/100.000'den daha az olarak rapor edilmektedir (20). Hib
asis1 tim yas gruplarinda invazif Hib hastalig1 insidansin1 belirgin bir sekilde azaltirken,
bu azalma kiiciik ¢ocuklarda en fazla olmustur. Hib enfeksiyonlariin ¢ogu artik altta
yatan komorbiditeleri olan yaslh eriskinlerde goriilmektedir (21). Hib asis1 farengeal Hib

tastyicilik oranlarinda da belirgin bir azalma saglamistir (22).

Hib asisinin yaygin kullanimiyla invazif enfeksiyona neden olan serotiplerin

dagilimi da degismistir. Giiniimiizde kapsiilsiiz H. influenzae kokenleri tim yas



gruplarinda, 6zellikle yenidoganlar, yaslilar ve altta yatan komorbiditeleri olan kisiler
gibi enfeksiyona daha duyarli gruplar arasinda invazif H. influenzae hastaliginin 6nde
gelen nedeni olmustur (22). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (Centers for
Disease Control and Prevention-CDC) giincel verilerinde, ABD’de Hib asis1
kullanimiyla birlikte bes yas alt1 ¢cocuklarda invazif H. influenzae hastaligi insidansi
%99 oraninda azalirken, NTHi ve H. influenzae tip a ve f oranlarinin arttig
belirtilmektedir (23). Benzer sekilde, baska calismalar NTHi suslarinin vakalarin
%54,6-82'si arasinda degisen bir oranla en sik invazif hastalik nedeni oldugunu, buna
karsin serotip sikliginin cografi bolgeye gore degistigini bildirmistir (24). Avrupa
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and
Control-ECDC) verileri, invazif enfeksiyonlarin %7'sine neden olan serotip b’nin
astlamanin  baglamasindan bu yana belirgin bir azalma gosterdigini, invazif
enfeksiyonlarin %9'una neden olan serotip f prevalansinin ise arttigini belirtmektedir
(20). Buna karsilik baska ¢alismalarda, asilama oncesi donemde nadir goriilen serotip
a’nin giiniimiizde Kanada, ABD, Brezilya ve Avustralya'da ciddi bir mortalite ve
morbidite nedeni olarak ortaya ¢iktigi ve Kanada'daki invazif enfeksiyonlarin %23,1'ine

neden oldugu gosterilmistir (24).

2.2.2. Patogenez ve Bagisikhik

Haemophilus tiirleri, 6zellikle H. parainfluenzae ve NTHi, yasamin ilk birkag
ayinda hemen hemen tiim insanlarda st solunum yollarinda kolonize olur.
Immiinoglobulin (Ig) A proteazlari, hem kapsiillii hem de kapsiilsiiz suslar tarafindan
tiretilir ve humoral bagigikliga engel olarak bakterinin mukozal yiizeylerde
kolonizasyonunu kolaylastirir (16). Bakteri lokal olarak yayilabilir ve kulak (otitis
media), siniis (siniizit) ve alt solunum yollarinda (bronsit, pnémoni) hastaliga neden
olabilir. NTHi izolatlarina bagli dissemine hastalik ise nadiren goriiliir. Buna karsilik,
kapsiillii H. influenzae (6zellikle serotip b [biyotip I]) suslari iist solunum yollarinda
nadiren bulunur, ancak agilanmamis ¢ocuklarda yaygin bir hastalik nedenidir (menenyjit,
epiglottit, seliilit) (16). H. influenzae, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 6ncelikli
patojenler olarak kabul edilen on iki bakteriyel patojenden biridir (25).

Tim gram-negatif bakteriler gibi, H. influenzae da bir lipopolisakkarite sahiptir,

ancak bu yapida daha kisa bir polisakkarit zinciri yer alir ve lipooligosakkarit olarak



adlandirilir.  Lipooligosakkarit, gram-negatif bakterilerin endotoksinlerine 6zgi
ozelliklere sahip olmasinin disinda, insanda bulunan molekiiler yapilar1 taklit ederek
opsonizasyon ve fagositozdan kagmaya yardimci olur. Bunun nedeni, insan viicudunun
sfingolipitlerindeki siyalatli oligosakkaritlere yapisal ve antijenik olarak benzer olan

lipooligosakkaridin siyale uglaridir (26). H. influenzae ekzotoksin tiretmez (15).

Bakterilerin hiicre duvar1 bilesenleri (lipopolisakkaritin lipid A komponenti ve
diisiik molekiiler agirlikli glikopeptitler), siliyer fonksiyonu bozarak solunum epitelinin
hasar gormesine yol agar. Bakteri daha sonra hem epitelyal hem de endotelyal hiicreler
arasinda yer degistirebilir ve kana gegebilir. Polisakkarit kapsiile yonelik 6zgiil opsonik
antikorlarin yoklugunda, meninkslere veya diger uzak odaklara yayilan yiiksek dereceli

bakteriyemi gelisebilir (16).

Pili ve pili olmayan adezinler, orofarenksin H. influenzae ile kolonizasyonuna
aracilik eder. NTHi’de adezyon, adezyon proteinlerinin iki ana grubu olan yiiksek
molekiiler agirlikli proteinler (HMW1/HMW?2) ve Hia adezinler tarafindan saglanir.
Yiiksek molekiiler agirlikli proteinler, NTHi’lerin %75-80'inde bulunur ve potansiyel
ast adaylar olarak calisilmistir. Bunlar1 kodlayan genler, dis zar proteinlerinin (outer
membrane protein-OMP) ekspresyonundan sorumlu genlerle birlikte kromozomda
kiimeler halinde diizenlenmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerin ekspresyon
seviyesi, cocuklarda otitis media ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) olan
hastalarda bronsit gelisimi ile iliskilidir. Hia adezini, NTHi’lerin yaklasik %20'sinde
bulunur. Kapsiillii H. influenzae serotiplerindeki analogu, Hsf adezinidir. Hap adezini
ise IgA proteaz ile homolog olup IgA proteaz ile dizi benzerligine ragmen, insan
IgAL'ini parcalayamaz. Hap, H. influenzae ve epitel hiicreleri arasindaki etkilesimde rol
alirken aym1 zamanda bakteriyel agregasyonu ve epitel hiicrelerinin yiizeyinde

mikrokolonilerin olusumunu da tesvik eder (16, 26, 27).

P2 proteini, H. influenzae'da en bol bulunan ana dis zar proteinidir. Bu protein,
virlilansta belirgin bir rol oynamayan ancak gii¢lii bir sekilde immiinojenik olan bir
porindir. Proteinin dis kism1 olduk¢a degiskendir ve suslar arasinda farklilik gosterir . H.

influenzae dis zar proteinleri de olasi as1 adaylari olarak degerlendirilmistir (26, 28)

H. influenzae tip b'nin major viriilans faktori, antifagositik polisakkarit kapstildiir.

Kapsiile karst olusan antikorlar, bakteriyel fagositozu ve kompleman aracili bakterisidal



aktiviteyi uyarir. Bu antikorlar, dogal enfeksiyon, saflastirilmis PRP ile asilama veya
maternal antikorlarin pasif transferi yoluyla gelisir. Menenjit ve epiglottit riski, anti-PRP
antikoru olmayan, kompleman eksikligi ve splenektomi Oykiisii olan hastalarda anlaml
olarak daha fazladir. Kolostrum yoluyla edinilen maternal antikorlarin varlig1 nedeniyle
yenidoganlarin enfeksiyon riski diigiiktiir. Yaklasik 2 aylikken, PRP kapsiiliine karst
maternal antikorlar azalmaya basladiginda, infantlar invazif H. influenzae hastaligi
gelistirme agisindan yiiksek risk altinda olurlar. Dogal enfeksiyondan sonra bile
infantlarin  anti-PRP bagisiklik tepkisi azalir. Bu nedenle, infantlar tekrarlayan
enfeksiyonlar i¢in risk altindadir. Cocuklarin biiyiik ¢ogunlugunda 5 yasina kadar dogal
olarak antikor edinilmis olur (12).

Asilanmamis popiilasyonlarda Hib enfeksiyonlarin en yiiksek insidansi, serum
antikorunun en diisiik oldugu 6 ila 18 aylikken ortaya ¢ikar. Enfeksiyon ve serum
antikoru arasindaki bu ters iligki, Neisseria meningitidis ile benzerdir. En biiyiik fark,
bagisikligin N. meningitidis ve Streptococcus pneumoniae gibi diger kapsiilli
bakterilerin ¢oklu immiinotiplerinden ziyade tek bir tipe (Hib) yonelik antikor
tarafindan saglanmasidir. Bu nedenle eriskinlerde sistemik H. influenzae enfeksiyonlari
nadirdir. Diger polisakkaritler gibi, Hib PRP de T hiicresinden bagimsiz bir antijen gibi
davranir ve 18 ayliktan kiiglik ¢ocuklarda bagisiklamaya kars1 antikor yanitlar1 zayiftir.
PRP'nin protein ile konjugasyonu, PRP'nin &zgiilliigiinii korurken tipik T-hiicresine

bagimli yanitlari ortaya ¢ikararak immiinojenisiteyi onemli 6l¢iide artirir (15).

2.2.3. Risk Faktorleri

Hib hastalig1 i¢in risk faktorleri hem etkenle karsilasmaya sebep olan faktorleri
hem de konak faktorlerini igerir. Etkenle karsilasmaya sebep olan faktorler arasinda
hane halki kalabaligi, cocuk bakimina katilim, diisiik sosyoekonomik durum, diisiik
ebeveyn egitim diizeyi ve okul cagindaki kardesler yer almaktadir. Konak faktorleri
arasinda yas (yiiksek risk tasiyan 5 yas alt1 ¢ocuklar ve 65 yas ve iizeri yetigkinler),
irk/etnik koken (Amerikan Kizilderilileri ve Alaska Yerlileri) ve kronik hastaliklar (6rn.
fonksiyonel ve anatomik aspleni, orak hiicreli anemi, HIV enfeksiyonu,
immiinoglobulin eksikligi, kompleman eksikligi, kemoterapi dykiisii ve kdk hiicre nakli)

yer almaktadir (18, 23).



2.2.4. Klinik Hastaliklar

Hib kokenleri siklikla invazif enfeksiyonlara, NTHi kokenleri ise siklikla lokal

enfeksiyonlara neden olmaktadir (17).

Haemophilus influenzae tip b Enfeksiyonlari

Menenjit

Menenjit, H. influenzae kaynakli sistemik enfeksiyonlar arasinda en ciddi olan
tablodur (17). Menenjitten once siklikla farenjit, siniizit veya orta kulak iltihabi gibi tist
solunum yolu enfeksiyonunun belirti ve semptomlar1 gorilir. (15). H. influenzae
menenjitinin klinik 6zellikleri diger piiriilan menenjit formlari ile benzerdir. Enfeksiyon
daha siklikla asilanmamis kisilerde goriilmektedir. Erigkin vakalar nadirdir ve siklikla
gecirilmis kafa travmasi, beyin cerrahisi, paranazal siniizit, otit veya beyin omurilik
stvist sizintist Oykiisi vardir. H. influenzae menenjiti yenidoganlarda da nadirdir, ancak
bu tiir vakalar erken baslangicli grup B streptokok enfeksiyonuna benzeyebilir. En
yaygin belirtiler ates ve merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinda degisikliktir, ancak
kiiciik ¢ocuklarda spesifik belirti nadir olabilir ve ense sertligi siklikla yoktur. Nobet
veya koma gibi daha belirgin belirtiler genellikle hastalik ilerledik¢e geligir. Subdural
eflizyon yaygin bir komplikasyondur. H. influenzae menenjitinden kaynaklanan genel
oliim oran1 uygun tedavi ile %5'ten daha azdir, ancak hayatta kalanlarin ¢ogunda kalict

sekeller ortaya ¢ikmaktadir (17).
Epiglottit

Epiglottit, supraglottik dokularin seliilitiyle karakterize, fulminan baslangici olan,
obstriiktif larengeal o6demle sonuglanan, potansiyel olarak o6ldiriicii bir hastaliktir.
Genellikle 2-7 yas arasindaki ¢ocuklarda goriilmektedir. Baslangi¢ belirtileri bogaz
agrisi, ates ve dispnedir; hizla disfajiye, oral sekresyonlarin birikmesine ve agizdan
tikliriigiin akmasina kadar ilerler (17). Cocuklarda bu ani baslangig, epiglotittin viral
etkenlerin olusturdugu krup hastaligi ve bogmacadan klinik olarak ayirt edilmesine
yardimet olur (13). Hasta huzursuzdur, kaygilidir ve hava yolu tikanikligini azaltmak
icin boynu ekstansiyonda ve ¢enesi 6ne dogru ¢ikacak sekilde oturma pozisyonundadir.
Ani bozulma genellikle birkag¢ saat i¢inde meydana gelir ve yeterli tedavi olmadiginda

6liimle sonuglanir (17).
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Pnomoni ve Ampiyem

Cocuklarda Hib’in neden oldugu primer akciger enfeksiyonlarinin gergek sikligini
kesin olarak belirlemek zordur. Tipik olarak 4 ay ile 4 yas arasindaki ¢ocuklarda goriiliir
ve hastaneye yatis gerektirecek kadar siddetli olan konsolidasyonla karakterize pnomoni
(¢ogunlukla plevral tutulumla birlikte) ile ortaya ¢ikar. H. influenzae pnémonisini S.
aureus veya S. pneumoniae'nin neden oldugu bakteriyel pnémonilerden ayiran tek
klinik 6zellik, daha sinsi bir baslangigtir. Siddetli dispne, tasikardi ve kardiyovaskiiler
yetmezIlik bulgularmin gelismesi, nadir fakat 6nemli bir komplikasyon olan perikarditi

diistindiiriir (17).
Seliilit

Seliilit ¢gogunlukla kii¢iik ¢cocuklarda goriiliir. Klinik 6zellikler ates ve siklikla bir
yanakta veya periorbital bolgede yer alan, karakteristik kirmizimsi mavi renkte, kabarik,
sicak ve hassas bir lezyondur. Yumusak doku tutulumu birkag saat i¢inde hizla ilerler.
Bu cocuklarin bir kisminda bagka septik odaklarin (6rnegin menenjit) belirtileri vardir

veya gelisir, ¢iinkii eslik eden bakteriyemi son derece yaygindir (17).
Bakteriyemi

Bakteriyemi, akut Hib menenjitinin sik goriilen, erken bir bulgusudur; ancak
cocuklarda, ozellikle 6 ila 36 aylik olanlarda, lokal hastalik belirtisi olmaksizin
bakteriyemi goriilebilir. Tipik olarak ates, anoreksi ve letarji goriiliir. Orak hiicreli
anemisi olan veya daha once splenektomi gegirmis olan ¢ocuklar 6zellikle duyarlidir.
Erken tan1 ve tedavi kritik 6neme sahiptir ¢linkii bu hastalar hizla kétiilesebilir ve septik

sok veya lokalize piiriilan odaga sahip olabilir (13, 17).
Septik artrit

H. influenzae 2 yas alti ¢ocuklarda septik artrite neden olur. Tipik olarak tek,
biiyiik, agirlik tasiyan bir eklemin (osteomiyelit olmaksizin) tutulumu vardir; mobilitede
azalma, hareket sirasinda agr1 ve siglik goriiliir. Sistemik antibiyotiklere yanit dramatik
ve siklikla tedavi edicidir, ancak uzun siireli takip dnemlidir ¢iinkii cocuklarin énemli
bir yiizdesinde kalici eklem disfonksiyonu meydana gelir. H. influenzae septik artriti

yetiskinlerde de goriiliir (17).
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NTHi Enfeksiyonlar:

Otitis Media

NTHi, tim akut orta kulak iltihabi vakalarinin %25 ila %35'ini olusturur. Bu
enfeksiyon her yasta ortaya ¢iksa da en sik 6 ay ile 5 yas arasindaki ¢ocuklarda goriiliir.
Bebeklerde akut orta kulak iltihabinin tipik klinik goriintimii ates ve irritabilitedir, daha
biiyiikk ¢ocuklarda kulak agrisi olabilir. Daha 6nce gecirilmis bir viral solunum yolu
enfeksiyonu genellikle orta kulak iltihabiin Onciilidiir. Tan1 pnomatik otoskopi ile
konur. Kesin etiyolojik tani, rutin olarak uygulanmayan timpanosentezi gerektirir.
Enfeksiyon etkenini klinik 6zelliklere dayanarak belirlemek miimkiin olmasa da
Streptococcus pneumoniae ile karsilastirildiginda NTHi’nin neden oldugu otitis media
enfeksiyonunda ates olma olasilig1i daha diigiiktiir ve otore daha az siklikla goriiliir.
Bununla birlikte, NTHi’nin neden oldugu enfeksiyonda tekrarlayan atak Gykiisii, tedavi
basarisizligi, eslik eden konjonktivit, amoksisilin tedavisi 6ykiisii, bilateral otitis media
ve antibiyotik tedavisinin tamamlanmasindan sonraki 2 hafta ic¢inde otitis media
goriilmesi daha olasidir (17). Komplikasyonlar; tekrarlayan otitis media, drenaj
tiiplerinin yerlestirilmesini gerektiren orta kulak efiizyonlarinin varligi, isitme kayba,

mastoidit, menenjit, kronik otitis media, beyin apsesi ve sepsisi igerir (13).
Bronsit ve KOAH Alevlenmesi

Kronik bronsit, pulmoner parenkimin 6énemli bir tutulumu olmaksizin bronsiyal
inflamasyonu kapsayan, yeterince belirlenmemis klinik bir tablodur. Stabil kronik
bronsiti olan hastalarda, alt havayollar1 siklikla NTHi suslariyla kolonize olur; akut
alevlenmeler sirasinda suglarin yogunlugu artmaktadir (13). KOAH'm seyri hastaligin
aralikli alevlenmeleri ile karakterizedir. Alevlenmelerin yaklasik yarisinin bakterilerden
kaynaklandig1 ve NTHi'nin en sik goriilen bakteriyel neden oldugu tahmin edilmektedir.
Alevlenmenin ti¢ ana belirtisi balgam iiretiminde artis, balgam piiriilans1 ve dispnedir.

Ates genellikle yoktur ve akciger grafisinde infiltrasyon yoktur (17).
Toplum Kokenli Pnomoni

NTHI, altta yatan solunum hastaliklar1 (6rn. kronik bronsit, KOAH) veya altta
yatan diger hastaliklar1 (6rn. immiin yetmezlik, diyabet, alkolizm, neoplazmalar)

bulunan yasli hastalarda pnomonin 6nemli bir nedenidir. Sistemik hastaligi olan
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hastalarda, H. influenzae pnomonisi, lober, segmental ve piiriilan olup, bulgular

pnémokoksik pnomoniye benzer (13).
Siniizit

Siniis aspiratlarindan alinan kiltiirlerin kullanildigi ¢alismalar, NTHi’nin akut
maksiller sinilizitin yaygm bir nedeni oldugunu gdstermektedir. Hastalarda burun
tikaniklig1, piiriilan burun akintisi, bas agrisi ve yliz agrist gorilir. Otitis media
enfeksiyonunda oldugu gibi, etiyolojik bir tan1 koymak i¢in invazif bir islem olan siniis

aspirasyonu gereklidir (17).
Neonatal, Maternal ve Urogenital Enfeksiyonlar

NTHi'nin neden oldugu neonatal sepsiste mortalite genel olarak %50 iken
prematiire bebeklerde %90’a kadar ¢ikabilir. Yenidogan sepsisine neden olan bir¢ok sus,
biyotip IV'tiir. Ayn1 biyotip IV suslari ayn1 zamanda endometrit ile iligkili postpartum
sepsise de neden olur. NTHi iretrit, vulvovajinit, tubo-ovaryan apse ve kronik
salpenjitin de bir nedenidir (13, 17).

Bakteriyemi ve Invaziv Enfeksiyonlar

Hib agilarmin kullanildigr iilkelerde invazif H. influenzae enfeksiyonlarinin g¢ogu,
tiplendirilemeyen suslardan kaynaklanmaktadir. Bakteriyemisi olan kisilerin ¢gogunda
alkolizm, kardiyopulmoner hastalik, HIV enfeksiyonu veya kanser gibi altta yatan
durumlar vardir. Hib’in yaygin olarak neden oldugu invazif hastaliklara, zaman zaman
tiplendirilemeyen suslarin yani sira a, c, d, e ve f tipleri de neden olur. Bu enfeksiyonlar
arasinda erigkin epiglottiti, ampiyem, septik artrit, seliilit, osteomiyelit, perikardit,

kolesistit, karin i¢i enfeksiyon ve vaskiiler greft enfeksiyonu bulunur (17).
Konjonktivit

NTHi, c¢ocuklarda konjonktivitin en yaygin bakteriyel nedenidir. Diger
Haemophilus enfeksiyonlarinin sporadik dogasinin aksine, konjonktivit, o6zellikle
kreslerde salginlar halinde ortaya c¢ikabilir. Klinik 6zellikler konjonktival hiperemi ve
piriilan akimtiy1 icerir. NTHi, zaman zaman bol ve piiriilan akinti, kapak 6demi,

kemozis ve keratit ile karakterize ciddi konjonktivite neden olur (17).
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2.3. Laboratuvar Tanis1
2.3.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Saklanmasi

Klinik orneklerden Haemophilus tiirlerinin optimum sekilde izole edilmesi,
orneklerin uygun bir sekilde toplanmasi, tasinmasi, uygun besiyeri ve inkiibasyon
ortaminin kullanilmasina baglidir. Hassas yapilar1 nedeniyle bu bakterileri igeren

ornekler, kurumaya ve asir1 sicaklik degisimlerine maruz birakilmamalidir (13).

Menenjit stiphesi olan hastalardan kan ve beyin omurilik sivis1 (BOS) kiiltiirleri
alinmalidir. Timpanosentez yoluyla elde edilen orta kulak sivisi, otitis media olan
hastalar i¢in tercih edilen Ornektir; ancak otoresi ve timpanik membran perforasyonu
olan hastalarda, orta kulak sivisinin dis kulak yolundan aseptik olarak aspirasyonu da
yapilabilir. Maksiller siniizit vakalarinda, endoskopik yontemle dogrudan siniis
aspiratlar1 veya meatus nasi mediustan siiriintii 6rnekleri alinmalidir. Haemophilus
konjonktiviti oldugu diisliniilen hastalarin degerlendirilmesinde konjonktival siiriintii

ornekleri gerekir (12).

Haemophilus spp.'ye bagli bronkopulmoner enfeksiyon siiphesi olan hastalarda,
alt solunum yoluna ait ornekler, orofarengeal kommensal mikrobiyota ile
kontaminasyonu Onleyecek sekilde alinmalidir. Bu amagla bronkoalveoler lavaj veya
bronsiyal yikama oOrnekleri tercih edilmelidir. Balgam ve trakeal aspirat 6rneklerinin
alinmasi daha az invazif olsa da bu yolla patojenler ile oral mikrobiyota arasinda ayrim
yapmak zor olabilir. Bakteriyel pnomoniden siiphelenildiginde kan kiiltiirleri de
alinmalidir. Kistik fibrozis vakalar1 diginda, nazofarengeal ve nazal siirlintii 6rnekleri,
hastalarin  degerlendirilmesinde tercih edilmemelidir. Kistik fibrozis vakalarinda
posterior farenkse konulan bir ekiivyon ilizerinde toplanan indiiklenmis derin oksiiriik
ornegi faydali olabilir (12). Epiglottit siiphesi olan hastalarda posterior farenksten
ornekler alinmamalidir ¢iinkii bu yontem oksiirtigli uyarabilir ve hava yolunu tikayabilir
(16). Epiglottit tanisinda kan kiiltiirii tercih edilmelidir (29). Plevral bosluk, sinovyum,
perikard veya periton gibi steril bolgelerde Haemophilus enfeksiyonu siiphesi olan
hastalarda, tutulum bolgesinden aseptik olarak aspire edilen sivi Ornegi tercih

edilmelidir. Es zamanl kan kiiltiirleri de alinmalidir (12).
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Ornekler miimkiinse antibiyotik tedavisi baslanmadan dnce alinmalidir. Bakteriyel
menenjit veya invazif enfeksiyon tanisi i¢in alinan BOS, kan veya diger klinik 6rnekler
laboratuvarda isleme alinincaya kadar gegen siire boyunca oda sicakliginda veya 35
°C’de tasinmali ve saklanmalidir; kesinlikle buzdolabina konmamalidir. Kan kuiltiirii
aseptik kosullarda alinmalidir. Hib siiphesi varsa kan miimkiinse IsoVitaleX (BBL,
Becton Dickinson, ABD) veya Vitox (Oxoid, Ingiltere) eklenmis kan kiiltiirii sisesine
aktarilir. BOS i¢in alinan 6rnek miktar1 sonraki islemleri belirler. Laboratuvara hemen
ulasamayacaksa tiiplerden birindeki BOS 6rnegi (~1 ml) tercihen bifazik Trans-Isolate
(T-1) besiyeri igeren siseye; yoksa bir pediyatrik kan kiiltiir sisesine inokiile edilip
gonderilmelidir. Steril viicut bolgesinden alinan sivi 6rnekler de BOS gibi islem

gormeli, ornek steril bir tiipe aktarilarak hemen laboratuvara gonderilmelidir (14).
2.3.2. Klinik Orneklerin Direkt incelenmesi

Mikroskopi

Gram boyamada Haemophilus spp. kiiciik, pleomorfik, gram negatif kokobasil,
basil veya filamentéz formda goriinii. Haemophilus spp.'nin pleomorfizmi nedeniyle,
Gram boyama yaymalarinin Neisseria meningitidis gibi diger gram negatif bakterilerle

karismasini 6nlemek i¢in dikkatli bir sekilde yorumlanmasi gerekir (12).

H. influenzae menenjitinin hizli 6n tanisi, Gram boyast kullanilarak BOS’un
direkt incelemesiyle yapilabilir. Eger yeterli BOS (1-2 ml’den fazla) varsa, inceleme ve
kiiltiir icin 1000 x g’de 15-20 dk santrifiij edilerek ya da sitosantrifiijde 10.000 x g'de 10
dakika santrifiij edilerek elde edilen ¢okelti kullanihir. BOS  6rneklerinin
sitosantrifiigasyonu, az sayida bulunan organizmalarin saptanma sansini artirir (12-14).
Diger steril viicut sivilarindan da benzer sekilde yaymalar hazirlanmalidir. Orta kulak
s1vis1 ve siniis aspirat orneklerinin yaymasi sitosantrifiij yapilmadan dogrudan 6rnekten
hazirlanmalidir.  Alt solunum yolu Ornekleri igin balgam, endotrakeal aspirat,
transbronsiyal biyopsi, bronsiyal firca biyopsi ve torakotomi Ornekleri dogrudan
ornekten; brons yikama ve bronkoalveolar lavaj Ornekleri sitosantrifiij sonrasi
hazirlanabilir (12). Ozellikle menenjit siiphesinde BOS sedimentinden Gram boyamayla
birlikte mutlaka metilen mavisi boyama da yapilmalidir. Gram boyama ile pembe-
kirmizi boyanan ve genellikle pembe zeminde ayirt edilmesi gii¢ olabilen H. influenzae

gibi gram negatif organizmalar, metilen mavisi kullanilmasi halinde agik gri zeminde
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koyu mavi boyanmis hiicreler seklinde goriileceklerinden kolayca ayirt edilebilirler

(14).
Antijen Saptama

Hib enfeksiyonlarinin hizli tanisi i¢in BOS, serum ve idrarda tip b PRP kapsiiler
antijeninin saptanmasina yonelik ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Ticari olarak mevcut
yontemler lateks agliitinasyonu ve stafilokok protein A koagliitinasyonu testleridir. Bu
kitler, viicut sivilarinda H. influenzae tip b PRP antijeninin yani sira S. pneumoniae, N.
meningitidis ve grup B streptokok antijenlerinin tespiti i¢in de reaktifler icerir (13). Bu
yontemler patojenin hizli bir sekilde tanimlanmasini saglarken, Gram boyama ile
karsilastirildiginda duyarlilik ve ozgiilliikleri diisiiktir. Bu nedenle antijen saptama
yontemlerinin kullanimi sinirli bir klinik degere sahiptir ve genellikle Onerilmez.
Bununla birlikte, hastaligin prevalansinin yiiksek oldugu ve rutin kiltiiriin giivenilir

olmadigi, kaynaklarin kisitli oldugu durumlarda bu yontemler faydali olabilir (12).
Molekiiler Teknikler

Niikleik asit amplifikasyon testleri, 6zellikle de polimeraz zincir reaksiyonuna
(PZR) dayali testler, H. influenzae'y1 BOS, plazma, serum ve tam kan dahil olmak iizere
cesitli klinik Orneklerden dogrudan tespit etmek icin kullanilabilir. Bu yontemler,
menenjit gibi spesifik enfeksiyon hastaliklarinin diger yaygin bakteriyel nedenlerini de
saptamak i¢in genisletilebilir. Calismalar bu yontemlerin degisken duyarliliklarini
bildirirken, ozgiillikkleri genellikle yiiksektir. Klinik 6rneklerde patojen sayisinin az
olmast duyarliligi disiiriir. Bir diger kisitlayici faktér ise antimikrobiyal tedavinin
etkisiyle ilgilidir. Antimikrobiyallerin ilk uygun dozunun uygulanmasini takiben kiiltiir
siklikla negatif hale gelse de patojenin temizlenmesini takiben en az iki hafta boyunca
hastalarin kan ve BOS orneklerinde bakteriyel DNA bulunabilir ve bu durum yanlis
pozitifliklere yol acabilir. Ote yandan &6zellikle solunum yolundan alinan drneklerde,
Haemophilus  spp.'nin  kommensal suslarinin  siklikla bulunmasi  sonuglarin
yorumlanmasini zorlastirir (12). Toplum kaynakli pndmoni etkenlerinin saptanmasina
yonelik gelistirilen sendromik paneller de patojen/kolonizasyon ayrimini yapmakta

yetersiz kalmaktadir (30, 31).
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2.3.3. izolasyon Yéntemleri

H. influenzae’nin kiiltiirde iireyebilmesi i¢in, zor iireyen bakterilerin {iremesini
destekleyen zenginlestirilmis bir besiyeri kullanilmas1 gerekir. Besiyeri en az 10 pg/ml
serbest X ve V faktorleri icermelidir Hem X hem de V faktoriiniin yiiksek
konsantrasyonlari tam kanda bulunur ve ¢ogu eritrositler i¢inde tutulur. Bu sebeple
besiyerinde kullanilan kan, eritrositlerin pargalanip serbest X ve V faktoriinii ortama
salabilmesi i¢in 1sitilmalidir. Bu islem otoklavlama sonrasi 80 °C 'ye soguyan besiyerine
kan eklenerek gergeklestirilebilir ve ¢ikolatalastirma olarak bilinir (12).

Koyun kaninda dogal olarak bulunan ve V faktoriinii inaktive eden enzimlerin
varhigi nedeniyle, H. influenzae’nin izolasyonunda konvansiyonel koyun kanli agar
uygun degildir. Tavsan veya at kani bu enzimleri icermez ve bu kan iirlinlerinden birini
iceren agar ortami lremeyi destekler. Cikolatalastirma sirasinda ayrica V faktoriini
inaktive eden enzimler de etkisiz hale getirilerek besiyerindeki V faktorii miktar
optimize edilir. H. influenzae’nin klinik 6rneklerden primer izolasyonu; gikolata agar,
Haemophilus izolasyon agari, Levinthal besiyeri ve stafilokok ¢izgi teknigi (siit anne

fenomeni) kullanilarak saglanir (12, 13).

Ticari olarak ¢ikolata agar, hemin ve kimyasal olarak tanimli {ireme faktorleri
karistminin GC (gonokokal) agar baz ortamina eklenmesiyle hazirlanir. GC agar bazi;
proteaz pepton, misir nisastasi, fosfat tamponlari, sodyum kloriir ve agar icermektedir.
Kimyasal olarak tanimli katkilar ise; NAD, vitaminler (Bi2), mineraller, nazh
bakterilerin iiremesi i¢in gerekli amino asitler (sistein, glutamin) ve glukozdan olusur.
Bu katkilar, IsoVitalex (BD Biosciences, ABD) ve GCHI Enrichment (Remel
Laboratories, ABD) ticari isimleri ile piyasadan temin edilebilir. Haemophilus tiirlerinin
primer izolasyonu i¢in ¢ikolata agar kullanmanin dezavantaji, hemolitik 6zellik gdsteren
H. haemolyticus, H. parahaemolyticus ve H. pittmanniae gibi tiirlerin hemolitik

ozelliklerinin saptanamamasidir (13).

Ticari olarak mevcut Haemophilus izolasyon agari, sigir kalbi inflizyonu,
peptonlar, maya Oziitii ve hem X hem de V faktorlerini iceren, defibrine at kanindan
(%5) olugmaktadir. Diger normal solunum yolu mikrobiyotasint (stafilokoklar,
mikrokoklar, streptokoklar, Neisseria tiirleri, vb.) inhibe etmek iizere, besiyerine

basitrasin (300 pg/ml) eklenir. Bu besiyeri Haemophilus tiirlerinin segici olarak
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izolasyonunun yani sira, ilk izolasyonda hemolitik 6zelliklerinin de dogrudan

saptanmasini saglar (13).

Haemophilus spp. i¢in kullanilabilecek diger bir besiyeri Levinthal besiyeridir.
Seffaf olmasi nedeniyle siklikla kapsiille iligkili bir 6zellik olan kolonide parlak renk

yansimasinin saptanmasini saglamaktadir (12).

Bircok bakteri ve maya, besiyerlerinde ilireme sirasinda NAD sentezler ve
salgilarlar. V faktor gereksinimi olan Haemophilus tiirleri, bu kolonilerin etrafinda igne
ucu biiytikliiglinde koloniler olusturarak iireyebilir. Bu fenomene satellitizm (siitanne
fenomeni) adi verilir. Muhtemel bir Haemophilus kolonisinden, koyun kanli agar
plaginin yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde pasaj yapilir. Takiben, inokulum iizerine
cizgi seklinde NAD iireten bir organizma (6rn. S. aureus) ekilir. CO2’den zengin, 35-37
°C’lik ortamda bir gecelik inkiibasyondan sonra, ¢ok kiigiik, nemli gri Haemophilus

kolonileri, stafilokok iiremesine bitisik olarak hemolitik alanda gézlemlenebilir (13).

Inokiilasyon sonrasi kat1 besiyeri, nemli bir atmosferde ve %5-7 CO; varliginda
35-37 °C'de inkiibe edilmelidir. Bu kosullar altinda ¢cogu Haemophilus spp. 24-48 saat
icinde tirer. Cikolata agarda H. influenzae kolonileri diizgiin kenarli, diiz veya digbiikey
sekilli, grimsi ve yar1 saydamdir. Kapsiillii suslar siklikla mukoid bir goriiniime
sahipken, kapsiilsiiz suslar daha kii¢iik, devetiiyli rengi koloniler tretir. H. influenzae
suslarmin ¢ogu, giiclii bir amin benzeri koku yayan indol {iretir. Kolonilerin gap1 1-2

mm'dir (12).
2.3.4. Tanimlama

Haemophilus spp.'nin tanimlanmasi; tireme i¢in X ve V faktorii gereksinimlerinin
belirlenmesi, porfirin testi sonuglari, hemolizin degerlendirilmesi, karbonhidrat
fermantasyon paternlerinin belirlenmesi ve indol, ornitin dekarboksilaz, iireaz, katalaz
ve B-galaktozidaz iretiminin degerlendirilmesine dayanmaktadir. X ve V iireme faktori
gereksinimlerinin belirlenmesi ve porfirin testi, Haemophilus spp.min olas1 tiir
tanimlamas1 icin yeterli bilgi saglar. Ancak kesin tiir tanimlamasi diger fenotipik
ozelliklerin de degerlendirilmesini gerektirir. Alternatif olarak, 16s rRNA gen dizilimi
veya Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ugus Siiresi Kiitle
Spektrometresi (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
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Spectrometry-MALDI-TOF MS) de bu organizmalarin kesin tanimlanmasini saglar
(12).

Faktor gereksinimlerinin belirlenmesinde X faktorii, V faktorii veya hem X hem
de V faktorleri emdirilmis filtre kagidi diskleri veya seritleri kullanilir. Saptanacak olan
organizmanin 0,5 McFarland standardindaki siispansiyonu, triptik soy agar gibi lireme
faktorlerini igermeyen bir besiyerine yiizeyi tamamen kaplayacak sekilde ekilir. X ve V
faktor diskleri veya seritleri agar yiizeyine 1-2 cm araliklarla yerlestirilir. Plaklar % 5-7
CO2’li ortamda 35 °C'de 18-24 saat inkiibe edilir ve disk/seritlerin etrafindaki {ireme
paternleri gozlemlenir. Testlerin yorumlanmasi genellikle kolay olmakla birlikte, X
faktorii tespitindeki tutarsiz sonuglar nedeniyle H. influenzae’nin H. parainfluenzae
olarak yanlis sekilde tanimlanabildigi bildirilmistir. Bu yanlisliklarin nedenleri; test i¢in
kullanilan bazal ortamda eser miktarda hemin bulunmasi, kan igeren ortamdaki
tiremelerden alinan inokulumlar ile X faktoriiniin tasinmasi ve bazi H. parainfluenzae

suglarinin zor iireme 6zelligi nedeniyle testlerin okunmasindaki giigliiktiir (13).

d-aminolevulinik asit (ALA)-porfirin testi Haemophilus suslarinin ALA’dan
hemin sentezindeki yolakta protoporfirin ara {riinlerini sentezleme yeteneklerini
degerlendirir. Ureme igin ekzojen X faktoriine gereksinim duyan suslar, ALA’dan
protoporfirinleri sentezleyemez ve bu test ile negatif sonug verirler. Bu testi yapmak i¢in

ALA emdirilmis diskler veya ALA ayiraglari igeren besiyerleri kullanilabilir (13).

MALDI-TOF MS'yi degerlendiren ¢alismalar, Haemophilus tiirleri de dahil olmak
tizere HACEK grubu (Haemophilus spp., Aggregatibacter spp., Cardiobacterium spp.,
Eikenella corrodens ve Kingella spp.) mikroorganizmalar icin MALDI-TOF MS’nin
performansinin milkemmel oldugunu belirtmektedir (32, 33). Couturier ve ark. (32), H.
parainfluenzae ve H. influenzae izolatlarinin sirasiyla, >%90 ve >%98'inin MALDI-
TOF kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanabilecegini gostermistir. Benzer sekilde Van
Veen ve ark. (33) HACEK organizmalarimin tiir diizeyinde >%98 oraninda
tanimlandigin1 gostermistir. Branda ve ark. (34) VITEK MS in vitro diagnostik veri
tabanini (bioMérieux, Fransa) degerlendirmis ve H. influenzae ve H. parainfluenzae igin

tiir diizeyinde sirastyla, %96 ve %92 oraninda dogru tanimlandigini belirlemislerdir.
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2.3.5. Haemophilus Tiirlerinin Biyotiplendirilmesi

Biyotiplerin belirlenmesinde indol iiretimi, lireaz ve ornitin dekarboksilaz olmak
tizere li¢ test kullanilir. H. influenzae suslari, serotipten bagimsiz sekiz biyotipe
ayrilabilir. Ayrica H. parainfluenzae’nin sekiz biyotipi de bu yontemlerle tanimlanabilir
(13).

Haemophilus tiirlerinin  biyotiplendirilmesi,  belirli  biyotiplerin  farkli
enfeksiyonlar, kaynaklar, antijenik Ozellikler ve antimikrobiyal diren¢ paternleriyle
iligkili oldugunu gostermistir. H. influenzae biyotip 1 suslari, ¢ogunlukla bir yas
altindaki bebeklerin BOS, kan ve solunum yolu salgilarindan izole edilmistir. H.
influenzae biyotip Il ve Ill ise 1-5 yas arast ¢ocuklarin ve 20 yasindan biiyiik
erigkinlerin konjonktiva ve balgam kiiltiirlerinden izole edilmistir. H. influenzae biyotip
IV suslari, obstetrik, jinekolojik, perinatal ve neonatal enfeksiyonlardan izole edilmistir
(13).

2.3.6. H. influenzae’nin Serotiplendirilmesi

Serotiplendirme fenotipik ve genotipik yontemlerle yapilabilmektedir. Izolatlarmn
serotiplendirilmesi i¢in en basit yontem, lam agliitinasyonudur. Serum fizyolojik (SF)
icinde yogun bir bakteri siispansiyonu hazirlanir ve siispansiyondan bir damla, lam
tizerinde test edilecek izolata karsilik gelen daire ilizerine konulur; ayrica kontrol
dairesine de SF damlatilir. Daha sonra tipe 6zgiil antiserumlar test dairelerinin her birine
eklenir ve lam dondirilerek karistirllir. Organizmalarin 6zgiil bir antiserumla
agliitinasyonu ve SF kontroliinde agliitinasyonun olmamasi izolatin belirli bir serotip
olarak tanimlanmasini saglar. Tim altt H. influenzae serotipi i¢in polivalan ve

monovalan antiserumlar ticari olarak mevcuttur (13).

Molekiiler yontemlerle serotiplendirme, standardize tekniklerin kullanilmasi ve
lam agliitinasyon testlerinde kapsiilsiiz suslarda gdzlemlenen yanlis pozitif
reaksiyonlarin bulunmamasi nedeniyle artan duyarlilik ve 6zgiillilk avantajina sahiptir.
Bu yontemlerin ¢ogu kapsiil (cap) lokusundaki genlerin, dis membran protein D geninin
(9lpQ), kapsiil iireten genin (bexA), 16S rRNA geninin ve insersiyon benzeri sekansin

amplifikasyonuna dayanir (12).
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2.3.7. In vitro Antibiyotik Duyarhhg

Etkenlere yonelik tedavi protokollerinin olusturulmasinda dogru antibiyotik
duyarlilik testleri ile elde edilmis veriler onem tagimaktadir. Tiim diinyada direng
oranlar1 giderek artan H. influenzae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik durumlari,
EUCAST ve CLSI kilavuzlar1 tarafindan Onerilen kriterlere gore farkliliklar
gostermektedir (35-37). Antibiyotik duyarlilik yontemlerinden olan sivi mikrodiliisyon
(SMD) ve disk diflizyon (DD) testinin H. influenzae igin iki kilavuz arasindaki

farkliliklar1 Tablo 3 ve 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. EUCAST antibiyotik duyarlilik yontemlerinin kosullar1

EUCAST
Sivi Mikrodiliisyon Disk Difiizyon

Besiyeri Mueller Hinton siv1 besiyeri + %5 lize | Mueller Hinton agar + %5 defibrine at

at kan1 + 20 mg/L B-NAD kani + 20 mg/L B-NAD

(MH-F Siv1 Besiyeri*) (MH-F Agar**)
inokulum 5X10° KOB/mL 0,5 McFarland
inkiibasyon Normal atmosfer, 35+1 °C, 16-20 sa %5 CO,, 35+1 °C, 16-20 sa
Kalite kontrol H. influenzae ATCC 49766

* Mueller Hinton Fastidious Sivi Besiyeri
**Mueller Hinton Fastidious Agar

Tablo 4. CLSI antibiyotik duyarlilik yontemlerinin kosullar

CLSI
Siv1 Mikrodiliisyon Disk Difiizyon
Besiyeri Mueller Hinton sivi besiyeri + 5 g/L Mueller Hinton agar + 5 g/L maya
maya 6ziitii + 15 pg/mL B-NAD + 15 oziitii +15 pg/mL B-NAD + 15 pug/mL
pg/mL hematin hematin
(HTM Siv1 Besiyeri) (HTM™*)
inokulum 5X10° KOB/mL 0,5 McFarland
inkiibasyon Normal atmosfer, 35+2 °C, 20-24 sa %5 CO,, 35+2 °C, 16-18 sa
Kalite kontrol H. influenzae ATCC 49766 ve H. influenzae ATCC 49247

*Haemophilus Test Medium
2.4. Tedavi

H. influenzae'nin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu ampirik olarak tedavi edilir.
H. influenzae'ya karsi etkinlige sahip antibiyotikler arasinda beta-laktamlar (6rn.
amoksisilin, amoksisilin-klavulanik asit veya ikinci ve tigiincii kusak sefalosporinler),
florokinolonlar, makrolitler ve tetrasiklinler yer alir. Genellikle ilk sirada beta-laktamlar

tercih edilir. Amoksisilin-klavulanik asit; otitis media, siniizit ve KOAH alevlenmeleri
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gibi lokalize ve yasami tehdit etmeyen enfeksiyonlar i¢in yaygin olarak kullanilan
ampirik bir tedavi segenegidir (38). Bu enfeksiyonlar i¢in ayn1 zamanda oral makrolitler

(azitromisin, klaritromisin) ya da florokinolonlar da recete edilmektedir (13).

Sistemik H. influenzae enfeksiyonu olan hastalar, acil antimikrobiyal tedaviye
ihtiyag duyar ¢iinkii tedavi edilmeyen menenjit veya epiglottiti olan hastalarda mortalite
orani %100'e yaklagmaktadir (16). Giiniimiizde sistemik Hib enfeksiyonlari tedavisi igin
ticlincii kusak sefalosporinlerin (sefotaksim, seftriakson) kullanimi Onerilmektedir.
Sistemik enfeksiyonlarin tedavisine genellikle 7-10 giin devam edilir; komplike
enfeksiyonlart (6rn. endokardit, osteomiyelit) olan hastalarda 3-6 hafta parenteral
tedaviye gerek duyulabilir (13). Sefalosporinlere en iyi alternatifler florokinolonlar,
tetrasiklinler ve karbapenemlerdir (38). Ampisilin, yiliksek direng seviyeleri nedeniyle
stipheli invazif bakteriyel enfeksiyonlarda tek basina kullanilmamalidir (39). Hib'e bagl
menenjitin baslangi¢ tedavisi igin alternatif bir rejim, ampisilin ve kloramfenikoliin
birlikte kullanimidir (40). Adjuvan deksametazon, 6zellikle antibiyotigin ilk dozundan
once veya antibiyotikle birlikte verilirse, Hib menenjiti olan hastalarda uzun vadeli

sekel riskini azaltir (39).

Invaziv Hib enfeksiyonu olan hastalarla yakin temasta olan; gebeler harig biitiin
erigkinler, 48 aydan kii¢iik ¢ocuklar ve immiinkompromize g¢ocuklara rifampin ile

antibiyotik profilaksisi onerilir (29).
2.5. Antibiyotik Direnci
2.5.1. Beta-laktam Antibiyotik Direnci

Genel olarak bir bakteride beta-laktam antibiyotiklere karsi direng; dis zar
gecirgenliginin azalmasi, atim pompalari, beta-laktamaz sentezi ve penisilin baglayan
proteinlerde (PBP) yapisal degisiklige bagl olarak ortaya ¢ikar. H. influenzae'da ise
ampisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklere karsi direng, genellikle ya bir beta-
laktamaz tiretimine (sadece penisilinleri etkiler) ya da beta-laktamaz negatif ampisiline
direngli (BLNAR) izolatlarda oldugu gibi PBP3 transpeptidaz enzimini kodlayan ftsl
geninde olusan mutasyonlar sonucunda beta-laktamlara kars1 afinitenin azalmasina (tim
beta-laktamlar1 etkiler) baglidir. Bu iki direng mekanizmasinin disinda AcrAB atim

pompasinin asirt ekspresyonuna bagl olarak da beta-laktam direnci gelisebilmektedir.

22



Izolatlarin ¢ok kiigiik bir kismi1 hem beta-laktamaz iiretir hem de ftsl mutasyonlarina
sahiptir ve beta-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanik aside direngli (BLPACR)
izolatlar olarak adlandirilirlar. Beta-laktamaz {iretimi diinyada hemen hemen tiim
bolgelerde beta-laktam direncinin en yaygin mekanizmasidir (41, 42). H. influenzae'da
ampisilin direnci goriilme oranlart farklt Avrupa iilkeleri ve Kuzey Amerika'da %38 ila

%30 arasinda degisirken, bazi1 Dogu Asya lilkelerinde %50 in tizerindedir (43).

Antimikrobiyal direngli H. influenzae'nin isimlendirilmesi karmasiktir. H.
influenzae kdkenleri, beta-laktam antibiyotiklere direng agisindan fenotipik ve genotipik
olarak dort farkli sekilde tanimlanmaktadir. Fenotipik tanimlama; kromojenik nitrosefin
diski ile beta-laktamaz varliginin arastirilmasi, ampisilin ve amoksisilin-klavulanik asit
duyarlilik durumlarinin belirlenmesiyle yapilirken direng fenotipinden bagimsiz olarak
genotipik tanimlama; blatem-1, blaros-1 genlerinin arastirilmasi ve ftsl geninin dizi
analizi ile yapilmaktadir (41). Tanimlar Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 5. Beta-laktam antibiyotiklere direng¢ mekanizmalarina gore fenotipik ve
genotipik siniflandirma (43)

BLNAS B-laktamaz negatif, ampisiline duyarli sus

gBLNAS B-laktamaz genleri negatif, PBP3’te 6nemli amino asit degisikligi olmayan sus
BLNAR B-laktamaz negatif, ampisiline direngli sus

gBLNAR B-laktamaz genleri negatif, PBP3’te 6nemli amino asit degisikligi olan sus
BLPAR B-laktamaz pozitif, ampisiline direngli sus

gBLPAR B-laktamaz genleri pozitif, PBP3’te 6nemli amino asit degisikligi olmayan sus
BLPACR B-laktamaz pozitif, amoksisilin-klavulanik aside direncli sus

gBLPACR B-laktamaz genleri pozitif, PBP3’te nemli amino asit degisikligi olan sus

g: genomik

Yapisal degisiklige sahip penisilin baglayan proteinlerden kaynaklanan direng,
NTHi dahil olmak {izere bircok bakteriyel patojende beta-laktam direncinin énemli bir
mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar. Son yillarda birgok {iilkede, 6zellikle solunum yolu
izolatlar1 arasinda BLNAR NTHi izolatlarinin prevalansinda hizli bir artis oldugu
belgelenmistir (44). gBLNAR izolatlari, Avustralya, ABD ve Avrupa'daki tiim NTHi
izolatlarinin %15-30'unu olustururken, Japonya'da ise %50 gibi endise verici bir orana
ulagmaktadir (45, 46).
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Beta-laktamaz Aracili Direng

H. influenzae'de beta-laktamaz aracili ampisilin direnci ilk kez 1970'li yillarin
basinda Avrupa’da tanimlanmis ve bu beta-laktamazin TEM tipi oldugu 1975 yilinda
belirlenmistir. 1981'de Rubin ve ark. H. influenzae'de daha sonra ROB-1 olarak
adlandirilan yeni bir beta-laktamaz varligin1 bildirmistir (41). Her ikisi de ampisilin
direncine sebep olan ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitorleri tarafindan etkili bir
sekilde inhibe edilen, benzer substrat profillerine sahip plazmit aracili sinif A serin f3-
laktamazlardir. Klinik izolatlarda beta-laktamaz aracili ampisilin direncinin tespit
edilmesi genellikle kolaydir; ¢iinkii her iki enzim i¢in de pozitif olan suslar, yiiksek
MIK degerlerine (MiKgo: >32 pg/ml) sahip olup nitrosefin diski ile pozitif sonug verir.
Bir izolatta beta-laktamaz tipini belirlemek igin molekiiler yontemlerin kullanilmasi
gereklidir. H. influenzae’da en yaygin ampisilin direng mekanizmasi1 TEM-1 B-laktamaz
tiretimi olup ROB-1 B-laktamaz daha nadir olarak (%7-11) gorilmektedir (41, 47).

a) TEM tipi p-laktamazlar

Plazmit aracili TEM-1 ve TEM-2 B-laktamazlar, gram negatif bakteriler, 6zellikle
Enterobacteriaceae ailesinde yaygindir ve blatem genleri tarafindan kodlanir. blatem-2
geninin yapisal bolgesindeki tek baz ¢ifti farkliligindan dolayr 37. pozisyonda gelisen
amino asit degisikligi (glutamin yerine lizin) TEM-2 B-laktamazin gelisimine neden
olmustur. TEM-1 ve TEM-2 B-laktamazlar esasen ayni substrat profillerine sahiptir (41).

H. influenzae plazmitleri tizerinde yapilan kapsamli arastirmalar, blatem geninin
Enterobacteriaceae tiirlerinden transpozon 2 (Tn2) veya Tn3 araciligiyla Haemophilus
tiirlerinde halihazirda var olan kriptik plazmitlere transpoze edildigini bildirmektedir.
Verilerin ¢ogu, H. influenzae'daki TEM B-laktamazin TEM-1 oldugunu gostermektedir
(41, 48).

H. influenzae'da TEM tasiyan plazmitler iki farkli gruba ayrilmaktadir. Kiigiik
(<10 kb) ve konjugatif olmayan plazmitler, tek diren¢ belirleyicisi olarak blaTtem'i
tasima egilimindeyken, daha biiyiik (yaklasik 40 kb) ve konjugatif plazmitler siklikla
kloramfenikol, tetrasiklin veya kanamisin direncine sebep olan diger direng genlerini de
tasir. Biiylik plazmitler daha yaygindir ve H. influenzae'da blatem genlerinin

yayillmasinda daha 6nemli goriinmektedir (41).
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b) ROB tipi p-laktamazlar

ROB-1 geninin kromozomal oldugu bir izolat disinda, tiim izolatlarda ROB-1
geni 4,1-5,0 kb arasinda degisen kiigiik plazmitler iizerinde bulunmaktadir (41). Insan
ve hayvandan elde edilen dokuz izolat {izerinde yapilan bir calismada, pB1000
plazmidinin dizilemesinin incelenmesiyle, Pasteurellaceae tiirlerinin H. influenzae’ya

bu plazmidin aktarilmasinda rezervuar olabilecegi One siiriilmiistiir (49).

ROB tipi B-laktamazin sefaklora karsi ozellikle yiiksek seviyede hidrolitik
aktivitesi vardir ve sefaklor direngli H. influenzae suslarinin yaklasik %70'i ROB-1
treti. ABD ve Meksika’da B-laktamaz iireten suslar arasinda ROB-1’in yiiksek
prevelansinin (sirastyla %21 ve %26) bu iki {ilkede sefaklor kullaniminin yaygin olmasi

nedeniyle ROB-1 pozitif kdkenlerin seg¢ilimi ile iliskili oldugu ileri siirtilmektedir (47).
¢) Yeni B-laktamazlar

H. influenzae kokenlerinde nitrosefin testi pozitif, PZR ile hem TEM-1 hem de
ROB-1 genleri i¢in negatif olan suslar tanimlanmistir (50). Bu durum, H. influenzae igin
daha Once tanimlanmayan bir B-laktamazi veya azalmis aktivite veya ekspresyon

seviyesine sahip bir TEM-1 veya ROB-1 varyantin1 gosteriyor olabilir (41).
Penisilin Baglayan Proteinlerdeki Degisikliklere Bagh Diren¢

H. influenzae, azalan molekiiler agirliklarina gore siralanan ve baslangicta PBP1
ila PBP8 olarak adlandirilan sekiz PBP'ye sahiptir. Cesitli proteinlerin farkli beta-
laktamlara baglanma kapasitelerinin Escherichia coli'deki PBP'lere benzer oldugu
gbzlemine dayanarak, bu proteinlere daha sonra sirasiyla PBP 1A, 1B, 2, 3A, 3B, 4, 5
ve 6 adi1 verilmistir. PBP3, ftsl geni tarafindan kodlanir. PBP'ler de dahil olmak tizere
penisilin baglayan enzimlerin c¢ogu, fonksiyonel olarak gerekli, yiiksek oranda
korunmus ti¢ amino asit motifine sahiptir. H. influenzae PBP3'te bu motifler S327-T-V-
K, S379-S-N ve K512-T-G'dir (41, 51).

H. influenzae'nin B-laktamaz negatif suslarinda ampisilin direncine iliskin ilk
rapor 1974 yilinda yaymnlanmistir. Hib olan ilk BLNAR susu ise 1980 yilinda
Markowitz tarafindan rapor edilmistir (41). Bu konuda yapilan ileri ¢galismalarla PBP3A
ve PBP3B'deki yapisal degisikliklerin BLNAR'a sebep olan mekanizma oldugu
belirlenmistir. PBP3'iin transpeptidaz bolgesini kodlayan ftsl dizi analizinin BLNAR
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suglarinda amino asit dizilimlerini ortaya ¢ikarmak ve bu dizileri duyarli olan kontrol
suslartyla karsilastirmak i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (41). Ubukata ve ark. (51)
tarafindan tarif edilen suslarda, bu amino asit degisikliklerinin ¢cogunun korunmus PBP3
motiflerinin yakininda oldugu goriilmektedir. Bir grup ¢alismada tanimlanmis olan ftsl

mutasyonlar1 ve olusturulan siiflandirmalar Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 6. ftsl mutasyonlar1 ve siniflandirmalar (41)

g Aminoasit pozisyonu
u§
337 350 352 357 368 377 385 389 437 443 449 490 501 502 511 517 526 528 532 547 562 569 586
Rd A'D § 8 A M S L AT I 8RR A ¥ EN X T ¥ ¥ N A
Ubukata
I N N I T S H S
Il N N \% K S
I N N I I K L S
Straker V N N T A A LH TV A H K H S§
Kubota N F N 1 E E A K I L § 8§
Dabernat
N N T H
Ila K
IIb N N L S E A K
Ilc N T T K
IId Vv K
Hasegawa
I H
11 | T B H
111 T K
1Y% 1 i K
A% T F K
VI | T K K
Fluit N N T A S V E A% H K

Kalin yazi tipi: Tim suslarda bulunan mutasyonlar; Alti ¢izili yazi tipi: Cogu susta bulunan

mutasyonlar; Diiz yazi tipi: Baz1 suslarda bulunan mutasyonlar

A: Alanin, D: Aspartik asit, S: Serin, M: Metiyonin, L: Losin, T: Treonin, I: izolosin, G: Glisin, V:
Valin, R: Arjinin, N: Asparajin, F: Fenilalanin, H: Histidin, K: Lizin, E: Glutamik asit.

Rd: Referans dizi (Haemophilus influenzae Rd KW20 kromozom, tiim genom)

PBP3 aracili direng i¢in ¢esitli genotipik siniflandirma sistemleri onerilmistir ve
terminoloji hala gelismektedir. PBP3 aracili dirence sahip H. influenzae izolatlari,
spesifik amino asit degisikliklerinin varligina gére Ubukata ve ark. (51) tarafindan
tanimlanan li¢ temel genotipik gruba ayrilir (Grup I, Il ve Ill). Tiriin hangi beta-
laktamlara ve ne dereceye kadar direngli olacagimi belirleyen, mutasyonlarin
konumudur. En yaygin olarak bulunan ve diren¢ gelisiminin ilk agamasini temsil eden
mutasyonlar; N526K ve R517H mutasyonlaridir (52, 53). Dabernat ve ark. (54)

tarafindan diger spesifik mutasyonlarin varligina gére Grup Il dort alt gruba ayrilmigtir
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(Grup lla, b, Ilc, 1ld). Grup Il benzeri Garcia-Cobos ve ark. (55) tarafindan
tanimlanirken, Grup III+ ve Grup III benzeri + Skaare ve ark. (42) tarafindan
tamimlanmustir. Bu gruplar ve mutasyonlar: Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. ftsl genindeki mutasyonlara gore H. influenzae izolatlarinin
gruplandirilmasi (56)

PBP3 grubu Amino asit degisiklikleri

I R517H

lla N526K

Ib N526K + A502V

lic N526K + A502T

ld N526K + 1449V

" M3771 + S385T + N526K

I11 benzeri M3771 + S385T + R517H

I+ M3771 + S385T + L389F + N526K
11 benzeri + M3771 + S385T + L389F + R517H

S385T mutasyonu, sefotaksim MIK degerinin artmasiyla iliskilidir ve yiiksek
diizey direngli izolatlar1 diisiik diizey direncli olanlardan ayirir. Grup I ve II diisiik diizey
direncli izolatlar1 temsil ederken, grup Il ve grup III benzeri yiiksek diizey direncli
izolatlar1 gosterir. Ek olarak L389F mutasyonu varligi, yiiksek diizey direngli izolatlarda
direng seviyelerinin daha da artmasiyla iliskilidir (53). Yiiksek diizey direngli izolatlar
Japonya ve Giiney Kore'de (57-59) 6nemli bir klinik sorun olustururken, diisiik diizey

direngli izolatlar diinyanin geri kalaninda baskindir (42, 60-67).

Yiiksek diizey direngli izolatlar 1990'larin sonunda Japonya'da ve 2000'l1 yillarda
Kore'de sik goriilmeye baslandi (58, 68). Bununla birlikte, Giineybati ve Kuzey
Avrupa'da, S385T mutasyonu olmayan ve esas olarak sefotaksim ve seftriaksona duyarl
olan diisiik diizey direngli H. influenzae izolatlar1 halen baskindir (42, 55, 60, 63). Asya
disinda PBP3 amino asit degisikliklerinin belirlendigi dnceki sistematik arastirmalarda,
cok az sayida grup III izolat rapor edilmistir (53). Bunlar; Kanada'dan bir invazif izolat,
Fransa'dan bir otitis media izolat1 ve Norveg'ten bir iist solunum yolu izolatiydi (42, 63,
69). Grup 111 benzeri izolatlar ise Avrupa'da daha sik rapor edilmektedir (42, 55, 63, 64,
70, 71). Bununla birlikte, Avrupa’da grup II izolatlarinin yaygin hale gelmesinin bir

endise konusu oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur (52).
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H. influenzae'da enzimatik direng, birgok Avrupa lilkesi, Avustralya ve Kanada'da
%20'nin {istiinde bir prevalansla daha baskin olmustur. Ancak son g¢alismalar, BLPAR
izolatlarin prevalansinin stabil oldugunu veya azaldigini, buna karsihk BLNAR

fenotipinde 6nemli bir artis oldugunu ortaya koymaktadir (72).

PBP3 aracili dirence sahip izolatlarin ortaya ¢ikmasina neden olan mekanizmalar
tam olarak anlasilamamistir. R517H, N526K ve S385T degisikliklerinin birincil nedeni
olarak spontan mutasyonlar kabul edilir ancak klasik transformasyon ve homolog
rekombinasyon yoluyla horizontal gen transferinin direncin daha da gelismesinde ve

yayilmasinda 6nemli bir rol oynadig1 da one siirilmiistiir (42).

Bir dizi ¢aligma, ayn1 PBP3 amino asit degisikliklerine sahip BLNAR suslar ile
karsilastirildiginda BLPACR suslarinin, BLNAR suslarindan ¢ok daha yiiksek ampisilin
MIK 'lerine (2 - 64 mg/L) sahip oldugunu gdstermistir ancak amoksisilin-klavulanik asit
ve sefalosporinlerin MiK'leri aynidir; bu da beta-laktamazin dirence katkisinin ampisilin

ile sinirli kaldigini gosterir (41).

Tim bu mekanizmalar disinda, acrR diizenleyici genindeki (AcrAB atim
pompasini baskilayan gen) mutasyonlarin neden oldugu AcrAB atim pompasinin asiri
ekspresyonunun da beta-laktam direncine neden olabilecegi Kaczmarek ve ark. (65)

tarafindan gosterilmistir.

EUCAST, B-laktam antibiyotiklere direnci saptamaya iliskin 6zel testlerin sayisini
azaltmak amaciyla B-laktam diren¢ mekanizmalarinin saptanmasinda benzilpenisilin
(PCG) tarama testinin kullanimina yonelik bir akis semasi olusturmustur (Tablo 8) (35).
Bu algoritma, PBP3 aracili dirence sahip izolatlarin saptanmasinda yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliik gostermektedir, ancak tarama testi pozitif izolatlarin gergekten direngli olup
olmadigim belirlemek i¢in MIiK degerlerini saptayan dogrulayici testlerin yapilmasi

onerilir (73).
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Tablo 8. EUCAST tarafindan 6nerilen B-laktam direng mekanizmalari akis semasi

H. influenzae izolat1

4/\

PCG 1 iinite zon ¢ap1 >12 mm
Mekanizma: Tiim B-laktam diren¢ mekanizmalari diglanur.

Klinik sinir de@eri bulunan tim p-laktamlar* i¢in duyarh
olarak bildirilir.

*Qral amoksisilin, oral amoksisilin-klavulanik asit ve oral
sefuroksim, “duyarli, artmig temas” olarak bildirilir.

Ek test gerekmez.

PCG 1iinite zon ¢ap1 <12 mm

Ek test: B-laktamaz testi

MIK cahsiip klinik smr  degerlere
yorumlanmasi uygundur.

Mekanizma: p-laktamaz ve/veya PBP3 mutasyonu

Menenjitte, tedavide kullanilmas: diisiiniilen ilag i¢in

gore

B-laktamaz pozitif

Mekanizma: PBP3 mutasyonu ile beraber veya tek
basina B-laktamaz tiretimi

Sonug: B-laktamaz inhibitérii ile kombine olmayan
ampisilin, amoksisilin ve piperasiline direngli olarak
bildirilir.

Diger B-laktamlar i¢in, amoksisilin-klavulanik asit 2-1
ng diski okunur ve asagidaki gibi yorumlanir.

B-laktamaz negatif

Mekanizma: PBP3 mutasyonu

degerlere gore yorumlanir.

degerlere gére yorumlanir.

Ilgili antibiyotik i¢in duyarhilik testi yapilip siur

Sefepim, sefpodoksim ve imipenem igin, PCG 1 iinite
<12 mm ve disk diflizyon ile ilgili antibiyotige duyarl
bulundu ise, MIK degeri belirlenip klinik simr

Amoksisilin-klavulanik asit 2-1 pg >15 mm
Mekanizma: Sadece p3-laktamaz

Rapor:  Ampisilin, amoksisilin ve piperasilin
digindaki B-laktamlara* duyarh olarak bildirilir.

*Oral amoksisilin, oral amoksisilin-klavulanik asit
ve oral sefuroksim, “duyarli, artmis temas” olarak
bildirilir.

Amoksisilin-klavulanik asit 2-1 pg <15 mm
Mekanizma: f-laktamaz ve PBP3 mutasyonlari

flgili antibiyotik icin duyarlilk testi yapilip smir
degerlere gére yorumlanir.

Sefepim, sefpodoksim ve imipenem igin, PCG 1 iinite
<12 mm ve disk difiizyon ile ilgili antibiyotige duyarl
bulundu ise, MIK degeri belirlenip klinik smir
degerlere gore yorumlanir.

PCG: Benzilpenisilin

2.5.2. Makrolit Direnci

Makrolitler, intrinsik bir atim pompasinin varlig1 nedeniyle H. influenzae'ya karsi

smirh aktiviteye sahiptir. Azitromisin MIK degerleri genellikle 0,25-4 mg/L arasinda

degismektedir. Bazi izolatlarda ek L4 ve L22 ribozomal protein ve 23S rRNA
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mutasyonlar1 ile iliskili olarak yiiksek diizey direnc (azitromisin MIK degerleri >64
mg/L) de bildirilmistir (41, 74).

Gram pozitif bakterilerde 6zellikle yaygin olan, ancak bunlarla sinirli olmayan,
kazanilmis makrolit direng genleri mevcuttur. Bunlar, rRNA metilazlar1 kodlayan ve
23S rRNA hedefinde makrolit baglanmasini inhibe eden ¢esitli erm genlerini ve akim
pompalarini kodlayan ¢esitli mef veya ilgili genleri icerir. Bu genler Roberts ve ark. (75)
tarafindan 2011'de yapilan ¢alisma disinda, H. influenzae'da genis c¢apta rapor
edilmemistir (74).

2.5.3. Tetrasiklin Direnci

H. influenzae'de tetrasiklin direnci, genellikle konjugatif plazmitlerde yer alan
tet(B) geni tarafindan kodlanan bir atim pompasit mekanizmasi ile iligkilidir. Belgika,
Ispanya ve Kiiba'da Hib izolatlar1 i¢in ampisilin-kloramfenikol-tetrasiklin-kanamisin
direng genlerini tasiyan plazmitler tanimlanmistir. Atim pompasi mekanizmasi diginda,
ribozomal koruma proteinlerinin tiretimi yoluyla tetrasiklin direnci gelistiren tet(M) ve
tet(K) genleri sirasiyla H. ducreyi ve H. aphrophilus'ta bulunmustur. H. ducreyi'deki
tet(M) geninin plazmit aracili oldugu ve in vitro konjugasyon yoluyla H. influenzae'ya

transfer edilebildigi gosterilmistir (41).
2.5.4. Kinolon Direnci

H. influenzae kokenleri arasinda kinolonlara direng nadir olmakla birlikte, gyrA ve
gyrB tarafindan kodlanan DNA girazin ve parC ve parE tarafindan kodlanan
topoizomeraz IV'in kinolon direncini belirleyen bdlgesindeki mutasyonlar direng
agisindan kritik Oneme sahiptir (76). Diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi,
kinolonlar i¢in DNA giraz birincil hedefken, topoizomeraz IV ikincil hedeftir. H.
influenzae’da bu mutasyonlarin kademeli bir sekilde meydana geldigi gosterilmistir.
gyrA'daki ilk mutasyon, kinolonlara kars1 duyarliligin azalmasina neden olur, ancak
MIK diizeyleri sinir degerlere gore duyarli aralikta kali. Corkill ve ark. tarafindan
nalidiksik asit duyarliligimin azalmis siprofloksasin duyarliligini gostermede basarili
oldugu bulunmustur ve diisiik ve yiiksek diizey kinolon direncinin test edilmesi igin

yararli bir gosterge olarak Onerilmistir (77). Her iki kinolon hedefindeki ¢ift
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mutasyonlar, mevcut CLSI ve EUCAST sinir degerleri kullanilarak saptanabilen

direngli bir fenotip olusturur (78).

H. influenzae’da kinolon direnci ilk kez 1993'te, dirence neden olan spesifik
mutasyonlar ise 1996'da tanimlanmistir. Kinolon direnci, artan sayida mutasyonla
kademeli olarak kazanilir. gyrA ve parC'de bir veya iki mutasyon barindiran suslar
kinolonlara kars1 diisiik diizeyde direng gosterirken, gyrA , parC ve parE'de ii¢ veya
daha fazla mutasyona sahip olanlar yiiksek diizeyde direng gosterir (78). Daha 6nce,
gyrA'da S84 ve D88, parC'de G82, S84 ve E88'de mutasyonlara sahip kinolon direngli

H. influenzae suslari rapor edilmistir (79).

2.5.5. Trimetoprim-Siilfametoksazol Direnci

H. influenzae kokenleri arasinda trimetoprim-siilfametoksazole (SXT) direng
yaygindir (41). Trimetoprim direnci temel olarak dihidrofolat rediiktazi kodlayan
genlerin degismesiyle (dfrA genleri), mutant dihidrofolat rediiktazin ilaca olan diisiik
afinitesinden kaynaklanir ancak dogal substratlara olan afinitesini etkilemez.
Siilffametoksazol direnci genellikle sull veya sul2 genlerinin plazmit aracili
kazanilmasindan ve/veya dihidropteroat sentaz kodlayan kromozomal folP geninde
meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir (80, 81). Ayn1 zamanda mevcut kanitlar,
timidilat sentaz1 kodlayan thyA’da meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu timidin

oksotrofisinin H. influenzae’da dirence sebep oldugunu gostermistir (82).

2.5.6. Kloramfenikol Direnci

H. influenzae'daki kloramfenikol direnci, genellikle plazmit aracili cat geni
tarafindan kodlanan kloramfenikol asetiltransferazin (CAT) tretimiyle iligkilidir. Bu
plazmitler siklikla tetrasiklin ve ampisiline direnci kodlayan genleri de tasir. Konjugatif

plazmitler ayrica kromozoma dahil olabilir (41).
2.6. H. influenzae Tip b Asilar
H. influenzae tip b kapsiiler polisakkarit asisi, 1985 yilinda ABD'de kullanim igin
ruhsatlandirilmis ve 1988'e kadar kullanilmistir. Hib polisakkarit asisinin 6zellikleri

diger polisakkarit asilara benzemektedir. Asiya verilen yanit, T hiicresinden bagimsiz

olup iki yas veya daha kiiciik ¢ocuklarda zayif immiinojeniteye sahiptir. Ayrica
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tekrarlayan dozlarda antikor titresinde herhangi bir artis gézlenmezken, iiretilen antikor
nispeten diisiik afiniteli IgM’dir ve IgG iiretimine gegis minimum diizeydedir (18).
Asinin immiinojenitesini artirmak amaciyla gelistirilen ilk Hib konjuge asis1
1987'de ruhsatlandirilmistir. Konjugasyon, bir polisakkaritin daha etkili bir protein
tastyictya kimyasal olarak baglanmasi islemidir. Bu islem polisakkariti T hiicresinden
bagimsiz bir antijenden T hiicresine bagimli bir antijene doniistiiriir ve 6zellikle kiiciik
cocuklarda immiinojeniteyi bliylik Ol¢iide artirir (18). Konjuge asilar hem invazif
hastaliklar1 hem de nazofarengeal tasiyiciligi azaltmaktadir (17). Hib konjuge asilari

Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. H. influenzae tip b konjuge asilari

Monovalan Konjuge Asilar Karma Agsilar

PRP-T (ActHIB®, Sanofi Pasteur) DTaP-1PV/Hib (Pentacel®, Sanofi Pasteur)

- e : :
PRP-T (Hiberix®, GlaxoSmithKline) DTaP-IPV-Hib-HepB (Vaxelis®, MSP
PRP-OMP (PedvaxHIB®, Merck Vaccine Company)

Sharp & Dohme Corp.)

ActHIB ve Hiberix tastyict protein olarak tetanoz toksoidi (PRP-T) kullanirken,
PedvaxHIB meningokok dis membran proteini (PRP-OMP) kullanir. Pentacel PRP-T
icerirken, Vaxelis PRP-OMP igerir. Hib asilar1 intramiiskiiler enjeksiyon yoluyla
uygulanir. PedvaxHIB asisinin her dozu adjuvan olarak aliiminyum igerir. Monovalan
Hib agilar1 higbir antibiyotik veya koruyucu madde icermez. Hib asis1 iceren karma
asilarmn icerikleri farklilik gosterir (18).

Tim bebeklere ikinci aydan itibaren primer seri Hib konjuge asisi (monovalan
veya karma asi) yapilmalidir. Primer serideki doz sayist kullanilan aginin tiiriine
baglidir. PRP-T {i¢ doz gerektirirken PRP-OMP iki doz gerektirir. Primer seride hangi
asinin kullanildigina bakilmaksizin, 12 ila 15 ay arasinda bir takviye dozu 6nerilir (17).

Tiirkiye Cocukluk Donemi Asilama Takviminde Hib asist besli karma asi
igerisinde (DaBT-IPA-Hib) yer almaktadir. Bu as1 2., 4., 6. ve 18. ayda olmak iizere dort
doz uygulanir (83).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bakteri izolatlar

Calismaya Ocak 2018-Haziran 2022 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Hastaneleri Merkez Bakteriyoloji Laboratuvarinda kan ve solunum yolu 6rneklerinden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen toplam 150 adet H. influenzae izolat1 dahil edildi.

Tekrarlarin 6nlenmesi i¢in her hastaya ait bir izolat ¢aligmaya alindi.

3.2. izolatlarin Saklanmasi ve Canlandirilmasi

Izolatlar tekrar calisilincaya dek, stok besiyeri (%20 gliserol igeren beyin kalp
inflizyon s1v1 besiyeri) igerisinde -80°C’de saklandi. Canlandirma islemi, stoklar agilip
oda sicakliginda ¢oziildikten sonra, 50 pl bakteri siispansiyonu tek koloni ekim
yontemiyle %5 at kanli ¢ikolata agara (RTA, Tirkiye) ekilerek ve 35-37 °C’de %5
CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak yapildi.

3.3. izolatlarin Tamimlanmasi

%35 at kanli ¢ikolata agarda iireyen bakterilerin makroskobik olarak koloni
morfolojisi degerlendirildi ve mikroskobik inceleme i¢in Gram boyamasi yapild.
Makroskobik ve mikroskobik olarak H. influenzae olabilecegi diisiiniilen kolonilerin
tanimlanmast MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) ile yapildi. MALDI-TOF

MS ile >2.0 skorla tiir diizeyinde tanimlanabilen izolatlar ¢alismaya alindi.
3.4. izolatlarin Serolojik Tanimlanmasi

[zolatlarin  serotiplendirilmesi lam agliitinasyon yontemiyle yapildi. Lam
agliitinasyon yontemi iiretici firmanin &nerileri dogrultusunda, Difco™ Haemophilus
influenzae Antisera Poly (Becton Dickinson, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Tiim
malzemeler oda sicakligina getirildikten sonra antiserum igerigi, 1 ml steril saf su ile
tamamen ¢ozdiiriildii. Isleme baslamadan once izolatlar otoagliitinasyon agisindan
degerlendirildi. Temiz bir lamin {izerinde, ¢ikolata agardaki kolonilerden bir 6ze dolusu
bakteri bir damla (yaklasik 35 pl) steril SF soliisyonuna aktarilarak emiilsifiye edildi.
Lam bir dakika boyunca dondiiriilip otoagliitinasyon olup olmadigi test edildi.
Otoagliitinasyon olmadigindan emin olunduktan sonra islem basamaklara gecildi.

Temiz bir lama antiserumdan bir damla koyuldu. Cikolata agardaki kolonilerden bir 6ze
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dolusu bakteri antiserum damlasina eklenerek iyice karistirildi. Lam bir dakika boyunca
ileri-geri hareket ettirilerek agliitinasyon varligi arastirildi. Agliitinasyon asagidaki
kriterlere gore degerlendirildi:

4+ : %100 agliitinasyon (arka plan net- hafif puslu)

3+ 1 %75 agliitinasyon (arka plan net- hafif bulanik)

2+ : %50 agliitinasyon (arka plan net- orta seviyede bulanik)

1+ : %25 agliitinasyon (arka plan net- bulanik)

- Agliitinasyon yok

Bir dakika i¢inde 3+ veya daha biiyiik agliitinasyon olusmasi pozitif sonug olarak
kabul edildi. izolatlar polivalan bir antiserumla test edildigi i¢in tiplendirilebilen (a, b, c,
d, e, f’den biri) ve NTHi olarak iki gruba ayrildi. Lam agliitinasyon yontemiyle H.

influenzae izolatlarinin serolojik tanimlanmasi Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Lam agliitinasyon yontemiyle H. influenzae izolatlarinin serolojik
tanimlanmasi (Sol-pozitif sonug, sag-negatif sonug)

3.5. in-vitro Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST sinir degerler rehberi (v 13.0, 2023)
kriterleri dogrultusunda disk diflizyon yontemiyle gergeklestirildi. Ampisilin ve
sefotaksim icin MIK degerleri 1SO-standart sivi mikrodiliisyon y&éntemi uyarinca
EUCAST kriterleri dogrultusunda belirlendi (35, 84). Ayrica izolatlarin hasta

orneklerinden ilk izolasyonlari sirasinda CLSI rehberi (Amoksisilin-klavulanik asit i¢in
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M100-ED31:2021, diger antibiyotikler i¢in M2100-ED33:2023) (36, 85) kriterleri
dogrultusunda disk diflizyon yontemi kullanilarak elde edilen duyarlilik sonuglar
Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi verileri iizerinden alindi. Bu veriler EUCAST
kriterleri dogrultusunda elde edilen sonuglarla karsilastirma yapmak amaciyla
kullanildi. izolatlarin beta-laktamaz iiretimi kromojenik nitrosefin diski kullanilarak

belirlendi.
3.5.1. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada disk diflizyon testi i¢in ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit,
meropenem, sefuroksim, sefotaksim, tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol diskleri
(Bioanalyse, Tirkiye) kullanildi. EUCAST’in beta-laktam antibiyotiklere iligkin
spesifik testlerin sayisini azaltmak amaciyla beta-laktam diren¢ mekanizmalarinin
saptanmasinda onerdigi akis semasi gerefince benzilpenisilin G (Oxoid, Ingiltere)
tarama testi ve florokinolonlara yonelik nalidiksik asit (Bioanalyse, Tiirkiye) tarama
testi de disk difiizyon yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Caligmada sivi
mikrodiliisyon testi i¢in ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD, Cat. No. A9518) ve sefotaksim
(Sigma-Aldrich, ABD, Cat. No. C7912) tozu kullanildi. Kullanilan disklerin EUCAST
ve CLSI kilavuzlaria gore antibiyotik icerikleri ve zon ¢aplarina gore degerlendirilmesi
Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Kullanilan disklerin antibiyotik icerikleri ve zon ¢aplarina gére
degerlendirilmesi

Disk icerigi Zon c¢aplar1 (mm)
EUCAST CLSI

Antibiyotik EUCAST CLSI Duyarh | Direncli B;?II‘(S?QIEK Duyarh | Direncli

@ | O |Tam | ® |
Benzilpenisilin G (Tarama) 1 iinite - 12 12 -
Ampisilin 2 ug 10 ug 18 18 22 18
Amoksisilin-Klavulanik asit 2-1 ug 20-10 pg 15 15 20 19
Meropenem 10 ug 10 ug 20 20 20 -
Sefuroksim 30 pg 30 pg 27 25 25-27 20 16
Sefotaksim 5ug 30 ug 27 27 25-27 26 -
Tetrasiklin 30 ug 30 ug 25 25 29 25
Trimetoprim-Siilfametoksazol | 1.25-23.75 ug|1.25-23.75 ug 23 20 16 10
Nalidiksik Asit (Tarama) 30 ug - 23 23 -
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3.5.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

EUCAST, H. influenzae gibi gii¢ {ireyen mikroorganizmalarin in vitro antibiyotik
duyarhiliklarinin arastirllmasinda disk difiizyon yontemi i¢in Mueller Hinton Fastidious
agar (MH-F agar) ve sivi mikrodiliisyon yontemi i¢in Mueller Hinton Fastidious sivi
besiyeri (MH-F siv1 besiyeri) kullanilmasini 6nermektedir. MH-F agar ve MH-F sivi
besiyeri, EUCAST besiyeri hazirlama rehberindeki (v 7.0) basamaklar dogrultusunda
manuel olarak hazirlandi (86). MH-F agar ve MH-F sivi besiyeri hazirlarken kullanilan

igerikler Tablo 11 ve Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 11. MH-F agarin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Mueller Hinton agar tozu (Condalab, ispanya)

Mekanik yontemle defibrine edilmis at kani
B-nikotinamid adenin dintikleotid (B-NAD), saflik > %98 (Serva, Almanya)

Tablo 12. MH-F sivi besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Katyon ayarli Mueller Hinton siv1 besiyeri tozu (Becton Dickinson, ABD)

%50 sulandirilmis lize at kant
B-nikotinamid adenin diniikleotid (B-NAD), saflik > %98 (Serva, Almanya)

MH-F s1v1 besiyeri i¢in %50 sulandirilmus lize at kanimin hazirlanmasi

1. Mekanik yontemle defibrine edilmis at kani esit miktarda steril deiyonize su ile
aseptik kosullarda sulandirildi.

2. Kan bir gece -20 °C’de donduruldu ve ardindan ¢6zdiiriildii. Bu dongiiye tiim
hiicreler tamamen lize olana dek devam edildi (genellikle {i¢ dongiiniin yeterli oldugu
belirtilmekle birlikte 1SO standardi 20776-1 tarafindan Onerildigi tzere gerekli
goriildigiinde yedi dongiiye kadar gikilabilmektedir).

3. %50 sulandirilmis lize at kani santrifiijlenerek berrak bir goriiniim almasi
saglandi.

4. Hazirlanan kan, alikotlara ayrilarak -20 °C’de sakland1 ve gerektik¢e ¢oziilerek
kullanildi.
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MH-F agar ve siv1 besiyeri icin B-NAD stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

1. B-NAD, steril deiyonize su igerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde
¢Ozdiiriildii.

2. Cozelti 0,2 um membran filtreden gegirilerek steril edildi.

3. Stok ¢ozeltisi alikotlara ayrilarak -20 °C’de saklandi1 ve gerektikge ¢oziilerek
kullanilda.

MH-F agar plaklarinin hazirlanmasi ve saklanmasi:

1. Mueller Hinton agar iireticinin talimatlar1 dogrultusunda hazirland1 ve
otoklavlandi.

2. Besiyeri 42-45°C’ye sogutuldu.

3. MH-F hazirlanmasi igin, aseptik kosullarda bir litre besiyerine mekanik
yontemlerle defibrine edilmis 50 mL at kan (istanbul Pendik Veteriner Enstitiisiinden
saglanmistir) ve 1 mL B-NAD stok ¢ozeltisi (20 mg/mL) eklendi. (Mueller Hinton agar
+ %S5 defibrine at kan1 + 20 mg/L B-NAD).

4. lyice karistirilan besiyeri, steril petri plaklarina besiyeri kalinligi 4 mm + 0,5
mm olacak sekilde dagitildi (90 mm ¢apli petri plaklari i¢in yaklasik 25 mL).

5. Plaklar hareket ettirilmeden 6nce agarin katilagsmasi beklendi.

6. Hazirlanan agar plaklar1 4-8 °C’de sakland.

MH-F siv1 besiyerinin hazirlanmasi ve saklanmasi:

1. Katyon ayarli Mueller Hinton siv1 besiyeri, iireticinin talimatlar1 dogrultusunda,
eklenecek lize at kan1 miktar1 kadar (bir litre besiyeri i¢in 100 mL) daha az distile su
(900 mL) eklenerek hazirlandi ve otoklavlandi.

2. Besiyeri 42-45 °C’ye sogutuldu.

3. Aseptik kosullarda bir litre besiyerine 100 mL %50 sulandirilmis lize at kani ve
1 mL B-NAD stok ¢ozeltisi (20 mg/mL) eklendi ve iyice karistirildi.

4. Hazirlanan besiyeri 4-8 °C’de saklandi.

3.5.3. Disk Difiizyon Testi

1. Bir gece inkiibasyon sonucunda ¢ikolata agarda tiremis olan kolonilerden steril
izotonik SF iginde 0,5 McFarland bulaniklik standardina (fotometrik cihaz kullanilarak)
esdeger bir bakteri silispansiyonu hazirlandi ve bu siispansiyon 15 dakika icinde

kullanildi.
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2. Ekim islemi oncesinde besiyerleri ve diskler oda sicakligina getirildi. Steril bir
ekiivyon bakteri siispansiyonuna daldirildi ve inokulum tiim agar yiizeyine ekim
cizgileri arasinda bosluk kalmamasina 6zen gosterilerek esit olarak yayildi.

3. Plaklara ekim islemi sonrasinda 15 dakika iginde diskler yerlestirildi. Agar
plaklar ters gevrildi ve 15 dakika iginde etiive kaldirildi. Plaklar 35+1 °C’de, %5 CO>
iceren atmosferde 18+2 saat inkiibe edildi.

4. Kalite kontrol suslar1 olarak H. influenzae ATCC 49766 (duyarli, sokak tipi)
(Microbiologics, ABD) ve H. influenzae ATCC 49247 (PBP mutasyonlarina bagli olarak
B-laktamlara azalmis duyarlilik gosteren sus) (Microbiologics, ABD) kullanildi.

5. Inkiibasyon sonrasi zon ¢aplari, plagin 6n yiiziinden kapak agik olarak,
yanstyan 1sikta bir cetvel yardimiyla 6l¢tildii.

6. Zon gaplart EUCAST giincel sinir deger tablolarina (v 13.0, 2023) gore
degerlendirildi. Disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi

Sekil 2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi
EUCAST sinir degerler rehberi (v 13.0), beta-laktam antibiyotik diski etrafinda
tireme olmasina ragmen bir inhibisyon zonu izlenmesi durumunda inhibisyon zonunun
dis kenarinin okunmasini 6nermektedir (35). Bu duruma sahip izolatlardan bir 6rnek

Sekil 3’te gdsterilmistir.
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Sekil 3. H. influenzae ve bir beta-laktam antibiyotigin disk etrafinda iireme goriilen
inhibisyon zonu drnegi

EUCAST disk difiizyon okuma rehberi (v 10.0), saf kiiltiirlerde ¢ift zon olugmasi
durumunda i¢ zonun okunmasini énermektedir (87). Bu duruma sahip izolatlardan bir

ornek Sekil 4’te gosterilmistir.

Sekil 4. Disk difiizyonda ¢ift zon 6rnegi

3.5.4. Sivi Mikrodiliisyon Testi

Sivi mikrodiliisyon testi EUCAST kriterleri dogrultusunda katyon ayarli Mueller
Hinton Fastidious sivi besiyeri i¢cinde antibiyotiklerin iki kat diliisyonlar1 hazirlanarak

yapildi. Son inokulum konsantrasyonu 5x10° KOB/mL olacak sekilde bakteri
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siispansiyonu inokiile edildi. %5 CO2’li ortamda 351 °C’de 18+2 saat inkiibasyon
sonras gdzle goriiliir iremenin inhibe oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MiK
olarak belirlendi.

Antibiyotik Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan ampisilin tozunun potensi 920 pg/mg ve sefotaksim tozunun
potensi 940 pg/mg idi. Coziicii olarak ampisilin i¢in fosfat tamponu (pH 8,0, 0,1 mol/L)
ve sefotaksim i¢in steril distile su, sulandirici olarak her iki antibiyotik i¢in de Mueller
Hinton Fastidious sivi besiyeri kullanildi. Antibiyotiklerin stok ¢06zeltilerinin

hazirlanmasi i¢in asagidaki formiilden yararlanildu.

Agirlik (mg) x Potens (Lg/mg)

Hacim {mL) =
Konsantrasyon (pg/mL)

Ampisilin 1280 pg/mL ve sefotaksim 256 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde
stok ¢ozeltiler hazirlandi. Ampisilin stok ¢ozeltisi 1/40 oraninda MH-F siv1 besyeri ile
ve sefotaksim stok ¢ozeltisi 1/128 oraninda MH-F sivi besiyeri ile sulandirildi. Boylece
son konsantrasyon ampisilin i¢in 32 pg/mL ve sefotaksim igin 2 pg/mL olarak elde
edildi. Antibiyotiklerin iki kat seri dillisyonlar1 igin vidali kapaklara sahip steril cam
tiipler kullanildu.

Bakteri inokulumunun Hazirlanmasi

1. Bir gece inkiibasyon sonucunda c¢ikolata agarda iireyen kolonilerden steril
izotonik SF i¢inde 0,5 McFarland bulaniklik standardina (fotometrik cihaz kullanilarak)
esdeger bir bakteri siispansiyonu hazirland (108 KOB/ml).

2. 4950 pl Mueller Hinton sivi besiyeri igerisine 50 pl bakteri siispansiyonundan
eklendi (10° KOB/ml).

Testin Yapihis

1. Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi.

2. Birinci kuyucuktan 10. kuyucuga kadar tiipler iginde hazirlanmig olan
antibiyotik seri diliisyonlarindan 50 uL eklendi. 11. kuyucuga 50 pL ve 12. kuyucuga
100 pL antibiyotik icermeyen MH-F siv1 besiyeri eklendi.

3. Bakteri inokulumundan 12. kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 50 pL eklendi.
Boylece son inokulum konsantrasyonu 5x10° KOB/mL olarak ayarlandi.

4. Her bir izolat i¢in, son kuyucuk besiyerinin sterilite kontrolii (negatif kontrol)

ve 11. kuyucuk inokulum kontrolii (pozitif kontrol, iireme kontrolii) olarak kullanildi.
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7. H. influenzae ATCC 49766 ve H. influenzae ATCC 49247 susu kalite kontrol
amacli kullanild.

8. Plaklar %5 CO2’li ortamda, 35+1 °C’de 18+2 saat inkiibe edildi.

9. Uremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyon, MIK degeri olarak kabul
edildi.

Antibiyotiklere ait dilisyon araliklari Tablo 13’te ve sivi mikrodillisyon

yontemine ait bir mikroplak 6rnegi Sekil 5°te gosterilmistir.

Tablo 13. Antibiyotiklere ait diliisyon araliklari

. Kuyucuklar
Antibiyotikler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP 16 8 4 2 1 0,5 |0,25(0,125| 0,06 | 0,03 | PK | NK
CTX 1 0,5 | 0,25 {0,125 0,06 | 0,03 | 0,016 {0,008 | 0,004 [ 0,002| PK | NK

PK, Pozitif kontrol; NK, Negatif kontrol; AMP, Ampisilin; CTX, Sefotaksim

Q0000000079
\ _// 2 7) \‘;v‘/" _/{ (// ";—_—./y \ 2 '\\/ 3\ ' \/ A\ "

9|

ﬁ%%ﬁ%r{mf*«%hﬁr\

I v

Sekil 5. Sivi  mikrodiliisyon  yOntemiyle antibiyotik  duyarliliklarinin
degerlendirilmesi

(Ok isareti iiremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyonu yani MiK degerini gdstermektedir)
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3.5.5. p-laktamaz Aktivitesinin Belirlenmesi

1. izolatlarn B-laktamaz aktivitelerinin belirlenmesi igin Cefinase (Becton
Dickinson, ABD) diski kullanildu.

2. Pastor pipeti ile bir damla distile su kromojenik nitrosefin diski tizerine
damlatildiktan sonra {lizerine steril 6ze ile koloniler alind1 ve disk ylizeyine stiriildii.

3. Diskin tizerinde saridan kirmiziya renk degisimi olmasi pozitif reaksiyon, renk
degisimi olmamasi negatif reaksiyon olarak degerlendirildi. B-laktamaz aktivitesinin

belirlenmesi Sekil 6’da gosterilmistir.

) B

Sekil 6. B-laktamaz aktivitesinin nitrosefin diskiyle belirlenmesi
sol-pozitif sonug, sag-negatif sonug

3.6. Molekiiler Yontemlerle Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

B-laktamaz testi pozitif sonu¢ veren izolatlarda, PZR ile blatem1 ve blaros-1
genlerinin varlhigr arastirildi. Disk difiizyon yontemiyle BLNAR ve BLPACR olarak
belirlenen izolatlarda ise ftsl geni PZR ile ¢ogaltilarak olusan iirtinlerde mutasyonlari

saptamak i¢in dizi analizi yapildi.
3.6.1. DNA izolasyonu

1. 500 pl Tris-EDTA (TE) tampon soliisyonu, steril mikrosantrifiij tiipleri igine
konuldu.

2. Cikolata agarda 24 saat inkiibe edilen taze saf kiiltiirden steril 6ze ile 3-5 koloni
alinarak tiiplere aktarild ve tiipler vorteks ile karistirild.

3. Tipler, 151 blogunda 10-15 dakika 100 °C'de bekletildi ve bu siire sonunda
sogutuldu.

4. Tiipler 14.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

5. Tiipteki siispansiyonun siipernatant kismindan 100 pl otomatik pipet ile
alinarak yeni bir tlipe aktarildi ve kalip DNA olarak kullanilincaya kadar -20 °C'de

saklandi.
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3.6.2. Kullanilan Primerler

H. influenzae icin blarem-1, blaros-1 ve ftsl genlerinin PZR ile arastirilmasinda
liyofilize haldeki primerler (Ella Biotech GmbH, Almanya) kullanim 6ncesinde niikleaz
icermeyen steril distile su ile konsantrasyonu 10 pmol/uL olacak sekilde sulandirildi.

Kullanilan primer dizileri Tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 14. Kullanilan primer dizileri (54, 88, 89)

Gen Primer |Sekans (5'—3) Uriin uzunlugu (bp)

ftsl-F 5-GTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC-3'

fts! ftsl-R 5-ACCACTAATGCATAACGAGGATC-3' 705 (936-1640 bp)

TEM-F  |[5-TGGGTGCACGAGTGGGTTAC-3' _
blarems e R 5 TTATCCGCCTCCATCCAGTC 3 526 (321-846 bp)

ROBI-F [5-ATCAGCCACACAAGCCACCT-3'
blaroes |2 5R1 R [5-GTTTGCGATTTGGTATGCGA-3 692 (419-1110 bp)

bp (base pair): baz ¢ifti
3.6.3. PZR Karisimi ve Amplifikasyon Kosullar:

PZR karisimi i¢in Tag PCR Master Mix (Qiagen, Almanya) kiti kullanildi.
Reaksiyon karisimlar1 PZR kabini icerisinde, soguk bloklar kullanilarak hazirlandi. PZR
reaksiyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanmak iizere; blarem-1 pozitif sus Uzm. Dr.
Hatice Yurttakal’dan (Prof. Dr. Biilent Bozdogan’dan Uzm. Dr. Hatice Yurttakal’a)
sagland1. blaros-1 pozitif sus ise Prof. Dr. Osman Birol Ozgiimiis’ten (Dr. George A.
Jacoby’den Prof. Dr. Osman Birol Ozgiimiis’e) saglandi. ftsl geni igin pozitif kontrol
olarak H. influenzae ATCC 49766 susu kullanildi. Negatif kontrol olarak ise reaksiyon
karisimlarinim hazirlanmasinda kullanilan distile su kullanildi. Uretici firmanin nerileri
dogrultusunda, toplam 25 pl olarak hazirlanan bir reaksiyonluk PZR karisimi Tablo
15’te gosterilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi 1s1 dongii cihazinda (Applied

Biosystems, ABD) amplifiye edildi. Amplifikasyon kosullar: Tablo 16’da gosterilmistir.
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Tablo 15. PZR karisimi

Komponent Hacim
Master Mix 12,5 pl
. Primer-F 0,5 pl
rimerler (10 pmol/uL) Primer-R 0,5 pul
DNA 2,5l
dH20 o ul

Toplam reaksiyon hacmi |25 ul

Tablo 16. Amplifikasyon kosullari

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

blaTem-1 ve ftsl i¢in 58 °C,

Baglanma blaros.1 icin 53 °C 30 saniye 36
Uzama 72 °C 60 saniye

Son Uzama 72 °C 7 dakika 1
Bekleme 4°C o0

3.6.4. Agaroz Jel Elektroforezi

1. 10X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) tampon soliisyonu (New Bioscience,
Tiirkiye), distile su ile 1/10 oraninda sulandirilarak 1X TBE tampon soliisyonu
hazirlandi.

2. Agaroz jel elektroforezi i¢in %1,5’luk jel hazirlandi. Bu amagla 100 mL 1X
TBE tampon soliisyonu igerisinde 1,5 gr agaroz (Lonza, ABD) mikrodalga firinda
1sitilarak eritildi.

3. Agaroz soliisyonunun 55 °C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, igerisine
etidyum bromiir soliisyonundan (Serva, Almanya) 10 upL eklendi ve elektroforez
tepsisine dokiilerek katilasmasi beklendi.

4. Katilastiktan sonra jelin i¢indeki tarak cikarildi ve yatay elektroforez tankina
(Thermo Fisher Scientific, ABD) tepsi ile yerlestirildi. Jelin tizerini kaplayacak sekilde
1X TBE tampon soliisyonu konuldu.

5. Ik kuyucuga 5 puL 100 bp DNA Ladder molekiiler agirlik belirteci (Thermo
Fisher Scientific, ABD) yiiklendi.
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6. Diger kuyucuklara ise PZR iiriinlerinden 5 pL alinip, 1 uL 6X Loading Dye
(Solis Biodyne, Estonya) ile karistirilip yiiklendi.

7. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra gii¢ kaynaginin (Consort bvba, Belgika)
elektrotlar1 tanka baglandi ve 110 V lineer elektrik akimmda 50 dakika boyunca
elektroforez islemi gergeklestirildi.

8. Elektroforez isleminden sonra jel goriintiileme cihazinda (UVP BioSpectrum

Imaging System, ABD) elde edilen bantlar incelendi.
3.6.5. Dizi Analizi

DNA saflastirma ve Sanger dizi analizi i¢in reaksiyon basina 20 pL PZR iiriinii ve
5 uL primer, BM Labosis, Ankara’ya gonderildi. PZR firiinlerine dizi analizi, ftsl igin
ileri ve geri primerler kullanilarak ¢ift yonlii olarak gergeklestirildi. Elde edilen
elektroferogramlar, Unipro UGENE yazilim programi (v 47.0) kullanilarak ve Genbank
tizerinden indirilen ve referans dizi olan “H. influenzae Rd KW20” ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Sanger dizi analiziyle elde edilen bir elektroferogram 6rnegi Sekil 7°de
gosterilmistir. Elektroferogram dalgalarinin sol ve sag uclarindan Phred skoru 30
degerinin altinda olan niikleotidlerin kirpilmasi, FASTA formatinda niikleotid dizilerine
ve ardindan protein dizilerine doniistiiriilmesi ve hizalama islemleri sonrasinda
mutasyonlarin varligr arastirildi. Referans dizi, uzlagsma dizisi ve izolatlara ait dizilerin

programdaki goriintiisiine ait 6rnek Sekil 8’de gosterilmistir.

M - uGENE —

Dosya Islemler Ayarlar Araglar Pencere  Vardim
o S 7 7 =
0o 8||rE & = =8 A AFE S
E Mapped reads [fts_ref_nue_sanger_reads_aignment_84,ugeneds]

£ |Referans NC_000907.1:1197840- 1199672 AA.G.TGG GlAGATATTGAGlGTGlA AlAGTlGlTTATGGTTATGGTATTA.T GlG AlA
S
AACGCTG(;(;CAGATATTGAACGTGCAACAz;Tc(;CTTATGGTTATGG.ATTACTGCGACA

Uzlagma:

1278 1285 1280 1205 1.3k 1305 1310 1315 1320 1325 1330 1334
¥ 1933926 _H7_H7+48-FTSF —  OREcERc ¢ G c REAEE c RAE o 7 - ERREE < FE ¢ SR c ¢ i c c SR c g c 2eE

¥ 1933968 F8 H8+48-FTSR  +— °°° g o | ¢ ¢ c |Gl ¢ SRR < IRIANE < 7 c EAWRIEIA ¢ e ¢ Bl ¢ ¢ el ¢ c EIAmaE ¢ [@c s *°°
_.i\/\
W

Mutations mode: normal Ln2/2  RefPos949 /1833 ReadPos1/653 5

] 100 200 200 400 500 600 700 800 200 1k 1.1k 1.2k 1.3k 1.4k 1.5k 1.6k 1.7k 1833

Sekil 7. UGENE programi kullanilarak goriintiilenen bir elektroferogram 6rnegi
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| U = = Be

Dosya lIslemler Ayarar Araglar Pencere Yardim

SEEIEEEIEEE

5

) Uzlasma:

J DPPVIGKRVFSEKITKDIVgGILeKVAIKNKRVMVEGYRVGVKTGTArKIENGhyvk
fts_ref aa = EGY
9 = EG Y R E
s E E Y E
23 E E Y E
66 = EG Y R E
53 E E Y E
23 E E Y E
57 = EG Y R E
34 E E Y E
5 E E Y E
41 = EG Y R E
70 E E Y E
7 E E Y E
42 = EG Y R E
78 E E Y E
47 E E Y E
48 = EG Y R E
20 = EGY E
67 E E Y E
o i o M s

Col 526 /610 Pos-f- Sel1x50 [

Sekil 8. UGENE programi kullanilarak mutasyon varliginin arastirilmasi
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4.1. Calisma izolatlan

4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 150 izolatin ait oldugu klinik 6rneklerin dagilimi Tablo
17°de gosterilmistir. Hastalarin 60’1 (%40) kadin, 90’1 (%60) erkekti. Hastalarin 78’1
(%52) cocuk, 72’si (%48) eriskindi. Gogiis hastaliklart (%18,7) ve ¢ocuk gogiis

hastaliklar1 (%47,3) en fazla sayida izolatin elde edildigi boliimlerdi. Hastalarin yas

grubu dagilimi Tablo 18’de ve drneklerin gonderildigi boliimlerin dagilimi Tablo 19°da

gosterilmistir. Hastalarin 340 (%22,7) kistik fibrozis hastasiydi. Hastalarin 88’1
(%58,7) ayaktan bagvururken, 62’si (%41,3) yatan hastaydi. Yatan hastalarin 18’1 (%29)

yogun bakim hastasiydi. Orneklerin ¢ogu, 2021 yilma (%44,7) aitti. Orneklerin yillara

gore dagilimi Tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 17. Izolatlarin ait oldugu klinik drneklerin dagilimi

Ornek

Balgam

BAL

DTA

Kan

n (%)

102 (68)

24 (16)

13 (8,7)

11(7,3)

Tablo 18. Hastalarin yas grubu dagilimi

Yas Grubu n (%)
0-6 ay
6 ay-18 yas 78 (52)
18-39 yas 27 (18)
40-49 yas 10 (6,7)
50-59 yas 12 (8)
60-64 yas 6 (4)
>65 yas 17 (11,3)

47



Tablo 19. Orneklerin gonderildigi béliimlerin dagilimi

Boliimler n (%)
Acil Servis 5(3,3)
Alerji ve Immiinoloji 2(1,3)
Anestezi 2(1,3)
Cocuk Cerrahi 1(0,7)
Cocuk Gogiis Hastaliklar: 71 (47,3)
Enfeksiyon Hastaliklar 1(0,7)
Genel Cerrahi 1(0,7)
Genel Dahiliye 4(2,7)
Gogiis Hastalhiklar: 28 (18,7)
Kardiyoloji 2(1,3)
Kardiyovaskiiler Cerrahi 1(0,7)
Medikal Onkoloji 2(1,3)
Nefroloji 2(1,3)
Noroloji 7(4,7)
Norosirurji 5(3,3)
Pediatri 5(3,3)
Pediatrik Kemik i}igi . 427)
Transplantasyon Unitesi

Pediatrik Onkoloji 1(0,7)
Yogun Bakim i¢ Hastaliklar 6 (4)

Tablo 20. Orneklerin yillara gére dagilimi

Yil 2018 2019 2020 2021 2022
n (%) 6(%4) | 25(%16,7) | 8 (%53) | 67 (%44,7) | 44 (%29,3)

4.2. izolatlarin Serolojik Tanimlanmasi

Polivalan antiserum ile 150 izolatin 43’1 (%28,7) a, b, ¢, d, e, f serotiplerinden
birine kars1 pozitif olarak degerlendirilirken, 107’si (%71,3) NTHi olarak belirlendi.
Calismaya dahil edilen 11 kan kiiltiiriinde invazif enfeksiyon etkeni olarak izole edilen
H. influenzae kokenlerinin sekizi NTHi olarak bulunurken, iigli tiplendirilebilen H.

influenzae olarak tanimlanda.
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4.3. Beta-laktamaz Varhginin Gosterilmesi

Kromojenik nitrosefin diskiyle 150 izolatin 18’i (%]12) beta-laktamaz pozitif

olarak bulunurken, 132’si (%88) beta-laktamaz negatif olarak bulundu.
4.4. Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuclar:
4.4.1. EUCAST Disk Difiizyon ve Sivi Mikrodiliisyon Testi Sonug¢lari

Disk difiizyon testine gore; izolatlarin 88’1 (%58,7) benzilpenisilin G’ye, 53’i
(%35,3) ampisiline, 49°’u (%32,7) amoksisilin-klavulanik aside, 58’1 (%38,9)
sefuroksime, ikisi (%1,3) sefotaksime, ikisi (%1,3) meropeneme, 10’u (%6,7) nalidiksik
aside, it (%2) tetrasikline ve 56’s1 (%37,6) trimetoprim-siilfametoksazole direngli
bulundu. izolatlarin disk difiizyon ydntemiyle EUCAST kriterlerine gére duyarlilik
sonuglart Tablo 21’de gosterilmistir. S1vi mikrodiliisyon testine gore; izolatlarin 36’s1
(%24,3) ampisiline, yedisi (%4,7) sefotaksime direncli bulundu. MiKso, MiKgo
degerleri ve MIK araliklari Tablo 22°de gosterilmistir.

Tablo 21. izolatlarm EUCAST kriterlerine gore disk difiizyon testi duyarlilik
sonugclari

Antibiyotik Duyarl, n (%) Direngcli, n (%) 3;;‘::151,1)]10?(%1) Tel:::;fil I(ro;:;“k
PCG 62 (41,3) 88 (58,7)
AMP 97 (64,7) 53 (35,3)
AMC 101 (67,3) 49 (32,7)
CXM 74 (49,7) 58 (38,9) 17 (11,4)
CTX 144 (96,6) 2(1,3) 3(2)
MEM 147 (98,7) 2(1,3)
NAL 140 (93,3) 10 (6,7)
TET 146 (98) 3(2)
SXT 90 (60,4) 56 (37,6) 3(2)

PCG, benzilpenisilin G; AMP, ampisilin; AMC, amoksisilin-klavulanik asit; CXM, sefuroksim;
CTX, sefotaksim; MEM, meropenem; NAL, nalidiksik asit; TET, tetrasiklin; SXT, trimetoprim-

siilfametoksazol

Tablo 22. MiKso, MiKgo degerleri ve MiK araliklar

MiKso (ng/mL) | MiKe (ng/mL) | MIK arahg (ng/mL)
AMP (n=148) 1 >16 0,25 - >16
CTX (n=149) 0,03 0,06 0,008 - 0,25
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Sivi  mikrodiliisyon testi referans olarak alindiginda ampisilin duyarlilik
testlerinde disk difiizyon yontemiyle 19 biiyiik hata (BH) ve iki ¢ok biiyiik hata (CBH)
saptand1. Disk difiizyon yonteminin sivi mikrodiliisyon yontemiyle kategorik uyumu
%85,8 olarak bulundu. Sefotaksim duyarlilik testlerinde disk difiizyon yontemiyle bir
BH ve bes CBH saptandi. Disk difiizyon yonteminin sivi mikrodiliisyon yontemiyle
kategorik uyumu %95,9 olarak bulundu. Disk difiizyon yonteminin referans sivi
mikrodiliisyon yoOntemiyle karsilastirilmasi Tablo 23’te gOsterilmistir. Antibiyotik
duyarlilik test performanslarinin degerlendirilmesinde ABD Gida ve ilag¢ Dairesi (U.S.
Food and Drug Administration-FDA) kriterleri kullanildi (90). Sefotaksim igin
kategorik uyum kabul edilebilir sinirlar (> %90) i¢indeyken ampisilin i¢in bu deger
diisiik bulundu. Ampisilin i¢in hem BH hem de CBH kabul edilebilir sinirlarin (BH i¢in
<%3, CBH i¢in <%1,5) disindayken, sefotaksim i¢in CBH dikkat ¢ekici bir farkla kabul
edilebilir sinirlarin disindadir.

Tablo 23. Disk diflizyon yontemiyle elde edilen sonuglarin referans sivi
mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen sonuglarla karsilagtirilmasi

; Kategorik uyum, |  Biiyiik hata, Cok biiyiik hata,
Yontem n (%) (%) %)
AMP (n=148%) 0 0
Disk difizyon | 12/ (858) 19 (%17) 2 (%5,6)
CTX (n=145%) 0 )
Disk difiizyon | 20 (°>9) 1(%0,7) 5 (%83,3)

* Her iki yontem i¢in de duyarlilik sonucu olan izolatlarin sayisi. CTX igin zon ¢ap1 25 ve 26 mm
olup duyarlilik kategorisi olarak teknik belirsizlik alani i¢inde olan izolatlar karsilagtirmaya dahil
edilmemistir.

Tiplendirilebilen H. influenzae izolatlar1 ile NTHi izolatlarinin diren¢ oranlari
karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
NTHi izolatlarinda ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, sefotaksim, meropenem,
tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazole direng orani daha yiiksek bulundu.
Tiplendirilebilen H. influenzae izolatlar1 ile NTHi izolatlarinin direng oranlar1 Tablo

24°te verilmistir.
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Tablo 24. Tiplendirilebilen H. influenzae izolatlar1 ile NTHi izolatlarinin direng
oranlarinin karsilastirmasi

Direncli, n (%)
oo | Tiplendirilebilen . _
Antibiyotik IEjI influenzae (r':I:-T;;) p degeri
(n=43)
PCG 26 (%60,5) 62 (%58) 0,78
AMP 14 (%32,6) 39 (%36,4) 0,65
AMC 14 (%32,6) 35 (%32,7) 0,99
CXM 17 (%39,5) 41 (%38,3) 0,89
CTX 0 (0) 2 (%1,9) 0,37
MEM 0 (0) 2 (%1,9) 0,37
NAL 4 (%9,3) 6 (%5,6) 0,41
TET 0 (0) 3 (%2,8) 0,27
SXT 13 (%30,2) 43 (%40,2) 0,25

44.2. CLSI ve EUCAST Kiriterleri Dogrultusunda Antibiyotik Duyarhhk
Profillerinin Karsilastirilmasi
Izolatlarin disk difiizyon yontemiyle CLSI smir degerlerine gore 6nceden elde
edilmis olan antibiyotik duyarlilik sonuglari, ayni izolatlarn EUCAST Kriterleri
dogrultusunda elde edilen sonuglari ile karsilastirildi. Ornegin; calisma kapsaminda
ampisilin i¢in 150 izolatin EUCAST kriterleri dogrultusunda sonuglart mevcutken,
Laboratuvar Bilgi Yonetim Sisteminde bu izolatlardan 146’sinin CLSI sonuglari elde
edilebildi ve bu nedenle karsilastirma 146 izolat iizerinden yapildi. iki kilavuzun
karsilastirmas1 Tablo 25’te gosterilmistir. Sadece duyarli ve direngli kategorileri
degerlendirildiginde, ampisilin ve amoksisilin-klavulanik asit i¢in direng orani
EUCAST e gore yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde daha yiiksek bulunurken,
tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol i¢in diren¢ oraninin CLSI’a gore yapilan
duyarhilik testlerinde daha yiiksek oldugu goriildii. Sefalosporinler agisindan sefotaksim
duyarlilik sonuglar1 benzerken, sefuroksim i¢in direng orani EUCAST e gore yapilan
antibiyotik duyarlilik testlerinde dikkat cekici bir oranda daha yiiksek bulundu.

Meropenem i¢in iki kilavuz arasindaki duyarlilik sonuglar1 benzerdi.
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Tablo 25. EUCAST ve CLSI disk difiizyon yontemiyle belirlenen antibiyotik
duyarlilik sonuglariin karsilastirilmasi

EUCAST CLSI EUCAST | CLSI EUCAST CLSI EUCAST Toplam
Antibiyotik Artmis Dozda Orta Teknik izolat
Duyarh, n (%) Direncli, n (%) Du aril n(%) Duyarh, | Belirsizlik sayisi
yarii, n{7o n (%) | Alani, n (%)
AMP | 96 (65,8) | 87 (59,6) | 50 (34,2) | 45 (30,8) 14 (9,6) 146
AMC | 100(69) |117(80,7)| 45(31) |28(19,3) 145
CXM | 72(53,7) | 128(955) | 46 (34,3) | 1(0,7) 5(37) | 16 (11,9) 134
CTX 103 (97,2) | 106 (100) | 1(0,9) 0(0) 2(1,9 106
MEM 122 (100) | 120 (100) 0(0) -* 122
TET 50 (98) | 37 (72,5) 1(2) 5(9,8) 9(17,6) 51
SXT 87 (60,8) | 86 (60,1) | 53 (37,1) | 56 (39,2) 3(21) 1(0,7) 143

PCG ve NAL i¢in CLSI’da siir deger bulunmamasi nedeniyle tabloda yer verilmemistir.
*Iki susun zon ¢ap1 15 mm olup CLSI’da herhangi bir duyarlilik kategorisine girmemektedir.

4.5. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalarinin Belirlenmesi

4.5.1. blatem-1 ve blaros-1 Diren¢ Genlerinin Varhgi

Nitrosefin diskiyle beta-laktamazi pozitif saptanan ve disk diflizyon testi ile

ampisiline direncli olan 18 izolatta blatem-1 Ve blaros-1 direng genlerinin varligi PZR ile

arastirildi. Izolatlarin tiimiinde blatem-1 genine ait primerler ile 526 bp biiyiikliigiinde

bant saptandi. blatem-1 geni pozitif bulunan izolatlara ait jel goriintisi Sekil 9’da

gbsterilmistir. izolatlarin higbirinde, blaros-1 genine ait primerler ile 692 bp

biytikliigiinde bant goriilmedi. blaros-1 geni negatif bulunan izolatlara ait jel goriintiisi

Sekil 10’da gosterilmistir.
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blarem-1 (526 bp)

DNA
ladder

Nk
- ;

Sekil 9. PZR ile blarem-1 geni pozitif bulunan izolatlara ait jel goriintiisii
PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

DNA
NK PK Pk ladder

blaros: (692 bp) =

Sekil 10. PZR ile blaros-1 geni negatif bulunan izolatlara ait jel goriintiisii
PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

4.5.2. ftsl Gen Mutasyonlari

EUCAST’in benzilpenisilin G tarama testi akis semasina goére, benzilpenisilin G
zon ¢ap1 12 mm’den kiigiik olan 88 izolatin 35’1 BLNAS, 35’1 BLNAR, ikisi BLPAR ve
16’s1 BLPACR olarak fenotipik olarak siniflandirildi. izolatlarin akis semasi geregince
fenotipik olarak smiflandirilmas: Sekil 11°’de gosterilmistir. BLNAR (n=35) ve
BLPACR (n=16) izolatlarina ftsl gen amplifikasyonu i¢in PZR yapildi. ftsl genine ait
primerler ile 51 izolatta 705 bp biiyiikliigiinde bant saptandi. ftsl gen amplifikasyonu

yapilan izolatlara ait jel goriintiisii Sekil 12°de gosterilmistir.
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150 izolat

PCG 1 iinite zon ¢ap1>12 mm PCG 1 iinite zon ¢ap1 <12 mm

62 izolat 88 izolat
Beta-laktamaz pozitif Beta-laktamaz negatif
18 izolat 70 izolat
BLPAR BLPACR BLNAS BLNAR
(AMC duyarl1) . . .
) 16 izolat 35 izolat 35 izolat
2 izolat

Sekil 11. izolatlarin EUCAST akis semasina gére fenotipik olarak smiflandiriimasi

CLSI sonucu olan izolatlar dikkate alindiginda, CLSI kriterlerine gore 23 izolat
BLNAR, alt1 izolat BLPACR olarak tanimlandi. Iki kilavuzun sonugclar
karsilastirildiginda her ikisi de 15 izolati BLNAR olarak tanimlarken, CLSI
EUCAST’ten farkl1 olarak sekiz izolatt ve EUCAST CLSI’dan farkli olarak 18 izolati
BLNAR olarak tanimladi. iki kilavuz da alt1 susu BLPACR olarak tanimlarken,
EUCAST CLSI’dan farkli olarak dokuz izolati daha BLPACR olarak tanimladi. Bu
karsilastirmalara ampisilin i¢in CLSI sonucu olmayan dort izolat (EUCAST e gore iki
BLNAR izolat, bir BLPACR izolat ve bir BLNAS izolat) dahil edilmedi.
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- - — W ————————— N ———— —

-—

DNA
PK NK ladder

ftsl (705 bp)

Sekil 12. ftsl gen amplifikasyonu yapilan izolatlara ait jel goriintiisii
PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Dizi analizi, ftsl geni PZR ile ¢ogaltilan 51 izolattan 49’una yapildi. Elde edilen
dizilerde mutasyonlarin varligi H. influenzae Rd KW20 susu ile karsilastirilarak
aragtirildi. Dort izolatta bir mutasyon goriilmedi ve genotipik siiflandirmaya dahil
edilmedi. Dizi analizinde 18 pozisyonda toplamda 19 amino asit degisikligi saptandi.

En sik goriilen amino asit degisiklikleri; D350N, M3771, G490E, A502V ve
N526K mutasyonlariydi. Ubukata (51), Dabernat (54), Skaare (42) ve Garcia-Cobos ve
ark.’nin (55) ftsl mutasyonlarina gore olusturdugu genotipik siniflandirmalara gore grup
I’de bir izolat, grup Ila’da dokuz izolat, grup IIb’de 25 izolat, grup Ilc’de iki izolat, grup
[Id’de ¢ izolat, grup Il benzerinde dort izolat, grup III+’da bir izolat vardi. Direng
mutasyonu goriilen 34 BLNAR izolatin 31°1 diisiik diizey direngli BLNAR (grup I ve II)
olarak bulunurken, iicii yiksek diizey direngli (grup III) olarak bulundu. Direng
mutasyonu goriilen 11 BLPACR izolatin dokuzu diisiik diizey direngli BLPACR olarak
bulunurken, ikisi yiiksek diizey direngli BLPACR olarak bulundu. Sefotaksim
MIK ’lerinin artis1 ile karakterize, grup III benzeri ve grup III+’da bulunan toplam bes
izolatin sefotaksim MIK degerlerine bakildiginda dért izolatin MiK degerinin 0,25
ng/ml oldugu Ve bir izolatin MiK degerinin 0,125 pg/ml oldugu gézlenmistir. Grup 11|
benzeri bir izolatta digerlerinden farkli olarak E493D mutasyonu belirlendi. Bu izolatin
ampisilin MIK degeri 4 pg/ml, sefotaksim 0,25 pg/ml olarak izlendi. ftsl mutasyonu
saptanmayan dort izolatin tlimii BLPACR grubundaydi ve hem disk difiizyon hem de
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stvi mikrodiliisyon yoOntemiyle ampisiline direngli bulundu. Calismaya dahil edilen
BLNAR ve BLPACR izolatlarin dizi analizi sonucu saptanan mutasyonlari, genotipik
gruplar1 ve ampisilin, sefotaksim MIK degerleri Tablo 26°da gosterilmistir. Sefotaksim
MIK degeri 0,25 pg/ml olup direncli olan iki izolat disk difiizyon ydntemine gore
BLNAR ve BLPACR olmadigi igin ftsl dizi analizine alinmamustir.

Tablo 26. BLNAR ve BLPACR izolatlarda saptanan ftsl gen mutasyonlari,
izolatlarm gruplandirilmasi ve MIK degerleri

Amino asit pozisyonlar:
344 350 352 355 356 357 377 385 389 437 449 490 493 502 517 526 530 532

Rd K D T K L S M S L A | G E A R N A T
BLNAR e ik
7 N N | T D H S 111 benzeri 4 0,25
15 N K Ila 16 0,125
19 \Y% K 11b 2 0,06
20 N N | T H S Il benzeri 2 0,25
23 N | E \Y% K 11b 1 0,06
34 \% K Id 1 0,016
36 N | \Y% K 11b 2 0,03
48 E \Y% K 11b 1 0,03
51 | \Y% K Id 1 0,03
53 N S \Y% K 11b 1 0,03
57 N T K llc 2 0,125
66 N | E \Y% K 11b 1 0,03
67 T K llc 2 0,06
68 N \Y K 11b 1 0,06
70 N | E \Y K 11b 2 0,06
78 N E K S lla 1 0,03
94 \Y% K 11b 1 0,03
98 N | E \Y K 11b 2 0,06
100 \Y K 11b 1 0,06
104 N | \Y K 11b 2 0,06
107 N N | T H S Il benzeri 2 0,25
110 N | \Y% K 11b 1 0,03
113 N | E \Y K 11b 1 0,06
118 N | \Y K 11b 8 0,125
125 N | V K 11b 2 0,06
127 N | V K 11b 1 0,06
129 N | E V K 11b 1 0,25
132 | \Y% K 1id 1 0,03
133 N | E \Y K 11b 2 0,06
134 N | E V K 11b 1 0,06
138 E V K 11b 1 0,06
140 E K S lla 1 0,06
142 \Y K 11b 2 0,06
145 K lla 1 0,06
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BLPACR

33
41
42
85
95
97
101
117
121

2 2 2 Z2 2

N
R N G

T V

N

| T
|

E

\%

\Y

V H
H

\%

A X XXX

~

K

S

1b >16
lla >16
1+ >16
11b >16
Ila >16
| >16
lla >16
Ila >16
Ila >16
111 benzeri >16
1b >16

A: Alanin, D: Aspartik asit, S: Serin, M: Metiyonin, L: Losin, T: Treonin, I: izolésin, G: Glisin, V-

Valin, R: Arjinin, N: Asparajin, F: Fenilalanin, H: Histidin, K: Lizin, E: Glutamik asit.

4.5.3. BLNAS, BLNAR, BLPAR ve BLPACR Gruplarmin Beta-laktam Grubu
Antibiyotiklere Duyarhlik Profillerinin Karsilastiriimasi

Sefuroksime direng orani BLNAR grubunda en yiiksek bulunurken, sefotaksime

diren¢ oran1 BLPACR grubunda en yiiksek saptandi. Meropenem igin en yiiksek direng

orant BLPACR grubunda izlendi. Gruplarin EUCAST disk diflizyon sonuglarina gore

beta-laktam grubu antibiyotiklere duyarlilik profillerinin karsilastirilmasi Tablo 27°de

verilmigtir.

Tablo 27. BLNAS, BLNAR, BLPAR ve BLPACR gruplarinin EUCAST disk
diftizyon sonuglarina gore beta-laktam grubu antibiyotiklere duyarlilik profillerinin

0,03
0,06
0,25
0,03
0,06
0,03
0,06
0,06
0,06
0,125
0,008

Karsilastirilmasi
CXM CTX MEM
izolatlar (n) Artmis Artmis
Duyarh, Dozda Direngli, | Duyarh, Dozda Direncli, | Duyarh, | Direngli,
n (%) Duyarl, n (%) n (%) Duyarl, n (%) n (%) n (%)
n (%) n (%)

BLNAS (35) | 13(37,1) 8 (22,8) 14 (40) | 34 (97,1) 1(2,8) 0(0) 35 (100) 0 (0)
BLNAR (35) 0 (0) 2(5,7) 33(94,3) | 34(97,1) 0 (0) 1(2,8) 34 (97,1) 1(2,8)
BLPAR (2) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 2 (100) 0(0)

BLPACR (16) | 4 (25) 2 (12,5) 10 (62,5) | 13(81,2) 2 (12,5) 1(6,3) 15 (93,8) 1(6,2)
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45.4. BLNAS, BLNAR, BLPAR ve BLPACR Gruplarimin Fenotipik ve

Genotipik Test Sonu¢larimin Karsilastirilmasi

Izolatlarin beta-laktam antibiyotikler acisindan fenotipik ve genotipik test

sonuglari ve siniflandirilmasi Tablo 28°de gosterilmistir.

Tablo 28. izolatlarin beta-laktam antibiyotikler agisindan fenotipik ve genotipik test
sonuclar1 ve siiflandirilmasi

Izolat | Nitrosefin |  AMP .
sayis1 testi DD/SMD AMC DD | blaTEM-1 ftsl mutasyonu DD'ye gore gruplar
32 - SIS S X X BLNAS
1 - S/- S X X BLNAS
2 - S/IR S X X BLNAS
1 - R/R R X N526K BLNAR Grup lla
3 - R/S R X N526K BLNAR Grup lla
9 - R/R R X N526K + A502V BLNAR Grup Ilb
13 : ris | 121z0latR, X N526K + A502V |  BLNAR Grup Ilb
lizolat S
2 - R/R R X N526K + A502T BLNAR Grup llc
3 - R/S R X N526K + 1449V BLNAR Grup Iid
3 i RIR 2 izolat R, X M3771 + S385T + BLNAR Grup II
lizolat S R517H benzeri
2 + R/R S + X BLPAR
1 + R/R R + R517H BLPACR Grup |
5 + R/R R + N526K BLPACR Grup lla
3 + R/R R + N526K + A502V BLPACR Grup Ilb
M3771 + S385T + BLPACR Grup Il
! ¥ RIR R ¥ R517H benzeri
M3771 + S385T +
1 + R/R R + L389F + N526K BLPACR Grup I+

Dizi analizi yapilamayan iki izolat ve mutasyon

saptanmayan dort izolat tabloya dahil
edilmemistir. AMP: Ampisilin, DD: Disk Difiizyon, SMD: Sivi Mikrodiliisyon S: Duyarli, R: Direngli, +:
pozitif, -: negatif, X: Yapilmadi

58




5. TARTISMA

H. influenzae, insan nazofarenksinde yaygin olarak bulunan, siniizit ve otitis
media gibi invazif olmayan st solunum yolu enfeksiyonlarinin yani sira sepsis ve
menenjit gibi ciddi invazif hastaliklara da neden olabilen bir bakteridir.

Hib tarihsel olarak invazif hastaliga neden olan en yaygin serotipken, Hib konjuge
asilarinin ¢ogu iilkede ulusal c¢ocukluk asilama programinda basarili bir sekilde
uygulanmasiyla birlikte artik nadir olarak goriilmektedir. Ceyhan ve ark. (91) tarafindan
2020 yilinda yaymlanan ¢ok merkezli bir siirveyans c¢aligmasinda, Hib asisinin
uygulanmasindan sonra Hib ile iliskili menenjit vakalarinin %20,6'dan (2005-2006
yillar1) %2,4'e (2015-2018 yillari) diistiigii gosterilmistir. Diinya genelinde arttk NTHi,
invazif H. influenzae enfeksiyonlarinin en yaygin nedeni olup ¢ok az vaka ise esas
olarak f serotipi ve ardindan e serotipi olmak {izere kapsiilli H. influenzae kokenlerine
baglidir. Yaklasik 10 y1l dncesine kadar, H. influenzae serotip a'ya bagli invazif hastalik,
Kuzey Amerika ve Avustralya'daki yerli popiilasyonlar disinda son derece nadirken son
zamanlarda a serotipine bagli invazif hastalik raporlar1 da giderek artmaktadir (92).
Ingiltere'de 2008-2021 yillar1 arasini kapsayan 14 yillik bir siirveyans calismasinin
verilerine gore, 7002 H. influenzae izolatinin %82,4’t4 NTHi, %3,2’si serotip b ve
%14,4’ti diger serotipler olarak tammlanmustir (92). Italya’da 2017-2021 yillarint
kapsayan ve 392 adet invazif H. influenzae izolatinin (kan ve BOS ornekleri) dahil
edildigi bir ¢alismada izolatlarin %77,8’1 NTHi, %12,5’1 Hib, %7,9°u Hif, %1°1 Hia ve
%0,8’1 Hie olarak bulunmustur (93).

Ulkemizde 2016 yilinda Budak ve ark.’min (94) yaptign calismada 139
H.influenzae izolatinin (116 balgam, 17 BAL, 3 DTA, 1 kateter ve 2 pily Ornegi)
%75,5’1 NTHi, %13,7’si Hib, %6,5’1 Hia, % 1,4’4 Hid, % 1,4’t Hif, %0,7’si Hic ve
%0,7’si Hie olarak saptanmistir. 2022 yilinda Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti HACEK
Calisma Grubu tarafindan yayinlanan H. influenzae galistay raporunda da asilama
programina bagli olarak Hib prevalansinin azaldigi, buna karsin H. influenzae serotip a
ve NTHi prevalansinin arttig1 ifade edilmistir (95). Calismamizda da benzer sekilde
izolatlarin biiylik ¢ogunlugu (%71,3) NTHi olarak bulunurken, calismamizdaki biitce
kisithligi nedeniyle kapsiilli H. influenzae izolatlarinin serotipleri ayr1 ayri
belirlenememistir. Calismamiza dahil edilen 11 kan 6rneginde invazif enfeksiyon etkeni

olarak izole edilen H. influenzae kokenlerinin sekizi NTHi olarak bulunurken, {i¢i
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tiplendirilebilen H. influenzae olarak tanimlanmistir. Calismamiza dahil edilen izolatlar
Gram boyama ile klinik 6rneklerin degerlendirilmesi ve kiiltiirdeki lireme durumuna
gore enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen izolatlar olmakla birlikte, kan disindaki
izolatlarin invazif enfeksiyon etkeni olduklar1 kesin olarak sOylenemez. Hib disindaki
diger serotiplerin ve NTHi kokenlerinin 6zellikle ¢ocuklar, bagisikligi baskilanmis
kisiler ve yaslilar olmak iizere invazif enfeksiyonlara neden oldugu goriilmektedir. Bu
durum, Hib asilamasmin diizenli olarak uygulanmasinin yam sira diger serotipler ve
NTHi asilarmin gelistirilmesi gerekliligini de ortaya koymaktadir.

H. influenzae enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde asiya bagli degisiklikler ortaya
¢ikarken son yillarda direng epidemiyolojisinde de degisimler rapor edilmektedir (70,
96). Bu degisikliklerin bir nedeni, izolatlarin serotip dagilimindaki degisim; diger bir
nedeni de farkli antibiyotik duyarlilik yontemleri ve degerlendirme kriterleri
kullanilmast olarak ileri stiriilmektedir. EUCAST ve CLSI tarafindan Onerilen kriterlere
gore belirlenen antibiyotik duyarlilik sonuglari, H. influenzae direng epidemiyolojisinde
farkliliklara yol a¢cmakta ve buna bagli olarak da tedavi protokolleri yakindan
etkilenmektedir. Ulkemizde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda H. influenzae klinik
izolatlarinda antibiyotik direnci farkli duyarlilik yontemleri ve degerlendirme kriterleri
kullanilarak ¢alisilmaktadir. Literatiirde H. influenzae izolatlarinda 6zellikle beta-laktam
grubu antibiyotiklere karsi saptanan direng verilerinde CLSI ve EUCAST kriterleri
kullaniminin farkliliklara yol agtigini gosteren az sayida ¢alisma bulunmaktadir (43,
97). Calismamizda CLSI ve EUCAST kriterlerinin H. influenzae diren¢ oranlarina ne
Olclide yansidig karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

H. influenzae'da beta-laktam antibiyotiklere karsi1 direng, bir beta-laktamaz
tiretimine veya beta-laktamaz negatif ampisiline direngli (BLNAR) suslarda oldugu gibi
PBP3 transpeptidaz enzimini kodlayan ftsl geninde olusan mutasyonlar sonucunda beta-
laktamlara karsi afinitenin azalmasina baghdir. Suslarin ¢ok kii¢iik bir kismi her iki
mekanizmaya da sahiptir ve beta-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanik aside direngli
(BLPACR) suslar olarak adlandirilirlar.  EUCAST’in  beta-laktam  direng
mekanizmalarinin saptanmasinda benzilpenisilin G tarama testinin kullanimina y6nelik
olusturdugu akis semasina gore, hem benzilpenisilin G (1 {nite) ve amoksisilin-
klavulanik asit disk difiizyon sonuglar1 hem de nitrosefin diski kullanilarak elde edilen
beta-laktamaz test sonuglar1 birlikte dikkate alinmalidir (35). Ancak CLSI’m H.
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influenzae’da beta-laktam direng mekanizmalarinin saptanmasina yonelik kapsamli bir
Onerisi bulunmamaktadir. CLSI H. influenzae izolatlarinin ¢ogunda ampisilin ve
amoksisilin direncine sebep olarak TEM-tipi beta-laktamaz varligin1 vurgulamaktadir ve
buna yonelik olarak da beta-laktamaz testinin ampisilin ve amoksisilin direncini
saptamada hizli bir ara¢ olarak kullanilabilecegini ifade etmektedir (36). Ancak sadece
nitrosefin diskiyle elde edilen sonuglar enzimatik aracili olmayan direng
mekanizmalarint aydinlatmada yetersiz kalmaktadir. Nitekim CLSI kilavuzlarinda da
negatif beta-laktamaz test sonucunun diger mekanizmalardan kaynaklanan direnci
diglayamayacagi belirtilmektedir (36).

Ulkemiz klinik izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglarinin degerlendirilmesinde
2015 yilindan itibaren kademeli olarak CLSI kriterlerinden EUCAST kriterlerinin
kullanilmasina gegmistir. CLSI ve EUCAST arasinda duyarlilik test yontemleri, besiyeri
icerikleri ve duyarlilik siir degerlerindeki farkliliklar nedeniyle, belirli bakterilerde
bazi antibiyotikler i¢in farkli duyarlilik sonuglari saptanmaktadir. Halen, iilkemizde
birgok merkez H. influenzae izolatlar1 igin duyarlilik sonuglarin1 CLSI kriterlerine gore
vermektedir. Bu durumun nedeni EUCAST tarafindan 6nerilen MH-F agar ve MH-F
stv1 besiyerinin saglanmasinda ya da hazirlanmasinda yasanan giicliikler olabilir. MH-F
agar besiyerini petride kullanima hazir olarak ticari bir sekilde saglayan yerel firma
sayis1 oldukga azdir ve firmalar tarafindan saglanan besiyerlerinde H. influenzae ATCC
49766 susu yeterli lireme gostermemektedir. Bu besiyeri global iiretici firmalardan
temin edilmek istendiginde ise yurtdigindan transfer stirecindeki zaman kayb1 nedeniyle
iki ay gibi kisa bir raf omrii olan besiyerleri kalite kontrolden gecememektedir. Ayrica
bu transfer siirecinin soguk zincir sartlarina uygun olarak yapilmasini saglamak da
oldukca zordur. Giincel piyasa arastirmamiz dahilinde, MH-F sivi besiyerini tiipte
kullanima hazir olarak ticari bir sekilde saglayan yerel firma bulunamamistir. Global
iireticilerin sagladig1 besiyerlerinin maliyeti ise rutin laboratuvarlarda stirdiiriilebilir
sekilde kullanilamayacak kadar yiiksektir. Bu nedenlerle bu ¢alismada kullanilan MH-F
agar ve sivi besiyeri kendi laboratuvarimizda hazirlanmigtir. Laboratuvar yapimi
besiyerini hazirlamada en énemli sorun at kan1 temini konusundadir. Ulkemizde at kani
saglayan ticari firma sayisi olduk¢a azdir ve saglayanlarin ¢ogu da defibrinasyon
islemini mekanik yontemle degil sodyum sitrat katki maddesini ekleyerek yapmaktadir

ki bu durum EUCAST besiyeri hazirlama rehberindeki 6nerilere aykirt bir uygulamadir.
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Sonug olarak EUCAST kosullarin1 H. influenzae duyarlilik testleri i¢in saglamak gii¢
olmakla birlikte, kurallara uygun olarak hazirlanan laboratuvar yapimi besiyerlerinin
standartlar1 saglamasi kosuluyla kullaniminin 6zendirilmesi gerektigi sdylenebilir.
Calismamizda EUCAST kriterlerine gore uygulanan disk difiizyon testine gore;
izolatlarin %58,7’s1 benzilpenisilin G’ye, %35,3’i ampisiline, %32,7’si amoksisilin-
klavulanik aside, %38,9’u sefuroksime, %21,3’ii sefotaksime, %1,3’ii meropeneme,
%6,7’si nalidiksik aside, %2’si tetrasikline ve %37,6’s1 trimetoprim-siilfametoksazole
direngli bulundu. EUCAST kriterlerine gére uygulanan sivi mikrodiliisyon testine gore;
izolatlarin %24,3’0i ampisiline, %4,7’si sefotaksime direngli bulundu. Ampisilin
duyarlilik testlerinde disk difiizyon yonteminin sivi mikrodiliisyon yontemiyle kategorik
uyumu %85,8 olarak bulundu. Sefotaksim duyarlilik testlerinde disk difiizyon
yonteminin sivi mikrodiliisyon yontemiyle kategorik uyumu %95,9 olarak bulundu.
Sefotaksim i¢in kategorik uyum kabul edilebilir sinirlar i¢indeyken ampisilin i¢in diisiik
bulunmusgtur. EUCAST ve CLSI disk difiizyon sonuglart karsilastirildiginda; ampisilin
ve amoksisilin-klavulanik asit i¢in diren¢ orant EUCAST’e gore yapilan antibiyotik
duyarlilik testlerinde daha yiiksek bulunurken, tetrasiklin ve trimetoprim-
stilfametoksazol i¢in diren¢ oraninin CLSI’a gore yapilan duyarlilik testlerinde daha
yuksek oldugu goriildii. Meropenem i¢in iki kilavuz arasindaki duyarlilik sonuglari
benzerdi. Sefalosporinler ag¢isindan sefotaksim duyarlilik sonuglar1 benzerken,
sefuroksim i¢in direng orant EUCAST’e gore yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde
dikkat ¢ekici bir oranda daha yiiksek bulundu. BLNAS izolatlarin %40’ nin sefuroksime
direngli olmasi bu izolatlarda olas1 bir ftsI mutasyonuna bagli olabilir, ancak
calismamizda ftsl mutasyon analizi sadece BLNAR ve BLPACR izolatlara yonelik
olarak gerceklestirildiginden bu durum kanitlanamamustir. Literatiirde 6zellikle 357. ve
532. pozisyonlardaki amino asit degisikliklerinin sefuroksim direnciyle iliskilendirildigi
ve ayrica sefuroksimin BLNAR saptamada ampisilinden daha iyi bir belirte¢ oldugu
ileri siirilmektedir (80). Calismamizda 357. ve 532. pozisyonlarda amino asit
degisikliklerine sahip olan dort izolat disk difiizyon yontemiyle sefuroksime direngli
olarak bulunmustur. BLNAS izolatlarin da dahil edildigi daha genis kapsaml
calismalarda sefuroksimin belirte¢ olarak degerlendirilmesi H. influenzae izolatlarinda

beta-laktam direncini belirlemede yol gosterici olabilir.
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Antibiyotik kullamm verilerinin sunuldugu, DSO Avrupa Boélge Ofisi
koordinatorliigiinde yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismanin sonuglarina gore Tiirkiye total
olarak sefalosporinlerin ve 6zellikle 2. kusak sefalosporinlerden sefuroksimin en yiiksek
oranda regetelendigi tilke konumundadir (98). Calismamizda saptanan yiiksek
sefuroksim direncinin ve artan sefotaksim MIK degerlerinin iilkemizdeki yiiksek
sefalosporin kullanim oranina bagli olarak direngli ftsI mutantlarinin seg¢iliminden
kaynaklanabilecegi  diisliniilmiistii. ~Bu  durum, enzimatik olmayan direng
mekanizmasina sahip izolatlarin artmasiyla sonuglanmaktadir.

Ulkemizde H. influenzae antibiyotik duyarlilig1 icin EUCAST kriterlerine gore
degerlendirme yapilan ¢alismalar nadirdir. Cayct ve ark.nin (99) 2019 yilinda 226 H.
influenzae izolatint EUCAST kriterlerine gore disk difiizyon yontemiyle degerlendirdigi
calismada, izolatlarin %35’i ampisiline, %3l amoksisilin-klavulanik aside, %33’
sefotaksime ve %4’i siprofloksasine direngli bulunmustur. Ayni ¢alismada izolatlarin
%31’i beta-laktamaz pozitif olarak bulunmustur. 2022 yilinda Erciyes Universitesinde
Yurttakal’in (100) yaptigi bir calismada 49 H. influenzae izolati EUCAST kriterlerine
gore disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmis ve izolatlarin %63,2’si benzilpenisilin
G’ye, %44,8’1 ampisiline, %20,4’li sefotaksime, %16,3’1i nalidiksik aside, %28,5’i
trimetoprim-siilfametoksazole  direngli  bulunurken, amoksisilin-klavulanik asit,
meropenem ve tetrasikline karsi direng saptanmamustir. Ayni ¢alismada izolatlarin
antibiyotik duyarlilik durumlar1 sivi mikrodiliisyon yontemiyle de degerlendirilmis ve
izolatlarin  %28,5’i ampisiline, %2’si amoksisilin-klavulanik aside, %12,2’si
siprofloksasine diren¢li  bulunurken, tetrasikline karst diren¢ saptanmamistir.
Trimetoprim-siilfametoksazol i¢in duyarlilik durumu ise gradiyent serit yontemiyle
belirlenmis ve izolatlarin %32,6’s1 direncli bulunmustur. Izolatlarin %8,2’si beta-
laktamaz pozitif olarak bulunmustur. Bu c¢alismada disk difiizyon testi ile sivi
mikrodiliisyon/gradiyent serit sonuclart genel olarak uyumlu olmakla birlikte, ampisilin
duyarlilik sonuglarinda yontemler arasi1 farkliliklar gozlenmistir. Benzer sekilde
calismamizda da ampisilin duyarlilik sonuglarinda yontemler arasindaki fark dikkat
cekicidir. Calismamizda disk diflizyon yoOntemiyle izolatlarin %35,3’t ampisiline
direngli saptanirken, s1vi mikrodiliisyon yontemiyle %24,3’# direngli bulundu. ftsl geni
dizi analizi sonucu olan 49 izolatin dordiinde bir mutasyon saptanmadi. Bu dort izolatin

timii BLPACR grubundaydi ve hem disk difiizyon hem de sivi mikrodiliisyon

63



yontemiyle ampisiline direngliydi. Bu durum bu izolatlarda beta-laktamazla beraber
AcrAB atim pompasinin asirt ekspresyonuna bagli olabilir. Ayrica ¢alismamizda
BLNAR ve BLPACR fenotipik gruplar1 disk difiizyon sonuglarina gére belirlendigi i¢in
bu dort izolatin amoksisilin-klavulanik asit disk difiizyon sonuglarinin tekrarlanmasi ya
da s1vi mikrodiliisyon yontemiyle degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Mutasyon saptanan 34 BLNAR izolatin sivi mikrodiliisyon yontemiyle 15°1
ampisiline direngliyken, disk difiizyon yontemiyle tiimii ampisiline direngliydi. Bu
sonuglara gore disk diflizyon yonteminin, sivi mikrodiliisyon yontemine gore direnci
daha iyi saptadigi soOylenebilirr. Bu noktada sivi mikrodiliisyon sonuglarinin
okunmasindaki giigliiklerin de dogru MIK degerini belirlemede etkili olabilecegi goz
ontinde tutulmalidir. S1vi mikrodiliisyon yontemiyle ampisiline duyarli olarak bulunan
19 BLNAR izolatin tiimiiniin MiK degeri 1 pg/ml olup EUCAST’in 6nerdigi Klinik
siir degerin (1 pg/mL) duyarli-direngli ayrimin1 yapmakta yetersiz kaldigi sonucuna
vartlmistir. Mutasyon saptanan 11 BLPACR izolatinin ise timii hem sivi mikrodiliisyon
yontemiyle hem de disk diflizyon yontemiyle ampisiline direngli olarak bulunmustur.
2022 yilinda Istanbul Universitesinde Miralizade’nin (101) yaptig1 bir ¢alismada ise 60
H. influenzae izolatt EUCAST kriterlerine gore disk difiizyon yoOntemiyle
degerlendirilmis ve izolatlarin %10’u ampisiline, %13,3’1 sefuroksime, %38,3’i
nalidiksik aside, %6,7’si tetrasikline direngli bulunurken, amoksisilin-klavulanik aside
kars1 direng saptanmamistir. Ayni ¢alismada izolatlarin %6,7’si beta-laktamaz pozitif
olarak bulunmustur.

Ulkemizde H. influenzae izolatlarinin antibiyotik ~duyarliliklartyla ilgili
calismalarda agirlikli olarak CLSI kriterlerinin kullanildig1 goriilmektedir. 2020 yilinda
Gir ve Hazirolan’nin (102) yaptigi c¢aligmada, 480 H. influenzae izolati CLSI
kriterlerine gore disk diflizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve izolatlarin
%16,2’s1 ampisiline, %4,8’1 amoksisilin-klavulanik aside, %3,7°si sefuroksime, %]1°1
siprofloksasine, %6,2’s1 tetrasikline, %30,4’1i trimetoprim-siilfametoksazole direncli
bulunurken, meropenem ve sefotaksime karst direng saptanmamistir. Akyar ve ark.nin
(103) 2015 yilinda 363 H. influenzae izolatin1 CLSI kriterlerine gore disk difiizyon
yontemiyle degerlendirdigi calismada ise izolatlarin %36,6’s1 ampisiline, %10,7’s1
sefuroksime ve %38,3’1i trimetoprim-siilfametoksazole direngli bulunmustur. Aliskan ve

ark.nin (104) 2016 yilinda 117 H. influenzae izolatin1 CLSI kriterlerine gore disk
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difiizyon yontemiyle degerlendirdigi calismada, izolatlarin %28,6’s1 ampisiline,
%29,3’1i sefuroksime, %43,9’u trimetoprim-siilfametoksazole direngli bulunurken,
sefotaksime karsi diren¢ saptanmamustir. Ayni g¢alismada izolatlarin %15,8’1 beta-
laktamaz pozitif olarak saptanmistir. Calismamizin sonuglariyla birlikte iilkemizde
EUCAST veya CLSI kriterlerine gore yapilan g¢aligmalarin sonuglari Tablo 29°da
Ozetlenmistir. Caligmalar arasindaki farkliliklarin suslarin izolasyon yillari, hasta
popiilasyonu, suslarin izole edildigi klinik 6rnek tiirleri ve degerlendirme kriterlerinin
farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Tablo 29. Ulkemizde EUCAST veya CLSI kriterlerine gore yapilan calismalarin
sonugclari

Suslarin Diren¢ Oranlar (%)

Suslarin izole

ligmal slari
Calismalar ¢ gildigi yallar | AMP | AMC | cXM | cTX | MEM | cIP | TET| sxT Kilavuz Ff\fé'
353 | 327|389 | 13| 1,3 | 67| 2 | 376 | EUCAST DD
Calismamiz 2018-2022
243 47 EUCAST SMD
Cayc1 ve ark. 2015-2017 35 3 33 4 EUCAST DD | (99)
48| 0 204| 0 |163%| 0 | 285 | EUCAST DD | (100)
Yurttakal 2020-2021
285 | 2 122 | 0 |32,6** | EUCAST SMD
Miralizade | 20212022 | 10 | 0 | 133 83* | 6,7 EUCAST DD | (101)
Girveark. | 20182019 | 162 | 48 | 37 | 0 | 0 | 1 |62 304 | cLSIDD | (102
Akyarveark. | 20122014 | 366 107 383 | CLSIDD | (103)
Aliskan ve ark. | 2012-2015 | 28,6 203 0 439 | CLSIDD | (104)

CIP, siprofloksasin
* CIP’e yonelik nalidiksik asit tarama testi uygulanmustir.

** SXT duyarliligint test etmede gradiyent serit yontemi uygulanmaistir.

Avrupa’da EUCAST kriterlerine gore H. influenzae igin antibiyotik duyarlilik
profilinin degerlendirildigi cok sayida c¢alisma mevcuttur. Daha 6nceden bahsedilen,
Italya’da 2023 yilinda Giufré ve ark.nin (93) yaptig1 calismada 392 H. influenzae izolatt
EUCAST kriterlerine gore gradiyent serit yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve
izolatlarin %21,7’si ampisiline, %4,3’i amoksisilin-klavulanik aside, %1°i sefotaksime
ve %1,5’1 siprofloksasine direncli bulunurken meropeneme karsi direng saptanmamastir.
Polonya’da 2022 yilinda Kiedrowska ve ark.nin (105) yaptigi ¢alismada 1481 H.
influenzae izolati EUCAST kriterlerine gore sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
degerlendirilmis ve izolatlarin %12,6’s1 ampisiline, %0,2’si amoksisilin-klavulanik
aside, %17,1’i  sefuroksime, %]1,6’s1 tetrasikline, %?24,7°si  trimetoprim-
stilfametoksazole ve %0,1’1 siprofloksasine direngli bulunmustur. Almanya’da 2021

yilinda Niirnberg ve ark.nin (56) yaptig1 calismada 2432 H. influenzae izolatit EUCAST
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kriterlerine gore gradient serit yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve izolatlarin
%21,9’u ampisiline, %1,1°1 sefotaksime direngli bulunmustur. Fransa’da 2022 yilinda
Taha ve ark.nin (106) yaptig1 calismada 608 H. influenzae izolatt EUCAST Kkriterlerine
gbore gradiyent serit yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve izolatlarin %62,5’1
ampisiline, %47,2’si amoksisilin-klavulanik aside, %39,3’1i sefotaksime, %33,2’si
trimetoprim-siilfametoksazole ve %8,2’si siprofloksasine direngli bulunmustur.
Arastirmacilar ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit ve sefotaksime diren¢ oranlarinda
literatiirdeki diger calismalara gore, dikkat ¢ekici bir sekilde fark olmasimi Fransa’da
PBP3 aracili direncin diger lilkelere gore yliksek diizeyde olmasina baglamislardir.
Norveg’te 2022 yilinda Tennessen ve ark.nin (107) yaptig1 caligmada 113 H. influenzae
izolatt EUCAST Kkriterlerine gore gradiyent serit yontemi kullanilarak degerlendirilmis
ve izolatlarin %18,6’s1 ampisiline, %1,8’1 amoksisilin-klavulanik aside, %9,7’si
sefuroksime, %21,2’si trimetoprim-siilfametoksazole, %?2,7’si tetrasikline direngli
bulunurken siprofloksasin, sefotaksim ve meropeneme direng saptanmamistir.
Calismamizda ise izolatlarin %35,3’ti ampisiline, %32,7°si amoksisilin-klavulanik
aside, %38,9’u sefuroksime, %1,3’i sefotaksime, %]1,3’ti meropeneme, %06,7’si
nalidiksik aside, %2’si tetrasikline ve %37,6’si trimetoprim-siilfametoksazole direngli
bulundu. Calismamizda elde edilen sefotaksim, meropenem, nalidiksik asit, tetrasiklin
ve trimetoprim-siilfametoksazole diren¢ oranlart Avrupa ilkelerinin verileriyle genel
olarak uyumlu olmakla birlikte, ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit ve sefuroksim
icin direng oranlari g¢alismamizda dikkat c¢ekici bir sekilde yiiksek bulundu.
Calismamizin sonuglariyla birlikte Avrupa genelinde EUCAST kriterlerine gore yapilan

calismalarin sonuglar1 Tablo 30’da 6zetlenmistir.

Tablo 30. Avrupa’da EUCAST kriterlerine gore yapilan ¢alismalarin sonuglari

Suslarin Suslarin Direng Oranlar1 (%)
Caligmalar izole Ref
; edildigi | AMP | AMC |CXM | CTX | MEM | CIP | TET | SXT EUCAST et
yillar No
35,3 | 32,7 | 38,9 1,3 1,3 |6,7%| 2 |37,6 Disk difiizyon
Cahsmamiz 2018-2022 - —
24,3 47 S1vi mikrodiliisyon
Giufreé ve ark. 2017-2021 | 21,7 | 4,3 1 0 15 Gradient serit (93)
Kiedrowska ve ark. | 2005-2019 | 126 | 0,2 | 17,1 0,1 | 1,6 | 24,7 | Sivit mikrodiliisyon | (105)
Niirnberg ve ark. 2016-2019 | 21,9 1,1 Gradient serit (56)
Taha ve ark. 2017-2021 | 62,5 | 47,2 39,3 8,2 33,2 Gradient serit (106)
Tonnessen ve ark. 2017-2021 | 18,6 1,8 9,7 0 0 0 2,7 |21,2 Gradient serit (107)

* CIP’e yonelik nalidiksik asit tarama testi uygulanmustir.
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Giincel literatiir dikkate alindiginda {tilkemizde, H. influenzae izolatlarinda
antibiyotik duyarlilik durumlarinin CLSI ve EUCAST kriterlerine gore karsilastirmali
degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Soyletir ve ark.nin (108) yaptigi ¢ok
merkezli bir ¢alismada, 2011-2013 yillar1 arasinda izole edilen H. influenzae suslarinin
antibiyotik duyarliliklar1 CLSI  kriterlerine gore gradiyent serit yontemiyle
belirlenmistir. Caligmaya dahil olan 339 H. influenzae izolatinin %15,9°u ampisiline,
%8,3’ti amoksisilin-klavulanik aside, %2,1’i sefuroksime direngli bulunurken,
seftriaksona kars1 direng saptanmamustir. Arastirmada izolatlar ayrica EUCAST sinir
degerlerine gore de degerlendirilmis ve izolatlarin %21,5’i ampisiline, %12,1’i
amoksisilin-klavulanik aside, %15,3’ti sefuroksime, %2,1’1 seftriaksona direngli
bulunmustur. Ayni1 ¢alismada izolatlarin %93,2'si nitrosefin testiyle beta-laktamaz
negatif olarak bulunmustur. Arastirmada EUCAST siir degerleri kullanilarak 50 izolat
(%14,7) ve CLSI sinir degerleri kullanilarak 31 izolat (%9,1) BLNAR olarak
belirlenmistir. Torumkuney ve ark.nin (109) yaptigi ¢ok merkezli bir ¢alismada ise,
2015-2017 yillar1 arasinda izole edilen H. influenzae suslarinin antibiyotik duyarliliklari
CLSI kriterlerine gore sivi mikrodilisyon yontemiyle belirlenmistir. Caligmaya dahil
olan 239 H. influenzae izolatimin %13’ ampisiline, %0,8’1 amoksisilin-klavulanik
aside, %]1,3’10 sefuroksime, 9%32,6’s1 trimetoprim-siilfametoksazole direncli
bulunmustur. Arastirmada izolatlar ayrica EUCAST sinir degerlerine gore de
degerlendirilmis ve izolatlarin %13’{i ampisiline, %7,1’i amoksisilin-klavulanik aside,
%96,2’si sefuroksime, %28’ trimetoprim-siilfametoksazole direngli bulunmustur.
Ancak her iki ¢ok merkezli ¢alisma CLSI kriterleri dogrultusunda gergeklestirilmis
ancak elde edilen sonuglar, CLSI ve EUCAST sinir degerleriyle degerlendirilmistir. Bu
nedenle bu caligmalarin tam olarak CLSI ve EUCAST kriterlerine goére antibiyotik
duyarlilik testlerinin uygulandigi ve karsilagtirmanin yapildigi caligmalar oldugu
sdylenemez. iki ¢alismada da bizim ¢alismamizla paralel olarak amoksisilin-klavulanik
asit direncinin EUCAST kriterleriyle daha yiliksek oranda saptandigi goriilmektedir.
Ozellikle Torumkuney ve ark.nin (109) calismasinda CLSI ve EUCAST sinir
degerlerine gore sefuroksim duyarlilik sonuclar1 arasindaki fark dikkat cekicidir.
Calismamizda da iki kilavuzun sonuglari arasinda en biiyiik fark sefuroksimde
goriilmiistiir. Bu durum iki kilavuzun sefuroksim i¢in 6nerdigi sinir degerler arasindaki

farktan kaynaklaniyor olabilir. EUCAST sefuroksim i¢in 25 mm altin1 direngli kabul
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ederken, CLSI 16 mm ve altin1 direngli kabul etmektedir. Ayn1 ¢alismada izolatlarin
%90,4°1 nitrosefin testiyle beta-laktamaz negatif olarak bulunmustur. Bu arastirmada
EUCAST smir degerleri kullanilarak 11 izolat (%4,6) ve CLSI siir degerleri
kullanilarak 5 izolat (%2,1) BLNAR olarak belirlenmistir. Calismamizda ise izolatlarin
%88’1 beta-laktamaz negatifti. EUCAST’ e gore BLNAR olarak saptanan 35 izolattan
ikisinin ampisilin i¢in CLSI sonucu olmadigindan karsilagtirmaya dahil edilmedi. Buna
gore EUCAST siir degerleri kullanilarak 33 izolat (%22,6), CLSI sinir degerleri
kullanilarak 23 izolat (%15,8) BLNAR olarak saptandi. Sonuglarimiz EUCAST
kriterleri kullanildiginda BLNAR saptama oraninin CLSI kriterleri uygulanmasina gore
daha yiiksek oldugunu gosterdi. BLNAR olarak belirlenen bu izolatlarin tiimiinde ftsl
mutasyonu saptanmis olmasi nitrosefin testiyle belirlenen beta-laktamaz negatifliginin
izolatlarin beta-laktam duyarliligini belirlemede yetersiz kalabileceginin 6nemli bir
gostergesidir.

H. influenzae’da beta-laktamaz aracili direng¢ mekanizmasiin en yaygin nedeni
TEM-1 beta-laktamaz iiretimi olup ROB-1 beta-laktamaz nadir olarak goriilmektedir.
2225 beta-laktamaz pozitif H. influenzae izolatinin degerlendirildigi kiiresel bir
arastirmada cografi gesitlilige ragmen, izolatlarin %93,7’si TEM-1 pozitifti. izolatlarin
%4,6’s1 ROB-1 pozitif, %1,2’si her iki gen i¢in de negatif, %0,04’1 her iki gen i¢in de
pozitifti. ROB-1 Kuzey Amerika disinda nadiren saptanirken, beta-laktamaz pozitif
izolatlar arasinda prevalansi Meksika, ABD ve Kanada'da sirasiyla %31,6, %13.,2 ve
%9,2’ydi (50). Sendergaard ve ark.nin (110) 2015 yilinda yaptig1 bir calismada ise yeni
beta-laktamazlardan olan TEM-15 beta-laktamaz turetiminin, H. influenzae’da
sefotaksim direncine yol agtigi ve nitrosefin hidrolizi agisindan, TEM-15'in TEM-1'e
gore daha az verimli bir enzim oldugu gosterilmistir.

H. influenzae kokenleri, beta-laktam antibiyotiklere direng agisindan genotipik
olarak farkli sekilde tanimlanmaktadir. Diren¢ fenotipinden bagimsiz olarak genotipik
tanimlama; blatem-1, blaros-1 genlerinin arastirilmasi ve ftsl geninin dizi analizi ile
yapilmaktadir. gBLNAR; B-laktamaz genleri negatif, PBP3’te Onemli amino asit
degisikligi olan sus olarak tanimlanirken, gBLPACR; B-laktamaz  genleri pozitif,
PBP3’te onemli amino asit degisikligi olan sus olarak tanimlanir. Diinyada H.
influenzae izolatlarinda antibiyotik duyarlilik durumlarinin CLSI ve EUCAST

kriterlerine gore karsilagtirmali degerlendirdigi ¢alismalar az sayidadir ve bu konudaki
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calismalar belirli genotipik gruplarda, az sayidaki bazi antibiyotikler {izerinde
karsilastirma yapmak iizere tasarlanmistir. Isvigre’de 2009-2014 yillar1 arasinda izole
edilen 124 H. influenzae kokeninin dahil edildigi bir ¢alismada, EUCAST ve CLSI
kriterlerine gore gradiyent serit yontemi kullanilarak degerlendirme yapilmis ve
gBLNAR ve gBLPACR izolatlarda iki kilavuza ait sonuclar karsilastirilmistir. gBLNAR
izolatlarin  %32’si her iki kilavuza gore ampisiline duyarli olarak saptanmistir.
EUCAST’e gore izolatlarin %68’1 direngliyken, CLSI'a gore izolatlarin %68'i orta
duyarli kategorisinde yer almisti. gBLPACR izolatlarin tamami her iki kilavuzla
ampisiline direngli olarak bulunmustur. Amoksisilin-klavulanik asit icin EUCAST’ e
gore gBLNAR izolatlarin %36’s1 direngliyken CLSI’a gore direngli izolat
saptanmamistir. gBLPACR izolatlarin %15°1 her iki kilavuzla amoksisilin-klavulanik
aside direngli olarak bulunmustur. Bu ¢alismaya goére EUCAST ve CLSI sonuglar
arasindaki en biiyilk fark sefuroksimde gozlenmistir. Sefuroksim icin gBLNAR
izolatlarin EUCAST’e gore %72’si direngliyken, CLSI’a gore %21’1, gBLPACR
izolatlarin ise EUCAST’e gore %75’1 direngliyken, CLSI’a gore %25’i direngli
bulunmustur (43). Sefuroksim igin belirlenen bu belirgin farkliligin EUCAST ve CLSI
sinir  degerleri arasindaki farktan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Amoksisilin-
klavulanik asit ve sefuroksim iilkemizde de 6zellikle otitis media ve siniizitte siklikla
basvurulan antibiyotiklerden olup, EUCAST kriterlerinin kullanimiyla birlikte daha
yiiksek diren¢ oranlarinin raporlanmasinin tedaviye olan etkileri klinik arastirmalarla
aciga cikarilmalidir.

H. influenzae izolatlarinda aminopenisilin direncinin saptanmasi ve beta-laktam
direncinin ortak bir taniminin olusturulmasi i¢in altin standart bir yontem heniiz
belirlenmemistir. Cok sayida ¢alisma disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri
arasindaki zayif korelasyon, siir degerler etrafinda kiimelenme ve ¢akisan ampisilin
MIK araliklart nedeniyle genotipik olarak direngli suslar1 sokak tipi suslarindan
fenotipik olarak ayirmanin giigliigiinii ve beta-laktam direncini dogru bir sekilde tespit
etmenin zorluklarini vurgulamistir (97). Avustralya’da Fernando ve ark.nin (97) 2017
yilinda 100 H. influenzae izolati1 iizerinde yaptiklar1 bir calismada, izolatlar disk
difiizyon yontemiyle EUCAST ve CLSI kriterleri dogrultusunda degerlendirilmistir. Bu
calismada BLNAR saptama oranlart EUCAST i¢in %18 ve CLSI i¢in %5 olarak

bulunmustur ve bu sonu¢ kullanilan disk difiizyon yontemine gore H. influenzae
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izolatlarinda beta-laktam direncinin saptanmasindaki degiskenligi gostermektedir.
Calismada ayrica EUCAST disk difiizyon yontemi ile fenotipik olarak BLNAR olan
izolatlarin tiimiiniin gBLNAR oldugu kanitlanmistir, boylece gBLNAR'Im saptanmasi
icin EUCAST disk difiizyon yonteminin o6zgiilligli dogrulanmistir. Bu calismada
arastirmacilar, CLSI yonteminin yiiksek konsantrasyona sahip ampisilin ve amoksisilin-
klavulanik asit disklerinin ve daha yiiksek MIK smir degerlerinin aminopenisilin
direncini saptama konusunda yetersiz kaldigini ifade etmistir. Calismada BLPACR
saptama orani EUCAST i¢in %14 olarak bulunmustur. Uluslararasi siirveyans
caligmalar1 ise BLPACR insidansini yaklasik %0,07-11 araliginda bildirmektedir (111,
112). Fernando ve ark.nin (97) yaptigi ¢alismada ftsl gen analizinde, gBLPACR
olmayan bes BLPACR izolatinin timiiniin smir degerin 1 mm altinda amoksisilin-
klavulanik asit zon gaplarina sahip oldugu gosterilmistir. Amoksisilin-klavulanik asit
inhibisyon zonu iginde ince kolonilerin, puslu tliremenin ve ¢ift zonlarin varligi,
besiyerinde zon gapimin 6l¢limiinii zorlagtirmaktadir. Calismamizda da disk difiizyon
yontemiyle BLPACR olarak saptanan dort izolatin ftsl gen analizinde bir mutasyon
saptanmamusti. Bu izolatlarin amoksisilin-klavulanik asit igin zon ¢aplarina
bakildiginda, iki izolatin zon ¢ap1 sinir degerin 1 mm altindayken, diger iki izolatin zon
caplart sinir degerin 2 mm ve 5 mm altindadir. Fernando ve ark.nin (97) yaptigi
caliysmada ayrica EUCAST kriterlerine gore sivi mikrodiliisyon yontemi de
uygulanmistir. Buna gore, sivi mikrodiliisyon yontemiyle gbézden kagan altt BLNAR
izolatindan besinin disk diflizyon yontemiyle elde edilen zon ¢aplarinin smir degerin 1
mm altinda kiimelendigi bulunmustur. Arastirmacilar bu sonuca gore kat1 besiyerinde
goriilebilen puslu tiremenin sivi mikrodiliisyon yontemiyle ayni1 dogruluk derecesinde
tespit edilemeyecegini vurgulamislardir. Avustralya’da klasik olarak diisiik diizey
direngli BLNAR izolatlar daha sik goriiliirken, yiiksek diizey aminopenisilin ve genis
spektrumlu sefalosporin direncinin tespiti, H. influenzae'nin beta-laktam direng
paternlerindeki degisimini gostermektedir. Bu sonuglar grup Il aminopenisilin
direncinin yeterince taninmadigina isarettir (97).

Tiirkiye’de daha dnceki yillarda yapilan ¢aligmalar, beta-laktam direncini agirlikli
olarak beta-laktamaz varligina baglamaktaydi. Ulkemizde pek c¢ok laboratuvar H.
influenzae izolatlarinda yalnizca beta-laktamaz iiretimini test etmektedir ve ftsl gen

mutasyonlarma bagli olabilecek beta-laktam direnci bu durumda gozden
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kagabilmektedir (94). Altun ve Giir’tin (113) 2008 yilinda 861 H. influenzae izolati
tizerinde yaptiklart calismada BLNAR oran1 %1,6 olarak bulunmustur. Aligkan ve
ark.nin (104) 2016 yilinda 117 H. influenzae izolati tizerinde yaptiklar1 ¢alismada
BLNAR orani %8,6 olarak bulunmustur. Giir ve Hazirolan’nin yaptig1 ¢alismada (102)
izolatlarin %7,9’u BLNAR ve %]1,9’u BLPACR olarak belirlenmistir. Daha 6nce
bahsedilen Erciyes Universitesindeki calismada (100) izolatlarin %34,7’si BLNAR,
%2’si BLPACR olarak saptanirken Istanbul Universitesindeki ¢alismada (101)
izolatlarin %25’1 BLNAR olarak saptanmis ve BLPACR izolat1 tespit edilmemistir.
Calismamizda ise izolatlarin %23,3’i BLNAR ve 9%10,7’si  BLPACR olarak
saptanmistir. Calismamizin verileri {ilkemizde daha onceki yillarda elde edilen verilerle
birlikte degerlendirildiginde yillar icinde BLNAR ve BLPACR oranlarinda artis oldugu
dikkat cekmektedir.

PBP3 aracili dirence sahip H. influenzae izolatlari, ftsl genindeki spesifik
mutasyonlara bagli amino asit degisikliklerine gore genotipik gruplara ayrilir (Grup I,
la, Ib, lic, 11d, 111, 11 benzeri, 111+ ve Il benzeri+). Grup I ve II diisiik diizey direngli
izolatlar1 temsil ederken, grup III ve grup III benzeri yiiksek diizey direncli izolatlar:
gosterir. S385T mutasyonu, sefotaksim MIK degerinin artmasiyla iliskilidir ve yiiksek
diizey direngli izolatlar1 diisiik diizey direncli olanlardan ayirir. Ek olarak L389F
mutasyonu varligi, yiiksek diizey direngli izolatlarda direng seviyelerinin daha da
artmastyla iligkilidir (53). Calismamizda ftsl geninin dizi analizinde en sik goriilen
amino asit degisiklikleri; D350N, M3771, G490E, A502V ve N526K mutasyonlariydi.
ftsl mutasyonlar1 temel alinarak olusturulan genotipik siiflandirmalara gére, grup I’de
bir izolat, grup Ila’da dokuz izolat, grup IIb’de 25 izolat, grup Ilc’de iki izolat, grup
IId’de i¢ izolat, grup III benzerinde dort izolat, grup III+’da bir izolat vardi. Direng
mutasyonu goriilen 34 BLNAR izolatin 31’1 diisiik diizey direngli BLNAR (grup I ve II)
olarak bulunurken, tiigii yiiksek diizey diren¢li (grup III) olarak bulundu. Direng
mutasyonu goriilen 11 BLPACR izolatin dokuzu diisiik diizey diren¢li BLPACR olarak
bulunurken, ikisi yiiksek diizey direngli BLPACR olarak bulundu. Grup Il benzeri bir
izolatta diger grup III benzeri izolatlardan farkli olarak saptanan E493D degisimi
belirlendi. Giincel literatiir incelendiginde E493D mutasyonu olan ve yiiksek ampisilin

ve sefotaksim MIK degeri bildirilen bir veriye rastlanmanustir. Bulgularimiz PBP3
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yapisindaki degisikliklerin beta-laktam direnci ile yakindan iligkili oldugunu ve
H.influenzae izolatlarinda PBP3 varyantlarinin izlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Italya’da 37 BLNAR izolatm ftsl gen mutasyonlar1 agisindan degerlendirildigi bir
calismada, izolatlarmn %51,4’t grup IIb igerisinde yer almistir (93). Calismamizda 34
BLNAR izolatin %064,7°si grup IIb igerisindedir. Bu sonug, literatiirde BLNAR
izolatlarinda daha once rapor edilen ve en sik gorillen amino asit degisikliklerinin
A502V ve N526K (grup IIb) olarak bildirildigi diger ¢alismalarla da uyumludur (41,
51). Almanya’da sefotaksim direnci saptanan 27 H. influenzae izolatimin ftsl gen
mutasyonlart agisindan degerlendirildigi bir ¢alismada, izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun
grup I+ (n=8) ve grup III benzerit+ (n=10) igerisinde yer aldig1 goriilmiistiir (56).
Calismamizda sivi mikrodiliisyon yontemiyle yedi izolatta sefotaksim direnci
saptanmistir. Bu yedi izolatin tigii grup III benzerinde, biri grup I1I+’da, biri grup IIb’de
yer aldi. Geri kalan iki izolat BLNAS grubunda oldugu i¢in bu izolatlara dizi analizi
yapilmamistir. Sefotaksim direnci saptanan ve beta-laktamaz negatif olan bu iki izolatta
TEM-1 dis1 bir beta laktamaz olabilecegi veya zayif ekspresyona sahip TEM-1 geni
olabilecegi diisiiniildii. Bu sonuglara gére, sefotaksim direncinin saptanmasinda MIK
degerinin belirlenmesi kritik onem arz etmektedir. Sefotaksim MIiK lerinin artis1 ile
karakterize, grup III benzeri ve grup IlI+’da bulunan toplam bes izolatin sefotaksim
MIK degerlerine bakildiginda dort izolatin MIiK degerinin 0,25 pg/ml oldugu ve bir
izolatin MIK degerinin 0,125 pg/ml oldugu gozlendi. Cogu cografi bdlgede agirhikli
olarak diisiik diizey direncli izolatlar hakimken, yiiksek diizey direngli izolatlar Japonya
ve Giiney Kore'de yaygindir. Avrupa iilkeleri ve Kanada'dan elde edilen epidemiyolojik
veriler ise sefotaksim direngli izolatlarin neden oldugu sporadik vakalarda ve grup 1l
direngli izolatlarda kademeli bir artig oldugunu gostermektedir (72).

Yiksek diizey BLNAR ve BLPACR direngle iligkilendirilen ftsl gen
mutasyonlarmin varligi, H. influenzae izolatlarinda beta-laktam direncini saptamada
kullanilan nitrosefin testi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin performansinin gozden
gecirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu tiir sinirhi yaklagimlarin veya CLSI disk
diflizyon metodolojisinin devam eden kullaniminin hem diisiik hem de yiiksek diizey
ampisilin direncini tespit etmekte basarisiz olacagi diisiiniilmektedir. H. influenzae'nin
degisen epidemiyolojisi ve artan diren¢ oranlari i¢in siirveyansin saglam, kolay

uygulanabilir ve uygun maliyetli bir metodoloji ile desteklenmesi gerekmektedir. Direng
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mekanizmalarinin ¢esitli olmasi, iireme paternlerinin degiskenligi, genotip ile fenotip
arasindaki korelasyonun tutarsizligi gibi faktorler, antibiyotik duyarlilik testinin
tekrarlanmasi1 durumunda zon c¢aplarinin degismesine ve siir degerler etrafinda
kiimelenmeye neden olabilir. Antibiyotik duyarlili§i agisindan yanlis tanimlanan
izolatlarin tedavi basarisizliklarina yol acarak morbidite, mortalite ve ayrica hasta
maliyetinde artiga neden olabilecegi akilda tutulmalidir.

Calismamizin  verileri  H. influenzae izolatlarnda EUCAST  oOnerileri
dogrultusunda calisildiginda beta-laktam direncinin daha yiiksek oranda saptandigini
gostermistir. Ozellikle PBP3 degisikliklerine bagli olarak gelisen ve tim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de siklig1 giderek artan beta-laktam direnci altta yatan ftsl
mutasyonlarmin gosterilmesiyle de dogrulanmustir. CLSI yerine EUCAST Kkriterleri
uygulandiginda 6zellikle sefuroksim i¢in elde edilen daha yiiksek diren¢ durumunun
tedavi protokolleri iizerine etkisi klinik ¢alismalarla degerlendirilmelidir. Sefotaksim
kullanimini gerektirebilecek invazif H. influenzae enfeksiyonlarinda ise MiK degerinin

saptanmasi tedavi basarisi agisindan degerli olacaktir.
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6. SONUCLAR

1. Calismamizda 2018-2022 yillar1 arasinda klinik 6rneklerden elde edilen H.
influenzae izolatlarmin %71,3’4 NTHi olarak bulunmustur.

2. EUCAST kriterleri dogrultusunda gerceklestirilen disk difiizyon testine gore;
izolatlarin %58,7’si benzilpenisilin G’ye, %35,3’i ampisiline, %32,7’si amoksisilin-
klavulanik aside, %38,9’u sefuroksime, %21,3’ii sefotaksime, %1,3’ii meropeneme,
%6,7’si nalidiksik aside, %2’si tetrasikline ve %37,6’si trimetoprim-siilfametoksazole
diren¢li bulundu. Sefotaksim, meropenem, nalidiksik asit, tetrasiklin ve trimetoprim-
stilfametoksazol direng oranlarimiz Avrupa verileriyle genel olarak uyumlu olmakla
birlikte, Avrupa genelinde farklilik gdsteren ampisilin, amoksisilin-Klavulanik asit ve
sefuroksim i¢in direng oranlar1 ¢caligmamizda dikkat ¢ekici bir sekilde yiiksek bulundu.

3. CLSI ve EUCAST disk difiizyon testi sonuglar1 karsilastirildiginda, ampisilin
ve amoksisilin-klavulanik asit direng oranlarmin EUCAST kriterleri ile daha yiiksek
oldugu, tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol direng oranlarinin ise CLSI kriterleri
ile daha yiiksek oldugu goriildi. Sefalosporinler agisindan sefotaksim duyarlilik
sonuglar1 benzerken, sefuroksim i¢in direng orani EUCAST Kkriterleri ile dikkat ¢ekici
bir oranda daha yiliksek bulundu. Meropenem i¢in iki kilavuz arasindaki duyarlilik
sonuclar1 benzerdi. Calismamizda sefuroksim duyarlilik sonuglart arasindaki farkliligin,
iki kilavuzun sefuroksim i¢in onerdigi sinir degerler arasindaki farktan kaynaklaniyor
olabilecegi diistiniildii.

4. Calismamizda CLSI sonucu olan izolatlar dikkate alindiginda, EUCAST sinir
degerleri kullanilarak 33 izolat, CLSI smir degerleri kullanilarak 23 izolat BLNAR
olarak saptanmistir. Buna gore, CLSI’ya kiyasla EUCAST kriterlerine gore BLNAR
saptama oraninin daha fazla oldugu sonucuna varilmistir.

5. Izolatlarn %]12’si beta-laktamaz pozitif olarak bulunmustur. Bu sonug
tilkemizde yapilan genis kapsamli siirveyans ¢aligmalarimin sonuglariyla uyumludur.

6. BLNAR (%23,3) ve BLPACR (%10,7) izolatlar toplam izolatlarin %34’{inii
olusturmaktadir. Yiiksek diizey BLNAR ve BLPACR direngle iligkilendirilen ftsl gen
mutasyonlarmin varhigi, H. influenzae izolatlarinda beta-laktam direncini saptamada
CLSI tarafindan 6nerilen nitrosefin testinin tek bagina yetersiz oldugunu gostermektedir.
EUCAST kriterleri dogrultusunda ilk basamakta 1 {inite benzilpenisilin G ile tarama

testi ve takibinde direncli izolatlar i¢in uygulanacak beta-laktamaz testi ve amoksisilin-
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klavulanik asit (2-1 pg) disk difiizyon testinin daha yiiksek antibiyotik direnciyle
iligkilendirilen BLNAR ve BLPACR izolatlarin saptanmasini sagladigi gosterilmistir.

7. EUCAST kriterleri dogrultusunda gergeklestirilen sivi mikrodiliisyon testine
gore; izolatlarin %24,3°i ampisiline, %4,7’s1 sefotaksime direngli bulundu. Sivi
mikrodiliisyon yoOntemiyle ampisiline duyarli olarak bulunan 19 BLNAR izolatin
tiimiiniin MIK degeri 1 pg/ml olup EUCAST’in 6nerdigi klinik sinir degerin (1 pg/mL)
duyarli-direngli ayrimin1 yapmakta yetersiz kaldig1 sonucuna varildi.

8. Calismamizda 34 BLNAR izolatin %64,7’si ftsl mutasyonlarina grup Ilb
icerisindedir. Bu sonug, literatirde BLNAR izolatlarinda daha 6nce rapor edilen ve en
stk goriilen amino asit degisikliklerinin A502V ve N526K (grup IIb) olarak bildirildigi
diger galismalarla uyumludur. Grup Il benzeri bir izolatta ise diger grup III benzeri
izolatlardan farkli olarak saptanan E493D degisimi belirlendi. Giincel literatiir
incelendiginde E493D mutasyonu olan ve yiiksek ampisilin ve sefotaksim MIK degeri
bildirilen bir veriye rastlanmamustir.

9. Calismamizda grup I1I benzeri ve grup I1I+’da (sefotaksim MIK lerinin artis1
ile karakterize olan gruplar) bulunan toplam bes izolatin sefotaksim MIK degerlerinin
0,125-0,25 pg/ml oldugu izlenmistir. Ciddi enfeksiyonlarda verilecek tedaviyi dogru
yonlendirmek i¢in 6zellikle BLNAR ve BLPACR H. influenzae izolatlarinin sefotaksim

MIK degerlerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.
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