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OZET

Gokge Kirca, Haemophilus influenzae’larda Tiplendirme Yoéntemleri ve Onemi,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Yiiksek
Linsans Tezi, Ankara, 2021. Haemophilus influenzae sistemik ve invaziv enfeksiyonlara
neden olabilen gram negatif, kokobasil veya basil yapisinda bir bakteridir.
H.influenzae'nin serotiplendirmesi konvansiyonel olarak kapstile 6zgi antiserumlarla
veya kapsul proteinlerini kodlayan genlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
iletaranmasiyla yapilabilmektedir. Yapilan ¢alismalar konvansiyonel serotiplendirmenin
molekiler yontemlere gore duyarhliginin daha az oldugunu ve tiplendirilemeyen
H.influenzae’lari (NTHi) dogru tanimlayamadigini ortaya koymustur. Ulkemizde 2007
yilinda asi takvimi kapsamina alinan Hib asisindan sonra H.influenzae enfeksiyonlarinda
etken yaygin serotip ve biyotiplerin insidansi degismis, daha ¢ok NTHi'in neden oldugu
invaziv enfeksiyonlar tanimlanmaya baslamistir. izole edilen H.influenzae’larin hizh ve
dogru bicimde tiplendiriimesi gerekmektedir. Ayrica serotip ve biyotipe bagl olarak, bu
bakterinin p-laktamaz aktivitesi ve ampisilin direnci de cgesitlilik gostermektedir.
Calismamiz kapsaminda; Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarina
gelen klinik 6érneklerden izole edilen H.influenzae suslarinin serotip ve biyotip dagilimlari,
antibiyotik duyarlkliklari ve P-laktamaz aktiviteleri arastirildi. Elde edilen verilerin
Isiginda hastanemizdeki serotiplendiriien ve NTHi’'nin orani, biyotiplendirmesi ve
antibiyotik duyarlliklar belirlendi. Yaptigimiz ¢calismada konvansiyonel yontemle NTHi
(%78,9)nin en yaygin serotip oldugu, bunu Hif (%7,9) ve Hie (%5,6)'nin takip ettigi,
molekuler serotiplendirmede ise %66,9 NTHi, %15,1 Hie ve %6,8 oraninda Hib bulundu.
Konvansiyonel ve molekiler testler arasindaki uyumun ise %74,5 oldugu gosterildi.
Biyotip Il gérilme sikligi en yiksek biyotip (%29,8) olarak belirlendi. Ampisilin direnci
%25 olarak saptanirken, bu izolatlarin %44’Gnin R-laktamaz negatif ampisilin direncli
(BLNAR) oldugu ortaya kondu. Sonug olarak eriskin hastalarda H. influenzae’ya bagh
enfeksiyonlarda NTHfi'larin arttigi, serotiplendirmede testler arasindaki uyumun orta

dizeyde oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: H. influenzae, serotiplendirme, biyotiplendirme, BLNAR, antibiyotik
direnci

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(Proje No: THD-2018-16924) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Gokge Kirca, Typing Methods Of Haemophilus influenzae and It’s Importance
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Medical Microbiology
Program Master Thesis, Ankara, 2021. Haemophilus influenzae is a gram-negative,
cocobacilli or bacillus bacterium that can cause systemic and invasive infections.
Serotyping of H.influenzae can be done conventionally by capsule-specific antisera or by
polymerase chain reaction (PCR) via screening of genes encoding capsuleexpression.
Studies have shown that conventional serotyping is less sensitive than molecular
methods and cannot accurately identify non-typable H.influenzae (NTHi). In Turkey, the
incidence of common serotypes and biotypes in H.influenzae infections has changed
after the Hib vaccine, which has been included in the vaccine schedule in 2007, and
invasive infections caused by NTHi have started to be defined. Isolated H. influenzae
should be typed rapidly and accurately. In addition, B-lactamase activity and ampicillin
resistance of this bacterium vary depending on serotype and biotype. Within the scope
of our study, serotype and biotype distributions, antibiotic susceptibility and p-lactamase
activities of H.influenzae strains isolated from clinical samples from Hacettepe University
Hospitals Central Laboratories were investigated. In the light of the data obtained, the
rate of serotyped H.influenzae and NTHi, biotyping and antibiotic susceptibilities of the
strains isolated in our hospital were determined. In our study, NTHi (78.9%) was the most
common serotype by conventional method, followed by Hi f (7.9%) and Hi e (5.6%). In
molecular serotyping by NTHi (%66.9) was followed by Hi e (%15.1) and Hi b (6.8%). The
correlation between the tests in serotyping was found to be 74.5%. The incidence of
biotype Il was the highest. Ampicillin resistance was found to be 25% and 44% of these
isolates were BLNAR. In conclusion, it was observed that NTHi’s were increased in H.
influenzae-related infections in adult patients, and the agreement rate between the

conventional and molecular serotyping methods was moderate.

Keywords: H. influenzae, serotyping, biotyping, BLNAR, antibiotic resistance

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: THD-2018-16924).
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1. GiRIS

Haemophilus influenzae insanlarin mukozal yuUzeylerinde kolonize
olabilen, kokobasil seklinde, sporsuz, hareketsiz, gram negatif bakteridir. Bu
bakteri Pfeiffer tarafindan 1892 yilinda influenza epidemisi etkeni olarak tespit
edilmis ve bu nedenle “influenza basili” olarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan
calismalar her ne kadar H. influenzae’nin, influenza epidemilerinin birincil etkeni
olmadidini ortaya koymus olsa da isimlendirmesinde degisiklige gidilmemistir (1,
2).

H. influenzae kapsulli ve kapsulsiz olmak Uzere iki gruba ayrilmakta,
kapsullu olanlar kapsullerinde bulunan polisakkaritlerine gére a, b, ¢, d, e ve f
seklinde isimlendirilen 6 serotip (3, 4), ayrica indol Uretimi, Ureaz ve ornitin
dekarboksilaz testlerine goére ise sekiz farkli biyotip (I-VIIl) olarak
siniflandiriimaktadir (5-7).

Haemophilus tiri bakteriler insan ve hayvanlarda zorunlu parazit olmakla
birlikte, H. influenzae sadece insanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. H.
influenzae 6zellikle bogaz ve nazofarenks bdélgesinde kolonize olurken, nadiren
konjonktiva, burun ve genital sistemde de kolonize olduklari tespit edilmektedir.
H. influenzae’nin kapsulsuz suslari ve kapsulll olanlardan H. influenzae tip b (Hib)
her yastaki insanin Ust solunum yollarinda kolonize olmakta (2), 6zellikle H.
influenzae tip b serotipi (Hib), bes yas alti ¢ocuklarda pndmoni, menenijit,
bakteriyemi ve epiglotit gibi olumcul olabilen invaziv enfeksiyonlara neden
olmaktadir (8). Kapsulsuz suglar ise erigkinlerde toplum kaynakli pndmoni, akut
orta kulak iltihabi, akut sintzit ve kronik bronsitin akut alevlenmeleri seklinde

seyretmektedir (1).

H. influenzae‘nin serotiplendirmesi konvansiyonel olarak kapsul spesifik
antiserumlarla yapilabildigi gibi kapsul genlerini kodlayan cap lokusundaki

bexABCDEF genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile taranmasiyla da



yapilabilmektedir. Yapilan calismalar konvansiyonel olarak serotiplendirmede
molekuler yontemlere gore daha fazla yanilma payi oldugunu ve tiplendirilemeyen
kapsulstz H. influenzae’lari (NTHi) tanimlayamadigini ortaya koymustur. Ayrica
konvansiyonel yontemlerle b tipi suslarin kapsulsiz mutantlari (b”) da
tanimlanamamaktadir. 2007 yilindan beri ulusal agi takvimi kapsamina alinan Hib
asisindan sonra H. influenzae enfeksiyonlarinda, etken yaygin serotip insidansi
degismis ve daha ¢ok NTHi'nin neden oldugu invaziv enfeksiyonlar gorulmeye
baslamistir. Daha o6nceki calismalar serotip ve biyotiplerin yeni insidanslarinin
cografi bolgelere gore farklilik gdsterdigini ortaya koymustur. Ayni zamanda
serotip ve biyotipe goére B—laktamaz aktivitesi ve buna bagli olarak ampisilin
direnci de cesitlilik gostermektedir. Bu nedenlerle hastalardan izole edilen H.

influenzae suslarinin hizli ve dogru bigimde serotiplendiriimesi gerekmektedir.

Son yillarda bu bakterilerin antibiyotik direnglerinin giderek arttigi
saptanmistir (9). H. influenzae enfeksiyonlarinin tedavisinde her ne kadar
ampisilin akla gelen ilk segenek olsa bile plazmid aracili B-laktamaz dretimi
sebebiyle ampisiline kargl gelisen direng tum dunyada hizla artmaktadir. H.
influenzae susunun ampisilin direnci, ilk olarak 1974 yilinda bildiriimigtir (10).
Gunumuzde ise B-laktamaza bagh ampisilin direncinin tUm didnyada artis
gbsterdigi ve bunun yaninda ézellikle ispanya, Fransa, Giiney Kore ve Japonya
gibi bazi ulkelerde de B-laktamaz negatif ampisilin direncinin arttigi tespit
edilmistir. Bu nedenle bu durumun dlkemiz igin belirlenmesi olduk¢a degerli ve
onemlidir (2, 11).

H. influenzae kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde aminopenisilinler,
aminopenisilin  ve  beta laktamaz inhibitérlerinin  kombinasyonlari,
antipseudomonal olmayan sefalosporinler, sefotaksim veya seftriakson,
kinolonlar (levofloksasin, moksifloksasin) veya bunlarin kombinasyonlar tercih
edilmektedir. Ancak direng oraninin hizli artisi tedavi igin kullanilan

antibiyotiklerde guncelleme yapilmasini gerektirmektedir (12-14).



Calismamizin amaci Hacettepe Universitesi Hastanelerinde izlenmekte
olan hastalardan izole edilen H. influenzae suslarinin biyotip, serotip
dagihmlarinin  ve antibiyotik duyarhliklarinin arastiriimasidir. Bunun igin
hastalardan alinan, cesitli klinik o6rneklerden izole edilen ve etken oldugu
belilenen H. influenzae’larin o6nce biyotiplendirmesi ve konvansiyonel
yontemlerle serotiplendirmesi yapilmig, daha sonra molekiler ydntemlerle
yapilmis  serotiplendirme konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile
karsilastirilmigtir.  Elde edilen verilerin 1siginda Hacettepe Universitesi
Hastanesindeki tiplendirilen ve tiplendirilemeyen H. influenzae’larin orani
cikartilmigtir. Ayrica izolatlarin in vitro olarak antibiyotik duyarlilik testleri ve -

laktamaz aktiviteleri belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Ik olarak Robert Koch 1882 yilinda konjoktiva materyalinde Haemophilus
aegyptius saptamistir (15). Bunu takiben Richard Pleiffer 1892 yilinda Avrupa
influenza pandemisi sirasinda yasamini yitiren hastalarin balgam 6rneklerinden
ve akciger dokularindan H. influenzae izole etmistir (16). Pleiffer buldugu bu
bakteriyi “Pleiffer's bacillus” veya “Bacillus influenzae” olarak isimlendirilmistir.
Slawyk (17) 1899 yilinda ve Cohen (18) ise 1909 yilinda menenijit hastalarinin

beyin omurilik sivilarindan H. influenzae’yi Gretmistir.

Amerikan Bakteriyoloji Derneg@i 1920 yilinda bu bakteriyi Uretmek igin kan
faktorlerine gereksinim duyan Heamophilus influenzae olarak isimlendirmigstir
(19). Pitmann 1931 yilinda kapsulli ve kapsulsiz H. influenzae suslarini
tanimlamigtir. Ayrica kapsul bulunduran suslarin da kapstuler polisakkaritlerindeki
antijen farkliliklarina gore a, b, c, d, e ve f olmak Uzere alti farkli serotipe ayrildigini
saptamistir (19-22).

Fothergill ve Wright 1935 yilinda H. influenzae tip b’ye karsi bakterisidal
antikorlarin serum duzeyi ve Hib hastaliklarinin gortlme yasi arasindaki iligkiyi
tanimlamis (23), Lucas ve arkadaslari 1994 yilinda ise siganlarda Hib inokile
edilmesiyle menenijit gelisimine kargi hiperimmin cevap gelistirdigini bildirmistir
(24).

H. influenzae tedavisinde 1950 yilinda kloramfenikol kullaniminin Hib
enfeksiyonlarina bagli mortaliteyi azalttigi gosterilmigtir (25), 1970 yilinda ise
Schneerson ve arkadaslari Hib polisakkarit kapsul komponenti olan oliribozil
ribotil fosfati (PRP) asi immunojeni olarak purifiye etmis (26), Peltola ise (1974)
Finlandiya’da 18 aydan buyik 100.000 ¢ocuk Uzerinde yapilan asi ¢galismasinda

PRP’nin Hib enfeksiyonuna karsi koruyucu oldugunu gostermistir (27).



H. influenzae’nin biyokimyasal 6zelliklerine gore bes ayri biyotipe ayrildigi
Kilian ve arkadasglari (1979 yih) tarafindan bildirilmis, énce bu bakteriler biyotip I-
IV olarak isimlendirilmig, ancak daha sonra bu biyotiplere V’den VlII'e kadar olan

diger biyotipler de eklenmistir (8-11).

H. influenzae’nin 1980 yillarinda asi ¢alismalari ile ilgili yapilan yayinlarda,
18 aydan kuguk cocuklarda immunojeniteyi artirmak igin oliribozil ribotil fosfat'in
(PRP) cesitli proteinlerle konjuge edildigi gosterilmis (28), Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) ise 1985 yilinda PRP asisinin 24 aydan buyuk ¢ocuklara
uygulanmasi i¢in lisans alinmigtir (29). Finlandiya’da 1985-1987 yillari arasinda
6 ile 12 aylik c¢ocuklara poliribosilribitol fosfat-difteri toksoidi (PRP-D)'nin
uygulandigi kontrollu bir calismada asinin koruyucu oldugu gosterilmistir. ABD’de
1987 yihinda PRP-D 18 aylik ¢cocuklarda ve 1990 yilinda Haemophilus b konjuge
asisi (CRM 197-nontoksik difteri toksini(HbOC)) ve Haemophilus b konjlge asisi
(Neisseria meningitidis dis membran kompleksi(PRP-OMP)) 2 aya kadar klguk
cocuklarda kullaniimak Uzere lisans almigtir. 1993 yilinda ise ayni ulkede
poliribosilribitol fosfat-tetanoz toksoidi (PRP-T) ve DTP-HbOC Diphtheria,
Tetanus, Pertussis/ Haemophilus influenzae type b (= 6 hft — 6 yil)) kombinasyonu
agilar lisans alip kullanima girmistir. Yapilan bircok calismada 1995 yilindan
itibaren ABD’de Hib hastaliklarinin énceki goridlme sikliginin %5-10’una oraninda
azaldigini gosterilmistir (30). Ulkemizde ise H.influenzae tip b asisi 2007 yilinda
asllama takvimine alinmistir (31). H. influenzae‘'nin tam genom analizi ise 1995

yilinda tamamlanmistir (32, 33).

2.2. Haemophilus influenzae

2.2.1. Mikrobiyolojisi

Pasteurellaceae familyasinda Haemophilus cinsi yaninda Actinobacillus,

Pasteurella ve Aggregatibacter cinsleri bulunmaktadir. Bu familya genis bir



hastalik yelpazesine sahip olmakla birlikte genel olarak gram negatif ve fakultatif
anaerop basillerdir (34-37). Haemophilus cinsi insanlarin mukoz membranlarinda
kolonize olan, 0.5-2.0 um boyunda, 0.2-0.3 ym eninde, bazen pleomorfik olarak
gorunen, gram negatif basillerdir. Bu bakterilerin ¢ogu izolasyon igin
zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiyac duymaktadir (34-37). Haemophilus cinsinin
ginUimuze kadar bildirilmig 19 tard bulunmaktadir. Bilinen en énemli tirlerinden
Haemophilus influenzae, pediyatrik hastalarda enfeksiyonlarla iligkili olarak en sik
bildirilen tardur (38). Haemophilus turlerinden insanla iligkili oldugu tanimlanan
diger turler ise H. aegyptius, H. haemolyticus, H. ducreyi, H. parainfluenzae, H.
parahaemolyticus, H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. segnis, H. pittmaniae ve

nadir olarakta H. paraphrohaemolyticus‘dur (8).

Haemophilus (Haemo: kan, philos: seven) cinsi yalniz insanda
bulunmakta ve dogal hayvan konagi bulunmamaktadir (39). Cins ismini in-vitro
uremede kanda bulunan yardimci blyume faktérlerine duyulan ihtiyagtan dolayi
almigtir. Bu faktorler; X faktor (hemin) ve V faktor (Nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD))ddr. Diger tarlerin ¢codu bu faktorlerden yalnizca birine gereksinim
duyarken, H. influenzae ise her ikisine de gereksinim duymaktadir. Bu bakteriler

icin en iyi Ureme 1s1s1 33-37 °C’dir (40).

Yapilan molekuler calismalar sonucunda Haemophilus cinsinde
bulunan bazi tarler; H. aphrophilus, H. segnis, H. paraphrophilus turleri
Aggregatibacter cinsine, H. avium, H. paragallinarum turleri Avibacterium cinsine

ve H. pleuropneumoniae ise Actinobaciullus cinsine transfer edilmistir (39).

Geleneksel siniflandirma kriteriyle, H. influenzae ve H. aegyptius ayri
tirler olarak siniflandirilmistir (41). Ayrica bu turlerin populasyon genetik
analizlerinde farkli bakteri poptilasyonlari olusturduklari ve klinik bulgularinin farkl
patojenik potansiyellere sahip olduklarini gostermigtir. Bazi yayinlar H.
aegyptius’un H. influenzae biyogrup aegyptius olarak adlandiriimasinin daha
dogru oldugunu belirtmektedirler (42, 43)(Sekil 1).



H. ducreyi

H. pittmaniae H. sputorum

H. parainfluenzae H. parahaemolyticus

H. paraphrohaemolyticus

“H. intermedius”
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A. aphrophilus
H. influenzae

H. aegyptius A. segnis

A. actinomycetemcomitans

0.02

E. coli

Sekil 2.1. Heamophilus ve Aggregatibacter cinslerinin genetik yakinliklari.

H. influenzae solunum yolu mikrobiyotasindabulunan ve 6zellikle cocukluk
c¢agindaki bireylerde menenijit, otitis media, Ust solunum yolu enfeksiyonlari ve
pnomoni gibi hastaliklarin 6nemli etkenleri arasinda yer alan bir bakteridir.
Asilama yontemleri ortaya ¢ikana kadar tum dunyada bakteriyel menenijitin en
onemli Ug ana etkeninden biri olarak kayitlara gegmistir. Semptomlar genellikle 3

ila 36 aylik ¢cocuklarda gorulirken, insidansin en ylksek oldugu dénem 6-7 aylik



cocuklardir. Bu vakalarin hemen hepsinden H. influenzae serotip b ve biyotip I'in
sorumlu oldugu bildirilmigtir (30, 44, 45).

2.2.2. Ureme Ozellikleri
Aerob veya fakultatif anaerob bir bakteri olan H. influenzae adi
besiyerlerinde  ureyememektedir. Aerob  kosullarda ureyebilmek icin

besiyerlerinde X ve V faktorlerinin bulunmasina gereksinim duymaktadir (46).

X faktoru; i1siya dayanikli tetrapirol bilegikleri grubunu (hemin, hematin)
olusturan kan komponentidir; bakteri tarafindan yapisinda hem bulunan demirli
solunum enzimleri olan sitokrom oksidaz, katalaz ve peroksidazin sentezinde

kullanilir.

V faktéri (1stya duyarli bir koenzim (NAD)) hlicre metabolizmasinda
hidrojen alicisi olarak kullaniimaktadir. V faktéri taze kanh besiyerlerinde
bozulmamis eritrositlerin igerisinde hapsedilmistir. Staphylococcus aureus basta
olmak Uzere bazi difteroid basiller, streptokoklar, neisserialar ve pseudomonaslar
fazla miktarda V faktort sentezler. Buna bagli olarak, H. influenzae koyun kanli
agarda (KKA) S. aureus kolonilerinin hemen yaninda Ureyebilmekte, bu olay
“satellit fenomeni” veya “sut anne fenomeni” olarak bilinmektedir (5, 47). Bazi
Haemophlius tarleri %5 at veya tavsan kanli agarda Ureyebilmekte ve beta-

hemolitik koloniler olusturabilmektedirler (7).

Cikolata agarda bu bakterilerin kapsulli olmayan suglarinin kolonileri tipik
olarak grimsi renkte, seffaf, duzgin ylzeyli ve konveks gorinime sahiptir.
Kapsullu suslar ise daha genis, daha opak ve mukoid koloniler olugsturmaktadir
(8, 40).

H. influenzae 37°C’de ve pH 7.4 — 7.6'da iyi Uremekte ve %5-10’luk CO>

ortamina gereksinim duymaktadir (45).



2.2.3. Antijenik Yapi
Haemophlius turleri, gram negatif bakteri turlerinin hicre duvarina
benzemektedir. Bazi H. influenzae suslarinda kalin bir hicre duvari bulundugu
bildiriimektedir. Bazi H. influenzae suslarinda ise kendilerini makrofaj ve
notrofillerin  fagositozundan koruyan 0,25 pm kalinhdinda, negatif yUukli ve
hidrofobik bir kapsul bulunmaktadir. Kapsul polisakkarit yapisinda olup
antijenlerinin yapisina gore alti tipe (a, b, c, d, e ve f) ayrilmigtir. Herbir serotip,
kapsul disakkarit alt Unitelerden meydana gelen lineer bir polimerden
olusmaktadir. Tip b kapsulu negatif yukllu bir fosfodiester ile baglantili PRP lineer
polimerini icermektedir. Serotip a, b, ¢ ve fnin kapsul antijenleri, teikoik asit
icermektedir. Fosfat icermeyen serotip d ve e kapsuilleri glikozidik olarak baglantili

polisakkaritlerdir (48, 49) .

Kapsul bulundurmayan suslar tiplendiriliemeyen (kapsulstz) suglar olarak
adlandirmaktadir. Bu suglar da biyotipleme, dis membran proteinleri (molekdl
agirhk farklari), lipooligosakkarit (LOS) antijenik farkliliklari ve elektroforetik
tiplendirmedeki genetik farkhliklar olmak Uzere kendi iglerinde gesitli ydontemlerle
siniflandirilabilmektedir (50).

2.3. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Haemophilus turlerine, ozellikle H. parainfluenzae ve H. influenzae basta
olmak Uzere, bebeklik c¢agindan itibaren tim hayat evrelerinde
rastlanabilmektedir. Bu bakteriler insanlarin Ust solunum yolu mukoz membranina
kolonize olmakta, lokal olarak yayilabilmekte, orta kulak iltihabi ve sinuzite, alt
solunum yollarinda ise bronsit, pndmoni gibi hastaliklara neden olmaktadirlar. H.
influenzae’nin 6zellikle b serotipi (biyotip 1), Ust solunum yollarinda nadiren
bulunmakta, asilanmamis c¢ocuklarda menenijit, epiglottit (obstruktif larenijit),

seldlit gibi hastaliklara yol agmaktadir (37, 51).



10

H. influenzae’nin en 6nemli virulans faktorleri:

1) Kapsul: H. influenzae tip b major virtlans faktoru riboz, ribitol (5-
karbonlu seker alkoli) ve fosfat iceren, PRP olarak bilinen, antifagositik
polisakkarit kapsuldir. Kapsile karsi olugan antikorlar, fagositozu ve kompleman

araclli bakterisidal aktiviteyi stimile etmektedir (5, 52).

2) Pili (Fimbriyalar): Kapsullu ve kapsulsuz suglarda bulunan fimbriyalar,
agiz ve ust solunum yolu ve adenoid epiteline tutunmada rol oynamakta ve

kolonizasyonu saglamaktadir. Ayrica bu yapi eritrositleri aglitine etmektedir (50).

3) Adezyon proteinleri: HMW1 ve HMW?2 gibi adezin proteinleri, solunum
yolundaki insan epitel hicrelerine baglanmaya aracilik etmektedir. Bu proteinler
Ozellikle tiplendirimeyen H. influenzae (NTHi) suslarinin epitel ve endotel

invazyonu igin 6nemli bir rol oynamaktadir (53).

4) Lipooligosakkaritler (LOS): H. influenzae suslari ekzotoksin Uretimi
yapmamaktadir. Lipooligosakkarit, bu suslarin invazyonunda etkili bir
endotoksindir. LOS solunum epitel hlicresi silyalarinin Gst tabakasini paralize
ederek, konagin spesifik olmayan savunma mekanizmasininin bir pargasi olan

ortamdan uzaklastirma islemini engellemektedir.

5) IgA1 proteaz: H. influenzae suslart IgA1 proteaz Ureterek
Immunglobulin A’nin mentese bdlgesinin agiimasina neden olmaktadir. IgA1
proteaz aktivitesi sonucu patojenin mukozal ylzeydeki aglutinasyonu ve bunun
ardindan ortamdan uzaklastiriimasi engellenmis olmaktadir. insanlarda H.
influenzae invazyonunun artisi ve IgA1 proteaz aktivitesinin artisi arasinda

korelasyon oldugu saptanmigtir (54, 55).
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6) Faz varyasyonu: Konak ortamindaki degisikliklere uyum saglamasina
yardimci olan patojenin dig ylzey proteininin modifikasyonudur. Bu sayede
patojen konagdin immun sisteminden kagma firsati bulmaktadir. Buna érnek olarak
hemoglobin baglayici proteinler (HgbA, HgbB, HgBC) ve adezinler (OapA,
HMW1, HMW?2) gosterilebilmektedir (53).

2.4. Epidemiyoloji

Haemophilus tdrleri, yetigkinlerin %85'inden fazlasinin orofarenks ve
nazofarenks mikrobiyotasinin elemanidir. Orofaringeal boélgeden izole edilen
suslarin ¢gogu kapsulsiz olmakla birlikte, bu bdlgede kapsulli H. influenzae
(kapsuler serotipler a, b, ¢, d, e ve f) tirleri de bulunabilmektedir (5).
H.influenzae’nin patojenitesi, kapsulin varligina ve spesifik kapsul tirine gore
degismektedir (56). H. influenzae tip b asisinin uygulanmasina kadar, H.
influenzae enfeksiyonlarinin % 95'inden fazlasinin H. influenzae tip b ile meydana
geldigi gosterilmistir (55). H. influenzae b agilamasindan sonra butun yas
gruplarinda tip b enfeksiyonlarinin insidansinin azaldigi (57, 58) , diger kapsuler
(a, c, f) ve NTHi suslarin insidansinin arttigi belirlenmistir (6, 59, 60). Haemophilus
turt bakteriler, saglikli insanlarin Ust solunum yolu mikrobiyotasinin yaklasik
%10’unu olusturmaktadir. Oral kavite ve farenkste en fazla H. parainfluenzae
(%75) bulunmakla birlikte, bu tartin nazal kavitede bulunmadigi gosterilmistir (43,
61, 62). H. influenzae’nin olusturdugu nazofaringeal kolonizasyon, ortalama 1,5-
2 ay kadar suren tasiyicilik ile karakterize dinamik bir olaydir. Lokal enfeksiyon
suresince H. influenzae kolonisi, genellikle farinks ve nazal kavitedeki floraya
hakim olmakta (61-63), kalabalik ortamlarin yuksek tagiyicilik hizina katkida
bulundugu dusundlimektedir (63, 64). Asisiz 0-36 ay arasindaki ¢ocuklarin Ust
solunum yollarinda %3-5 oraninda, okul éncesi ¢ocuklarda %8-12 oraninda tip b
tasiyicih@r tanimlanmigtir (43). Saglikli gocuklarda baskin olarak bulunan biyotip
[l veya biyotip Il kapsulsiz H. influenzae suslari genellikle farenksde bulunmakta,

ancak toplam bakteri floras’'nin %Z2’sinden daha azini olugturmaktadir (33).
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Bakteri nadir olarak konjonktiva mukozasi ve genital yolda da kolonize olmaktadir
(34). Birgok populasyon da gocuklarin konjuge asi ile asilanmasindan sonra
olugsan antikorlara bagl olarak, Hib tasiyicihginin belirgin bir sekilde azaldigi
gOsterilmistir (64-66). Her ne kadar H. influenzae tip b, sistemik hastaliga neden
olan en yaygin serotip olsa da, H. influenzae agisinin uygulanmasindan onceki
donemlerde, saglikli gocuklardan da nadir olarak izole edildigi bilinmektedir (67,
68).

H. influenzae vyalniz insan patojeni olup, baska dogal konagi
bulunmamaktadir (69). H. influenzae tip b (Hib), gelismekte olan Ulkelerde bebek
ve ¢ocuklarda morbidite ve mortaliteye yol acan menenjit, pndmoni ve diger
invaziv enfeksiyonlarin (ampiyem, artrit, perikardit, epiglottit, osteomiyelit,
bakteriyemi) en yaygin nedenlerinden birisidir. Hib kaynakli menenjit ve
pndémonilerin, dinyada her yil 375.000°’den fazla ¢ocugun 5 yasina varmadan
Olmesine neden oldugu tahmin edilmektedir. Gelismekte olan ulkelerde 5
yasindan kuguk c¢ocuklarda H. influenzae menenijiti nedeniyle her yil yaklasik
200.000 vaka ve 37.000 olum meydana gelmektedir. Gelismis Ulkelerde ise Hib
menenijit orani yilda %0.008, tum invaziv Hib hastaliklarinin oranlari ise %0.0021-
0.0100 arasindadir. Yetiskin insanlarda Hib hastaligi insidansi her 100.000
olguda 0.85'dir ve bunlarin ¢gogunun kronik akciger hastaligi ve diger immun

direng dusuklagu ile iligkili oldugu gosterilmistir (37, 67).

H. influenzae insandan insana damlacik veya salgilarla dogrudan temas
yoluyla bulasmaktadir. invaziv Hib enfeksiyonlarinin inkilbasyon siresi
bilinmemektedir (34).
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H. influenzae enfeksiyonlari iki ana tip altinda siniflandirilabilmektedir:

1. H. influenzae’nin primer patojen oldugu, siklikla bakteriyemi ile
gelisen akut ve ciddi enfeksiyonlar: Bunlar genellikle 3 ile 48 ay grubundaki
cocuklarda gorulmektedir. Erigkinlerde ise birgok invaziv hastalik kapsulstz

suglarla olugsmaktadir.

2. H. influenzae’nin primer etken olmadigi, ancak daha 6nce hasar
gormis dokuya kolonize olarak onemli bir sekonder rol oynadigi
enfeksiyonlar: Bu enfeksiyonlar kronik bronsit, bronsektazi, kistik fibroz,
pndmoni, sinlzit, orta kulak iltihabi ve konjunktivittir. Bu klinik tablolardan izole
edilen bakteriler genellikle kapsulsizdur. Bu kapsulsiz suslar ayni zamanda
erigkinlerde menenjit de yapabilmektedir. Bu olgularin ¢gogunda predispozan

faktorler (kafa travmasi, orta kulak iltihabi, sinGizit) bulunmaktadir (69, 70).

2.5. Risk Faktorleri
H. influenzae enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde aile 6zellikleri, yas,
cinsiyet, kalaballk ortamlarda bulunma, mevsim ve farkli cografik bdlgelerde

bulunma gibi faktorler 5nem tagimaktadir (34, 41).

Epidemiyolojik risk faktorleri arasinda o6nemli olan kriter yastir.
Yenidoganlar, Hib enfeksiyonlarina kargl anneden gegen antikorlarla pasif olarak
korunmaktadir. Ancak 6zellikle 6-11. aylar arasinda Hib enfeksiyonlarinin sikhgi
artmaktadir. Dogal antikorlarin gelismeye baglamasi ile bu siklik azalmakta,
yaklasik iki yas civarinda belirgin bir dugus gostermekte ve besinci yasla birlikte
yasa spesifik bir siklikta gorilmeye baslamaktadir. Yedi yasindan kuguk olan
cocuklar en ylksek nazofaringeal Hib tasiyiciligi oranina sahiptir. Cinsiyete goére

dagilim benzerdir (70).

Kapsule karsi koruyucu antikorlarin bulunmamasi, IgG sentezinde
yetersizlikler, orak hicreli anemi ve splenektomi de risk faktorleri arasindadir. H.

influenzae enfeksiyonlarinda ailenin kalabalik olmasi, kardeslerin sayisi ve yasi,
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ilkokula giden kardeglerin bulunmasi da oOnemli risk faktorleri arasinda

saylimaktadir.

H. influenzae menenijitli bir gocuk ile ayni evde bulunan cgocuklarda
sekonder enfeksiyon riski %2-4 oranindadir. Kapsulsiiz H. influenzae ile olusan
orta kulak iltihabi bulunan kardeslerde yapilan arastirmalarda, ayni evdeki
cocuklar arasinda kapsulsuz H. influenzae suslarinin kisiden kisiye gegebileceqi

gosterilmistir (71).

2.6. Klinik Tani
H. influenzae yalniz insanlarda enfeksiyona neden olan bir bakteridir.

Yaptigi enfeksiyonlar:

a. Menenjit: Tum dinyada bakteriyel menenjite neden oldugu bilinen ¢
etken arasinda H. influenzae, S. pneumoniae ve N. meningitidis bakterileri yer
almaktadir. H. influenzae’ya bagli menenijit olgularin ¢ogunlugu 3 ila 36 ay
arasindaki ¢ocuklarda goriulmekte olup enfeksiyon insidansi 6-7 ay civarinda en
yuksek degerine ulagmaktadir. Genellikle bu dénemde izole edilen suslarin H.
influenzae serotip b (Hib) ve H. influenzae biyotip | oldugu gozlenmis ve bu iki
Ozelligin septisemi ile iligkili akut epiglottitin major etiyolojik ajanlari arasina da
sayllmasina neden olmustur (45, 57). Hib enfeksiyonu, asi programlarinin
uygulanmaya baslanmasindan 6nce, her yas grubunda meydana gelen butun
menenjitlerin yaklasik yarisinin nedeni olmustur (72, 73). Klinik bulgularin erken
tanisi ve ozellikle menenjit tanisinin konmasi, emzirme ¢aginda olan ve kuguk
cocuklarda oldukga zor olmaktadir. Bagisikhgr dusuk olan g¢ocuklarda,
nazofarinksteki bakteriyemik yayilimdan dolayi meydana gelen enfeksiyon, diger
bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlardan ayirt edilememektedir. Tanisi
konmus vakalarda tedavi uygulanmig olsa dahi mortalite hizi kliguk ¢ocuklarda
%30 seviyesine kadar ulasabilmektedir. Gelismekte olan ulkelerde her yil 200.000

menenjit vakasl gerceklesmekte olup, bunlarin yaklasik 37.000°i olumle
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sonuglanmaktadir. Bu vakalarin olusumunun %97'den fazlasinin ise Hib kaynakl

oldugu tespit edilmistir (72, 74).

b. Epiglottit: H. influenzae enfeksiyonlarinin 6nem siralamasinda ikinci
sirada yer almaktadir. Epiglottitin en sik nedeni H. influenzae bakterisidir. Genel
olarak 2 ila 4 yas arasindaki g¢ocuklarda gorulen akut epiglottit, supraglottik
enflamasyon ve obstriksiyona yol agarak 6lume neden olacagindan dolayi
pediyatri kliniklerinde acil durum olarak kabul edilmektedir. Solunum yollarinin
tikanmasina neden olabilecegi igin krup sendromlarindan bagimsiz olarak ele
alinmasi gerekmektedir. Agi uygulamasinin hayata geciriimesiyle bu hastalik

insidansi oldukga dusuk degerlere ulasmigtir (75).

c. Pnémoni: Hib kaynakli pnémoni 4 — 48 ay arasindaki gocuklarda kis ve
ilkbahar aylarinda gorulmektedir. Cocukluk doneminde ise pndmoni ve menenjit
gelismesi esit miktardadir. Kan kudlttrd, radyolojik ve klinik bulgular sonucu Hib
kaynakli pnoémoni insidansinin %50 oraninda oldugu saptanmigtir. Hib kaynakli
pnomoni, stafilokok ve pnomokok pnomonisinden daha yavas seyirli olmasi
nedeniyle farkllik gostermektedir (8). Ozellikle kanser, alkolizm, HIV enfeksiyonu
ve kronik obstruktif akciger hastaligi bulunan bireylerde kapsilstiz suslar
tarafindan bazen invaziv enfeksiyonlar olusabilmektedir. Kapstilll olan suglardan
a, ¢, d veya e serotipli olan suslar saglkl bireylerin solunum yollari florasinda
dogal olarak bulunmakla birlikte bazen enfeksiyonlara neden olabilmektedir (55,
76). Pnomoni vakalarinin %10-30’una akut orta kulak iltihabi (akut otitis media)
(AOM), menenijit, septik artrit gibi bazi diger lokal enfeksiyonlar eslik
edebilmektedir. H. influenzae pnomonilerinde yaklasik %1 vakada sekel
(brongektazi ve reaktif hava yolu hastaligi basta olmak Uzere) gelisebilmektedir
(72).
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d. Seliilit: Genellikle yuz ve periorbital bolgede meydana gelen selllit,
kizariklik, agri, morumsu renk degisikligi ile karakterize bir ¢ocuk hastalhgidir.
Tani, kan kiltari ve yanaktan alinan aspirattan Uretilen enfeksiyon etkeninin
tanisi ile konulmaktadir. Bu vakalara menenjit veya bakteriyemi de eglik
edebilmektedir. Bu durum o6zellikle 24 aydan kiuguk ¢ocuklarda gorulmekte olup,

bakteriyemi sonrasi metastatik odak olarak geligsebilmektedir (30, 38, 72, 75).

e. Bakteriyemi: Sik ve erken gorllen bu klinik tablo, yeni doganlarda
perinatal bulagsma sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yeni dogan déneminden sonra

gOrulen bakteriyemi vakalarinin % 90-95’i Hib tarafindan olusturulmaktadir (5).

f. Artrit: KligUk ¢cocuklarda meydana gelen Hib kaynakl artrit ile S. aureus
kaynakli artrit birbirinden tam olarak ayirt edilememektedir. Enfeksiyonun
bakteriyemi olugturmasindan sonra basta kalga eklemi olmak Uzere, tek ve blyuk
eklemlerde gorulmektedir. Hastallk genel olarak ¢ocuk yas grubunda
gOzlenmekte, yetiskinlerde ve buyuk c¢ocuklarda ender olarak saptanmaktadir
(38). Ayrica Hib menenijiti sirasinda kultar negatif ve eklemde immun kompleks
birikimine bagli olarak gelisen reaktif artrit (septik artrit olmadan) meydana
gelebilmektedir (72).

e. Akut orta kulak iltihabi(Otitis media): Orta kulak iltihabi siklikla 6-24
ay arasl c¢ocuklarda gorulmekte, 6-13 aylik ¢ocuklarda insidansi en yuksek
olmakta ve 72 aydan sonra dugsmektedir. Akut ve kronik orta kulak iltihabinin en
yaygin iki nedeni arasinda H. influenzae (Tiplendiriemeyen grup) ve S.

pneumoniae suslari yer almaktadir (38, 77, 78).
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f. Osteomyelit: H. influenzae c¢ocuklarda nadiren osteomiyelite neden

olmaktadir.

Bu hastaliklarin disinda H. influenzae tip b perikardit, orbital sellllit,
endoftalmit, Uriner sistem enfeksiyonlari, neonatal sepsis, sant enfeksiyonlari,
nekrotizan fasiit, peritonit, skrotal abse, beyin absesi, poliserozit, tenosinovit,
epididimit, akciger absesi, periapendikiler abse ve bakteriyel trakeite neden
olmaktadir (77, 79) .

Diger Haemophilus suglarinin neden oldugu enfeksiyonlar;

Haemophilus parainfluenzae: Ust solunum yollarinda kommensal olarak
bulunan bu tur, agiz florasinda en sik izole edilen turdur. H. parainfluenzae
farenjit, epiglottit, otitis media, sinlizit, konjuktivit, dis abseleri, pndmoni, ampiyem,
sepsis, endokardit, septik artrit, osteomyelit, peritonit, Uriner ve genital sistem

enfeksiyonlari nadiren de menenijit ve beyin absesine neden olmaktadir (80).

Haemophilus aphrophilus: Oral kavite ve Ust solunum yollarinin normal
flora Uyesidir. HACEK grubu bakterilerinden biri olmakla birlikte endokardit
etkenidir (81).

Haemophilus segnis: Farinks normal florasinda ve 6zellikle dis plaginda

bulunmaktadir. Ayrica endokardite neden olabilmektedir (82).

Haemophilus aegyptius: Koch-Weeks basili olarak da adlandirilan H.

aegyptius akut ve purulan bir konjonktivite neden olmaktadir.
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Haemophilus ducreyi: insanda seksuel yolla bulasan bir hastalik olan
sankroid (yumusak yara) etkenidir. H. ducreyi susunun vicuda giris bdlgesinde,
erkeklerde genellikle peniste, kadinlarda ise labiumlarda, olugturdugu lezyonlarla
tipiktir. Genel olarak kadinlar asemptomatik olup, hastalik belirtisi
goOrulmeyebilmektedir. Lezyonla temastan 1-5 gun sonrasinda genital veya
perianal bolgede eritamat6z, yumusak bir papul gelismektedir. Genital lezyon
hassas bir papul olarak baslar, pustller sekle donusmekte ve daha sonra
ulserlesmektedir. Lezyonlar, tek tarafli inguinal lenfadenit ile birleserek daha genis
ulserlere neden olmaktadir. Sankroid tanisi, bir veya daha fazla agrili Glserin
varligi, sifilize ait negatif laboratuvar sonucu ve klinik tipik Glser géruntisu ile
konulmaktadir (38, 78). Bu hastalik, HIV’'nin endemik oldugu populasyonlarda

yeniden 6nem kazanmistir (5, 8).

2.6. Laboratuvar Tanisi

2.6.1. Haemophilus influenzae Susglarinin Makroskobik ve Mikroskobik
Tanisi

H. influenzae ¢ikolata agarda 37°C’de %5’lik CO’li etivde 24 ile 48 saat
inkUbasyon sonrasi kuguk, saydam, kenarlari diz S seklinde koloniler olusturarak
uremektedir. Diger Haemophilus turlerinden ayrimini yapabilmek igin besiyerine
X ve V faktorleri veya faktorleri igeren diskler eklenebilmektedir.

Kolonilerden yapilan Gram boyamada 0,3 — 0,5 ym en ve 0,5 — 2.0 ym
boyunda uglar yuvarlak, ikili kisa zincirler ve kimeler halinde gram negatif
kokobasil morfolojisinde gozlenmektedirler.

2.6.2. Haemophilus influenzae Susglarinin Biyotiplendirilmesi
Kilian (40), tdr hakkindaki taksonomik galismasinda hemofilik bakterileri
tanimlamak ve karakterize etmek igin bazi biyokimyasal testleri ortaya koymustur.

Biyotiplendirme i¢in indol Uretimi, Ureaz ve ornitin dekarboksilaz testleri
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kullaniimaktadir. H. influenzae suslari, serotipten bagimsiz olan (a-f) sekiz
biyotipe ayrilmaktadir. Haemophilus tdrlerinin  biyotiplendiriimesi;  6zgul
biyotiplerin ayri enfeksiyonlara yol agmalari, vicudun farkl yerlerinden izole
edilmeleri, antijenik 6zellikleri ve antibiyotik direnclerinin degismesiyle iligkilidir. H.
influenzae biyotip | suglari cogunlukla 1 yasindan kuguk gocuklarin beyin omurilik
sivisi (BOS), kan ve solunum yolu sekresyonlarindan, H. influenzae biyotip Il ve
[l 1-5 yas arasindaki ¢ocuklarin konjonktiva ve balgam kulturlerinden ve 20
yasindan buyuk erigkinlerden izole edilmektedir. Biyotip Il ve |l ayni zamanda
okuler enfeksiyonlarla da iligkilidir. H. influenzae biyotip IV obstetrik, jinekolojik,

perinatal ve neonatal enfeksiyonlarda etken olarak gértlmektedir (5, 40).

2.6.3. Haemophilus influenzae Suslarinin Serotiplendirilmesi
H. influenzae enfeksiyonlarinda serotiplendirmenin dogru sekilde
yapilmasi ve tiplendirilemeyen suslarla, tip b mutant suslarin dogru tanimlanmasi

onem arz etmektedir.

Serotiplendirme icin lam aglinitasyon testi uygulanmakta ve kapsulli
H.influenzae suslari kapsule 6zgu antiserumlarla alti farkli serotiple (a-f)
tanimlanmaktadir (5). GuUnUmuzde, lamaglutinasyonuyla serotiplendirme
H.influenzae icin kapsduler tipi tanimlamada en sik kullanilan yéntemdir. Bazen bu
yontemin hatali sonug verdigi gosterilmistir (7, 83). Bu nedenle H. influenzae’nin
kapsuler tiplendirmesi igin kesin bir metoda ihtiya¢ duyulmaktadir. Kapsul tipine
0zgu genlerin saptanmasi ile kesin bir kapsuler tiplendirme yapilabilmektedir. Bu
Ozellikle Hib asisi olmus hastalardaki H. influenzae kapsduler tipi icin gecerli
olmaktadir (6). Kromozomun cap olarak adlandirilan bir bolgesi (cap lokusu) H.
influenzae'da kapsul ekspresyonu igin gerekli gen kimesini icermektedir (84). Alti
kapsul tipinin her birindeki cap lokusu, 3 bdlgeden olusan ortak bir yapi
bulundurmaktadir; 1. ve 3. cap bodlgeleri butliin H.influenzae’larda ortak, 2. cap
bolgesi ise kapsul turine o6zguldur. Kapsulli batin H.influenzae’lar cap

bdlgesinde bexA genini igerirken, kapsulsuz olanlarda (NTHi) bu gen bdlgesi
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bulunmamaktadir. Ayrica spontan olarak ortaya c¢ikan b tipi suglarin kapsul
icermeyen (b~) (capsule deficient hib) mutantlari da cap lokusunda bexA genini
tasimaktadir. Bu nedenle mutant suslar ve tiplendirilemeyen tarler sadece
molekuler olarak ayrilabilmektedir. Bu mutant suslar geleneksel serotiplendirme
teknikleriyle NTHi suglarindan ayirt edilememektedir (6, 85). Konvansiyonel
serotiplendirmenin bu dezavantajlari nedeni ile son yillarda molekuler yontemler
onem kazanmistir. ilk defa 1994 yilinda Falla ve arkadaslari (6) molekdler
yontemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile kapsul tiplerini ayirt
etmislerdir. Daha sonra Gonin (86) ve arkadaslari bu ydontemi modifiye ederek
Multipleks PZR yontemini kullanmislar ve bu yontemin lam aglinitasyonuna gore
daha gulvenilir bulmuslardir. Bu yontem bir¢ok arastirici ve Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) ve World Health Organisation (WHO) tarafindan
kabul goérmustur (6, 59, 85, 86).

2.6.3. In vitro Antibiyotik Duyarlihgi
Antimikrobiyal ilaclara karsi direng gelisimi, onemli bir tedavi sorunu
olusturmaktadir. Antimikrobiyal ilaglara direncli Haemophilus suslari, 6zellikle

¢ocuklarda yuksek morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir (8, 50).

Haemophilus suslarinin vahsi-tip suslari ampisilin, sefalosporinler, kloramfenikol,

sulfonamidler, tetrasiklinler ve makrolid-ketolid grubu antimikrobiyallere kargi
duyarlihk gostermektedir. Bunun yani sira baslica yol olarak konjugatif
plazmidlerin yayilmasi nedeniyle, klinik izolatlarin buyuk bir kismi, ampisilin ve
diger bircok beta laktam antibiyotige, kloramfenikole ve tetrasiklinlere karsi direng
kazanmistir (87, 88).

H. influenzae’da ampisilin ve diger B-laktamlara karsi olusan direng ya [3-
laktamaz Uretimine ya da B-laktamazlara kargi afinitesi azalan degismis penisilin
baglayan protein (PBP)’lerin varligina bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cok az
izolatta ise her iki direng mekanizmasi birlikte gorulur. H. influenzae’da simdiye

kadar azalmis hlcre gegirgenligi ve pompa atim sistemleri ile ilgili direng gelisimi
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tek bir vaka haricinde bildiriimemigtir (89). Ampisilin direncine neden olan genler
plazmidler tzerinde taginmaktadir. Cok nadir olsa da gorilen mekanizmalardan

biri de hicre duvari gegirgenliginin azalmasiyla baglantihdir (3, 4, 90, 91)

H. influenzae’da B-laktamaza bagli ampisilin direnci ilk kez 1970 yilinda
Avrupa’da saptanmistir. H. influenzae’da B-laktamazlar TEM-1 ve ROB-1 -
laktamazlaridir ve plazmid araciligi ile saglanmaktadir. Bunlarin her ikisi de sinif
A serin B-laktamazlari grubuna ait olup ampisiline direng olugtururlar ve klavulanik

asit gibi B-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmaktadirlar (92).

B-laktamaz olusturma kapasitesi hastanin yasindan, bdlgeden ve
izolasyonun yapildigi mevsim gibi bazi faktorlerden etkilenmektedir. Kuguk
cocuklarda meydana gelen invaziv enfeksiyonlarin etkeni olan suglarda ve H.

influenzae tip b’de B-laktamaz pozitifligi diger suslara gore ¢ok daha yuksektir (2).

H. influenzae bakterilerinde PBP degisimlerinin kokenini kromozomal
mutasyonlar olusturmaktadir. Kromozomdaki PBP3’Un kodlandigi ftsl geninin
mutasyonu ile olugan bu direng, PBP3’un affinitesindeki azalma sonucu ortaya
¢cikmaktadir. Bu diren¢ mekanizmasina sahip olan suslar ilk olarak 1980 yilinda
Markowitz tarafindan endokardit ve menenijitli hastalardan bildiriimis ve pB-

laktamaz negatif ampisilin direngli (BLNAR) suslar olarak tanimlanmistir (93).

BLNAR suslarini net bir sekilde tanimlamak zordur. Bu suslar, B-laktamaz
negatif ve ampisilin icin saptanmis olan MiK degeri, Amerika Klinik ve Laboratuvar
Standartlari Enstitisu (Clinical and Laboratory Standarts Institute)'nin (CLSI)
dnerdigi 4ug/mL’ye esit yada biiyiik olmalidir. MiK degeri 2 pug/mL olan suslar,
CLSI kriterlerine gore duyarli ve direncgli sinirlar arasinda kaldigr igin,
degerlendirmek zordur ve bu suslar orta duyarli olarak kabul edilmekte, fakat
duyarli olmadiklari i¢cin genelde BLNAR olarak degerlendirilmektedir (89).

Sefalosporinin yaygin kullaniminin selektif baskisi altinda olusan ftsl'daki
mutasyonlar, H. influenzae’daki sefalosporin direncinin temelini olusturmaktadir.

Ayrica, BLNAR suslari aminoasit degisimi agisindan Ubukata tarafindan 3 gruba



22

ayrilmaktadir. Bunlar Grup | Arg-517-His, Grup Il Asn-526-Lys, Grup Il ise Asn-
526-Lys degisimi yani sira Met-377, Ser-385 ve Leu-389 olarak belirlenmigtir (75).

Ampisilin orta duyarli suslar yaygin olarak grup | ve II'de bulunmakta ve
bunlar zayIf BLNAR olarak kabul edilmektedir. Zayif BLNAR suslar ayni zamanda
R-laktamaz negatif ampisilin orta duyarli (BLNAI) olarak da adlandiriimaktadir. 3-
laktamaz pozitif olanlar ise R — laktamaz pozitif ampisilin orta duyarl (BLPAI)
olarak isimlendirilmektedir. Yuksek dizey BLNAR suslari ise genelde Grup Il
olarak degerlendirilir ve yalnizca yliksekampisilin MIK’i degil, diger B-laktam
antibiyotikler ve Ozellikle de sefalosporinlere de azalmig duyarlilik
gOstermektedirler (75, 77, 94). Bu mekanizma sonucu sadece ampisiline karsi
degil, diger B-laktam antibiyotiklerine, 06zellikle sefalosporinlere de direng
gelisebilir. BLNAR izolatlari igin sefaklor direncinin ampisilin direncinden daha iyi
bir gosterge olabilecegi onerilmistir. Hatta bu suslar CLSI &nerilerine gore
amoksisilin/klavulanik asit (AMC), ampisilin/sulbaktam (SAM),
piperasilin/tazobaktam (TZP), sefaklor (CEC), sefuroksim, lorakarbef ve

sefprozile in-vitro duyarli saptansalar bile direncli kabul edilmektedirler (2, 89).

2.6.4. B-laktamaz Testleri
ik olarak Abraham ve Chain (95) tarafindan tanimlanan R-laktamaz enzimi
cesitli organizmalar tarafindan Uretiimekte olup, penisilin ve sefalosporinlere
direnglerinin  bir mekanizmasidir (96). [(-laktamaz saptamada iyodometrik,

asidimetrik ve kromojenik sefalosporin yontemleri kullaniimaktadir (52, 97-99).

Kromojenik sefalosporin 3-laktamaz testi bakteriler tarafindan R-laktamaz
uretimini saptamak igin kullanilan kalitatif bir yontemdir. Reaksiyon, nitrosefin
substrati, B-laktamaz uUreten kultire maruz birakildiginda renkli bir bilesik
uretimine dayanmaktadir (100). 3-laktamaz, kaltur ile Uretildiginde, sefalosporanik
asit olusturarak nitrosefin B-laktam halkasina hidrolize olur (101). Bu reaksiyon ile
ayirt edici bir renk degisimi gerceklesir. Soluk sari nitrosefin, hidrolizden sonra

pembeye donusur (52, 97-100). Hem aerobik hem de anaerobik [B-laktamaz
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ureten bakteriler bu renk degisimini olusturur (102, 103). B-laktamaz negatif
organizmalar test sdre sinirlar icerisinde nitrosefinin soluk sari rengini

degistirmezler.

2.7. Tedavi ve Koruma

2.71. Tedavi
Etkeni H. influenzae olan menenijit ve epiglottit vakalarinin tedavi
edilmemesi durumunda mortalite oraninin %90’a kadar ulasabildigi ortaya
konmustur. Bu bakteride ampisilin direnci Ulkelere gore degismekle birlikte,
direncin %50 oranlarinlarina ¢iktigi bildirilmistir. Ulkemizde ampisilin direnci %3-
3,5 oranlarindadir (104).

Alinan klinik 6rnekte kiltirde Ureme oldugunda, antibiogram sonucuna
goére tedavide ampisilin kullanilabilmektedir. Ancak bazi vakalarda, ampisilin
direncli ve duyarli suglar ayni anda bulunabilmekte, bu nedenle durumu ciddi olan
hastalarda bu konunun dikkate alinmasi gerekmektedir (104, 105). Genellikle
beta laktamaz uUretimine ve nadiren azalmig penisilin baglayici proteinlere yonelik
gelismis olan ampisilin direnci nedeniyle ampirik tedavide ampisilin tercih
edilmemektedir (106, 107).

invaziv H. influenzae enfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle {gincii
kusak (sefotaksim ve seftriakson) ve ikinci kusak (sefuroksim) sefalosporinler
tercih edilmektedir (72, 104).

Sefotaksim ve seftriakson antibiyotikler beta laktamaz Ureten ve azalmig
penisilin baglayici proteinlere bagli direncte etkili olmaktadir. Orta siddetli sinGzit
ve otitis media enfeksiyonlarinin tedavisinde sefalosporin veya azitromisin
kullaniimaktadir (108, 109). Sefuroksim grubu antibiyotiklerin BOS gegisi istenen
Olcllerde olmadigindan menenijit veya menenijit riskinde tercih edilmemektedir
(72). Sefuroksim; 100-200 mg/kg/g (iv, sefotaksim; 100-200 mg/kg/g (iv),
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seftriakson; 50-100 mg/kg/g (iv) verilmektedir. Sefalosporinlere karsi allerjisi olan
vakalarda ise kloramfenikol 50-100mg/kg/g (iv) verilebilmektedir. Antibiyotik
tedavisine ek olarak hastaligin bulgularina goére uygun olan destek ve diger
adjuvan tedaviler de uygulanmaktadir (6rnegin; menenijit icin deksametazon gibi).
Septik artrit, osteomyelit, parapndémonik eflzyon, perikarditte uygun cerrahi
konsultasyon ve drenaj gerekli olmaktadir. Subdural efizyonda cerrahi drenaj
gerekebilmektedir. invaziv Hib enfeksiyonlarinda hastanin atesi dustiikten sonra
tedaviye 3-5 glin daha devam edilmekte, toplam sure komplikasyonsuz olgularda
7-10 gun kadar olmaktadir. Ancak endoftalmi, endokardit, osteomyelit, septik

artritte daha uzun stre tedavi verilmektedir (72, 110).

Parenteral tedaviyi takiben, hastane diginda tedaviyi tamamlamak igin
sefiksim, amoksisilin/klavulonat veya kloramfenikol gibi antibiyotikler oral yoldan
kullanilabilmektedir(111). Cok ilaca direngli Hib enfeksiyonlarinin tedavisinde ise

seftizoksim ve seftazidim gibi sefolosporinler tercih edilmektedir (112).

2.7.2. Korunma
Schneerson ve arkadaglari Hib polisakkarit kapsul komponenti olan PRP
agl immunojeni olarak purifiye etmistir (26). Daha sonra 1974 vyilinda
Finlandiya’da 18 aydan buyuk 100.000 gocuk Uzerinde yapilan asi ¢galismasinda,

PRP’nin Hib enfeksiyonuna karsi koruyucu oldugunu gostermistir (27).

ik Hib agisi (PRP) 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde lisans
almigtir. Etkinligi %58-88 arasinda olup 24 aydan buyuk ¢ocuklarda uygulanmaya
baslanmistir (113). T hlcresinden bagimsiz antijenik 6zellik gésteren PRP asisi,
emniyetli bir asidir. Ancak 14 aydan kuguk c¢ocuklardaki riskli grup bagimsiz T
hidcre yanitindan dolayr konjige olmayan aslilarla asilanamadigindan, bebek
asillamasi icin Onerilen bir asi olmamakla beraber erigkin yas grubunun

asllanmasinda guvenle kullanilabilmektedir (112, 114).
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Finlandiya’da 1985-1987 yillari arasinda 6 ila 12 aylik g¢ocuklarda
kontrolli olarak uygulanan Difteri toksoidi ile konjuge PRP (PRP-D) asisinin
koruyucu oldugu gosterilmistir (30). Amerika Birlesik Devletleri'nde 1987 yilinda
difteri toksoidi ile konjuge ilk PRP asisi (PRP-D) ProHIBIT® lisans almigtir. Bunu
sirasiyla nontoksik mutant difteri toksini CRM197 ile konjuge (HbOC) HibTITER®
ve N. menenjitis grup b’'in dis membran proteini ile konjuge [PRP-OMP
(Haemophilus b Conjugate Vaccine (Meningococcal Protein Conjugate))]
PedvaxHIB® asilari izlemistir. Bu asilar 18 ay ve Uzeri ¢ocuklarda rutin olarak
kullanilmaya baslanmis ve bu asinin kullaniimasi ile birlikte Hib hastaliklarina
karsl daha yuksek bagisikhik saglanmigtir. Vaka-kontrol ¢calismalarinda konjuge
agllarin bu yas grubu Uzerinde kullaniimasi ile asilarin etkinliginin %80-90

oraninda oldugu tespit edilmistir (58).

Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada, poliribiotil fosfat-difteri (PRP-D) ile
HbOC (Haemophilus b Conjugate Vaccine (Diphtheria CRM 197 Protein
Conjugate)) asilar kargilasgtiriimig, calisma sonunda her iki aginin da Hib
hastaliklarina kargi koruyucu oldugu, fakat HbOC’'un immunijenitesi ve
koruyuculugunun PRP-D’den daha yuksek oldugu bulunmustur (58, 114). HbOC
ve PRP-OMP konjuge asilarina 1990 yilinda 2 aydan buylk c¢ocuklarda
kullanilmasi adina lisans verilmistir. Bu olayla birlikte Hib epidemiyolojisine uygun
asilama programi baslatiimistir. Genel olarak bu gruptaki konjuge asilarin bir
yasindan once uU¢ doz uygulanmasi ile %94-97 oraninda asi etkinligi elde
edilmistir (58, 115). Tetanoz toksoidi ile konjuge edilen Hib asisi (PRP-T (Hib-
polyribosylribitol phosphate (PRP) polysaccharide conjugate vaccine covalently
linked to tetanus toxoid)) Act-HIB® , 1993 yilinda lisans almigtir. Bu agi butln yas
gruplarinda immunojenik 0Ozellik gostermektedir. DTP-HbOC (Diphtheria,
Tetanus, Pertussis/ Haemophilus influenza type b) gibi DTP ve DTP-inaktif polio
asllarin kombine versiyonlari da bulunmaktadir. Bagisiklik saglama %100

oraninda olup diinyada su an en yaygin kullanilan asi ¢esididir (116, 117).
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Bu g tip agl arasinda (HbOC, PRP-OMP, PRP-T) yan etki ve etkinlik
acisindan belirgin bir fark yoktur. Mevcut asilarin koruyuculugu konusunda kesin
bilgilerin edinilebilmesi i¢in asili gocuklarin uzun sire izlenmesi ve epidemiyolojik
galismalarin yapiimasi gerekmektedir(112). PRP-T asisi ile ingiltere’de yapilan
genis bir epidemiolojik calismada; PRP-T asisinin 2, 3 ve 4. aylarda yapilmasini
takiben sistemik Hib olgularinin ve nazofarengeal Hib tasiyiciiginin anlamli bir
sekilde azaldigi, 3’Uncu doz asidan sonra agi basarisizliginin olmadigi
bildirilmigtir (116).

Konjuge asilar, bebek ve ¢ocuklari Hib enfeksiyonlarina kargi etkin sekilde
korumaktadir (112). Bununla beraber kigisel ozelliklerden dolayi bazi riskli
gruplarda konjuge asilar ile yeterli koruma saglanamamaktadir. Kanser tedavisi
alan g¢ocuklar, AIDS hastalari, primer veya sekonder hipogammaglobulinemili
cocuklar, kronik lenfositik [6semili gocuklar, multipl miyeloma ve Hodgkin hastaligi
olan g¢ocuklar bu riskli grubu olusturmaktadir. Risk altindaki ¢ocuklari Hib
hastaliklarindan korumak igin, ylksek titrede Ig iceren bakteriyel polisakkarit
immunglobulin (BPIG) kullanilabilir. Pasif immunizasyonda minimum koruyucu
anti-Hib konsantrasyonu 0.05-0.15 mg/l olmaldir. Riskli gruplara BPIG 0.5 mg/kg
dozunda intramuskuler yapilabilir. BPIG uygulamasini takiben 4-6 saatte
koruyucu etki baglar ve bu etki bir aya kadar devam eder. BPIG ile DTP ve HbOC

asilari beraber uygulanabilir, aralarinda interferens yoktur (118).

lg G tipindeki anti Hib antikorlari plasenta yoluyla bebege ge¢cmektedir.
Zamaninda dogan bebeklerin Hib antikorlari ile anne kanindaki Hib antikorlari
arasinda guclu bir korelasyon vardir, fakat zamaninda dogmayan bebeklerde bu
iliski daha zayiftir (119). Anneden gegen bu antikorlar bebegi 3-6 ay boyunca Hib
enfeksiyonlarina karsi korumaktadir. Yapilan galismalarda, 20 gebeye Uguncl
trimesterde bir doz PRP asisi yapildiginda, bebege gecen antikor titresinin arttigi
ve bebeklerin bir yagina kadar Hib enfeksiyonlarina kargi korundugu gézlenmistir
(120, 121).
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Primer vaka ile ayni evi paylasan aile fertleri, sekonder hastalik agisindan
risk altindadir. Primer vaka ile ayni evi paylasan bes yas altindaki ¢ocuklarda
sekonder hastalik olusma riskinin boyle bir iliskisi olmayan ¢ocuklara gore 600 kat
daha fazla oldugu bulunmustur. Ev icginde iligkide olan bes yasindan kuguk
cocuklara en kisa surede rifampin profilaksisi (20 mg/kg/gun, dort gun)
baglanmalidir. iliskide bulunanlardan birinde ates ¢ikarsa, acilen medikal tedaviye

baslanmasi gerekmektedir (112).

Hib enfeksiyonlarina karsi asilama, 1999 yilinda 38 Ulkede uygulanmaya
baslamistir. 2004 yilinin sonlarina dogru bu sayi 89’'a ulasmistir (122, 123). Asl,
Tarkiye Ulusal Bagisiklama Programina ise 2006 yilinda DBT asisi ile ayni anda
ancak ayri bir bélgeden yapilmak Uzere eklenmig, 2007 yilinda begli asi (DaBT-
IPV-Hib) iginde yer almaya baglamistir. Giincel asi programinda, 2, 4, 6, ve 18.
aylarda uygulanmaktadir. Bir yasindan sonra agi tek doz olarak uygulanmakta ve
verilen rapel doz antikor yaniti duzeyini degistirmemektedir. 5 yas sonrasi yalniz

riskli gruplara uygulanmaktadir. (124).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Bakteri izolatlar

Calismada 2000 - 2019 vyillarnn arasinda Hacettepe Universitesi
Hastanelerine bagvurmus hastalardan alinan klinik drneklerden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen toplam 252 H. influenzae susu kullanildi. Tez baglangig tarihine
(Nisan 2018) kadar izole edilen ve -80°C de stoklanan bakteriler tekrar Uretilerek,
bu tarihten sonra gelen klinik drneklerden izole edilen suslar ise kilturden taze
olarak c¢aligildi. Kalite kontrol suslari olarak Haemophilus influenzae tip a ATCC
9006, Haemophilus influenzae tip b ATCC 102011, Haemophilus influenzae tip c
ATCC 9007, Haemophilus influenzae tip d ATCC 9332, Haemophilus influenzae
tip e ATCC 8142 ve Haemophilus influenzae tip f ATCC 9833 kullanildi.

3.1.1. Stoklarin Canlandiriimasi
Ocak 2000 - Nisan 2018 yillari arasinda -80°C’de stok besiyeri (%5 gliserol
iceren beyin kalp inflizyon sivi besiyeri) igerisinde stoklanmis ve H.influenzae
olarak tanimlanmis 306 sustan canlandirilabilmis 130 sus ve bu tarihten sonra
izole edilen ve H.influenzae olarak tanimlanmig ve tanisi dogrulanmig 122 sus

calismaya dahil edildi.

Stoktan calisilan suslar icin canlandirma islemi; stok bakteriler oda i1sisinda
¢ozuldukten sonra 50 yl 6rnek tek koloni yontemiyle gikolata besiyerine (RTA,
Tarkiye) ekilerek ve %5 CO?'li etivde 24 saat inkubasyona birakilarak yapildi.
inkiibasyon siiresinin sonunda tGreme olmadi§i durumda, tekrar stoktaki bakteri
oda sicakhgindagdzildikten sonra tavsan serumu (Gibco, Amerika) eklenmis sivi
besiyerine ekilerek (%5 maya 6zutu iceren beyin kalp inflzyon sivi besiyeri) 24
saat %5 CO?'li etivde inkubasyona birakildi. 24 saat sonrasinda zenginlegtirici
besiyerinden alinan 50 ul bakteri stspansiyonu cikolata besiyerine ekilerek

inkUbasyon suresinin sonunda degerlendirildi.
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3.1.2. Giincel izolatlarin Calisiimasi

Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarlari Bakteriyoloji
birimine gelen cesitli klinik drneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen
H.influenzae suslari stok besiyeri igerisinde -20°C’de saklanarak tim 6rneklerle

birlikte calisildi.

3.1.3. izole Edilen Suslarin Dogrulanmasi

Batlun suslarin 6nce cikolata agardaki makroskobik olarak koloni morfolojisi
degerlendirildi. H.influenzae olabilecegi dusiunuilen kolonilerden Gram boyama
yapildi. Gram negatif basil ya da kokobasil gérinumunde, uglari yuvarlak, ikili kisa
zincirler veya kime halinde incelenen bakterilerin Triptik Soy Agarda (BD,
Almanya) X ve V (BD, Amerika) faktorlerine gereksinimleri incelendi. X ve V
faktorlerine gereksinimlerine gore H.influenzae'yr diger tirlerden (H.aegyptius,
H.haemolyticus ve H.aprophilus gibi) ayirmak i¢cin Haemophilus influenzae
polivalan serumu (BD, Amerika) ile ¢ikolata besiyerinde (RTA, Turkiye) Uretilmis
24 saatlik taze orneklerden tek koloni alinarak lam aglutinasyon yontemi ile
dogrulama yapildi. Ayrica galismaya alinan tum suslar Matriks Aracili Lazer
Dezorpsiyon Iyonizasyon Ugus Zamani Kitle Spektrometresi (MALDI TOF MS)
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ile g¢alisildi. Konvansiyonel dogrulamadan
sonra ornekler ayrica hpd ve bexA genlerine bakilarak molekiler yontemlerle de
dogrulandi. Molekuler yontemlerle ilgili detayli bilgiler Molekuler Yontemler

bagsliginda verildi.

3.1.3. Lam Agliitinasyonla Serotiplendirmenin Yapilmasi

Lam aglutinasyonuyla serotiplendirmenin yapilmasi Anabilim Dalimizda ve
T.C Saglik Bakanhgr Halk Sagligi Genel Mudurligu, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlari Daire Bagkanhgi, Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans
Laboratuvarinda yapildi. Serotiplendirme igin kapstle 6zgu antiserumlar (BD,

Amerika) kullanild1.
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Lam aglitinasyonunda;

1. Calisilacak ornekler bir glin 6nceden bélimumuizde ¢gikolata agara

inokile edilerek 18-24 saat inklibe edildi.

2. Ureme gdzlenen izolatlardan 300 pl pH1 7.3’'e ayarlanmig
phosphate buffered saline (PBS) icerisinde 1 McFarland bulanikliginda ¢ozelti

hazirlandi.

3. Lam Uzerine bu ¢ozeltilerden her kapsul tipi icin 20 pyl damlatilarak

uretici talimatlarina gore sulandirilan anti serumlardan 20 pl eklendi.

4. Karisim dondurulerek karistinlldi ve 1 dakika sonunda lamda

aglitinasyon gortlmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 3.1. Lam aglitinasyon testi sonuglari.
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3.2. Biyotiplendirme

3.2.1. indol Testi

1. indol testi icin pH 8 olan 0.05M fosfat tampon ¢ézeltisi ile %0.1’lik

triptofan hazirlandi ve 3 ml olarak tiplere dagitildi.
2. Yogdun inokllasyon sonrasinda 18 saat inkubasyona birakildi.

3. Bu slrenin sonunda Kovacs ayraci (BD, ABD) damlatilip ¢alkalandi; sari
halka olusumu negatif, kirmizi halka olusumu pozitif sonug olarak

degerlendirildi.

Sekil 3.2. indol testi sonucu.

3.2.2. Ureaz Testi

1. 100 ml'ye %0.1 KH2POs4, %0.5 NaCl ve %2lik fenol kirmizisi ¢ézeltisinden

5 ml eklenerek hazirlanan Ureaz testi pH 7’ye ayarlanip otoklavianlandi.

2. Filtrasyonla streril edilen 10 ml suda ¢6zulmuUs Ure ve agar eklenerek

¢ozelti kiguk tlplere dagitildi.
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3. Yogun bakteri inokulasyonundan sonra tuplerin agzi tam kapatiimadan 18

saat inkibasyona birakildi.

4. Besiyerindeki pembe renk pozitif sonug¢ olarak degerlendirildi.

Sekil 3.3. Ureaz testi sonucu.

3.2.3. Ornitin Dekarboksilasyon Testi

1. Hazir temin edilen ornitin dekarboksilasyon sivi besiyerine (BD, Amerika)

bakteri inokulasyonu yapildi.

2. Orneklerin Ustii steril mineral yag ile kapatildiktan sonra 24 saat

inkibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonunda mavi/mor renk degisimi pozitif sonug olarak

degerlendirildi.
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Vel

Sekil 3.4. Ornitin dekarboksilasyon testi sonucu.

Biyotiplendirme igin indol, tGreaz ve ornitin testlerinin sonucu Oberhofer ve

Sottnek’in yaptigi ¢calismalarin sonuglarina gére degerlendirildi (42, 93, 125).

Tablo 3.1. indol, Ureaz ve Ornitin test sonuglarina gére biyotip

tarleri.
Biyotip indol Ureaz | Ornitin
| + + +
Il + + -
1l - + -
IV - + +
\' + - +
i - - +
Vil + - -
Vil - - -
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3.3. Molekiiler Yontemler

Calismanin molekdler yontemleri T.C Saglik Bakanligi Halk Saghgi Genel
Mudurlaga, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Bagskanhgi, Ulusal
Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvarinda vyapildi. Molekuler
yontemlerin secgilmesinde ve primerlerin tasarlanmasinda referans olarak

“Centers for Disease Control and Prevention (CDC)”nin yayinladidi kilavuz
kullanildi (126). Gergcek Zamanli PZR reaksiyonlarinin gergeklestiriimesi igin Bio-
Rad CFX96 Gergek Zamanh PZR Sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanildi ve esik dongu
sayllar (Cq) yine sistemin yazilimi kullanilarak belirlendi. Cq degeri 37°nin altinda

reaksiyonlar pozitif olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.5. Gergek zamanh PZR sonuglari
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izole edilen suslarin molekiler olarak dogrulamasinin yapilabilmesi igin

Hpd gen bolgesine bakilirken mutant b suslarin gézden kacgiriimamasi igin bexA

gen bolgesine bakildi. Molekuler olarak serotiplendiriimenin yapilmasi igin kapsul
spesifik genlere bakildi (6,29).

Calismada kullanilan primerlerin tasarimi Tablo 3.2.’de verilmektedir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerlerin tasarimi.

Gen Bolgesi Forward Reverse Prob
Hod GGTTAAATATGCCGAT | TGCATCTTTACGCACGGTGTA TTGTGTACACTCCGT'"T"GGT
P GGTGTTG AAAAGAACTTGCAC
B GGTCTGCGGTGTCCTG | CCGGTCATCTTTTATGCTCCAA | TAATTTTCTTGC*T"CAATACC
asc
TGT GCCTTCCCA
besB TGATGCATTGAA CCTGCGGTAATAACATGATCAT | TGTCGTGCAG'T’AGCAAACC
cs
AGAAGGTGT AATTT AAA GTAACCTTACTC
b CATTGGTGATGG TACAGCATTCAGCAATAATGGG | ATTGCA“T'"CGCCGCAGGAGT
ccs
TCAGTTATTGG TCCCG
desE CCTAAAATACGG CCGATGAGACCAAGTATGGTTA | AACGAGC'T"AGAGCTGGTGC
cs
ACCTAGTGCAC TGAA
H ACTAAAATATGGCCCA | CCGATGAGCCCAAGTATGATG | AACGAGCAAAAGCCGG'T'GC
ecs
AACCCAC A GGAT
bexD CCCTGAAAAGCGTTGA | CCAACTTCAGGACCAAGTCATT | TGCTGCTAAC'T"CAGATGCA
ex
CTTTG C TCAGCTCCTT
bexA* CTGAATTRGGYGATTA | ACAATCAAAYTCAACHGAAAGH | AGGGATGAAAGCYCGRCTTG
ex
TCTTTATGA GA CAT

*bexA primerinin tasarlanmasinda 29 no’lu referans kullanildi.
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3.3.2 DNA izolasyon Protokolii

8.

9.

. =20 °C’de molecular grade water (MGW) icerisinde stoklanmig érnekler

oda sicakliginda ¢ozduruldukten sonra 1 dk vortekslendi.

1,5 ml'lik PZR taplerinin igerisine 900 ul DNA tamponu (Bio-Speedy,
Tarkiye) eklendi.

Tuplerin Gzerine 100 pl 6rnek konuldu.

Tapler 1 dakika vortekslendi.

Ornekler 14.000 rpm’de 1 dakika santriflj edildi.
Tuplerdeki stpernatan atild1.

Peletin Uzerine 250 yl DNA tamponu eklendi.
Tapler 1 dakika vortekslendi.

98 °C 1sI blogunda 10 dakika bekletildi.

10.Ornekler 14.000 rpm’de 1 dakika santriflj edildi.

11.Supernatan alinarak temiz PZR tiuplerine aktarild1.

hpd Geninin Gergcek Zamanh PZR ile Taramasi

izole edilen suslarin molekiiler olarak dogrulamalari hpd gen bélgesine bakilarak

yapildi. Tarama igin H. influenzae Gergek Zamanl PZR Tarama Kiti (Bio-

Speedy, Turkiye) kullanildi.
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hpd Geninin Gergek Zamanl PZR ile Taramasinda Kit igerigi

Kit icerigi Tablo 3.3’te verilmektedir.

Tablo 3.3. H. influenzae gergek zamanli PZR tarama kitinin igerigi.

Tiip ismi igerik
2X qPCR Mix 2X gPCR enzim ve tapmon karigimi
Poz- Oligo Mix Homo sapiens ve pDNA hedefli oligontikleotidler
Hin- Oligo Mix Haemophilus influenzae hedefli oligontkleotidler

hpd Geninin Gergcek Zamanh PZR ile Taramasinda PZR
Protokolu

Kit icerisinden gikan oligo karigimlari kullanim kilavuzu dogrultusunda 500

pl 2X gPCR Mix ile sulandirildi. PZR karisiminin icerigi Tablo 3.4.’te verilmektedir.

Tablo 3.4. H.influenzae tarama PZR karisiminin igerigi.

Malzeme Miktar
Hin-Oligo Mix 5ul
DNA 5ul

Total Konsantrasyon 10 pl
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PZR Kosullari: Okumalar kitin kullanim kilavuzu geredi FAM ve HEX

kanallarinda yapildi. Amplifikasyon programi Tablo 3.5.'te verilmektedir.

Tablo 3.5. hpd geninin gergek zamanl PZR ile taramasinda amplifikasyon

programi.
On inkiibasyon 95°C 3 dakika
Denatlrasyon 95°C 10 saniye
Baglanma/Uzama + Okuma 65 °C 50 saniye

PZR donguleri yukarida verilen deg@erler dogrultusunda 6n inktbasyon

hari¢ 40 dongu olarak ayarlandi.

3.3.3. bexA Geninin Gergek Zamanl PZR ile Taranmasi

Kapsul ifadesinin varligi bexA gen bolgesi taranarak yapildi (127-129).

Tarama i¢in bexA Gergek Zamanh PZR kiti (Bio-Speedy, Turkiye) kullanildi.
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bexA Geninin Gergek Zamanh PZR ile Taranmasinda Kit igerigi

Kit icerigi Tablo 3.6’da verilmektedir.

Tablo 3.6. bexA tarama kitinin igerigi.

Tiip ismi icerik
2X gPCR Mix 2X gPCR enzim ve tapmon karigsimi
bexA- Oligo Mix bexA hedefli oligonukleotidler

bexA Geninin Gergek Zamanh PZR ile Taranmasi PZR
Protokolii

PZR karigiminin igerigi Tablo 3.7°de verilmektedir.

Tablo 3.7. bexA tarama PZR karisiminin igerigi.

Malzeme Miktar
2X gPCR Mix 5ul
bexA primer-prob 3 ul
DNA 2l
Total Konsantrasyon 10 i

PZR Kosullari: Okumalar kitin kullanim kilavuzu geregi FAM kanalinda
yapildi. Amplifikasyon programi Tablo 3.8.’de verildi.
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Tablo 3.8. bexA geninin ger¢gek zamanlh PZR ile taramasinda
amplifikasyon programi.

On inkiibasyon 95°C 3 dakika
Denaturasyon 95°C 10 saniye
Baglanma/Uzama + Okuma 55°C 50 saniye

PZR donguleri yukarida verilen deg@erler dogrultusunda 6n inktbasyon

hari¢ 40 dongu olarak ayarlandi.

3.3.4. Serotipe 6zgu genlerin Gergcek Zamanli PZR ile Taranmasi

bexA tarama pozitif sonuglari gelen izolatlarin serotiplerinin belirlenmesi,
negatif gelenlerin ise daha onceki yayinlarda belirtildigi Uzere Haemophilus
influenzae tip e ve fnin (Hi e, Hi f) Gercek Zamanh PZR ile bexA geninde yeterli
ISima yapmamasindan dolayl dogrulama amaciyla serotiplendirmeleri molekuler
olarak vyapildi (129-131). Serotipe 06zgl genlerin taranmasi sirasinda
Haemophilus influenzae Gergek Zamanh PZR Serotiplendirme Kiti (Bio-Speedy,
Tarkiye) kullanildi. Pozitif kontrol olarak kalite kontrol suglari her déngiye dahil
edildi.
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_ Serotipe 6zgu genlerin Gergek Zamanli PZR ile Taranmasinda
Kit Igerigi

Kit icerigi Tablo 3.9.'da verilmektedir.

Tablo 3.9. Haemophilus influenzae gercek zamanl PZR serotiplendimre
kitinin icerigi.

Tiip ismi igerik

2X qPCR Mix 2X gPCR enzim ve tapmon karigimi

HinA — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip A hedefli oligonlkleotidler

HinB — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip B hedefli oligonikleotidler

HinC — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip C hedefli oligontkleotidler

HinD — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip D hedefli oligonukleotidler

HinE — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip E hedefli oligonlkleotidler

HinF — Oligo Mix Haemophilus influenzae Serotip F hedefli oligonukleotidler

NC Negatif Kontrol Template (Molekuler Olgekli Su)

PC Hin-SE Tum hedefleri igeren DNA dizisi (Plazmid iginde)
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Serotipe 6zgu genlerin Gergek Zamanl PZR ile Taranmasinda
PZR Protokoli

Kit icerisinden ¢ikan oligo karisimlari kullanim kilavuzu dogrultusunda 500
pl 2X gPCR Mix ile sulandirildi. PZR karigiminin igerigi Tablo 3.10.da

verilmektedir.

Tablo 3.10. H. influenzae tarama PZR karisiminin igerigi.

Malzeme Miktar
Serotipe 6zgu oligo-mix 5ul
DNA 5ul
Total Konsantrasyon 10 pl

PZR Kosullari: Okumalar kitin kullanim kilavuzu geregi FAM kanalinda

yapildi. Amplifikasyon programi Tablo 3.11.’de verilmektedir.

Tablo 3.11. Serotipe 6zgu genlerin ger¢cek zamanl PZR ile taramasinda
amplifikasyon programi.

On inkiibasyon 95°C 3 dakika

Denaturasyon 95°C 10 saniye

Baglanma/Uzama + Okuma 65 °C 50 saniye
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PZR donguleri yukarida verilen deg@erler dogrultusunda 6n inkibasyon

hari¢ 40 dongu olarak ayarlandi.

3.4 In-vitro Antimikrobiyal Duyarliligin Belirlenmesi
Antibiyotik duyarllik testleri “Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)”
dnerileri dogrultusunda gergeklestirildi. izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri
icin CLSI 6nerilerine gore hazirlanan Haemophilus Test Medium (HTM) (Oxoid,

ingiltere) besiyeri kullanildi (132).

3.5.1 Kullanilan Antibiyotikler

Calismada disk diffizyon yontemi igin ampisilin, ampisilin-sulbaktam,
sefuroksim, sefotaksim, klaritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim-
sulfametoksazol ve siprofloksasin/moksifloksasin (Oxoid, ingiltere) antibiyotik
diskleri kullanildi. Kullanilan disklerin antibiyotik icerikleri Tablo 3.12°de

verilmektedir.

Tablo 3.12. Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari.

Antibiyotik Konsantrasyon
Ampisilin 10 ug
Ampisilin-Sulbaktam 20 ug
Sefuroksim 30 ug
Sefotaksim 30 ug
Klaritromisin 15 ug
Kloramfenikol 30 ug
Tetrasiklin 10 ug
Trimetoprim-sulfametaksazol 25 ug
Siprofloksasin/Moksifloksasin 5 ug
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3.5.2 izolatlarin Hazirlanmasi

1. Test edilecek izolatlar gikolata agar plaklarina pasajlandi.

2. 24 saat %5’lik CO?'li etivde inkube edilen besiyerinden, 6ze yardimi ile
alinan birka¢ koloniden, 2 ml %0,9 NaCl izotonik serum fizyolojik (SF)

icerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda sispansiyonlar hazirlandi.

3. Bu siispansiyonlar HTM (Oxoid,ingiltere)a ekildikten sonra 3 cm ara ile

antibiyotik diskleri yerlestirildi.

4. Petriler CLSI O6nerileri dogrultusunda %5’lik CO2li etivde 16-18 saat

inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda zon c¢aplar 6lcilerek CLSI 2019 kilavuzuna
gore degerlendirildi (132).

Sekil 3.6. Disk difflizyon antibiyogram sonucu
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3.6 B-Laktamaz Aktivitesinin Belirlenmesi

. Izolatlarin B-laktamaz aktivitelerinin belirlenmesi igin BBL DrySlide
Nitrocefin (BD, Amerika) kullanildi.

. Pastor pipeti ile bir damla distile su Dryslide Nitrosefin Gzerine

damlatildiktan sonra Uzerine 6ze ile bakteri inokilasyonu yapildi.

. Kullanim kilavuzunun 6nerisi dogrultusunda sonuglar besinci dakikadan
sonra bir saat boyunca izlendi, bu stirenin sonunda pembe/mor renk

degisimi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

Sekil 3.7. R-laktamaz test sonucu
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3.7. Biyoistatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin  degerlendiriimesi  sirasinda  R-Studio  programindan
yararlanildi. Serotiplendirme yontemlerinin kiyaslanmasi igin R-Studio’da caret

kGtiphanesi ve Sekil 9.’daki koddan faydalanildi.

Sekil 3.8. Biyoistatistiksel degerlendirme i¢in R-Studio’da yazilan kod
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4. BULGULAR

4.1 Orneklerin Dagilimi
Calisma kapsamina 130’'u stoktan ve 122’si taze izolat olmak Uzere enfeksiyon
etkeni oldugu belirlenen 252 sus degerlendirmeye alindi. Suslarin yillara gore

dagihmi Tablo 4.1’de verildi.

Tablo 4.1. H.influenzae’larin izole edildigi yillarin dagihmi (n: 252).

2001 2002 2006 2009 2010 2017 2018 2019

8 14 21 22 1 53 115 18

Calismaya alinan suslarin 200'G balgamdan izole edilirken, bunu

bronkoalveolar lavaj ve derin trakeal aspirat izledi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. H.influenzae’nin izole edildigi klinik érneklerin dagilimi (n: 252).

Klinik
. Balgam BAL' DTA? Kan Konjonktiva Pilly Vajen
Ornek
n 200 22 18 7 2 2 1

"BAL: Bronkoalveolar lavaj,

2 DTA: Derin trakeal aspirasyon
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4.2. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen hastalarin bilgileri toplandiginda 252 hastadan
154’Unun (%61,1) erkek, 98’inin (%31,9) kadin oldugu kaydedildi. En geng
hastanin 3, en yaslisinin ise 91 yasinda oldugu hastalarin yas ortalamasi
35,1+£23.9 olarak hesaplandi. Bu hastalarin 52’sinin ¢ocuk, 200’Unun ise erigkin
poliklinik ve servislere bagvurdugu belirlendi. Orneklerin izole edildigi servislere
gore dagilmi; %51,6 (n:130)’s1 g6gus hastaliklari poliklinigi, %29 (n:73)’u dahiliye
servisi, %4,8 (n:12)’i acil servis, %4,4 (n:11)'4 yogun bakim Uniteleri, %2,8 (n:7)’i
allerji ve immunoloji poliklinigi, %1,2 (n:3)’si anestezi birimi ve %4,8 (n:12)’i diger
poliklinikler seklinde bulundu. 4 hastanin tedavi gérdigu bolim/servis verisine

ulasilamadi.

4.3. Serotiplendirme

Konvansiyonel serotiplendirmede 199 (%78,9) sus tiplendirilemeyen olarak
saptanirken, bunu 20 sus ile H.influenzae tip f (%7,9), 14 sus (%5,6) ile
H.influenzae tip e ve 12 sus (% 4,8) ile H.influenzae tip b takip etti. Molekuler
serotiplendirmede ise 169 sus (%66,9) tiplendirilemeyen olarak bulunurken, bunu
38 sus ile (%15,1) H.influenzae tip e ve 17 sus ile (%6,8) H.influenzae tip b izledi.
Lam aglutinasyon ve molekiler yontemlerle serotiplendirilen suglar, molekuler
yontem referans alindiginda 187 (%74,5) susta uyumlu bulunurken, kategoriler
arasinda uyum katsayisi olarak bilinen kappa katsayisi ise R (Surum 3.5.1) ile
0,441 hesaplandi (133). Bu katsayiya gore kategoriler arasindaki uyum tesaduf
olamayacak sekilde orta dlzey olarak yorumlandi. En yuksek uyum %100 ile
NTHi'(n:100), en disuk uyum ise Hi ¢ ve Hi d (n:0)'de saptandi (Tablo 4.3).

Bulunan verilere ait karsilastirmali sonugclar Tablo 4.4’te verilmektedir.
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Tablo 4.3. H. influenzae suglarinda molekuler ve konvansiyonel serotiplendirme.

Serotiplendirme Yoéntemi (n)
Uyum
Serotip

Ozgiilliik

Duyarhhk

Hi b 17 12 4

97

24




Tablo 4.4. Serotiplendirme sonuglarinin kargilastirmali ¢capraz sonugclari.

50

Molekiler Total
Hia | Hib | Hic | Hid | Hie | Hif | NTHi
Sayi 1 0 0 0 0 0 0 1
Hia Molekdiler Serotiplendirme ile | 12,5 0| O 0 0 0 0| 04
Uyum(%)
Total ile 0,4 0 0 0 0 0 0 0,4
Sayi 0 4 0 0 6 2 0 12
Hib Molekiler Serotiplendirme ile 0|235| O 0| 158|154 0| 48
Uyum(%) )
Total ile 0| 16| O 0| 24| 0,8 0| 48
Sayi 0 1 0 0 2 0 0 3
Hic Molekiiler Serotiplendirme ile 0| 59| O 0| 53 0 o] 1,2
s Uyum(%) 5
% Total ile 0| 04| O 0| 08 0 ol 1,2
2 Sayi ol 1| o] o 2| o o| 3
3 | Hid Molekiiler Serotiplendirme ile 0| 59| O 0| 53 0 0| 1,2
< Uyum(%) -
£ Total ile 0| 04| O 0| 0,8 0 ol 1,2
]
- Say! 2 o| 1 0| 10 1 0| 14
Hie Molekiler Serotiplendirme ile 25 0| 25 0(263| 7,7 0| 5,6
Uyum(%) 5
Total ile 0,8 0|04 0 4| 04 0 5,6
Sayi 1 6 1 1 7 4 0 20
Hif Molekiler Serotiplendirme ile | 12,5| 35,3 | 25|33,3| 18,4| 30,8 0 8
Uyum(%) -
Total ile 04| 24|04 04| 28| 1,6 0 8
Sayi 4 5 2 2 1 6| 169 199
”T Molekiler Serotiplendirme ile 50| 29,4| 50(66,7|28,9|46,2| 100| 78,9
' | Uyum(%) 5
Total ile 1,6 2(08| 08| 44| 24| 66,9| 78,9

H. influenzae suslarinin serotiplendiriimesinin yillara gére degistigi ve son

yillarda tiplendirilemeyen H. influenzae’larin giderek arttigi dikkati ¢ekmigtir.

Calisilan suglarda yillara gore serotiplerin dagilimi Tablo 4.5’te verilmektedir.
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Tablo 4.5. Yillara gore H.influenzae’larin molekuler serotiplendirmelerinin

dagihmi.
Serotip (n)
Hia Hib Hic Hid Hie Hi f NTHi
2001 6 1 1
2002 5 4 5
& 2006 2 2 17
> 2009 1 3 2 16
2010 1
2017 2 2 1 1 10 1 35
2018 5 4 3 1 7 7 79
2019 1 1 15

4.4. Biyotiplendirme Sonuglari
indol, Greaz ve ornitin dekarboksilasyon testlerinin sonuglarina gére

hastanemizde izole edilen H.influenzae’larda en ¢ok biyotip Il (%29,8) gorulirken
bunu, biyotip | (%20,3) ve biyotip Il (%18,7) izledigi saptandi(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. H.influenzae’larda biyotiplendirme sonugclari (n: 252).

Biyotip | | 11! v Vv Vi VII VIl

n(%) 51(203) 47(18,7) 75(29,8) 24(9,5) 27(107) 21(8,3) 3(1,2) 4(1.6)
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Molekuler serotiplerin  biyotiplere gore dagiimlari (Tablo 4.7)
incelendiginde, NTHi’lerin agirlikh olarak Biyotip llI'te (%20,2) kumelendigi
g6zlemlendi. Bu sonug istatistiksel olarak incelendiginde NTHi ile biyotip Il

arasinda anlamli bir iligki bulunmadigi saptandi (p>0.05).

Tablo 4.7. Molekuler olarak serotiplendirilen H.influenzae’larin
biyotiplendirme sonuglarina gore dagilimi.

Biyotip Hi a Hi b Hic Hid Hie Hif NTHi

| 3 2 - - 9 2 35
] 2 1 2 6 2 33
]] 2 5 2 - 8 7 51
\' 1 1 - - 6 1 15
\" - 6 1 - 3 - 17
Vi - 1 - 1 6 1 12
Vil - 1 - - - -

VIl - - - -

4.5. PZR ile Taranan bexA ve hpd Gen Bolgelerine Ait Sonuglar

Calismaya alinan 252 6rneg@in hpd gen bdlgesi pozitif bulundu. Gergek
zamanli PZR ile tarama sonucunda 179 (%71) izolatin bexA gen bdlgesine sahip
olmadigl saptandi. Molekuler yontemlerle serotipi tespit edilemeyen 133 izolatta
bexA gen bolgesi pozitif bulunurken, serotipi a ve c tespit edilen 3’er drnegin,
serotipi d bulunan 2 6rnegin, serotipi e bulunan 27 6rnegin ve serotipi f tespit

edilen 8 drnegdin bexA gen bdlgesi negatif bulundu.
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4.6. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglari

Calismaya dahil edilen 252 6rnekten 251 tanesine disk diflzyon yontemiyle
antibiyotik duyarhlik testi uygulandi (Tablo 4.8), 1 izolat HTM besiyerinde 3 kere
calisiimasina ragmen Ureme go6zlenmedi. Caligilan suslarin direng oranlari
sirasiyla; trimetoprim-sulfametoksazol %31,9, tetrasiklin %27,9, klaritromisin

%14,8 ve ampisilin %10 seklinde bulundu.

Tablo 4.8. H. influenzae’larin galisilan antibiyotiklere karsi in vitro
duyarlilhk sonuglari (n: 251).

Duyarh  Orta Duyarh Direngli
Antibiyotik n n n o
Ampisilin 202 24 25 10
Ampisilin-Sulbaktam* 245 - 6 2,4
Sefuroksim 237 8 6 2,4
Sefotaksim* 246 - 5 2
Klaritromisin 189 25 37 14,8
Kloramfenikol 239 4 8 3,2
Tetrasiklin 117 64 70 27,9
Trimetoprim-sulfametoksazol* 171 - 80 31,9
Siprofloksasin/Moksifloksasin* 238 - 13 5,2

* Bu antibiyotikler igin CLSI 2020 kilavuzunda orta duyarli araliyi bulunmamaktadir.

Calisilan suglar icinde 27(%10,8) izolatta R-laktamaz aktivitesi pozitif
bulunurken, 27 6rnegin 14’Unde R-laktamaz pozitif ampisilin direncli (BLPAR), 5
ornegin ise R-laktamaz pozitif ampisilin orta duyarli (BLPAI) oldugu goruldu.
Cahlgilan 251 izolatin %89,6’sinda, ampisilin direncli 25 izolatin ise %44’unde
(n:11) B-laktamaz aktivitesi negatif tespit edildi. Bu 11 izolat BLNAR izolat olarak
kabul edildi. Orta duyarli 24 ampisilin izolatin ise %79,1 (n:19) R-laktamaz
aktivitesi negatif bulundu, bu izolatlar BLNAI (beta lactamase negatif ampisilin

intermediate) olarak yorumlandi. Ampisilin- sulbaktama direngli 6 izolattan ise
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3’'Unde R-laktamaz aktivitesi pozitif (BLPASR), 3’Unde negatif (BLNASR) tespit
edildi. Sonugclar Tablo 4.9’da verilmektedir.

Tablo 4.9. Ampisilin ve ampisilin-sulbaktam direnci gosteren suglarin 3-
laktamaz aktiviteleri.

B-Laktamaz
Pozitif Negatif
n % n %
Ampisilin direngli 14 56 BLPAR 11 44 BLNAR
(n: 25)
Ampisilin orta 5 20,8 BLPAI 19 79,2 BLNAI
duyarli (n: 24)
Ampisilin- 3 50 BLPASR 3 50 BLNASR
sulbaktam direngli
(n: 6)

* BLPAR: R-laktamaz pozitif ampisilin direngli
* BLNAR: R-laktamaz negatif ampisilin direngli
* BLPAI: -laktamaz pozitif ampisilin orta duyarl
* BLNAI: R-laktamaz negatif ampisilin orta duyarli
* BLNASR: R-laktamaz negatif ampisilin sulbaktam direngli

* BLPASR: 3-laktamaz pozitif ampisilin sulbaktam direngli
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5. TARTISMA

H.influenzae dinya genelinde olusturdugu enfeksiyon ve mortalite nedeni ile
énemli bir insan patojenidir (54). H. influenzae’nin 6zellikle tip b serotipi bes yas
alti cocuklarda pnomoni, menenijit, bakteriyemi ve epiglotit gibi 6lumcul olabilen
invaziv enfeksiyonlara neden olmaktadir (8). Kapstlsuz suglar ise erigkinlerde
toplum kaynakli pnémoni, akut orta kulak iltihabi, akut sinizit ve kronik bronsitin
akut alevlenmeleri seklinde seyretmektedir (1). Tedaviye yon vermesi ve
epidemiyolojik calismalar agisindan H. influenzae’nin biyotiplendirmesi ve

serotiplendirilmesi 6nemlidir.

Biyotiplendirmede indol dretimi, ornitin dekarboksilaz ve Ureaz testlerine gore
H. influenzae 8 biyotipe (49) ayriimaktadir. Sharma ve arkadaglarinin 2002°de
Hindistan’da 120 sus ile yaptiklari ¢alismada H.influenzae biyotip oranlarini
biyotip | %35, biyotip 1l %35.8, biyotip Il %16,7, biyotip IV %7,5, biyotip V %4,2,
biyotip VIl %2,5 dagiliminda bulmuslardir (134). Shuel’in 2010’da Kanada’'da 125
sus ile yaptid1 ¢calismanin sonucundan %54,4 biyotip Il ve %25,6 ile biyotip I
baskin c¢ikarken (135), Tsang ve arkadaglari 2016'da Kanada’da 71 sus ile
calismis ve biyotip dagiliminin %70,4 biyotip Il ve %21,1 biyotip Il oldugunu
g6stermiglerdir (136). Mojgani ve arkadaslari iran’da calistiklari 38 susun
%42,1’inin biyotip Il, %18,7’sinin ise biyotip Il oldugunu bildirmislerdir (137). Puig
ve arkadaglari 2013'te ispanya’dan yaptiklar yayinda, biyotip 1l yi %39, biyotip
[I'G %35,7 ve biyotip I'i ise %16,8 oraninda saptamislardir (138). Shenoy ve
arkadaglari ise 2016 yilinda 175 H.influenzae susu ile ¢alistiklarinda ise en fazla
biyotip Il (%35,4)yi saptamiglar, bunu biyotip Il (% 17,8) ve biyotip VII %10,3 takip
etmistir (139). Ayni yil Collins ve arkadaslari 1377 H.influenzae ile calistiklar
suglarda en fazla %42,1 orani ile biyotip II'yi bulurken, bunu %22,2 ile biyotip
[I’Gn izledigini gostermiglerdir (140). Leon ve arkadaslarinin 2020 yilinda
yayinlanan 1999-2017 arasinda topladiklari 523 sug Uzerinde vyapilan
calismasinda biyotip dagilimini; biyotip | %29, biyotip 1l %12, biyotip Il %24,
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biyotip IV %13 seklinde gdstermislerdir (141). Ulkemizdeki H. influenzae’larin
biyotiplendirilmesiyle ilgili c¢aligmalar igin literatir tarandiginda son 10 vyil
icerisinde bu konuda galisma yapiimadigi dikkat ¢ekmistir. Calismamizda izole
ettigimiz H. influenzae’larda en ¢ok %29,8 ile biyotip Il gorilurken, bunu %20,3’le
biyotip | ve %18,7’le biyotip Il takip etmistir. Biyotip III'in daha yuksek oranla
gorulmesi galisilan o6rneklerin  gogunun balgam Ornedi olmasi seklinde
yorumlanmistir. Orneklerin turiine bakildi§i zaman sonuglarimizin literatir ile
uyumlu oldugu gorulmustir. Ayrica serotiplendirme sonucu NTHi gelen 169
izolatin %20,2’sinin biyotip Il oldugu gbézlemlenmis fakat istatistiksel olarak bir

anlam ifade etmedigi hesaplanmistir.

Yapilan ¢alismalarda H. influenzae suslarinda serotiplendirmenin dogru ve
hizli bir gsekilde yapiimasinin ampirik antibiyotik seciminde 6nemli oldugu
bildirilmistir (142). H. influenzae suslarinda serotiplendirme lam aglitinasyon
yontemi veya molekuler yontemlerle yapilabilmektedir. Yapilan ¢esitli galismalar
molekuler yontemlerin lam aglitinasyona goére daha dogru sonug verdigini
gOstermistir (143, 144). Satola ve arkadaslarn H. influenzae serotip b (Hib)
konjugat asilarinin uygulanmasindan once ve sonra invaziv H. influenzae
izolatlar1 arasinda kapsul genlerini analiz ederek serolojik kapsul tiplendiriimesini
incelemiglerdir. Bu amagla 360 H. influenzae susunu lam aglutinasyon ve PZR ile
kapsul genlerini analiz ederek serolojik kapsul tiplendirmesini yapmiglar ve
arastirmanin sonucunda PZR yonteminin lam aglitinasyon serotiplendiriimesine

oranla daha dogru sonuglar verdigini tespit etmislerdir (80).

Silva ve arkadaslari Brezilya’da 93 6rnek Uzerinde yaptiklari PZR ve lam
aglutinasyon kargilastirma calismasinda PZR referans yodntem alindiginda
yontemler arasi uyumu %75,2 bulmuslardir (144). Benzer olarak LaClaire ve
arkadaglarinin ABD’de yaptiklari PZR ve lam aglutinasyon c¢alismasinda
serotiplendiriimeleri yapilan 141 sus icin uyum %60 olarak gézlemlenmigtir. Yine
ayni ¢galismada lam aglitinasyon ve PZR arasinda uyum en fazla NTHi, Hie ve

Hif arasinda izlenmistir (143).
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Shenoy ve arkadaslar ise asl sonrasi donemde Hindistan’da tekrar
yaptiklari bir prevelans c¢alismasinda 175 izolatin 50’sine PZR ve lam
aglutinasyon ile serotiplendirme uygulamiglardir. Bu o6rneklerin PZR ile
sonugclarinin hepsi NTHi bulunurken, lam aglutinasyon ile %92’i NTHi, %4’0 Hib
%?2'’si Hie ve %2’si Hif olarak tiplendirilmigtir (139).

Maaroufi ve arkadaslari H. influenzae'nin a’dan f'ye serotiplerine ait gen
lokasyonlarinin timind hedefleyen iki agamali gergek zamanl bir multipleks PZR
gelistirmisler ve 131 H. influenzae Klinik izolati kullanilarak, kalitatif PZR testi ile
karsilastirmis ve iki test arasinda %98,5'lik bir uyum oldugunu ortaya
koymuslardir. H. influenzae serotip a ila ¢ kapsuler tipe 6zgu referans suslarinin
saptanmasinin duyarlihidinin, e, d ve f serotiplerine olan duyarlihktan daha yiuksek
oldugunu bulmusglardir. Her ki PZR testinin de lam aglutinasyon
serotiplendirimesinden daha guvenilir oldugunu ortaya koymuslardir (86).
Calismamizda serotiplendiriimesi PZR ve lam aglitinasyon ile yapilan 252 sustan
187 ornek (%74,5) birbiriyle uyumlu bulunurken, duyarlik %100 ile en fazla
NTHi'de gozlenmis, en az %0 ile Hic ve Hid’de uyum gorulmustir. Konvansiyonel
yontemin yorumlanmasinin zorlugundan ve subjektifliginden dolayi H. influenzae
suslarinin serotiplendiriimesi sirasinda molekuler yontemlerin daha dogru ve

objektif sonuglar verecegi distnulmugtir.

H.influenzae serotip b, Kuzey Amerika ve Bati Avrupa'da, konjuge asilarin
bir cok Ulkede ulusal agilama planina dahil edilmesinin sonucu olarak ¢ok nadiren
bulunmaktadir (145). Son vyillarda yapilan c¢alismalarda NTHi serotiplerinin
giderek arttigi belirlenmistir. Hascgelik ve arkadaslarinin 2003-2012 yillari arasinda
lam aglutinasyonu ile yaptiklari serotiplendirme calismasinda 125 6rnegin %88'i
Hib, %4,8’i Hie, %2,4’0 Hid ve %4’0 NTHi bulunmustur (146). 2016 yihinda Gur ve
arkadaglari (147) tarafindan yurutilen calismada serotiplendiriimesi lam
aglutinasyon yontemiyle yapilan 139 H.influenzae izolatinin sonuglari; %75,5
NTHi, %13,7 Hib, %6,4 Hia, % 1,4 Hid ve Hif, %0,7 Hic ve Hie olarak tespit
edilmistir. 2017 yilinda Turkiye Mikrobiyoloji Cemiyeti tarafindan yayinlanan
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H.influenzae calistay raporunda da Hib agilamasinin 1990 yilindan bu yana
dinyada, Ulkemizde ise 1 Ocak 2007 tarihinden itibaren rutin olarak yapilmasiyla
birlikte izole edilen suslarin Hib’den yogdunluklu olarak NTHi'ye sonrasinda ise

Hia, Hie ve Hif gibi diger kapsullu serotiplere kaydigd bildirilmigtir (148).

Sharma ve arkadaslari 2002 senesinde Hindistan’da 120 érnek Uzerinde
serotiplendirme gergeklestirmis ve orneklerin %64°Gnu Hib, %34’GnU ise NTHi
olarak raporlamiglardir (134). Yamada ve arkadaglarinin 2019 yilinda Japonya’da
yuruttigu bir caligmada serotiplendiriimesi PZR ile yapilan 260 6rnegin hepsi
NTHi bulunmusken (149), Adam ve arkadaslar tarafindan 2010 yilinda
Kanada’da yapilan bir ¢alismada 1455 izolat ile as1 dncesi ve sonrasi donem
karsilastiriimig, asi 6ncesi donemde Hib %64,9, NTHi ise %29,9 dagilhima
sahipken, asi sonrasi ddnemde NTHi prevelansi %62,3’e ¢cikmis, Hib ise %20,4’e
dismustar. Ayni ¢alismada Hib sonrasinda en sik gorulen serotipler Hif ve Hie

olarak gosterilmigtir (150).

Deghmane ve arkadaslarinin 2019 yilinda Fransa’da yaptiklari yayinda
236 H.influenzae serotiplendiriimis ve %85,2’si NTHi, %5,5’i Hif ve % 4,2’si Hib
saptanmistir (151). Giufre ve arkadaslarinin 2018’de italya’da yaptiklari 263 izolat
ile yaptiklari ¢calismanin sonucunda NTHi oranini %87,5 bulurken, bunu %9,1 ile
Hib ve %4,6 ile Hif izlemistir (152).

Vallejo ve arkadaslari 2019 yilinda ABD’de ¢alistiklari 61 H.influenzae’nin
%39,3'Unl NTHi, %29,5'ini Hia, %19,7’sini Hif bulurken (153) Leon ve arkadaglari
2020 yiinda Paraguay’da izole edilmis 523 H.influenzae’nin serotiplendirmesi
sonucu NTHi’larin %51,8 oraninda bulundugunu, bunu %43 ile Hib, %1,5 ile Hia
ve Hifin izledigini tespit etmiglerdir. Leon ve arkadaslar ayni g¢alismada
ulkelerindeki yuksek Hib oranini Hib asisinin devlet asilama kapsaminda

olmamasina baglamislardir (141).

Bizim serotiplendirme g¢alismamizda izole ettigimiz 252 6rnegin %66,9'u
NTHi olarak bulunurken, bunu %15,1 ile Hie, %6,8 Hib ve %4,8 ile Hif izlemistir.

Orneklerimizin gogunlugunun asi sonrasi déneme ait olmasi nedeniyle
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tiplendirilemeyen  susglarimizdaki  artisin  literatir ile  uyumlu oldugu
g6zlemlenmistir. Yine literatlre bakildigi zaman Avrupa Ulkelerinde NTHi sonrasi
daha ¢ok Hie ve Hif gozlemlenirken (151, 152), Amerika kitasi i¢in daha ¢ok
Hia'ya kaydigi gordlmustar (150, 154). Elde ettigimiz  sonuglar
degerlendirildiginde, NTHi diginda ulkemizde de prevelanstaki degisimin Hie ve
Hif'e dogru oldugu saptanmistir. Gomez de Leon ve arkadaslarinin (145) yaptigi
calismada NTHi olarak serotiplendirilien izolatlarin ERIC (enterobacterial
repetitive intergenic consensus) sekanslari yapildiginda Hib ile ayni sinyalleri
vermesi nedeniyle, bu izolatlarin- mutant suslar olabilecekleri ihtimali Gzerinde

durulmustur.

Dunya genelinde yapilan Hib agilamasi sonrasi her ne kadar invaziv Hib
enfeksiyonlarinda ciddi bir disls yasanmis olsa dahi, diger serotipler ve
tiplendirilemeyen H. influenzae kaynakli enfeksiyonlarda artig gorulmektedir.
Cocuklarda, yashlarda ve immunsupresif hastalarda mortalite ve morbidite orani
yuksek olan bu enfeksiyonlarda hizli ve dogru tedavinin dizenlenmesi 6nem arz
etmektedir. Ampirik tedavinin dogru sekilde duzenlenebilmesi adina H.
influenzae’nin direng profilinin dederlendiriimesi gerekmektedir (11, 149, 151-153,
155-159).

Antibiyogram yaptigimiz 251 susta direng orani en yuksek trimetoprim-
sulfametoksazol (TMP/SXT)’e karsi (%31,9) bulunmustur. Literatlrde yurtdisinda
yapllmis c¢alismalarda ve SENTRY raporunda bu oran %16-72 arasinda
degismektedir (159-164). Ulkemizde yapiimis calismalarda TMP/SXT direnci
%14-50 arasinda tespit edilmistir (11, 155, 165-167). H. influenzae
enfeksiyonlarinda ampirik tedavi segiminde ylUksek direng oranlarindan dolayi
TMP/SXT tercih edilmemektedir.

Trimetoprim-sulfametoksazol sonrasi en yuksek direng tetrasikline
(%27,9) karsi gosterilmistir. Turkiye genelinde yapilan ¢aligmalarda tetrasiklin

direnci %0,8 ile %22 (11, 155) arasinda degistigi gézlemlenirken, yurtdisinda
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yapilan yayinlarda ve SENTRY raporunda bu oranin %0,8 ile %37,5 arasinda
oldugu tespit edilmistir (138, 148, 159, 163, 164, 168).

Yamada ve arkadaslari (149) tarafindan 2019 yilinda toplam 260 erigkin
ve ¢ocuk Uzerinde yapilan galismada klaritromisin direnci %30,8 bulunurken,
Tanaka ve arkadaslarinin (156) ayni yilda yayinladigi 57 sus Uzerinde yapilan
calismada 2007 yilinda klaritromisine karsi hi¢ direng yok iken, bu oranin 2012
yihnda %20,8’e, 2019 yilinda ise %52,1'e yukseldigi dikkat c¢cekmistir.
Yurdumuzda Tunckanat ve arkadaglarinin (155) 2007 yilinda yayinladiklari
calismada 2004-2005 yillar arasinda izole edilmis 379 susta bu direng %1,6
olarak bulunurken, Gur ve arkadaslarinin (11) 2008 yilinda yayinladiklari 2002-
2007 arasinda 861 ¢ocuktan izole edilen H.influenzae’nin sonuglarinin incelendigi
calismada diren¢ %8,3 olarak gosterilmisti. Calismamiz kapsaminda
klaritromisin direnci %14,8 bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle Uzakdogu
ulkelerinde klaritromisinin yaygin kullanimi nedeniyle yuksek klaritromisin direnci
gorulurken, ulkemizde yapilan c¢aligmalarda da klaritromisin direncinin arttigi
gorulmektedir (149, 156).

H. influenzae’larda ampirik tedavide ilk seceneklerden biri olan ampisilin
icin direng orani galismamizda %10 olarak bulunurken, orta duyarli suglarin orani
%9,8 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ampisilin direnci %2,9
ile %20,9 arasinda raporlanmig (11, 155, 165-167), yurtdisinda yapilan
arastirmalarda ve SENTRY raporunda bu oranlar (11, 149, 151-153, 155-159)
%13 ile %91,2 arasinda bildirilmistir. Yine ayni ¢alismalarda ampisilin direncinin
giderek arttigi vurgulanmistir. Calismamizda literatlrle paralel olarak ampisilin
direncinde artis gozlenmigtir (11, 155). Yurtdigsinda yapilan c¢alismalarda
ampisiline orta duyarl suglarin orani %1,4 ile %18 arasinda gosterilmigtir (149,
153). Haciseyitoglu ve Sumerkan’in (169) 2019 yilinda 100 H.influenzae izolati ile
yayinladiklari calismada ampisilin orta duyarli suslarin orani %4,3 olarak

belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda bu oran %9,6 olarak bulunmustur. Ulkemizde
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yapillan c¢alismalarda oranlar arasindaki farkhligin o6rneklem sayisindaki

farklilktan, yas ve farkli klinik 6rnekten kaynaklandig1 distunulmagtir.

R-laktamaz negatif ampisilin direngli (BLNAR) suslarin orani Glkemizde
(11, 155, 165-167), %0 ile %7,9 arasindayken, yurtdisinda (149-153, 156, 157,
159, 170, 171), %0 ile %60 oraninda bulunmus ve yillar igerisinde artisa dikkat
cekilmigtir. Calismamizda daha 6nceki yayinlarla ayni dogrultuda olacak sekilde
BLNAR sus orani %44 olarak tespit edilmistir. BLPAR suslar Glkemizde ve dlnya
genelinde %5 ile %60 arasinda dagiim gosterirken, calismamizda da bu
sonuglarla uyumlu olarak BLPAR orani %56 tespit edilmistir (11, 149-153, 155-
157, 165, 170). Ulkemizde ve diinya genelinde artis egiliminde olan BLNAR suslar
icin Yamada ve arkadaslari (149) yaptiklari galismada bu suslarin ¢ok ilaca direng
kazanma egiliminde oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle BLNAR suslar tespit
edildiginde coklu antibiyotik direnci yonunden incelenmesinin faydali olacagini

vurgulamiglardir.

H.influenzae’larda kinolon direnci bakilan calismalarda Ulkemizde
diren¢ %1 ile %2,8 (165, 172) arasinda saptanirken, bu oran yurtdisinda 2010
yiinda %0,5, 2017 yilinda %11,8 olarak belirtiimigtir (170, 171, 173).
Calismamizda kinolon grubuna karsi direng (siprofloksasin/moksifloksasin) %5,2
bulunmustur. Calismalardaki kinolon direncindeki degiskenligin nedeni olarak;
suslarin farkh klinik 6rneklerden, yas gruplarindan ve yillarda izole edilmis olmasi

digunulmasgtar.
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6. SONUC VE ONERILER

Daha dnceki arastirmalarda elde edilmis ve bizim de ¢alismamizda paralel
sonuglar buldugumuz verilerin 1s1§inda; H.influenzae enfeksiyonlarinda Hib asisi
sonrasinda dunya capinda serotiplerde degisiklik gorulurken, ayni zamanda
biyotip ve serotip dagiliminda da cografyaya gore degiskenlik gésteren bir dagilim
oldugu goézlemlenmistir. Serotiplendirmenin yapilmasi sirasinda ise lam
aglutinasyon yerine PZR gibi molekuler kaynakl yontemlerin daha duyarli oldugu
saptanmistir. Gomez de Leon ve arkadaglari (145) yaptiklari ¢galismada NTHi
olarak serotiplendirilen izolatlarin Hib ile ayni sinyalleri vermesi nedeniyle b
mutant suslar olabilecekleri ihtimali Uzerinde durulmustur. Bu nedenle NTHi
olarak serotiplenen suslarin ileri analizinin yapilmasinin, tam bir sonug elde etmek
icin gerekli olabilecegi dusunulmustur. H.influenzae enfeksiyonlarinda degisen
serotip dagihmlarinin daha iyi tespit edilmesi ve 6zellikle artig gosteren NTHji’lere
karsi agl galismalarinin epidemiyolojik verilerle desteklenmesi 6nemlidir. Ampirik
tedavi yaklagsiminda daha once c¢ok sik kullanilan TMP/SXT ve su an
kullaniimakta olan AMP’ye karsi direncin ise yuksek olmasi nedeniyle, tedavi icin
uygun ilacin segimi i¢in bu verilerin g6z 6nunde bulundurulmasi gerektigi dikkat
cekmistir. Ulkemizde ve diinya genelinde artis egiliminde olan BLNAR suslar igin
Yamada ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada (149) bu suslarin ¢ok ilaca direng
kazanma egiliminde oldugunu belirtmiglerdir. Bu nedenle rutin laboratuvarlarda
da H.influenzae’larin R-laktam profilinin incelenmesinin ve ¢oklu ilag direnci ile

iligkisinin incelenmesinin faydali olacagi dusunulmustar.
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