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OZET

Kuvat N. Haemohilus influenzae suslarinda antibiyotik direnci ve bu direncin
molekiler analizi. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakdltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji ABD. Tipda Uzmanlik Tezi. 2011.

Bu calisma Kklinik orneklerden izole edilen H. influenzae suslarinin antibiyotik
direncinin saptanmasi ve ampisiline direnc¢li H. influenzae suslarinda saptanan
direncin beta-laktamaz Uretimi basta olmak Uzere molekuler analizinin aragtiriimasi

amaciyla ulkemizde yapilan ilk galismadir.

235 H. influenzae susunun ampisilin dahil 19 farkl antibiyotige karsi direnci disk
difizyon yontemi ile arastirilmig, ampisilin, sefuroksim, kloramfenikol ve meropeneme
direncli bulunan suslarin MiK’leri ise E-test ydntemi ile saptanmistir. izole edilen tim
suslarda beta-laktamaz pozitifliginin belirlenmesi amaciyla nitrosefin deneyi,
ampisiline direngli suglarda ise dirence neden olan mekanizmanin (TEM-1 ve ROB-1)

belirlenmesi igin PCR yontemi kullaniimisgtir.

Test edilen suslarin antibiyotiklere diren¢ durumlari incelendiginde amoksisilin-
klavulanik asit, seftriakson, sefotaksim, aztreonam, azitromisin, telitromisin,
siprofloksasin, levofloksasine direngli sus saptanmamistir.  Trimetoprim-
sulfametoksazole 57 (% 24,2), tetrasikline 36 (% 15,2), ampisiline 26 (% 11),
sefaklora 10 (% 4,2), klaritromisine 8 (% 3,4), sefuroksime 4 (% 1,7), meropeneme 2
(% 0,8), kloramfenikole 2 (% 0,8) ampisilin-sulbaktama 1 (% 0,4), nalidiksik aside 1
(% 0,4), fosfomisine 1 (% 0,4), direngli sus saptanmistir. Sefuroksime disk difizyon
yontemi ile direngli bulunan Ug¢ susun E-test yontemi ile yapilan MIK degerleri
direnclilik sinirlari icerisinde ve sirasi ile 24 pg/ml, 48 pg/ml, >256 pg/ml olarak
bulunmustur. Meropeneme direncli bulunan iki susun ise MiK degeri >256 ug/ml
(direngli) olarak belirlenmistir. Disk difizyon ydntemi ile kloramfenikole orta duyarli
saptanan her iki susun da MiK degeri 6 ug/ml (orta duyarli) olarak saptanmistir. Orta
duyarl olan suslar direngli olarak kabul edilmistir. izole edilen suslarin 36 (% 15,3)’
sinda ¢ogul diren¢ saptanmistir. Bu suslardan 20 (% 8,5)’sinde iki, dokuzunda (%
3,8) Ug, besinde (% 2,1) dort, birer susda da (% 0,4) bes ve alti antibiyotik direnci
saptanmigtir.
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Calismamizda ampisilin direngli ve beta-laktamaz pozitif suslarin tamamaminda
TEM-1 tipi enzim bulunup ROB-1 tipi enzim saptanmamistir. Ayrica ampisilin
direncinde BLNAR fenotipinin ayirt edilmesi ile ampisiline direngli sus saptanan
hastalarin yaklasik %3’Unun ampirik tedavisinde inhibitdrli beta-laktamlarin, ikinci

kusak sefalosporinlerin kullanilmasinin uygun olmayacagi gorulmustar.

Anahtar kelimeler: Haemophilus influenzae, ampisiln direnci, E-test, PCR.
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ABSTRACT
This study is the first study carried out in our country for detecting the antibiotics resistance
of H. influenzae strains isolated from clinical samples and for studying the molecular analysis
of resistance especially that of beta lactamase production in ampicillin resistant H. influenzae

strains.

The resistance of 235 H. influenzae strains to 19 different antibiotics including ampicillin was
determined by disc dfiffusion method and MICs of strains which were resistant to ampicillin,
cefuroxim, cloramphenicol were detected by E-test method.Nitrocefin method was used for
determining the beta lactamase positivity of all isolates and PCR method was used for
determining the mechanism (TEM-1 and ROB-1) causing resistance of ampicillin resistant

strains.

According to the antibiotic resistance results, no resistance to amoxycillin-clavulanat,
seftriaxone, sefotaxim, aztreonam, azithromycin, telithromycin, ciprofloxacin and
levofloxacin was detected. 57 kotrimoxazole resistant, 36 tetracycline resistant, 26 ampicillin
resistant, 10 sefaklor resistant, 8 clarithromycin resistant, 4 cefuroxim resistant, 2 meropenem
resistant, 2 cloramphenicol resistant, 1 ampicillin-sulbactam resistant, 1 nalidixic acid
resistant and 1 fosfomycin resistant strains were detected. MIC points of 3 cefuroxime
resistant isolates were found to in resistant range respectively with 24 pg/ml, 48 pg/ml and
256 pg/ml. MIC points of 2 strains that were found to be intermediate susceptible to
cloramphenicol by disc diffusion method were both found to be 6 pg/ml (intermediate
susceptible). Intermediate susceptible strains were accepted as resistant. Multiple resistance
was detected in 36 isolates. Of these isolates, 20 (8.5%) was found to be resistant to 2, 9 (3.8

%) to 3,5 (2.1%) to 4, 1 (0.4%) to 5 and 6 antibiotics.

In our study, TEM-1 enzyme was detected in all ampicillin resistant and beta-lactamase
positive isolates where as ROB-1 enzyme was not detected any one. Moreover, it was found
that beta-lactame+inhibitors and 2nd generation sefalosporins were not appropriate for
ampiric therapy of approximately 3 % of patients in whom ampicillin resistant strains were

detected by discriminating BLNAR phenotype.
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1. GIRIS VE AMAC
Gram negatif, hareketsiz kokobasil seklinde bir bakteri olan Haemophilus influenzae
menenjit, pndomoni, epiglottit gibi invaziv, KOAH’1n alevlenmesi, siniizit, otitis media,

konjunktivit gibi invaziv olmayan infeksiyonlara yol acar (1, 2, 3).

H. influenzae’nin kapsiil antijenine gore a, b, ¢, d, e ve f olmak iizere alt1 tipi
bulunmaktadir. Ozellikle tip b suslar1 siklikla ¢ocuklarda pnémoni, menenjit ve bakteriyemi
gibi invaziv infeksiyonlara neden olur. Antimikrobiyal tedavi kapsiil polisakkarit asisina ve
[H. influenzae tip b (Hib)] ragmen H. influenzae bronkopulmoner infeksiyonlar ve kazanilmis

hastane infeksiyonlarinda major bir patojendir (2).

Hib bir¢ok Asya iilkesinde ve gelismekte olan iilkelerde asilanmamis ¢cocuklar arasinda
menenjitin onde gelen nedenidir. Diinya ¢apinda her yil ii¢ ay-ii¢ yas arasi ¢ocuklarda en az
iic milyon ciddi Hib infeksiyonu gelistigi ve buna bagl olarak 400,000-700,000 kadar 6liim
meydana geldigi tahmin edilmektedir (2, 3).

H. influenzae infeksiyonlarinda tedavide en sik kullanilan antibiyotikler beta-laktam
grubu (ampisilin, sefalosporinler) antibiyotiklerdir. Ancak, ilk kez 1974 yilinda ABD’de
ampisiline direngli suslar bildirilmistir (2, 4). Daha sonra bu tip direncin, plazmid kaynakli
beta-laktamaz iiretimine (baslica TEM-1, ROB-1) bagl oldugu gosterilmistir. Ayrica
1980’lerde ilk olarak beta-laktamaz iiretmeyen ampisiline direngli suslar (BLNAR) izole
edilmistir. Bu direncin beta-laktamaz enzimin ¢ok az salgilanmasina veya kromozomal
mutasyon sonucu penisilin baglayict proteinlerde meydana gelen degisime bagli olabilecegi
ileri siiriilmektedir. Nadiren hiicre duvar1 gegirgenliginin azalmasia bagl direng de ortaya

¢ikabilmektedir (5).

Ampisilin direnci en sik beta-laktamaz iiretimi yoluyla gergeklesir ve cografik bolgelere
gore degiskenlik gosterir. Bu direng orani kimi iilkelerde % 3 iken kimi iilkelerde % 65’lere
¢ikmaktadir. BLNAR suslarinin oranmin ise daha disiik oldugu (% 0,01) bildirilmektedir.
Yapilan genis c¢apli ¢alismalarda genel olarak beta-laktamaz iiretimine bagli direncin %
90’indan fazlasinin TEM-1, % 5 kadarmin ise ROB-1’e baglh oldugu gosterilmistir (2, 6, 7,
8).

Ulkemizde ise farkli klinik &rneklerden izole edilen H. influenzae suslarinda ampisilin

direnci, ¢ogunlugu beta-laktamaz tiretimine bagl olmak tizere % 0-37,5 gibi farkli oranlarda
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saptanmakla birlikte solunum yolundan izole edilen suslarda bu oranin % 6-8 kadar oldugu
bildirilmektedir (7, 9, 10). Ancak bu direncin molekiiler analizi ile ilgili veriler kisithidir. Sik
goriilen beta-laktamaz tiplerinin (TEM-1, ROB-1) saptanmasi1 amaciyla Tiirkiye’de yapilan

bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Bu c¢alismada, iilkemizde klinik Orneklerden izole edilen H. influenzae suslarinin
antibiyotik direncinin ve beta-laktamaz olusturma sikliginin saptanmasi ayrica ampisiline
direngli ve beta-laktamaz olusturan H. influenzae suslarmmin molekiiler analizi ile beta-

laktamaz enzim tiplerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GENEL BIiLGILER
2. 1. Haemophilus

Haemophilus cinsi bakteriler Pasteurellaceace ailesinde yer almakta olup insan miikoz
membranlarma adepte olmus zorunlu mikroorganizmalardir. Insan igin patojen olarak
tammmlanmis Haemophilus tiirleri H. influenzae, H. ducreyi, H. parainfluenzae, H.
parahaemolyticus, H. aphrophilus, H. paraaphrophilus, H. haemolyticus, H. aegypticus ve H.
pittmaniae’dir (3). Haemophilus tiirleri genel olarak kiigiik (0,3-0,5 um x 0,5-1,0), Gram
negatif, hareketsiz, aside direngli olmayan, sporsuz, kokobasillerden filamantéz formlara
kadar degisebilen ¢omak seklinde bakterilerdir. Fakiiltatif anaerop ozellik goésteren bu
bakteriler {ireme igin bir ya da iki biiyiime faktoriine; X faktorii (hemin ya da diger porfirinler)
ve V faktoriine [koenzim I, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ya da nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADP)] ihtiya¢ duyarlar. X faktorii 1siya direnglidir. V faktorii ise 1siya
duyarlidir ve 120 derecede birkag dakika sonra etkisiz hale gelir. Her iki faktor de kanda
bulunmaktadir. Ancak konvansiyonel kanli agarda X faktorii bulunurken V faktorii bulunmaz.
V faktoriiniin kandan salimmasi i¢in kan hiicrelerinin kisa bir 1sitmaya maruz birakilip
parcalanmasi gerekir. Bu iglem besiyeri otoklavlanip 80 dereceye kadar sogutulduktan sonra
icerisine % 5 koyun, at veya sigir kan1 eklenerek yapilabilmektadir. H. influenzae ve H.
parainfluenzae’nin en iyi izole edilebildigi besiyerleri bu sekilde hazirlanan besiyerleridir (3,
11, 12, 13).

Haemophilus cinsi bakteriler solunum ya da fermentatif tip metabolizma ile kemo-
organotropiktirler. Sekerleri fermente ederler; glukozun fermentasyonu sonucu olusan son
tirtinler laktik asit, siiksinik asit ve asetik asitlerdir. Haemophilus suslarinin ¢ogunda oksidaz
ve katalaz reaksiyonlari pozitiftir. Nitrat1 nitirite indirgerler. DNA’larinda guanin ve sitozin

(G+C) oranlar1 % 37-44’diir (3, 11).
2. 2. Smiflandirma

Haemophilus cinsi bakteriler X ve V faktorlerine olan gereksinim, biyokimyasal aktivite

ve artmig karbondioksit gereksinimine gore siniflandirilmaktadir (Tablo 1).
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Tablo 1. Haemophilus tiirlerinin ayirict 6zellikleri (3).

Ureme fakforii Hemoliz CO2 gereksinimi

Tiirler gereksinimi

X \%
H. influenzae + +
H. parainfluenzae - +
H. haemolyticus + + +/-
H. ducreyi +
H. parahaemolyticus - + +
H. segnis - +
H. pittmaniae - + +
H. aprohilus - - - +
H. aegptius + +
H. paraprohilus - +

Karbonhidrat kullanimi ve gaz {retimi de Haemophilus cinsi bakterilerin
smiflandirilmasinda  kullanilir. H. ducreyi haricinde tim Haemophilus tirleri glukozu
fermente eder. H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. aphrophilus ve H. paraphrophilus

suslarinin ¢ogu glukozdan gaz olusturur.

Haemophilus tiirlerinin ayriminda katalaz ve oksidaz reaksiyonlari 6nemlidir. H.
influenzae oksidaz pozitif iken H. aphrophilus ve H. ducreyi ise oksidaz negatif tiirlerdir.
Haemophilus tiirlerinin ayriminda kullanilan diger biyokimyasal reaksiyonlar Tablo 2’de
gosterilmistir (3). Uglii biokimyasal test olarak tanimlanan indol, iireaz, ornitin dekarboksilaz

testleri ise H. influenzae ve H. parainfluenzae biyotiplemesinde kullanilan testlerdir (11, 14).

H. influenzae, H. influenzae biogrup aegyptius ve H. aegyptius’un standart yontemlerle
ayrilmast miimkiin degildir. H. aegyptius’un H. influenzae’dan ayrilmasinda ksiloz
fermentasyonu, troleandomisin duyarliligi ve insan kirmizi kan hiicreleri agliitinasyonu
kullanilabilmekle Dbirlikte bu testlerin iki tiir arasinda kesin aymrim saglamadig
bildirilmektedir  (15). H. haemolyticus at kanli agarda hemoliz yaparken H. influenzae

yapmaz (16).
2.3. HAEMOPHILUS INFLUENZAE

2.3.1. TARIHCE

R. Koch 1883 yilinda Misir’da, konjunktivite neden olan ve bugiin H. aegyptius olarak
bilinen bakterileri tanimlamistir (11). R. Pfeiffer (17) 1892 yilinda epidemik influenza
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olgularinin tiikiiriik ve balgamlarinda kiiciik Gram negatif hemofilik kokobasilleri saptamistir.
Bu kokobasiller Pfeiffer basili olarak da adlandirilmistir (18). IW. Pritchett ve E.G. Stillman
ise 1919 yilinda X ve V faktorlerine ihtiya¢ duyan ve hemoliz yapan Gram negatif ¢comaklari
gbzlemlemisler, 1920 yilinda H. influenzae olarak (Yunancada Haemophilus, kan seven
manasinda) adlandirmislardir. 1930 yilinda M. Pittman H. influenzae’y1 kapsiillii ve kapsiilsiiz
olarak iki biiyiik gruba ayirmis, kapsillii H. influenzae’yr da kapsiil polisakkaritlerindeki
antijen farkliliklarina goére alt1 serotipe (a-f) aywrmustir. Daha sonra 1953 yilinda hemoliz
yapmayan H. influenzae ve H. parainfluenzae tiirlerinden farkli olarak H. haemolyticus ve H.
parahaemolyticus’u ayirt etmistir (19). 1976’da M. Kilian tarafindan Haemophilus tiirleri
biyokimyasal Ozelliklerine gore (indol {iiretimi, iireaz aktivitesi ve ornitin dekarboksilaz

aktivitesi) dort biyotip (I-1V)’e ayrilmis, sonrasinda bunlara biyotip V-VIII eklenmistir (16).

2.3.2. EPIDEMIiYOLOJi

Yenidoganlarda {ist solunum yolu steril olmakla birlikte, cesitli bakterilerin
kolonizasyonu ile hizla normal flora olusur (11). Kolonizasyon bir yasinda % 34, iki yasinda
% 44 ve 5-6 yas sonunda % 50 oraninda tamamlanir. Hemophilus cinsi bakteriler saglikli tist
solunum yolu normal florasinin % 10’unu olusturur. H. influenzae i¢in insan bilinen tek dogal
konaktir ve genellikle oral kavite ve farinks normal florasinda bulunmaktadir. H.
parainfluenzae ise agizdaki baskin olan Haemophilus tiriidiir. H. influenzae farinksdeki
Haemophilus tiirlerinin yaklasik % 10’unu olusturur. H. influenzae genellikle solunum
yolunda, nadiren de genital yollarda infeksiyona neden olmaktadir. Genellikle insandan
insana damlacik yoluyla ya da salgin durumlarinda dogrudan temas yoluyla bulagsmaktadir (3,
11, 12, 20).

En sik invaziv infeksiyonlara neden olan serotip H. influenzae tip b (Hib)’dir. Hib ile
orofaringeal tasiyicilik yasamin ilk 6 ayinda % 1’in altinda iken, 3-5 yasta ortalama % 3-4
oranina ulagir; ilerleyen yaslarda ise kolonizasyon giderek azalmaya baslar (3, 11). Ancak
tastyicilikla ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda, bu oranlarin etnik kdken, mevsim, antibiyotik
tedavisi, ornekleme ve kiiltiir teknikleri gibi faktorlere bagli olarak degisebildigi
bildirilmektedir. Refakat¢i bakimi1 ve kalabalik ortamlar H. influenzae tip b tasiyiciligi igin
onemli risk faktorleridir. Birgok toplumda ¢ocuklarin asilanmasi ile H. influenzae tip b’nin
faringeal tasiyiciligi onemli bir oranda azalmistir. Bununla birlikte agilama H. influenzae tip b

tastyiciligini tamamen ortadan kaldiramamustir (3, 11, 20).
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Asilama programindan once H. influenzae tiim diinyada 3 ay-3 yas arasi ¢ocuklarda
bakteriyel menenjitin en 6nemli {i¢ etkeni arasinda yer almakta iken bugiin goriilme sikligi
oldukca azalmistir (3) ve bu infeksiyonlarin ortaya c¢iktig1 hastalarin gogunlugunu
astlanmamus, eksik asilanmis ¢ocuklar ya da immiin sistemi zayiflamis olan yasli hastalar
olusturmaktadir (13). H. influenzae’nin neden oldugu menenjit olgularinin tamami serotip b
ile olugsmakta ve bunlarin da biiyiik bir ¢ogunlugunun biyotip I’e ait oldugu bildirilmektedir.
Yine aymi ozelliklere sahip olan kokenler akut epiglottitin de en 6nemli etiyolojik etkenidir.
H. influenzae tip b halen diinyada gocuklarda 6nemli oranda hastalik etkeni olmaya devam
etmektedir. Diinya genelinde her yil kiigiik ¢ocuklarda ii¢ milyon ciddi hastalik olgusu
bildirilmekte ve bu olgularin menenjit ve pnémoni nedeniyle yilda 400.000-700.000
kadarinin oliimle sonuglandigi tahmin edilmektedir. Yine yapilan arastirmalarda o6liimle
sonuclanan olgularin biiylik bir ¢ogunlugunun 5 yas altindaki cocuklardan olustugu ve
infeksiyon goriilme sikliginin 67 aylik bebeklerde pik yaptigi goriilmektedir. Olgularin %
95’1 ve oliimlerin % 98’1 birgok Asya iilkesinde oldugu gibi gelismekte olan iilkelerden
bildirilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde mortalite oranlar1 gelismis tilkelerin birka¢ katidir
ve hayatta kalanlarin % 15 ile % 30’unda zeka geriligi veya sagirlik gibi kalici sekeller
meydana gelmektedir.

Birgok gelismis iilkede Hib hastaliklarinin sikligi sistematik agilama ile bariz bir sekilde
azalmistir (20). 1999 yil1 sonunda 38 iilkede yeni doganlar Hib asisi ile bagisiklanirken 2004
yili sonuna kadar asilamanin uygulandig iilke sayist 78’e ylikselmistir. Gelismis tlkelerde
toplumun % 92’si asilanmisken bu oran gelismekte olan iilkelerde % 42 ve az gelismis
tilkelerde % 8’de kalmistir. Bununla birlikte Hib asisinin Japonya basta olmak iizere bazi
tilkelerde uygulanmadigi bilinmektedir (2, 3, 21, 22, 23)

2.3.3. MIKROBIYOLOJIK OZELLIiKLER
2.3.3.1 HUCRE MORFOLOJiSi

H. influenzae 0,3-0,5 um x 0,5-1,0 um boyutlarinda ince, kisa gomak ya da kokobasil
seklinde Gram negatif bir bakteridir. Gram yontemi ile goreceli olarak zayif boyanirlar. Gram
boyamada zit boya olarak sulandirilmis karbol fuksinin 5-15 dakika uygulanmasi iyi sonug
verir (11). Genellikle pleomorfik, uzun filamentoz formlarda, bazi kiiltiirlerden yapilan
preparasyonlarda ise kokobasil tarzinda goriilebilmektedir. H. influenzae’nin etken oldugu

tedavi edilmemis menenjitli olgularin % 80’ inden fazlasinin beyin omurilik sivilarindan



21

(BOS) hazirlanan preparasyonlarda suslarin tiim formlar1 (kokoid, kokobasil, kisa ¢omak,

uzun ¢omak, filamant6z) goériilebilmektedir (3, 11, 13).
2.3.3.2. KULTUR OZELLIKLERI
2.3.3.2.1 Ureme faktérlerine olan gereksinim

Haemophilus tiirleri kanda bulunan ve tiremesi i¢in gerekli olan faktorlerin yoklugunda
ireyemedigi i¢cin Haemophilus (kan seven) olarak adlandirilmiglardir. Haemophilus cinsinin
tamimlanmasinda tireme faktorlerine olan gereksinimi onemlidir. H. influenzae tireyebilmek
icin eritrositlerde bulunan 1siya dayanikli X faktorii (Hemin) ile 1siya dayaniksiz V faktoriine
(NAD) ihtiya¢ duymaktadir (3, 11).

2.3.3.2.2 X FAKTORU

1924 yilinda Fildes X-faktoriinii hemin olarak adlandirmis ve respirasyonda rol
oynadigimi one siirmiistiir. H. influenzae hemolizine sahip olmadigi igin eritrositlerden demir
elde edememektedir. Demir ihtiyacini ve esansiyel porfirini sagladigi i¢in heme ihtiyag¢ duyar.
D.A. Herrington ve F.P. Sparling H. parainfluenzae’nin aksine H. influenzae’ nin demir
kaynagi olarak insan transferrinini kullanabildigini géstermistir. Bunun yaninda hemoglobin-
haptoglobulin kompleksleri, hem-hemopeksin ve hem-albumin H. influenzae i¢in demir
kaynag1 olabilmektedir (3, 11, 24).

2.3.3.2.3 V FAKTORU

V faktorii bakteriyel hiicre biiyiimesinde oksidasyon-rediiksiyon basamaginda rol
almaktadir. V faktorii gereksinimi NAD ya da bu koenzimin prekiirsorleri kullanilarak
saglanir. Kanda bulunmasma ragmen biiylik hiicre i¢i yapisindan dolayr V-faktorii
Haemophilus tarafindan kullanilamamaktadir. V faktoriiniin kandan disariya salinmasi igin
Levintal veya ¢ikolatali agar besiyerlerinin hazirlik asamasinda oldugu gibi kanin kisa bir siire
1s1 ile muamele edilmesi gerekmektedir. Kanin 75 °C’ye 1sitilmast ile eritrositlerden V-faktorii
salinmasimnin yaninda V faktorii tahribine yol agan NADaz enziminin inaktivasyonu da

saglanmisg olur (3, 11).
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2.3.3.2.4 Ureme icin gerekli fiziksel kosullar

H. influenzae nin tiremesi igin gereken optimum sicaklik 35-37 °C’dir. Olmasi gereken
minimum sicaklik ise 20-25 °C’dir. Haemophilus tiirlerinin ¢ogu 55 °C’de 30 dakika iginde
olirler. H. influenzae aerobik ortamda, anaerobik ortamdan daha iyi iiremektedir.
Haemophilus tiirlerinin ilk izolasyonunda ortamda karbondioksit bulunmasi gereklidir.

Karbondioksit iiremeyi artirici 6zellik gosterir (3, 11).
2.3.3.2.5 Koloni Morfolojisi

H. influenzae kanli agarda seffaf, konveks ya da yassi, igne ucu tarzinda koloniler
olusturur. Kapsiilli suglar bitisik iiremeye meyilli olup kapsiilsiiz suslar ayri1 koloniler
seklinde tireme egilimindedir. H. influenzae nin kapsiillii suslar1 biiyiik, olduk¢a opak, diiz,
mukoid 3-4 um c¢apinda koloniler olusturabilir. ilk kiiltiirlerde kismen M tipi (mukoid) koloni
gorliniimiinde {ireyebilmekle birlikte S ve R tipi koloniler de olusturabilir. Staphylococcus
gibi V faktorii salgilayan komsu bakteri kolonilerinin varliginda H. influenzae kolonileri daha
biiyiir (satellizm). Menenjit ve epiglottit olgularindan izole edilen suslar ¢ogunlukla indol
iretir ve karakteristik olarak keskin kokuludur (3, 11, 25).

2.3.4. ANTIJENIK YAPI
2.3.4.1 Kapsiil

H. influenza'nin farkli yiizey yapilar1 bakterinin patojenitesinde 6nemli rol
oynamaktadir. H. influenza nin neden oldugu sistemik hastaliklarin biiyiik bir kismi1 kapsiillii
suslar tarafindan olusturulmaktadir. Kapsiil polisakkaritinin antijenik yapisina gore alti
antijenik serotip (a, b, c, d, e, f) tammlanmistir. Kapsiil olduk¢a karakterize olup, poliribizol
ribitol fosfat (PRP) olarak da bilinen ribitol, riboz ve fosfat i¢eren antifagositik polisakkarit
yapidadir. Invaziv hastaliklarin bilyiik kisminin H. influenzae tip b (Hib) kaynakli oldugu
bilinmektedir. Hib’in major viriilans faktorii kapsiilidiir. Kapsiile karsi geligen antikorlar,
bakteriyel fagasitozu ve kompleman aracili bakterisidal aktiviteyi stimiile eder (11, 13, 20,
26).

Hib’in neden oldugu hastaliklarin anti-PRP antikorlarin olmayisi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. 1ki yasindan kiiciik cocuklarda bu antikorlar ya yoktur ya da az miktarda
anneden gegen antikorlar bulunabilir. Bu nedenle 6zellikle bu yas grubunda Hib

infeksiyonlarina duyarlilik artmaktadir (11, 27).
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2.3.4.2 Pili

H. influenza min kapsiillii ve kapsiilsiiz suslarinda pili varligi gosterilmistir. Genellikle
nazofarinksten izole edilen H. influenza suslar1 piliye sahipken kan ve BOS’tan izole
edilenlerde pili bulunmamaktadir. Tekrarlayan seri kiiltiirlerden elde edilen izolatlarin

cogunda da pili bulunmamaktadir (11, 28).
2.3.4.3 Lipo-oligosakkarit

D1s membranin asil igerigi lipooligosakkarit (LOS)’ tir. Enterobacteriaceae’de oldugu
gibi, lipid A’nin yapisi iki fosfat grubu ile yer degistirmis bir glukozamin disakkaritten
olusmaktadir. Kapsiilsiiz ve kapsiilli suslar lipid A komponentleri ile birbirinden
ayrilmaktadir. Dis zarf oligosakkaritleri daha ¢ok glukoz ve galaktoz icermektedir (11, 29).
Hib LOS’lar1 Enterobacteriaceae LOS’lar1 ile kimyasal olarak farkli olmalarina ragmen
biyolojik aktiviteleri benzerlik gostermektedir. Hib LOS’lart ile inkiibe edilen insan
16kositlerinin gii¢lii prokoagiilan aktivite gdstermesinin ciddi seyirli Hib infeksiyonlarindaki

intravaskiiler koagiilasyonu agikladigi belirtilmektedir (20).
2.3.4.4 Dis-Membran proteinleri

H. influenza’nin dis membrani birkag major polipeptidli 10-20 farkli protein igerir. Dis
membranin % 80’1 proteinden olusmaktadir (D1s membran proteini-OMP). H. influenza nin
dig membran1 lipooligosakkarit ve fosfolipid igermektedir. Elektron mikroskobu ile yapilan
caligmalar, kapsiilli ve kapsiilsiiz suslardaki dis membran yapisinin diger Gram negatif
bakterilere benzedigini gostermektedir. Patojenite ve mikroorganizmaya karsi gelisen
immiinitede dis membran proteinlerinin rolii tam olarak agiklanamamistir. Bu proteinler
transport, adezyon ya da diger fonksiyonlarda gérev almaktadir (11, 20). Major OMP’ler P1,
P2, P4, P5 ve P6’dir. P3 ise P1 ve P5’den olusur. Biitiin suslarda P1, P2, P6 bulunur. P2, en

fazla bulunan OMP’dir ve viriilansda rol oynadig: diistiniilmektedir (30).
2.3.4.5 IgA Proteaz

IgA mukozal savunmada 6nemli rol oynar. H. influenzae’nin kapsiillii ve kapsiilsiiz
suslar1 tarafindan li¢ farkli tipte IgAl proteaz salgilanmakta ve bakterilerin mukoza

yiizeylerine kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir (13, 20).



24

2.3.5. PATOGENEZ VE VIRULANS FAKTORLERI
2.3.5.1 PATOGENEZ
2.3.5.1.1 Kapsiillii H. influenzae

H. influenzae Haemophilus cinsi i¢inde insanda en sik infeksiyon yapan tirdir. H.
influenzae infeksiyonlarmin ¢ogu bakterinin kan ya da solunum yolu sisteminden
yayilmasiyla ortaya ¢ikar. Kapsiillii H. influenzae tiplerinden en sik infeksiyona yol agan tip b
(Hib) ise 5 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda basta menenjit olmak tizere epiglottit, pndmoni, seliilit,
osteomyelit ve septik artrit gibi invaziv infeksiyonlara neden olur. Hib menejiti sonrasi
yasayan olgularin yaklasik % 20’sinde norolojik sekel kalabilmektedir. Hib infeksiyonu igin
sosyoekonomik kosullar, kalabalik ortamlar, giindiiz bakimevleri, kronik hastaliklar ve saglik
kosullarinin  bozuklugu baslica risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Diger kapsiilli
tiplerden, 6zellikle tip a, daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde infeksiyonlara neden olmaktadir.
Asilama ile invaziv Hib infeksiyonlar1 biiyiikk oranda azalmis olmakla birlikte konjuge Hib

asilamalar1 Sonras tip a infeksiyonlarinda artis bildirilmistir (11, 12, 13, 20).
2.3.5.1.2 Kapsiilsiiz H. influenzae

Kapsiilsiiz H. influenzae kronik bronsit, bronsiektazi, kistik fibrozis gibi altta yatan
solunum yolu hastaligi olan olgularda daha sik goriilmektedir. Kapsiilsiiz suslar akut otitis
media ve akut-kronik siniizit olgularinin yaklasik ii¢te birinde infeksiyon nedeni olabilmekte
ve genellikle altta yatan sigara kullanimi, yabanci cisimler, ¢esitli irritan faktorler ve anatomik
bozukluklar infeksiyonu kolaylastiric1 sebepler arasinda yer almaktadir. Bu tiir suglarin son
yillarda yetiskin ve ¢ocuklarda invaziv hastaliklarda da rol alabildigi bildirilmistir. Kapstilsiiz
H. influenzae menenjitlerinin ¢ogunda bas bolgesinde yaralanma, BOS sizintisi, otitis media
ve siniizit gibi predispozan hastalik ya da faktorler ile immun sistem zayifligi bulunmaktadir
(11, 12, 13, 20).
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2.3.5.2 VIRULANS
2.3.5.2.1 Kapsiillii H. influenzae

H. influenzae tip b’de kapsiil major viriilans faktoriidiir. Yapilan ¢alismalar kapsiil
tipleri icinde virulanst en fazla olanin tip b oldugunu ve bunu tip a’nmin izledigini
gostermektedir (11). Bakteri kapsiilii kolonizasyona yardimci olmakta ve olasilikla fagositoz
ile komplemana bagimli lizise kars1 koruyucu rol oynamaktadir. Aderans ve kolonizasyonda
etkili olan diger viriilans faktorii ise bakterinin lipopolisakkarit (LPS)’leridir. LPS genellikle
nazofaringeal kolonizasyonda rol oynamakta ancak invazyonda etkin olmadigi bilinmektedir.
Pili ve diger yapilarin aderans ve invazyonda etkili oldugu gozlenmistir. OMP P2 Hib
viriilansinda etkili olmakta ve purifiye peptidoglikanlarin sican ve tavsan modellerinde beyin
6demi ve inflamasyona neden oldugu bilinmektedir. IgA proteazlari tiim Hib’ler tarafindan
uretilmektedir. H. influenzae in-vivo ortamda demire gereksinim duymakta, transferrin
baglama kabiliyetinin Hib’in invaziv infeksiyonlari ile siki iliskili oldugu bilinmektedir (11).

H. influenzae tip b suslarinin ¢ogu bakteriosin (hemozin) iiretmektedir (11, 12).
2.3.5.2.2 Kapsiilsiiz H. influenzae

Pili ve OMP P2 kapsiilsiiz H. influenzae igin en 6nemli viriilans faktorleridir. IgA1 proteaz ve
siliotoksin salinimi1 pndmoni patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Kapsiilsiz H.

influenzae ve H. influenzae tip b’nin ¢esitli 6zellikleri tablo 2’de karsilagtirilmustir.

Tablo 2. Kapsiilsiiz H. influenzae ve H. influenzae tip b’nin gesitli 6zelliklerinin karsilastiriimasi (12).

Ozellik

Kapsiilsiiz H. influenzae

H. influenzae tip b

Ust solunum yolunda kolonizasyon
orani

Kapsiil

Patogenez

Klinik manifestasyonlar

Evrimsel gelisim
As1

% 30-% 80

Kapsiilsiiz

Mukozal infeksiyonlar

Otitis media, KOAH alevlenmeleri,
sinuzit

Genetik olarak degisken
Uygulamasi yok, gelisim siirecinde

agili poptilasyonda < % 1; agisiz
popiilasyon % 2-% 4

PRP kapsiil

Invaziv infeksiyonlar

Infant ve gocuklarda; menenjit,
epiglottit, diger invaziv
infeksiyonlar

Klonal

PRP konjuge asilar1 oldukga etkili
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2.3.6. KLINIK ONEMI
2.3.6.1. Kapsiillii H. influenzae
2.3.6.1.1. Menenjit

Menenjit, H. influenzae tip b’nin yol ac¢tig1 en ciddi klinik tablolardan biridir ve Hib
menenjiti pediyatrik menenjitin en yaygin nedenleri arasinda yer alir; ancak bu durum
konjuge asilarin kullanilmaya baglanmasindan sonra degismistir. Genellikle bagisik olmayan
hastalarda nazofarenksdeki mikroorganizmalarin kana yayilimi sonucunda ortaya ¢ikar. 1-3
ginliik bir st solunum yolu infeksiyonu sonrasinda tipik menenjit belirti ve bulgular
goriilmeye baslar ancak klinik bulgular diger akut bakteriyel menenjitlerden ayirt edici
ozelliklere sahip degildir. En sik goriildiigli yas as1 uygulamasina bagli olarak degismektedir
ve genellikle iki yas altinda daha ¢ok rastlanmaktadir. Erigkinlerde sik goriilmemekte ancak
gecirilmis kafa travmasi, beyin-cerrahi operasyonu, paranazal siniizit veya otitlerden sonra
ortaya ¢ikmaktadir. Ates ve santral sinir sistemi fonksiyonlarinda degisme en sik goriilen
belirtilerdir. Hastalik ilerledik¢e konviilsiyon ya da koma gelisebilir; bazen hizla 6liime neden
olabilmektedir. Kii¢iikk ¢ocuklarda belirti ve bulgular her zaman belirgin degildir, ancak
anterior fontanelde gerginlik, fokal nébetler, hemiparalizi ya da norolojik bozukluklar
bulundugunda menenjitten siiphelenilmelidir. Uygun tedaviyle mortalite % 5’in altinda kalir,
nadiren kalic1 sekeller olusabilir (12, 13, 20).

2.3.6.1.2. Epiglottit:

H. influenzae tip b’nin subraglotik boélgede neden oldugu selliilit sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Neden oldugu akut solunum yolu tikanikligi sonucu hizli gelisen (4-6) ve
oliimle sonuglanabilen bir hastaliktir. Genellikle 2—7 yas arasinda goriilmesine karsin H.
influenzae menenjitinden farkli olarak eriskinlerde de rastlanmaktadir. Bogaz agrisi, dispne,
oral sekresyonlarda artis, ates, disfaji ve halsizlik 6nemli bulgulardan bazilaridir. Uygun
sekilde (trakeostomi, antibiyotik tedavisi) tedavi edilmedigi taktirde ani 6liimler goriilebilir.
Oliimler sadece solunum yolu tikanikliliklara bagli olmayip akut sepsis sonucu da ortaya
cikabilir. Asinin uygulanmaya baslanmasiyla birlikte epiglottit goriilme sikligir belirgin bir
sekilde azalmistir (12, 13, 20).
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2.3.6.1.3. Pnomoni ve Ampiyem

Ozellikle ¢ocuklarda H. influenzae tip b’nin neden oldugu primer akciger hastaliklarinin
goriilme oran1 tam olarak bilinmemekle birlikte genellikle 4 ay ile 4 yas arasinda ve kisin
veya ilkbaharda daha sik goriilmektedir. Klinigi diger bakteriyel pnomonilere benzer. Yogun
pnémoniye siklikla plevra tutulumu da eslik etmekte ve bu durum ¢ogu zaman hastaneye
yatist gerektirmektedir. Hib pnomonisi genellikle yavas seyirlidir. Lober pnomoni yapma
egiliminde olmakla birlikte segmental, interstisyal, diffiiz ve bazi olgularda plevral ve
perikardiyal tutulum da goriilmektedir. Perikard tutulumunda ciddi tasikardi, dispne,

kardiyovaskiiler yetmezlik semptomlar ortaya ¢ikar (12, 20).
2.3.6.1.4. Seliilit

As1 programmin uygulanmasi ile birlikte H. influenzae seliilitinin de epiglottit ve
menenjit gibi goriilme sikligr azalmistir. Seliilit genellikle kiigiik ¢cocuklarda goriiliir. Ates,
yanak ya da periorbital alanda sislik, kizariklik, kirmizi-mavi lekeler, seliilit ve hassasiyet
mevcuttur. Yumusak doku tutulumu hizli bir bicimde gerceklesir. Cocuklarin bir boliimiinde
bakteriyemi nedeniyle diger septik odak belirtileri (menenjit, vb.) gelisebilir (12, 13, 20).

2.3.6.1.5. Bakteriyemi

Ozellikle 6-36 aylik cocuklarda herhangi bir lokal infeksiyon olmaksizin goriilen
bakteriyemilerde H. influenzae 6nemli bir etkendir. Yiiksek ates (>39 °C), halsizlik, istahsizlik
ve periferal noétrofil sayisinda artis goriliir. Orak hiicre anemisi hastaligi ve splenektomi
yapilan ¢ocuklarda bakteriyemi goriilme orani oldukga fazladir. Gizli Hib bakteriyemisi olan
cocuklarin yaklasik % 30-50 ‘sinde menenjit, seliilit ve pnomoni gibi fokal infeksiyonlar
gelismektedir. Genel durumun hizla bozulmasi ve septik sok gelisebilmesi nedeniyle H.
influenzae nin neden oldugu bakteriyemilerde erken tani ve tedavi 6nem tasimaktadir (12,
20).

2.3.6.1.6.Septik Artrit

Hib, konjuge asilarin uygulanmaya bagslanmasindan once oOzellikle iki yas alti
cocuklarda septik artritin en sik goriilen etkenlerinden biri olarak bilinmekteydi. Genellikle
kan yoluyla yayilma sonucu daha ¢ok alt ekstermitelerde tek ve biiyiik bir eklemde goriilen
septik artrit olgularinda (osteomiyelit olmaksizin) hareket kisitlanmasi, hareketle birlikte agri,

sislik mevcuttur. Uzamis ates ve irritabilite septik artritin onemli belirtileridir. Hastalik
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antibiyotik tedavisine iyi yanit verir ve genellikle basarili sonuglar alinir ancak ¢ocuklarin
onemli bir yiizdesinde kalic1 eklem disfonksiyonu gelistigi i¢in uzun donem takip yapilmasi

Onemlidir.

Hib, eriskinlerde de siklikla septik artrite neden olmaktadir. Alkol bagimliligi, travma
ayrica romatoit artrit, sistemik lupus eritematozis, diabetes mellitus, splenektomi , multiple
myeloma, lenfoma ve degisik hipogamaglobulinemili hastalar gibi immiinkompromize grupta
ve daha onceden hasar gérmiis eklemleri olan hastalarda goriilme sikligi artmaktadir (12, 13,
20).

2.3.6.2 Kapsiilsiiz H. influenzae
2.3.6.2.1 Otitis Media

Tiplendirilemeyen H. Influenzae, akut otitis media olgularminin yaklasik olarak % 25 -
35’inden sorumludur. Orta kulaktan izole edilen suslarin % 90’indan fazlas1 kapsiilsiiz H.
influenzae’dir. Kapsiilsiiz H. influenzae ile olusan akut otitis media her yasta goriilmekle
birlikte 6zellikle 6 ay ile 5 yas arasindaki g¢ocuklarda diger yaslara gore daha sik goriiliir.
Kiigiik ¢cocuklarda ates ve irritabilite sik gozlenirken, daha ileri yastaki olgularda kulak agrisi
yaygindir. Otitis media genellikle bir viral st solunum Yyolu infeksiyonunu takiben
goriilmekte ve tani otoskopla muayene sonucu konulabilmektedir. Ayrica timpanosentez de

tantya yardimci olmakta, ancak rutin olarak uygulanmamaktadir (12, 13).
2.3.6.2.2 KOAH Akut Alevlenmeleri

Tiplendirilemeyen H. influenzae KOAH akut alevlenmelerinin en sik goriilen
etkenlerindendir. Klinik olarak diger bakteriyel pnomonilerden ayirimi  gligtiir.
Tiplendirilemeyen H. influenzae’nin neden oldugu KOAH alevlenmelerinde 6ksiiriik, piiriilan
balgam, dispne ve diisiik diizeyde atesle karakterize bir klinik tablo mevcuttur. Akciger grafisi
genellikle tan1 koydurucu degildir. Gramla boyanmis balgam preparatlarinda Gram negatif

kiigiik, pleomorfik kokobasillerin goriilmesi taniya yardimcidir (3, 12).
2.3.6.2.3 Toplum Kékenli Pnomoni

Tiplendirilemeyen H. influenzae genellikle KOAH’1 olanlarda, yaslilarda, edinsel
bagisiklilik yetmezligi olanlarda énemli bir pndmoni nedenidir. Ozellikle gelismekte olan

tilkelerde kapsiilsiz H. influenzae c¢ocuklarda sebep oldugu pnomoni nedeniyle Snemli
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morbitite ve mortaliteye sahiptir. Klinik tablo diger bakterilerin olusturduklarindan farkli
degildir; oksiirtik, ates, piirtilan karakterde balgam siklikla mevcuttur. Akciger grafisi ve
balgam preparatlarinin Gram boyamasinda Gram negatif kokobasillerin goriilmesi tanida
yardimcidir (12,20).

2.3.6.2.4. Siniizit

Akut maksillar siniizitilerin 6nemli bir bolimiinden kapsiilsiz H. influenzae
sorumludur. Genellikle burun tikanikligi, bas agrisi, piiriilan burun akintist en sik goriilen

belirtilerdir. Etiyolojik tanida siniis aspirasyonu taniya yardimci olmaktadir (3, 12).
2.3.6.2.5. Neonatal Sepsis

Ozellikle 1980°1i yillardan bu yana tiplendirilemeyen H. influenzae’nin neden oldugu
neonatal sepsis olgularinda artis gozlenmektektedir. Bu sepsis olgularinin mortalitesi oldukga
yiiksektir ve biyotip-IV suslar1 olgularin 6nemli bir boéliimiinden sorumlu tutulmaktadir.
Endometrite bagli postpartum-sepsis, kronik salpenjit, tubaovarial apse olgularinda da
biyotip-1V’e siklikla rastlanmaktadir. Tan1 laparoskopi sirasinda alinan tubal ve periton sivisi

kiiltiirlerinden H. influenzae’nin izole edilmesiyle konmaktadir (3, 12).
2.3.6.2.6. Bakteriyemi

Tiplendirilemeyen H. influenzae nadiren bakteremiye de neden olmaktadir. Bakteriyemi
riski alkolizm, HIV, kardiyopulmoner hastaligi olan bireyler ve kanserli olgularda daha
yliksektir. Bakteriyemi kaynagi genellikle solunum yoludur ve mortalite olduk¢a yiiksektir
(12, 25).

2.3.6.2.7. Konjunktivit

Kapsiilsiiz H.influenzae 6zellikle ¢ocuklarda énemli bir bakteriyel konjunktivit etkeni
olup ozellikle kres ve yuvalarda salginlara yol agmaktadir. En sik rastlanan klinik bulgular

konjunktival hiperemi ve piiriilan akintidir (12).

Tiplendirilemeyen H. influenzae ayrica eriskinlerde epiglottit, septik artrit, osteomiyelit,
ampiyem, perikardit, kolesistit, intraabdominal infeksiyonlar, seliilit ve wvaskiiler graft

infeksiyonlarina neden olmaktadir.
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2.3.7. LABORATUVAR TANISI
2.3.7.1 Ornek toplanmasi ve transportu

Asilanmig kisilerde Haemophilus infeksiyonlarinin biiyiik bir boliimii orofarinksten
kaynaklanmaktadir. Bu kisilerde infeksiyon iist ve alt solunum yollarinda sinirli kalmaktadir.
Bu nedenle alinan 6rneklerin oral sekresyonlarla kontaminasyonundan miimkiin oldugunca
kacinilmalidir. Bogaz siirlintii 6rnekleri damak kemerinin 6n kismi ve farinks yiizeylerinden

alimmamalidir (3, 12).

Otit veya siniizitin tanis1 amaciyla dogrudan igne aspirasyonu, pndmoni tanisi i¢in ise
balgam oOrnekleri kullanilmalidir. Pnomonili hastalarda kan kiiltiirleri de tani amagh
kullanilabilir ancak {ist solunum yolu infeksiyonlu hastalarda kan kiiltlirlerinin negatif sonug
verecegi unutulmamalidir. Kan kiiltiirleri artrit, selliilit ve epiglottit tanisi i¢in de alinmalidir.
Epiglottit siipheli olgulardan 6ksiiriigli stimiile edip solunum yolu tikanikliligina yol agmamak

icin bogaz siirlintli 6rnegi alinmamalidir (13).

Menenjit siipheli olgularda beyin omurilik sivis1 (BOS) ve kan kiiltiirleri yapilir. Tedavi
edilmemis olgularin BOS 6rneklerinin mililitresinde yaklasik olarak 107 bakteri bulunur.
Mikroskopi, kiiltiir ve antijen tespiti i¢in genellikle 1-2 ml BOS 6rnegi yeterlidir. Ancak bazi
durumlarda 6rnekte daha az sayida bakteri bulunacagindan en az santrifiij edilebilecek bir

miktarda 6rnek alinmasi uygundur (3, 13).

Infeksiyon odagina bagl olarak Haemophilus izolasyonunun yapilabilecegi diger
ornekler, aspire edilmis perikard, plevra, brons ve sinoviyal sivilar, cerahat, idrar ve bazen

vajinal siiriintii 6rnekleridir.

Alinan Ornekler laboratuvara ulastirilirken bakteriyolojik besiyerleri igerisinde
gonderilmelidir. Miimkiinse hasta basinda ekim yapilmalidir. Alinan 6rneklerin hepsi oda

1isisinda tutulmali ve bekletilmeden kisa siire igerisinde isleme alinmalidir (3, 13).
2.3.7.2 izolasyon

Haemophilus tiirlerinin izolasyonu yapilirken bu bakterilerin 6zel iireme kosullar1 goz
oniinde bulundurulmalidir. Haemophilus tiirleri {ireyebilmek i¢in hemin (X faktorii) ve NAD
(V faktorii)’a ihtiyac duyarlar. Her iki faktor de kanda bulunmaktadir. Ancak konvansiyonel

kanli agarda X faktorii bulunurken V faktoriiniin de kandan salinmasi i¢in kan hiicrelerinin
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kisa bir 1sitmaya maruz birakilip parcalanmasi gerekir. Bu parcalanma, kanli besiyeri
hazirlanmasi sirasinda kanin, besiyeri yaklasik olarak 80 °C sicaklikta iken ilave edilmesiyle

saglanir (3, 11).

Normal kanli agar disiik diizeyde V faktorii bulundurdugundan dolay1 bu besiyeri
Haemophilus cinsi bakterilerin iiremesi i¢in uygun degildir. Haemophilus tiirlerinin ¢ogu

cikolata agarda cok iyi iirer.

Solunum sisteminden Haemophilus tiirlerinin primer izolasyonlari i¢in diger solunum
sistemi florasinin inhibisyonu amaci ile besiyerine basitrasin (ya da vankomisin ve
klindamisin) eklenebilir (11). Basitrasinli ¢ikolatali agar kullanildiginda H. influenzae

izolasyonunda 6nemli bir oranda artis oldugu da bildirilmistir (3).

Kistik fibrozlu hastalardan alinan balgam kiiltiirlerinde H. influenzae izolasyonu
esnasinda karsilagilan en dnemli sorun yine bu hastalarin balgam kiiltiirlerinde siklikla izole
edilen P. aeroginosa’nin H. influenzae ‘nin tiremesini baskilayacak kadar yogun tiremesidir.
Bu sorun ¢ikolatamsi agara yapilan kiiltiirlerin anaerop ortamda inkiibasyonu ile kismen de
olsa giderilmistir. NAG besiyeri (N-asetil glukozamin, hemin ve NAD ile desteklenen kanli
agar) kistik fibrozlu olgularda H. influenzae izolasyonunda kullanilan bir diger besiyeridir
(312).

Kapsiilli H. influenzae suslarinin transparan ve renksize yakin bir besiyeri olan
Levinthal agardaki renk degistirme 6zellikleri bu suslarin tanimlanmasinda kullanilabilir (3,
32).

Giig tireyen Haemophilus aegyptius tiirleri i¢in besiyerine % 1 oraninda iireme faktorii
suplementlerinin (izoVitalex, Vitox ya da kofaktdr-vitamin-amino grup asitleri) cikolata agara

eklenmesi tiremeyi artirabilir.
2.3.7.3 identifikasyon

Haemophilus tiirlerinin ayriminda oncelikle suslarin X ve V faktoriine olan ihtiyaclart
belirlenir. Bakterinin faktor ihtiyacini belirlemek igin igerisinde X ve V faktor bulunmayan
besiyerleri kullanilir. Ancak, temel s1vi ve kati1 besiyerlerinin bile ¢ogunlugu eser miktarda X
faktorii igermektedir. Bu nedenle, X faktorii gereksiniminin saptanmasinda Triptik soy agar,

Mueller-Hinton agar ve beyin kalp infiizyon agara gore daha uygun bulunmaktadir (11).
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X faktorii ihtiyacinin belirlenmesi amaci ile porfirin testi de kullanilir. Uremek igin X
faktoriine ihtiya¢ duymayan tiirlerde test pozitif iken X faktoriine bagiml tiirlerde negatif

olarak saptanir.

H. haemolyticus’dan H. influenzae’yr, H. parahaemolyticus’dan H. parainfluenzae’y1

ayirt edebilmek amaci ile bakterinin at kanli agarda hemoliz yapma 6zellikleri kullanilir.

Haemophilus tiirlerinin ayriminda ayrica tglii biyokimyasal testler (glukoz, laktoz,
stikroz fermentasyonu), iireaz ve ornitin dekarboksilaz aktivitesi ve indol {iretimi gibi gesitli
testler kullanilmaktadir. Tablo 3’de Hemophilus tiirlerinin ¢esitli biyokimyasal ozellikleri

gosterilmistir.

Tablo 3. Haemophilus tiirlerinin ¢esitli biyokimyasal dzellikleri.

Tar Kat Oks Ind Ure Glu Fru Gal Lak Man Suk Tre Ksyl
H. influenzae + + F F + - + - - - - T
H. haemolyticus + + D + + Z + - - - - D
H. haemoglobinophilus + + o+ - + - - - + + - +
H. ducreyi - + - - - - - - - - - -
H. aphrophilus - - - - + o+ o+ o+ - + o+ }
H. parainfluenzae D + F F + + + - - + - -
H. parahaemolyticus D + - + + + D - - + - -
H.paraphrohaemolyticus + + - + + + D - - + - -
H. paraprophilus - + - - + o+ - + - + 4+ ,
H. segnis D,z - - - Z Z Dz - - Z - -
H. parasuis + - - - + + + D - + - -

Kat: Katalaz; Oks: Oksidaz; Ind: Indol; Ure: Ureaz; Glu: Glukoz; Fru: Fruktoz;
Gal: Galaktoz; Lak: Laktoz; Man: Mannitol; Suk: Sukroz; Tre: Trehaloz; Ksyl: Ksiloz; F: Farklt
reaksiyon veren; Z: Zayif reaksiyon; D: Degisken.

2.3.7.4 Muhafaza ve Saklama

Haemophilus tiirlerinin kiiltiirleri kapakl tiiplere dokiilmiis egri ¢ikolata agara yogun
inokiile ederek kisa siireli saklanabilir. Bu besiyerinde 37 derecede bir gecelik inkiibasyon

sonrasi hava almayan kaplarda ve oda sicakliginda izolatlar 4—6 hafta siire ile saklanabilir.
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Uzun donem igin % 15-20 gliserol ilave edilmis triptik soy buyyonda -70° C’de saklama
yapilmalidir.

2.3.8. TEDAVi VE KEMOPROFILAKSI
2.3.8.1 TEDAVI

Ozellikle Hib’in neden oldugu menenjit ve epiglottit gibi invaziv infeksiyonlarda kisa
bir siire igerisinde tedaviye baslanilmaz ise 6liim oranlari yiiksektir (20). Yasami tehdit eden
bu tip infeksiyonlarda ilk secenek beta-laktamaz iiretmeyen suslar igin ampisilin, beta-
laktamaz iireten suslar icin ise parenteral yolla uygulanan t¢iincii kusak sefalosporinler ve
kloramfenikoldiir. Ugiincii kusak sefalosporinlere diren¢ s6z konusu oldugunda tedaviye
karbapenem eklenebilir. Sadece yetiskin hastalarda alternatif ilag olarak florokinolon
eklenebilir. Endoftalmit, endokardit, perikardit ya da osteomiyelit gibi komplikasyonlar

gelistiginde tedavi siiresi 3 - 6 hafta siirdiirilmelidir (2, 3, 13, 20).

Iki yas fiizeri cocuklarda Hib’in neden oldugu menenjitte Kortikosteroidlerin
(deksametazon gibi) antibiyotiklerle birlikte kullanilmas1 norolojik sekelleri 6nemli 6lgiide

azaltmaktadir ve yaygin olarak uygulanmaktadir (12).

Cocukluk c¢agi pnomonilerinde ayaktan hastalar i¢in ampirik tedavide yiiksek doz
amoksisilin ya da amoksisilin-klavulanat ilk tecih edilen antimikrobiyallerdir. Yatan
hastalarda ise beta-laktamaz iireten suslar1 da kapsamasi amaciyla seftriakson veya sefotaksim

gibi genis spektrumlu t¢iincii kusak sefalosporinler tercih edilmektedir (2, 20, 33).

Sefuroksim H. influenzae infeksiyonlarinda oldukca etkin olmasi nedeniyle menenjit

dis1 infeksiyonlarin ampirik tedavisinde kullanilmaktadir (20).

Toplum kokenli pndmonide hi¢cbir komorbiditesi olmayan ayaktan hastalar i¢in son ii¢
ayda antibiyotik tedavisi uygulanmamissa azitromisin, klaritromisin ve doksisiklin; son ii¢
ayda antibiyotik tedavisi uygulanmigsa levofloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin veya
moksifloksasin ya da makrolid / beta-laktam kombinasyonu [azitromisin veya klaritromisin
ile amoksisilin (3 g/giin) veya amoksisilin-klavulanat (4g/250 mg/giin)] Onerilmektedir.
Komorbiditeleri olan ayaktan hastalar i¢in son ii¢ ayda antibiyotik tedavisi uygulanmamissa
azitromisin, klaritromisin, levofloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin veya moksifloksasin;
son ii¢ ayda antibiyotik tedavisi uygulanmissa levofloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin

veya moksifloksasin ya da da makrolid- beta-laktam kombinasyonu (azitromisin veya
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klaritromisin ile amoksisilin-klavulanat [4g/250mg/giin]) Onerilmektedir. Aspirasyon

pnoémonisinden siipheleniliyorsa amoksisilin-klavulanat veya klindamisin 6nerilmektedir (2).
Penisilin alerjisi olanlar igin ise trimetoprim-sulfametoksazol, doksisiklin, azitromisin,

Klaritromisin, eritromisin ve telitromisin 6nerilmektedir (2).

KOAH alevlenmelerinin tedavisinde altta yatan risk faktdrii olmayan hastalar i¢in Onerilen

antibiyotikler arasinda azitromisin, klaritromisin telitromisin, doksisiklin, sefuroksim aksetil,

sefpodoksim ve sefdinir yer alirken risk faktorlerine sahip hastalar i¢in amoksisilin-klavulanik

asit, levofloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin ve moksifloksasin onerilir (12).

2.3.8.2 KEMOPROFLAKSI

Onceden as1 uygulanmayan dért yas alt1 cocuklarda hastalik riski yiiksek oldugundan bu
kisilerin Hib infeksiyonlu kisilerle temasindan sonra kemoproflaksi gerekmektedir. Bu amagla
giinde bir kez 20 mg/kg (maksimum 600mg/giin) rifampisin dort giin siireyle verilir
(Yenidoganlara 10mg/kg/giin verilir, gebelere verilmez). Rifampin kemoproflaksisi
uygulanmasi tastyiciligi % 95 oraninda ortadan kaldirmakta ve 6zellikle aile bireyleri arasinda

sekonder olgularin gelisimini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (12).
2.3.9. AKTIiF BAGISIKLAMA

H. influenzae tip b infeksiyonlarmin (menenjitte oldugu gibi) yiiksek oranda oliimciil
seyretmesi ve norolojik sekellere yol agmasi nedeniyle aktif bagisiklama gerekmektedir.
Kiigiik gocuklardaki invaziv H. influenzae tip b infeksiyonlarinin 6nlenmesinde konjuge asilar
oldukea etkilidir. Asilar PRP kapsiiliine kars1 serum antikorlarini indiikler ve bu antikorlar
bakterisidaldir. PRP’ye kars1 serum antikorlariim koruyucu seviyesi yaklagik 0,15 pg/ml’dir.
(12).

[k Hib ag1s1 piirifiye Hib kapsiil polisakkaritlerini igeren PRP polisakkarit asisidir. PRP
agisinin immiinolojik ozellikleri diger polisakkarit asilarla benzerlik gostermekte olup T
hiicrelerinden bagimsiz immiin yanit olustururlar (20). PRP polisakkarit asilari 1985 yilinda
18 ayliktan biiyiikk ¢ocuklar iizerinde lisans almistir. Ancak Hib igin gelistirilen bu birinci
kusak polisakkarit asilar 18 ayliktan kiiglik olan c¢ocuklar igin yeterince koruyucu
bulunmamustir ve bu as1 terk edilmis, yerini saflastirilmig PRP antijenlerini igeren ve 2. aydan

itibaren uygulanabilen konjuge asiya birakmistir. Konjuge asilarin uygulanmaya baglamasi ile
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birlikte hem daha iyi immiinite saglanmis hem de Hib infeksiyonlar1 agisindan en biiyiik risk

altinda bulunan erken yaslarda bagisiklik saglanabilmistir (13, 20).

Nazofarengeal kolonizasyon iizerine asinin etkinligini gosteren ¢aligmalarda asinin Hib
kolonizasyonunu oldukca azalttigi bildirilmistir. Konjuge asilarin yaygin kullanildigi
bolgelerde bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda goriilen invaziv infeksiyonlarda biiyiik oranda
diistis bildirilmistir (12).

Ik konjuge lisansli as1 PRP-D’dir. Bu as1 konjuge asilar icerisinde en az immiinojenik
olanidir. Diger konjuge asilar; PRP-T, HbOC ve PRP-OMPC’dir. Tablo 4’te lisans almis olan

konjuge Hib agilar1 gosterilmistir.

Tablo 4. Lisans alan konjuge Hib asilari (12, 20).

Asl Ticari isim Tastyic1 protein

PRP-T ActHIB (Sanofi Pasteur) Tetanoz toksoidi

PRP-

OMPC PedvaxHIB (Merck) N. meningitidis dis membran proteini
HbOC HIibTTTER (Lederle, Praxis)  Mutant difteri toksin proteini

PRP-D ProHIBIT (Connaught Lab.)  Difteri toksoidi

Konjuge asilar difteri, tetanoz bogmaca, polio asilariyla ayn1 zamanda uygulanabilir.
Hib asilarinin yogun olarak uygulamaya ge¢mesi ile birlikte diinyada 6zellikle de gelismekte
olan iilkelerde ¢ocuklarda Hib‘e bagli menenjit ve pndmonide 6nemli 6l¢iide azalma meydana
gelmistir. Kapsiilsiiz H.influenzae ile olusan infeksiyonlardan korunmak i¢in heniiz bir as1

mevcut degildir (12, 13, 20).
2.3.10 ANTIMIKROBIYAL AJANLARA DUYARLILIK
2.3.10.1 Duyarhlik Testleri

H. influenzae’da antibiotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi disk difiizyon ve
mikrodilisyon yontemleri ile yapilmaktadir (34). Bu amagla her ml’si i¢in igerisine 15 pg
hematin, 15 pug NAD ve 5 pg maya ozeti katilarak hazirlanmis olan Haemophilus Test
Medium (HTM) besiyeri kullanilmaktadir. Ayrica H. influenzae’da antibiyotik duyarliligini
saptamak icin FDA onayli “Sensitre” mikrodiliisyon ve “E -test” yontemleri ticari test

yontemleri olarak kullanilabilir (3, 34).
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2.3.10.2 ANTIBIYOTIK DIRENC MEKANIiZMALARI

H. influenzae invitro olarak ampisilin, sefalosporinler, kloramfenikol, tetrasiklin,
aminoglikozidler, rifampisin, meropenem, siprofloksasin ve oral sulfonamidlere genellikle
duyarhidir. H. influenzae’da ¢esitli antibiyotiklere dirence neden olan direng genleri ve gen

iirlinleri tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. H. influenzae’'da direng genleri ve gen triinleri (2).

Genler Gen Uriinleri

blatem TEM tip beta-laktamaz

blago: ROB-1 beta-laktamaz

Ftsl PBP38

DacA PBP5

DacB PBP4

acrAlacrB AcrAB atik pompa

AcrR AcrA (AcrAB igin represor)

tet(B) Tet(B) tetrasiklin atik protein

tet(M), tet(K) Tet(M) ve Tet(K) ribosomal koruma proteinleri (sadece H. influenzae dist

Haemophilus tiirlerinde bununur.)

Cat Kloramfenikol asetiltransferaz

2.3.10.2.1 BETA-LAKTAM GRUBU ANTIBiYOTIKLERE DiRENC

Beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng, bakteri hiicre duvarinin antibiyotige
gecirgenliginin azalmasi, beta-laktamaz iiretimi, olusturulan enzimin etki spektrumu ve tiretim
miktar1, efluks mekanizmalarinin (aktif pompalama) varligi ve antibiyotigin hedefi olan
penisilin baglayaci proteinler (PBP)’de meydana gelen degisiklilikler sonucu olugmaktadir.
Diger Gram negatif ¢omaklarin ozellikle Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin aksine H.
influenzae’nin dis membran1 beta-laktam antibiyotiklerin hiicre igine girisine ¢ok az direng
gostermektedir, dolayisiyla hem duyarli hem de direngli suslarda MIK degerleri diger Gram

negatif comaklara gore daha diisiiktiir.

H. influenzae suslari ampisilin, amoksisilin-klavulanat duyarliligi ve beta-laktamaz

tiretimine bagli olarak dort grupta toplanir:
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e Beta-laktamaz negatif ampisilin duyarli (BLNAYS),

e Beta-laktamaz pozitif ampisilin direngli (BLPAR),

e Beta-laktamaz negatif ampisilin direngli (BLNAR),

e Beta-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanat direngli (BLPACR).

H. influenzae suslarinda ampisilin ve diger beta-laktam antibiotiklere direng genellikle
plazmid kontroliindeki beta-laktamaz {iretimi ile olusmaktadir (BLPAR). Beta-laktamaz
negatif ampisilin direngli (BLNAR) suslardaki direng¢ mekanizmas: ise PBP’lerdeki
degisimlere (azalmis antibiyotik afinitesi) baglidir (35). Cok az sus ise her iki direng
mekanizmasina sahip olup bunlar beta-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanata direngli
(BLPACR) susglar olarak adlandirilir. H. influenzae’da bir olgu haricinde hiicre duvari
gecirgenliginin azalmasina ve pompa atim sisteminin etkinliginin artmasina bagli direng

bildirilmemistir (2, 36).

H. influenzae suslarinin beta-laktam antibiyotiklere duyarliligi CLSI sinir degerleri (< 1
pug/ml duyarli, 2 pg/ml orta duyarli ve > 4 pg/ml direngli) ile tanimlanan ampisilin duyarlilig
ile belirlenebilmektedir (34).

H. influenzae suslarinda beta-laktamaza bagli ampisilin direnci ilk kez 1974’de
bildirilmistir. 1975 yilinda ise enzimin TEM tipi oldugu tanimlanmistir. 1981°de H.
influenzae’da yeni bir beta-laktamaz enzimi tanimlamis ve daha sonra bu enzim ROB-1
olarak adlandirilmistir (37). TEM-1 ve ROB-1 enzimleri plazmid aracili A sinifinda yer alan
serin beta-laktamazlardir; benzer substrat profillerine sahip olan her iki enzim de ampisilin
direncine yol agar ve klavulanat gibi beta-laktamaz inhibitédrleriyle inhibe edilirler (6, 8). IKi
beta-laktamaz tipinden birine sahip suslarda ampisilin MIK degerleri ¢ogunlukla direng smnir
degerinin ¢ok iistinde (MiKgy >32 pg/ml) bulundugundan ve her iki enzimde de nitrosefin
hidrolizi pozitif oldugundan klinik orneklerden izole edilen suslarda beta-laktamaz aracilt

ampisilin direnci genellikle kolay saptanir (2).

Plazmid aracili TEM-1 ve TEM-2 beta-laktamazlart Gram negatif bakteriler arasinda
ozellikle de Enterobacteriaceae ailesinde yaygindir ve bu enzimler blargm genlerinde
kodlanirlar. H. influenzae’daki TEM beta-laktamazlarinin ¢ogunlugunu TEM-1 tipinde beta-
laktamazlar olusturur (38, 39).

H. influenzae’da blargm genlerini tasiyan birbirinden farkli iki plazmid grubu vardir. Kiigiik (<

10 kb) konjugatif olmayan plazmidler tek diren¢ geni olarak blargy tasirlarken daha biiyiik
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(yaklasik 40 kb) konjugatif plazmidler blatgm geni yaninda siklikla kloramfenikol, tetrasiklin
veya kanamisin direnci gibi baska direng genlerini de tasirlar (2). Biiyiik olan plazmidler daha
yaygindir ve bu plazmitlerin H. influenzae’da blatem genlerinin yayilmasinda daha 6nemli
olduklar1 diisiiniilmektedir (40). H. influenzae suslariyla yapilan ilk ¢alismalarda ampisiline
direngli suslardan plazmid DNA’s1 izole edilememistir. Ancak, ampisilin direnci konjugasyon
yoluyla duyarli olan alici suslara aktarilabilmis ve transkonjugatlardan plazmid DNA’s1
kolayca elde edilebilmistir (2, 41). H. parainfluenzae’da bulunan antibiyotik diren¢ genleri
plazmidler arayiciligiyla H. influenzae’ya aktarilabilmektedir (2, 42).

Yapilan bir ¢alismada Giiney Afrika’da izole edilen iki H. parainfluenzae susunun TEM-15
tipi GSBL iirettigi ve sefotaksim MIK degerlerinin > 16 pg/ml oldugu bildirilmis ve PFGE ile
iki susun ayni oldugunun belirlenmesi sonucunda GSBL geninin bir sustan digerine
aktarildigi gosterilmistir (2). Bu durum, H. parainfluenzae’dan ve H. influenza’ya beta
laktamaz genleri iceren plazmidlerin gecis olasiligi agisindan ve sonugta H. influenzae’da
GSBL olusturan suslarin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde sefalosporinlerin kullanimi
iizerinde onemli etkileri olacagindan ¢ok dnemlidir.

H. influenzae suslarinda ROB-1 tipi beta-laktamaz ilk kez 1981 yilinda Hib menenjitli
bir hastadan izole edilmistir. TEM-1 ve ROB-1 enzimlerini birlikte sentezleyen H. influenzae
suslar1 ¢ok nadir olarak bildirilmektedir (2). Bununla birlikte Tayland’dan iki enzimi birden
sentezleyen 50 kadar H. ducreyi suslar1 bildirilmistir (43). ROB-1 ilk tanimlandiginda beta-
laktamaz enziminin varligi standart kosullarda uygulanan nitrosefin hidroliz testi ile
gosterilememistir. Cok yogun inokiilim kullanilarak tekrarlanan nitrosefin deneyinde ise
nitrosefin testinin pozitif oldugu saptanmistir (44). TEM-1 ireten suslarin aksine ROB-1
pozitif H. influenzae suslarinda nitrosefin deneyi yaklasik % 13’{i oraninda pozitif sonug verir
().

H. influenzae’da ROB-1 varhigi ile yiiksek sefaklor MIK degerleri arasinda belirgin bir
iliski bulunmaktadir. Kanada’da 324 beta-laktamaz pozitif sus ile yapilan bir ¢alismada ROB-
1 iireten suslarin % 80’inin CLSI kriterlerine gore sefaklora direngli oldugu, geri kalaninin ise
orta duyarli oldugu ve sefaklora direncli 39 susun % 67’sinin ROB-1 pozitif oldugu
belirtilmistir (8).

H. influenzae suslariin % 1’inde ise nitrosefin hidrolizi pozitifken bu suslarda PCR ile

TEM-1 ve ROB-1 geni saptanamamustir (6).
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H. influenzae’da ampisiline diren¢ mekanizmalarinin bir digeri de daha az rastlanan ve
beta-laktamaz tiretiminden bagimsiz olarak kromozomdaki PBP3’iin kodlandig: ftsl genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikar. ftsl geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda

PBP3’iin afinitesinde azalma meydana gelmektedir (2, 12).

Ik kez 1980 yilinda bir endokardit ve menenjit olgusundan ampisiline direngli ancak
beta-laktamaz varligi gosterilemeyen bir Hib susu izole edilmistir. Ampisilin direng
mekanizmasi olarak hedef bolgenin degismis olabilecegi diisiiniilmiistiir ve bu suslar BLNAR

(Beta-laktamaz negatif ampisilin direngli) olarak tanimlanmistir (45).

1984 yilinda Klinik 6rneklerden izole edilen ampisiline duyarli bir H. influenzae susu
BLNAR fenotipine doniistiiriilmiis (bir BLNAR Hib susunun genomik DNA’s1 kullanilarak)
ve sonrasinda hem dondrde hem de transforme edilen alicida duyarli H. influenzae susuna
kiyasla PBP3A ve PBP3B’de baglama affinitesinin azaldigi gosterilmistir. Boylece BLNAR
fenotipinin ortaya ¢ikmasindaki mekanizmanin PBP3A ve PBP3B’deki meydana gelen
degisimlerin oldugu gosterilmistir (46).

BLNAR suslarinin tanimlanmasinda zorluklar yasanmaktadir. Beta-laktamaz negatif
olan ve amoksisilin ve amoksisilin-klavulanat MIK degeri > 1 pg/ml (mikrodiliisyon ydntemi
ile) olan suslar BLNAR olarak tanimlanmaktadir (34). BLNAR suslarinin sefalosporinler
basta olmak Tlizere diger beta-laktam antibiyotiklere karsi da duyarliliklarinda azalma
saptanmaktadir. Bazi arastirmacilar ampisilin direncinden daha ¢ok sefaklor direncinin
BLNAR suslar1 i¢in daha iyi bir belirte¢ oldugunu 6ne siirmektedirler (47). Ayrica BLNAR
suslarini taramak amaci ile sefuroksim direnci de (MIK >4,0 pg/ml) kullanilmaktadir (48).

CLSI, BLNAR suslarinin amoksisilin-klavulanik aside, ampisilin-sulbaktama,
sefaklora, sefatemed, sefamandol, sefonisid, sefprozil, sefuroksim, piperasilin-tazobaktam ve
lorakarbefe in vitro ortamda duyarli bulunmasina ragmen, bu antibiyotiklere kars1 da direncli

olarak kabul edilmelerini 6nermektedir (34).

[lk kez 1977 yilinda hem beta-laktamaz enzim aktivitesi pozitif hem de PBP3
afinitesinde azalma mekanizmasi ilizerinden direng gelistiren suslar bildirilmistir. Bu direng
sekli ¢ok az goriilmektedir ve bu suslar beta-laktamaz pozitif, amoksisilin- klavulanat direngli
(BLPACR) olarak adlandirilir. BLPACR suslari tanimlanirken beta-laktamaz enziminin
pozitif ve amoksisilin-klavulanat MIK degerinin ise > 2 pg/ml olmasi gereklidir. Bu suslarin

klinik 6nemi heniiz tam olarak bilinmemektedir (2, 49, 50).
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H. influenzae suslarinda sefpodoksim, sefiksim gibi genis spektrumlu oral
sefalosporinlere ve sefotaksim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere karsi direng gelisimine
nadir rastlanmaktadir. Daha dar spektrumlu olan 2. kusak sefalosporinler (sefuroksim,

lorakarbef, sefprozil, sefaklor, vb.) H. influenzae izolatlarina kars1 daha az etkindir (2, 3).
2.3.10.2.2 TRIMETOPRIM-SULFAMETOKSAZOL DIRENCI

Trimetoprim-sulfametoksazol [ko-trimoksazol (TMP-SMX)] tetrahidrofolat {iretimini
bloke edip, hiicresel metabolizmay1 ve replikasyonu engelleyerek antimikrobiyal etki gosterir.
Insanlarda gerekli folik asid, besinlerden alinmaktadir. Sulfametoksazol ve trimetoprimin her
ikisi de insanlarda folik asid sentezi olmadigindan diisiik miktarda toksisite ile bakteriyel
metabolizmay1 secici bir sekilde inhibe eder. H. influenzae’da TMP-SMX’e kars1 direng
gelisimine oldukca sik rastlanilmaktadir. Direng gelisimi trimetoprime karsi olusan afinite
degisimi ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin fazla miktalarda sentez edilmesiyle
saglanir. Afinitede azalma siklikla plazmidler veya transpozonlarla tasinan DHFR’yi

kodlayan genlerdeki degisim sonucu olusur (2).

Ko-trimoksazole karsi H. influenzae’da goriilen direng bolgeden bolgeye farklilik
gostermektedir. Beta-laktamlar, makrolidler ve ko-trimoksazole direng solunum sistemi
izolatlarinda kan izolatlarindan daha fazladir. Kapsiilsiiz suslardaki diren¢ kapsiillii H.
influenzae ’dan daha fazladir. Rifampisin ve trimetoprim kombinasyonu (1:1) sinerjistik ve

bakterisidal olup rifampisine direngli suslara kars1 kullanilabilir (51, 52).
2.3.10.2.3 MAKROLID, AZALID VE KETOLID DIRENCI

Bu grupta yer alan antibiotikler duyarli olan bakterilerin 50 S alt tinitelerindeki peptidil-
tRNA’nin baglanma bdlgesine geri doniisiimlii olarak baglanarak yeni protein sentezini inhibe
ederler. Direng mekanizmalar1 arasinda disa-atim pompalari (intrinsik veya edinilmis),
ribozomal metilaz ve ribozomal proteinlerde ve RNA’daki degisimler yer almaktadir. Bu
mekanizmalardan en o6nemlisi ribozomal metilasyondur. Ribozomal metilas