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OZET

KLINIiK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN HAEMOPHILUS TURLERININ
ANTIBIYOTIiK DIRENC PROFILLERININ BELIRLENMESI VE
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Amag: Haemophilus tiirleri; solunum yolu enfeksiyonlar: basta olmak tizere ¢esitli
enfeksiyonlarda karsimiza c¢ikmakta ve artan antibiyotik direncgleriyle toplum
saghigimi tehdit etmektedir. Bu calismada, klinik orneklerden izole edilen
Haemophilus tiirlerinin dogru tanimlanmasi, antibiyotik direng¢ profilinin saptanmasi,
beta laktam, kinolon ve trimetoprim-siilfametoksazol direnglerinin molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir.

Gere¢c ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvart
Bakteriyoloji Unitesinde Haziran 2020-Aralik 2021 tarihleri arasinda izole edilen 96
Haemophilus kokeni ¢alismaya dahil edildi. Izolatlar XV faktor gereksinimi, MALDI
Biotyper® sirius (Bruker, Almanya) ve H. influenzae Real Time PCR Tespit Kiti
(Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak tanimlandi. Lam agliitinasyon yontemi ile H.
influenzae tip b ve sefinaz diskiyle beta laktamaz iiretimi arastirildi. Kokenlerin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon testi, sivi mikrodiliisyon testi/gradiyent strip
test yontemiyle belirlendi. Ampisilin direngli kokenlerde blaTtem, blarog, ftsl, kinolon
direngli kokenlerde QRDR (gyrA, gyrB, parC, parE) ve trimetoprim-siilfametoksazol
direngli kokenlerde sull, sul2 genleri PCR ile amplifiye edildi. ftsl geni ve QRDR
genlerinin dizi analizi yapildi.

Bulgular: Calisma sonuglari COVID-19 pandemisi sirasinda degisen hasta ve
antibiyotik duyarlilik profilini temsil etmekteydi. Kokenlerin ¢ogu solunum yolu
orneklerinden (%94.7), erkek cinsiyetten (%68.7) ve 18 yas iizeri (%89.5)
hastalardan izole edilmisti. MALDI-TOF MS ile dort, XV ile iki izolat tiir diizeyinde
yanlig tanimlandi. H. influenzae’larin 12’si (%24.4) serotip b olarak bulundu.
Izolatlarin disk difiizyon testine gore %46.8’i ampisiline, %96.8’i amoksisilin
klavulanata, %76’s1 siprofloksasin, %77’si trimetoprim-siilfametoksazole duyarli
bulundu. Dokuz susun nitrosefin hidrolizi pozitif olarak bulundu. PCR ile 12
kokende blatem geni saptandi. blaros geni, ¢alisilan higbir kkende saptanmadi. Beta
laktam antibiyotiklere ana diren¢ mekanizmasi olarak ftsl gen mutasyonlari gozlendi.

Kinolon direngli 23 kokenin hepsinde QRDR genlerinde mutasyon saptandi.
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Trimetoprim-siilfametoksazol direngli 25 kokenin 22’sinde sull+sul2, birinde ise
sadece sull geni saptandi.

Sonu¢: Haemophilus tiirlerinin tiir diizeyinde dogru tanimlanmasinin, antibiyotik
direng profillerinin bolgesel ve wulusal olarak takibi ve dirence yol acan
mekanizmalarin saptanmasinin; tedavi protokollerinin ve direng yayilimini1 6nlemeye
yonelik politikalarin olusturulmasinda 6nemli rol oynayacagi sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: Haemophilus spp., bla, ftsl, QRDR, sul

Xiv



ABSTRACT
DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HAEMOPHILUS SPECIES
ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

Aim: Haemophilus species; It occurs in various infections, especially respiratory
tract infections, and threatens public health with increasing antibiotic resistance. This
study aimed to identify correctly Haemophilus species isolated from clinical
specimens, determine the antibiotic resistance profile, and perform molecular
characterization of beta-lactam, quinolone, and trimethoprim-sulfamethoxazole
resistances.

Materials and Methods: Haemophilus strains isolated in Erciyes University
Medical Faculty Central Laboratory Bacteriology Unit between June 2020 and
December 2021 were included in the study. XV factor requirement, MALDI
Biotyper ® sirius (Bruker, Germany), and H. influenzae Real-Time PCR Detection
Kit (Bioeksen, Turkey) were used to identify the strains. H. influenzae type b was
investigated by the slide agglutination method, and beta-lactamase production was
determined with cefinase disc. Antibiotic susceptibility of strains determined by disc
diffusion test, broth microdilution test/gradient strip test method. The genes of
blatem, blaros, and ftsl in ampicillin-resistant isolates, QRDR (gyrA, gyrB, parC,
parE) in quinolone-resistant isolates, and sull, sul2 genes in trimethoprim-
sulfamethoxazole resistant isolates were amplified by PCR. ftsl gene and QRDR
genes were sequenced.

Results: Study results were representative of the changing patient and antibiotic
susceptibility profile during the COVID-19 pandemic. Most patients were isolated
from respiratory specimens (94.7%), male (68.7%) and over 18 (89.5%) years old.
Four isolates with MALDI-TOF MS and two with XV were misidentified at the
species level. Twelve (24.4%) H. influenzae were found to be serotype b.
Haemophilus tested in the study according to the disk diffusion test results, 46.8%
was susceptible to ampicillin, 96.8% to amoxicillin-clavulanate, 76% to
ciprofloxacin, 77% to trimethoprim-sulfamethoxazole Nine strains of nitrocefin
hydrolysis were positive. The blatem gene was detected in 12 strains by PCR. The

blaros gene was not detected in any of the studied strains. The main resistance
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mechanism to beta-lactam antibiotics in these strains was ftsl gene mutations.
Mutations in QRDR genes were detected in all 23 quinolone resistant strains. In 25
isolates resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole, 22 isolates harbored sull+sul2
together, and the sull gene was found solely in one isolate.

Conclusion: Identifying the Haemophilus strains at the species level, monitoring
antibiotic resistance profiles regionally and nationally, and determining the leading to
resistance mechanisms; will play an essential role in developing treatment protocols
and policies to prevent the spread of resistance.

Key words: Haemophilus spp., bla, ftsl, QRDR, sul
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1.GIRIS VE AMAC

Haemophilus cinsi Pasteurellaceae ailesi iiyelerinden olup, kiiciik, hareketsiz,
sporsuz, aside diren¢li olmayan, pleomorfik, zor iireme o&zelligi gosteren,
acrop/fakiiltatif anaerop, kokobasil/kisa basil seklinde Gram negatif bakterilerdir (1—
3). Haemophilus cinsi igerisinde H. influenzae, H. haemolyticus, H. aegyptius, H.
parainfluenzae, H. parahaemolyticus, H. paraphrohaemolyticus, H. pittmaniae, H.
sputorum ve H. ducreyi olmak iizere, insanlar1 kolonize ve enfekte eden dokuz tiir

yer almaktadir. (4-6).

Haemophilus tiirleri; solunum yolu enfeksiyonlari basta olmak {izere menenjit, otitis
media, epiglotit, bronsit, KOAH alevlenmesi, pndmoni ve ampiyem, seliilit, siniizit,
septik artrit, irogenital, neonatal ve maternal enfeksiyonlar, konjonktivit,
bakteriyemi gibi ¢ok ¢esitli spektrumda invaziv ve lokal hastaliga neden olmaktadir
(7).

H. influenzae’da B-laktamaz aracili ampisilin direnci ilk olarak 1970'lerin baginda
saptanmis ve 1975'te TEM tipi B-laktamaz, 1981 yilinda ROB-1 tipi B-laktamazin
varhigr bildirilmistir. H. influezae tip b BLNAR susuna bagli menenjit ilk olarak
1980'de rapor edilmistir. Kinolon direnci ilk olarak 1993'te, kinolon direncine neden
olan bazi spesifik mutasyonlar ise 1996'da tanimlanmistir ve antibiyotik direnci yillar

igerisinde artmaktadir (8-11).

Bu c¢alismada, klinik orneklerden izole edilen Haemophilus tiirlerinin dogru
tanimlanmasi, antibiyotik diren¢ profilinin saptanmasi, beta laktam, kinolon ve

trimetoprim-siilfametoksazol diren¢lerinin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi



amaglandi. Bu sonuglarin, tedavi protokollerinin ve diren¢ yayilimint dnlemeye

yonelik politikalarin olusturulmasinda 6nemli rol oynayacag diistintildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Haemophilus spp.
2.1.1. Tarihce

Haemophilus influenzae ilk olarak 1889-1890 grip pandemisi sirasinda
tanimlanmistir. Pandemi sirasinda gribin etkenini belirlemek i¢in arastirmalar
yaptlmistir. 1892 yilinda, Richard Friedrich Johannes Pfeiffer, Pfeiffer basili ya da
Bacillus influenzae olarak bilinen Haemophilus influenzae’yr bir hastanin burun
mukusunda izole ettigini agiklamistir (12,13). Pfeiffer'in kesfini takip eden yillarda
grip vakalarindan basil izole edilmeye devam edilmis ama diger hastaliklardan ve
normal bogazlardan da izole edildigi bildirilmistir. Bu bulgular Pfeiffer basilinin grip
hastaligi agisindan sekonder bir patojen oldugunu disindirmistir (12). H.

influenzae’nin tarihgesindeki 6nemli olaylar Tablo 1°de yer almaktadir.

Tablo 1. Haemophilus influenzae’nin tarihgesi (5,14)

Tarih Onemli Olaylar

1893 Pfeiffer, grip basilinin kesfini yayinladi.

1917 Haemophilus cinsi, H. influenzae tiiriiyle olusturuldu.

1921 Thjotta ve Avery, kanda bulunan iki ayr1 iireme faktoriinii
tanimladi.

1931 Margaret Pittman, H. influenzae’nin kapsiiliinii ve H.
influenzae tip b ile menenjit iliskisini tanimladi.

1935 Grip viriisii kesfedildi.

1980’ler H. influenzae serotip b (Hib) asist diinyanin bir¢ok yerinde
uygulanmaya baglandi.

1995 H. influenzae, genom dizilimi yapilan ilk serbest yasayan
organizma oldu.

2006 Hib asis1 Tiirkiye’de as1 takvimine girdi.




2.1.2. Siniflandirma

Haemophilus spp.; Proteobacteria’nin gama boliimiinde, Pasteurellales takiminda,
Pasteurellaceae ailesi tiyelerindendir (2,3). Haemophilus cinsi igerisinde insanlari
kolonize ve enfekte eden dokuz tiir yer almakta ve bu tiirler beslenme
gereksinimlerine gore li¢ gruba ayrilmaktadir. H. influenzae grup igerisinde H.
influenzae, H. haemolyticus, H. aegyptius; H. parainfluenzae grup igerisinde H.
parainfluenzae, H. parahaemolyticus, H. paraphrohaemolyticus, H. pittmaniae, H.
sputorum bulunmakta ve H. ducreyi ayri bir grup olarak yer almaktadir (4-6). H.
haemolyticus ve H. parahaemolyticus, sirasiyla H. influenzae ve H.
parainfluenzae'nin hemolitik varyantlaridir (15). Sirasiyla H. parahaemolyticus, H.
infuenzae ve H. haemolyticus ile yakindan iliskili olan H. paraphrohaemolyticus, H.
aegyptius ve H. quentini'nin ayn tiirler olarak siniflandirilmasi tartisilmaktadir (4).

H. quentini, kriptik genotiir biyotip IV olarak da adlandirilmaktadir (5).

Haemophilus aphrophilus ve Haemophilus paraphrophilus, Aggregatibacter
aphrophilus adiyla tek bir tiir olarak birlestirilmistir. Ayni1 sekilde Haemophilus
segnis artik Aggregatibacter cinsinin bir tiyesidir (1,15).

Ayrica, Haemophilus cinsi HACEK (Haemophilus spp., Aggregatibacter spp.,
Cardiobacterium spp., Eikenella spp., Kingella spp.) olarak adlandirilan, yavas

tireyen bakteriler grubundadir (16,17).

2.1.3. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Haemophilus cinsinin iyeleri kiiciik, hareketsiz, sporsuz, aside direngli olmayan,
pleomorfik, zor ilireme Ozelligi gosteren, aerop/fakiiltatif anaerop, kokobasil/kisa
basil seklinde Gram negatif bakterilerdir (1). Genellikle oksidaz ve katalaz pozitiftir,
nitratlar1 nitritlere indirger, alkalen fosfataz tiretir (18). Tim tiirlerin CAMP
reaksiyonu negatiftir. Bazi H. influenzae ve H. aegyptius tiirlerinin hiicre
duvarlarinda  fimbria  gézlenmistir  Haemophilus  spp. genomu  %37-45

Guanin+Sitozin igermektedir. (1).

Akut enfeksiyonlardan alinan Orneklerde, mikroorganizmalar kisa (1,5 pm)
kokobasiller halinde bulunurlar. Kiiltiirlerde morfoloji, inkiibasyon siiresi ve ortama

bagli olarak degismektedir. Zenginlestirilmis besiyerlerinde 6-8 saatte kiiciik
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kokobasil formlar1 baskinken, sonra daha uzun basiller ve ¢ok pleomorfik formlar

gozlenmektedir (15).

Haemophilus tiirleri basit besiyerlerinde tiremez (18). Besiyerinde tiremek igin X
ve/veya V faktorlerine gereksinim duymaktadirlar. X faktorii, hemin biyosentetik
yolundaki bir metabolik ara madde olan protoporfirin IX; V faktorii ise, NAD veya
NADP olarak kompleks halde nikotinamidden olusmaktadir (1). Bu faktorlerin
eritrositler tarafindan saglanmasi nedeniyle Haemophilus (kan seven) adin1 almistir
(7). Haemophilus tiirleri tipik olarak ¢ikolata agarda tirer (1). Koloniler, 24 saatlik
inkiibasyon sonrast 0.5-2.0 mm c¢apinda, diiz veya konveks sekilli, yar1 saydam,
pigmentsiz veya rengi hafif saridir (1,7). Koyun kanli agarda ise Stafilokok kolonileri
(“uydu/siitanne fenomeni”) olmadan iireyemezler (15). Kanli agarda tireme oldugu
zaman baz tiirler beta hemoliz yapabilir. Optimal tiremeleri %5-7 CO2 varliginda

35-37°C'de gerceklesmektedir (1).

Haemophilus cinsindeki organizmalarin tiir tanimlamasinda; ¢esitli biyokimyasal
substratlarin fermentasyonu, biyokimyasal testler, kan iceren besiyerlerinde beta

hemoliz olusturmasi ve faktor gereksinimleri kullanilmaktadir (1).

H. influenzae suslari, alti farkli kapsiiler polisakkaritten birini iretebilir veya
kapsiillenmemis olabilir. Kapsiil polisakkarit antijenine gore serotip a-f olarak
smiflandirilmakta; kapsiilsiiz suglar ise, tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi)
olarak adlandirilmaktadir (1,15). Haemophilus influenzae tip b’nin kapsiiler antijeni;
riboz, ribitol (bes karbonlu bir seker alkolii) ve fosfodiester baglariyla bagh fosfat
igeren lineer bir teikoik asitten olusan poliribozil ribitol fosfattir (PRP) (2,15).

H. influenzae ve H. parainfluenzae indol, ornitin dekarboksilaz ve iireaz testleri ile 8

biyotipe ayrilmaktadir (15).
2.1.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Haemophilus cinsine fenotipik o6zellikler Tablo 2’de, Haemophilus tiirlerinin

tanimlanmasinda kullanilan fenotipik 6zellikler Tablo 3°te yer almaktadir.



Tablo 2. Haemophilus tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (2)

Ozellik Asit Uretimi
Koyun kanh agarda hemoliz D | Glukoz +
Katalaz D | Maltoz D
Oksidaz D | Fruktoz D
Aminolevulinik asit porfirin D | Siikroz D
testi
X faktor gereksinimi D | Laktoz
V faktor gereksinimi + Ksiloz D
indol D | Arabinoz -
Ureaz D | Myoinositol -
Asetoin (VP) - Mannitol -
Hareket - Mannoz D
Ornitin dekarboksilaz D | Melibiyoz -
NOs RED + Sorbitol -
ONPG - Trehaloz -

+, pozitif reaksiyon; -, negatif reaksiyon; D, degisken reaksiyon; NOs; RED, nitratin nitrite

indirgenmesi; ONPG, o-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid.

Tablo 3. Haemophilus tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik 6zellikler (5)

Ozellik Asit iiretimi
N 3
E| 5 E s |38 g
Haemophilus tiirii g | 5 | B = N 5 N v N S N s
2 3 2 3| = = £ s S o s €
= C| = L| &= = X o bt [a] i c X >
S S| S S| ® & < =4 =) o) = (] < <
% 5| > 5| X T < < @ s - >
=) ) O [
Q.
H.influenzae + + + D D D +
H. aegyptius + + + +
H. haemolyticus + + + + D +
H. parainfluenzae - + D D D D D D + +
H.parahaemolyticus - + D + + + +
H.paraphrohaemolyticus - + D + + + +
H. sputorum - + D + + + +
H. pittmaniae - + D + + + +
H. ducreyi + - - D

+, pozitif; -, negatif; D, degisken; ODK, ornitin dekarboksilaz; IgA 1, immunglobulin A1.




2.2. Haemophilus spp. Enfeksiyonlari
2.2.1. Epidemiyoloji

H. influenzae’nin bulasi insandan insana olmaktadir; baska bir dogal konak
bilinmemektedir. Bulas; ¢ogunlukla iist solunum yolu ile, nadiren de genital sistem
yolu ile olmaktadir. Yayilma, havadaki damlaciklar veya salgilarla dogrudan temas
yoluyla gergeklesmektedir (7). Ayrica, anneden bulasma ile neonatal enfeksiyon
gelisebilmektedir (16). Enfeksiyon goriilme sikligi mevsimlere gore degiskenlik
gostermekte, en sik Eyliil-Aralik ve Mart-Mayis aylarinda goriilmektedir (16).

Invaziv H. influenzae tip b (Hib) enfeksiyonlariin inkiibasyon siiresi
bilinmemektedir, mikroorganizmalarla nispeten uzamis asemptomatik kolonizasyon
invaziv enfeksiyon gelisimi agisindan 6nemlidir (18). Hib suslar ile {ist solunum
yollarimin asemptomatik kolonizasyonu nadirdir. Buna karsihik, NTHi ve H.
parainfluenzae suslari, saglikli bireylerin >%90'nda farenks ve nazofarinksin

kiiltirlenebilen bakteriyel mikrobiyotanin biiyiik bir boliimiinii olusturur (1).

NTHi maruziyeti dogumdan sonra baslar ve suslar sik olarak solunum yollarindan
alinip temizlenir. Yasamin ilk iki yilinda ozellikle krese giden ¢ocuklarda farkli
suslarla tekrarlayan kolonizasyon olmaktadir. Ozellikle ilk yilda nazofaringeal
kolonizasyon, tekrarlayan otitis media riskinin artmasiyla iligkilidir (7).
Asemptomatik kolonizasyonda klonlar, ortalama bir iki aylik tagima siiresi ile siirekli
olarak degismekte; ancak enfeksiyon sirasinda tek bir klonal grup baskin
bulunmaktadir (1). Hib ve NTHi suslarinin 6zellikleri karsilastirmali olarak Tablo

4’te verilmistir.



Tablo 4. H. influenzae tip b (Hib) ve tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi)
ozelliklerinin karsilastirilmasi (7)

Ozellik NTHi Hib

Ust solunum %30-80 Asil popiilasyonlarda <%]1;
yollarinda Asilanmamis popiilasyonlarda %2-4
kolonizasyon orani

Kapsiil Kapsiilsiiz PRP kapsiil

Hastalik Lokal Invaziv enfeksiyonlar

enfeksiyonlar

Evrimsel siireg Genetik olarak Klonal
cesitli
As1 Yok PRP konjuge asilari

PRP, Poliribozil ribitol fosfat.

Diger Haemophilus tiirleri de insanlarda mukoza mikrobiyotasinin bir pargasi olarak
bulunabilir. Agiz boslugunda palatal arklarin istiinde H. parainfluenzae ve H.
pittmaniae kolonizasyonu saptanabilir. Saglikli bireylerde H. parahaemolyticus ve H.
haemolyticus kolonizasyonu nadirdir, ancak H. haemolyticus subgingival dental
plaklardan izole edilmistir. Cinsel iliski sonrasinda serviksin H. ducreyi ile

kolonizasyonu gosterilmistir (1).

H. influenzae, konjuge asilarin kullanima sunuldugu 1990'larin basmna kadar bes
ayliktan bes yasmma kadar olan cocuklarda bakteriyel menenjitin en yaygin
nedeniyken Hib asisinin yaygin kullanimi ile gocuklarda Hib menenjit insidansi
%095'ten fazla azalmistir. Asi, Hib igin tasiyicilik oranlarini da azaltmaktadir (15).
2021 yilinda Hacettepe Universitesi'nde yapilan bir tez c¢alismasinda 252 H.
influenzae susu molekiiler olarak serotiplendirilmistir. Kokenlerin Hia, Hib, Hic,
Hid, Hie, Hif ve NTHi oranlar sirasiyla; %3.1, %6.7, %1.5, %1.1, %15.0, %4.7 ve
%67 olarak bulunmus, en fazla NTHi suslari saptanirken onu H. influenzae tip e
suslar1 takip etmistir (19). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) verilerine
gore ABD’de H. influenzae’nin neden oldugu invaziv enfeksiyonlar en fazla 1 yas
alt1 ve 65 yas lstii hastalarda goriilmektedir. 1990’11 yillardan itibaren en fazla NTHi

suslarmin saptandigi, bunu Hib dist suslarin takip ettigi belirtilmektedir. Kapsiillii



suglar arasinda ise; en fazla tip f'nin goriildiigii, bunu tip a ve tip e suslarin takip

ettigi bildirilmektedir (20). Bu veriler Sekil 1’de yer almaktadir.
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Sekil 1. CDC verilerine gore invaziv enfeksiyonlarda H. influenzae ve serotiplerinin
yillar i¢indeki insidans1

2.2.2. Patogenez

Enfeksiyonun patogenezindeki ilk adim, iist solunum yollarinin kolonizasyonudur
(7). Nazofaringeal kolonizasyonu bulunan konakta, bakterilerin kan dolagimina ve
menikslere ulagsmasi ile menenjit olusmaktadir. Menenjit, siniislerden veya orta

kulaktaki bir enfeksiyon odagindan da kaynaklanabilmektedir (2).

NTHi suslart mukozal yiizeylerin lokal invazyonu ile hastalifa neden olmaktadir.
KOAH'l yetigkinlerin alt solunum yollari, NTHi ile kronik olarak kolonize haldedir.
Aralikli alevlenmeler; yeni bir NTHi susunun kazanilmasi, susun viriilansi, konagin
bagisikligi, akciger fonksiyonunun bozulma derecesi, konak¢r inflamatuar yanit1 gibi
konak-patojen etkilesimi sonucu meydana gelmektedir. Otitis media, bakterilerin
Ostaki borusu yoluyla nazofarinksten orta kulaga dogrudan ulagmasi ile olugsmaktadir
(7). Solunum salgilar1 yoluyla, genellikle hastalarin ellerine yayilan NTHi,
konjonktival enfeksiyona da yol agabilir. Viral enfeksiyonlar da, dstaki tiiplerinin ve
siniis ostiumlarinin kapanmasina yol acarak hastalari sirastyla orta kulak boslugu ve

maksiller siniislerin enfeksiyonuna yatkin hale getirmektedir (1).

H. influenzae’nin virulans faktorleri Tablo 5°te verilmistir. Diger viriilans faktorleri
arasinda, bakteriosin (hemosin) ve histamin iiretimi yer almaktadir (18). Ayrica, H.

influenzae ekzotoksin tliretmez (15).



Tablo 5. H. influenzae’nin viriilans faktorleri (7,16,18,21,22)

Viriilans faktori | Ozellik

Kapsiil En 6nemli viriilans faktoriidiir. Bakteriyi opsonizasyon ve

fagositozdan korur.

Endotoksin Solunum yolundaki silli epitel hiicreleri i¢in toksiktir.

IgAl proteaz Hem serbest I[gA1 hem de antijene bagli [gA1'i parcalar.

Hemoglobin/demir | Insan transferrininden direkt olarak hemini baglar.

baglayici proteinler

Biyofilm Kolonizasyonu artirir, enfeksiyonun kroniklesmesini saglar.

Adezinler

Hemagliitine edici | hif A-E gen bolgesinde yapimi kontrol edilir.

pili

Tip 4 pilus pilABCD gen kiimesi; motilitede rol oynar.

HMW1 ve HMW2 | Bordetella pertussis'in filament6z hemaglutinini ile

homolog. NTHi’lerin %53-75’inde bulunur.

Hap IgA proteaz ile homolog, mikrokoloni olusumu. IgA proteaz

parcalayamaz.
Hia HMW1, HMW?2 eksprese eden suslarda Hia yoktur.
NTHi suslarinda bulunur.
Hsf Yiizey fibrilleri. Hib suslarinda bulunur. Hia ile homolog.
OMP P5 Miisine baglanir, fimbrin olarak da adlandirilir; E. coli’deki
OMP A ile homolog
OMP P2 Miisine baglanir.
OMP P6 Diger dis zar proteinlerine gore genetik ¢esitliligi diistik.

PE baglayic1 adezin | Fosfatidil etanolamine baglanir.

ile dizi benzerligine ragmen, Hap, insan IgA1'ini

Protein E Miyelom IgD ve tip 2 alveolar hiicrelerine baglanir.

Lipooligosakkarit | Solunum yolu epiteline baglanir.
(LOS)

IgAl, 1mmunglobulin Al; OMP, dis membran proteini.

10




Konak savunmasinda; alternatif ve klasik kompleman yollarinin aktivasyonu, Hib'in
PRP kapsiiliine karst olusan antikorlar, Hib lipooligosakkaritlere ve dis zar
proteinlerine karsi olusan antikorlar énemli olmaktadir (1,16). Hib kapsiiliine kars1
olusan antikor, bagisiklik kazanmada primer rol oynamaktadir (1). Serum anti-PRP
antikorlar1, in vitro kompleman aracili bakterisidal ve opsonik aktiviteyi aktive
etmekte ve sistemik enfeksiyonlara karsi koruyuculugu saglamaktadir (7). NTHi
kokenleri ile olusan KOAH ataklar1 gibi enfeksiyonlarda dis zar proteinleri olan P2
ve P5’e karsi olusan antikor tekrarlayan enfeksiyonlara karsi koruyucu olmaktadir

(16).

Yenidoganlarda, maternal antikorlarin varligi nedeniyle diisiik enfeksiyon riski
bulunmaktadir. Yaklasik 2 aylikken, maternal antikorlar azalmaya basladiginda,
bebekler invaziv H. influenzae hastaligi agisindan yiiksek risk altinda olurlar.
Bebekler, dogal enfeksiyon gegirse bile anti-PRP immiin yanit1 azdir. Bu nedenle,
bebekler tekrarlayan enfeksiyonlar icin risk altindadir. 5 yasina kadar, ¢cogu ¢ocuk

dogal olarak antikorlar1 kazanmig olur (1).

2.2.3. H. influenzae i¢in Risk Faktorleri

H. influenzae enfeksiyonu gegirmek i¢in risk faktorleri sunlardir (20):

e 5 yasindan kii¢iik cocuklar ve 65 yasindan biiylik yetiskinler

o Amerikan Kizilderilileri, Alaska Yerlileri

e Orak hiicre hastalig

e Aspleni

e HIV enfeksiyonu

e Antikor ve kompleman eksikligi sendromlari

e Kemoterapi, radyasyon tedavisi veya kemik iligi kok hiicre nakli ile tedavi

gerektiren kanser
2.2.4. Klinik

H. influenzae tip b siklikla invaziv enfeksiyonlara, tiplenemeyen H. influenzae
kokenleri ise siklikla lokal enfeksiyonlara neden olmaktadir (7). Bununla birlikte;
Hib, NTHi'den ¢ok daha az siklikta olsa da kronik bronsit, otitis media, siniizit ve

konjonktivite neden olabilir. Benzer sekilde, NTHi nadiren invaziv hastalifa neden
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olabilir (vakalarmn  ~%5') (15). Bunlarin disinda nadiren; abdominal
enfeksiyonlardan (peritonit, pankreatik ve pelvik apseler, apandisit) ve hepatobiliyer
sistem enfeksiyonlarindan (kolesistit, piyojenik karaciger apsesi) izole edilmistir (2).

Hib ve NTHi suslarinin daha sik etken oldugu enfeksiyonlar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. H. influenzae’nin neden oldugu enfeksiyonlar (7)

Hib NTHi

Menenjit Otitis media

Epiglotit Bronsgit, KOAH alevlenmesi

Pnémoni ve Ampiyem Toplum kokenli pndmoni

Seliilit Siniizit

Septik artrit Urogenital, neonatal ve maternal enfeksiyonlar
Konjonktivit
Bakteriyemi

2.2.4.1. Haemophilus influenzae tip b’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar
Menenjit

Menenjit, H. influenzaemin neden oldugu sistemik hastaliklar arasinda en ciddi
olanidir (7). As1 6ncesi donemde bir ay-iki yas arasi ¢ocuklarda bakteriyel menenjitin
en sik nedeni olup, en yiiksek insidans 6-12 aylar arasinda goriilmekteydi. 2-6 yas
arast Neisseria meningitidis ile esit siklikta olugmakta ve 6 yas istiinde yaygin

goriilmemekteydi. Bu suslarin %90’ 1ndan fazlas serotip b’ye aitti.

Bugiin icin en c¢ok, asisiz kisiler veya primer immiinizasyonunu tamamlamamis
kiiglik bebeklerde ortaya cikar (2). Yetiskin vakalar nadirdir; siklikla kafa travmasi,
gecirilmis beyin cerrahisi, paranazal siniizit, otit veya BOS sizintis1 Oykiisi

bulunmaktadir (7).

Klinik tablo ile diger piiriilan menenjit formlarindan ayrilamaz (7). Bulgu ve
semptomlar genelde sinsi baglangi¢ gosterir. Cocuklarda ates, halsizlik, bazen kusma
mevcut olup ense sertligi siklikla bulunmaz. Bazen periferik ve/veya kraniyal sinir

felci ve nobetler gelisebilir (2).
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Uygun tedaviyle, H. influenzae menenjitinden kaynaklanan genel 6liim orani %5'ten
azdir, ancak hayatta kalanlarin c¢ogunda kalici sekeller meydana gelir (7).
Komplikasyonlar nadir olmakla birlikte; beyin ve beyin sapi apseleri, subdural
eflizyon, perikardit, septik artrit, hematojen yayilim nedeniyle diger viicut

bolgelerinde lokalize enfeksiyonlar goriilebilir (2).
Epiglotit

Epiglotit; supraglottik dokularin seliilitinin neden oldugu akut solunum yolu
obstriikksiyonu gozlenen bir hastaliktir. Genellikle 2-7 yas arast ¢ocuklarda
goriilmektedir. Klinik; bogaz agrisi, ates ve hizla disfajiye ilerleyen dispne, oral
sekresyonlarin birikmesi ve agizdan salyanin akmast seklinde goriilmektedir.
Genellikle birkac saat icinde ani kotiilesme meydana gelir ve yeterli tedavinin

yoklugunda 6liimle sonuglanir (7).
Pnomoni ve Ampiyem

H. influenzae pndomonisi; 4 ay ile 4 yas arasi hastalarda, kis veya ilkbaharda goriilen
ve hastaneye yatmay1 gerektirecek kadar siddetli konsolidatif pnomoni (genellikle
plevral tutulumlu) ile kendini gosterir. Diger bakteriyel pnomonilerden klinik olarak
farki daha sinsi baglangic gostermesidir. Siddetli dispne gelisimi, tasikardi ve
kardiyovaskiiler yetmezlik, nadir fakat onemli bir komplikasyon olan perikarditi

distindiirir (7).
Seliilit

Seliilit daha ¢ok kiiciik ¢cocuklarda goriilmektedir. Atesle birlikte, ¢ogunlukla bir
yanakta veya periorbital bolgede gozlenir. Birkag¢ saat i¢inde hizla ilerler (7).
Genellikle etmoid siniizitin bir komplikasyonudur (16). Eslik eden bakteriyemi
yaygin oldugundan, menenjit gibi baska bir septik odak kaniti vardir veya daha

sonrasinda gelisebilmektedir (7).
Lokalize Hastalik Olmadan Bakteriyemi

Ozellikle 6-36 aylik cocuklarda, lokal hastalik bulgusu olmadan bakteriyemi
goriilebilir. S. pneumoniae bu sendromun en sik nedenidir. Ates, istahsizlik ve letarji
gozlenir. Erken tan1 ve tedavi onemlidir ¢iinkli bu hastalar hizla kétiilesebilir ve
septik sok veya lokalize piiriilan odak gelisebilir (7).
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Septik artrit

Genellikle 2 yasindan kii¢iik cocuklarda, hareket kabiliyetinde azalma, harekette agri
ve sislik gosteren, agirlik tagiyan (osteomyelitsiz) tek bir biiylik eklem tutulumu ile

gozlenmektedir. Kan ve eklem sivisi kiiltiirleri pozitif bulunabilir (7).

2.2.4.2. NTHi’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar
Otitis media

NTHi, tiim akut otitis media vakalarinin %25-35"ini olusturur. Her yasta ortaya c¢iksa
da, en sik 6 ay-5 yas arasindaki ¢ocuklarda goriilmektedir (7). Kiiciik ¢ocuklardaki
yiiksek insidans, 0staki borusunun koruyucu mekanizmalarinin yeterince gelismemis
olmasindan kaynaklanmaktadir (2). Genellikle viral solunum yolu enfeksiyonu
sonrast; bebeklerde ates ve irritabilite, daha biiyilkk cocuklarda kulak agrisi
olmaktadir (7).

NTHi’nin sebep oldugu otitis mediada S. pneumoniae’ya gore; ates, otore daha az
goriilmektedir. Tekrarlayan epizod, tedavi basarisizligi, eslik eden konjonktivit,
amoksisilin tedavisi alma Oykiisli, bilateral otitis media, antibiyotik tedavisi

tamamlandiktan sonraki iki hafta igerisinde akut otitis media daha fazla olmaktadir
(7).

Komplikasyonlar; tekrarlayan otitis media, drenaj tiipii gerektiren orta kulak
efiizyonu, isitme kaybi, mastoidit, menenjit, kronik otitis media, beyin apsesi ve
sepsisi igerir (2).

KOAH Alevlenmesi

KOAH'n seyri, hastaligin aralikli alevlenmeleri ile karakterizedir. Alevlenmelerin
yaklasik yarisinin bakterilerden kaynaklandigi ve NTHi'nin en yaygin bakteriyel
neden oldugu tahmin edilmektedir. Bir alevlenmenin {i¢ ana belirtisi; balgam
iiretiminde artis, balgam piiriilans1 (balgam renginde degisiklik) ve dispnedir. Ates

genellikle yoktur ve akciger grafisinde infiltrasyon yoktur (7).
Toplum Kékenli Pnomoni

NTHi; ozellikle yash eriskinlerde ve KOAH'l1, edinilmis immiin yetmezlik sendromu

olanlarda 6nemli bir pndmoni nedenidir. Klinik 6zellikler genellikle birkag giin siiren
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ates, Oksiirik ve piiriilan balgami icerir. Akciger grafisinde lober infiltrasyonlar

gozlenir (7).
Gelismekte Olan Ulkelerde Cocuklarda Akut Solunum Yolu Enfeksiyonlar

Olumsuz sosyoekonomik kosullarin yaygin oldugu bir¢ok iilkede, bebeklerde NTHi

kaynakli akut pnomoni, 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (7).

Siniizit

NTHi, akut maksiller siniizitin yaygin bir nedeni olarak goriilmektedir. Kliniginde
burun tikanikligi, piiriilan burun akintisi, bas agrisi ve yiiz agris1 goriilmektedir (7).
Yiizde hassasiyet, 6dem veya periorbital solgunluk; enfeksiyonun siniislerden
orbitanin yumusak dokularina yayilimina igaret edebilir. Tan1 genellikle goriintiileme
teknikleri ve klinik degerlendirme ile konmaktadir. Sfenoid ve etmoid siniislerden

dogrudan yayilim ile epidural apse gibi ciddi intrakraniyal enfeksiyonlar ortaya
cikabilir (2).

Urogenital, Neonatal ve Maternal Enfeksiyonlar

Haemophilus tiirleri, 6zellikle NTHi ve H. parainfluenzae, nadiren; iiretrit, kadin
genital yol enfeksiyonlari, vulvovajinit, obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlar,
postpartum bakteriyemi, septik abortus, tubo-ovaryan apse, intrauterin fetal 6liim ve
neonatal sepsise yol acabilir. NTHi biyotip IV, biyotip I ve Il H. parainfluenzae’nin
genital kanalda bulunan organizmalar oldugu ve genital sistem enfeksiyonlari,
postpartum maternal ve neonatal sistemik enfeksiyonlarla iligkili olabilecegi

gosterilmistir (2).
Bakteriyemi ve Invaziv Enfeksiyonlar

Hib asilarmin kullanildig: iilkelerde invaziv H. influenzae enfeksiyonlarinin ¢ogu
NTHi’lerden kaynaklanmaktadir. Bu enfeksiyonlar eriskinlerde epiglotit, ampiyem,
septik artrit, seliilit, osteomiyelit, perikardit, kolesistit, karm i¢i enfeksiyon ve
vaskiiler greft enfeksiyonunu igermektedir. Insidans genelde yash eriskinlerde en
yiiksektir. Bakteriyemide solunum yollar1 enfeksiyon kaynagidir ve hastalariin
cogunda alkolizm, kardiyopulmoner hastalik, HIV enfeksiyonu veya kanser gibi altta

yatan nedenler vardir (7).
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Goz Enfeksiyonlar:

H. influenzae; konjonktivit, sklerit, subkonjonktival apse ve endoftalmite neden
olabilmektedir (2). NTHi, ¢ocuklarda konjonktivitin en yaygin bakteriyel nedenidir.
Konjonktival hiperemi ve piiriilan akintiy1 gozlenir. Akut konjonktivit salgini

seklinde goriilebilir (18).
2.2.4.3. Diger Haemophilus Tiirlerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

H. parainfluenzae: insan agiz boslugu ve farinks florasinin yaklasik %75'ini
olusturan baskin tiirdiir (1,7). Burun boslugunu kolonize etmez (1). Baz1 akut otitis
media, akut siniizit ve kronik bronsitin akut bakteriyel alevlenmesi vakalarindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (1). Nadiren enfektif endokardit ve iiretrit etkeni

olabilir (15).

HACEK Grubu: Haemophilus tirleri, 06zellikle H. parainfluenzae ve
Haemophilus'tan Aggregatibacter'e tasinan A. aphrophilus giderek artan bir sekilde
enfektif endokarditin bir nedeni olarak kabul edilmekte ve endokardit vakalarinin
%5'ine neden olmaktadir. Gili¢lii klinik endokardit siiphesi olan ve kan kiiltiirii
negatif olan hastalarda Haemophilus tiirlerinin (ve HACEK grubundaki digerlerinin)
varligindan sliphelenilmelidir. Hastalarin ¢cogunda altta yatan kalp kapak hastalig
vardir. Hastaligin klinik seyri subakut olma egilimindedir ve embolizasyon yaygindir
(7).

H. haemolyticus: in vitro olarak en belirgin hemoliz yapan Haemophilus tiiriidiir.
Normal nazofarinkste bulunabilir, nadiren c¢ocuklukta iist solunum yolu
enfeksiyonlart ile birlikte ortaya ¢ikar (15). Yapilan ¢aligmalarda bakteriyemi, septik
artrit veya peritonit gibi invaziv hastaliklarda fenotipik yontemlerle H. influenzae
olarak yanlis karakterize edildigi gosterilmistir. Bu yiizden NTHi suslarinin

tanimlanmasinda molekiiler teknikler dnemli olmaktadir (1).

H. ducreyi: Maruziyetten 2-7 giin sonra ortaya ¢ikan, genellikle tek bir genital iilser
ve inguinal lenfadenit ile karakterize cinsel yolla bulasan bir enfeksiyon olan
sankroidin (yumusak sankr) etkenidir (1,7). Sankroid; sislik, hassasiyet ile diizensiz
bir iilserden olusur. Bolgesel lenf diigiimleri biiyiimiis ve agrilidir (15). Tek kaynagi

insandir (7). Enfeksiyondan sonra kalici bir bagisiklik olusmaz. Hastaligin sifiliz,
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Herpes simpleks enfeksiyonu ve lenfograniiloma venereum ile ayirict tanisi

yapilmalidir (15).

H. aegyptius: H. influenzae'nin biyotip III suslarina ¢ok benzeyen ve Koch-Weeks
basili olarak adlandirilan H. aegyptius, akut piiriilan konjonktivitin onemli bir
nedenidir. Genellikle pembe goz olarak adlandirilan bu hastalik, daha ¢ok kiiciik
cocuklarda, oOzellikle giindiiz bakim merkezleri ve ilkokul smiflari gibi kapali
ortamlarda diger ¢ocuklarla yogun temasi olanlarda goriilmektedir. Konjonktival
inflamasyonun hizli baglangici, gérme bozuklugu, okiiler agr1 ve kasinti ile

karakterizedir. Genellikle her iki gozii de tutar ve oldukg¢a bulasicidir (1).

1984 yilinda, bir Brezilya kasabasinda bir piiriilan konjonktivit atagmin ardindan
cocuklarda yiiksek ates, kusma ve karin agrisi ile giden fulminan sistemik bir hastalik
tanimlandi. Bu semptomlar1 petesi, purpura, periferik nekroz ve vaskiiler kollaps
izledi. Kan Kkiiltiirlerinde tanimlanan mikroorganizma H. influenzae biogroup
aegyptius olarak tanimlandi. Hastaliga Brezilya purpurik atesi adi verildi. Hastaligin
en yliksek insidansi 1-4 yastir. Kapsiilsiiz olmasina ragmen fulminan invaziv bir

hastaliga neden olmasindan dolay1 6nemli bir mikroorganizmadir (7).

H. sputorum: H. paraphrohaemolyticus ile yakindan iliskili bir tir olup, kistik
fibrozis hastalarinin alinan balgamdan, kandan ve periodontal eksudadan izole

edilmistir. Bir erkek hastada tiretritten sorumlu bulunmustur (1,23).

H. pittmaniae: Saglikli oral mikrobiyotanin bir pargasini olusturmaktadir.
Hastalardan ¢esitli viicut sivilarinda izole edilmistir. Ancak birka¢ klinik vaka
bildirilmistir. Son donem fibrotik siderozisi olan ve akciger transplantasyonu aday1
olan bir hastada solunum yolu enfeksiyonundan ve bir erkek hastada iiretritten

sorumlu bulunmustur (5,23,24).

H. parahaemolyticus: Siklikla akut farenjit ve bazen de subakut endokardit ile
iligkili bulunan bir tiirdiir. Farenjitli hastalarda kiiltiirlenebilen mikrobiyotasinin
baskin bir liyesi olarak gdzlenirken, saglikli cocuk ve ergenlerde agiz boslugunda ve
farinkste hemen hemen hi¢ bulunmamistir. IgAl proteaz eksprese ettigi igin

potansiyel bir patojen olarak kabul edilmistir (5).
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H. paraphrohaemolyticus: Klinik 6érneklerde son derece nadir goriiliir ve kolayca

tanimlanamaz (5).
2.3. Laboratuvar Tanisi
2.3.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Saklanmasi

Klinik 6rneklerden Haemophilus tiirlerinin optimum izolasyonu; orneklerin uygun
bir sekilde toplanmasi, tasinmasi, uygun besiyeri ve inkiibasyon ortaminin
kullanilmasina baglidir. Bakterilerin hassas yapis1 nedeniyle 6rnekler kurumaya ve
asir1 sicakliklara maruz birakilmamalidir. BOS 6rnegi miimkiin olan en kisa siirede

laboratuvara ulastiriimalidir (2).

BOS, plevral bosluk, sinovyum, perikard veya periton gibi normalde steril bolgelerde
enfeksiyondan siiphelenilen hastalarda, tutulum bdlgesinden aseptik olarak aspire

edilen s1v1 ve es zamanli kan kiiltiirleri yapilmalidir (1).

Maksiller siniizit i¢in endoskopik olarak direkt siniis aspiratlari veya meatus nasi
mediustan siiriintii 6rnekleri, konjonktivit i¢in konjonktival siiriintii 6rnekleri, otitis
media i¢in timpanosentez ile elde edilen orta kulak sivisi tercih edilen Ornektir.
Kulak zar1 perfore ve kulak akintisi olan hastalarda, dis kulak yolundan aseptik

olarak toplanan orta kulak sivisi aspirasyonu da kullanilabilir (1).

Inflame epiglotit kiiltiirleri genellikle pozitiftir (7). Ama arka farinksten 6rnek
alinmas1 sirasinda hava yollarmin tamamen tikanmasii stimiile edebileceginden

buradan 6rnek alinmamalidir. Tan1 kan kiiltiirii ile konur (16).

Bronkopulmoner enfeksiyondan siiphelenilen hastalarda, orofaringeal kommensal
mikrobiyota ile kontaminasyonu 6nleyecek sekilde bronkoalveolar lavaj veya brons
yikama gibi alt solunum yolu sekresyonlarini temsil eden Ornekler alinmalidir.
Balgam ve trakeal aspiratlarin toplanmasi daha az invaziv olmakla birlikte, patojen
ve oral mikrobiyota ayrimi zorlagmaktadir. Bakteriyel pndmoniden siiphelenildiginde
kan kiiltlirleri de alinmalidir. Alevlenme yasayan kistik fibrozis hastalar1 disinda

nazal, nazofaringeal ve nazal siiriintli 6rneklerinin tanida degeri yoktur (1).
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2.3.2. Klinik Orneklerin Direkt incelenmesi
2.3.2.1. Mikroskopi

Gram boyamada Haemophilus tiirleri; kii¢iik, pleomorfik, Gram negatif kokobasil,

basil veya filament6z formda goriinmektedir (1).

H. influenzae menenjitinin hizli 6n tanisi i¢in, BOS 6rneginin Gram boyali yaymalari
incelenebilir (2). Eger BOS 6rnegi 1-2 ml’den fazla ise, inceleme ve kiiltiir i¢in
santrifiij edilerek veya sitosantrifijde 10 dakika boyunca 10.000 x g'de
santrifiijlenerek elde edilen pellet kullanilabilir (1,2). Goriiniir sekilde bulanik

orneklerle, pellet yaymasina ek olarak dogrudan bir yayma hazirlanmalidir (1).

Plevral, peritoneal, sinovyal ve perikardiyal sivi orneklerine de Gram boyamada
BOS o6rnegi ile ayn1 yaklagim uygulanmalidir. Orta kulak sivist ve siniis aspirat
orneklerinin yaymasi sitosantrifiij edilmeden dogrudan 6rnekten hazirlanmalidir. Alt
solunum yolu Ornekleri i¢in balgam, endotrakeal aspirat, transbronsiyal biyopsi,
bronsiyal fir¢a biyopsi ve torakotomi 0rnekleri dogrudan 6rnekten; brons yikama ve
bronkoalveolar lavaj 6rnekleri sitosantrifiij sonrasi hazirlanabilir (1). Diger ornek

tiirlerinin de Gram ile boyali yaymalart 6n tani igin yararli olabilir (2).

Hastanin klinigi ve klinik 6rnegin Gram boyamadaki goriiniimii ile H. influenzae’nin
muhtemel patojen oldugu diisiiniilebilir; ancak Gram boyama ile tanimlama
yapilamaz. Negatif Gram boyama sonucu Haemophilus enfeksiyonunu dislamaz,

ornekte az sayida mikroorganizma bulunabilir (2).
2.3.2.2. Antijen Saptama

BOS ve cesitli viicut sivilarinda Hib kapsiil antijeninin hizli tanisi i¢in kapsiil sisme
reaksiyonu, lateks agliitinasyon (LA), enzim immunassay (EIA) ve monoklonal
antikorlar kullanilabilmektedir. Epiglotit tanisinda IgM ve IgG antikorlarinin
belirlenmesi i¢in ELISA uygulanabilir (18). Bu teknikler hizli tan1 saglamakta ama
Gram boyamaya gore duyarlilik ve 6zgilliikleri diisiik olmaktadir. Bu nedenle, sinirh
Klinik degere sahiptir ve genellikle Onerilmez. Bununla birlikte, hastalik
prevalansinin yiiksek oldugu ve kaynaklarin kisitli oldugu bdlgelerde antijen bazl

tespit yontemleri yararl olabilmektedir (1).
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2.3.2.3. Molekiiler Teknikler

Niikleik asit amplifikasyon testleri, 6zellikle PCR'a dayanan testler, H. influenzae'y:
dogrudan BOS, plazma, serum ve tam kan dahil olmak iizere ¢esitli klinik 6rneklerde
tespit etmek i¢in gelistirilmistir. Duyarliliklar1 yonteme gore degisiklik gosterirken

ozgiilliikleri yiiksektir (1).

Antibiyotik kullanimi ile kiiltiir negatiflesse de klinik 6rneklerde bakteriyel DNA
kalabilir, bu da yalanci pozitiflige yol agar. Ayrica, 6zellikle solunum yolu 6rnegi
gibi bazi oOrneklerde, kommensal Haemophilus tiirlerinin siklikla bulunmasindan
dolay1 pozitif sonuglari yorumlamada sorunlar olabilir. Bu sebeplerle testin
spesifikligi diismekte ve klinik Orneklerde dogrudan Haemophilus spp.'nin

saptanmas1 i¢in molekiiler saptama tekniklerinin kullanilmasi savunulmamaktadir
().
2.3.3. Haemophilus Tiirlerinin Kiiltiirden izolasyonu

2.3.3.1. Besiyeri

Haemophilus tiirlerinin kiiltiirde optimum {iremesi i¢in, miiskiilpesent bakterilerin
tiremesini destekleyen zenginlestirilmis besiyerlerinin kullanilmas1 gerekmektedir
(1). Primer izolasyon, ¢ikolata agarda veya Stafilokok ¢izgi teknigi (S. aureus basta
olmak tiizere hemolizin iireten Staphylococcus spp.) kullanilarak kanli agarda
yapilabilmektedir. Cikolata agar kullanmanin dezavantaji, hemolitik 6zellik gosteren
tirlerin (H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. pittmanniae) hemolitik

ozelliklerinin saptanamamasidir (2).

Hem X hem de V faktorii tam kanda yiliksek konsantrasyonda bulunmakta ve cogu
eritrositler i¢inde tutulmaktadir. X faktorii protoporfirin IX'dur. Tam kandan elde
edilebilir veya kristalin hemin kullanilarak besiyerine eklenebilir. V faktori ise,
NAD veya NADP olarak kompleks halde nikotinamidden olusur ve kanda kolayca
bulunmaktadir. Bununla birlikte, nikotinamid, hiicre i¢inde oldugu ve kanda NAD-
glikohidrolaz enzimlerinin olmasi nedeniyle biyoyararlanimi1 kolay olmayabilir.
Haemophilus spp.'nin iiremesi igin kati besiyerine ya kristal hemin ve NAD
eklenmeli veya kandaki eritrositlerin lizisi ile X ve V faktorlerinin serbestlesmesi

amaciyla isitilmalhidir (1).
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Bir¢ok bakteri ve maya, besiyerlerinde iireme sirasinda NAD sentezler ve salgilarlar.
V faktor gereksinimi olan Haemophilus tiirleri, bu kolonilerin ¢evresinde igne ucu
blytikliiglinde koloniler olusturarak iireyebilir. Bu fenomene satellitizm (siitanne
fenomeni ad1 verilir. Bu fenomenden yararlanilarak Stafilokok ¢izgi teknigi ile koyun

kanli agarda Haemophilus izolasyonu gergeklestirilebilir (2).

Haemophilus spp.nin solunum yolu o&rneklerinde izole edilmesinde &nemli bir
zorluk, kommensal bakterilerin varligina bagli olarak asir1 bakteri iiremesidir.
Ortama basitrasin, vankomisin ve/veya klindamisin ile takviyesi, kommensal

bakterileri inhibe ederek Haemophilus spp.'nin tiremesine izin vermektedir (1).

Ek olarak, IsoVitaleX (BD, ABD) ve Vitox (Thermo Scientific, ABD) kullanilabilir.
Bu iireme faktorleri glikoz, sistin, glutamin, adenin, tiamin, B12 vitamini, guanin,
demir ve aminobenzoik asit icermektedir. %5 lize koyun kan1 ve %1 IsoVitaleX veya
%1 Vitox ile desteklenmis zenginlestirilmis ¢ikolata agar, klinik laboratuvarlarda

Haemophilus spp.'yi etkili bir sekilde {iretmek igin kullanilabilmektedir (1).

Haemophilus spp. igin kullanilabilecek diger bir besiyeri Levinthal besiyeridir. Seffaf
olmast nedeniyle siklikla kapsiille iliskili bir 6zellik olan kolonide parlak renk

yansimasinin (kirmizi, mavi, yesil, sar1) saptanmasini saglamaktadir (1,18).

Kanda Haemophilus spp. izolasyonu i¢in kan kiiltiirii sistemleri kullanilabilmektedir.
Bu tiir sistemlerde kullanilan sivi besiyeri, Haemophilus spp.'nin iiremesini destekler
clinkii kandaki eritrositler kan kiiltiirii besiyeri ile temas ettiginde parcalanir ve hem

X hem de V faktorlerinin yeterli konsantrasyonlarini saglar (1).
2.3.3.2. inkiibasyon Ortamu ve Siiresi

Haemophilus tiirlerinin tiremesi i¢in artmig CO2 (%3-5) igeren, nemli ve 35-37°C
sicaklikta bir inkiibasyon ortami gereklidir (2). Bu kosullar altinda ¢cogu 24-48 saat
iginde iirer. H. ducreyi ve H. aegyptius gibi daha zor {ireyen tiirler i¢in 5 giine kadar
inkiibasyon gerekebilir. Ayrica, H. ducreyi 30 ila 33°C'de inkiibe edildiginde tiremesi
kolaylasacaktir (1).

2.3.3.3. Koloni Goriiniimii

H. influenzae kolonileri genellikle yar1 saydam, pigmentsiz veya hafif sar1 renkte,
diiz veya digbiikey sekilli, diizgiin kenarli, sebnem tanelerine benzeyen koloniler
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olusturmaktadir (1,7,18). Cikolata agarda ilk 24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloniler
yaklasik 0.5-0.8 mm'lik bir boyuta, 48 saatte ise 1.0-1.5 mm'ye ulasmaktadir.
Kapsiillenmis suslarin kolonileri mukoiddir (7). H. influenzae tiirlerinin ¢ogu, giiglii
bir amin benzeri koku yayan indol iiretmektedir. Indol iiretmeyen suslar "fare gibi"

bir koku yaymaktadir (1).

H. parainfluenzae kolonileri tipik olarak kirli beyaz ya da sar1 renktedir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi 1-2 mm c¢apa ulasir. Koloni goriinlimii son derece ¢esitlidir,
diizgiin ya da burusuk olabilir. Agar yiizeyi boyunca bozulmadan kaydirilabilir.
Koloniler yaslandik¢a morfoloji degisebilir (1).

H. haemolyticus yar1 saydam, digbiikey ve S koloniler olusturur. Staphylococcus spp.
cevresinde uydu koloni olusturmaz. Kanli agarda beta hemoliz yapabilir, seri pasajlar
sonrast hemoliz  Ozelligini  kaybedebilir. H. parahaemolyticus ve H.
paraphrohaemolyticus'un tireme 6zellikleri ve koloni morfolojisi, H. haemolyticus'a

benzer ozellikte gortiliir (1).

H. aegyptius kolonileri 48 saatte sadece 0,5 mm boyutuna ulasir. Digbiikey, yari

saydam, S koloniler olusturur (1).

H. ducreyi yavas lireme gosterir, tiremesi i¢in 3-5 giin gecer. Cikolata agarda kiigiik,
diiz, gri ve S koloniler olusturur. Kanli agarda zayif beta hemoliz yapar. Koloniler

H. parainfluenzae gibi agar boyunca kaydirilabilir (1).
2.3.3.4. Tammlama

Tani laboratuvarlarinda X ve/veya V faktorii gereksinimi, Haemophilus tiirlerini ayirt
etmek i¢in rutin olarak kullanilmaktadir, ancak H. influenzae ve H. haemolyticus i¢in
hem X hem de V faktorleri gerekmektedir. Temel fenotipik fark, H. haemolyticus’un
hemolizin {iretmesidir. Bununla birlikte, H. haemolyticus hemoliz &zelligini
kaybedebilir veya baglangicta olmayabilir. Kiiltiir bu ayrimi tek basina giivenilir bir
sekilde yapamamaktadir (25). Saglikli bireylerin solunum yollarindan H. influenzae
olarak tamimlanan izolatlarin %15-20'si, invaziv suslarin 9%0,5-2’si, KOAH
hastalarinin balgamindan siirveyans kapsaminda izole edilen olast H. influenzae
suglarinin %40’ min H. haemolyticus'un hemolitik olmayan varyantlar1 oldugu

bulunmustur. CDC; H. haemolyticus ve ilgili organizmalarin, patojenik potansiyeli
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olmayan kommensal mikroorganizmalar olarak kabul edilmemesi gerektigini

vurgulamaktadir (5).

Yanlis tanimlama yapilmasinin; klinik hastaliklarin teshisi, antibiyotik tedavisi
verilmesi, antibiyotige direngli NTHi oranlari, asilarin ve H. influenzae tedavilerinin

etkinliginin yanlis tahmin edilmesi gibi genis kapsamli etkisi olmaktadir (25).

Haemophilus spp.'nin tiir diizeyinde tanimlanmasi fenotipik olarak, otomatize/yari
otomatize ticari sistemler ile veya Matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizayon ugus
zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) ile yapilmaktadir (18,25).
Molekiiler tanimlamada ise; 16S rRNA, sodC, ompP6, rnbP, bexA, LOS genleri
(licA, lic2A, 1gtC), iga, hpd, omp p2, recA, fuck, hap, adk, pgi, infB ve antibiyotik
direng genleri kullanilmistir (25).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MALDI-TOF MS ile tanimlama yapilarak
daha nadir gériilen Haemophilus tiirlerinin tanimlanmasi1 miimkiin olacaktir. Bununla
birlikte, tanimlamada sorun olan suslarda housekeeping genlerinin veya tam
uzunluktaki 16S rRNA genlerinin DNA dizilimi kullanilabilir (5).

2.3.4. Haemophilus Tiirlerinin Biyotiplendirilmesi

Kilian yaptigi taksonomik ¢alismada Haemophilus spp.’nin saptanmasi ve
karakterizasyonu  i¢in  biyokimyasal testler = tamimlamistir.  Biyotiplerin
belirlenmesinde; indol iiretimi, {ircaz ve ornitin dekarboksilaz olmak lizere ii¢ test
kullanilmaktadir. H. influenzae ve H. parainfluenzae serotipten bagimsiz olarak 8

biyotipe ayrilmaktadir (2).

Belirli biyotipler; farkli enfeksiyonlar, kaynaklar, antijenik ozellikler ve
antimikrobiyal direng paternleriyle iliskili olarak goriillmektedir. H. influenzae
biyotip I suslari cogunlukla 1 yas alti bebeklerin BOS, kan ve solunum yolu
salgilarindan; biyotip II ve III 1-5 yas arasi ¢ocuklarin ve 20 yas iistii erigkinlerin
konjonktiva ve balgam kiiltiirlerinden; biyotip IV obstetrik, jinekolojik, perinatal ve
neonatal enfeksiyonlardan izole edilmistir (2). Biyotip III, “Koch Weeks basili”
olarak bilinir ve H. aegyptius ile identiktir (18).
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Tablo 7. H. influenzae ve H. parainfluenzae’nin biyotiplendirilmesi (1,2)

H. influenzae H. parainfluenzae
Biyotip  Ure ODK Indol | Biyotip  Ure ODK Indol

I + + + I - + -

I + - + I + + -

" + - - " + - -
v + + - \V/ + + +
vV - + + Vv - - -
VI - + - VI - + +
VI - - + VI + - +
VI - - - VI - - +

ODK, Ornitin dekarboksilaz.

2.3.5. Haemophilus influenzae Suslariin Serotiplendirilmesi

Genetik kapsiilasyon lokusu, islevsel olarak farkli ii¢ bolgeden olusmaktadir (5).
Bolge I genleri (bexDCBA) ve bolge 111 genleri (hcsAB), alti kapsiil tipinin tiimii igin
ortaktir (>%82 niikleotid 6zdesligi). Bolge II'deki genler daha az korunmustur (>%56
niikleotid 6zdesligi), alt1 kapsiil tipinin her birine ait biyosentez genlerini tasir ve

serotipe 6zgiidiir (5,26).

Hastalik 1izolatlarinin serotiplerinin belirlenmesi; as1 eksikligi/basarisizligindan
kaynaklanan hastalik ile Hib dis1 suslarin neden oldugu invaziv hastaligin ayrimini
saglamas1 yOniiyle Onemlidir (7). Serotiplendirme; fenotipik ve genotipik
yontemlerle yapilabilmektedir (1). Siklikla lam agliitinasyon yontemi ile
serotiplendirme (SAST) ve PCR ile serotiplendirme yapilmaktadir. SAST ile serotip
belirleme, teknik farkliliklardan ve kullanilan antiserum lotundan etkilenebilmekte,
kapsiillenmemis suslarla yalanci pozitif reaksiyonlar gozlenebilmektedir. PCR
tabanli yontemlere kiyasla yiiksek oranda uyumsuz sonug¢ verebilmektedir.
Molekiiler yontemler ile bu dezavantajlar goriilmemektedir, ayrica gelismis

duyarlilik ve 6zgiillige sahiptir (1,5,26).

SAST, poliklonal ve monoklonal antiserumlar kullanilarak yapilabilir. Tekrarlanan
pasajlarla kapsiiler antijen miktar1 azalabileceginden, izolasyon sonrasi en kisa

stirede serotiplendirme yapilmasi tavsiye edilmektedir. Alternatif olarak, tipe 6zgii
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antikorlar, floresan molekiiller ile dogrudan veya dolayli olarak saptanabilir ve

floresan mikroskopisi ile belirlenebilir (1).

PCR ile kapsiillii suslar1 tanimlamak i¢in bexA geni; serotip a, b, ¢, d, ¢ ve f igin
sirasiyla acsA, bcsB, ccsB, dcsC, ecsC ve fcsA genleri kullanilmaktadir. Pulsed field
jel elektroforez (PFGE), ribotipleme, restriksiyon fragman uzunluk polimorfizm
analizi, multilokus enzim elektroforezi, rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA
profil analizi, multilokus dizi tiplemesi ve yeni nesil dizileme Haemophilus'un

tiplemesi i¢in kullanilan diger molekiiler yontemler arasinda bulunmaktadir (1).
2.3.6. Haemophilus influenzae Suslarinin Genotiplendirilmesi

Epidemiyolojik ¢alismalarda bakterilerin genotiplendirilmesi amaciyla sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) kullanilarak LPS analizi,
DNA parmak izi metodu, ribotipleme, PFGE ve multilokus dizi tiplendirmesi
(MLST) kullanilmaktadir. En uygun metod; yedi se¢ilmis “housekeeping” geni olan
adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi ve recA’nin sekanslanmasini temel alan MLST dir
(18).

2.3.7. In vitro Antibiyotik Duyarhhg

Antimikrobiyal duyarhilik testi (ADT) yontemleri ile klinik merkezler arasinda
tekrarlanabilir sonuglar saglamak icin standart kosullar gerekmektedir. ADT
yontemlerinin uygulanmasi ve yorumlanmasi i¢in Amerikan Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
(EUCAST) gibi kuruluslar tarafindan, disk difiizyon testi ve referans yontem olarak
stvi mikrodiliisyon standartlastirilmistir. Haemophilus influenzae gibi zor iireyen
mikroorganizmalar kullanildiginda, Miiller Hinton (MH) besiyerinin desteklenmesi
gerekmektedir. Bu amagla EUCAST kriterlerine gore MH Fastidious (MH-F) ve
CLSI kriterlerine gore Haemophilus Test Medium (HTM) besiyerleri onerilmektedir.
Kullanilan besiyerine ve yonteme bagli olarak farkliliklar gozlenebildigi ve disk

diftizyon yontemleriyle yanlis yorumlama potansiyeli oldugu bildirilmistir (27).
2.4. Tedavi

Haemophilus influenzae enfeksiyonlart genellikle beta laktam antimikrobiyal

ajanlarla tedavi edilmektedir. Tedavide, beta-laktamaz inhibitérii ile kombine
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aminopenisilinler birincil antimikrobiyal ajan olarak kabul edilirken, menenjit gibi
invaziv enfeksiyonlar genellikle tiglincii kusak sefalosporinlerle tedavi edilmektedir
(28). Bunlarin disinda, tedavide florokinolonlar ve makrolidler kullanilmaktadir (7).
Tedavide kullanilan antibiyotikler ve bakteri hiicresindeki hedefleri Tablo 8’de

verilmistir.

Antibiyotik tedavisi, H. influenzae enfeksiyonu yonetiminin sadece bir yoniidiir. Hib
menenjiti olan hastalara kortikosteroid uygulanmasi ndrolojik sekel insidansini
azaltmaktadir. Oksijenizasyonun siirdiiriilmesi ve dokularin yeterli perflizyonunun

saglanmasi da dahil olmak tizere destekleyici tedaviye de kritik dnem verilmelidir
(7).

Tablo 8. Haemophilus spp.’nin tedavisinde kullanilan antibiyotikler ve bakteri
hiicresindeki hedefleri (29)

Antibiyotik Hedef

Hiicre duvari sentezini inhibe eden antibiyotikler

Beta laktamlar Transpeptidazlar (PBP)
Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler

Makrolid Ribozom 508 alt iinite
Tetrasiklin Ribozom 308 alt iinite
Kloramfenikol Ribozom 508 alt iinite

DNA replikasyonunu inhibe eden antibiyotikler

Kinolon DNA giraz

Rifampisin RNA polimeraz

Folik asit sentezi

Trimetoprim Dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
Siilfametoksazol Dihidropteroat sentaz (DHPS)

2.5. Antibiyotik Direnci

H. influenzae, H. parainfluenzae ve H. haemolyticus tiirlerinde daha Once
tanimlanmis molekiiler diren¢ mekanizmalar1 Tablo 9’da gosterilmistir. Bunlarin

disinda; H. influenzae’da AcrAB efliiks pompasi tanimlanmistir (10,30).

AcrAB efliks pompasi, RND siiper ailesine aittir ve acrA/acrB geni tarafindan
kodlanmaktadir. Pompanin {igiincii bileseni olarak TolC yer almakta, birlikte

AcrAB/TolC kompleks yapisini olusturmaktadirlar. Ayrica, bu efliikks pompasini
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baskilayan acrR gen iiriinii AcrR’yi eksprese edebilmektedir (10,30-32). Bu efliiks

pompasmin H. influenzae’da ilag direncindeki rolii hakkinda nispeten az sey

bilinmektedir (30). Makrolid, novobiosin, rifampin efliiksiine neden olup bu

organizmanin baslangi¢ diizeyindeki direncine katkida bulundugu; B-laktamlar,

kloramfenikol, kanamisin, monobaktam, tetrasiklin, florokinolonlara direncte ise rol

oynamadigi raporlanmistir. (30-34).

Tablo 9. H. influenzae, H. parainfluenzae ve H. haemolyticus tiirlerinde daha dnce

tanimlanmis molekiiler diren¢ mekanizmalar1 ve ilgili genlerde bildirilen
mutasyonlar
Antibiyotik H. influenzae H. parainfluenzae H. haemolyticus
Beta laktamaz: TEM-1, Beta laktamaz: TEM-1, Beta laktamaz:
TEM-1D, ROB-1 TEM-15, TEM-34, TEM- TEM-1D
(4,10,35) 182, GES, OXA, VEB, @)

Beta laktamlar

SHV, CMY, DHA, ROB-1
(17,36,37)

ftsl: A337VIN, 1349N,
D350N, S352F/N/T,
S357N, A368T, M377I/L,
S385T, L389F, A437S,
T443A/S, 1449V,
G490E/V, R501L/H/E,
A502VIT/S, V511A,
R517H, 1519L, N526K,
Y528H, A530S, T532S,
V5471, YS57H, V562L,
N569S, A586S/P, N589K,

ftsl: K276N, A307N,
V3291, V342A, A343V,
K344R, 1348V, D350N,
T352G, K355T, L356V,
A368P, M3771, S385T,
E398D, S406G, P408D,
D410E, 1414V, V418R,
1420V, 1442F, A444S,

V4611, K477Q, V488l,
1491M, V511A, 1519V,

N526K/S, N526H, A530S,

ftsl: F332L, V342A,
K344R, 1348V, D350N,
T352G, S353A, K355T,
L356V, A368V/P, M3771,
P392A, S406G, P408S/D,
D410E, V418A/R, 1420V,
A437S, A444S, V461,
K477Q, K486Q, 1488V,
G490E, 1491M, A502V,
A502T, R517H, 1519L,
N526K, V5471, D551N/A,

T591A, S594T, A595T, D551L, V5621, T574A N569S
1601V (10,38-40) (17,36,40-42) (40,43)
AMRG: ermA, ermB, AMRG: mefA/E, msr (D), AMRG:-
ermC, ermF, mefA ermB (17,42,46,47)
(44,45)
L4: nokta mutasyon L4: nokta mutasyon L4:-
. (48) (17,42,46)
Makrolid L22: nokta mutasyon, L22:- L22:-
delesyon, insersiyon
(48-50)
23rRNA: nokta mutasyon 23rRNA:- 23rRNA:-
(48,49)
Tetrasiklin tetB, tetM tetB/C/D/R,tetM tetB
(45,51,52) (17,42,46) (4)
Kloramfenikol catP, catA-like catS, catA2 catA2
(51) (17,42,46) (4)
gyrA: D83G, gyrA: S84F/YI/L, D88Y, gyrA: S84L
S84L/FIN/Y/IDIANIT, K130R (6,17,40- (43)
D88A/N/Y/G/E/A, P118Y, 42,46,47,65-68)
E142K, M121L, A117E,
(9,40,53-64)
Kinolon gyrB: D489N, T472I, gyrB: - gyrB:-

A400V, D429E, S467Y,
Q468R
(9,55,57,61-64)

parC: G82D/CIR,

D83N/G, S84R/I/AIN/T,

parC: S84F/L/Y, S138T,
M198L, E88K/Y, P203L,

parC: S841, N138S
(43)
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E88K/A/D, S133A/T, A205V, VI1E (6,17,40-
N138S, G206R, V210L, 42,46,47,65-68)
A120S, K131E
(9,40,53-64,69)
parE: D420N, R368H, parkE: D420N, A451S, parkE: D420N
S458L/A, R381C, V466M, A403P, G457A (43)
G405S, S474N, S451Y, (17,47,66,67)
P452L
(9,55,59,61,62,64)
PMQR: - PMQR: aac-(6°)-1b-cr PMQR: -
(17,47)
Trimetoprim folA: dfrAl folA: 195L, F154V/S
(70) folA promotér bolge
mutasyonu
(46)
Siilfametoksazol sul2 sul2 sul2
(70,71) (46) 4)
folP: insersiyon, nokta folP: insersiyon, nokta -
mutasyon mutasyon
(70,71) (46)

INS, insersiyon; DEL, delesyon.

2.5.1. Beta Laktam Antibiyotik Direnci

Beta laktam ajanlar; kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkas1 tagiyan bir
antibiyotik grubudur (29). Peptidoglikan sentezinin son asamasinda rol alan
transpeptidaz  enzimlerine (Penisilin baglayan proteinler-PBP) baglanirlar.
Peptidoglikan tabakasini bozarak hiicre duvar sentezini inhibisyonu ile bakterisidal

etki gosterirler (29,72).

Beta laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara goére penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar ve beta laktamaz inhibitorleri olmak

lizere bes temel sinifa ayrilirlar (29).

H. influenzae’da beta laktam grubu antibiyotiklere direngte en yaygin mekanizma; f3-
laktamaz tretimi olup, daha az olarak PBP3 kodlayan ftsl geninde mutasyon

gozlenmektedir. Suslarin bir kismi her iki mekanizmaya da sahiptir (10).

Haemophilus spp. beta laktam direnci agisindan fenotipik ve genotipik olarak 4 sinifa
ayrilmaktadir. Fenotipik siniflama; nitrosefin diski ile beta laktamaz arastirilmast,
ampisilin ve amoksisilin klavulanat duyarliliklar1 ile yapilmaktadir. Genotipik
smiflama; blatem, blaros-1 genlerinin arastirilmasi ve ftsl geninin dizi analizi ile

yapilmaktadir (10). Siniflandirma Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10. Beta laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarina gore fenotipik ve
genotipik siniflandirma (39)

Fenotip Tanim

BLNAS Beta laktamaz negatif, ampisilin duyarli izolat

BLNAR Beta laktamaz negatif, ampisilin direncli izolat

BLPAR Beta laktamaz pozitif, ampisilin direngli izolat

BLPACR Beta laktamaz pozitif, amoksisilin klavulanat direngli izolat
Genotip Tamm

gBLNAS B-laktamaz genleri negatif, PBP3’te 6nemli aminoasit degisikligi

olmayan izolat

gBLNAR B-laktamaz genleri negatif, PBP3’te dnemli aminoasit degisikligi

olan izolat (fenotipik olarak ampisilin duyarl olabilir.)

gBLPAR B-laktamaz genleri pozitif, PBP3’te aminoasit degisikligi

olmayan izolat

gBLPACR Hem p-laktamaz genleri pozitif, hem de PBP3’te aminoasit
degisikligi olan izolat

0:Genetik
2.5.1.1. B-laktamaz Aracili Diren¢

H. influenzae'da B-laktamaz aracili ampisilin direnci ilk olarak 1970'lerin basinda
saptanmis ve 1975'te TEM tipi B-laktamaz, 1981 yilinda ROB-1 tipi -laktamazin
varhigr bildirilmistir (10). Haemophilus spp.’de en yaygin ampisilin direng
mekanizmas1 TEM-1 B-laktamaz iiretimi olup ROB-1 B-laktamaz daha az siklikla
gozlenmektedir (10,37). Hem blarem-1 hem blaros-1 pozitif olan sadece bir koken

raporlanmustir (10).

TEM ve ROB f-laktamazin her ikisi de ampisiline direng kazandiran, klavulanat gibi
B-laktamaz inhibitorleri ile etkili bir sekilde inhibe edilen, benzer substrat profillerine
sahip plazmit aracili simif A serin B-laktamazlardir. Klinik izolatlarda, B-laktamaz
aracili ampisilin direnci genellikle kolayca tespit edilir, ¢linkii her iki enzim i¢in de
pozitif olan suslar yiiksek MIK degerleri gdstermekte ve nitrosefin hidrolizi pozitif
olarak bulunmaktadir. Ayrimlar1 i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi

gerekmektedir (10).
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2.5.1.1.1 TEM B-laktamazlar

Plazmit aracili TEM B-laktamazlar, blarem genleri tarafindan kodlanmaktadir (10).
H. influenzae’da TEM-1; H. parainfluenzae’da TEM-1, TEM-15, TEM-34 ve TEM-
182 olmak tizere dort farkli TEM beta-laktamaz belgelenmistir (28,73).

TEM-1 pB-laktamazin aracilik ettigi ampisilin direnci H. influenzae ve H.
parainfluenzae’da yaygindir ve iki tip plazmit ile iliskilidir. Kiigiik (~10 kb)
konjugatif olmayan plazmitler genellikle sadece blatem kodlarken, daha biiyiik
(yaklasik 40 kb) konjugatif plazmitler genellikle kromozoma entegredir ve ¢oklu
antibiyotik diren¢ genlerini (kloramfenikol, tetrasiklin veya kanamisin gibi)
kodlamaktadir. Biiyiikk plazmitler daha yaygindir ve H. influenzae'de blatem

genlerinin yayilmasinda daha 6nemli goriinmektedir (10,74).
2.5.1.1.2 ROB B-laktamazlar

ROB-1 geninin kromozomal oldugu bir izolat disinda hepsinde, gen, 4.1 ila 5.0 kb
arasinda degisen kii¢iik plazmitler tizerinde yer almaktadir. H. influenzae'da ROB-1

varlig1 ile daha yiiksek sefaklor MIK'leri arasinda belirgin bir iligki vardir (10).
2.5.1.1.3 Yeni p-laktamazlar

Beta laktamaz tireten H. influenzae kokenlerinde nitrosefin hidrolizi pozitif, PCR ile
hem TEM-1 hem de ROB-1 genleri i¢in negatif olan suslar tanimlanmistir. Bu
durum, H. influenzae igin daha 6nce tanimlanmayan bir f-laktamazi veya azalmis
aktivite veya ekspresyon seviyesine sahip bir ROB-1 veya TEM-1 varyantini

gosteriyor olabilir (10).
2.5.1.2. Penisilin Baglayan Proteinlerdeki Degisikliklere Bagh Diren¢

Beta laktamaz negatif, ampisilini MIK degeri smir degerin iizerinde olan suslar
BLNAR olarak tanimlanmaktadir (10). H. influezae tip b BLNAR susuna bagh
menenjit ilk olarak 1980'de rapor edilmistir (11). BLNAR suslari, ftsl gen
mutasyonlarma ve iliskili PBP3 aminoasit degisikliklerine dayali olarak ortaya
¢ikmaktadir (10). Cesitli ¢alismalarda tanimlanmis olan ftsl gen mutasyonlart ve

buna dayali olusturulan farkli siniflandirmalar Tablo 11’de verilmistir.
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Tablo 11. Farkli BLNAR ¢alismalarinda tanimlanan ftsl mutasyonlar1 (10)

Aminoasit pozisyonu

Sus 3 333 3 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
3 555 6 7 8 8 3 4 4 9 0 0 1 1 2 2 3 4 6 6 8
7 027 8 7 5 9 7 3 9 0 1 2 1 7 6 8 2 7 2 9 6
Rd A DSS A M S L A T 1 G R AV R NY T V V N A
Ubukata
| N N | T S H S
1l N N \Y K S
11 N N | T F K L S
Straker
V N N T |1 A L'H WA H K H S
Kubota N F N 1 T E A K 1l L S S
Dabernat
| N N T H
lla K
11b N N L S E \Y% K
lic N T T K
1id \Y K
Hasegawa
| H
1] | T F H
11 T K
v | T K
\Y T F K
Vi | T F K
Fluit
N N T | S vV E TNV H K

Koyu renkli mutasyonlar yapilan ¢aligmalardaki tiim suslarda bulunanlari, alti ¢izili

mutasyonlar bazi suslarda bulunanlar1 gostermektedir.

A:Alanin, D:Aspartik asit, S:Serin, M:Metionin, L:Losin, T:Treonin, I:1zol6sin, G:Glisin,
V:Valin, R:Arjinin, N:Asparajin, F:Fenilalanin, H:Histidin, K:Lizin, E:Glutamik asit.

PBP'ler de dahil olmak iizere ¢ofu penisilin baglayict enzim, yiiksek oranda
korunmus ti¢ amino asit motifine sahiptir. H. influenzae PBP3'te bu motifler S327-T-
V-K, S379-S-N ve K513-T-G'dir (10). Bu motifler baz alinarak BLNAR suslar1 ftsl
genindeki mutasyonlara gore 3 gruba ayrilir (11,75):

I: Korunmug KTG (Lys-Thr-Gly) motifi yakininda Arg517His mutasyonu olan
Il: Korunmus KTG (Lys-Thr-Gly) motifi yakininda Asn526Lys mutasyonu olan
Ila: EK mutasyon olmadan Asn526Lys
I1b: Ala502Val
llc: Ala502Thr

I1d: lle449Val
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III: Asn526Lys mutasyonuna ilaveten korunmus SSN (Ser-Ser-Asn) motifi yakininda
Met3771le, Ser385Thr, Leu389Phe mutasyonlari olan

Grup I ve II suslarina birlikte ‘zayif gBLNAR’, Grup III suslarina ‘gBLNAR’
(yilksek BLNAR) denmektedir. Ampisilin MiK'leri, zayif BLNAR suslarinda
genellikle 0.5-2.0 pg/mL araliginda ve gBLNAR suslarinda 1.0-16 pg/mL araliginda
gozlenmektedir. BLNAR suslari, yalnizca ampisiline degil, ayn1 zamanda diger beta
laktam antibiyotiklere, ozellikle sefalosporinlere karsi da azaltilmis duyarlilik
gosterir. Sefaklor direncinin bir BLNAR susu i¢in ampisilin direncinden daha iyi bir

gosterge olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (10,11,36).
BLPACR suglar da ftsl genindeki mutasyonlara gore 2’ye ayrilir (76):

BLPACR I: Zayif BLNAR suslarina benzer Arg517His veya Asn526Lys mutasyonu

olan
BLPACR II: gBLNAR suslarina benzer mutasyonlar1 olan

BLPACR suslari, aynt PBP3 amino asit ikamelerine sahip BLNAR suslar1 ile
karsilastirildiginda, cok daha yiiksek ampisilin MiK'lerine (0,5-64 pg/ml) sahip olup
amoksisilin klavulanat ve sefalosporin MiK'leri aymidir. Bu da beta laktamazin

dirence katkisinin ampisilin ile sinirlt oldugunu gostermektedir (10).
2.5.2. Makrolid Direnci

Makrolid grubu antibiyotikler, bakteri ribozomunun 50S ribozomal alt birimlerinin
23S rRNA'sina geri doniisiimlii olarak baglanirlar. Boylece polipeptit zincir uzamasi

bloke ederek protein sentezini inhibe ederler (1).

H. influenzae, bir efliikks pompasinin varlig: ile iliskili olarak makrolid-linkosamid-
streptogramin B ajanlarina ve ketolidlere dogal olarak direnglidir. Baz1 H. influenzae
suslar1 bu efliiks pompasindan yoksundur ve sokak tipi suslardan daha diisiik
MiK'lere sahiptir. Bazilar1 ise ek direng mekanizmalari ile daha yiiksek MiK'lere
sahip olabilmektedir (10).

H. influenzae'da makrolidlere karsi tanimlanmis olan ek direng mekanizmalari

sunlardir:

32



1) Kazanilmig makrolid direng genleri (AMRG) olan mefA, msr ve erm genleri.
mefA ve msr, efliikks pompasi kodlar. erm genleri (ermA, ermB, ermC, ermF)
ise, 23S rRNA metilaz1 kodlar (44,47,49,59,77—-79). Baz1 ¢alismalarda mefE
tamimlanmakla birlikte; mefE geni, mefA ile %80’in istiinde amino asit
6zdesligi olan bir mefA varyantidir ve ayr1 bir gen olarak tanimlanmaz (80).

2) 23S rRNA ve ribozomal proteinler L4, L22'deki mutasyonlar (59,79)

3) Kromozomal ¢oklu ilag eflitks pompalarinin asir1 ekspresyonu (59)
2.5.3. Kinolon Direnci

Kinolonlar ve bunlarin temel halkasinin 6. pozisyonuna bir floriir atomu
eklenmesiyle sentezlenen florokinolonlar, DNA sentezini inhibe ederek bakterisidal
etki gosterir (29,81).

Kinolonlarin hedefleri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV, tip 2 topoizomerazlar
smifinda yer alan enzimlerdir. DNA giraz, replikasyon sirasinda replikasyon
catalmin Oniindeki siiper sarmallar1 kaldirir (29). Topoizomeraz 1V ise, DNA
replikasyonu sirasinda karisik DNA'y1 keser ve yeniden baglar (61). Bu bakteriyel
enzimlerin inhibisyonu, siiper sarmal DNA'nin gevsemesine veya bozulmasina neden

olarak bakteriyel DNA sentezini inhibe eder (1).

DNA giraz ve topoizomeraz IV yapisal olarak birbirine benzer ve ikisi de iki alt
tinitenin tekrarindan olusan tetramerik proteinlerdir. DNA giraz, GyrA ve GyrB;
topoizomeraz IV, ParC ve ParE alt {initelerinden olusur (29). A alt birimi (GyrA ve
ParC) DNA kesme ve baglama aktivitesine sahiptir, B alt birimi (GyrB ve ParE)
ATPaz aktivitesine sahiptir (61). Gram negatif bakterilerde kinolonlarin ana hedefi
DNA giraz A alt birimi iken, Gram pozitif bakterilerde topoizomeraz IV birincil
hedeftir (1).

H. influenzae’da kinolon direnci ilk olarak 1993'te, kinolon direncine neden olan
bazi spesifik mutasyonlar ise 1996'da tanimlanmistir (8,9). Direng, esas olarak DNA
giraz (gyrA ve gyrB) ve topoizomeraz IV’ (parC ve parE) kodlayan genlerin
kinolon direng belirleyici bolgelerindeki (QRDR) kromozomal nokta mutasyonlara

bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (9,60,61).
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Direncin QRDR genlerinde kademeli olarak artan mutasyonlarla gerceklestigi
gosterilmistir. Ilk basamak mutasyon gyrA geninde meydana gelmekte ve spesifik
mutasyon sayisi arttik¢a kinolon MIK lerinde artis gdzlenmektedir (9,61). gyrA-S84,
D88, parC-G82, D83, S84, E88 ve parE-D420 mutasyonlarinin MIK artist ile iliskili
oldugu bildirilmistir (8,9,59,61,62).

gyrA geninde ilk mutasyonlar goriildiigiinde kinolon MIiK’leri duyarli aralikta
kalabilmektedir. NAL (nalidiksik asit) diski ile tarama; kinolon MiK’leri duyarli
simnirda iken, QRDR genlerinde olusan ilk degisikliklerin saptanmasinda faydalidir
(9,60).

Ayrica; kinolon direngli H. influenzae ve H. parainfluenzae’da PMQR (Plazmid
Aracili Kinolon Direnci) genleri qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac(6')-1b-cr, gepA,
0gXA ve 0QgxB’nin arastirildigi c¢alismalar yapilmistir (60,66,67). Sadece bir

caligmada dort H. parainfluenzae susunda aac(6')-1b-cr saptanmstir (47).

2.5.4. Trimetoprim-Siilfametoksazol Direnci

Sulfametoksazol —| Dihidropteroat ssntaz

| 7.8-dihidropteroat

|
|

| 7.8-dihidrofolat

|?,8-dihjdropterin pirofosfat | + | Para-gminobenzoat (PABA)

NADPH

Trimetoprim _| Dihidrofolat rediiktaz
NADH

| 5,6,7,8-Tetrahidrofolat |

Sekil 2. Trimetoprim ve siilfametoksazoliin etki mekanizmasi (29)

Trimetoprim, dihidrofolatin bir substrat analogudur ve dihidrofolatin dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) tarafindan tetrahidrofolata indirgenmesini  bloke eder.

Stilfametoksazol ise, para-aminobenzoik asidin (PABA) bir substrat analogudur ve
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dihidrofolatin bir oncii bilesigi olan dihidropteroatin {iretiminde yer alan
dihidropteroat sentetaz (DHPS) enzimini bloke eder. Bu bilesiklerin kombinasyon
halinde kullanimi, dihidrofolat iiretimini sinirlar ve dihidrofolattan tetrahidrofolata
dontistimii engeller. Tetrahidrofolat {iretimini inhibe etmek, timin sentezini engeller
ve dolayisiyla DNA replikasyonunu engeller. Insanlar folik asit sentezlemeyip
gerekli folik asiti diyet ile aldigindan, iki bilesik de bakteriyel metabolizmay: selektif
olarak inhibe eder (10). Trimetoprim-siilfametoksazol, normalde 1:5 veya 1:19
oraninda iiretilen trimetoprim ve siilfametoksazolden olusan bakteriyostatik bir
ajandir (27). Tetrahidrofolat sentez ve inhibisyon basamaklar1 Sekil 2’de yer

almaktadir.

Dihidrofolat rediiktaz (DHFR), folA geni (folH, dhfr veya dhf) tarafindan;
dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimi, folP geni tarafindan kodlanmaktadir (27).

Trimetoprim'e direng, DHFR'yi kodlayan genlerin degismesi (dfrA genlerinin
varyantlar) ile trimetoprim ve DHFR arasinda afinite degisikligi yoluyla meydana
gelmektedir (10,70). dfr genleri, sirasiyla dfrA ve dfrB'yi iceren A ve B aileleri
seklinde gruplanmaktadir. dfrA genlerinin bes varyanti (dfrAl, dfrA5, dfrA7, dfrAl12
ve dfrAl7), trimetoprim direncinin yayilmasina aracilik eden integron tarafindan
tasinan genlerdir (70). DHFR'de meydana gelen bu mutasyonlar, dogal substratlarin

afinitesini etkilemeden trimetoprim direncine yol agmaktadir (10).

Siilfametoksazol direnci ise; plazmit kaynakli sull ve sul2 geni ve/veya DHPS’yi
kodlayan ~ kromozomal folP  geninde meydana gelen mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (70,71). sul2 geni genellikle streptomisin diren¢ genleri StrA ve
strB ile baglantilidir ve birlikteligi gozlenebilmektedir (71).

H. influenzae’da esas olarak trimetoprim direncinin dfrAl, siilfametoksazol
direncinin folP genlerinden kaynaklandigi ve folP’ye ek olarak sul2 varliginin direng
seviyelerini artirdig@i disiiniilmektedir (70). folA ve folP genlerinde mutasyon
olmadan sul2 varligi olan SXT duyarli sus raporlanmistir (46).

Ayrica, timidin oksotrofisinin H. influenzae’da SXT direnciyle ilgili oldugu
gosterilmistir. Timidinin urasile dontistliriilmesi timidilat sentaz enzimi ile
gerceklestirilir. Enzimi kodlayan gen, thyA ve enzimin kofaktdorii, tetrahidrofolattir.

Enfekte dokularda gosterildigi gibi, harici timidin mevcutsa, SXT ile tedavi sirasinda
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thyA’da meydana gelen mutasyonlar ile timidin oksotrofisi kazanilarak direng

olusabilmektedir (27,82).
2.5.5. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklinler, ribozomun 30S alt {initesine baglanip aminoagil tRNA’nin ribozoma
baglanmasini  engelleyerek  protein  sentezini  durduran  bakteriyostatik
antibiyotiklerdir (29,72).

Haemophilus tiirlerinde tetrasiklin direncinde; tetB, tetK ve tetM genleri saptanmustir.
tetB ve tetK eflilks pompasi kodlayarak; tetM ise ribozomal koruma proteinlerinin
tiretimi yoluyla bakterilerde dirence sebep olmaktadir (83). H. influenzae ve H.
parainfluenzae’da tetrasiklin direnci, genellikle konjugatif plazmitler {izerinde
bulunan tetB geni tarafindan kodlanmaktadir (10). Ayrica tetM geni, makrolid direng
genleri ile birlikte tetM-MEGA elementinde bulunabilmektedir (46,84).

2.5.6. Kloramfenikol Direnci

Ribozomun 50S alt {nitesinin peptidil transferaz  bolgesine baglanip,
transpeptidasyonu ve peptid zinciri uzamasini1 bozan bakteriyostatik bir antibiyotiktir
(29). Kemik iligini baskilayip aplastik anemiye yol agabildigi i¢in kullanimi1 sinirlidir
(72).

H. influenzae'daki kloramfenikol direnci genellikle cat geni tarafindan kodlanan
kloramfenikol asetiltransferazin (CAT) iretimi ile iliskilidir. cat geni, konjugatif
plazmitler {izerinde tasinmakta ve bu plazmitler siklikla tetrasiklin ve ampisiline
kars1 direnci kodlayan genleri de tasimaktadir. Bu konjugatif plazmitler ayrica

kromozoma dahil olabilir (10).
2.6. Korunma
2.6.1. Dogal Bagisikhik

Dogumdan sonraki ilk ii¢ ay maternal kazanilan PRP antikorlar1 olabileceginden, bu
stire zarfinda bebeklerde H. influenzae enfeksiyonu nadirdir (7,15). Ancak antikor
seviyesi dogumdan sonra diismeye baslamakta ve yaklasik 18 ila 24 aylikken en alt
diizeye ulagmaktadir. Asilanmamis bir ¢ocukta H. influenzae tip b menenjitinin en

yiiksek yas insidansi bu yas aralifinda goriilmektedir. Bagisiklama yapilmasa bile,
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dogal kazanilmis antikorlar nedeniyle, alt1 yastan sonra sistemik hastalik goriilmesi

olagan disidir (7).
2.6.2. Kemoprofilaksi

Invaziv H. influenzae tip b enfeksiyonlu hastalarla yakin temasta olan; gebeler harig
biitiin erigkinler, 48 aydan kiigiik ¢ocuklar ve immiinkompromize ¢ocuklara rifampin

ile profilaksi onerilir (16).
2.6.3. Aktif Bagisiklama

Ik klinik kullanima giren Hib asis1 1985 yilinda ruhsatlandirilmistir ve kapsiiler
polisakkarit icermektedir. Daha sonra asimin etkinligini artirmak i¢in konjuge asilar
gelistirilmistir  (85). Hib konjuge asilar1 ilk olarak 1987'nin  sonunda
ruhsatlandirilmistir ve daha yiiksek antikor titreleri ortaya cikardiklari ve kiigiik
bebeklerde etkili olduklar1 icin polisakkarit asilarin yerini almistir. Konjuge
asilardaki polisakkarit, protein tasiyicilara kovalent olarak baglanmistir ve bu islem
onlar1 T lenfosit bagimsiz antijenlerden T lenfosit bagli antijenlere doniistiirmeyi

saglamaktadir (7).

Konjuge asilarda PRP’yi baglamak igin; tetanoz toksoidi (PRP-T), difteri toksoidi
(PRP-D), N. meningitidis serogrup B dis membran protein kompleksi (PRP-OMPC)
ve mutant bir Corynebacterium diphtheriae susundan elde edilen toksik olmayan bir
difteri toksini (PRP-HbOC) proteinleri kullanilmistir (2). Tasiyici proteinlere
konjuge PRP'den olusan asilar, PRP'ye karsi antikorlari indiikleyerek koruma
saglamaktadir. Konjuge asilarin kullanilmasi ile hem invaziv hastalik hem de

nazofaringeal kolonizasyon azalmaktadir (7).

Bebeklerde kullanim i¢in ruhsatlandirilmis mevcut iki konjuge as1 vardir (7). Bu
asilarla kombine sekilde polivalan asilar da bulunmaktadir (2). Konjuge monovalan

asilar Tablo 12’de verilmistir.
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Tablo 12. Konjuge monovalan Haemophilus influenzae tip b asilar1 (7,20,86)

As1 Ticari isim Tasiyic1 protein Rutin As1 Takvimi
PRP-OMP | PedvaxHIB OMPC 2-4 ay ve 12-15. Ayda
rapel
PRP-T ActHIB Tetanoz toksoidi 2-4-6 ay ve 12-15. ayda
Hiberix

rapel

OMPC, Neisseria meningitidis serogrup B dis membran protein kompleksi.

38




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmaya Alinan Haemophilus spp. izolatlar

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesinde
Haziran 2020-Aralik 2021 tarihleri arasinda c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 96
Haemophilus kokeni ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin ayni hastalik epizodundaki

tekrarlayan ornekleri ¢alismaya dahil edilmedi.

3.2. Klinik Orneklerden Haemophilus spp. Izolasyonu, Saklanmasi ve Stoklarin

Canlandirilmasi

Klinik 6rnekler Gram boyama ile degerlendirildi ve kiiltiir i¢in %5 koyun kanli agar
(BD BBL™, ABD), MacConkey agar (BD BBL™, ABD) ve ¢ikolata agara (BD
BBL™, ABD) ekildi. Gram boyama ile 10x objektifte >25 polimorfoniikleer 16kosit
ve <10 yasst epitel hiicresi goriilen (piiriilan kriteri pozitif) solunum yolu 6rnekleri
calismaya dahil edildi. 37°C’de, CO2’li ortamda (BD GasPak™, ABD), 24-48 saatlik
inkiibasyon sonrasi kanli agarda liremeyip ¢ikolata agarda lireme gosteren koloniler;
Gram boyanma 06zellikleri, koloni morfolojisi, X ve V faktor gereksinimlerine gore
degerlendirildi. Saf kiiltlir halinde elde edilen mikroorganizmalar, tekrar ¢alisilincaya
kadar %10 gliserollii skim milk (BD BBL™, ABD) icerisinde -80°C’de muhafaza
edildi.

3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi
3.3.1. X ve V Faktorleri ile Tanimlama

Cikolata agarda tiremis saf kiiltiirlerden 3 mL SF igerisine yogun inokulum
hazirlandi. Homojen hale getirmek icin vortekslendi. Siispansiyon igerisine steril bir
ekiivyon batirilarak Mueller Hinton II Agar (BD BBL™, ABD) {izerine yaygin ekim
yapildi. X, V ve XV diskleri (Oxo0id™, UK) aralarinda en az 3.5 cm mesafe olacak
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sekilde petriye yerlestirildi. Plagin kapagi kapatilip ters gevrilerek %5 CO2’li

ortamda, 35 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi degerlendirme

yapildi.

Sekil 3. Haemophilus tiirlerinin X ve V faktor ile tanimlanmasi

(sol-H. influenzae, sag-H. parainfluenzae)

3.3.2. MALDI-TOF MS ile Tamimlama

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

Ornek hazirlama ydntemi olarak ‘Genisletilmis Direkt Transfer Yontemi’
kullanildi. Bu yontem asagidaki iglemler yapilarak gergeklestirildi.
Cikolata agarda tiremis olan taze kolonilerden ince bir tabaka halinde target
spotuna stirtildii.

Ornegin iizerine, 1 pl formik asit ¢cdzeltisinden (%70°1ik) damlatildi.

Oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Kuruduktan sonra tizerine 1 pl a-Cyano-4-hdyroxycinnamic acid (HCCA)
matriks ¢ozeltisi (2.5 mg HCCA ve 225 pl Organik Coziicii) damlatildi.
Oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Hazirlanan spotlar analiz icin MALDI Biotyper® sirius (Bruker Daltonics,
Almanya) cihazina yiiklendi.

Tanimlama skoru 1.70 iistii ¢ikan sonuglar kabul edildi. 1.70 alt1 skor olanlar

ve uyumsuz sonuglar tekrarlandi.
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3.3.3. H. influenzae Suslarimin Molekiiler Yontem ile Dogrulanmasi

H. influenzae suslarinin dogrulanmasi igin, BioSpeedy H. influenzae Real-Time PCR
Tespit Kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanildi. Ayrica direng geni ¢alisilan kdkenlerde,
mikroorganizmaya spesifik QRDR ve ftsl genlerinin amplifikasyonundan

faydalanildi.
3.3.3.1. DNA izolasyonu

Calismada, -80°C’de %10 gliserollii skim milk besiyerinde saklanan bakteri stoklari
cikolata agar ilizerinde canlandirildi. Saf kiiltiirlerden GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific™, ABD) kullanilarak iiretici firmanin 6nerileri

dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

1. Ureyen kolonilerden %0.85’lik serum fizyolik (SF) igerisinde ~ 6,6
McFarland (2x10° bakteri hiicresi/mL) bakteri siispansiyonu hazirlandi.

2. Hazirlanan siispansiyondan 1 mL mikrosantrifiij tiipiine alindi. 5000 x g’de
10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi atildu.

3. Pellet 180 uL Digestion Solution igerisinde tekrar siispanse edildi.

4. 20 pL Proteinaz K eklendi. Homojen bir karigim elde etmek i¢in pipetleyerek
karistirildi.

5. Arada vorteksleyerek 56 °C’de ~30 dakika inkiibe edildi.

6. 20 uL RNase A eklendi. Vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi.

7. 200 pL Lysis Solution eklendi. Homojen bir karisim elde edilene kadar ~15
saniye vortekslendi.

8. 400 uL %50 etanol eklendi ve vortekslendi.

9. Hazirlanan lizat, bir toplama tiipline yerlestirilmis GeneJET Genomic DNA
Purification Column igerisine aktarildi. 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipii atildi. GeneJET Genomic DNA Purification Column yeni bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

10. 500 pL Wash Buffer I (etanol eklenmis) eklendi. 8000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipiiniin igindeki atik sivi atildi ve piirifikasyon

kolonu toplama tiipiine geri yerlestirildi.
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11. 500 pL. Wash Buffer II (etanol eklenmis) eklendi. Maksimum hizda (>12000
x g) 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi. GeneJET Genomic DNA
Purification Column steril bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

12. 150 pL Elution Buffer eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. 8000
x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. Piirifikasyon kolonu atildi. Elde edilen DNA kullanilana kadar -20°C’de

saklandi.
3.3.3.2. H. influenzae Tespiti icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

H. influenzae’larin dogrulanmas: i¢in BioSpeedy H. influenzae Real-Time PCR
Tespit Kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanildi. PCR reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi
i¢in iiretici talimatlar1 dogrultusunda Rotor-Gene®Q (Qiagen, Hollanda) sistemi
kullanildi.

1) X ve V faktor gereksinimi olan suglar H. influenzae/H. haemolyticus ayrimi

acisindan Tablo 13’te gdsterilen PCR karigimi hazirlanarak tarandi.

Tablo 13. H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kiti i¢in kullanilan PCR karigimu.

Komponent Voliim (nL)
2X qPCR Mix 5
Hinflu Oligo Mix 2,5
Kalip Niikleik Asit 2,5
Internal kontrol 1
Total reaksiyon hacmi 11

2) Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 14’te tarif edilen kosullarda amplifiye
edildi.

Tablo 14. H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kiti i¢in uygulanan PCR protokolii

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 300 saniye 1
95 10 saniye
55 30 saniye 40
FAM / HEX Okuma
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3) H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kitinin yorumlanmasi i¢in Rotor-

Gene®Q cihazi; “Dynamic Tube” etkin, “Slope Correct” pasif, “Outlier

Removal” 0, esik seviyesi 0,02 olarak ayarlandi. Her siklusta PC (pozitif

reaktif kontrolii), NTC (Negatif kontrol eklenerek, kontaminasyon kontrolii),

NRC (Kalip DNA eklenmeden, kontaminasyon kontrolii) ¢alisildu.

Tablo 15. H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kiti i¢in yorumlama kriterleri

FAM (H. influenzae) HEX (1C) Yorum

PC Ct<38 Gegerli
NTC Ct yok Gegerli
NRC Ct yok Gegerli
Hasta 6rnegi Ct<38 Ct<34 Pozitif
Hasta 6rnegi Ct>38 Ct<34 Negatif

negatif reaksiyon kontrolii.

IC, internal kontrol; PC, pozitif reaktif kontrolii; NTC, negatif template kontrolii; NRC,
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Sekil 4. H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kiti

1 no’lu 6rnek (mor egri): H. influenzae; 105 no’lu 6rnek (sar1 egri): H. influenzae degil (H.

haemolyticus)

3.4. H. influenzae Suslarimin Tip b Antiserum ile Serotiplendirilmesi

H. influenzae olarak tanimlanan kokenler Difco™ Haemophilus Influenzae Antisera

(BD, ABD) ile serotip b acisindan test edildi. Temiz bir lam iizerine, bir damla
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antiserum ve bir 6ze dolusu ¢ikolata agarda iiremis olan kolonilerden aktarilip iyice

karistirildi. Lam bir dakika boyunca dondiiriildii ve agliitinasyon degerlendirildi.
4+ %100 agliitinasyon (arka plan net- hafif puslu)

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

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

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

- Agliitinasyon yok

1 dakika i¢inde 3+ veya daha biiyiik agliitinasyon pozitif sonug olarak kabul edildi.

Sekil 5. Tip b antiserum ile H. influenzae tip b arastirilmasi
(sol-pozitif, sag-negatif)
3.5. Antimikrobiyal Duyarhlk Testi

Kokenlerin beta laktamaz iiretimi nitrosefin hidrolizi ile arastirildi. Antibiyotik
duyarlilik profillerini belirlemek amaciyla disk difiizyon yontemiyle benzilpenisilin,
ampisilin, amoksisilin klavulanat, sefaklor, seftriakson, sefotaksim, sefepim,
meropenem, azitromisin, klaritromisin, nalidiksik asit, siprofloksasin, levofloksasin,
moksifloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin, rifampisin, kloramfenikol
antibiyotikleri ¢alisildi. Bunun yaninda minimum inhibitér konsatrasyonlarinin
(MIK) degerlerinin belirlenmesi igin; sivi mikrodiliisyon ydntemiyle ampisilin,
amoksisilin klavulanat, klaritromisin, siprofloksasin, tetrasiklin ve gradiyent strip test

yontemi ile trimetoprim-siilfametoksazol ¢alisildi.
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Disk difiizyon testi ile sivi mikrodiliisyon/gradiyent strip test sonuglari arasinda
uyumsuzluk olan kokenler igin testler ayni inokulum kullanilarak es zamanli olarak

tekrarlandi.
3.5.1. Beta Laktamaz Varhgmin Gosterilmesi

Kokenlerin beta laktamaz iiretimi Cefinase (BD BBL™, ABD) diski kullanilarak
aragtirildi. Disk, lam iizerine yerlestirilip bir damla saf suyla nemlendirildi. Steril bir
0ze ile koloniler alind1 ve disk yiizeyine siiriildii. Bes dakika bekletildi. Diskin

tizerinde saridan kirmiziya renk degisimi pozitif reaksiyon, renk degisimi olmamasi

negatif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Sekil 6. Sefinaz diski ile beta laktamaz arastirilmasi
(sol-pozitif, sag-negatif)
3.5.2. Disk Difiizyon Testi

Test edilecek bakteriden 0,5 McFarland siispansiyon hazirlanip Mueller Hinton
Fastidious Agar (MH-F) (BD, ABD) iizerine yaygin ekim yapildi. Antibiyotik
diskleri yerlestirildi. %5 CO2’li ortamda 35+1°C’de 18+2 saat inkiibe edildi.
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Sekil 7. Disk diflizyon testi

3.5.3. Gradiyent Strip Test

Test edilecek bakteriden 0,5 McFarland siispansiyon hazirlanip Mueller Hinton
Fastidious Agar (MH-F) (BD, ABD) iizerine yaygmn ekim yapildi. Trimetoprim-
stilfametoksazole (SXT) ait olan gradiyent strip test (E-test Biomeriux, Fransa)
yerlestirildi. %5 CO2’li ortamda 35+1°C’de 18+2 saat inkiibe edildi.
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Sekil 8. Gradient strip test

3.5.4. Sivi Mikrodiliisyon Testi

S1vi mikrodiliisyon yontemi EUCAST o6nerileri dogrultusunda katyon ayarli Mueller-
Hinton Fastidious sivi besiyeri iginde antibiyotiklerin iki kat diliisyonlar
hazirlanarak yapildi. Son inokulum konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak sekilde
bakteri silispansiyonu inokiile edildi. %5 CO2’li ortamda 35+1°C’de 18+2 saat
inkiibasyon sonras1 gozle goriiliir iiremenin durdugu en diisiik antibiyotik

konsantrasyonu minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak belirlendi.
3.5.4.1. %50 Hemolizli At Kami Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

1. Defibrine at kan1 esit miktar deiyonize suyla aseptik olarak sulandirildi.

2. Kan bir gece -20°C’de dondurulup ¢6ziildii. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

3. Santrifiij edildi.

4. %50 hemolizli at kan1 stok ¢ozeltisi boliinerek -20°C’de saklandi. Gerektikce

¢Oziilerek kullanildi.
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3.5.4.2. P-Nicotinamide adenine dinucleotide (B-NAD) Stok Cozeltisinin

Hazirlanmasi

1. Steril deiyonize su igerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde B-
NAD (Sigma-Aldrich, ABD) ¢6zdiiriildi.

2. Cozelti 0.2 pm membran filtreden gegirildi.

3. B-NAD stok ¢ozeltisi boliinerek -20°C’de saklandi. Gerektikge c¢oziilerek
kullanildi.

3.5.4.3. MH-F Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

1. Katyon ayarli Mueller Hinton Broth (MHB) (BD BBL™, ABD) iiretici
talimatina gore distile suyla sulandirilip otoklavlandi. Eklenecek at kami
miktar1 kadar distile su az eklendi.

2. Besiyeri 42-45°C’ye soguyunca litre bagma 100 ml %50 hemolizli at kan1 ve
1 ml B-NAD stok ¢ozeltisi olacak sekilde besiyerine aseptik kosullarda
eklendi ve iyice karigtirild.

3. Hazirlanan MH-F besiyeri +4°C’de saklandi.
3.5.4.4. Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

1. Kaullanilan antibiyotik tozlar1 ve potensleri Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. Caligmada kullanilan antibiyotik tozlari ve potensleri

Antibiyotikler Potens (ng/mg)
Ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) 960
Amoksisilin (Sigma-Aldrich, ABD) >900
Klavulanik asit (Sigma-Aldrich, ABD) -

Klaritromisin (Sigma-Aldrich, ABD) 1000
Siprofloksasin (Sigma-Aldric, ABD) 980

Tetrasiklin (Sigma-Aldrich, ABD) 1000

2. Antibiyotiklerin stok soliisyonlar1 asagidaki formiile gore hazirlandi.

Hacim (mL) = Agirlik (mg) x Potens (pg/mg)
Konsantrasyon (ng/mL)
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3. Antibiyotiklerin stok soliisyonunun hazirlanmasinda ve dillisyonunda

kullanilan ¢6ziicii ve sulandiricilar Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Antibiyotik tozlarinin ¢oziicii ve sulandiricilar

Antibiyotikler Coziicii Sulandirici

Ampisilin Fosfat tamponu, pH 8.0, 0.1 mol/L  Miiller Hinton Broth
Amoksisilin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L  Miiller Hinton Broth
Klavulanik asit ~ Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L ~ Miiller Hinton Broth

Klaritromisin Metanol Miiller Hinton Broth
Siprofloksasin Steril distile su Miiller Hinton Broth
Tetrasiklin Steril distile su Miiller Hinton Broth

4. Ampisilin 1280 pg/mL, amoksisilin klavulanat 1280 pg/mL, siprofloksasin
20 pg/mL, klaritromisin 2560 pg/mL ve tetrasiklin 1280 pg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde stok soliisyonlar hazirlandi.

5. Hazirlanan stok soliisyon 1/10 oranda MHB ile sulandirildi. Nihai
konsantrasyonlar1 ampisilin i¢in 128 pg/mL, amoksisilin klavulanat i¢in 128
ug/mL, siprofloksasin i¢in 2 pg/mL, klaritromisin ig¢in 256 pg/mL ve
tetrasiklin i¢in 128 pg/mL’ye ulasti.

3.5.4.5. Bakteri inokulumu Hazirlanmasi

1. 24 saat inkiibasyon sonrasi ¢ikolata agarda tiiremis kolonilerden 0,5
McFarland standart bulamiklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi. (2x108
CFU/ml)

2. 99 ml SF igerisine 100 pL bakteri siispansiyonundan eklendi. (2x10°
CFU/ml)

3. Hazirlanan bu siispansiyondan 4,5 mL MHB igerisine 0,5 mL eklendi. (2x10°
CFU/mL)

3.5.4.6. Testin Yapilisi

1. Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi.
2. Tiim kuyucuklara 100 pL. MH-F besiyeri eklendi.

3. llk kuyucuga 100 pL antibiyotik stok soliisyonu eklendi.
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10.

1. kuyucuktan 10. kuyucuga kadar antibiyotigin seri diliisyonu yapildi.
Bakteri inokulumundan 11. kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL eklendi.
Her bir izolat i¢in, son kuyucuk inokulum kontrolii (pozitif kontrol, iireme
kontrolii) ve 11. kuyucuk besiyerinin sterilite kontrolii (negatif kontrol)
olarak kullanildi.

H. influenzae ATCC® 49247 susu kalite kontrol amacl kullanildu.

Plaklar 35°C’de 16-20 saat inkiibe edildi.

Uremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyon, o antibiyotik i¢in MIK
olarak kaydedildi. (Sekil 9)

Mikroplakta bulunan antibiyotikler ve diliisyon araliklari Tablo 18’de

verilmistir.

Tablo 18. Mikroplakta bulunan antibiyotikler ve diliisyon araliklar (ug/mL)

Kuyucuk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AMP | 32 | 16 8 4 2 1 05 | 0,25 | 0,125 | 0,06 | NC | PC
AMC | 32 | 16 8 4 2 1 05 | 0,25 | 0,125 | 0,06 | NC | PC
CiP |05|0,25|0,125 | 0,06 | 0,03 | 0,015 | 0,008 | 0,004 | 0,002 | 0,001 | NC | PC
CLR | 64 | 32 16 8 4 2 1 05 | 0250125 | NC | PC
TET | 32 | 16 8 4 2 1 05 | 025 (0,125| 0,06 | NC | PC

AMP:Ampisilin, AMC: Amoksisilin klavulanat, CIP: Siprofloksasin, CLR: Klaritromisin,
TET: Tetrasiklin, PC: Pozitif kontrol (Ureme kontrolii), NC: Negatif kontrol (Besiyeri

kontrolii)
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Sekil 9. Sivi mikrodiliisyon testi

Sari renkli ok ile gosterilen {iremenin olmadig ilk kuyucuk MiK kabul edildi.

3.5.5. Degerlendirme ve Yorum

Antibiyotik duyarlilik testleri degerlendirilirken EUCAST ve CLSI rehberlerinden
yararlanildi. Calismada kullanilan kalite kontrol suslar1 ve klinik sinir degerler i¢in

kullanilan rehberler Tablo 19 ve Tablo 20’de gosterilmistir.

Tablo 19. Calismada kullanilan kalite kontrol suslari

Antibiyotik ad1 Standart Kontrol Susu Yorum
Ampisilin 2pg) | E. faecalis ATCC®29212 | EUCAST QC
R, Tables v. 12.0
Disk t‘;lsft‘ilzy‘m Sefaklor S. pneumoniae ATCC®49619 | CLSI M100-32
Diger Diskler H. influenzae ATCC®49247 | CLSI M100-32
Sm . .
mikrodiliisyon Hepsi H. influenzae ATCC®49247 | CLSI M100-32
testi
Gradiyent strip |  Trimetoprim- H. influenzae ATCC®49247 | CLSI M100-32
test .
siilfametoksazol
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Tablo 20. Klinik sinir degerler i¢in kullanilan rehberler

Antibiyotik ad1 Yorum
Sefaklor CLSI M100-32
Klaritromisin -
Disk difiizyon I ! CLSI M100-32
testi Azitromisin CLSI M100-32
Diger diskler EUCAST v.12.0
Sivi Klaritromisin CLSI M100-32
Mmikrodiliisyon Diger
testi T EUCAST v.12.0
antibiyotikler
Gradiyent strip Trimetoprim- EUCAST v.12.0
test ..
siilfametoksazol

3.6.Molekiiler Yontemler ile Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

Direngli bulunan suglarda beta laktam grubu antibiyotiklere, kinolonlara ve

trimetoprim-siilfametoksazole diren¢ mekanizmalari arastirildi.
3.6.1. DNA izolasyonu

3.3.3.1. numarali béliimde anlatildig gibi GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(Thermo Scientific™, ABD) ile izole edilip -20°C’de saklanan DNA’lar, direng

genlerinin arastirilmasi i¢cin PCR reaksiyonlarinda kalip DNA olarak kullanildi.
3.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
3.6.2.1. Calismada Kullanilan Primer Dizileri

H. influenzae (H. haemolyticus) ve H. parainfluenzae i¢in gyrA, gyrB, parC, parE
gen Dbolgeleri ve blatem, blaros, ftsl, sull, sul2 gen bolgelerinin PCR ile
arastirtlmasinda kullanilan liyofilize haldeki primerler (Metabion, Almanya)
kullanim 6ncesinde niikleaz icermeyen steril dH20 ile sulandirildi. Kullanilan primer

dizileri Tablo 21’de gosterilmistir.
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Tablo 21. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Primer Baz dizisi (5°-3°) Gendeki Amplikon
pozisyonu biiyiikligii
(bp)
TEM-f ACCAGTCACAGAAAAGCATC 312-331
e e | TTATCCGCCTCCATCCAGTS 619-638 %
blases ROB-f TCCCGAAACCCAAAAATACG 360-379 338
ROB-r GATTGCCTGTTGCGTTATTG 678-697
Hi ftsl-f GTTGMACATATCTCYGATGAG 712-732
fil Hi ftsl-r CAGCYGMTTCAGCATCTTGC 1743-1762 101
Hi gyrA-f CCGCCGCGTRYTVTTCT 138-154
ayrA Hi gyrA-r CCATTTGCTAAMAGHGY 496-512 37
Hi gyrB-f GGAAAATCCWRCAGATGC 1095-1112
" Hi gyrB-r AAGCAAYGTACGDATGTG 1522-1539 9
Hi parC-f TGGTTTAAAACCYGTTCA 120-137
parc Hi parC-r AGCRGGTAAATATTGYGG 472-489 370
Hi parE-f GAACGCTTATCATCACGCCA 1003-1022
par Hi parE-r AGCATCBGCDAGAATRCASA 1454-1473 n
Hp gyrA-f | TCGACGTGTGCTTTTCTCCAT 138-158
oA Hp gyrA-r | GTTGCCATCCCYACCGCRATACC 520-542 405
Hp gyrB-f | CCMGCWCTKTCRGARCTTTAY 1258-1278
ove Hp gyrB-r | CCATCWARYGCAAGCATTAAYTC 1681-1703 40
Hp parC-f | TCTGAAYTKGGBTTAAATGCY 160-180
parc Hp parC-r | ACCACGRCCDGTTTCRTACAT 703-722 °03
Hp parE-f | TAGTSAGYGGYCCTGYTYTAC 1172-1192
pare Hp parE-r | AAAGAGBGCRCARAGTARRGT 1498-1518 347
sl sull-f CGGCGTGGGCTACCTGAACG 372-391 133
sull-r GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 785-804
sul2-f GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 220-240
sul2 sul2-r GCGTTTGATACCGGCACCCGT 484-504 285

TEM primeri; TEM B-laktamazi kodlayan bla gen pargasi ¢ogaltildi (87).
ROB primeri; ROB B-laktamazi kodlayan bla gen pargasi ¢ogaltildi (87).
Hi ftsl primeri; dejenere hale getirildi, H. influenzae’nin ftsl geni ¢ogaltildi ve

gendeki mutasyonlar1 saptamak i¢in dizi analizi yapildi (87).
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Hi gyrA, Hi gyrB, Hi parC, Hi parE primerleri; dejenere hale getirildi, H.
influenzae’nin gyrA, gyrB, parC, parE gen parcalari ¢ogaltildi ve kinolon direncine

yol agan mutasyonlar1 saptamak i¢in dizi analizi yapildi (60-62).

Hp gyrA, Hp gyrB, Hp parC, Hp parE primerleri; dejenere hale getirildi, H.
parainfluenzae’nin gyrA, gyrB, parC, parE gen parcalari cogaltildi ve kinolon

direncine yol agan mutasyonlar1 saptamak i¢in dizi analizi yapildi (47,67,88).

sull, sul2 primerleri; siilfonamid direncine yol agan sull ve sul2 diren¢ genleri

cogaltildi (89).
3.6.2.2. PCR Karisimi ve Amplifikasyon Kosullar:

PCR i¢in Hot Start PCR Master Mix (2X) (NucleoGene, Tiirkiye) karigimi ve
Labcycler (SensoQuest, Almanya) cihazi kullanildi. Reaksiyon karigimlart PCR

kabini icerisinde, soguk bloklar kullanilarak hazirlandi.

PCR reaksiyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanmak {izere; TEM susu Prof. Dr.
Biilent Bozdogan’dan saglandi. ROB susu (E. coli pMON401) ise; Prof. Dr. Osman
Birol Ozgiimiis’ten (Dr. George A. Jacoby’den Prof. Dr. Osman Birol Ozgiimiis’e)
saglanmis olup gen bdlgelerini igerdigi dizi analizi ile dogrulanmis kokenlerdi. sull
ve sul2 igin pozitif kontrol kokenleri, bu ¢alismada c¢alisilan orneklerden dizi
analizine gonderilerek elde edildi. H. influenzae QRDR genleri i¢in H. influenzae
ATCC®49247 susu, H. parainfluenzae QRDR genleri i¢in bu c¢alismadaki H.
parainfluenzae suslarindan segilerek pozitif kontroller saglandi. Negatif kontrol

olarak ise reaksiyon karisimlariin hazirlanmasinda kullanilan dH20 kullanildi.

1) Direngli bulunan suslarda ilgili direng genleri Tablo 22 ve 23’te gosterilen

PCR karisimlar1 hazirlanarak arastirildi.
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Tablo 22. sull ve sul2 i¢in kullanilan PCR karisimi

Komponent Voliim (uL)
Master Mix 25
sull-F 1
Primerler sull-R 1
(10 pmol/uL) sul2-F 1
sul2-R 1
DNA 5
Niikleaz igermeyen steril dH20 16
Total reaksiyon hacmi 50

Tablo 23. blatem, blaros, ftsl, gyrA, gyrB, parC ve parE i¢in kullanilan PCR
karigimi

Komponent Voliim (uL)
Master Mix 12,5
Primerler Primer-F 0,5
(10 pmol/uL) Primer-R 0,5
DNA 3
Niikleaz igermeyen steril dH20 8,5
Total reaksiyon hacmi 25

2. Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 24°te tarif edilen kosullarda amplifiye
edildi. Zayif bant gbzlenen durumlarda, PCR iirlinii aym protokolle tekrar
calisildi. sull ve sul2 igin izolatlarin hepsinde PCR reaksiyonu iki kez

gerceklestirildi.

55




Tablo 24. Direng genlerinin amplifikasyonu i¢in uygulanan PCR protokolii

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 3 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma Tm* 45 saniye 37
Uzama 72 1 dakika**
Son uzama 72 7 dakika 1
Bekleme 4 0 1

*Baglanma sicakligi; TEM:55, ROB:55, Hi fts:53, Hi gyrA:38, Hi gyrB:51, Hi parC:48, Hi
parE:51, Hp gyrA:60, Hp gyrB:47, Hp parC:46, Hp parE:50, sull ve sul2:63°C yapildu.

**Hi fts i¢in 70 saniye yapild.

3.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Agaroz jel elektroforezi i¢in %1,5’luk jel hazirlandi. Bu amagla 100 mL 1x
Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu (89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM
EDTA, pH 8.3) igerisinde 1,5 gram agaroz (Sigma, ABD) isitilarak
¢Ozdiriildii.

Agarin 55°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, igerisine etidyum
bromiir soliisyonundan 10 pL eklenerek karigmasi saglandi.

Akigkan haldeki sicak jel, tarakli tepsiye dokiilerek katilagsmasi beklendi.
Katilastiktan sonra yatay elektroforez tankina (Bio-Rad, ABD) tepsi ile
yerlestirildi. Jelin {izerini kaplayacak sekilde 1x TBE tamponu dokiildii ve
jelin igindeki tarak cikarildi.

Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak ilk kuyucuga 5 pL 100bp DNA Ladder
(TransGen Biotech, Cin) yiiklendi.

PCR iiriinlerinden 5 pL alip, 3 pL 6X Loading Buffer (A.B.T.™, Tiirkiye)
ile karistirilip geri kalan kuyucuklara yiiklendi.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra glic kaynaginin elektrotlar1 tanka
baglandi ve 150 V lineer elektrik akiminda 30 dakika boyunca elektroforez
islemi gerceklestirildi.

Elektroforez isleminden sonra, jel goriintileme cihazinda (ChemiDoc MP,

Biorad, ABD) incelendi.
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3.6.4. Dizi Analizi

DNA saflagtirma ve Sanger dizi analizi BM Laboratuvari, Ankara’da yapildi. PCR

tirtinleri; ftsl igin ileri ve geri primerler kullanilarak ¢ift yon, gyrA, gyrB, parC ve

parE i¢in ileri primer kullanilarak tek yonlii dizi analizi gergeklestirildi. Ayrica sull

ve sul2 i¢in PCR ile pozitif bant gézlenen birer sus ve ¢alisma kokenlerinden blatem

PCR ile zayif bant gozlenen {li¢ susun PCR firiinleri ileri primer kullanilarak tek

yonlii dizi analizi yapildi.

3.6.4.1. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

1.

10.
11.

12.

PCR iiriinii saflagtirma islemi i¢in HighPrep™ PCR Clean-up System Kiti
(MAGBIO, ABD) kullanildi. Bunun i¢in asagidaki islemler gergeklestirildi.
PCR firiinleri plaklara aktarildu.

Uzerine PCR reaksiyonu voliimiiniin 1.8 kat1 olacak sekilde 1.8X HighPrep
PCR reaktifi eklenip karistirild.

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Plak, manyetik ayirma cihazinin iizerine yerlestirildi. 2-3 dakika sonra
slipernatant atildu.

Her kuyucuga 200 pl %70 etanol eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye
inkiibe edildi. Siipernatant atild1.

Tekrar 200 pl %70 etanol eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye inkiibe
edildi. Siipernatant atildi.

Oda sicakliginda 3-5 dakika inkiibe edildi.

Plak manyetik ayirma cihazindan ¢ikarildu.

Her kuyuya 40 pl eliisyon tamponu eklendi ve 5 kez pipetaj yapilda.

Plak manyetik ayirma cihazmin {izerine geri yerlestirildi. 1 dakika veya
manyetik boncuklar soliisyondan ayrilana kadar beklendi.

Eluat (temizlenmis siipernatant) yeni bir plaga aktarildi.

3.6.4.2. Sekans PCR

1.

Saflagtirllmig PCR f{iriinleri Hi-Di™ Formamide i¢inde yeniden siispanse
edildi.
Saflagtirilmis PCR {iriinlerinin dongiisel dizileme reaksiyonunda BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bioystems, ABD) kullanildu.
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3. Kullanilan reaktiflerin hacimleri Tablo 25°te gosterilmistir.

Tablo 25. Sekans PCR’da kullanilan reaktifler ve hacimleri

Komponent Voliim (uL)
BigDye® Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 4
Buffer 2
Primer (3.2 uM) 2
Niikleaz igermeyen steril dH20 10
DNA 2
Toplam 20

4. Hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 26°da tarif edilen kosullarda ABI
3730XL (Applied Biosystems, ABD) cihazinda amplifiye edildi.

Tablo 26. Sekans PCR protokolii

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 1 dakika 1
Denatiirasyon 96 10 saniye
Baglanma 50 5 saniye 25
Uzama 60 4 dakika
Bekleme 4 © 1

3.6.4.3. Sekans PCR sonrasi saflastirma

1. Her hasta i¢in kuyucuklara; ‘Sam tm solution’ 45 pL ve X terminator 10 pL
eklendi, karistiricida 1800 rpm’da 20 dk c¢alkalandi.

2. Plak 1000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

3. Saflastirilmis 6rnekler, kapiller sistemli otomatik dizi analizi cihazi olan ABI

3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda sekanslandi.
3.6.4.4. Degerlendirme

Elde edilen diziler; H. influenzae ve H. haemolyticus suslar1 i¢in H. influenzae Rd

KW?20, H. parainfluenzae suslari i¢in H. parainfluenzae T3T1 ile karsilastirilarak
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mutasyonlar arastirildi. Bu amagla Molecular Evolutionary Genetics Analysis

(MEGA) 11 programi (www.megasoftware.net) kullanildi.

sull ve sul2 i¢in elde edilen diziler, NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda bulunan dizilerle BLAST® sekans analiz araci

kullanilarak degerlendirildi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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4. BULGULAR

4.1. Haemophilus spp. izolatlar

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesinde
Haziran 2020-Aralik 2021 tarihleri arasinda izole edilen 95 hastaya ait 96
Haemophilus kokeni ¢alismaya alindi. Bir hastadan farkli epizodlara ait ve farkli

duyarlilik profillerine sahip iki sus ¢alismaya dahil edildi.

Tir dagilimma bakildigi zaman kokenlerin %51°1 H. influenzae, %44.7°si H.
parainfluenzae, %4.1°1 H. haemolyticus’tu. Numune dagilimi incelendiginde; tim
ornekler icerisinde Haemophilus kokenlerinin en fazla izole edildigi 6rnek grubunun
solunum yolu 6rnekleri (%94.7) olusturmaktaydi. Hastalarin cogunu erkek cinsiyetin
(%68.7) ve yetiskin yas grubunun (%89.5) olusturdugu goriildii. Hastalarin yarisi
yatan hastaydi (%50), yatan hastalarin ¢ogunlugu yogun bakim {initelerinde
yatmaktayd1 (%29.1) ve biiylik ¢ogunlugunun ek hastaligi mevcuttu (%90.6). Klinik

orneklere ve hastalara ait bilgiler Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 27. Haemophilus kdkenlerinin izole edildigi hastalar ve rneklerin dagilimi

H. H. H. Toplam

influenzae parainfluenzae haemolyticus  sayi (%)

Klinik Numune 49 43 4 96
Balgam 22 30 4 56 (58.3)
ETA 12 5 - 17 (17.7)
BAL 8 5 - 13 (13.5)
NTA 4 1 - 5(5.2)
Yara 1 2 - 3(3.1)
Plasenta 1 - - 1(2)
Go6z akintist 1 - - 1(2)
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Cinsiyet

Kadin 11 16 3 30 (31.2)
Erkek 38 27 1 66 (68.7)
Yas Grubu
0-6 ay 1 0 0 1(1.0)
6 ay-18 yas 5 4 0 9(9.3)
18-39 7 1 14 (14.5)
40-49 5 10 0 15 (15.6)
50-59 10 9 0 19 (19.7)
60-64 5 2 1 8 (8.3)
>65 yas 16 12 2 30 (31.2)
Klinikler
Yatan Hasta 22 25 1 48 (50.0)
Servis 5 15 - 20 (20.8)
Gogiis hastaliklar - 5 - 5(5.2)
Perinatoloji 1 1 - 2(2)
Enfeksiyon - 2 - 2(2)
Diger* 4 7 11 (11.4)
YBU 17 10 1 28 (29.1)
Dahiliye 4 3 1 8 (8.3)
Anestezi 3 2 - 5(5.2)
Beyin cerrahi 3 2 - 5(5.2)
Néroloji 4 - - 4(4.1)
Gogiis hastaliklart 2 - - 2(2)
Diger* 2 2 - 4 (4.1)
Poliklinik 25 19 3 47 (48.9)
Gogiis hastaliklar 15 14 2 31 (32.2)
Pediatri gogiis hastaliklari 4 2 - 6 (6.2)
Hematoloji KIT 5 1 - 6 (6.2)
Diger* 1 2 1 4 (4.1)
Dis merkez 1 - - 1(2)
Ek Hastahik 44 39 4 87 (90.6)
HT 15 13 2 30 (31.2)
DM 6 13 1 20 (20.8)
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KOAH 9 9 2 20 (20.8)
Bronsektazi 6 6 0 12 (12.5)
Hematolojik CA 5 3 1 9(9.3)
KBY 4 3 1 8 (8.3)
Akciger CA 5 3 0 8 (8.3)
Astim 2 5 0 7(7.2)
Immiin yetmezlik hastalig1 5 2 0 7(7.2)
Otoimmiin hastalik 1 5 1 7(7.2)
Kistik fibrozis 1 2 0 3(3.1)
Ek Hastalik Yok 5 4 0 9(9.3)

*Bir hasta olan klinikler diger olarak alindi.
ETA, endotrakeal aspirat; BAL, bronkoalveolar lavaj; NTA, nazotrakeal aspirat; KiT,

kemil iligi transplantasyonu; YBU, yogum bakim iinitesi; HT, hipertansiyon; DM,
diyabetes mellitus; KOAH, kronik obstriiktif akciger hastaligi; CA, kanser; KBY, kronik
bobrek yetmezligi.

Haemophilus koékenlerinin izolasyonunun mevsimsel dagilimina bakildigi zaman;
ozellikle kis aylarinda artis gosterdigi ve Subat-Mart, Agustos, Kasim-Aralik
aylarinda izole edilen sus sayilarmin pik yaptifi gdzlendi. Izole edilen suslarin

mevsimsel dagilim1 Sekil 10°da gdsterilmistir.

Mevsimsel dagilim
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e H. influenzae H. parainfluenzae H. haemolyticus Toplam

Sekil 10. Haemophilus kdkenlerinin mevsimsel dagilim1

62



Haemophilus suslarinin izole edildigi numunelerin 20’si (%20.8) polimikrobiyaldi.
Bunlarin dordiinde ii¢ etken izole edildi. Bir hastada tiiberkiiloz birlikteligi vardi.
COVID-19 birlikteligi higbir hastada yoktu. Polimikrobiyal o6rneklerdeki

mikroorganizma dagilimi Sekil 11°de verilmistir.

Citrobacter koseri
Enterobacter_ (1)

spp-(1)
K. pneumoniae (2)

S. aureus (6)

E. coli (3)

S. maltophilia (1)
S. pneumoniae (4)

P. aeruginosa (4) M. catarrhalis (1)

Sekil 11. Polimikrobiyal numunelerdeki etkenleri dagilimi

Calisma tasarlanirken onceki yillarda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Unitesinde iiretilen Haemophilus kokenlerinin izolasyon
sayilar1 ve antibiyotik duyarlilik profilleri dikkate alindi. Ancak Tiirkiye’de ilk
COVID-19 vakas1 2020 Mart ayinda goriildiikten sonra gelen solunum yolu 6rnekleri
ve izole edilen Haemophilus kokenlerinde ciddi bir azalma gozlendi. Yeterli izolat
sayisina ulasilamadigi i¢in ¢alismaya 2020 Haziran sonundan 2021 Aralik sonuna
kadar olan siirede izole edilen Haemophilus kokenleri dahil edildi. Ocak 2019-Ekim
2022 tarihleri arasinda izole edilen Haemophilus kokenlerinin degisimi Sekil 12°de

gosterilmistir.
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Sekil 12. Erciyes Universitesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari'nda izole edilen
Haemophilus kdkenlerinin yillar igerisinde degisimi

4.2. Tamimlama Sonug¢lari

Tiim 1zolatlar, XV faktor gereksinimi ve MALDI-TOF MS ile tanimlandi. X ve V
faktor gereksinimi olan suslar, H. influenzae/H. haemolyticus ayrimi yapilmasi i¢in
H. influenzae Real-Time PCR Tespit Kiti ile ¢alisildi. PCR testi altin standart yontem
olarak kabul edildi.

H. influenzae olarak tanimlanan 49 susun; MALDI-TOF MS ile dordii (%8.1), XV
testi ile ikisi (%4) tiir diizeyinde yanlis tanimlandi. H. haemolyticus olarak
tanimlanan dort sus; XV, MALDITOF-MS ve PCR ile uyumlu olarak tanimlandi. H.
parainfluenzae olarak tanimlanan 43 sus ise; XV ve MALDI-TOF MS ile uyumlu
olarak tanimlandi, bu suslarin PCR ile tanimlamasi yapilmadi. Bu yontemlerle elde

edilen tanimlama sonuglar1 Tablo 28°de gosterilmistir.
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Tablo 28. XV Testi, MALDI-TOF MS ve H. influenzae Real-Time PCR Tespit
Kiti’nden elde edilen sonuglar ve suglarin tanimlanmasi

MALDI-TOF MS

PCR XV Yorum
Tanimlama Skor
Sus sayisi
H. influenzae
(n=49)
40 >2.00
. Uyumlu
3 + X+V H. influenzae 1.70-1.99
(n=43)
0 <1.70
2 >2.00 MALDI-TOF MS
1 + X+V  H.parainfluenzae ~ 1.70-1.99 uyumsuz
1 <1.70 (n=4)
1 >2.00
. XV uyumsuz
1 + \% H. influenzae 1.70-1.99
(n=2)
0 <1.70
H. haemolyticus
(n=4)
2 >2.00
. Uyumlu
1 - X+V H. haemolyticus 1.70-1.99
(n=4)
1 <1.70
H. parainfluenzae
(n=43)
30 >2.00
. Uyumlu
12 X \Y/ H. parainfluenzae 1.70-1.99
(n=43)
1 <1.70

4.3. H. influenzae Suslarimin Tip b Antiserum ile Serotiplendirilmesi

H. influenzae olarak tanimlanan 49 izolatin 12’si (%24.4) antiserum ile tip b olarak

bulundu. Hastalara ve numunelere ait bilgiler Tablo 29°da yer almaktadir.
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Tablo 29. Antiserum ile Hib bulunan kokenler ve izole edildigi hasta bilgileri

Ornek Klinik o o
Yas | Cinsiyet Ek bilgi
numarasi numune
1 ETA 62 E SVH + YBU hastasi
Gegirilmis SVH + astim + OSAS+
12 Balgam
55 KBY + HT + Poliklinik hastas1
16 ETA 65 E SVH + YBU hastasi
AC CA + KOAH + KAH +
35 BAL
64 E Poliklinik hastas1
Brongektazi + H. influenzae
41 Balgam
17 K kolonizasyonu + Poliklinik hastas1
HT + orofaringeal ve 6zefageal
47 Balgam
71 K SCC + Servis hastast
HT + Multipl myelom + KiT +
50 Balgam
57 Poliklinik hastasi
54 ETA 51 E KAH + YBU hastasi
HT + Myastenia gravis + YBU
60 ETA
73 E hastas1
50 numaral1 hasta
74 Balgam
57 E Poliklinik hastas1
101 Balgam 7 E Kistik fibrozis + Poliklinik hastasi
110 Goz akmtist | 0 E Preseptal seliilit + Poliklinik hastas1

ETA, endotrakeal aspirat; BAL, bronkoalveolar lavaj; SVH, serebrovaskiiler hastalik;

YBU, yogun bakim iinitesi; OSAS, obstriiktif uyku apnesi sendromu; KBY, kronik bobrek

yetmezligi; HT, hipertansiyon; AC CA, akciger kanseri; KOAH, kronik obstriiktif akciger

hastaligi; KAH, koroner arter hastalig; KiT, kemik iligi transplantasyonu.

4.4. Beta Laktamaz Varhginin Gosterilmesi

Tim izolatlarda sefinaz diski ile beta laktamaz tiretimi arastirildi. Dort H. influenzae,

bes H. parainfluenzae olmak iizere toplam dokuz izolatta (%9,3) beta laktamaz

tretimi saptandi.
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4.5. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi Sonuclar:

Calisma kapsaminda test edilen 96 Haemophilus izolatinin disk difiizyon testine
gore; %46.8’1 ampisiline, %96.8’1 amoksisilin klavulanata, %76’s1 siprofloksasin,
%77’s1 trimetoprim-siilfametoksazole, %61.4’i klaritromisine, %91.6’s1 tetrasikline,
%84.3’ti rifampisine ve %91.6’s1 kloramfenikole duyarli bulundu. Sivi
mikrodiliisyon testine gore; %67.7’si ampisiline, %96.8’si amoksisilin klavulanata,
%79.1°1 siprofloksasine, %78.1°1 klaritromisine ve %92.7’si tetrasikline duyarli
bulundu. Gradiyent strip test sonucuna goére ise; %73.9’u trimetoprim-

stilfametoksazole duyarli bulundu.

Uc veya daha fazla antibiyotik grubuna direncli olan kdkenler ¢oklu ilag direngli
olarak (MDR) kabul edildi. MDR oranlar1 tim kokenlerde, H. influenzae, H.
parainfluenzae ve H. haemolyticus kokenleri igin sirasiyla; %32.2, %18.3, %44.1 ve
%75 olarak bulundu.

Disk diflizyon testi ile sivi mikrodiliisyon/gradiyent strip test sonuglar1 genel olarak
uyumlu olmakla birlikte, ampisilin ve klaritromisine duyarlilik sonuglarinda
yontemler arasi1 farkliliklar go6zlendi. Disk diflizyon testi ile 51 sus, sivi
mikrodiliisyon testi ile 31 sus ampisilin direngli bulundu. Mikrodiliisyon testi ile

direngli bulunan suslarin hepsi disk diflizyon testi ile direngli olarak saptandi.

Antibiyotik duyarhlik testi sonuglar1 Tablo 30 ve Tablo 31°de, MiK50, MIK90
degerleri ve MIK araliklari ise Tablo 32’de gdsterilmistir.
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Tablo 30. Disk diflizyon testine gore duyarlilik sonuglari

H. influenzae H. parainfluenzae H. haemolyticus
S (%) 1 (%) R(%) S (%) 1 (%) R(%) S (%) I (%) R (%)

BP 36.7 - 63.2 9.3 - 90.6 - - 100
AMP 551 - 44.8 37.2 - 62.7 50 - 50
AMC 100 - - 93.0 - 6.9 100 - -
CEC 61.2 2.0 36.7 79.0 4.6 16.2 100 - -
CRO 77.5 - 22.4 39.5 - 60.4 25 - 75
CTX 79.5 - 20.4 44.1 - 55.8 50 - 50
FEP 83.6 - 16.3 48.8 - 51.1 25 - 75
MEM 100 - - 90.6 - 9.3 100 - -
NAL 83.6 - 16.3 65.1 - 34.8 75 - 25
MOX  81.6 - 18.3 44.1 - 55.8 50 - 50
LEV 83.6 - 16.3 65.1 - 34.8 75 - 25
CIP 83.6 - 16.3 65.1 - 34.8 75 - 25
SXT 69.3 2.0 28.5 83.7 2.3 13.9 100 - -
AZT 95.9 - 4.0 86.0 - 13.9 100 - -
CLR 75.5 18.3 6.1 51.1 6.9 41.8 - 75 25
TET 100 - - 81.3 - 18.6 100 - -
RIF 97.9 - 2.0 72.0 - 27.9 50 - 50

C 97.9 - 2.0 86.0 - 13.9 75 - 25

Tablo 31. Sivi mikrodiliisyon/gradiyent strip teste gore duyarlilik sonuglar

H. influenzae H. parainfluenzae H. haemolyticus
S (%) (%) R®) S(%) (%) R®) S (%) 1 (%) R (%)
AMP 71.4 - 28.5 60.4 - 39.5 100 - -
AMC 97.9 - 2.0 95.3 - 4.6 100 - -
CIP 87.7 - 12.2 69.7 - 30.2 75 - 25

SXT 65.3 2.0 32.6 81.3 4.6 13.9 100 - -
CLR 85.7 10.2 4.0 67.4 20.9 11.6 100 - -
TET 100 - - 83.7 - 16.2 100 - -
AMP, ampisilin; AMC, amoksisilin klavulanat; CIP, siprofloksasin; SXT, trimetoprim-

siilfametoksazol; CLR, klaritromisin; TET, tetrasiklin.
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Tablo 32. MiK50, MIK90 ve MIK aralig

H. influenzae H. parainfluenzae
MIK50 MIK90  MiK araligit ~ MIK50 MIK90  MIK araligi
AMP 0,5 4 0,125->32 1 >32 <0,06->32
AMC 0,5 2 <0,06-4 0,5 2 0,125-16
CIP 0,004 0,125 0,002->0,5 0,004 >0,5 0,002->0,5
SXT 0,094 >32 0,004->32 0,016 >32 <0,002->32
CLR 4 16 1-32 8 32 0,25->64
TET 0,5 1 <0,06-2 1 16 0,25->64

AMP, ampisilin; AMC, amoksisilin klavulanat; CIP, siprofloksasin; SXT, trimetoprim-

siilfametoksazol; CLR, klaritromisin; TET, tetrasiklin.

Hib ve Hib dis1 H. influenzae izolatlarinin duyarliliklari karsilastirildigi zaman; Hib
dist1 izolatlarda ¢ogu antibiyotige direng orani daha yiliksek olarak bulundu. Farkli
olarak; amoksisilin klavulanat diren¢li bir izolat Hib kokeniydi ve sefotaksim,
sefepim ve kinolon direng oran1 Hib kokenlerinde daha fazla olarak saptandi. Hib ve
Hib dis1 H. influenzae izolatlarmin duyarliliklarinin karsilastirilmasi Tablo 33’te

verilmistir.

Tablo 33. Hib ve Hib disi H. influenzae izolatlarinin duyarhiliklarinin
karsilastirilmasi

Hib (n=12) Hib dis1 H. influenzae (n=37)
S (%) I (%) R (%) S (%) I (%) R (%)
BP 41.6 - 58.3 351 - 64.8
AMP DD 66.6 - 333 51.3 - 48.6
AMP MD 75.0 - 25.0 70.2 - 29.7
AMC DD 100 - - 100 - -
AMC MD 91.6 - 8.3 100 - -
CEC 66.6 - 333 59.4 2.7 37.8
CRO 83.3 - 16.6 75.6 - 24.3
CTX 75.0 - 25.0 81.0 - 18.9
FEP 83.3 - 16.6 83.7 - 16.2
MEM 100 - - 100 - -
NAL 75.0 - 25.0 86.4 - 135
MOX 75.0 - 25.0 83.7 - 16.2
LEV 75.0 - 25.0 86.4 - 135
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CIP DD 75.0 - 25.0 86.4 - 13.5

CIP MD 75.0 - 25.0 91.8 - 8.1
SXT DD 75.0 - 25.0 67.5 2.7 29.7
SXT E-test 75.0 - 25.0 62.1 2.7 35.1
AZT 100 - - 94.5 - 5.4
CLRDD 83.3 16.6 - 72.9 18.9 8.1
CLR MD 100 - - 81.0 13.5 5.4
TET DD 100 - - 100 - -
TET MD 100 - - 100 - -
RIF 100 - - 97.2 - 2.7
Cc 100 - - 97.2 - 2.7

4.6. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalarinin Belirlenmesi
4.6.1. blatem ve blaros Diren¢ Genlerinin Varhg:

Disk difiizyon testi veya s1vi mikrodiliisyon testi ile ampisiline direngli bulunan 51
sus (22 H. influenzae, 27 H. parainfluenzae, 2 H. haemolyticus) blatem ve blaros
genlerinin varligi agisindan PCR ile tarandi. Bu izolatlarin 12’sinde (5 H. influenzae,
6 H. parainfluenzae, 1 H. haemolyticus) blatem genine ait primerler ile 327 bp
biiyiikliigiinde bant saptandi. Nitrosefin hidrolizi pozitif saptanan dokuz izolatin
tamaminda blatem geni pozitif bulundu. Ayrica; ampisiline direngli, nitrosefin
hidrolizi negatif olan ii¢ izolatta (Hp80, Hi94, Hh97) zayif bant goriildi. PCR
tirlinleri ayn1 protokol ile bir kez daha calisildi ve belirgin bantlar gézlendi. Bu fi¢
izolat, ileri diizey inceleme i¢in dizi analizi yapildi. blatem geni pozitif bulunan 12
izolata ait jel goriintiisii Sekil 13’te verilmistir. izolatlarin hicbirinde PCR ile blaros

genine ait bant goriilmedi.
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wwe PC NC Hp31 Hi32 Hp51 Hi70 Hi73 Hi74 Hp77 Hp80 Hp91 Hi9%4 Hh97 Hp109

-~~~ PR O o N B S S G e S S SR TEM (327 bp)

Sekil 13. PCR ile blatem geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii

PC: Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol

4.6.2. blatem Genlerinin Dizi Analizi Sonuclar:

Nitrosefin hidrolizi pozitif bulunan BLPAR suslarinin (n=9) MIK’i >16 pg/mL ve
disk cap1 6 mm idi. Diger ti¢ izolatin nitrosefin hidrolizi ve direng diizeyleri farkliydi.
Bu izolatlarin bu ¢alismada amplifiye edilen 327 bp’lik kismin dizi analizi TEM-1
geni dizisi ile ayn1 bulundu. Izolatlara ait bilgiler ve dizi analizi sonuglar1 Tablo 34’te

verilmistir.

Tablo 34. blatem geni pozitif BLPAR ve BLPACR suslar

Nitrosefin AMP . AMP TEM PCR TEM dizi
(mm) MIK (pg/mL) analizi
Hp 80 - 14 1 Zayif+ x
Hi 94 ) 13 1 Zayif + *
Hh 97 - 16 05 Zayif+ *
Diger** * 6 16 + Yapilmadi
AMP, ampisilin.

*Bu ¢aligmada kullanilan primerler ile amplifiye edilen 327 bp’lik dizi TEM-1 ile ayn1

bulundu.

**Diger blarem geni pozitif olan kokenler.
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4.6.3. ftsl Gen Mutasyonlari

4.6.3.1. H. influenzae

Ampisilin direngli 22 H. influenzae’nin besinde blatem geni pozitif olarak bulundu.

Bu bes izolatin biri amoksisilin klavulanat direncli oldugu i¢in BLPACR, diger
dordii ise BLPAR olarak simiflandirildi. Geri kalan 17 izolat BLNAR olarak
simiflandirildi. BLNAR ve BLPACR suslarina ftsl gen amplifikasyonu igin PCR

yapildi. iki sus amplifiye edilemedi. Geri kalan 16 izolatin PCR fiiriinleri dizi analizi

yapildi. Mutasyonlar H. influenzae Rd KW20 susu ile karsilastirildi.

BLNAR kokenlerin hepsi zayif BLNAR (grup I ve II), BLPACR kokeni BLPACR

grup I olarak bulundu. Ampisilin MiK’leri; 1-8 pug/mL araligindaydi. Dizi analizi

sonucu saptanan mutasyonlar ve BLNAR, BLPACR siniflandirmasi1 Tablo 35°te yer

almaktadir.

BLNAR

lla
lla
lla
lla
Ib
Ib
lla
llc
Ib
Ib
llc
llc
lla

|

|

BLPACR

Tablo 35. H. influenzae kokenlerinde saptanan ftsl gen mutasyonlart ve
BLNAR/BLPACR siniflamasi
Aminoasit pozisyonlari

350 357 368 377 385 389 437 490 502 511 517 526 530 532 547 554
Rd D S A M S L A G A \Y% R N A T \Y% A
10 N S K | T
11 N S K | T
24 K S
25 E A K |
26 N \Y% K |
35 \Y K |
49 K S |
50 N T K |
61 N | V K |
72 N | E \Y K |
79 N T K |
82 T T K
100 N E K S
107 \Y% H
110 N N | T H S |
74 E K S

Dizi analizi yapilamayan iki izolat tabloda yer almamaktadir.
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4.6.3.2. H. parainfluenzae ve H. haemolyticus

H. parainfluenzae icin ftsl genini g¢ogaltmaya yonelik primer tasarlandi ama
hazirlanan primer ¢alismadi. H. parainfluenzae ve H. haemolyticus igin ftsl genleri

amplifiye edilemedi.

4.7. Beta Laktam Antibiyotiklere Direncte Fenotipik ve Genotipik Test

Sonug¢larinin Yorumlanmasi
4.7.1. Fenotip ve Genotip Sonuc¢larina Gore Simiflandirma

Ampisiline direngli tiim suslarda blatem ve blaros genleri aragtirildi. Ama ftsl gen
mutasyonlart sadece H. influenzae suslarinda bakildi. Bu sebeple, H. influenzae’nin
fenotipik ve genotipik testleri tam olarak yapilmis oldu. H. influenzae ig¢in ampisilin
disk diflizyon testi/sivi mikrodiliisyon testi ile molekiiler test sonuglarinin

karsilastirilmasi ve siniflandirma Tablo 36°da verilmistir.

Tablo 36. H. influenzae kokenlerinin beta laktam antibiyotikler agisindan fenotipik
ve genotipik test sonuglart ve siniflandirilmasi

. . AMP AMC Siniflandirma:
Sus sayist | Nitrosefin DD/MD DD/MD TEM ftsl n (%)
27 - SIS SIS - X BLNAS: 27 (55.1)
3 + R/R SIS + X .
1 R/S SIS + (zayif) X BLPAR: 4 (8.1)
1 R/S SIS - BLNAR I:
1 R/R SIS - RS17H 2
3 R/S SIS - N526K BLI\!AR
3 R/R SIS - lla: 6 BLNAR
2 R/S SIS - N526K BLNAR 17 (34.6)
2 R/R SIS - +A502V Ib: 4 ’ '
1 R/S SIS - N526K BLNAR
2 R/R SIS - +A502T llc: 3
2 R/R SIS - ? BLNAR ?
R517H/ .
1 + R/R S/IR + N526K BLPACR I :1(2.0)

DD, Disk difiizyon testi; MD, Sivi mikrodiliisyon testi; +, Pozitif; -, Negatif; x, Yapilmadi;
?, Yapilamads; S, Duyarli; R, Direncli;

H. parainfluenzae ve H. haemolyticus icin sirasiyla BLNAS, BLPAR, BLNAR,
BLPACR oranlari; %37.2 (n=16), %13.9 (n=6), %41.8 (n=18), %6.9 (n=3) ve %50
(n=2), %25 (n=1), %25 (n=1), %0 (n=0) bulundu.
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4.7.2. H. influenzae’da Ampisilin Agisindan Disk Difiizyon Testi ve Sivi

Mikrodiliisyonun Karsilastirilmasi

MIK degeri >16 pg/mL olan suslarin hepsi disk difiizyonla direngli olarak bulundu
ve TEM pozitifti (gBLPAR). MIK’i 2-8 pg/mL olan suslar disk difiizyonla da
direncli bulundu ve ftsl gen mutasyonlar saptandi (gBLNAR) (iki izolatin dizi
analizi yapilamadi). MiK’i 1 olan suslarmn 2’si disk difiizyonla duyarli bulunurken,
8’1 disk diflizyonla direncli, yani iki yontem ile uyumsuz olarak bulundu. Uyumsuz
bulunan bu 8 izolatta molekiiler olarak diren¢ genleri gosterildi. Bunlarin i¢inde bir
koken blatem PCR ile zayif pozitif bant gézlenen gBLPAR grubundaydi; digerleri
gBLNAR idi. Disk difiizyon testi ve mikrodiliisyon ile ampisilin sonuglarinin

karsilastirilmast Tablo 37°de yapilmastir.

Tablo 37. H. influenzae’da ampisilin i¢in disk difiizyon testi ve sivi mikrodilisyonun
karsilastirilmasi

6
7
8
9
10
11

12
13 3

N RN

14
15 2
16

Disk difiizyon testi (mm)

17 1

18
19
20 1

22
23

1
4
4
21 2 4
4
1
2

<=0.06 @ 0.06 0125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 >32

S1vi mikrodiliisyon testi (ng/mL)

Tablodaki sayilar sus sayilarini1 gostermektedir.

Iki yontemin uyumsuz oldugu sonuglar gri renkte gosterilmistir. Bunlarin i¢inde bir 6rnek
0BLPAR, digerleri gBLNAR olarak siniflandirildi.
74



4.7.3. Beta Laktam Gruplar1 ile Sefaloporinlere Diren¢ Oranlarinin

Karsilastirilmasi

Beta laktam smiflamasinin sefalosporinlerle iliskisi degerlendirildiginde; BLPACR
suslarinda tiim sefalosporinlere direng en yiiksek oranda bulundu. H. influenzae igin;
BLNAR suslarinda sefaklor direnci BLPAR’a gore daha yiiksek oranda bulundu.

Beta laktam sinifina gore sefalosporinlere duyarlilik oranlar1 Tablo 38°d verilmistir.

Tablo 38. Beta laktam sinifina gore sefalosporinlere duyarlilik oranlari

CEC CRO CTX FEP
Suslar (n)
S (%) 1(%) R S R(@®) S R(@®) S(®) R (%)

H. influenzae

BLNAS (27) 96.2 - 3.7 88.8 111 88.8 111 88.1 111
BLNAR (17) 11.7 5.8 82.3 70.5 294 70.5 294 76.4 235

BLPAR (4) 50.0 - 50.0 50.0 50.0 75.0 25.0 75.0 25.0
BLPACR (1) - - 100 - 100 - 100 100 -
H. parainfluenzae

BLNAS (16) 100 - - 62.5 375 75.0 25.0 75.0 25.0
BLNAR (18) 7.7 - 22.2 333 66.6 333 66.6 38.8 61.1

BLPAR (6) 66.6 16.6 16.6 16.6 83.3 16.6 83.3 333 66.6
BLPACR (3) - 333 66.6 - 100 - 100 - 100
H. haemolyticus

BLNAS (2) 100 - - 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0

BLNAR (1) 100 - - - 100 100 - - 100

BLPAR (1) 100 - - - 100 - 100 - 100
BLPACR (0) - - - - - - - - -
Total

BLNAS (45) 97.7 - 2.2 7.7 22.2 82.2 17.7 82.2 17.7

BLNAR (36)  47.2 2.7 500 500 500 527 472 555 444
BLPAR (11) 636 9.0 272 2712 727 363 636 454 545
BLPACR (4) - 250 750 - 100 - 100 250 750

4.8. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalarinin Belirlenmesi
4.8.1. QRDR Gen Mutasyonlari

Disk diflizyon ve/veya sivi mikrodiliisyon ile siprofloksasine direngli bulunan
Haemophilus kdkenlerinin QRDR genleri amplifiye edildi ve dizi analizi yapildi.
Tablo 39’da antibiyotik duyarlilik testi (ADT) sonuglart ve QRDR gen mutasyonlari
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gosterilmistir. Tabloda yer almakta olan ADT yontemleri arasinda uyumsuzluk
bulunan ii¢ sus (Hi25, Hp33, Hp106) calisilan diger kinolon grubu antibiyotiklerin
hepsine (nalidiksik asit, moksifloksasin, levofloksasin) disk difiizyon testi ile direngli

olarak bulundu.

Tablo 39. Kinolon direngli bulunan kokenlere ait antibiyotik duyarlilik testi
sonuclart ve QRDR genlerinde bulunan mutasyonlar

izolat cIP CIP MIK
numaralari Disk (ug/mL) gyrA oyrB parC park
/Yorum
H. influenzae
16 R >0.5/R S84L, D88G - S84l1, N138S D420N
24 R 0.25/R S84L A400V S841 -
25 R 0.03/S - M4991 - -
35 R 05/R E142K - - -
50 R >0.5/R S84L, D88G o S841, N138S D420N
55 R 0.125/R S84L - S841, N138S, D420N, R379L,
G141E K384Q, Q435H
79 R >0.5/R S84L, D88G - S84l1, N138S D420N
H.
parainfluenzae
23 R 0.25/R - - S138T, M198L, A451S, S452P
V205A
33 R 0.015/S S84A E556K, S138T, V205A G457A
M557L
38 R >0.5/R S84F, D88Y - S84F, S138T, -
M198L, V205A
39 R >0.5/R S84F, D88Y - S84F, S138T, -
M198L, V205A
46 R >0.5/R S84F, D88G T474S G82A, S84F, -
V205A
51 R >0.5/R S84F, D88Y, - S84Y, S138T, -
N145D M198L, V205A
64 R >0.5/R S84F, D88Y - S84Y, S138T, G457A
M198L, V205A
7 R 0.125/R - E556K - -
78 R >0.5/R S84F, D88Y - S84Y, S138T, -
M198L, V205A
80 R >0.5/R S84F, D88Y, - S84F, V205A D420N
E153K
86 R 0.125/R D88Y - V205A -
98 R >0.5/R S84F, D88Y - S84F, S138T, -
M198L, V205A
106 R 0.008/S - - M198L, V205A -
108 R >0.5/R S84F, D88Y - S84Y, S138T, -
M198L, V205A
109 R 05/R - - S138T, M198L, -
V205A
H.
haemolyticus
104 R >0.5/R - - N138S -

-, mutasyon bulunmamustir.

Kinolonlarda MIK artis1 ile en ¢ok iliskilendirilen mutasyonlar alt1 ¢izili olarak verilmistir.
Mutasyonlar H. influenzae ve H. haemolyticus i¢in H. influenzae Rd KW20 susu ile; H
parainfluenzae i¢in T3T1 susu ile karsilastirilmustir.
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4.8.2. QRDR Mutasyonlari ile Siprofloksasin MIK’leri Arasindaki Tliski

Bu c¢alismada; daha onceki ¢alismalarda MIK artist ile iliskilendirilen
mutasyonlardan gyrA-S84, D88, parC-S84 ve parE-D420 mutasyonlar1 bulundu. Bu
mutasyonlarin sayisinin artmasi ile MIK degerinin arttig1 gdzlendi. Bu suslarda
bulunan mutasyonlar ile siprofloksasin MIK degerlerinin karsilastirilmas: Sekil 14’te

yer almaktadir.

H. influenzae H. parainfluenzae

3 10
2,5 5 8
7 >
2 2 g ©
& 1,5 o 4
g 1 w2 p ﬂ
< 0,5 1 0 6
0 0 0.015 0.125 205
0.125 0.25 20.5 CIP MK (pug/mL)
CIP MIK (pg/mL)
gyrA (D88)
gyrA (S84)+parC (S84) gyrA (584)
W gyrA (S84)+parC (S84)+park (D420) H gyrA (S84, D88)+parC (584)
W gyrA (S84, D88)+parC (S84)+park (D420) W gyrA (S84, D88)+parC (S84)+parE (D420)

Sekil 14. gyrA-S84, D88; parC-584 ve parE-D420 mutasyonu bulunan suslarda
mutasyon sayist ile siprofloksasin MIK’i arasindaki iligki

4.9. sull ve sul2 Diren¢ Genlerinin Varhgi

Disk diflizyon testi ve/veya gradiyent strip test ile trimetoprim-siilfametoksazol
direngli/orta duyarli bulunan 25 susta sull ve sul2 genleri PCR ile tarandi. Toplam
22 susta sull+sul2 ve bir susta sadece sull geni saptandi, bir susta ise iki gen de
saptanmadi. Bu izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 ve bulunan direng genleri

Tablo 40°ta, baz1 suslara ait jel gorintiisti Sekil 15°te verilmistir.
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Tablo 40. Trimetoprim-siilfametoksazol direngli bulunan kokenlere ait antibiyotik

duyarlilik testi sonuglart ve sull, sul2 PCR sonuglari

fzolat SXT DD SXTMIK SXT MD sull sul2
numarasi (ug/mL)

Hi 11 I 1 I + -
Hi 12 R 15 R + +
Hi 14 S 2 R + +
Hi 16 R 8 R + +
Hp 21 R >32 R - -
Hp 23 R >32 R + +
Hi 24 R >32 R + +
Hi 25 R 8 R + +
Hi 26 S 4 R + +
Hp 33 I 0,75 I + +
Hi 49 R 4 R + +
Hi 50 R 4 R + +
Hi 61 R 4 R + +
Hi 62 R >32 R + +
Hi 63 S 1 | - -
Hi 67 R 8 R + +
Hi 73 R >32 R + +
Hp 76 R 2 R + +
Hi 79 R 8 R + +
Hi 82 R >32 R + +
Hp 86 R >32 R + +
Hp 91 R >32 R + +
Hi 100 R >32 R + +
Hp 106 R >32 R + +
Hi 107 R >32 R + +

DD, disk difiizyon testi; MD, s1vi mikrodiliisyon testi; +, pozitif; -, negatif; S, duyarli; R,

direncli.
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27 49 50 61 62 67

- e sull (433 bp)
sul2 (293 bp)

Sekil 15. sull ve sul2 galisilan bazi suslara ait jel goriintiisii

PC, pozitif kontrol; NC, negatif kontrol.
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5. TARTISMA

Haemophilus spp.; hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda otitis media, siniizit,
pndmoni, menenjit ve bakteriyemi gibi invaziv ve ciddi enfeksiyonlara neden

olabilmektedir. Bu kokenlerde antibiyotik direnci yillar igerisinde artmaktadir.

Bu calismaya Haziran 2020-Aralik 2021 tarihleri arasinda 1,5 yillik stirede Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari’nda izole edilen 96
Haemophilus kokeni dahil edildi. 2020 Mart ayinda Tirkiye’de ilk COVID-19
vakasinin  goriilmesinin ardindan, iilkede pandemi Onlemleri (maske-mesafe
Onlemleri, sokaga c¢ikma yasagi) alinmasi ile birlikte solunum yolu etkenlerinin
bulasinin, hastaneye bagvurularin ve laboratuvara gelen solunum yolu Ornekleri
azalmasinin sonucu olarak izole edilen Haemophilus kokenlerinin sayisinda azalma
ve tir dagiliminda degisim gozlendi. Ayrica Haemophilus spp. toplum kdkenli
pnémoninin sik bilinen bir sebebi iken, bu ¢alismada hastalarin %50°si yatan hasta
(%29.1 YBU hastasi), ileri yasta ve ek hastaligi sahip olan hastalardi. Calisma
sonuglar, COVID-19 pandemisi sirasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari’nda izole edilen Haemophilus kokenlerini

yansitmaktadir.

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) 2018 raporuna gore (90)
invaziv H. influenzae enfeksiyonu erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda erkeklerde goriilme sikligi %47-67.8 arasinda degismekteydi
(19,87,91). Bu ¢alismada da benzer sekilde Haemophilus spp. erkek hastalardan daha
fazla (%68.7) izole edildi.

ECDC’ye gore (90) invaziv H. influenzae vakalarinin aylara gore dagilimi mevsimsel
bir model izlemektedir, en yiiksek olgu sayisi kis aylarinda rapor edilmektedir.
Vakalar Eyliil ayina kadar diismekte, sonrasinda artarak aralik ayinda pik noktaya

ulagmaktadir. Benzer sekilde bu calismada 2021 yili kis aylarinda vakalar artig
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gosterdi, Subat ve Aralik aylarinda pik yapti. Bunlarin disinda agustos ayinda da bir
pik gozlendi.

Gary ve ark. (92) yaptiklar1 ¢alismada Miiller Hinton Agar’da XV testi ile 187 H.
influenzae klinik izolatinin 133" (%71.1) dogru bir sekilde tanimlanmigtir. Dealler
ve ark. (93) balgam kiiltiirlerinden izole edilen 252 Haemophilus siipheli kolonide,
XV testi ile %93,6 duyarlilik bulmuslardir. Tebbutt ve ark. (94) Columbia Agar’da
XV testi ile H. influenzae suslarimin %6’simm H. parainfluenzae olarak yanlis
tanimlandigini bildirmislerdir. Bu calismalarda yanlis tanimlama/
tanimlayamamalarin sebebi olarak; H. influenzae'nin besiyeri iizerinde zayif iiremesi,
diger bakterilerle kontaminasyon, bakteriyel inokulum veya bazal besiyerinde eser
miktarda hemin bulunmasi nedeniyle V faktorii iceren seritler cevresinde ilireme
olmasi gibi sorunlar olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise, 49 H. influenzae
kokeninin 2’si (%4) MHA’da hem X+V hem de V diskleri ¢evresinde tiredi. Geri
kalan 47’si (%95.9) sadece X+V diski ¢evresinde iireyerek dogru tanimlandi. Yanlis
tanimlamanin, besiyeri ya da inokulum icerisinde hemin bulunmasi nedeniyle oldugu
diistintildii. Sadece X+V diski cevresinde {iiremelerin gilivenilir oldugu ve H.
influenzae (veya H. haemolyticus) olarak tanimlanabilecegi ama X+V ve V faktor
cevresinde olan {iremelerin ¢alisma sirasinda ortama hemin dahil olabildiginden

dolay1 yanlis tanimlamaya yol agabilecegi sonucuna varildi.

Bruin ve ark. (95) 244 H. influenzae ve 33 H. hemolyticus ile yaptiklar1 ¢alismada
altin standart yontem olarak MLST kullanildiginda, MALDI-TOF MS'nin uyumunu
%99.6 bulmuslardir. Sadece bir H. haemolyticus izolatini, MALDI-TOF MS H.
influenzae olarak tanimlamistir. Pickering ve ark. (25) MALDI-TOF MS ile H.
influenzae-H. haemolyticus ayrimi1 biiyiik o6lgiide laboratuvarlarda kullanilan
veritabanlarina bagl oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada MALDI-TOF MS ile 4
H. haemolyticus kdkeninin hepsi dogru tanimlandi. Giincel veritabanlar ile H.
influenzae/H. haemolyticus ayrimini MALDI-TOF MS ile dogru bir sekilde

yapilabilecegi sonucuna varildi.

ECDC verilerine gore (90) invaziv hastaliklarda H. influenzae kokenlerinin
serotiplere gore dagilimi1 NTHi>Hif>Hib>Hie>diger seklinde bildirilmis ve Hib orani
%7 olarak verilmistir. Senol ve ark. (96) 2000 yilinda Hib oranin1 %33.3 bulmustur.
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Kirca (19) konvansiyonel serotiplendirme ile kokenlerin %78,9’unu NTHi, % 6,8’ini
Hib olarak tanimlamis; konvansiyonel ve molekiiler testler arasindaki uyumun ise
%74.5 oldugu bildirmistir. Bu ¢alismada, 49 H. influenzae kokeninde konvansiyonel
serotiplendirme ile Hib orani %?24.4 olarak bulundu. Molekiiler serotiplendirme

yapilamadi.

Sader ve ark. (97) 2015-2017 yillar1 arasinda Avrupa, Asya ve Latin Amerika’da
1172 H. influenzae ve 23 H. parainfluenzae ile yaptiklar1 ¢alismada H. influenzae
kokenlerinde ampisiline %27.6, amoksisilin klavulanata %9.1, seftriaksona %2.3,
levofloksasine 9%1.5, tetrasikline %1.4 direng saptamis, meropenem direnci
bulmamiglardir. H. parainfluenzae kdokenlerinde ise; ampisiline, amoksisilin
klavulanata ve meropeneme diren¢ saptamamis, seftriaksona, tetrasikline ve
levofloksasine %4.3 direng bildirmislerdir. Senol ve ark. (96) 2000 yilinda izmir
Gogiis Hastaliklart Hastanesi’nde H. influenzae kokenlerinde ampisiline %46,
sefaklora %12, seftriaksona %2, eritromisine %48, kloramfenikole %13, tetrasikline
%31, trimetoprim-siilfametoksazole %36, siprofloksasine %16 diren¢ bulmuslardir.
Giir ve ark. (98) Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2018-2019 yillar1 arasinda izole edilen 480 H.
influenzae kokeninde ampisiline %16,2 amoksisilin klavulanata %4,8, sefuroksime
%3,7, siprofloksasine %1, tetrasikline 9%6,2, trimetoprim-siilfametoksazole
%30,4,.rifampine %0.2 diren¢ saptamis, piperasilin tazobaktama, sefotaksime,
seftazidime, seftriaksona ve meropeneme direng bulmamiglardir. Kirca (19) H.
influenzae igin duyarli olmama oranlar;; ampisiline %19.5, sefotaksime %2,
Klaritromisine %24.7, kloramfenikole %4.7, tetrasikline %53.3, trimetoprim-
stilfametoksazole %31.9, siprofloksasin/moksifloksasine %35.2 olarak bildirmistir.
Kuvat (91) 2009-2011 yillar1 arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi'nden klinik
orneklerden izole edilen 235 H. influenzae kokeninde direng oranlarini; ampisiline
%11, sefaklora %4.2, meropeneme %0.8, nalidiksik aside %0.4, trimetoprim-
siilfametoksazole %24.2, klaritromisine %3.4, kloramfenikole %0.8 olarak bulmus
ve amoksisilin klavulanat, seftriakson, sefotaksim, azitromisin, siprofloksasin,

levofloksasine direngli sus saptamamastir.

Bu c¢alismanin yapildigi merkez olan Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Kili¢ ve ark. (99) 2011-2012 yillar1 arasinda 92 H.
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influenzae izole etmis ve bu kokenlerde ampisiline %4,3, amoksisilin klavulanata
%1,1, trimetoprim-siilfametoksazole %22,8 diren¢ bulmustur. Ayn1 merkezde 2019
yilinda izole edilen Haemophilus spp.’nin direng oranlari; amoksisilin klavulanata
%1.2, seftriaksona %23.7, trimetoprim-siilfametoksazole %33.7, kinolona %18.3 idi

(yayinlanmamuis veriler).

Calisma kapsaminda test edilen 96 Haemophilus izolatinin disk difiizyon testine gore
duyarli olmama (I+R) oranlari; ampisiline %53.1, amoksisilin klavulanata %3.1,
sefaklora %29.1, seftriaksona %41.6, sefotaksime %37.5, sefepime %34.3,
meropeneme %4.1, moksifloksasine %36.4, levofloksasine ve siprofloksasine %23.9,
trimetoprim-siilfametoksazole %20.8, azitromisine %8.3, klaritromisine %38.5,
tetrasikline %8.3, rifampisine %15.6 ve kloramfenikole %8.3 olarak bulundu. Bu
calisma sonuglart hem diger merkezlerle ve hem de ayni hastanenin Onceki
yillarindan elde edilen verilerle kiyaslandiginda; genellikle bu ¢aligma kokenlerinde
trimetoprim-siilfametoksazol disindaki antibiyotiklere direng daha yiiksek oranda
gozlendi. Kirca (19) tetrasiklin direncini daha yiiksek oranda bulmustu. Antibiyotik
direng¢ oranlari; ileri yas ve yatan hastalarin fazla olmasi, bu hastalarda ek
hastaliklarin ve genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin fazla olmasina baglandi.
Ayrica CDC verilerine gore (100) Mart-Ekim 2020 arasinda COVID-19 ile
hastaneye kaldirilan hastalarin neredeyse %80'1 antibiyotik tedavisi aldi. Ayaktan
hastalarda antibiyotik kullanimi diiserken hastaneye yatirilan hastalarda azitromisin
ve seftriakson kullanimi fazlaydi. Bu durumun da antibiyotik direnci tizerinde etkisi

olabilecegi diisiiniildii.

Reig ve ark. (101) ampisilin direngli 110 H. influenzae ile yaptiklari ¢alismada 110
sus incelemis; bunlarin 105’inde nitrosefin hidrolizi (duyarliligir %97.2) saptamus,
108’inde hibridizasyon yontemi ile TEM-1 geni tanimlamiglardir. Enzim {iretimi
diisiik oldugunda nitrosefin hidrolizinin bunu tespit edememesine (yalanci negatif)
ragmen beta laktamaz {iretimi i¢in giivenilir bir test oldugunu raporlamislardir.
Andrzejczuk ve ark. (36) H. parainfluenzae kokenlerinde PCR ile karsilastirilarak
nitrosefin testinin %52.25 duyarliligi oldugunu bulmuslardir. Tinguely ve ark. (42)
blaTem-1 tasiyan bir H. parainfluenzae’nin nitrosefin testine gére (hem sefinaz diski
hem de nitrosefine karsi hidrolitik aktivite ile) beta laktamaz negatif bulmuslardir.

Bu calismada blatem geni pozitif bulunan 12 Haemophilus kokeninin 3’tinde
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nitrosefin hidrolizi negatif olarak bulundu. Sefinaz diskinin duyarliligi %75 olarak
bulundu. Bu sonuglar, nitrosefin hidrolizi negatif izolatlarin beta laktamaz iireticisi
olabilecegini ve nitrosefin hidrolizi baz alinarak tedavi baslanmamasi gerektigini

gostermektedir.

H. influenzae'da beta laktam antibiyotiklere direng cogunlukla B-laktamazlarin
varligindan kaynaklanmaktadir. BLNAR suslar1 6zellikle Japonya ve Fransa'da
yaygin olarak saptanmaktadir (102). H. influenzae'larda TEM-1 ve ROB-1 beta
laktamazlarinin  kiiresel dagilimimi belirlemek amaciyla yapilan PROTEKT
caligmasinin ilk 4 yilinda (1999-2003) beta laktamaz pozitifligi genel olarak %15
olup, iilkelere gore biiyiik farkliliklar gdstermistir (birkag iilkede <%35, Tayvan'da
%67,9). TEM-1 ve ROB-1 prevalanslar1 sirasiyla %93.7 ve %4.6 olup, neredeyse
tim ROB-1 izolatlari1 Kuzey Amerika’da bulunmustu. Tiirkiye’de beta laktamaz
orant %5.4 olup, hepsi blatem-1 olarak tanimlanmusti (35). Tiirkiye verileri
incelendiginde Kuvat (91) %8 BLPAR (blatem-1t), %2.9 BLNAR.olarak; Giir ve
ark. (98) % 7.9 BLNAR, % 8.3’i BLPAR, % 1.9’u ise BLPACR olarak; Okulu (87)
%19.6 zay1f BLNAR, %]1.7 BLPAR (blatem-1t) olarak tanimlamistir. Bu ¢aligmada
kokenler  beta  laktam  antibiyotiklere  diren¢  mekanizmalarma  gore
degerlendirildiginde; H. influenzae icin %34.6 BLNAR, %8.1 BLPAR, %2
BLPACR; H. parainfluenzae i¢in %41.8 BLNAR, %13.9 BLPAR, %6.9 BLPACR
ve H. haemolyticus i¢in %25 BLPAR ve %25 BLNAR olarak bulundu. Okulu’nun
(87) verilerine benzer sekilde H. influenzae ve H. parainfluenzae kokenlerinde beta
laktam antibiyotiklere ana direng mekanizmasi ftsl gen mutasyonlar1 sonucu olugan
PBP3 degisimleriydi ve diger caligmalara benzer sekilde beta laktamaz iireten

kokenlerin hepsinde blatem-1 geni saptandi.

Sendergaard ve ark. (28) TEM-1 ve ROB-1 beta laktamazlarin ampisilin ve diger
aminopenisilinlere kars1 yliksek diizeyde direng sagladigini, ancak bunlarin {igiincii
kusak sefalosporinleri 6nemli diizeyde par¢alayamadiklarini bildirmislerdir. TEM-15
beta-laktamaz iretiminin, hem H. influenzae hem de H. parainfluenzae’da
sefotaksim direncine yol a¢tigin1 ve nitrosefin hidrolizi agisindan, TEM-15'in TEM-
I'e kiyasla daha az verimli bir enzim oldugunu gostermislerdir. Tristram ve ark.
(103) genislemis spektrumlu beta laktamazlar (ESBL) TEM-3, TEM-4 ve TEM-5’in

laboratuvarda Rd susunda sefotaksim direnci sagladigi gostermistir. Tristram ve ark.
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(10) TEM tipi ESBL’nin H. influenzae'da ortaya ¢ikmis olabilecegini, ancak
metodoloji ve yorumlama kriterleri ile ilgili sorunlar nedeniyle tespit edilmemis
olmalarinin miimkiin oldugunu ve BLNAR veya BLPACR susu olarak yorumlanmis
olabileceklerini diistinmiislerdir. Klinik H. parainfluenzae kokenlerinde TEM-15
saptanmistir ama H. influenzae suslarinda ESBL TEM genleri tanimlanmamaistir. Bu
calismada blaTtem geni saptanan 12 susun 3’iiniin profili farkliydi (nitrosefin hidrolizi
negatif, ampisilin i¢in diisiik MIK degeri ve TEM PCR ile zayif bant). Bu ii¢c kokenin
ikisi sefotaksime direngliydi. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ile TEM
tipini ayirt etmek miimkiin olmamaktaydi. Bu kokenlerde TEM geninin, TEM-1 dis1
bir beta laktamaz olabilecegi veya zayif ekspresyona sahip TEM-1 geni olabilecegi
diigiiniildi. Son yillarda, H. parainfluenzae kokenlerinde TEM-1 dist TEM genleri
tanimlandigi i¢in, diger Haemophilus tiirlerinde de bu tanimlamanin yapilabilmesi
amaciyla saptanan TEM genlerinin TEM-1 olarak kabul edilmemesi ve dizi analizi

ile tipinin ayirt edilmesi gerektigi sonucuna varildi.

EUCAST ‘Haemophilus influenzae calibration of zone diameter breakpoints to MIC
values v.7.0° dokiimanmna gére BLNAS, BLPAR, BLPACR suslarinin ADT
sonugclari; disk diflizyon testi ve sivi mikrodiliisyon ile uyumlu bulunurken, BLNAR
suslarinda klinik sinir degere yakin MIK’e sahip izolatlar arasinda uyumsuzluklar
raporlanmistir. EUCAST epidemiyolojik sinir deger (ECOFF) dagilim veritaban
(104) incelendiginde ise; H. influenzae kdkenlerinde ampisilin ECOFF MIK degeri 1
ug/mL olarak, gliven aralig1 ise 0.5-1 pg/mL arasinda verilmistir. Bu ¢alismada; H.
influenzae i¢in ampisilin disk diflizyon/mikrodiliisyon sonuglari ve direng
mekanizmalar1 degerlendirildigi zaman bu verilerle uyumlu sonuglar bulundu.
Ampisilin MIK degeri >2 ve <0.5 pug/mL olan suslarda ADT yontemleri ve direng
mekanizmalar1 arasinda tam uyum varken MIK’i 1 pg/mL (duyarl) olan kdkenler
disk difiizyon testine gére duyarl ve direncli kokenleri barindiriyordu. Iki yontemle
uyumsuz saptanan 8 kokende molekiiler olarak diren¢ genleri (1’i BLPAR, 7’si
BLNAR) saptandi. Buna gore; disk diflizyon testinin direnci daha iyi saptadigi,
BLNAR ve zayif eksprese olan blatem genine sahip BLPAR kokenleri de
saptayabildigi sonucuna varildi. EUCAST tarafindan mikrodiliisyon i¢in belirlenmis

olan klinik sinir degerin (1 pg/mL) duyarli-direncli ayrimin1 yapmakta sinirlt kaldig
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ve 1 pg/mL araliginin teknik belirsizlik alant (ATU) igerisinde degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna varildi.

Tristram ve ark. (10) sefaklor direncinin bir BLNAR susu i¢in ampisilin direncinden
daha 1iyi bir goOsterge olabilecegi, sefuroksimin BLNAR suslarimi taramada
kullanildigr ile ilgili bilgiler vermislerdir. Bu ¢alismada beta laktam siniflamasinin
sefalosporinlerle  iligskisi ~ degerlendirildiginde; BLPACR  suslarinda  tiim
sefalosporinlere direng en yiiksek oranda bulundu. H. influenzae i¢in; gBLNAR
suslarinda sefaklor direnci %88.2 idi. Bu c¢alismada tarama olarak ampisilin
kullanilmis olup; sefaklor, ampisilinin saptadigi BLNAR suslarinin bazilarini
yakalayamamistir. Sefaklor direnci H. influenzae’da gBLNAR suslari i¢in iyi bir
gosterge olmakla birlikte, ampisilin direncinin beta laktam antibiyotiklere direncin

taramasinda daha iyi bir gdsterge oldugu sonucuna varildi.

Matic ve ark. (105) ampisilin ve amoksisilin klavulanat direngli iki BLPACR ve iki
BLNAR susundan ftsl gen driinlerini H. influenzae Rd suslarina transforme
ettiklerinde transformantlarda yiiksek amoksisilin klavulanat MiK’i gdzlemislerdir.
Bu sebeple aynt mutasyona sahip BLNAR/BLPACR suslar1 arasinda, BLPACR
susundaki amoksisilin/klavulanat direncinin PBP3 mutasyonlarindan kaynaklandigi
sonucuna varmiglardir. Tristram ve ark. (10) BLPACR suslari, ayni PBP3
mutasyonlarima sahip BLNAR suglart ile karsilagtirildiginda, ¢ok daha yiiksek
ampisilin MiK'lerine (0,5-64 pg/ml) sahip olup amoksisilin klavulanat ve
sefalosporin  MIK'lerinin ayni oldugunu ve beta laktamazin dirence katkismnin

ampisilin ile sinirli oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada H. influenzae kokenleri arasinda bir BLPACR susu (Hi74) tanimlandi.
Ampisiline (MIK: >32 pg/mL), amoksisilin klavulanata, sefaklora, seftriaksona,
sefotaksime direncli; sefepim ve meropeneme duyarli olarak bulundu. Aymi ftsl
mutasyonuna sahip BLNAR susu (Hi24) ise; ampisiline (MIK: 2 pg/mL) ve
sefaklora direngli olup seftriaksona, sefotaksime, sefepime ve meropeneme
duyarliydi. BLPACR susu, aynt mutasyonlu BLNAR’dan farkli olarak; ampisilin
MIK degeri daha yiiksek olmakla birlikte, ayn1 zamanda amoksisilin klavulanata ve

ticlincii kusak sefalosporinlere de direncliydi.
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Nalidiksik asit, siprofloksasin ve levofloksasine duyarli 7 kdkende (1 H. influenzae,
6 H. parainfluenzae) tek basina moksifloksasin direnci saptandi (Disk difiizyon
testleri yapilirken, kalite kontrol suslar1 her ¢alismaya dahil edildi ve bu kokenler
tekrar test edildiginde de aymi sonuglar elde edildi). Literatiir arastirildiginda daha
once tek basma moksifloksasin direnci saptanmamistir. Calismada saptanan
kokenlerin sivi  mikrodiliisyon testi ile dogrulanmasi ve diren¢ genlerinin

arastirilmasi gerekmektedir.

Georgiou ve ark. (8) “gyrA-S84/Y, D88N/Y ve parC-S841, E88K” mutasyonlarinin;
Cherkaoui ve ark. (59) “gyrA-S84, D88, parC-S84 ve parE-D420” mutasyonlarinin;
Puig ve ark. (9) “gyrA-S84, D88 ve/veya parC-S84, E88” mutasyonlarinin; Shoji ve
ark. (61) “gyrA-S84, D88 ve parC-G82, S84, E88” mutasyonlarinin; Davies ve ark.
(62) “gyrA-S84, D88 ve parC-D83, S84, E88” mutasyonlarmin MIK’le iliskili
oldugunu bildirmislerdir.

Puig ve ark. (9) H. influenzae igin gyrA’da tek mutasyon veya gyrA+parC’de
mutasyon olan suslarin siprofloksasin MIK ’lerini 0.12-2 pg/ml; gyrA+parC+parE'de
3-4 mutasyon olanlarin 8-16 pg/ml olarak bulmuslardir. Shoji ve ark. (61) 1-2
mutasyon olanlarda siprofloksasin/levofloksasin MiK'lerini 0.12-2 pg/ml, 3-4
mutasyon olanlarda 4-16 ug/ml olarak bulmuslardir. Davies ve ark. (62) ise diisiik
seviyeli direncin gyrA'da (Ser84 veya Asp88) bir mutasyonla iliskili oldugunu,
yiksek seviyeli direncin parC'de (Asp83, Ser84 veya Glu88) ek bir mutasyonla
iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada suslar, daha onceki calismalarda MiK
artigt ile iliskilendirilen gyrA-S84, D88, parC-G82, D83, S84, E88 ve parE-D420
mutasyonlarinin varligi ve bu mutasyonlarm sayisinin siprofloksasin MiK’ine olan
etkileri acisindan degerlendirildi. H. influenzae suslarinda dort mutasyon >0.5
ug/mL, i¢ mutasyon 0.125 pg/mL, iki mutasyon 0.25 pg/mL; H. parainfluenzae
suslarinda ise 3-4 mutasyon >0.5 pg/mL, 1 mutasyon varligr 0.015-0.125 pg/mL
MIK ile sonuglandi. Mutasyon sayist daha fazla olan suslarda MIK degerinin daha
yiiksek oldugu gozlendi.

Hi35 susunda gyrA-E142K, Hi25 susunda gyrB-M4991 ve Hp77 susunda gyrB-
E556K bu kokenlerde saptanan tek mutasyondu. Shoji ve ark. (61) E142K

mutasyonunu daha 6nce duyarli suslarda da gostermis, ES56K ve M4991 mutasyonu
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ise daha once tanimlanmamistir. Bilindigi kadariyla bu ¢alismada H. influenzae’da
gyrB-M4991, parC-G141E, parE-R379L, K384Q, Q435H mutasyonlar;; H.
parainfluenzae’da gyrA-N145D, E153K, gyrB-E556K, M557L, T474S, parC-G82A,
parE- S452P mutasyonlar ilk kez tanimlandi. Bununla birlikte bu mutasyonlarin
direncteki rollerinin kanitlanmasi i¢in diger kinolon diren¢ mekanizmalarinin mevcut
olmadiginin gosterilmesi ve genetik transformasyon deneylerinin yapilmasinin

gerekliligi s6z konusudur.

Enne ve ark. (71) 2002 yilinda H. influenzae’da siilfonamid direng mekanizmalarini
ilk kez tamimlamistir ve klinik izolatlarin sekizinde sul2 genini géstermislerdir.
llerleyen yillarda Mohd-Zain ve ark. (70) H. influenzae’da, Sierrra ve ark. (46) H.
parainfluenzae’da, Diricks ve ark. (4) H. haemolyticus’ta sul2 geni varligini
tamimlamuglardir. sul2 geninin dirence katkisi net olmamakla birlikte, direngte esas
mekanizma olmayip, var olan direng seviyesini artirdigi diigiiniilmektedir. Diger
diren¢ mekanizmalar1 olmadan tek basima varligi duyarh suslarda da raporlanmigtir
(46,70). Bu galismada SXT direngli Hameophilus kokenlerinde sull ve sul2 genleri
aragtirildiginda; bir H. influenzae’da sull, 16 H. influenzae ve 6 H. parainfluenzae’da
sull+sul2 saptandi. Direngli kdkenlerde ek olarak folA ve folP gen mutasyonlari ve
duyarli suslarda sul genlerinin varhigi arastirilmadigi i¢in, genlerin dirence olan
katkilar1 ile 1ilgili yorum yapmak miimkiin olmayacaktir. Ancak literatiir
arastirildiginda Haemophilus kokenlerinde sull geni ve sull+sul2 genlerinin
birlikteligi ilk kez bu galigmada saptandi. Bu yoniiyle SXT direncinde sul genlerinin
rolii ile iligkisini degerlendiren calisma sayisinin artirilmasi gerekliligi sonucuna

varildi.

88



6. SONUCLAR

. Calisma kokenleri COVID-19 pandemisi sirasinda izole edilen Haemophilus
spp.’yi temsil etmektedir. Bu nedenle izole edilen koken sayisi, hasta ve tiir
dagilimi, antibiyotik duyarlilik oranlar1 ayni merkezin pandemi oncesi
sonuglarindan farkl olarak g6zlendi.

. XV faktor gereksinimi ile H. influenzae olarak tanimlanan kokenlerin bir
kismi  H. haemolyticus olabilmektedir. MALDI-TOF MS, rutin
laboratuvarlarda bu ayrimin yapilabilmesi i¢in uygun bir yontem olarak
goriilmektedir. H. haemolyticus kokenlerinin enfeksiyon hastaliklarinda etken
olarak roliiniin degerlendirilmesi gerekmektedir.

. Hib oran1 konvansiyonel yontemlerle %?24.4 olarak bulundu. Molekiiler
serotiplendirme yapilamamasi bu ¢alismanin kisithiliklarindandir.

Calisma kapsaminda test edilen 96 Haemophilus izolatinin disk difiizyon
testine gore duyarli olmama (I+R) oranlari; ampisiline %53.1, amoksisilin
klavulanata %3.1, sefaklora %29.1, seftriaksona %41.6, sefotaksime %37.5,
sefepime %34.3, meropeneme %4.1, moksifloksasine %36.4, levofloksasine
ve siprofloksasine %23.9, trimetoprim-siilfametoksazole %20.8, azitromisine
%8.3, Klaritromisine %38.5, tetrasikline %8.3, rifampisine %15.6 ve
kloramfenikole %38.3 olarak bulundu. Bu c¢alisma sonucglari hem diger
merkezlerle ve hem de ayni hastanenin oOnceki yillarindan elde edilen
verilerle kiyaslandiginda; genellikle bu c¢alisma kokenlerinde trimetoprim-
siilfametoksazol disindaki antibiyotiklere diren¢ daha yiiksek oranda
gozlendi. Bu durum; ileri yas ve yatan hastalarin fazla olmasi, bu hastalarda
ek hastaliklarin ve genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin fazla olmasina

bagland.
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10.

11.

12.

Beta laktamaz  tespitinde; nitrosefin  hidrolizinin  molekiiler ile
karsilastirildiginda duyarliligt %75 olarak bulundu. Beta laktamaz fenotipik
yontemler ile saptanamayabilmektedir, molekiiler yontemler ile tanimlanmasi
gerekmektedir. Sefinaz diski sonucuna gore tedavi baslanmamasi1 gerektigi,
duyarlilik test sonuglarina ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varildi.

H. influenzae i¢in ampisilin direncini saptamada MIiK 1 pg/mL degerinin,
duyarli ve direngli kokenleri barindirdigi, teknik belirsiz alan olarak
degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varildu.

Bu ¢alismada beta laktam antibiyotiklere ana diren¢ mekanizmasi olarak ftsl
gen mutasyonlar1 sonucu olusan PBP3 degisiklikleri saptandi. Daha az olarak
TEM tipi beta laktamazlar saptandi. ROB tipi beta laktamaz saptanmadi.

Bu ¢alismada ftsl gen mutasyonlar1 sadece H. influenzae kokenleri igin
arastirtlabildi. H. parainfluenzae ve H. haemolyticus kokenleri i¢in BLNAR
ve BLPACR siniflamalari sadece fenotipik olarak yapildi. Bu durum,
calismanin kisitliliklarindandir.

Daha 6nceki calismalarda MIK artis1 ile iliskilendirilen gyrA-S84, D88,
parC-G82, D83, S84, E88 ve parE-D420 mutasyonlarmin sayis1 ile MIK
degerinin dogru orantili olarak arttig1 gézlendi.

H. influenzae’da gyrA-E142K, gyrB-M499I ve H. parainfluenzae’da gyrB-
E556K bu kokenlerde saptanan tek mutasyondu. Direncgteki rollerinin
netlesmesi i¢in; bu kokenlerde diger direng mekanizmalarinin olmadiginin
gosterilmesi, genetik transformasyon deneyleri ile diren¢ olusturduklarinin
gosterilmesi ve daha ¢ok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bilindigi kadartyla bu ¢alismada H. influenzae’da gyrB-M499I, parC-G141E,
parE-R379L, K384Q, Q435H mutasyonlar;; H. parainfluenzae’da gyrA-
N145D, E153K, gyrB-E556K, M557L, T474S, parC-G82A, parE- S452P
mutasyonlart ilk kez tamimlandi. Bu mutasyonlarin direncgteki rollerinin
belirlenmesi i¢in daha fazla kanita ihtiya¢ bulunmaktadir.

Haemophilus kokenlerinde sull geni ve sull+sul2 genlerinin birlikteligi ilk
kez bu ¢alismada saptandi. Bu yoniiyle SXT direncinde sul genlerinin rolii ile
iliskisini degerlendiren ¢alisma sayisinin artirilmasi gerekliligi sonucuna

varildi.
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