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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Ulkemizde Haemophilus influenzae (H. influenzae) infeksiyonlar1 incelendiginde
menenyjit, rinit, orta kulak iltithabi, konjunktivit, pndmoni ve kronik obstriiktif akciger hastalig1
(KOAH) ataklarinda sik rastlanan etkenler arasinda yer aldig1 goriilmektedir (1). Haemophilus
influenzae infeksiyonlarmnin ilk tedavi segenegi ampisilindir. Giiniimiizde ise ampisiline % 5-
50 oraninda direng bildirilmektedir. Bu direncin mekanizmasi, genellikle plazmid aracilig: ile
B-laktamaz enzimi tiretimine baghdir. Haemophilus influenzae’da ampisilin direncinin
Escherichia coli’den bir plazmid yoluyla gectigi anlasilmistir. Ampisilin direnci ilk olarak
1974’te Almanya’da saptanmustir (2). Ampisilin direncinden, genellikle TEM-1 ya da daha az
siklikta ROB-1 beta-laktamaz varliginin sorumlu oldugu gosterilmistir (3). Amerika’da da
1974’te ampisilin direnci bildirilmistir. Amerika’da B-laktamaz tireten kokenlerin sikligi;
1983-1984’te % 15,2, 1994-1995’te % 36,4, 1997-1998’te %31,3 olarak bildirilmistir (4-6).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda B-laktamaz pozitifligi % 0-37,5 arasinda degismektedir (7,8).
Ampisiline direngli B-laktamaz negatif (BLNAR) kokenler 1980°den sonra tanimlanmuistir.
Ampisiline direncli B-laktamaz negatif kokenlerin diren¢ mekanizmasi; penisilin baglayan
protein 3’ii (PBP3) kodlayan fts-1 genindeki mutasyonlarla septal peptidoglikan sentezindeki
degisiklikler sonucunda, B-laktam antibiyotiklerin PBP’lere afinitesinin azalmasiyla olusur
(4,9). Japonya’da BLNAR kokenler 1980’lerde az sayida iken 1990’larda yapilan bir
calismada % 19,5 bulunmustur (10-13). Japonya’da 2007°de yapilan ¢alismalarda % 37,1
2010°’da 1se % 49,2 bulunmustur (14,15). Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) bu oran %
20-40 dir ( 6,16-19). Avrupa iilkelerinde ise oranmn % 0-33,9 oldugunu bildiren ¢alismalar
vardir (20,21). Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda BLNAR kokenlerin % 0,6 ile % 5 arasinda
oldugu rapor edilmistir (22). Avrupa’da yapilan ¢alismalarda tilkemizden gonderilen
kokenlerdeki BLNAR oranm1 % 7,5-11 arasindadir ( 20,21). Ampisiline direncli B-laktamaz
negatif koOkenler diger [-laktam antibiyotiklere de Ozellikle sefalosporinlere azalmig

hassasiyet gosterir (3).



Bu ¢alismanm amac1 Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilen klinik orneklerden izole edilen H. influenzae
kokenlerinde ampisiline direng oranini ve diren¢ mekanizmasini belirlemektir.

Calisma ile;
1. Haemophilus influenzae kokenlerinde ampisiline diren¢ varligmin arastirilmasi
2. Ampisilin direncine neden olan mekanizmalar ve direng tiplerinin oranlarmin
belirlenmesi
3. BLNAR kokenlerin varliginin arastirilmasi
4. Haemophilus influenzae kokenlerinde kulanilan diger antibiyotiklere karsi olusan

direng oranlarmin arastirilmasi amaglanmaistir.



GENEL BiLGILER

Tarihce

Haemophilus influenzae ik kez 1889-1892 yillarinda Avrupa’da goriilen bir
pandemiden sonra, 1892'de R.F.J.Pfeiffer tarafindan izole edilmis ve influenza etkeni olarak
kabul edilerek "Influenza bacillis" seklinde isimlendirilmistir. Slawyk 1899 yilinda bu etkene
bagli menenjit olgular1 ortaya koymustur. Amerikan Bakteriyoloji Cemiyeti 1920'de
bakterinin iireyebilmesi i¢in kan faktorlerine gereksinimlerinin oldugunu belirtmek i¢in
bakterinin ismini, " Haemophilus influenzae" olarak degistirmistir. Margaret Pittman 1931
yilinda kapstlli-kapstilsiiz H. influenzae'lar1 tammmlamig ve kapsiiler polisakkaritlerindeki
antijenlerine gore 6 serotip (a-f) tamimlamustir. Fothergill ve Wright 1935°te H. influenzae tip
b’ye karsi bakterisidal antikorlarin serum diizeyi ve hastaligin goriilme yasi arasindaki
iligkiyi tanimlamiglardir. Mortalite ve morbiditesi oldukga yiiksek olan H.influenzae tip b'de
antibiyotik direnci 1974'de gosterilmistic. Haemophilus influenzae’lar Kilian tarafindan
1976'da biyokimyasal 6zelliklerine gore biyotip I’den- biyotip IV’e kadar smiflandirilmistir.
Daha sonralar1 biyotip V-VIII bulunmustur (2,23).

Mikrobiyolojik ozellikler

Haemophilus cinsi bakteriler Pasteurellaceae ailesinde yer alan kiiglik, bazen
pleomorfik, hareketsiz, sporsuz, 0,2-0,3 mikrometre (um) eninde ve 0,5-2 pm boyunda aerop
veya fakiiltatif anaerop gram negatif kokobasillerdir. Kapsiil polisakkaridinin antijenlerine
gore a,b,c,d,e.f olarak alt1 serotipe ayrilmistir. invaziv infeksiyonlarin % 95’inden sorumlu
olan serotip b’nin kapsiilii poliribozil ribitol fosfattan (PRP) olusur. Kapsiilii bulunmayan
bakteriler tiplendirilemeyen (nontypable) kokenler olarak adlandinilirlar (2,23,24).
Haemophilus cinsi bakteriler adi besiyerinde iireyemezler. Uremeleri i¢in X ve/veya V
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Haemophilus tiirleri, glukozu fermente ederler. Glukozun
fermentasyonu sonucu son iirlin olarak siiksinik asit, laktik asit ve asetik asit olusur. Biitlin
Haemophilus kdkenleri nitratlar1 indirger ve alkalin fosfataz pozitiftir. Haemophilus tiirlerinde
DNA’nin G+C igerigi % 37-44 mol arasinda degismektedir. Insanlarla ilgili tanimlanmis
Haemophilus tirler1 H. influenzae, H. aegyptius, H. haemolyticus, H. parainfluenzae, H.

parahaemolyticus, H. ducreyi, H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. segnis, H. pittmaniae



ve H. paraphrohaemolyticus tiirleridir (25). Haemophilus cinsi bakterilerin baglica ayirt edici

ozellikleri tablo I’de verilmistir.

Tablo 1. Haemophilus cinsi bakterilerin ayirt edici 6zellikleri (2)

Bakteri Ureme Fermentasyon Hemoliz | CO,
faktori ihtiyaci
gereksinimi
X A" glikoz | siikroz | laktoz | mannoz | ksiloz
H. influenzae + + + - - - + - +/-
H. aegyptius + + + - - - - - -
H. haemolyticus + + + - - - + +/- -
H. ducreyi + - - - - - - - +
H. parainfluenzae - + + + - + - - +/-
H. parahaemolyticus | - + + + - - - + -
H. segnis - + + + - - - - -
Zayif | Zayif

H. paraphrophilus - + + + + + - - +
H. aphrophilus - - + + + + - - +
H. pittmaniae - + + + - + - + -

Staphylococcus aureus basta olmak Ttlzere Streptococcus spp, Neisseria spp,
Enterococcus spp ve Pseudomonas spp tfazla miktarda V faktorii sentezlerler. Haemophilus
influenzae, S. aureus'un hemolitik kolonilerinin etrafinda kii¢iik koloniler seklinde iirer. Bu
olaya "satellit fenomeni" veya "siit anne fenomeni" denir. Haemophilus influenzae nin
besiyerinde iireyebilmesi i¢in 0,2-1 mg/L nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve 10 mg/L
hemine ihtiyag¢ vardir. Bunlardan X faktorii aerobik biiylimeyi saglayan ve demir ihtiva eden
bir protoporfirindir. V faktorii ise NAD'nin olusturdugu bir koenzimdir. Her ikisi de
eritrositler igerisinde bulunur ve eritrositlerin parcalandigi tavsan kami ve at kani ile
hazirlanan ¢ukulatamsi besiyerinde besiyerinde bulunur. Bazi kokenler tiremek i¢in % 5-10

CO0,'li ortama gereksinim duyar ve 35-37°C’de 1iyi iirerler. Indol iiretimi, iireaz aktivitesi ve




ornitin dekarboksilaz aktivitesi ozelliklerine gore sekiz (I-VIII) biyotipe (Tablo II) ayrilir
(23,24).

Tablo I1. H. influenzae biyotiplerinin 6zellikleri (2)

Biyotip | Indol | Ureaz Ornitin D-glukoz | Nitrat | Katalaz | Oksidaz
Dekarboksilaz (Asit Red
yapimi)

I + + + + + + +
II + + - + + + +
111 - + - + + T n
1AY - + + + + + +/-
\Y% + - + + + + +
VI - - + + + + +

VII + - -
VIII - - -
Epidemiyoloji

Haemophilus bakterileri, saglikli kisilerin tist solunum yolu florasmnin yaklasik
% 10'unu olusturur. Baskin tiir, oral kavite ve farinksteki Haemophilus tirlerinin dortte
tclnii olusturan H. parainfluenzae'dwr. Kapsiilsiz H. influenzae kokenleri, saglikli
cocuklarm ¢ogunun farinksinde bulunur ve ¢ogu biyotip II veya III'tiir, fakat toplam bakteri
florasinin % 2'sinden daha azini olusturur (26).

Haemophilus influenzae, yalnizca insan patojenidir. Insandan insana hava
yolundan damlaciklarla veya salgilara dogrudan temas yoluyla bulasir. Bulasma i¢cin damlacik
ve salgilardaki 10° bakteri sayisi yeterlidir. Anneden bebege bulasma ile neonatal infeksiyon
gelisebilir (23,24).

Haemophilus influenzae ile meydana gelen nazofaringeal kolonizasyon, ortalama
1,4-2 ay kadar siiren tastyicilikla sonuc¢lanmaktadir (27). Cocuklarin pek ¢cogu yasamin ilk
aymdan itibaren kapsiilsiiz kokenlerle kolonize olmaya baglar. Cocuklarin iist solunum
yollarinda % 50-80'e varan tasiyicilik oranlar1 yas ilerledikge diiser. Kapsiilli H.
influenzae'nm tasiyicilik oran1 nadiren % 5'i gecer. Ozellikle H. influenzae tip b (Hib) kiigiik



cocuklarda % 3-4 oraninda bulunur ve ileri yaslarda bu oran gittikce diiser. Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda ¢ocuklardaki H. influenzae’nin nazofarengeal tasiyiciligr % 22,8-63,7
arasinda degismektedir (1,28). Aydin ilinde 2001 yilinda 7-14 yas grubu ¢ocuklarda yapilan
calismada tastyicilik oramt % 5,9 bulunmustur. Izole edilen kokenlerin % 5.4°iinii H.
influenzae tip b olusturmaktadir (29).

Ust solunum yolundaki durumun aksine, kronik obstriiktif akciger hastalig1 olan
hastalar ise, siklikla kapstilsiiz H. influenzae ile kolonize olur (30). Bir¢ok popiilasyonda
cocuklarin asilanmasiyla H. influenzae serotip b tastyiciligi dnemli bir sekilde azalmistir (31).

Invaziv H. influenzae tip b infeksiyonlarinin inkiibasyon siiresi bilinmemektedir
(23). Haemophilus influenzae tip b ile faringeal kolonizasyon ve hastaligin bulasi arasindaki

iligki hala tam olarak agiklanamamistir (32).

Patogenez

Patojeniteden kapsiil ve dig membran proteinleri sorumludur. Spesifik tutunma,
yayillma ve fagositoza diren¢ gibi olaylarda etkin olurlar. H. influenzae 1gA proteaz salgilar.
Bu enzim IgA agir zincirini parcalama yetenegine sahiptir. IgA proteazlar, notral
endopeptidlerdir. IgA'nin parcalanisi, virulans etkisini arttirir (2).

Patogenezdeki ilk adim bakterinin {ist solunum yollarmma kolonizasyondur.
Haemophilus influenzae cesitli adezin molekiilleri ile nazofarinksteki 6zgiil reseptorlerine
(Tablo III) baglanir ve c¢ogalarak kolonize olur. Bu kolonizasyon sonucu asemptomatik
tastyicilik gelisir. Adezyon molekiillerinin dagilimi ve yayginlig: tiplendirilemeyen kdkenler
arasinda farklilik gosterir. Kapsiilli Haemophilus’lar  (6zellikle Hib) bazi  kisilerde
submukozaya oradan kan dolagimina gecer ve basta meninksler olmak {izere viicudun ¢esitli
bolgelerine yayilir (23). Tiplendirilemeyen kokenler mukozal yiizeylere lokal invazyon
yoluyla hastaliga sebep olur ve daha az invazivdir. Fakat bu kokenler de inflamatuar yanita
sebep olabilirler. Otitis media’nin patogenezinde; nazofarinksteki bakterilerin Ostaki tiipii
araciligiyla orta kulaga invazyonu goriiliir. Lipooligosakkaritlerin (LOS), peptidoglikan

parcaciklarin ve diger antijenlerin salinmasi inflamasyonu baslatir (33).



Tablo II1. H. influenzae’min adezinleri (23)

Adezin Molekiiler agirlik Ozellik
Pili (fimbria) 20-25 kDa Hif A- Hif E gen bdlgesinde kontrol edilir
HMWI1, HMW2 120-125 kDa B. pertussis’in filament6z hemagliitini ile ayni.

Bakterinin {ist solunum yoluna tutunmasinda ve

kolonizasyonun baglamasinda rol oynar

Hap 155 kDa IgA proteaz ile ayni. Mikrokoloni olusumunda
rol oynar.

Hsf 240 kDa Yiizey fibrilleri. Hib’de bulunur. Hia ile
homolog

Hia 115 kDa Tiplendirilemeyen kokenlerde bulunur. HMW1
ve HMW?2 i¢eren kokenlerde bulunmaz.

OMP P5 35 kDa D1s membran proteini. Miisine baglanir. Fimbrin
olarakta isimlendirilir. Escherichia coli’deki
OMP A adezini ile ayni.

OMP P2 36-42 kDa D1s membran proteini. Miisine baglanir.

PE baglanan adezin | 46 kDa Fosfatidil etanolamine baglanir.

LOS 2.5-3.3 kDa Solunum yolu epiteline baglanir. Silier aktiviteyi
bozar

Haemophilus influenzaemin en 6nemli virulans faktorii kapsiildiir. Digerleri
adezinler, LOS, IgA proteaz ve bakteriyosin (hemosin) dir. Ayrica H. influenzae nin
histamin Urettigi ve insan transferrininden direkt olarak hemini bagladig1 bilinmektedir (23).

Haemophilus influenzae tip b infeksiyonlarindan korunmada kapsiile kars1 olusan
antikorlarm (anti-PRP) 6nemi blytiktir (23). Haemophilus influenzae tip b solunum yolu
epiteline yapisir ve hiicreler arasi baglant1 bolgelerini parcalayarak intravaskiiler bolgeye
gecer. Kan-beyin omirilik sivis1 (BOS) bariyerini nasil gegtigi tam aydinlatilamamustir.
Bakteriden salinan lipopolisakkaritler makrofaj ve endotelden salinan interlokinl B ve tiimor
nekrozis faktor o diizeyini arttirir. Platelet aktive edici faktor, prostaglandinler ve
siiperoksidler de devreye girerek, BOS’ da lokositoz, protein artisi, beyin-kan akiminda
azalma ve beyin 6demi gibi inflamatuar yanitlarin gelismesine neden olur (34). Yasamin ilk

aylarinda bebekler anneden plasenta yoluyla ve anne siitii ile gecen IgG antikorlar1 ile pasif



olarak korunurlar. Bu donemde Hib ile olusan neonatal menenjit ve epiglottit nadir goriiliir.
Altinc1 aydan itibaren anneden gegen antikorlar azalmaya baglar ve cocuklar kendileri anti-
PRP antikorlarina sahip oluncaya kadar 6 ay ile 2 yas arasindaki donemde Hib
infeksiyonlarina ¢ok duyarli olurlar. Anti-PRP, Hib ile temas sonrasi ve capraz etki gésteren
diger antijenlerle temastan sonra olusur. Asilamalarla olusan koruyucu antikorlarin miktarmna
bagl olarak sistemik Hib hastaliklar1 6 yasindan sonra daha nadir gorilir (23,28).
Haemophilus influenzae tip b infeksiyonlarina kars1 korunmada lipooligosakkaridlere ve dis
zar proteinlerine kars1 olusan antikorlar da Onemlidir. Tiplendirilemeyen H. influenzae
kokenleri ile olusan KOAH ataklar1 gibi infeksiyonlarda dis zar proteinleri olan P, ve Ps'e

kars1 olusan antikorlar tekrarlayan infeksiyonlara karsi koruyucu olmaktadir (23).

Risk Faktorleri
Ozellikle Hib infeksiyonlarnda konaga ait ve cevreye ait hastalifa zemin

hazirlayan faktorler vardir.

Konaga Ait Faktorler

Yas:

Yenidoganlarda anneden transplasental yolla ge¢en antikorlar term yenidoganlar
annelerindekine benzer antikor diizeyine sahiptirler. Buna bagl olarak, yasamin ilk aylarinda
Hib hastaliklar1 insidansi diisiiktiir. Ancak preterm yenidoganlarda muhtemelen anneden daha
az antikor gecisi nedeniyle infeksiyon riski daha fazladir (35).

Siit cocugu 3-6 aylik oldugunda antikor titreleri en diisiik diizeye ulasir ve sonra
Hib ya da capraz reaksiyon veren antijenleri olan baska mikroorganizmalara dogal yollardan
maruz kalindiginda artisa geger. Haemophilus influenzae tip b hastaligi insidans1 bebeklik
doneminin ortalarinda ve erken cocukluk caginda en yiliksek diizeye cikar. Haemophilus
influenzae tip b hastaliklar1 primer olarak 3 ay ile 5 yas arasindaki ¢ocuklarin hastaligidir.
Invaziv hastalik icin en biiyiik risk tastyan donem 6-23 aylar arasidir (36). Hastalik goriilme
siklig1, epiglottit hari¢ antikor titreleri arttikca azalan bir seyir izler. Epiglottit disindaki
hastalik tablolarinin ¢ogu daha kiigiik yas cocuklarda yogunlasmistir. Epiglottit farkli
populasyonlarda farkli insidanslar gostermekle birlikte hastaligin goriildiigii yas ortalamasi 2-
3 arasidir. Diger hastalik tablolar1 ise 12-18 aylar arasinda sik goriiliir. Hastaliklarin

goriildiigl yas araliklarindaki farkin sebebi bilinmemektedir (35,36).



Cinsiyet:

Bir¢ok arastirmada Hib hastaligi hizinin erkek ve kiz ¢ocuklarda esit oldugu
bildirilmigsse de biitiin ¢alismalar g6z Oniine alindiginda erkeklerde hafif bir baskinlik
gosterdigi disiiniilebilir ancak fark ¢ok kiigiiktiir. Genelde Hib hastaliklar1 i¢in cinsiyet
dagilimi pndmoni ve epiglottit harig esittir. Epiglottitin erkeklerde fazla oldugu
goriilmektedir. Cogu ¢alisma 1,5-2/1 erkek/kiz oran1 gosterir. Haemophilus influenzae tip b

pnomonisi de erkeklerde daha fazladir (34,35,37).

Genetik:
Yerliler, Eskimolar ve Amerikan kizilderilileri yliksek Hib hastalig1 insidansma
sahiptir. Ancak bu durumun kalabalik ortamlarda koétii hijyenik kosullarda yasamaya baglh

olmasi olasidir (38).

Hematolojik ve Immiin Sistem Hastaliklari:
Orak hiicreli anemi, aspleni, antikor eksikligi sendromlari, kompleman eksikligi

ve kanser (6zellikle kemoterapi esnasinda) gibi hastaliklarda invaziv hastalik riski artar. (39).

Astim ve Kronik Akciger Hastaliklari:
Solunum yolu sekresyonlar1 artisi ve inflamasyon hastalia zemin hazirlar.
Isvigre’de astim ve allerjik hastalik Oykiisii ile Hib’e bagl epiglottit arasinda iligki

saptanirken, Hib menenjiti i¢in riskin artmadig1 goriilmiistiir (40).

Cevresel Faktorler

Kalabalik Faktorii:

Haemophilus influenzae tip b infeksiyonu asemptomatik Hib tastyiciligr ya da
invaziv Hib hastalig1 olan hastayla yakin temas sonucu bulasir. Amerika’da yapilan ¢calismalar
kalabalik faktoriiniin Hib’ye baglh hastalik sikiligmi artirdigini gostermistir. Kalabaliklik
faktorii ailede yasayan kisi sayisi fazlaligia ( 6zellikle ¢ok sayida kardes olmasina) ve evdeki
odalarin kiigiik ve sayisinin az olmasmna baghdwr. Giinlik bakim merkezlerine, krese,

anaokuluna devam eden cocuklarda hastalik riski artmaktadir. Infeksiyonlu ¢ocuklarm baska



cocuklar infekte etmesi bu gibi ortamlarda daha olasidir. Ozellikle ilkokula giden kardesleri

olan ¢ocuklarda riskin arttig1 goriilmiistiir (39).

Viral Ust Solunum Yolu Infeksiyonlari:
Solunum sekresyonlarmin yapimmi ve yayilimmi artirarak H. influenzae

infeksiyonu gelisimine zemin hazirlar (39).

Anne Siitii:
Anne siitii ile besleme, 6 ayliktan kiiclik siit ¢cocuklarinda invaziv H. influenzae
hastaligima kars1 % 90’ iizerinde koruma saglar; olasilikla bu, anne siitiinde bulunan

antikorlarm, H. influenzae’nin nazofarinkste kolonizasyonunu onleyici etkisine baglhdir (37).

Sigara:
Sigara dumani ve solunum yolunu tahris eden diger maddelere maruz kalmak,
solunum yolunda koloniler olusturmasini kolaylastirarak invaziv H. influenzae hastaligi

riskini artirir (37).

Sosyoekonomik Diizey ve Anne/baba Egitim Diizeyi:
Ailenin sosyoekonomik diizeyinin ve egitim diizeyinin diisiik olmasi hastalik

riskini arttiran sebeplerdendir (37).

Klinik

Haemophilus influenzae c¢esitli solunum sistemi infeksiyonlarma neden
olmaktadir. Bir¢ok iilkede asilama programlar1 uygulanincaya kadar, bakteriyel menenjitin li¢
ana etkeninden birisi idi. H. influenzae tip b invaziv hastaliklarin % 95’inden sorumludur

(23). Haemophilus influenzae’nin olusturdugu hastaliklar tablo I'V’te gosterilmistir.
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Tablo IV. H. influenzae’nin olusturdugu klinik tablolar (2)

Klinik tablo Aciklama

Menenjit Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Selliilit Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Epiglottit Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Septik artrit Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Pnomoni Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Perikardit Ensik H. influenzae tip b ile olusur

Bakteremi Hem tiplendirilemeyen hem de Hib ile birlikte sik goriiliir

Otitis media Tiplendirilemeyen H. influenzae ile daha sik olusur

KOAH alevlenmesi Tiplendirilemeyen H. influenzae ile daha sik olusur

Toplum kdkenli pndmoni Tiplendirilemeyen H. influenzae ile daha sik olusur

Konjuktivit Tiplendirilemeyen H. influenzae ile daha sik olusur

Siniizit Tiplendirilemeyen H. influenzae ile daha sik olusur
Menenjit:

Haemophilus influenzae’nin infeksiyonlar1 i¢cinde en ciddi ve akut miidahele
gerektiren seklidir. Ilk belirtileri; siklikla iist solunum yolu infeksiyonu semptomlar1 seklinde
goriiliir (23). Haemophilus influenzae tip b 6zellikle 3 ay 3 yas arasinda bakteriyel menejit
etkeni 3 bakteriden biridir (digerleri meningokok ve pndomokok). Tedavisinde erken tani
koyma ve tedaviye baslama biiyiik 6nem tasir. (34). Calismalarin ¢ogunda H. influenzae
menenjitlerinin % 97°den fazlasma Hib’in yol agt1g1 gosterilmistir (34,35,39).

Selliilit:
En sik yanakta veya periorbital bolgede menekse rengi ya da erizipel benzeri

goriiniim olusur. Siklikla kan kiiltiirtinde ve yanaktan alinan aspirattan iiretilebilir (23,34).

Epiglottit:
Genellikle 2-7 yas ¢ocuklarda goriiliir. Bogaz agrisi, ates, nefes darligi ile baslar
oral sekresyon artis1 ve agizdan salya akmasi ile klinik hizla kétiilesir. Birkac saat icinde

gerekli tedavi baglanmazsa 6liim kaginilmazdir (23). Haemophilus influenzae tip b kandan ve
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farinks ylizeyinden kiiltiir ile tretilebilir. Hastalar dikkat cekici bir sekilde baslar1 6ne egik
olarak, hava yolunu acik tutmaya calisirlar. Entiibasyon ve antibiyotik tedavisi bu tabloyu

hizla geri dondiiriir (34).

Septik Artrit:

Haemophilus influenzae 2 yasindan kii¢ciik cocuklarda septik artritin sik
nedenlerindendir. Tipik olarak biiyiik eklemleri 6zellikle kalga eklemini tutar. Eklemde agri,
sislik, hareket kisithiligi goriiliir. Ancak belirtiler daha silik goriilebilir (23). Biiyiik eklem
tutulumu oldugu zaman etkilenen bdlgenin direnaji, hem organizmanm identifikasyonu, hem

de iyilesme agisindan 6nem tagir (34).

Pnomoni:

Cocuklarda H. influenzae’nin neden oldugu primer akciger infeksiyonunu
belirlemek zordur. Genellikle 4 ay 4 yas arasinda kig veya bahar aylarinda, siklikla plevra
tutulumu ile seyreden ve hastaneye yatis gerektiren konsolidatif bir pndomonidir (23).
Pnomoninin etiyolojisini belirlemeye ¢alisan duyarli ve 6zgiil testlerin olmamasi nedeniyle
tan1 zorlagsmaktadir. Cogu ¢ocuk muhtemelen iist solunum yolu infeksiyonu i¢in verilen
antibiyotiklerle tedavi olmaktadiwr (34,37). Haemophilus influenzae ile olusan pnémoni S.
aureus veya S. pneumoniae’nin neden oldugu bakteriyel pnomonilerden daha sinsi bir klinik

ozellik gosterir (23).

Perikardit:

Sik olmamasina ragmen perikardit, klinik semptomlarin 6zgiil olmamas: ve hizli
baslamas1 nedeniyle iirkiitiiciidiir. Cocukta solunum sikintis1 tek semptom olmasina karsin
gogiis rontgeni normaldir. Cocukta altta yatan neden pndomoni ya da menenjit olabilir.

Perikardial eksiida tedavi baslatildiktan sonra birkag¢ giin devam eder (34).

Bakteriyemi:

Haemophilus influenzae tip b ile olusan hastalik tablosunda cocuklar toksik
goriinimliidiir ve infeksiyon odagi olmaksizin bakteremi gelisebilir. Kan kiiltiirii pozitifligi ile
teshis edilir. En fazla 6-36 aylik bebeklerde goriiliir. Genellikle ates, istahsizlik ve uyusukluk

goriiliir. Ozellikle orak hiicre hastalig1 olan ya da splenektomi gegiren cocuklar daha

12



duyarhdirlar. Erken tani ve tedavi bu kisiler icin kritik 6nem taswr. Tedaviye erken
baslanmazsa tablo hizla daha da kotiiye gidebilir ve septik sok gelisebilir (23,34,37).
Tiplendirilemeyen H. influenzae’lar ile olusan bakteremilerde eriskinlerin cogunun alkolizm,
kardiyopulmoner hastalik veya kanser gibi altta yatan bir hastaligi vardir. Bakteriyeminin
kaynagi genellikle solunum yolu infeksiyonudur. Tiplendirilemeyen H. influenzae’nin

bakteriyemik infeksiyonlar1 dnemli bir mortalite nedenidir (23).

Otitis Media:

Akut otitis media vakalarmin yaklasik dortte birinden tiplendirilemeyen H.
influenzae sorumludur. Her yasta goriilmekle beraber en sik 6 ay-5 yas arasinda goriiliir.
Klinik, biiyiik cocuklarda kulak agrisi, bebeklerde ise ates ve huzursuzluk seklinde goriiliir.
Otit epizodundan once siklikla gecirilmis viral {ist solunum yolu infeksiyonu hikayesi vardir

(23).

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) Alevlenmesi:

Kronik obstriiktif akciger hastaligmin seyri aralikli alevlenme ile karakterizedir.
Bu alevlenmelerin yaklasik yarisin1 bakteriyel nedenler olusturmaktadir. Bakteriyel
nedenlerden de en sik tiplendirilemeyen H. influenzae’larin neden oldugu tahmin edilmektedir
(41). Ates genellikle yok ya da diislik derecelidir. Balgamin Gram boyamasinda bol miktarda
gram negatif kokobasil vardir (23).

Toplum Kokenli Pnoémoni:

Tiplendirilemeyen H. influenzae’lar ozellikle yash, KOAH'ln ve kazanilmis
bagisiklik yetmezligi sendromu olan yetiskinlerde onemli bir pndémoni nedenidir. Klinik
ozellikleri diger bakterilerin neden oldugu pndomonilerden ayirt edilemez ve ates, oksiiriik,
piriilan balgam goriiliir. Balgamin Gram boyamasida bol miktarda gram negatif kokobasil

vardir (23,42).
Konjuktivit:

Tiplendirilemeyen H. influenzae’lar piiriilan konjunktivitin 6nemli bir nedenidir.

Klinik 6zellikleri konjonktival hiperemi ve piiriilan akintidir (23).
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Siniizit:

Dogrudan siniis aspirat kiiltiirleri kullanilmig g¢alismalarda akut siniizitin sik
goriilen nedenlerinden biri de tiplendirilemeyen H. influenzae oldugunu gostermektedir.
Hastalarda burun tikanikligi, piiriilan burun akintisi, bas agris1 ve yliz agris1 goriilmektedir
(23). Hastanemizde 1997-1999 yillarinda akut maksiler siniizitin mikrobiyolojik tanisi
amaciyla yapilan ¢alismada izole edilen kokenlerin % 30,4 linii H. influenzae olusturmaktadir

(43).

Komplikasyonlar

Haemophilus influenzae’ya baglhh komplikasyonlarin ¢ogu kiiclik yaslardaki
menenjitli hastalarda goriiliir (Tablo V). Cok kiigiik yastaki ¢ocuklar fulminan hastaliklara
yakalanirlar ve lokal semptomlart c¢ok azdir. Beyne olan etkileri nedeniyle, hastalik

ilerlemeden hem ebeveynler, hem de klinisyenler menenjite kars1 dikkatli olmalidir (34,35).

Tablo V: H. influenzae infeksiyonlarinin neden oldugu komplikasyonlar (34)

Komplikasyon Ac¢iklama
Subdural s1v1 birikimi Siklikla Hib menenjiti ile birliktedir
Isitme kaybi Hib menenjitinin en yaygin sekelidir

Entellektiiel fonksiyonlarda bozulma | Hib menenjiti sonrasi ¢cocuklarin %5-20’sinde goriiliir

Norolojik kayiplar Menenjit sonras1 goriilebilir
Gorsel kayiplar Menenjit sonras1 goriilebilir
Eklem deformiteleri Septik artrit gegiren hastalarin %50’ye yakininda
gorilir
Hipoksik beyin zedelenmesi Hib epiglottiti sonras1 beyin hipoksisine bagl goriiliir
Tam

Menenjit, epiglottit, seliilit ve septik artritin 6n tanis1 hastanin hikayesi ve klinik
bulgularma gore yapilir. Mikrobiyolojik incelemelerle etkenin tanimlanmasi ve klinik taninin
dogrulanmasi gerekir. Alinan 6rnekler tasima besiyerine konup olabildigince hizl bir sekilde

laboratuvara ulastirilmalidir (23,44).
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Orneklerin toplanmas:

Nazofarinks stiriintiilerinde H. influenzae iiretilmesi ¢ok anlaml degildir. Ciinkii
sagliklt populasyonda yiiksek oranda tasiyicilik vardir. Kan, BOS, eklem, plevra ve perikart
stvilar1 gibi normalde steril olan viicut sivilar1 tan1 amaciyla kullanilabilir. Menenjit, selliilit,
septik artrit ve pnomoni tanisinda infeksiyon bolgelerinden alinan 6rneklerin yanisira kan
kiiltiirleri de yapilir. Epiglottit tanis1 kan kiiltiirii ile konur. Bu amagla arka farinksten 6rnek
almmamalidir. Ciinkii bu islem hava yollarinin tamamen tikanmasina neden olabilir (24,41).
Akut otitis media (AOM) tanist i¢in timpanosentez ile alinan orta kulak sivisi, KOAH
alevlenmeleri ve pnomonide bronkoskopi ile alinan 6rnekler etyolojik tani i¢in kullanilabilir

(24,41).

1) Orneklerin direk incelemesi:

a) Boyama yontemleri: Klinik 6rneklerin direk Gram boyama ile incelemesi
duyarh ve ozgiildiir. Tedavi uygulanmamis Haemophilus menenjitli hastalardan alinan BOS
orneklerinin % 80'inden fazlasinda kiiciik gram negatif kokobasiller ve pleomorfik bakteriler

goriilebilir (24,41,44).

b) Hib kapsiil antijeninin tespiti: BOS ve cesitli viicut sivilarinda Hib kapsiil
antijeninin hizli tanimi i¢in kapsiil sisme reaksiyonu ve ayrica lateks agliitinasyonu (LA),
enzim immunassay (EIA), polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), niikleik asit problar1 ve
monoklonal antikorlar kullanilabilir. Epiglottit taniminda IgM ve IgG antikorlarmin be-
lirlenmesi i¢in ELISA uygulanabilir (24,41).

Eski kiiltiirlerde kapsiiler yapt bozulmaya egilimli oldugu icin kdkenlerin
serolojik tiplendirmesinde kullanilacak bakteriyel siispansiyonlar yeni (12-18 saat)
kiiltiirlerden hazirlanmalidir. Bakteri silispansiyonu, formalin iceren normal tuzlu suda
yapilmali ve 1 dakika igerisinde antijen-antikor reaksiyonunun tamamlanmasina izin verecek
yeterli miktarda yogunlugun olusmasi saglanmalidir. Pozitif bir lam agliitinasyonu
reaksiyonunda biitiin bakteriler agliitine olur ve kiimeler arasindaki sivi berraktir. Sadece bir

dakika icerisinde olusan kuvvetli reaksiyonlar pozitif olarak kabul edilmelidir (45).
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2) Kiiltiir:

Haemophilus tiirlerinin izolasyonu yapilirken bu grup bakterilerin 6zel iireme
gereksinimleri gdz 6niinde bulundurulmalidir (Tablo I). Iki iireme faktdrii X ve V faktor, kan
hiicrelerinde bulunmakta, fakat kanli besiyerinde bulunmamaktadir. Kanli besiyerinde sadece
X faktorii bulunmaktadir. V faktoriiniin salinmasi i¢in ¢ukulatamsi besiyerinde oldugu gibi
kan hiicreleri kisa bir 1sitmayla parcalanmalidir. Is1 ile muamele V faktoriiniin salinmasima
neden olur. Ayrica kanda bulunup, V faktoriinii tahrip eden enzimleri de (NADase) inaktive
etmektedir. Kan, BOS ve diger viicut sivis1 6rnekleri gukulatamsi besiyerine ekilir (44,45).

Geleneksel kanli besiyerinde iireme ekim yapilmis besiyerinin bir ucundan diger
ucuna capraz bir sekilde stafilokok veya enterokok kokeni ekilerek V faktor kaynagi
saglanmasiyla elde edilebilir. Bu bakteriler V faktoriinii saglarlar ve satellit (uydu) koloniler
seklinde iireyen Haemophilus tirlerinin liremesini saglarlar. Alternatif olarak, V faktori
emdirilmis bir kagit serit veya filtre kagidindan yapilmis diskin besiyerinin {izerine
konmasiyla da V faktorii saglanabilir (24,41).

Haemophilus kolonileri nispeten yavas iiremeleri ve ufak olmalar1 nedeniyle,
flora bakterilerinin ¢cok oldugu bolgelerden yapilan kiiltiirlerde, kolaylikla gézden kagabilir.
Gerekli durumlarda, segici antibiyotikler iceren besiyerleri veya 6zel bir inkiibasyon islemi
ile bu sorun giderilebilir. Solunum sistemi 6rnekleri gibi flora bakterileri icerebilecek klinik
ornekler i¢in basitrasin (300 mg/l), vankomisin (5 mg/l) ve klindamisin (1 mg/l) iceren
cukulatamsi besiyeri kullanilir (41). Kistik fibrozlu hastalardan alinan balgam kiiltiirlerinde,
Pseudomonas aeruginosanin, H. influenzae'y1 baskilayacak sekilde cok fazla tiremesi, litrede
300 mg basitrasin iceren g¢ukulatamsi besiyerlerine yapilan ekimlerin, anaerob ortamda
inkiibe edilmesiyle, tam olmasa da c¢oziimlenmistir. Ust solunum yollarmdan yapilan
kiiltiirlerde, Haemophilus tirlerinin tespiti de 6nemli Glgiide artmistir. Bununla beraber,
mikroflorada bulunan hemofillerin nispi oranini degerlendirmek i¢in mutlaka se¢ici olmayan
bir besiyeri kullanilmalidir. Alt solunum yolu sekresyonlar1 ve aspirasyon sivilar1 veya
lokalize infeksiyonlardan alinan cerahat siiriintiileri hem stafilokok ¢izgi ekimi yapilmis % 5
kanli besiyerine hem de ¢ukulatamsi besiyerine ekilmelidir (45). Ekim yapilan besiyerleri 35-
37°C de % 5-10 CO,'li ortamda 24-48 saat inkiibe edilir. Cukulatamsi1 besiyerinde 1-2 mm
capinda yuvarlak, saydam, sebnem tanelerine benzeyen kolonilerin X ve V faktorlerine
gereksinimleri ve biyokimyasal o6zellikleri incelenir. Indol {iretimi, iireaz ve ornitin

dekarboksilaz aktiviteleri arastirilarak biyotipler belirlenir (24,41,44).
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2) Tanimlama:

Kanl1 besiyerlerindeki kiiltiirlerde tespit edilebilen, satellit fenomeni, insanlardan
izole edilen V faktdriine gereksinim duyan biitiin Haemophilus tiirlerinin tanimi i¢in uygun
bir yontemdir. Bununla beraber, Pasteurella multocidamni nadir kdkenleri hayvan patojeni
olan bazi1 Actinobacillus ve Pasteurella tiirleri gibi bakteriler, her zaman V faktor gereksinimi
olmasalar da, uydu seklinde koloniler yaparak iireme gosterebilir (45).

Haemophilus’larin X faktorii gereksiniminin tespiti, bir besiyerinde X faktori
iceren kagit diskin etrafindaki iiremenin gosterilmesiyle ya da kan icermeyen besiyerinde
X+V faktori igeren kagit diskin etrafindaki tiremenin gdsterilmesiyle yapilmaktadir (41).

Haemophilus cinsi bakterilerin tiir tanimin1 yapmak i¢in piyasada cesitli ticari
kitler bulunmaktadir. Bu kitler; BBL Crystal N/H ID (Becton Dickinson, Cockeysville, MD,
USA), API NH (bioMerieux Inc. Hazehvood, Mo.), Vitek NHI Card V1308 (bioMerieux),
Haemophilus ID test kiti (Remel, Lenexa, Kans.), RIM-H sistemi (Austin Biological
Laboratories, Austin, Tex), ve Rapid ID NF (Innovative Diagnostics, Norcross, Ga.)’dir.
Bununla beraber bu testlerin ¢ogu ek testler olmaksizin bir kokeni tiir seviyesinde hassas
olarak tamimlayacak yeterli bilgiyi saglayamamaktadir. Bundan dolayr beklenmedik

bulgularin geleneksel testlerle dogrulanmasi tavsiye edilmektedir (45).

Tedavi

Ozellikle menenjit ve epiglottit gibi Hib infeksiyonlar1 eger tedavi edilemezse
hizla oldiiriicidiir. Bu invaziv infeksiyonlarin tedavisinde sefotaksim, seftriakson ve
seftazidim gibi Ug¢iincii kusak sefalosporinler kullanilir. Hib menenjitli hastalarda norolojik
sekelleri azaltmak i¢in tedaviye kortikosteroidler ilave edilir (41).

Otitis media, KOAH alevlenmeleri gibi tiplendirilemeyen kokenler ile gelisen
infeksiyonlarda oral antibiyotikler kullanilir. Eger koken hassas ise ampisilin veya
amoksisilin tek basma kullanilabilir. Ancak diinyada cesitli cografik bolgelerde farklilik
gosteren beta-laktamaz iiretimi de dikkate alinarak amoksisilint+klavulanat kombinasyonu ya
da florokinolonlar, makrolidler (azitromisin, klaritromisin) veya genis spektrumlu
sefalosporinler kullanilir (2,41). Penisilin baglayan proteinlerdeki mutasyonlara bagli olarak
ampisilin MIK degerlerinin yiikseldigi beta-laktamaz negatif kokenler de vardir. Bu kokenler
BLNAR olarak isimlendirilir. Japonya’da % 19,5-49 (10-15) Amerika birlesik devletlerinde
bu oran % 20-40 (6,16-19) Avrupa iilkelerinde ise oranin % 2,6-33,9 oldugunu bildiren
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calismalar vardir (20,21). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda BLNAR kokenlerin % 0.6 ile % 5
arasinda oldugu rapor edilmistir (22). Bu nedenlerle tedavide direncin goriilmemesi

nedeniyle 3. kusak sefalosporinlerin kullanim1 6n plana ¢ikmistir (46,47).

Haemophilus influenzae tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler

1)Beta-Laktamlar:

H
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Sekil 1. Beta-laktam antibiyotiklerin etkiledigi bolge

Beta-laktamlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tasiyan (sekil
1) ve hiicre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etkinlik gosteren genis bir antibiyotik
grubudur. Bu grup, beta-laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara gore
siniflandirilmiglardir. Beta-laktam ilaclar, hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon
basamaginda gorev alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlara (penisilin baglayan proteinler;
PBP) baglanarak etki ederler. Degisik PBP’lerin farkli beta-laktam ilaglara baglanma
yatkimliklar1 ve etkilendikleri ilag diizeyleri birbirinden farklhidir. Bu durum beta-laktam
antibiyotiklerin antibakteriyel etkinliklerinin neden birbirinden farkli oldugunu kismen
aciklayabilir. Beta-laktam antibiyotikler bakterisidal etkilidirler ve bu etkileri yavastr.
Bakteri 6liimiinde; infeksiyon bolgesinde yiiksek konsantrasyonda ilag bulunmasindan ¢ok,

uzun siireli beta-laktam antibiyotik varlig1r daha etkili olmaktadir. Yalniz ireme fazindaki
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bakterilere etkilidirler ve maksimum etkilerini minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin ¢ok

iizerine ¢iktiklarinda gosterirler (47,48).

a)Penisilinler: Beta-laktam antibiyotiklerin 6nemli bir kismini1 i¢eren bu
antibiyotikler dogal, semisentetik ve genis spektrumlu penisilinler olmak tizere li¢ baslik
altinda incelenmektedir. Kimyasal olarak bir tiazolidin halkasma bir beta-laktam halkas1
eklenmesi ile olusan 6 -aminopenisilanik asit (6-APA) cekirdegi icerir. Bu tiazolidin halkas1
ve ekler antibakteriyel spekturum ve farmakolojik Ozellikleri belirler. Dogal penisilinler
Penicillium cinst kiiflerden elde edilir (46,47). Genis spektrumlu penisilinler
aminopenisilinler, karboksipenisilinler ve {treidopenisilinlerden olusmaktadir. Ampisilin,
amoksisilin ve bakampisilin aminopenisilinler icinde yer almaktadir. Ampisilin H. influenzae

tedavisinde ilk se¢enek olarak kullanilmaktadir (46).

b)Beta-laktamaz inhibitorleri: Beta-laktamaz inhibitorleri, beta-laktam halkasi
tasimalariyla beta-laktam antibiyotiklere ¢ok benzeyen, ancak tek basina kullanildiklarinda
antibakteriyel etkinlikleri olmayan veya az olan maddelerdir. Klinik kullanimda olan {i¢ tane
beta-laktamaz inhibitérii vardir. Bunlar klavulanik asit (klavulanat), sulbaktam ve
tazobaktamdir. Amoksisilin ve tikarsilin klavulanatla; ampisilin sulbaktamla ve piperasilin de
tazobaktamla kombine edilerek bu antibiyotiklerin beta-laktamazlardan etkilenmesi

onlenmistir (49).

c)Sefalosporinler:  Sefalosporinler, bir fungus olan Cephalosporium
acremonium’un fermentasyon iiriinlerinden 1945 yilinda elde edilmislerdir. Ancak sefoksitin,
streptomyces’den elde edilir. Sefalosporinler bir beta-laktam halkas1 ile dihidrotiazin
halkasmin birlesmesinden olugsmus 7-amino- sefalosporanik asit (7-APA) niikleusu igerirler.
Bu yapiya degisik yan iirlinlerin baglanmasi sefalosporinlerin antibakteriyel aktivite ve
farmakokinetik 6zelliklerini degistirir. Penisilinler gibi bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan
sentezini inhibe edip, bakterisidal etki gosterirler (46,49).

Bu antibiyotikler etki spektrumlar1 dikkate almarak 4 kusaga ayrilirlar. Birinci
kusakta sefadroksil, sefazolin, sefaleksin, sefaloridin, sefalotin, sefapirin ve sefradin; ikinci
kusakta sefaklor, sefamandol, sefonisid, seforonid, sefprozil, sefuroksim, sefotetan,

sefmetazol, sefoksitin ve sefaklorun karbasefem analogu olan lorakarbef; iigiincii kusakta
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sefiksim, sefoperazon, sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim, seftizoksim ve seftriakson;
dordiincii kusakta ise sefepim ve sefpirom yer almaktadir (46).

Birinci kusak (dar spektrumlu) sefalosporinler, gram pozitif bakterilere en etkili
sefalosporin grubudur. Buna karsin gram negatif bakterilere karsi orta derecede etkinlik
gosterirler (46,47).

Ikinci kusak (genisletilmis spektrumlu) sefalosporinler, birinci kusaklara yakimn
veya esit bir gram pozitif etkinlige sahiptirler. Bunun yaninda, gram negatif bakterilerde
bulunan beta-laktamazlara dayanikli olmalar1 nedeniyle, gram negatif bakterilere karsi
etkinlikleri de artmustir. Sefoksitin tiim sefalosporinler arasinda en iy1 anti-anaerob etkinligi
olan ilactir, bundan dolay1 intraabdominal infeksiyonlarda ilk seceneklerden biridir. Diger
ikinci kusak sefalosporinler solunum yollar1 infeksiyonlarinda ilk secenek ilaglar arasindadir
(46,47,49).

Ugiincii kusak (genis spektrumlu) sefalosporinler; birinci kusak sefalosporinlere
gore, gram pozitif koklara daha az, ikinci kusak sefalosporinlere gore ise Enterobacteriaceae
ve P.aeruginosa’ya daha fazla etkilidirler. Bu gruptan sefotaksim ise gram pozitif etkinligi en
1yl olan sefalosporindir. Beyin-omurilik sivisma iyi gectiklerinden ve menenjit etkenlerinin
timiine etkili olduklarindan dolayr akut bakteriyel menenjitlerin tedavisinde Onemli
seceneklerdendir (47,49).

Dordiincii kusak sefalosporinler; gram negatif bakterilere karsi iiglincii kusak
sefalosporinler gibi; gram pozitif bakterilere de birinci kusak sefalosporinler gibi etkilidirler.
Gram negatif bakterilerle olugsmus ciddi infeksyonlar ve febril ndtropenik hastalarin baslangic

tedavisinde Onerilirler (46,49).

d)Karbapenemler: Karbapenemler, mevcut antibiyotikler icinde en genis etki
spektrumuna sahip gruptur. Beta-laktamaz enzimlerine son derece dayaniklidirlar. Gram
pozitif ve gram negatif bakterilerdeki PBP1 ve PBP2’ye baglanarak bakteri hiicresinin
lizisine neden olurlar. Klinikte, genis spektrumlarindan dolay1 en son segenek olarak, ciddi

infeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar (47-49).
e)Monobaktamlar: Monobaktamlarin klinikte kullanilan 6rnegi aztreonamdir.

Yapisindaki beta-laktam halkasina ekli bagka bir halka bulunmamasi ile diger beta-

laktamlardan ayrilir. Gram negatif bakterilerde, PBP3’e baglanarak hiicre duvar sentezini
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inhibe eder. Dar spektrumundan dolayr polimikrobiyal infeksiyonlarda tek basma

kullanilmamalidir (46,47,49).

3) Protein Sentezini Inhibe Eden Antibakteriyel Ilaclar:

a) Tetrasiklinler: Tetrasiklinler tRNA’nin ribozoma baglanmasini bloke ederek
bakteriyostatik etki gdsteren bir antimikrobiktir. Tetrasiklin, protein sentezi yapmakta olan
70S ribozomun 30S alt iinitesinde tRNA molekiiliiniin yerlesecegi bolge ile birlesir. Bunun
sonucu tRNA’nin getirdigi aminoasit, sentezlenen polipeptide baglanmaz ve protein sentezi
duraklayip bundan sonra devam edemez. Bu etki bakteriyostatiktir. Tetrasiklinlerin insan
hiicrelerinde de protein sentezini de etkilemesine ragmen, secici etkisiyle bakteri hiicrelerine
insan hiicrelerinden daha fazla girer (46,47,50).

Klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve tetrasiklin kisa etki siireli (yarilanma 6miirleri 3-
5 saat), demoklosiklin ve metasiklin orta etki siireli (yarilanma Omiirler1 9-12 saat)
doksisiklin ve minosiklin ise uzun etki siireli (yarilanma Omiirleri 14-16 saat) bilesiklerdir.
Gram pozitif ve gram negatif bakterilere, aerop ve anaerob mikroorganizmalara, spiroket,

riketsiya, klamidya ve mikoplazmalara etkilidir (46,47,50).

b)Kloramfenikol: Kloramfenikol, Streptomyces venezuelae’den elde edilir.
Tiamfenikol, benzer etki spektrumuna sahip bir kloramfenikol analogudur. Kloramfenikol
50S alt iiniteye baglanarak peptidiltransferaz enziminin aminoasite erigmesi ve onun
olugsmakta olan polipeptide, peptid bagi ile baglanmasini engelleyip, protein sentezini
durdurur. Kloramfenikoliin 50S alt {iinitine baglanmasi geri doniisiimlii bir olaydir ve
antibiyotigin etkisi bakteriyostatiktir. Yine de terapotik dozlarda Haemophilus, Pndmokok ve
Meningokoklara, bakterisidal etki gosterir (46,47,50).

¢)Makrolidler: Bu grubun prototipi eritromisin’dir. Eritromisin, Streptomyces
erythreus’dan elde edilir. Diger dogal analoglar; oleandomisin, spiramisin ve josamisindir.
Klaritromisin ve azitromisin daha genis etki spektrumuna sahip, semisentetik makrolidlerdir.
Makrolid antibiyotikler 50S ribozomal alt {initeye baglanarak translokasyon reaksiyonunu

bloke ederler ve peptid zincirinin uzamasini Onleyip, protein sentezini inhibe ederler.
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Normalde bu etki bakteriyostatiktir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda, bazi bakteriler i¢in
bakterisidal olabilir (46,47,50).

4) Niikleik Asit Sentezini Inhibe Eden Antibakteriyel Ilaclar:

a)Sulfonamidler ve Trimetoprim: Sulfonamidler, PABA ile kompetatif olarak
dihidrofalat sentezini inhibe ederler. Trimetoprim ise, dihidrofolat rediiktazi inhibe ederek
dihidrofolattan tetrahidrofolat sentezlenmesini engeller. Bu prekiirsér sentezi inhibisyonu
sonucta bakteriyel DNA sentezinin de durmasma neden olur. Aym1 biyolojik yolun iki ayri
kademede durdurulmasi dolayisiyla sulfonamidler ve trimetoprim kombinasyonu
(trimetoprim-siilfametoksazol) sinerjistik etkilidir ve direng gelismesi olasiligini azaltir.
Trimetoprim-sulfametoksazol kombinasyonu, gram pozitif ve gram negatif bircok bakteriye

etkilidir (46).

b)Kinolonlar: Bu grupta bulunan antimikrobikler arasinda; ofloksasin,
siprofloksasin, pefloksasin, norfloksasin, enoksasin, levofloksasin ve moksifloksasin yer
almaktadir. Tiim kinolonlarm etki mekanizmasi1 hemen hemen aynidir ve bu etkilerini DNA
sentezini bozarak gosterirler. Etkileri bakterisidaldir. Kinolonlar bakteri hiicresindeki DNA-
giraz (topoizomeraz II) enzimine baglanip, bakterilerin boliinmesini engelleyerek etki
ederler. Bu sekilde bakteri anormal sekilde uzayarak 6liir. Kinolonlarin gram pozitif etkinligi

gram negatif etkinliklerine gore ¢ok smirhidir ( 46,49).

H. influenzae tedavisinde Kullanilan Antibiyotiklere Kars1 Direng

Mekanizmalari

1) p-laktamaz aracili direng:

Haemophilus influenzae’da TEM-1 ve ROB-1 tip olarak iki ayr1 B-laktamaz
belirlenmistir. B-laktamaz aracili ampisilin direnci ilk olarak 1970’lerde saptanmis ve
1975°de TEM-1 tip olarak tanimlanmistir. ROB-1 tip B-laktamaz ilk kez 1981 yilinda
bulunmus ve bu enzimin prevalansinin TEM-1’e gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Her
ikiside plazmid aracili smif A serin beta-laktamazlar grubundadir. Beta-laktamazlar

klavulanat gibi bir B-laktamaz inhibitorii tarafindan etkili olarak inhibe edilir. Kiigiik ¢cocuk
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izolatlarinda, invaziv infeksiyonlara neden olan kdkenlerde ve H. influenzae tip b’de beta-

laktamaz pozitifligi diger kokenlere gore cok daha yiiksektir (3).

a) TEM tip fi-laktamaz

Plazmid aracili TEM-1 ve TEM-2 B-laktamazlar 6zellikle Enterobacteriaceae’lar
olmak tizere gram negatif bakteriler arasinda yaygindir ve blargym geni tarafindan kodlanirlar.
Enzimler ayni substrat profiline sahiptir. Bu iki beta-laktamaz arasinda bir tek aminoasit
farklilig1 vardir; TEM-1’de 37. aminoasit glisin iken TEM-2de glisin yerine lizin vardir. Bu
iki beta-laktamaz arasindaki bir diger farklilikta promoter bolgeleriyle ilgilidir. Regiilator
bolgedeki 32 nolu baz blatpm-1’de sitozin iken blatpm-, *de timindir. Bu farklilik blatpm2’nin
daha gii¢lii bir promotere sahip olmasma ve dolayisiyla daha fazla sentezlenmesine neden
olur. blargm-» transpozon 1(Tnl) ile aktarilirken, blatgm.1 Tn2 ve Tn3 ile aktarilir (3).

Yapilan arastirmalarda blatem‘in Haemophilus tiirlerine
Enterobacteriaceae’lardan plazmidler araciligi ile gectigi kabul ediliyor. Haemophilus
influenzae’da TEM-1 tip beta-laktamaz bulunur. blarpm.;’de C32T mutasyonu sonucunda
enzim miktarinda artis olur ve ampisilin direnci gelisir (3,51).

Haemophilus influenzae’da TEM iliskili iki farkli plazmid grubu vardir. Kiiciik
(<10 kb) non-konjugatif plazmidler, blatgm’1i kodlar ve yalnizca direng belirleyicisidir.
Halbuki biiylik (40 kb) konjugatif plazmidler bir¢ok antibiyotik (kloramfenikol, tetrasiklin
gibi) direng¢ genine ek olarak beta-laktamazi da kodlar. Biiyiik plazmidler daha yaygindir ve

H. influenzae’da blatpm genlerinin yayilmasida ¢ok daha 6nemlidir (3,51).

b)ROB tip fi-laktamaz

ROB-1 f3-laktamaz ilk olarak 1981’de menenjite neden olan Hib klinik kdkeninde
tanimlanmistir. Bu enzim insanlarda Pasteurella multocida ve Haemophilus ducreyi;
hayvanlarda Pasteurella multocida, Pasteurella haemolytica, Pasteurella aerogenes ve
Actinobacillus pleuropneumoniae gibi bircok bakteride de tespit edilmistir. ROB-1 B3-
laktamaz pozitifligi olan suslarda sefaklor MIK ’leri de yiiksek tespit edilmistir (3).

2) Penisilin Baglayan Proteinlerdeki Degisikliklere Bagl Direng

Ampisiline direncli suglar ilk kez 1974 yilinda bildirilmistir. 1980°’den sonra
ampisilin  direngli  pB-laktamaz negatif (BLNAR) kokenler tanimlanmistir. BLNAR
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kokenlerinde direng p-laktam antibiyotiklerin penisilin baglayan proteinlere (PBP)
afinitesinin azalmasiyla olusur. Haemophilus influenzae’da direng gelisiminde PBP’lerin
hiicre boliinmesi esnasinda PBP3’{in aracilik ettigi septal peptidoglikan sentezinde degisiklik
olmas1 6nem tasimaktadiwr. BLNAR kokenler sadece ampisilin degil, diger B-laktam
antibiyotiklere de 6zellikle sefalosporinlere azalmis hassasiyet gosterir (9).
Haemophilus influenzae kokenleri beta-laktamaz iiretimi, ampisilin direnci ve
amoksisilin klavulonik asit direnglerine gore genotipik olarak 4 gruba ayrilir (52,53).
1. B-laktamaz negatif ampisilin hassas kdkenler (BLNAS)
— ftsl geninde aminoasit degisikligi olmayan ve bla geni negatif olan kokenler
2. B-laktamaz negatif ampisilin direnc¢li kokenler (BLNAR)
— ftsl geninde aminoasit degisikligi olan ve bla geni negatif olan kokenler
3. PB-laktamaz pozitif ampisilin direngli kokenler (BLPAR)
— fts] geninde aminoasit degisikligi olmayan ve bla geni pozitif olan kdkenler
4. PB-laktamaz pozitif amoksisilin-klavulanat direncli kokenler (BLPACR)
— ftsI geninde aminoasit degisikligi olan ve bla geni pozitif olan kdkenler olarak
siniflandirilir.
Beta-laktamaz negatif ampisiline direngli kokenler PBP3’ti kodlayan fis/
genindeki aminoasit yer degisimine gore 3 grupta siniflandirilir (52,53).
Grup I kokenler; lizin-treonin-glisin dizisinin yaninda 517. pozisyonda arjininin
yerine histidin (Arg-517-His) gegmesiyle olusur.
Grup II kokenler, 526. pozisyonda asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys)
gecmesiyle olusur. Grup II kdkenlerin 4 tane alt grubu vardir.
Grup Ila: 502. pozisyonda alanin degisikligi olmaksizin 526. pozisyonda
asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) gecmesiyle
Grup IIb: 502. pozisyonda valin yerine alanin (Val-502-Ala) gegmesiyle
Grup Ilc: 502. pozisyonda treonin yerine alanin (Thr-502-Ala) gegmesiyle
Grup IId: 449. Pozisyonda valin yerine iz616sin (Val-449-1le) gecmesiyle olusur.
Grup III kokenler, korunmus serin-serin-asparajin dizisinin yanmda 377.
pozisyonda metionin yerine iz616sin (Met-377-Ile), 385. pozisyonda serin yerine treonin
(Ser-385-Thr), 389. pozisyonda 16sin yerine fenilalanin (Leu-389-Phe) yerdegisikligine

ilaveten ayrica 526. pozisyonda asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) ge¢cmesiyle olusur.
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3-laktam antibiyotiklerin direncinin diizeyi bliylik oranda f#s/ genindeki 3
aminoasit mutasyonu ile iliskilidir

1-517. pozisyonda arjininin yerine histidin (Arg-517-His) ge¢gmesi

2-526. pozisyonda asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) gecmesi

3-385. pozisyonda serin yerine treonin (Ser-385-Thr) gegmesi

Ampisiline orta diizey direng siklikla Grup I ve Grup II kokenlerde goriiliirken
yiiksek diizey direng Grup III kdkenlerde goriiliir. Grup I ve Grup II zayif BLNAR olarak
isimlendirilirken Grup III genetik BLNAR olarak isimlendirilir (52,53).

Beta-laktamaz geni pozitif saptanan kokenler fis/ genindeki aminoasit
degisikligine gore ii¢ grupta siniflandirilir.

1. ftsI geninde aminoasit degisikligi olan grup I/II kdkenler (grup 1/Il BLPACR)

2. ftsI geninde aminoasit degisikligi olan grup III kdkenler (grup I1II BLPACR)

3. ftsI geninde aminoasit degisikligi olmayan kokenler (BLPAR) kokenler olarak
siniflandirilir (52,53).
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Tablo V1. Dogal tip Haemophilus influenzae kokeni ile BLNAR kokenlerdeki PBP3’teki

aminoasit degisikliginin karsilastirilmasi (3)

Aminoasit pozisyonu
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3) Makrolidler, Azalidler ve Ketolidler

Diren¢ mekanizmalari; aktif pompa sistemini, diger intrinsik veya kazanilmis
faktorleri, ribozomal proteinler ve RNA’da meydana gelen degisimleri kapsar. Haemophilus
influenzae E.coli’dekine benzer bir acrAB pompa sistemine sahiptir. Makrolidler,
linkozamidler ve streptogramin, kimyasal olarak birbirinden farkli fakat etki mekanizmalar1
benzer olan ve bu nedenle de MLS grubu olarak adlandirilan antibiyotiklerdir. Bu grup

kazanilmis direng en sik ribozomal hedefin degismesinden kaynaklanmaktadir. MLS grubu
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antibiyotikler 50S ribozomal alt liniteye baglanarak peptid zincirinin uzamasina engel olurlar.
Haemophilus influenzae kdkenlerinde 23S rRNA veya ribozomal proteinlerden L4, L22°de
degisiklik olmasi1 makrolid direnci gelismesine neden olur. Haemophilus influenzae
kokenlerinde erm (eritromisin ribozom metilasyon) genlerinin kazanilmasina baglh direng

gelisimi goriilmez (54-56).

4) Kloramfenikol

Kloramfenikol direncindeki temel mekanizma, ilacin etkinligini yitirmesine yol
acan Kloramfenikol Asetiltransferz (KAT) enziminin iiretimidir. KAT enzimi, kloramfenikol
molekiiliinde bulunan iki hidroksil grubunu asetilleyerek etki gosterir. Bunun sonucunda
yapisal olarak degismis antibiyotik 50S ribozomal alt iiniteye baglanamaz ve bdylece etki

gosteremez. Plazmid veya transpozonlar aracilig ile aktarilir (57).

5) Tetrasiklinler

Bakteri protein sentezini engelleyerek etki ederler. Ribozomun 30S alt birimine
baglanarak; baktert mRNA’sindaki kodona uygun aminasidi tasiyyan aminoagil- tRNA’nin
baglanmasini Onlerler. Haemophilus influenzae’da (ve H. parainfluenzae) tetrasiklin direnci
tet(B) tarafindan kodlanan bir aktif pompa sistemiyle iliskilidir. Genellikle konjugatif

plazmidler iizerinde bulunur (3).

6) Kinolonlar
Kinolon direnci genelikle DNA giraz enziminin A alt {initesinde degisime yol

acan gyr A mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (57).

7) Folik Asid Metbolizma Inhibitirleri

Stilfonamid ve trimetoprim, bakterilerin tetrahidrofolik asit sentez yolundaki
dihidropteroat sentaz (DHPS) ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimlerini inhibe ederek
antibakteriyel etkinlik gosterirler. Bu antibiyotiklere dogal direng, dis membran
gecirgenliginin diisiik olmasi ile iligkilidir. Trimetoprime kazanilmig direng ise en sik
plazmid kokenli dihidrofolat rediiktaz enzimlerinin asir1 sentezi sonucunda gelismektedir

(3,57).
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Korunma

Haemophilus influenzae tip b infeksiyonlarindan korunmada dogal bagisiklik,
kemoproflaksi ve aktif bagisiklama Onemlidir. Amerika’da on yillik Hib konjugat asi
uygulamasi sonrasi, bes yas alt1 ¢ocuklarda yillik Hib menenjiti sayis1 10.000 olgudan 200’{in
altma dligmiistiir. Asinm, Hib invaziv hastaligin Onlenmesinin yani sira nazofarengeal

kolonizasyonu azaltmada da etkili oldugu bulunmustur (58).

Dogal bagisiklik:

Yenidoganlar plasenta yolu ve anne siitii ile gegen IgG antikorlari ile korunurlar.
Altinci aydan itibaren anneden gegen antikorlar1 azalmaya baslar. Haemophilus influenzae tip
b ile temastan (nazofarengeal kolonizasyon) ya da g¢apraz etki gosteren diger antijenlerle

temastan sonra antikapsiiler antikorlar olugsmaya baslar (41).

Kemoproflaksi:

Invaziv Hib infeksiyonlu hasta ile yakin temasta olanlara, gebeler harig biitiin
eriskinler, 48 aydan daha kiiciikk cocuklar ve immunkompromize c¢ocuklara rifampin
proflaksisi Onerilir. Proflaksi ile tasiyicilik % 95 oraninda eradike edilir ve yakin temasta

olanlardaki sekonder olgularin insidans1 anlamli bir sekilde azalir (41).

Aktif bagisiklama:

Invaziv Hib infeksiyonlarina kars: immiinite, piirifiye yiiksek molekiiler agirlikla
H. influenzae tip b polisakkaritiyle olusur. Hib’de kapsiil, riboz ve ribitol molekiillerinin
fosfat baglar1 ile baglanmasinin tekrarindan olusan poliribozil ribitol fosfat’tan (PRP)
meydana gelir. Hib infeksiyonlarina karsi bakterisidal etkiden sorumlu olan ve bagisiklik
saglayan antikorlar kapsiil polisakkaritine karsi olusmaktadir. PRP’nin 18 aydan biiyiik
cocuklarda koruyucu oldugu bildirilmistir. Yardimc1 T hiicrelerinin immiinolojik yanit
olusmasida ve rapel asilamalara daha ¢abuk yanit vermesinde rolii vardir. Bu nedenle T
hiicrelerinden bagimsiz immiinojen olan polisakkaridleri kii¢iik cocuklarda yeterli bir
bagisiklik cevabi, antikor yapimi ve daha sonra yapilacak rapellere veya dogal yoldan alinan
infeksiyonlara kars1 immiin bellek olusmaz. Polisakkarid antijenler spesifik B hiicrelerinin
olgunlagsmasi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rol oynayan yardimci T hiicrelerini 2 yasin

altinda aktive edemezler. Ancak ciddi Hib infeksiyonlarmin biiyiik kismi 2 yasm altindaki
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cocuklarda goriilmektedir. Bu nedenle asil korunmasi gereken bu yasi altindaki ¢ocuklardir
(59).

Birinci kusak PRP asisinin 18 aymn altindaki ¢ocuklarda etkisiz olmasi ikinci
kusak asilarin gelistirilmesine yol acmistir. Poliribozil ribitol fosfatin tasiyici proteinlerle
konjugasyonu ile konjuge PRP asilar1 gelistirilmistir. Proteinlerle kovalen olarak PRP’nin
konjugasyonu asiya karst T hiicresine bagli immiinite olugsmasima yol acarak PRP antijenine
kars1 gelisen immiinolojik cevabi arttirir (60). Tastyict proteinler konjugatin T hiicre ile
etkilesime ge¢mesini saglayan epitoplar igerir. Boylece etkin ve immiin hafizaya kayitli yanit
olusur. Hib’den korunma polisakkaride karsi olusan opsonik ve bakterisidal etkinligi olan
antikorlarla miimkiindiir (59). Hib infeksiyonlarina kars1 korunmada serumdaki anti-PRP'nin
koruyuculuk diizeyi 0,15-1 pg/ml olmalidir. Tiplendirilemeyen H. influenzae’lar ile olusan
infeksiyonlardan korunabilmek i¢in heniiz bir as1 mevcut degildir (23).

Farkli firmalar konjuge Hib asilarinda farkli tasiyici proteinler kullanmaktadir.
Hib asismin uygulama semasi asinin baglandigi yasa ve tasiyici proteine gore degiskendir
(Tablo VII). PRP-D asisinda tasiyici protein olarak difteri toksoidi, HbOC’de mutant difteri
proteini, PRP-T’detetanoz toksoidi, PRP-OMP’de grup B meningokok dig membran proteini
kullanilmaktadir (59).
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Tablo VII. Tasiyici1 proteinlerine gore farkh Hib asilarimin farkh yaslardaki uygulama

semasi (39)
Hib asis1 Ik dozdaki yas (ay) | Primer dozlar Rapel
HbOC/PRP-T 2-6 3 doz, 2 ay aralarla 12-15 ay
7-11 2 doz, 2 ay aralarla 12-15 ay
12-14 1 doz 2 ay sonra
15-59 1 doz -
PRP-OMP 2-6 2 doz, 2 ay aralarla 12-15 ay
7-11 2 doz, 2 ay aralarla 12-15 ay
12-14 1 doz 2 ay sonra
15-59 1 doz -
PRP-D 15-59 1 doz -
BOLUM II
GEREC VE YONTEM
Bakteriyel kokenler

Aralik 2008-Mart 2011 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen ¢esitli klinik orneklerden izole
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edilen 56 Haemophilus influenzae kokeni ¢alismaya alindi. Her hastadan izole edilen tek

koken calismaya dahil edildi.

Haemophilus influenzae kokenlerinin tanimlanmasi

Haemophilus influenzae kokenlerinin tanimlanmasinda, kanli besiyerinde
iremeyip ¢ukulatamsi besiyerinde lireyen kolonilere Gram boyama ve katalaz testi yapildu.
Gram boyamada gram negatif kokobasil goriniimiindeki koloniler X-V  faktor
gereksinimlerine gore tir diizeyinde tanimlandi. Siipheli kolonilerden Miieller Hinton
besiyerine pasaj yapilarak aralarinda en az 20 mm kalacak sekilde hazr X, V, X+V
faktorlerini igeren kagit diskler yerlestirildi ve 34-36°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra
iremeleri degerlendirildi. Yalniz X+V faktorii etrafinda iireyen kokenler Haemophilus
influenzae olarak tamimlandi. Siipheli kokenlerin tiir dogrulamasi i¢in yar1 otomatik
tanimlama sistemi olan BBL Crystal N/H ID tanimlama paneli (Becton Dickinson,
Cockeysville, MD, USA) iiretici firmanm Onerileri dogrultusunda kullanildi. X+V, X ve V
faktorii kullanilarak ve BBL Crystal N/H ID tanimlama paneli ile H. influnenzae kabul edilen
kokenlerin tiimiinde polimeraz zincir reaksiyonu ile H. influenzae’ya 0zgiil peptidoglikan
iligkili lipoprotein olan dis membran proteinini kodlayan p6 geni arastirildi. Kdkenler daha

sonra ¢alisilmak iizere % 10’luk gliserol igeren siit kaymaginda -80°C’de saklandi.

BBL Crystal N/H ID tamimlama paneli ¢alisma ilkeleri: Kurutulmus 29 adet
biyokimyasal ve enzimatik substrat icermektedir (TabloVIII). Inokulum sivismm igindeki
bakteriyel slispansiyon substratlarin yeniden hidrolizi i¢in kullanilir. Sistemde kullanilan
testler, cesitli gosterge sistemleri tarafindan tespit edilen belirli substratlarin indirgenmesini
temel alir. 4 metilumbeliferon (4MU) veya 7-amino-4-metilkumarinin (7-AMC) kumarin
tiirevlerini iceren florojenik substratlarn enzimatik hidrolizi, bir ultraviyole 151k kaynagi
yardimiyla gorsel olarak kolayca tespit edilebilen artmis floresan ile sonuglanir. Hidroliz
sonrasinda kromojenik substratlar gorsel olarak tespit edilebilen renk degisimleri olusturur
(Resim 1).

Testin calisilmasi: Kristal sisteminin 2,3 ml’lik inokulum sivisina 3 McFarland
bulaniklik elde edilecek sekilde tanimlanacak koloniler konuldu. Substratlarin bulundugu
panele inokulum igeriginin tamami kuyucuklar hava almayacak sekilde bosaltildi. Panelin

kapag1 kapatilip 34-36°C’de 18-24 saat etiivde bekletildikten sonra floresansi gosteren
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cthazda degerlendirildi. Tabloda negatif kontrole gore daha ¢ok floresan veren substratin
bulundugu yerler pozitif olarak isaretlendi. Tablonun solunda bulunan rakamlara gore
toplanip tiretici firmanm Crystal BDMSID isimli bilgisayar programinda degerlendirildi.

Inokulum sivisimin icerigi: KCI 7,5 g, CaCl2 0,5 g, Trisin N-[2-Hidroksi-1, 1-bis
(hidroksimetil)metil] glisin 0,895 g, 1000 ml’ye kadar saf su

Tablo VIII. BBL Crystal N/H ID tanimlama panelinde bulunan biyokimyasal ve

enzimatik maddeler

A B C D E F G H | J
Floresan L-serin- L- L- Glisin- Sakaroz Piranoz Riberol L- Ure
negatif AMC fenilalanin- | glutamik AMC glutamil-
4 kontrolii AMC asit- p-
AMC nitroanilid
) (D) (D) ) (+) ) (D) ) ) (+)
4MU- LYS- N-sukkinil- L- GLY- Maltotrioz | Maltobioz Levuloz o- Resazurin
fosfat ALA- ALA- arjinin- PRO- nitrofenil-
AMC PRO- AMC AMC fosfat
2 ALA-
AMC
+ | D ) (+) ) ) ) ) (+) )
L-prolin- L- ALA- Ornitin- 4MU-B- Karubinoz | Disakkarit | p-nitrofenil- p- Ornitin
AMC triptofan- | ALA-PHE- AMC D- fosforilkolin | nitrofenil-
1 AMC AMC galaktosit B-D-
galaktosid
) (D) (D) ) ) ) “) (+) ) (+)
2 0 0 2 0 0 0 0 2 3

D: Degisken, (+): pozitif, (-): negatif, 4MU: 4 metilumbeliferon, AMC: 7-amino-4-
metilkumarinin
Not: Tabloda pozitif olarak gosterilen substratlar H. influenzae kdkenleri ile reaksiyona giren

substratlar1 gostermektedir.
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Resim 1. BBL Crystal N/H ID tanimlama paneli ve floresansi degerlendirme cihaz

Kokenlerin Serotiplendirmesi

Kokenlerin serotiplendirmesi i¢in H. influenzae tip b antiserumu (Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) kullanildi. Lam {izerine birka¢ koloni bakteri
stiriildiikten sonra iizerine tip b antiserumu damlatild1 ve agliitinasyon i¢in karistirildi. Bir
dakika igerisinde antijen-antikor reaksiyonunun olugmasma izin verecek yeterli miktarda
yogunlugun olusmasi saglandi. Bir dakika icerisinde olusan kuvvetli reaksiyonlar pozitif
olarak kabul edildi. Ayrica tiim kdkenlere H. influenzae tip b primeri kullanilarak polimeraz

zincir reaksiyonu ile cpsb lokusu arastirildi.

Antimikrobiyal duyarhhk testi:

Kokenlerin antibiyotiklere direnci The Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) kriterlerine gore belirlendi. Disk difiizyon yonteminde Haemophilus test medium
(HTM) besiyeri kullanild1.

Haemophilus test medium (HTM) besiyerinin hazirlanmasi:

Uretici firmanin &nerilerine gére hazirlandi.

Icersinde 7,5 mg hematin ve 7,5 mg nikotinamid adenin diniikleotid iceren
Haemophilus test medium supplement (Oxoid ltd, Basingstoke, UK) sisesinin igersine 2 ml
steril distile su ilave edildi.

Bu karisim 50°C’de 500 ml Miieller Hinton (Oxoid ltd, Basingstoke, UK)

besiyerine ilave edilip 4 mm kalinliginda besiyeri dokiildi.
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Disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi:

Bu yontemle belirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test edilecek
bakteriden hazirlanan 0,5 Mc Farland standart siispansiyonun yayildigt HTM plaklar1 tizerine
yerlestirildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra iiremenin gorilmedigi zon c¢ap1 Olciilerek
duyarhilig:1 saptandi. Calismada test edilen antibiyotikler (Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) ampisilin, azitromisin, ko-trimaksazol, sefuroksim sodyum, sefaklor, meropenem,

sefotaksim, amoksisilin klavulonik asit ve levofloksasindir.

Beta-laktamaz varliginin arastirilmasu:

Beta-laktamaz varligi nitrosefin (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
diski kullanilarak arastirildi. Disk serum fizyolojik ile 1slatildiktan sonra lizerine Haemophilus
influenzae kolonilerinden siiriildii. Diskte pembe-kirmizi renk degisikligi goriiliince pozitif

kabul edildi.

Mikrodiliisyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi:

Kokenlerin Minimal inhibitdr konsantrasyonlari ticari sivi mikrodiliisyon yontemi
olan Sensititre (Trek Diagnostic Systems, Cleveland, Ohio) kullanilarak CLSI kriterlerine
gore belirlendi. Minimal inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenen antibiyotikler
levofloksasin, klaritromisin, sefaklor, seftriakson, ampisilin, sefepim, sparfloksasin,
imipenem, ko-trimaksazol, meropenem, sefuroksim, sefiksim, tetrasiklin, ampisilin
sulbaktam, kloramfenikol ve amoksisilin klavulonik asit’tir.

Sensititre {iretici firmanin Onerilerine gore yapildi. Sivi besiyerleri oda 1sisma
getirildi. Cukulatams1 besiyerinde 24 saatlik kiiltiirde iireyen H. influenzae kolonilerinden
ekiivyon c¢ubugu ile alinip Caution Adjusted Mueller Hinton Broth Test (CAMHBT)
besiyerine konularak 0,5 McFarland elde edildi. Bu soliisyondan 50 ul alinip HTM besiyerine
ilave edildi ve 5x10° cfu/ml bakteri elde edildi. Haemophilus test medium besiyerinden;
yiizeyi antibiyotik ile kaplanmis mikroplaklardaki her kuyucuga 100’er pl kondu ve 34-
36°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra liremeleri degerlendirildi. Bakterinin iiremedigi en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kabul edildi. Plaklarm degerlendirilmesine ilk
once pozitif ve negatif kuyucuktan baslandi (Resim2). Kontaminasyon goriilen 6rnekler tekrar

calisildi. Plakta bulunan antibiyotikler ve diliisyon araliklar1 Tablo 1X’da gosterilmistir.
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Resim 2. Sivi mikrodiliisyon antibiyogram plaklarinin degerlendirilmesi

Tablo IX. Sensititre plaginda bulunan antibiyotikler ve diliisyon arahklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FUR | TET | CHL | AUG2
A
4 16 1 2 4 1 2/38 2 8 4 4 16/8
LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FUR | TET | CHL | AUG2
B
2 8 0.5 1 2 0.5 1/19 1 4 2 2 8/4
LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FUR | TET | CHL | AUG2
C
1 4 0.25 0.5 1 0.25 0.5/9.5 0.5 2 1 1 4/2
LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FUR | TET | CHL | AUG2
D
0.5 2 0.12 0.25 0.5 0.12 | 0.25/4.75 0.25 1 0.5 0.5 2/1
LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FUR | TET | ERY ERY
E
0.25 1 0.06 0.12 0.25 0.06 | 0.12/2.38 0.12 0.5 0.25 0.25 0.5
. LVX | CLA | PEN | AXO | AMP | SPX SXT MERO FIX FIX FIX FIX
0.12 0.5 0.03 0.06 0.12 0.03 | 0.06/1.19 0.06 0.12 0.25 0.5 1
G LVX | CLA | PEN | AXO FEP FEP FEP FEP FEP | A/S2 | A/S2 NEG
0.06 0.25 | 0.015 0.03 0.12 0.25 0.5 1 2 1/0.5 2/1
H LVX | CLA | FAC FAC FAC IMI IMI IMI IMI POZ | POZ POZ
0.03 0.12 14 8 16 0.5 1 2 4

NEG: Negatif, POZ: Pozitif, LVX: Levofloksasin, CLA: Klaritromisin, PEN: Penisilin, FAC: Sefaklor, AXO:
Seftriakson, AMP: Ampisilin, FEP: Sefepim, SPX: Sparfloksasin, IMI: imipenem, SXT: Ko-trimaksazol,

MERO: Meropenem, FUR: Sefuroksim, FIX: Sefiksim, TET: Tetrasiklin, ERY: Eritromisin, A/S2: Ampisilin
sulbaktam, CHL: Kloramfenikol, AUG2: Amoksisilin klavulonik asit
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Diren¢ Genlerinin Tayini

DNA izolasyonu:

Bakteriyel DNA eldesi i¢in ticari kit kullanildi ve iiretici firmanin 6nerilerine gore
yapildi (PureHelix Genomic DNA Prep Kit NanoHelix)

1- Cukulatamsi besiyerinde iireyen kolonilerden steril distile su ile 0,5 Mc farland
bakteri soliisyonu hazirlandu.

2- Bu soliisyondan 0,5 ml alip 1,5 ml’lik tiiplere koyduktan sonra 12000
devir/dk’da 1 dakika ¢evrilip iist kismi atild1.

3- Uzerine 350 pl NGD 1 tampon eklendikten sonra 1 dakika calkaland.

4- Uzerine 8 pl proteinaz K kondu ve +70°C’de 10 dakika, +4°C’de 5 dakika
bekletildi.

5- Oda 1s1sinda 12000 devir/dk’da 1 dakika cevrilip siipernatant1 yeni 1,5 ml’lik
tiiplere aktarild1.

6- Uzerine 400 pl NGD 2 tampon kondu.

7- Bir dakika calkalayicida g¢alkalayip oda 1sisinda 12000 devir/dk’da 5 dakika
cevrildikten sonra iist kismi1 spin kolona aktarild.

8- Oda 1s1sinda 12000 devir/dk’da 1 dakika ¢evrilip alttaki siv1 dokiildi

9- Uzerine 500 pl ytkama tamponu (WB) ilave edildi.

10- Oda 1s1sinda 12000 devir/dk’da 30 saniye g¢evrilip alttaki stvi dokiildi

11- Tekrar 12000 devir/dk’da 2 dakika ¢evrilip alttaki siv1 dokiildii.

12- Sonra spin kolonlar1 yeni 1,5 ml’lik tiiplere kondu

13- Uzerine 50 ul elution buffer (EB) ilave edildi ve 12000 rpm’de 2 dakika
cevrildi.

14- Spin kolonlar atildiktan sonra tiipteki ekstrakte DNA ¢alismamizda kullanildi.

36



Polimeraz zincir reaksiyonu:
Polimeraz zincir reaksiyonu igin ticari kit kullanildi. Uretici firmanin dnerilerine
gore (HelixAmp Taq DNA Polymerase Kit NanoHelix) toplam hacim 50 pl olacak sekilde

karisim hazirlandi.

Bakteriyel DNA Sul

10 mM dNTP 1 ul

taq DNA polimeraz 1,25 {inite
10X buffer Sul

5X tuneup 4 ul
Herbir primerden (100 uM) 1 pl
Steril distile su 33,75 ul
Toplam 50 pul

Ist dongii cihazi programau:

Hazirlanan karigim 30 siklus 94°C’de 10 dakika DNA zincirinin ag¢ilmasi, 94°C’de
10 saniye DNA zincirinin agilmasi, 55°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama
fazi, 72°C’de 10 dakika son uzama fazinda 1s1 dongii cihazina (Eppendorf, Mastercycler

Gradient, Germany) konuldu.

Tampon solusyonunun (TBE) hazirlanmast

Stok 10x TBE (Tris Borik Asit EDTA) buffer 50 gr Tris base, 27,5 gr Borik asit,
20 ml 0,5 M EDTA (pH:8,0)’nin 1 litre distile suda eritilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan
10x TBE stok solusyonunun distile su ile 1/20 oraninda sulandirilmasi ile 0,5x TBE buffer

kullanma soliisyonu hazirlanmistir.

Agaroz jelin hazirlanmast

Ug gram (% 2’lik agaroz jel igin) agaroz (Basica Le, Prona, Ispanya) tartilip 150
ml 0,5 x TBE tampon soliisyonuna eklenerek karistirilmistir. Agaroz mikrodalga firinda
(Regal, Tirkiye) 400 watt 1s1da, arada bir karistirilarak bir dakika eritilmistir. Agaroz jelin
sogumasi beklenmis ve 50°C civarina kadar soguyan 150 ml’lik agaroz soliisyanuna floresan

boya igeren 15 pl Syber Safe (invitrogen, ABD) eklenmistir. Agaroz jel plak {izerine
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dokiilmiis bir kenarma tarak yerlestirilmistir. Agaroz jel donduktan sonra (yaklasik 30 dakika

oda 1sisinda) plagin iki tarafindaki lastikler ve tarak ¢ikarimistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Herbir PZR’dan sonra her 6rnek i¢in parafin film iizerine 5 pl yiikkleme soliisyonu
(250 mg Bromophenol blue, {i¢ ml gliserol, yedi ml distile su) 2x Loading dye (Fermentas,
Kanada) konmustur. 5 pl PZR firiinli yiikleme soliisyonu ile karistirildiktan sonra sirayla
agaroz jele yiiklenmistir. Bantlarmm molekiiler agirliklarini tespit etmek icin 100 b¢ DNA
ladder (Fermentas, Kanada) kullanilmistir. Jel plaginda PZR iiriinler1 100 voltta 40 dakika
elektroforez cihazinda (Thermo, ABD) yiiriitiilmiistiir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Almanya) ile goriintiilenmis ve goriintli bilgisayara
aktarilmistir. Olusan bantlar Bio1D jel analiz programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda pozitif kontrol olarak 60 ve 70 no’lu kdkenler,
negatif kontrol olarak distile su kullanilmistir. Beklenen yerde bant goriilen 6rnekler pozitif
kabul edilmistir. Calismada P6 (61), PBP3-S, PBP3-GruplIl BLN, BLP (15), TEM-1, ROB-1
(62), PBP3 (53), Tipb (63) primerleri kulanilmistir (Tablo X).

Calismamizda 60, 70 no’lu kokenlerin pozitif kontrol olarak kullanilmasi i¢in dizi
analizi (Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic analysis system) yapildi. 60 no’lu kdken

ampisiline duyarli, 70 no’lu koken beta-laktamaz pozitif idi.
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Tablo X. Caliymada kullanilan primerler ve dizinleri

Primer ismi | Gen ismi | Primer Dizini bp

P6 po Forward 5’-ACGATGCTGCAGGCAATGGT-3’ 198
Reverse 5S’-CATCAGTATTACCTTCTACTAAT-3’

PBP3-S ftsl Forward 5’-GATACTACGTCCTTTAAATTAAG-3’ 551
Reverse5’-GCAGTAAATGCCACATACTTA-3’

PBP3-Grup | ftsl Forward 5’-TTCAAGTAACCGTGGTGTGAC-3’ 465

IIT BLN Reverse 5’-GCAGTAAATGCCACATATTTC-3’

BLP bla Forward 5’-TAAGAGAATTATGCAGTGCTGCC-3’ 458
Reverse 5’-TCCATAGTTGCCTGACTCCCC-3’

TEM-1 bla tgm.1 | Forward 5’-ACCAGTCACAGAAAAGCATC-3’ 327
Reverse 5’-TTATCCGCCTCCATCCAGTC-3’

ROB-1 bla rop-1 | Forward 5’-TCCCGAAACCCAAAAATACG-3’ 338
Reverse 5’-GATTGCCTGTTGCGTTATTG-3’

PBP3 ftsl Forward 5’-GTTGCACATATCTCCGATGAG -3’ 945
Reverse5’- CAGCTGCTTCAGCATCTTGC-3’

Tipb cpsb Forward 5’-GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC -3° 480

Reverse 5’-GCTTACGCTTCTATCTGGTGAA -3’

P6 Primeri; Haemophilus influenzae’ya spesifik peptidoglikan iligkili lipoprotein olan dig

membran proteinini kodlayan P6 geni ¢ogaltildi. Bu bolge H. influenzae’larda iyi korunmus

bolgedir (61).
PBP3 Primeri;

PBP’ler arasinda esas diren¢ gelisimi PBP3’iin araciligiyla septal

peptidoglikan sentezindeki degisikliklerle olur. Bu proteini kodlayan fs-I geninin tiimi

cogaltildi. Sekans i¢in kullanildi (52).

PBP3-S primeri; Arg-517 veya Asn-526 degisken mutasyon bolgesini igeren fis-I gen

parcasi ¢ogaltildi (53).

PBP3-Grup III BLN primeri; Ser-385 yiiksek mutasyon bolgesini igeren fis-I gen pargasi

cogaltild1 (15).

Tipb Primeri; Kapsiiler polisakkaritte kodlanan cpsb lokusu ¢ogaltildi (63).

BLP primeri; B-laktamazi1 kodlayan bla gen parcasi ¢gogaltildi (15).

TEM-1 primeri; TEM-1 B-laktamazi kodlayan bla gen pargasi ¢ogaltildi (62).

ROB-1 primeri; ROB-1 B-laktamazi kodlayan bla gen parcasi cogaltildi (62).
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BOLUM III

BULGULAR

Calismada laboratuvarimiza gelen cesitli klinik O6rneklerden izole edilen 56

Haemophilus influenzae kokeni test edilmistir. Tiim kokenler XV, X ve V diskleri ile

Haemophilus influenzae olarak tanimlanmistir (Resim 3).

Resim 3. XV diskinin etrafinda iireyen Haemophilus influenzae kolonileri

Calisilan 56 kokenin 38’1 (% 67,8) erkek hastadan, 18 (% 32,2) tanesi kadin
hastadan izole edilmistir. Kokenlerin 44’1 (%78,6) yatan hastadan 12’si (% 21,4) polikinik
hastalarindan izole edilmistir. Kullanilan kokenlerin klinik &rneklere gore dagilimi tablo

XTI’de, gonderildigi kliniklere gore dagilimi tablo XII’de gdsterilmistir.

Tablo XI. Haemophilus influenzae kokenlerinin izole edildigi klinik 6rneklere gore
dagilin

Ornek tiirii Sayis1 (%)
Balgam 46 (% 82)
GOz stirlintiisii 3(%5,4)
Trakeal aspirat 3(%5,4)
Bronkoalveolar lavaj 2 (% 3,6)
Kan kiltiirii 1 (% 1,8)
Siniis aspirat1 1 (% 1,8)
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Tablo XII. Haemophilus influenzae kokenlerinin gonderildigi kliniklere gore dagilimm

Klinik Say1 (%)
Gogiis hastaliklari 20 (% 35,7)
Dahiliye 19 (% 33,9)
Cocuk hastaliklar1 10 (% 17,8)
Kulak-burun-bogaz hastaliklar1 2 (% 3,6)
G0z hastaliklar1 1 (% 1,8)
Noroloji 1(% 1,8)
Kalp-damar cerrahisi 1(% 1,8)
Acil 1 (% 1,8)
Kardiyoloji 1 (% 1,8)

Calisilan tiim kokenlerin disk diflizyon yontemine gore ve sivi mikrodiliisyon
yontemine gore antibiyotik duyarliliklari, MiK araliklari, MIK50 ve MIK90 degerleri tablo
XIII’te gosterilmistir. Tiim kdkenlere uygulanan PZR yontemi ile p6 geni arastirilmistir. Test
edilen kokenlerin hepsinde p6 geni pozitif bulunmustur (Resim 4). Tiim kokenlerde tip b
primeri kullanilarak cpsb lokusu arastirilmis. ¢alisilan kdkenlerin hi¢gbirinde H. influnenzae tip
b tespit edilmemistir.

Tim kokenlerde PBP3-S primeri kullanilarak Arg-517 veya Asn-526 degisken
mutasyon bélgesini iceren f#s-I S geni arastirilmistir. 45 kokende fis-I S geni pozitif tespit
edilmistir (Resim 5). 11 kokende fis-I S geni saptanmamustir. Calisilan H. influenzae
kokenlerinde duyarli fis-I geni tespit edilen ve tespit edilmeyen kdkenlerin MIiK araliklari,
MIK50 ve MIK90 degerleri karsilastirmali olarak tablo XIV’te gdsterilmistir.
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Tablo XIII. Haemophilus influenzae kokenlerinde cahsilan antibiyotiklerin MiK
arahklari, MiK50, MiK90 degerleri ve duyarhhklar

Antibi MIK MIK50 | MIK90 Duyarli Orta duyarli Direngli
yotik aralig Disk Sivi Disk Sivi Disk Sivi
Diflizyon mikrodiliisyon Diflizyon mikrodiliisyon Diflizyon mikrodiliisyon
KS (%) KS (%) KS (%) KS (%) KS (%) KS (%)
AMP <0,12->8 0.5 1 55 52 - 3 1 1
(% 98,2) (% 92,8) (% 5,4) (%1,8) (%1,8)
AUG2 <2/1-4/2 <2/1 <2/1 56 56 - - - -
(% 100) (% 100)
A/S2 <1/0,5-2/1 <1/0,5 <1/0,5 TE 56 TE - TE -
(% 100)
FAC <4-16 <4 8 56 53 - 3 - -
(% 100) (% 94,6) (%5,4)
FEP <0,122 <0,12 0,25 TE 56 TE - TE -
(% 100)
FIX <0,12-1 <0,12 | <0,12 TE 56 TE - TE -
(% 100)
CTX TE TE TE 56 TE - TE - TE
(% 100)
AXO <0,03-0,25 <0,03 <0,03 TE 56 TE - TE -
(% 100)
FUR <0,5-4 1 2 56 56 - - - -
(% 100) (% 100)
AZM TE TE TE 56 TE - TE - TE
(% 100)
IMI <0,52 <0,5 1 TE 56 TE - TE -
(% 100)
CLA 2->32 8 16 TE 40 TE 13 TE 3
(%71,4) (%23,2) (%5,4)
CHL <0,5-1 <0,5 1 TE 56 TE - TE -
(% 100)
SXT <0,06/1,19- 1/19 >4/76 28 28 8 8 20 20
476 (% 50) (% 50) (% 14,3) (% 14,3) (%35,7) (%35,7)
LVX <0,03-0,5 <0,03 <0,03 56 56 - - - -
(% 100) (% 100)
MERO <0,06-0,5 <0,06 0,25 56 56 - - - -
(% 100) (% 100)
SPX <0,03-0,5 <0,03 <0,03 TE 56 TE - TE -
(% 100)
TET <0252 05 1 TE 56 TE - TE
(% 100)
AMP: Ampisilin, AUG2: Amoksisilin klavulonik asit; A/S2: Ampisilin sulbaktam, FAC:

Sefaklor, FEP: Sefepim, FIX: Sefiksim, CTX: Sefotaksim, AXO: Seftriakson, FUR:
Sefuroksim sodyum, AZM: Azitromisin, IMI: Imipenem, CLA: Klaritromisin, CHL:
Kloramfenikol, SXT: Ko-trimaksazol, LVX: Levofloksasin, MERO: Meropenem, SPX:
Sparfloksasin, TET: Tetrasiklin, KS: Koken sayis1, TE: Test edilmedi
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Tablo XIV. Haemophilus influenzae kokenlerinde duyarh fis-1 geni tespit edilen ve tespit
edilmeyen kokenlerin MIK araliklari, MIK50 ve MIK90 degerleri

Antibiyotik MIK aralig MIK50 MIK90
fts-1S geni | fts-1S geni | fts-1S geni | fts-1 S geni | fts-1 S geni | fts-1 S geni
() ) () ) ) )
AMP <0,12-1 <0,12->8 0,25 1 1 2
AUG2 <2/1-4/2 <2/1-4/2 <2/1 <2/1 <2/1 4/2
A/S2 <1/0,5-2/1 | <1/0,5-2/1 <1/0,5 <1/0,5 <1/0,5 2/1
FAC <4-16 <4-16 <4 8 8 16
FEP <0,12-2 <0,12-0,5 <0,12 <0,12 0,25 0,25
FIX <0,12-1 <0,12-1 <0,12 <0,12 <0,12 1
AXO <0,03-0,25 | <0,03-0,06 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
FUR <0,5-4 1-4 1 2 2 4
IMI <0,5-2 <0,5-2 <0,5 1 1 1
CLA 2->32 8-16 8 16 16 16
CHL <0,5-1 <0,5-1 <0,5 <0,5 1 1
SXT <0,06/1,19- | <0,06/1,19- |  0,5/9,5 >4/76 >4/76 >4/76
>4/76 >4/76
LVX <0,03-0,5 | <0,03-0,5 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
MERO <0,06-0,5 | <0,06-0,25 <0,06 0,12 0,12 0,25
SPX <0,03-0,5 | <0,03-0,5 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
TET <0,25-2 <0,25-2 0,5 0,5 1 1

AMP: Ampisilin, AUG2: Amoksisilin klavulonik asit; A/S2: Ampisilin sulbaktam, FAC:
Sefaklor, FEP: Sefepim, FIX: Sefiksim, AXO: Seftriakson, FUR: Sefuroksim sodyum, IMI:
Imipenem, CLA: Klaritromisin, CHL: Kloramfenikol, SXT: Ko-trimaksazol, LVX:
Levofloksasin, MERO: Meropenem, SPX: Sparfloksasin, TET: Tetrasiklin
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Resim 4: 98-113 no’lu kokenlerin p6 geninin elektroforetik goriintiisii

Not: p6 geni 198 bp

Resim 5: 97-113 no’lu kokenlerin f#s-I S geninin elektroforetik goriintiisii

Not: fts-I1 S geni 551 bp




fts-1 S geni tespit edilmeyen 11 kdkende ve diger kokenlerde PBP3-BLN primeri
kullanilarak Ser-385 yiliksek mutasyon bdlgesini igeren fis-I geni arastirilmis ve higbir
kokende bu mutasyon tespit edilmemistir. 385. pozisyonda serin yerine treonin (Ser-385-Thr)
gecmesi siklikla yiiksek diizey direng Grup III kokenlerde goriliir ve Grup III genetik
BLNAR olarak isimlendirilir.

fts-1 S geni tespit edilmeyen 11 kdkenin zayif BLNAR oldugu kabul edilmistir.
517. pozisyonda arjininin yerine histidin (Arg-517-His) ge¢mesi ile olusan mutasyon siklikla
Grup I, 526. pozisyonda asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) ge¢cmesi ile olusan mutasyon
siklikla Grup II kokenlerde goriliir. Ampisiline orta diizey direng¢ Grup I ve Grup II
kokenlerde goriiliir. Grup I ve Grup II BLNAR kokenler zayif BLNAR olarak isimlendirilir.

Tim kokenlerin beta-laktamaz enzimi iiretip liretmedigi nitrosefin diski ile test
edilmistir. Sadece bir kdken pozitif saptanmistir. Tiim kokenlerde BLP primeri kullanilarak
bla geni arastirilmistir. Nitrosefin testi ile beta-laktamaz pozitif saptanan kdkende bla geni
tespit edilmistir (Resim 6). TEM-1 ve ROB-1 primeri kullanilarak TEM-1 ve ROB-1 B-
laktamaz1 kodlayan bla geni arastirilmistir. Beta-laktamaz primeri ile pozitif saptanan
kokende bla tpy.; geni pozitif saptanmustir (Resim 6). Beta-laktamaz pozitif kokenin MIK
degerleri tablo XV’te gosterilmistir. Bu koken ampisiline direncli, klaritromisine orta duyarli,
calisilan diger antibiyotiklere duyarli tespit edilmistir. Kdkenlerin hi¢birinde bla rop-1 geni

saptanmamistir.

Tablo XV: Beta-laktamaz pozitif kokenin MIK degerleri

Antibiyotikler
AMP | AUG2 | A/S2 | FAC | FEP | FIX | AXO | FUR | IMI | CLA | CHL | SXT LVX | MERO | SPX | TET
>3 | 42 | 21 | 8 |025|<012]<003| 4 | 2 | 16 | <05 | <0.06/1.19 | <0.03 | 025 | <0.03 | 2

AMP: Ampisilin, AUG2: Amoksisilin klavulonik asit; A/S2: Ampisilin sulbaktam, FAC:
Sefaklor, FEP: Sefepim, FIX: Sefiksim, AXO: Seftriakson, FUR: Sefuroksim sodyum, IMI:
Imipenem, CLA: Klaritromisin, CHL: Kloramfenikol, SXT: Ko-trimaksazol, LVX:
Levofloksasin, MERO: Meropenem, SPX: Sparfloksasin, TET: Tetrasiklin
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Resim 6: 70 no’lu kokenin bla geni pozitifligi (1. Boliim) ve bla tgm-1 geni pozitifligi (2.
Béliim)

Not: bla geni 458 bp, bla tgm-1 geni 327 bp
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BOLUM IV

TARTISMA

Alt solunum yolu infeksiyonuna neden olan bakteriyel infeksiyonlarm basarili ve
diisiik maliyetli bir sekilde tedavisinin gergeklestirilebilmesi tibbi ve sosyoekonomik yonden
onem tasimaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda bu tiir infeksiyon etkenlerinin basta
penisilinler olmak {izere diger beta-laktam antibiyotiklere, makrolidlere ve ko-trimaksazole
giderek artan oranda direng¢ kazandiklar1 goriilmektedir.

Haemophilus influenzae nin neden oldugu invaziv infeksiyonlarin % 95’1 Hib ile
olusmaktadir. Haemophilus influenzae tip b, bircok Asya llkesinde ve gelismekte olan
iilkelerde asilanmamis ¢ocuklar arasinda, menenjitin 6nde gelen nedenidir (23). Haemophilus
influenzae tip b, Japonya ve Giiney Kore’de yapilan ¢alismalarda % 0,75-4,1 (14,15,64)
Amerika’da yapilan c¢alismalarda % 0-13,6 (65,66) Avrupa’da yapilan ¢alismalarda % 1,2-
28,1 (67,68) arasinda degismektedir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise bu oran % 11,11 ile
%64 arasinda bulunmustur (69-72). Calismamizda H. influenzae serotip b antiserumu
kullanilarak lam agliitinasyon yontemi ile test edilen kdkenlerin hi¢birinde H.influenzae tip b
tespit edilmemistir. Ayrica bu ¢aligmada tiim kokenlerde PZR yontemi ile Tip b primeri
kullanilarak cpsb lokusu arastirilmistir. Kokenlerin hi¢birinde H. influnenzae tip b tespit
edilmemistir. Bizim ¢alismamiz iilkemizdeki ¢alismalara gore diinyadaki diger calismalarla
daha uyumlu goriilmektedir. Ulkemizde Hib rutin asilama kampanyasi 2006 yilinda
baslamustir (73). Avrupa, Amerika ve gelismis lilkelerde Hib asisinin rutin olarak kullanilmas1
H. influenzae tip b’nin disiik olarak saptanmasini agiklayabilir (23). Ulkemizdeki
calismalarda H. influenzae tip b’nin yiikksek ¢ikmasi, Hib asisinin rutin olarak kullanima
girmesinden Once yapilmis olmasindan kaynaklanabilir.

Haemophilus influenzae kokenlerinde disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemleriyle calistigimiz ortak antibiyotiklerin duyarhiliklarini karsilastirdigimizda sefaklor
ve ampisilin hari¢ diger antibiyotiklerin duyarliliklar1 benzer olarak elde edilmistir. Disk
difiizyon yonteminde kokenlerin ampisilin duyarliligt % 98,2, diren¢ % 1,8 iken
mikrodiliisyon yonteminde duyarliligi % 92,8, direng % 1,8 tespit edilmistir. Ampisiline
direncli kdkenlerin yiizdesi ayn1 iken disk diflizyon yonteminde duyarh tespit ettigimiz 3 (%
5,4) koken orta duyarli olarak belirlenmistir. Disk diflizyon yonteminde kokenlerin sefaklor

duyarlilig1 % 100 iken mikrodiliisyon yonteminde duyarlilik % 94.6 saptanmis ve kdkenlerin
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% 5,4’ii (3 koken) de orta duyarli olarak belirlenmistir. Sefaklor MiK’ini orta duyarhilikta
tespit ettigimiz 3 kokenden ikisinin ampisilin MIK’i 2 p/ml (orta duyarli) digerinin MIK’i 1
p/ml (duyarli) olarak tepit edilmistir. Avrupa’da disk difiizyon ve agar diliisyon yontemiyle
antibiyotik duyarhliklarmin karsilastirildigi bir ¢alismada, kokenlerin ampisiline karsi disk
difiizyonda duyarlilig1 % 82.6 iken agar diliisyonda % 85, sefuroksime kars1 disk difiizyonda
duyarlilig1 % 97,4 iken agar diliisyonda % 85,5, tetrasikline kars1 disk diflizyonda duyarlhiligi
% 98,8 iken agar diliisyonda % 98,3, ko-trimaksazole kars1 disk difiizyonda duyarliligi %
84,8 iken agar diliisyonda % 85,9 oranlar1 elde edilmistir. Siprofloksasin, levofloksasin,
moksifloksasin duyarliliklar1 her iki yontemde de %100 uyumlu (duyarli) olarak tespit
edilmistir (74). Calismada aradaki farkin anlamli olmadigi kabul edilmistir. Bizim
calismamizda da ampisilin ve sefaklor hari¢ diger ortak calistigimiz antibiyotikler arasinda
%100 uyum mevcuttur. Avrupa’da yapilan calismada agar diliisyon ve disk diflizyon
yontemleri karsilastirilmistir. Ayni yontemler olmamakla birlikte bu durum goéz Oniine
almdiginda bizim calistigimiz disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleriyle elde edilen
sonuglarm birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ampisilin MIK’ini duyarli arahkta fakat
yiiksek (MIiK:1) ve orta duyarh aralikta (MIK:2) belirledigimiz kokenler disk diflizyon
yonteminde duyarh tespit edilmistir. Zayif BLNAR olarak belirlenen kdkenler bu aralikta
oldugundan, ¢aligmamizda disk diflizyon yontemi ile zayif BLNAR kokenler duyarli tespit
edilmistir. Eger ampisiline direng tespit edilmediyse disk diflizyon yontemi ile zayif BLNAR
kokenlerin  belirlenemeyecegi  diisiiniilmiistiir. Bu c¢alisma ile diger caligmalarin
karsilastirmalari, stvi mikrodilisyon yontemi dikkate alinarak yapilmastir.

Haemophilus influenzae infeksiyonlarinda genellikle ampisilin kullanilmaktadir.
Diinya’nin  bircok {ilkesinde ampisiline direngli H. influenzae kokenlerinde artis
goriilmektedir. Beta-laktamaz pozitif kokenlerin tiimii, beta-laktamaz negatif (BLNAR)
kokenlerin 1se bir kismi ampisiline direnclidir ve direncli kdken sayist her gecen giin
artmaktadir. Beta-laktamaz pozitif ve BLNAR kokenlerin diger antibiyotiklere kars: da MIK
degerlerinin ytikseldigi goriilmistiir (6,10-13,16-19).

Haemophilus influenzae’larda ampisilin  direnci daha c¢ok beta-laktamaz
iretiminden kaynaklanmaktadir. Japonya ve Giiney Kore’de yapilan ¢calismalarda -laktamaz
ireten kokenlerin sikligi; % 1,9 ile % 52,40 arasmmda bulunmustur (15,62,71,75-77).
Amerika’da ise -laktamaz tlireten kokenlerin sikligi; % 15,2-36,4 arasinda degismektedir (4-

6). Avrupa’da bu oran % 0-38,2 arasindadir (20,21,62). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda p-
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laktamaz pozitifligi % 0-37,5 arasinda degismektedir (7,8,70-72). Calismamizda ise beta-
laktamaz pozitifligi % 1,8 olarak belirlenmistir. Ulkemizdeki ve diinyadaki ¢alismalar
incelendiginde bizim calismamizdaki kdkenlerin beta-laktamaz iiretiminin daha az oldugu
goriilmektedir. Beta-laktamaz olusturmaya bagh direng genellikle TEM-1 ve ¢ok az kokende
ROB-1 beta-laktamazlar1 ile olugmaktadir. Beta-laktamaz tiplerinin orani incelendiginde
Avrupa’da, Amerika’da ve Asya’da yapilan ¢alismalarda TEM-1 tip beta-laktamaz tiretimi %
93-100, ROB-1 tip beta-laktamaz tiretimi % 0-7 arasinda degismektedir (15,19,62,75,78).
Bizim calismamizdaki beta-laktamaz tiretimi TEM-1 tiptir. TEM-1 tip beta-laktamaz tiretimi
daha sik goriildiiglinden ¢alismamizin Avrupa, Amerika ve Asya lilkelerindeki ¢caligmalarla
uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Avrupa’da yapilan calismalarda ampisilin direnci % 10,2 ile % 40,4 arasinda
bulunmustur (67,78-80). Amerika’da ise ampisilin direnci % 16,9-40 arasinda degismektedir
(6,81,82). Japonya ve Giiney Kore’de ampisilin direnci daha da artmakta ve % 37,3 ile % 60,2
arasinda degismektedir (14,64,75). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ampisilin direnci % 0-
62,5 arasinda bulunmustur (7,8,70-72,83,84). Calismamizda ise bir koken ampisiline direngli
(% 1,8) belirlenmistir. Bu koken beta-laktamaz pozitif olarak saptanan kdkendir.

Giliney Kore’de yapilan g¢alismalarda sefaklor duyarliigi % 42,1 ile % 90,7
arasinda degismektedir (64,75). Avrupa’da % 87,2-99 arasindadir (20,21,67,79,80).
Amerika’da % 79,6 ile % 95,4 arasinda degismektedir (6,81,82,85). Ulkemizde yapilan
calismalarda ise % 76,9-100 arasindadir (22,70,71,86). Calismamizdaki kokenlerin % 94,6’s1
duyarl, % 5,4’ orta duyarli tespit edilmistir. Kdkenlerin higbirinde sefaklor direnci
saptanmamistir.

Avrupa’da yapilan calismalarda klaritromisin duyarliligi % 75,6 ile % 97,8
arasinda (20,21,67,80,87), Amerika’da % 61,4-89 arasinda (6,81,82), Japonya ve Giiney
Kore’de yapilan calismalarda ise % 60,8-81,3 olarak belirlenmistir (15,64,75). Ulkemizde
yapilan caligmalarda ise % 50 ile % 97,3 arasinda degismektedir (7,70). Calismamizdaki
kokenler klaritromisine %71.4 duyarli, %23.2 orta duyarli, %5.4 direngli tespit edilmistir.

Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda ko-trimaksazol duyarliligi % 81,3-85,9 olarak
belirlenmistir (74,80). Giiney Kore’de % 31,6 ile % 63 arasindadir (64). Amerika’da ise bu
oran % 60,8 ile % 77,3 arasinda degismektedir (6,82,85). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda %
64-82 arasinda (70,71,83,86) tespit edilmistir. Caligmamizdaki kdkenler ko-trimaksazole %
50 duyarl, % 14,3 orta duyarli, % 35,7 direncli tespit edilmistir.
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Calisgmamizdaki kokenlerin hepsi amoksisilin  klavulonik asit, ampisilin
sulbaktam, sefepim, sefiksim, sefiriakson, sefuroksim, imipenem, kloramfenikol
levofloksasin, meropenem, sparfloksasin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi duyarli olarak
belirlenmistir. Amerika’da yapilan caligmalarda amoksisilin klavulonik asit duyarliligi % 58-
100, sefepim duyarliligir % 100, sefiksim duyarliligr % 100, seftriakson duyarliligi % 100,
sefuroksim duyarliligi % 95,7-100, kloramfenikol duyarliligi % 97,3-99, levofloksasin
duyarhilig1 %100 ve tetrasiklin duyarliligi % 96,3-98,6 arasinda tespit edilmistir (6,81,82,85).
Avrupa‘da yapilan ¢aligmalarda amoksisilin klavulonik asit duyarliligi % 94,2-99,8, sefiksim
duyarhilig1 % 100, sefuroksim duyarlilig1 % 85,5-99,8, kloramfenikol duyarlilig1 % 97,2-97,7,
levofloksasin duyarliligi % 99,9-100 ve tetrasiklin duyarliligi % 96,7-98,3 arasinda tespit
edilmistir (20,21,67,74,78,80,87). Japonya ve Giiney Kore’de yapilan ¢alismalarda
amoksisilin klavulonik asit duyarliligt % 73,7-100, sefiksim duyarliligi % 73,7-98,1,
sefuroksim duyarlilig1 % 66,3-98,1, imipenem duyarliligi % 99-100, kloramfenikol duyarlilig1
% 78,7-96,3, levofloksasin duyarliligt % 94,7-100 ve meropenem duyarliligi % 83,1-100
olarak belirlenmistir (14,15,64,75,88). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise amoksisilin
klavulonik asit duyarlilig1 % 100, ampisilin sulbaktam duyarlilig1 % 100, sefiksim duyarlilig:
% 100, seftriakson duyarliligi %100, sefuroksim duyarliligt % 98,77-100, imipenem
duyarliligr % 100, kloramfenikol duyarliligi % 84-100 ve tetrasiklin duyarliligi % 85-100
arasinda tespit edilmistir (8,22,70,71,83).

Antibiyotik duyarliliklarimizi Avrupa, Amerika, Japonya, Giiney Kore ve
Ulkemizde yapilan ¢alismalar ile karsilastirdigimiz zaman bizim ¢alismamizdaki kdkenlerin
daha duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Klaritromisin duyarliligi, diinyadaki diger iilkelerin
ortalamalari ile ayni oldugu halde iilkemizde yapilan ¢alismalardaki kokenlerden daha duyarli
oldugu goriilmiistiir. Ko-trimaksazol duyarliliginin ise Asya iilkeleri ile ayn1 Amerika, Avrupa
ve ilkemizdeki c¢alismalardan daha diisik duyarhilikta oldugu tespit edilmistir.
Calismamizdaki kokenlerin Avrupa, Amerika ve Asya iilkelerinden daha duyarl olmasi genis
spektrumlu antibiyotiklerin bu {iilkelerde daha 6nce kullanima girmesinden kaynaklaniyor
olabilir. Clinkli caliygmamizdaki diren¢ oranlarinin yiiksek oldugu antibiyotikler daha dnce
kullanima giren antibiyotiklerdir. Ulkemizdeki direng oranlartyla farkli olmasinimn sebebi ise
bolgesel olarak antibiyotik kullanimmin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ampisiline diren¢li B-laktamaz negatif kokenler 1980°den sonra tanimlanmustir.

Japonya’da BLNAR kokenler 1980’lerde az sayida iken 1990°larda yapilan calismalarda %
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19,5 gibi artmis bir oran elde edilmistir (10-13). Japonya’da 2007°de yapilan bir ¢calismada %
37,1 2010°da ise % 49,2 bulunmustur (14,15). Amerika’da bu oran % 20-40 dir (6,16-19).
Avrupa iilkelerinde ise oranin % 0-33,9 oldugunu bildiren c¢alismalar vardir (20,21).
Ulkemizde yapilan galigmalarda BLNAR kokenlerin % 0,6 ile % 5 arasinda oldugu rapor
edilmistir (22). I¢inde iilkemizin de bulundugu birgok iilkeden gonderilen &rneklerle
Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda iilkemizden gonderilen kdokenlerdeki BLNAR oranmi1 % 7,5 ile
% 11 arasindadir (20,21).

Calismamizda tiim kokenlere yaptigimiz PZR ile 11 kdkende fis/-S geni tespit
edilmemistir. Yine bu 11 kokende fis[-BLN geni de tespit edilmemistir. Calismamizda
kullandigimiz primerler penisiline duyarli kokenleri ve Grup III BLNAR kokenleri tespit
etmekte kullanilan primerleri icermektedir. Grup I ve Grup II BLNAR kd&kenlerde bir¢ok
aminoasit degisikligi olabildigi i¢cin bu primerler kullanilmistir. Calisgmamizdaki 11 kéken (%
19,6) zayif BLNAR olarak degerlendirilmistir. Calismamizdaki BLNAR orani1 zayif BLNAR
olmakla birlikte iilkemizde yapilan ¢aligmalardan daha yiiksek olarak elde edilmistir. Avrupa,
Amerika ve Asya’daki ¢aligmalara gore ise daha diisiik diizeydedir. Ampisiline orta diizey
direng siklikla Grup I ve Grup II kokenlerde goriiliirken yiiksek diizey direng Grup III
kokenlerde goriilmektedir. Grup 1 ve Grup II zayif BLNAR olarak isimlendirilirken Grup III
genetik BLNAR olarak isimlendirilmektedir (52,53).

Calismamizda fenotipik yontemle test ettigimiz bu 11 kokenin 8 tanesi penisiline
duyarl aralikta yer almaktadir. fts/ genindeki 517. pozisyonda arjininin yerine histidin (Arg-
517-His) gegmesi ve 526. pozisyonda asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) ge¢cmesi beta-
laktam baglayan bdlgedeki PBP3 yapisini etkilemeyebilir ve fenotipik ampisilin direnciyle
sonuc¢lanmayabilir. Oysa 385. pozisyonda serin yerine treonin (Ser-385-Thr) gegmesi direk
etkiler. 517. pozisyonda arjininin yerine histidin (Arg-517-His) ge¢mesi ve 526. pozisyonda
asparajinin yerine lizin (Asn-526-Lys) ge¢cmesi anlamli mutasyon alanini temsil etmez. Grup I
ve Grup II BLNAR kokenlerin f#s/ genindeki bu mutasyonlardan dolay:1 fenotipik olarak
duyarl veya orta duyarh olarak goriilebilmektedir (15).

Zay1f BLNAR kabul ettigimiz 11 kdkenin antibitotik duyarhliklarma baktigimizda
ampisiline orta duyarli buldugumuz 3 kdken bu grup igersinde yer almaktadir. Zayif BLNAR
kabul edilen 11 kokenin ve BLNAS kokenlerin MIK50 ve MIK90 degerlerini
karsilastirdigimizda; ampisilin MIK50 degeri 0,25ten 1’e, MIK90 degeri 1’den 2’ye

ylikselmistir. Calistigimiz diger beta-laktam antibiyotikleri inceledigimizde sefaklorun
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MIK50 degerinin <4’ten 8’e, MIK90 degerinin 8’den 16’ya, sefuroksimin MIK50 degerinin
I’den 2’ye, MIK90 degerinin 2’den 4’e, imipenemin MIK50 degerinin <0,5’ten 1’e,
meropenemin MIK50 degerinin <0,06°dan 0.12’ye, sefiksimin MIK90 degerinin <0,12’den
1’e, ampisilin-sulbaktamin MIK90 degerinin <1/0,5’ten 2/1°e ve amoksisilin klavulonik asitin
MIK90 degerinin <2/1°den 4/2’ye yiikseldigi belirlenmistir. Beta-laktamaz negatif ampisiline
direngli kokenler sadece ampisilin degil, diger B-laktam antibiyotiklere de 0&zellikle
sefalosporinlere azalmig hassasiyet gosterir (9). Japonya, Giiney Kore, Avrupa ve Amerika’da
yapilan ¢alismalarda da BLNAR kokenlerde beta-laktam antibiyotiklerin MiK50 ve MIK90
degerlerinin duyarli kokenlere gore yiiksek oldugu goriilmiistiir (14,15,20,21,64,75). Bizim
calismamizda da ampisilin ve diger beta-laktam antibiyotikleri inceledigimizde diger
iilkelerdeki calismalarda oldugu gibi BLNAR kokenlerin MIK50 ve MIK90 degerlerinin
arttig1 belirlenmistir.

Calismamizda koken sayisinin az olmasi; duyarliliklarimizin yiliksek ¢ikmasina,
Grup III BLNAR kokenlerin tespit edilmemesine, zayif BLNAR kokenlerin daha az tespit
edilmesine neden olmus olabilir. Ayrica zayif BLNAR kabul edilen kokenlerin aminoasit

degisikligini belirlemek i¢in ileri ¢aligmalarm yapilmasinin gerektigi diisiiniilmiistiir.
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SONUC

Calismanin yapildigi Adnan Menders Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda hi¢ H. influenzae tip b tespit edilmemistir. Disk difiizyon ve
stvi  mikrodilisyon  yOntemiyle ¢alisilan  ortak  antibiyotiklerin  duyarliliklar1
karsilastirildiginda sefaklor ve ampisilin hari¢ diger antibiyotiklerin duyarlilik sonuglari
benzer olarak elde edilmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemiyle 3 (% 5,4) koken sefaklora ve
ampisiline orta duyarh tespit edilmistir. Ko-trimaksazol direncinin yiiksek (% 50) oldugu,
klaritromisin duyarliliginin da diger antibiyotiklere gére daha diisiik oldugu gorilmiistiir.
Kokenlerde beta-laktamaz iiretiminin diisiik oldugu ve ampisilin direncinin beta-laktamaz
iiretimine baglh oldugu tespit edilmistir. Kokenlerin ko-trimaksazol, klaritromisin, sefaklor ve
ampisilin hari¢ ¢alisilan diger antiyotiklere duyarli oldugu belirlenmistir. Caligmada 11 kdken
(% 19,6) zayif BLNAR olarak degerlendirilmis ve bu kdkenlerde ampisilin MiK’inin duyarl
kokenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Beta-laktamaz negatif ampisiline direncli
kokenlerde sadece ampisilinin degil, diger B-laktam antibiyotiklerin de MIK’lerinin
yiikseldigi tespit edilmistir. Beta-laktamaz negatif ampisiline direngli kabul edilen
kokenlerdeki aminoasit degisikligini belirlemek i¢in ileri ¢aligmalarla dizi analizinin yapilip
mutasyonlarim tespit edilmesinin gerektigi diisiiniilmiistiir.

Calismamizda elde edilen duyarliik sonuglarma gore ampirik tedavide
amoksisilin klavulonik asit, ampisilin sulbaktam, sefepim, sefiksim, seftriakson, sefuroksim
sodyum, imipenem, kloramfenikol, levofloksasin, meropenem, sparfloksasin ve tetrasiklin
antibiyotiklerinin kullanilabilecegi distiniilmistiir. Calistigimiz H. influenzae kdkenlerinde
hentiz yiiksek bir direng oran1 olmadig1 goriilmiis ancak zayif BLNAR’larin varlig1 siirveyans

calismalarinin diizenli takibinin yapilmasinin gerekli oldugunu diistindiirmiistiir.
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OZET
HAEMOPHILUS INFLUENZAE KOKENLERINDE ANTIBiYOTIiKLERE DiRENC

ORANI VE AMPISILIN DIRENCININ GENOTIPiK OLARAK BELIiRLENMESI

Amag ve hipotez: Haemophilus influenzae solunum sistemi normal florasinda
bulunmakla birlikte, akut otitis media, siniizit, konjuktivit, pndmoni ve cocukluk c¢ag1
menenjiti gibi infeksiyonlarin en sik etkenlerinden biridir. Bu calismanmn amaci, klinik
orneklerden izole edilen H. influenzae kokenlerinde ampisiline ve ¢esitli antibiyotiklere direng
orani ile ampisiline diren¢ mekanizmalarini belirlemektir.

Yontem: Bu calisma Aralik 2008-Mart 2011 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmustir.
Laboratuvara gelen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 56 Haemophilus influenzae kokeni
calismaya dahil edilmistir. Kokenlerin tanimlanmasinda, X, V, XV diskleri, yar1 otomatik
tanimlama sistemi ve PZR kullanilmistir. Haemophilus influenzae olarak tanimlanan
kokenlerin antibiyotiklere duyarliliklari, disk diflizyon ve mikrodiliisyon yOntemiyle
arastirillmistir. Haemophilus influenzae serotip b varligi, beta-laktamaz iiretimi ve beta-
laktamaz negatif ampisiline direngli kokenlerin varligi PZR ile arastirilmistir.

Bulgular: Test edilen kokenlerin hicbirinde H.influenzae serotip b tespit
edilmemistir. Kokenlerin hepsi amoksisilin klavulonik asit, ampisilin sulbaktam, sefepim,
sefiksim, seftriakson, sefuroksim sodyum, imipenem, kloramfenikol, levofloksasin,
meropenem, sparfloksasin ve tetrasikline duyarli bulunmustur. Test edilen kokenler;
ampisiline % 92,8 duyarli, % 5,4 orta duyarli, % 1,8 direngli, sefaklora % 94,6 duyarl, % 5,4
orta duyarli, klaritromisine % 71,4 duyarli, % 23,2 orta duyarh, % 5,4 direngli, ko-
trimaksazole % 50 duyarl, % 14,3 orta duyarl, % 35,7 direngli tespit edilmistir. Ampisiline
direngli olan 1 kokende beta-laktamaz tiretimi (% 1,8) pozitif bulunmustur. f#s/-S geni tespit
edilmeyen 11 (% 19,6) kokende Grup III fisI-BLN geni de tespit edilmemistir. fs/-S geni ve
Grup III fzsI-BLN geni tespit edilmeyen 11 koken zayif BLNAR (Grup I ve/veya Grup II)
olarak kabul edilmistir.

Sonug¢: Calismamizda H. influenzae serotip b tespit edilmemistir. Beta-laktamaz
dretimi (% 1,8) diisiik oranda tespit edilmistir. Calismamizda Grup I1II BLNAR
saptanmamuistir. Zayif BLNAR olarak degerlendirilen 11 kdkenin ampisilin MIK ’inin duyarli
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kokenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistir. BLNAR kokenlerde diger B-laktam
antibiyotiklere de (ampisilin-sulbaktam, amoksisilin klavulonik asit, sefaklor, sefiksim,
sefuroksim, imipenem, meropenem) MIK lerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Ampirik tedavide
amoksisilin klavulonik asit, ampisilin sulbaktam, sefepim, sefiksim, seftriakson, sefuroksim
sodyum, imipenem, kloramfenikol, levofloksasin, meropenem, sparfloksasin ve tetrasiklin
antibiyotiklerinin kullanilabilecegi distiniilmistiir. Calistigimiz H. influenzae kdkenlerinde
hentiz ytliksek bir direng oran1 olmadig1 goriilmiis ancak zayif BLNAR ’larm varlig1 stirveyans
calismalarinin diizenli takibinin yapilmasinin gerekli oldugunu diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Haemophilus influenzae, BLNAR, PZR, MIK
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SUMMARY

THE DETERMINATION OF ANTIBIiOTIiCS RESISTANCE RATE AND
GENOTYPIC AMPICILLIN RESISTANCE iN HAEMOPHILUS iNFLUENZAE
STRAINS

Aim and hypothesis: Haemophilus influenzae is one of the most frequent agents
of acute otitis media, sinusitis, conjunctivitis, pneumonia and childhood infections such as
meningitis other than to its presence of in normal respiratory flora. The purpose of the study is
to determine the rate of ampicillin and various antibiotics resistance as well as ampicillin
resistance mechanisms in clinical isolates of H. influenzae strains.

Methods: This study was conducted between December 2008 and March 2011 at
department of Medical Microbiology of Faculty of Medicine of Adnan Menderes University.
56 Haemophilus influenzae strains isolated from various clinical samples coming to the
laboratory were included in the study. In identification of the strains, X, V, XV discs, semi-
automatic identification system and PCR were used. Antimicrobial susceptibilities of strains
defined as Haemophilus influenzae were investigated by disk diffusion and microdilution
methods. The presence of Haemophilus influenzae serotype b, beta-lactamase production and
the presence of beta-lactamase-negative ampicillin-resistant strains were investigated by PCR.

Results: Haemophilus influenzae serotype b has not been detected in any of the
tested strains. All of the strains were susceptible to amoxicillin clavulanic acid, ampicillin
sulbactam, cefepime, cefixime, ceftriaxone, cefuroxime sodium, imipenem, chloramphenicol,
levofloxacin, meropenem, sparfloksasin and tetracycline. The tested strains were 92.8%
susceptible, 5.4% intermediate susceptible, 1.8% resistant to ampicillin; 94.6% susceptible,
5.4% intermediate susceptible to cefaclor; 71.4% susceptible, 23.2% intermediate susceptible,
5.4% resistant to clarithromycin; 50% susceptible, 14.3% intermediate susceptible and 35.8%
resistant to co-trimaksazole. In one of the ampicilin resistant strains (1.8%) the production of
beta-lactamase were found positive. In 11 strain (19.6%), which ftsI-S gene was not detected,
there was no Group III ftsI-BLN gene too. The strains which do not have ftsI-S and Group 111
ftsI-BLN genes were defined as weak BLNAR (Group I and/or Group II).

Conclusion: There were no H. influenzae serotype b and Group III BLNAR in
this study. Beta-lactamase production was detected low rate (1.8%). The ampicillin MIC of 11
strains defined as weak BLNAR were higher than susceptible strains. In BLNAR strains, an

56



increase in the MIC of the other antibiotics (ampicillin-sulbactam, amoxicillin/clavulanic
acid, cefaclor, cefixime, cefuroxime, imipenem, meropenem) was observed. It has been
thought that could prescribe amoxicillin clavulanic acid, ampicillin sulbactam, cefepime,
cefixime, ceftriaxone, cefuroxime sodium, imipenem, chloramphenicol, levofloxacin,
meropenem, sparfloksasin and tetracycline antibiotics in empiric treatment. Although there
was no a high rate of resistance in H. influenzae strains, the presence of weak BLNARs
suggest that surveillance studies of this strains should be done regularly.

Keywords: Haemophilus influenzae, BLNAR, PCR, MIC
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