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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN
HAEMOPHILUS INFLUENZAE KOKENLERINDE
ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIK*

Duygu ESEL, Nuriye KARACA, Biilent SUMERKAN

OZET

Klinik érneklerden izole edilen 73 Haemophilus influenzoe kbkeninin beta-laktamaz
aktiviteleri ve antibiyotik duyarlihklar aragtirlmigtir. Duyarlilik testleri NCCLS’in 6neri-
leri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile yapilmig, beta-laktamaz, aktivitesi ise nitrose-
fin diski kullanilarak arasirilmistir. Iki tip b, bir non-tip b kékende beta-laktamaz aktivite-
si pozitif bulunurken, beta-laktamaz negatif ampisiline direngli kokene rastlanmarmgtir.
Amoksisilin-klavulanat, sefaklor, ofloksasin, lorakarbel ve sefotaksime direng saptan-
marmg, suslarin 3 (% 4)’li ampisiline, 11 (% 15)’i ko-trimoksazole, 4 (% 5)'U klaritromi-
sine, 2 (% 3)’si kloramfenikole, 5 (% 7)’i tetrasikline direncli bulunmusgtur,

SUMMARY

Antibiotic susceptibilities of Haemophilus influenzae strains isolated from clinical
spectmens.

Seventy-three Haemophilus influenzae strains isolated from clinical specimens were
examined for beta-lactamase activity and antibiotic “susceptibility. The susceptibility tests
were performed by the disk diffusion method according to the recommendations of the
NCCLS, and the beta-lactamase activity was detected by nitrocefin disks. While the beta-
Jactarnase activity of two type b and one non-type b strains were positive, there was no stra-
in which was beta-lactamase negative and resistant to ampicillin. Three (4 %) strains were
found to be resistant to ampicillin, 11 (15 %) to co-trimoxazole, 4 (5 %) to clarithromycin,
2 (3 %) to chioramphenicol, and 5 (7 %) to tetracycline. There was no resistance to amo-
xicillin-clavulanate, cefaclor, ofloxacin, loracabef and cefotaxime.,

GIRIS

Haemophilus influenzae saghkln kigilerin iist solunum yolu ve genital floralarinda nor-
malde bulunabilen bakterilerdir. Haemophilus titlerinin iiretilmeleri zordur ve zenginlesti-
rilmis besiyerine ihtiyag gosterirler. Chapin ve Doern (4) zenginlestirilmiy cikolata
agar+basitrasin+vankormisin+klindamisin igeren besiyerinin 0zellikle kangik 6rneklerden
Haemophilus cinsi bakterileri izole etmek i¢in en uygun besiyeri oldugunu bildirmiglerdir.
Aymi calismada Haemophilus cinsi bakterilerin iiremesi i¢in gerekli olan X ve V faktorle-
rinden V faktériind inhibe etmemesi yoniiyle bu besiyerinde koyun kani yerine at kam kul-
lamlmas: dnerilmektedir.

H.influenzae konjonktivit, otitis media, toplum kaynakli pntémoni gibi sik giriilen ve
kolaylikia tedavi edilebilen infcksiyonlarin yamisira menenjit, perikardit, Brazilian purpu-

* 4, Antimikrobik Kemoterapi Giinderi’nde kismen sunulmugtur {17-19 Mayis 1999, istanbui).
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Kayseri.
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ric fever gibi agir infeksiyonlara da neden olabilir. Invaziv infeksiyon genellikle 5 yas al-
tinda ve en gok da 6-7. aylarda goriliir. En fazla invazyon yapan serotip H.influenzae tip
b'dir. Ancak kapsiilsiiz tiplerin de invazyon yaptif1 bilinmektedir. Yirmi yil 6ncesine kadar
Haemophilus infeksiyonlar ampisilin ile tedavi edilirken yaklasik 20 yildir ampisilin, pe-
nisilin, kloramfenikol, ko-trimoksazol, tetrasiklin ve rifampisin direnci bildirilmeye bag-
lanmasgtir (3,6).

Bu ¢aligma, Erciyes Universitesi, Gevher Nesibe Hastanesi Bakteriyoloji Unitesinde
incelenen cesitli klinik érneklerden izole edilen H.influenzae kokenlerinin beta-laktamaz
aktivitelerini ve cesitli antibiyotiklere in-vitro duyarhilik durumuonu belirlemek amaciyla
yapilmusgtir.

GEREC VE YONTEM

Subat 1998 - Ekim 1999 arasinda Erciyes Universitesi, Gevher Nesibe Hastanesi Bak-
teriyoloji Unitesinde 337ii gocuk, 40"1 erigkin hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen
73 H.influenzae kokeni galismaya alinmigtie,

Bakterilerin identifikasyonu i¢in koloni morfolojisi ve Gram boyama dzelliklerinin ya-
misira X ve V faktor gereksinimlerine bakilmigtir. Bunun igin bakterilerin ¢ikolata agarda-
ki 24 saatlik saf kiiltiiflerinden % 0.9 serum fizyolojik i¢inde 0.5 McFarland bulamkligina
esdefier siispansiyonlar hazirlanmis, bu siispansiyoniardan steril ekiivyonlar aracihif ile
150 mm ¢apli Mueller-Hinton agar yiizeyine stiriitmiistiir. Daha sonra besiyeri {izerine ba-
sitrasinli X, V ve XV fakidrleri igeren 3 disk (Difco) konmus, 35°C’de 24 saatlik inkiibas-
yondan sonra sadece XV fak(orii igeren disk etrafinda tireme gosteren kdkenler H.influen-
zae polivalan antiserumu (Difco) ile lam aglutinasyon yonterniyle karsilagtinlmig ve aglu-
tinasyon veren kékenler tip b antiserurnu (Difco) ile de kargilagtinilarak tip b veya non-tip
b olarak tiplendirilmistir, H.influenzae polivalan antiserumu ile aglutinasyon vermeyen ké-
kenler ¢alisma digt birakibmigtir. Ayrica bakterilerin tanimlanmasinda BBL Crystal Neisse-
ria/Haemophilus TD System (Becton Dickinson, USA) yonteminden de yararlansimagtir,
Beta-laktamaz varhgima nitrosefin (Cefinase, BBL} diski konularak bakilmigtir, Diske sii-
riildiikten sonra 1 dakika igerisinde pembe-kirmizt renk olusturan kdkenler beta-laktamaz
pozitif kabul edilmistir. Nitrosefin dislderini kontrol etmek amaciyla pozitif konirol olarak
Staphylococcus aureus ATCC 25923, negatif kontro] olarak H.influenzae ATCC 10211 kul-
lanilmasiir

Duyarlihk testleri NCCLS (11) standastlarina gore Haemophitus Test Medium (HTM)
{Oxoid)’da disk difiizyon yontemi ile aragtinfrustic, Bunun igin bakterilerin ¢ikolata agar-
daki 20-24 saatlik kiiltirlerinden 0.5 McFarland bulaniklifina cgdeger stispansiyonlar ha-
zirlanmus, bu siispansiyonlardan steril ekiivyonlar aracilift ile 4 mm kalinhgindaki HTM
yiizeyine siiriilmiis ve 10-15 dakika i¢inde besiyeri iizerine ampisilin (10 pg), amoksisilin-
klavulanat (20/10 pg), sefaklor (30 pg), ofloksasin (5 ug), ko-trimoksazol (1.25-23.75 pg),
klaritromisin (15 pg), kloramfenikol (30 ug), sefotaksim (30 pg), tetrasiklin (30 pg) ve lo-
rakarbef (30 pg) diskleri yerlegtirilmigtir. Plaklar % 5 CO,’li ortamda 33°’de 18 saatlik in-
kiibasyona birakilmistir. Zon gaplart NCCLS M 100-S8 yorumlama standartlarma gore do-
yarli, orta duyarli ve direngli olarak yorumlanmgtir (12). Kontrol kékeni olarak sefaklor ve
lorakarbef i¢in H.influenzae ATCC 49766, digerleri icin H.influenzae ATCC 49247 kulla-
milmstr, Ayrica HTM un Uretebilme 6zelligini kontrol icin besiyeri dokiildikten sonra
H.influenzae ATCC 10211 ekilerek iireyip iiremedigine bakilmigtir. Bu kékent diretebilen
HTM, test besiyeri olarak kullanibmigtir. '
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BULGULAR

Kékenlerin izole edildigi klinik 6rnekler tablo 1’de gdsterilmigtir.

Cahgmaya alinan 73 kapsiills H.influenzae kokeninden 47 (% 64)’si tip b, 26 (% 36)'s1
non-tip b olarak tiplendirilmigtir. Ikisi tip b, biri non-tip b olmak tizere toplam tig (% 4) ko-
kende beta-laktamaz varlif1 saptanmisgtir.

Kékenlerin antibiyotik duyarhliklar tablo 2'de gésterilmistir.

Tablo 1. Yetmis ii¢ H.influenzae kikeninin tzole edildifi klinik drneklere gore dagilimi.

Klinik drnek Sayl %
Balgam 37 51
Kulak salgist 21 29
BOS 7 . 10
Gz striintist 3 4
Kan 3 4
Siniis ponksiyon s1vist 1 1
Bronkoalveoler lavaj 1 1

Toplam 73

Tablo 2. Cesitli klinik drneklerden izole edilen 73 H.influenzae kékeninin antibiyotiklere duyarliliklar.

Antibiyotik Duyarli Orta duyarly Direngli
Say1 % Sayi o Say To
Ampisilin 70 96 - - 3 4
Amoksisilin-klav, asil 3 100 - - - -
Sefaklor 73 100 - - - -
Ofloksasin 73 100 - - -
Ko-trimoksazol 59 g1 3 4 11 15
Klaritromisin 67 92 2 3 4 5
Kloramfenikol 7l 97 - - 2 3
Sefotaksim 73 100 - - -
Tetrasiklin 62 85 6 8 5 7
Lorakarbef 71 97 2 3 - -

Caligmarmizda BOS ve kan rneklerinden izole edilen 10 (% 13) H.influenzae kikeni-
nin tamami ¢ocuk hastalara aittir ve hepsi tip b olarak tiplendirilmistir.

TARTISMA

Calisilan H.influenzae kokenlerinin % 4’ii ampisiline direngli, ancak amoksisilin-kla-
vulanata duyarh bulunmustur. Bu kitkenlerin beta-laktamaz sentezledikleri nitrosefin diski
kuitamlarak kamtlanmugtir. Plazmid aracih TEM ve ROB beta-laktamazlarmin sentezlen-
mesi H.influenzae kikenlerinde penisilinlere direncin en 6nemli sebebidir. Ampisilin di-
rencinin belirlenmesi igin en iyi yol TEM-1 beta-laktamaz aktivitesinin gosterilmesidir.
ROB-1 enzimi tagiyan kokenlerde rutin laboratuvar kosuliarinda beta-lakiamaz aktivitesi
gosterilemez. PCR ile blayg, ve blay,, "in gosterilmesi bu problemlerin istesinden gel-
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migtir (17). Penisilin direncinde bir diger mekanizma da penisilin baglayzci proteinlerdeki
degisikliklerdir. Bu kokenler beta-laktamaz tretmedikleri halde ampisiline direncliditler
(BLNAR) (3). Bu ¢ahgmada BLNAR k&ken saptanamamustir,

Amerika’da 224 kikenle yapilan bir gahsmada kdkenlerin % 27’sinde ampisiline di-
reng saptanmustir (8). Kiigitkkaraaslan ve ark. (9) bilgelerinde ampisiline direnci % 53 ola-
rak belirlemislerdir. Torun ve ark. (18) caligtiklan 60 ktkenin % 26.6'sinda beta-laktlamaz
aktivitesi belirlerken % 5 oramnda BLNAR koken saptamigtardir. Ankara’dan bildirilen iki
calismada beta-laktamaz aktivitesi % 8-12 arasinda goriitmektedir (15,16). Berkiten ve ark.
(1) 81 kokenden sadece birinde beta-laktamaz aktivitesi saptarken, li¢ kokenin ampisiline
direngh oldugunu bulmuslardir,

H.influenzae kokenlerinde antibiyotik direnci cografi farklihklar gostermektedir. Or-
negin 1986 verilerine gore ampisiline direng Almanya’da % 1.6 iken Ispanya’da % 30.1 bu-
lunmustur (6). Aym verilere gire kloramfenikol ve tetrasikline direng orani Almanya’da si-
rasiyla % 1 ve % 2 iken, Ispanya’da bu oranlar sirasiyla % 24 ve % 25 olarak bulunmug-
tur. Bu durum Ispanya’da agini antibiyotik kullanimi ile iliskili bulunmugtur. Caligmanz-
da amoksisilin-klavulanat, sefaklor, ofloksasin ve sefotaksime direng bulunmarmigtir. Ulke-
mizde yapilan bazi galigmalarda diisiik oranda ampisilin-sulbaktam ve sefaklora direng bil-
dirilmistir (2,5).

H.influenzae kikenlerinde ampisilinden sonra en ¢ok diren¢ ko-trimoksazole kargi
saptanmaktadir (7,13,16,18). Bu ¢ahigmada da ko-trimoksazole direng % 15 ile birinci s1-
radadir. Bu durum 6zellikle solunum yolu infeksiyonlannda ko-trimoksazoliin fazla kulla-
mumuyla iligkili olabilir,

Kloramfenikol ve ampisilin direnci tetrasiklin direng genlerinin bulundugu transpo-
zonda yer alabilir ve goklu direngten bu transpozisyon sorumiudur (10). Bu galigmada be-
ta-laktamaz sentezleyen iki kokende tetrasiklin ve kloramfenikole de direng saptanmugtir,
Bu bulgu diisiik oranda olmakia birlikte yéremizde ¢oklu direngli kokenlerin varligin gos-
termektedir.

Diren¢ konusunda yapilan galismalarda clde edilen farkli sonuglar, kullanilan duyarli-
ik yontemi, cografi yapt ve hasta gruplarnindaki farkhiliklardan kaynaklaniyor olabilir.
H.influenzae duyarliligs besiyeri, disk konsantrasyonu ve inokulumdan belirgin bigimde et-
kilenir. Bu nedenle bu bakterilerde duyarhlik ¢aligmalan standart yéntemlerle yapilmalidir
(14).

Sonug olarak bilgemizde H.influenzae kikenlerinde antibiyotikiere direng yoniinden
tnemnli bir problem olmadig gozlenmektedir. Bununia birlikte bu infeksiyonlarda tedavi-
nin ampirik oldugu dikkate alinirsa, tedavide ko-trimoksazol ve tetrasiklin digindaki ajan-
larin tercih edilmesi uygun olacaknr. '
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