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HAEMOPHILUS INFLUENZAE SUSLARININ IN-VITRO
ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI

Nilay COPLU, Orhan C. AKTEPE, Selda ULUUTKU

OZET

Cocuk hasta grubu alt solunum yollart infeksiyonlarindan izole edilen 64 Haemophi-
[us influenzae susunun buyyonda mikrodilisyon yontemi ile in-vitro duyarliliklan siprof-
loksasin i¢in % 100, kloramfenikol icin % 84, sefotaksim ve sefaklor icin % 81, ampisilin
icin % 37.5 olarak bulunmustur. Ampirik tedavinin alisilagelmis secenegi olan ampisiline
karst duyarlilik oldukga diigtik bulunmugtur. Diger antibiyotiklerin duyarlilik oranlarn ise
bu bakteri ile olugan infeksiyonlarda etkili bir terapotik olarak kullanilabileceklerini dii-
stindiirmiigtiir.

SUMMARY

In-vitro antibiotic susceptibilities of Haemophilus influenzae isolates.

The frequency of susceptibilities of 64 Haemophilus influenzae isolates from lower
respiratory tract infections in childhood were found to be 100% [lor ciprofloxacin, 84% for
i chloramphenicol, 81% for cefotaxime and cefaclor, 37.5% for ampicillin by broth micro-
dilution method. The susceptibility for ampicillin which is the first choice drug for empi-
ric therapy has been found very low. The susceptibility ratios of other antibiotics showed
that they can be used as therapeutic agents in infections caused by this bacterial species.

GIRIS

Haemophilus influenzae 6zcllikle cocukluk yas grubunda olmak tizere, hemen her yas-
ta 1lmhdan ciddi seyirliye degisen bir spekirumda infeksiyonlara neden olmaktadir. Ozel-
likle cocukluk donemi infeksiyonlarinin kisa stirede fataliteye yol agabilmesi, hizli tedavi
yaklagimlarini 6nemli kilmaktadir. Yirmibes yil 6ncesine kadar H. influenzae infeksiyonla-
rinin tamami ampisilin ile tedaviye yanit verirken, bugtin hizla artan oranda direngli suglar
saptanmaktadir (2,3). Ampisiline direncli H. influenzae suslar ilk olarak 1972’de bildiril-
mig, 1980°de penisilin baglayan proteinlerde yapisal degisiklik sonucu tiim beta-laktam an-
tibiyotiklere direng gelistigi gosterilmistir (4).

Tedavinin ydnlendirilmesinde antibiyotik duyarlihk testlerinin nemi biiyiiktiir. Bu
testler ¢ok farkh tekniklerle yapilmaktadir. En sik kullanilanlar disk difiizyon, agar diliis-
yon, buyyonda mikrodillisyondur (3). Bu calismada iilkemizde sik kullanilan buyyonda
mikrodiliisyon yontemiyle, klinik 6rneklerden izole edilen H. influenzae suglarinin in-vit-
ro antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi amaclanmaistir.

GEREC VE YONTEM

| Alt solunum yolu infeksiyonlarindan izole edilen 64 H. influenzae susu ¢aligma kap-
\ samina almmustir. Suglann izole edildigi hastalar 4 ay - 17 yas grubunda olup, ortalama yas
7.3'diir. Bu hastalar Hacettepe Universitesi Pediatrik Gogiis Hastaliklart Bsliimiinde takip
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cdilen hastalar olup % 52’si (33/64) kistik fibrozislidir. H. influenzae suglart zenginlestiril-
mis Columbia agardan izole edilip X ve V faktor (Difco) gereksinmeleri ve biyokimyasal
rcaksiyonlar ile identifiye edilip, polivalan antiserumlarla (Difco) dogrulanmistir (2).

Antibiyotikler siprofloksasin, kloramfenikol, scfotaksim, sefaklor ve ampisilin olarak
belirlenmistir. Antibiyotikler, baskanligimiz Ilag ve Kozmetikler Miidiirliigiinden potensi
bilinen toz seklinde alinmistir. Stok soliisyonlar 1280 pg/ml antibiyotik icerecek sekilde
hazirlanmis ve NCCLS tarafindan belirlenen kriterlere uyulmustur (14).

Besiyeri olarak Ca-Mg igeren Mueller-Hinton (MH) buyyonuna sifir hematini 15
pg/ml, B-NAD (15 pg/ml) ve maya 6zeti (5 mg/ml) miktarlarda eklenmis olarak kullanil-
mustir. Deneylerde inokulum, bakterilerin 35°C’de CO,'li ortamda bir gecelik ¢ikolata agar
kiiltiirlerinden MH buyyona ekilip 4-6 saatlik inkiibasyondan sonra 105 cfu/ml olacak ge-
kilde diliie edilmesiyle hazirlanmistir. H. influenzae ATCC 49247 susu kontrol amaciyla
calisma kapsamina almmistir (14).

Steril mikrodiliisyon plaklarinda antibiyotikler son konsantrasyon 128-0.06 pg/ml’ye
kadar ikiser kat azalacak sekilde sulandiriimigtir. Her sus icin inokulum ve buyyon kontrol
cukurlar ayrilmistir. Inokulum eklendikten sonra plaklarin yiizeyi parafin film ile kapati-
larak 18-24 saat inkiibe edilmistir, Her sira icin goriilebilir sekilde Gremenin inhibe oldu-
gu (turbiditenin izlenmedigi) en diigiik konsantrasyon o antibiyotifin o izolat i¢in mini-
mum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak kabul edilmistir (14).

Duyarli suglar degerlendirilirtken NCCLS'de belirtilen “breakpoint” degerleri esas
alinmgtir (14).

BULGULAR

H. influenzae suslarinin buyyonda mikrodiliisyon yéntemiyle saptanan beg antimikro-
bik i¢in duyarhilik yiizdeleri ve MIK degerleri tabloda sunulmustur.

Tablo. 64 H. influenzae susunun buyyonda mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenen duyarliliklari.

MIK simirlar MIKs,/ MiKg, — Duyarlihik

Antibiyotikler (pg/ml) (ug/ml) (%)
Siprofloksasin 0.06-1 0.06/0.25 100
Kloramfenikol 0.06-16 0.5/4 84
Scfotaksim 0.06-64 0.06/8 81
Ampisilin 0.06-128 2/16 37.5
Sefaklor 0.12-128 1/16 81

Ampisilin % 37.5 ile en diisiik etkinlige sahiptir. MiKs, ve MIKy, degerleri agisindan
incelendiginde ampisilin 2 ve 16 pg/ml ile en yiiksek konsantrasyonlara sahiptir ve bu bul-
gu duyarlilik oranindaki diigiikliikle uyumludur, Tiim izolatlar siprofloksasine duyarl bu-
lunmus, siprofloksasinin 0.06-0.25 pg/ml olan MKy, ve MIKg, degerleri de calisilan beg

antibiyotik iginde en diisiik konsantrasyonlar olmustur. Diger antibiyotiklere kars1 % 80'in
tizerinde duyarlilik saptanmstir.
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TARTISMA

H. influenzae klinik izolatlarinda cesitli antibiyotiklere karg: artan direng in-vitro du-
yarlilik testlerine ilgiyi arttirmistic (10). Beta-laktamaz lireten suglann bildirilmesiyle bu
ihtiyag belirginlesmigtir (2). Beta-laklamaz tiretimi TEM-1 tipi ya da ROB-1 tipi beta-lak-
tamaz enzimi ile olmaktadir. Beta-laktamaz iireten suslarda tiim beta-laktam antibiyotikle-
re direng s6z konusu olabilmektedir. Direngten sorumlu bir bagka mekanizma ise penisilin
baglayan proteinlerdeki degisimdir (3). Antibiyotik duyarlilik testleri éncelikle izole edi-
len mikroorganizmanin in-vitro duyarlihgin belirlemek i¢in yapilmaktadir. Ancak epide-
miyolojik veriler mikrobiyoloji laboratuvarindan ayrintili raporlarin alinamadig: durumlar-
da ampirik tedavide yol gdstericidir. Bu ¢aligma da epidemiyolojik veriler elde etmek i¢in
planlanms olup 6zellikle ampisilinde mekanizmasina bakmaksizin toplam direnci sapta-
mak hedeflenmis, bu nedenle beta-laktamaz olugturma aranmamustir.

Suslarimiz siprofloksasine % 100 duyarlihk gostermistir (MiKg, 0.25 pg/ml) ve bu
oran ampirik tedavi igin uygun bir segcenek oldugunu gostermektedir. Kloramfenikol, sefo-
taksim ve sefaklora % 80’in {izerinde duyarhilik saptanmistir. Bu oranlar bu antibiyotikle-
rin tedavide basanli olabileceklerini géstermektedir. Ampisilin % 37.5 duyarlihk (MIKq,
16 pg/ml) ile beklenenden de diisiik bir oran gdstermistir.

Yurt igi ve yurt diginda, 1990-1998 yillar1 arasinda yapilmig olan diger ¢caligmalar in-
celendiginde siprofloksasin icin duyarliigin % 100 (7), MIKy, degerinin ise 0.03-0.047
pg/ml arasinda (3,5) oldugu anlagilmaktadir. Kloramfenikol duyarlilik oranlan % 93-100
arasida (6,9,15,16,18,19,20), MIKy, 0.25-0.50 ug/ml, MiKy, 0.25-2 pg/ml (3,13,17) ara-
sinda degismektedir. Sefotaksim duyarlihgi % 100 (10,20), MIKs, 0.015-0.125 pg/ml,
MIKqq 0.01-0.75 ug/ml (5,13,17) arasinda, sefaklor duyarliligs % 93-100 (6,7,9,13,18,20),
MIK, 1-4 pg/ml, MiKgq 6-32 pg/ml (1,3,11,12,17,22) arasinda bildirilmektedir. Bu veri-
ler elde ettifimiz sonuglarla nyumludur.

Ampisilin ile yapilan galismalar incelendiginde ise MiKs, degerinin 0.25-0.75 pg/ml,
MIKg, degerinin 1-64 pg/ml arasinda degistigi goriilmekeedir (3,5,8,13,17,22). Sonuglari-
mizda bu degerler 2 ve 16 ng/ml olarak daha &nce yapilan ¢alismalanin ¢ogunluguyla
uyumlu bulunmustur. Yurt disinda yapilmig ¢alismalarda duyarlilik oranlart % 86-100 ara-
sinda bildirilmektedir (6,9,18,20). Tiirkiye'de yapilmis bazi ¢alismalarda ise duyarlilik ora-
mmn % 47.5-92 arasinda degistigi saptanmustir (7,18,19,21). Calismamizda duyarlihik
% 37.5 olarak diger calismalardan belirgin sekilde diisiik bulunmustur. Veriler incelendi-
ginde duyarlilik sinir1 olan 1.0 pg/ml ve altinda MIK degeri veren 24 sug saptanirken MIK
degeri 2 pg/ml olan 17 sug saptanmustir. Bu suslar “intermediate™ gruba dahildir ve bu du-
rumda direngli susglar tim izolatlarin % 36°sin1 olusturmaktadir. Bu g¢alismada kullanilan
suslar tek bir merkezden izole edilmig olup cogunlugu kistik fibrozisli hastalardandir. Kis-
tik fibrozisde antibiyotik kullanimi sikga gerckebilmektedir. Bu hastalar biiyiik olasilikla
daha dnce ampisilin kullanmuslardir. Ayrica hastane ortaminda direngli suglarin oraninin
artabilecegi de goz oniinde tutulmalidir, Ampisilin direncinin yiiksek bulunmasinin bu ne-
denlerle olabilecegi distnilmiistiir.

Tim veriler giz niinde tutularak degerlendirildiginde, basta siprofloksasin olmak
iizere kloramfenikol, sefotaksim ve sefaklor tedavide basarili olabilirken, ampisilinin iyi
bir segenek olmadig diisiiniilebilir. Ancak H. influenzae infeksiyonlarinin ciddiyeti de géz
oniinde tutuldugunda ampirik yaklagimla yetinmemek, tedaviye antibiyotik duyarlilik test-
leri sonuglarina gore yon vermek gerekmektedir.
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