PRZEGL EPIDEMIOL 2007; 61: 377 - 384

Urszula Kosikowska', Marek Juda', Anna Malm’, Marta Jozwiakowska’, Ewa
Tuszkiewicz-Misztal’

LEKOWRAZLIWOSC SZCZEPOW HAEMOPHILUS SP.
[ STAPHYLOCOCCUS AUREUS KOLONIZUJACYCH DROGI ODDECHOWE
U DZIECI Z MUKOWISCYDOZA

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej,
Akademii Medycznej im. prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie
Kierownik Zaktadu: Anna Malm
*Klinika Chor6b Phuc i Reumatologii, Dziecigcy Szpital Kliniczny w Lublinie
Kierownik Kliniki: Ewa Tuszkiewicz-Misztal

Dokonano oceny czestosci wystepowania pateczek hemofilnych i gron-
kowcow zlocistych u dzieci z mukowiscydozq. Oceniono lekowrazliwosé
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WSTEP

Mukowiscydoza jest autosomalna, dziedziczona w sposob recesywny choroba genetycz-
na, zwiazang z wytwarzaniem nadmiernie lepkiego, ggstego i zalegajacego §luzu. Nastep-
stwem tego defektu jest m.in. zaburzenie transportu sluzowo-rzgskowego, podstawowego
mechanizmu obronnego w uktadzie oddechowym, prowadzace do licznych objawow oraz
znacznej podatnos$ci na nawracajace i przewlekte infekcje drog oddechowych u ponad 90%
chorych (1). Do dodatkowych czynnikéw ryzyka u chorych z mukowiscydoza, znacznie
zwigkszajacych podatno$¢ na zakazenia, nalezy czgsta hospitalizacja oraz przyjmowanie
wielu antybiotykow i chemioterapeutykow.

Zakazenia uktadu oddechowego poprzedzone sa najcz¢sciej kolonizacja nosogardia
przez drobnoustroje potencjalnie patogenne i oportunistyczne. Stopien kolonizacji jest
w znacznej mierze zalezny rowniez od wieku pacjenta, rodzaju drobnoustroju, fazy zakaze-
nia oraz zaawansowania mukowiscydozy (2). Duza réznorodno$¢ mikroflory gornych drog
oddechowych u chorych z mukowiscydoza jest potwierdzona licznymi danymi z literatury
(2,3,4). Czgsto izolowane sa pateczki Gram-ujemne - zardwno niefermentujace, gtdéwnie



378 U Kosikowska, M Juda i inni Nr 2

Pseudomonas aeruginosa, jak i z rodziny Enterobacteriaceae, gronkowiec ztocisty (Staphy-
lococcus aureus), paleczki hemofilne (gtéwnie nietypujacy si¢ Haemophilus influenzae)
lub atypowe pratki (w wigkszosci Mycobacterium avium kompleks) oraz grzyby m.in.
z rodzaju Aspergillus czy Candida (2,5). Drobnoustroje te identyfikowano jako czynniki
etiologiczne zakazen drog oddechowych w tej grupie chorych. Zapobieganie lub zwalczanie
zakazen uktadu oddechowego wymaga m.in. usunigcia nieprawidlowej wydzieliny z drég
oddechowych oraz stosowania czgsto nawet kilku réwnocze$nie antybiotykéw i chemio-
terapeutykow (2,5).

Celem badan byta ocena czgsto$ci izolacji S. aureus oraz Haemophilus sp. (w tym H.
influenzae) oraz lekowrazliwos$ci uzyskanych izolatow, jak rowniez okreslenie fenotypow
opornosci na wybrane grupy lekow.

MATERIALY I METODY

Bakterie izolowano z plwociny oraz wymazow z nosogardta pobranych od 12 hospi-
talizowanych dzieci z mukowiscydoza ($rednia wieku 9,97 roku). Izolaty identyfikowano
rutynowo stosowanymi metodami diagnostycznymi. Pateczki hemofilne namnazano na
wybidrezym agarze czekoladowym (Haemophilus Chocolate Agar, bioMerieux) w temp.
35+2°C w atmosferze tlenowej wzbogaconej 5% CO,; klasyfikowano do gatunku w oparciu
o zapotrzebowanie na czynniki wzrostowe V (NAD) i X (hemina) oraz test API NH (bio-
Merieux). Identyfikacj¢ gronkowcow prowadzono w nastgpujacych testach: 1) lateksowy
Slidex Staph-Kit (bioMerieux); 2) probowkowy na zdolno$¢ produkcji koagulazy, przy uzy-
ciu osocza liofilizowanego (BIOMED); 3) wykrywajacy zdolno$¢ produkcji termostabilnej
dezoksyrybonukleazy, przy uzyciu pozywek zawierajacych DNA (Oxoid).

Aktywnos¢ lekow przeciwdrobnoustrojowych in vitro sprawdzano na podtozu Hae-
mophilus Test Medium (HTM, dla paleczek hemofilnych) lub Mueller-Hinton (dla gron-
kowcow) metoda dyfuzji z krazkoéw bibutowych, zgodnie z rekomendacjami (6). W bada-
niach oceniono wrazliwo$¢ paleczek hemofilnych na: ampicyling, amoksycyling z kwasem
klawulanowym, ampicyling z sulbaktamem, cefazoling, cefuroksym, cefotaksym, ceftazy-
dym, aztreonam, meropenem, piperacyling, azytromycyng, tetracykling, ciprofloksacyng,
kotrimoksazol (trimetoprim/sulfametoksazol), oraz wrazliwo$¢ S. aureus na: erytromycyng,
linkomycyng, klindamycyng, wankomycyng, teikoplaning, tetracykling, chloramfenikol,
ciprofloksacyng, rifampicyng, gentamycyng, kotrimoksazol, mupirocyng, kwas fusydowy
i amoksycyling z kwasem klawulanowym.

Zdolno$¢ bakterii do syntezy beta-laktamaz identyfikowano, wykorzystujac krazek
z nitrocefing (Cefinase, Becton Dickinson). Metycylinoopornos¢ gronkowcoéw okreslano
stosujac krazek z cefoksytyna, fenotypy opornosci typu MLS, (macrolides-lincosamides-
streptogramins B) oznaczano dla wszystkich szczepoéw gronkowcow niewrazliwych na
erytromycyng, stosujac tzw. test indukowania erytromycyna (D-test) przy uzyciu krazkow
nasyconych linkomycyna, erytromycyna i klindamycyna (7). Opornos¢ indukcyjna typu
MLS, (inducible MLS , iMLS,) okreslano w przypadku sptaszczenia strefy zahamowania
wzrostu wokot krazkow z klindamycyna i/lub linkomycyna od strony krazka nasyconego
erytromycyna. Jezeli badany szczep byt oporny na erytromycyng oraz linkozamidy, izolat
klasyfikowano jako wykazujacy opornos¢ konstytutywna typu MLS, (constitutive MLS ,
cMLS)).
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WYNIKI

Badaniami objgto 12 pacjentow pediatrycznych z mukowiscydoza. Obok mukowiscy-
dozy do choréb majacych wpltyw na hospitalizacj¢ nalezaly: zapalenie zatok obocznych
nosa - 1 przypadek, zapalenie zatok szczgkowych - 2, stan po operacji zatok szczgkowych,

Rye. 1.

Fig. 1.
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Izolacja Staphylococcus aureus i pateczek z rodzaju Haemophilus u dzieci z mukowiscy-
doza (NG - nosogardziel, P — plwocina, SA — Staphylococcus aureus, Hl — Haemophilus
influenzae, HP1 — Haemophilus parainfluenzae, H spp. — Haemophilus spp.)
Isolation of Staphylococcus aureus and Haemophilus spp. Strains in children with muco-
viscidosis (NG — nasopharynx, P — sputum, SA - Staphylococcus aureus, HI - Haemophilus
influenzae, HP1 — Haemophilus parainfluenzae, H spp. — Haemophilus spp.)
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zapalenie pluc, niedokrwisto$¢ i astma - 1, zaostrzenie ptucne - 2, zapalenie ptuc - 1, nie-
wydolno$¢ oddechowa - 1, polipy nosa — 1.

W badanej grupie u 7/12 (58,33%) dzieci stwierdzono kolonizacj¢ przez poszukiwane
bakterie, w tym 6/12 (50,0%) przez pateczki hemofilne (facznie 12 izolatow: 8 - H. parain-
fluenzae, 2 - H. influenzae 12 - Haemophilus sp.) oraz 5/12 (41,67%) przez S. aureus (8 izola-
tow). Bakterie te wystepowaly w nosogardle lub w plwocinie, albo izolowano je jednoczesnie
z obydwu materialdw pobranych od jednego dziecka (ryc. 1a). Liczba gatunkow i szczepow
izolowanych zar6wno w wymazach jak i w plwocinie od pojedynczego dziecka byta bardzo
zrdznicowana (ryc. 1b) - identyfikowano od 1 do 4 szczepow Haemophilus sp. i/lub od 1
do 3 szczepdw S. aureus. Wérod 7 dzieci, u ktorych izolowano poszukiwane bakterie, w 3
przypadkach wyosobniono réwnocze$nie po 2 lub 3 gatunki; pojedynczo H. parainfluenzae
lub S. aureus wyosobniono odpowiednio u 3 (25,0%) i 2 (16,67%) dzieci.

Na podstawie uzyskanych informacji stwierdzono, ze dzieci te w ciagu roku przed ho-
spitalizacja przyjmowaty od 1 do 12 antybiotykow z réznych grup, zardéwno o waskim jak
i szerokim spektrum dziatania. Byly to m.in. aminoglikozydy: amikacyna, gentamycyna,
tobramycyna, netylmycyna; penicyliny: ampicylina, amoksycylina lub tykarcylina z kwa-
sem klawulanowym, piperacylina z tazobaktamem; karbapenemy: meropenem i imipenem
z cylastatyna; cefalosporyny: cefepim, cefaklor, ceftazydym, cefuroksym, cefotaksym,;
monobaktamy: aztreonam; linkozamidy: klindamycyna; makrolidy: klarytromycyna, azytro-
mycyna; glikopeptydy: wankomycyna. Niezaleznie od czgsto$ci i rodzaju przyjmowanych
lekow 9 sposrod wyosobnionych izolatow pateczek hemofilnych 75% byto wrazliwych na
badane antybiotyki i chemioterapeutyki. Od 1 dziecka wyosobniono 2 pateczki hemofilne
oporne na ampicyling i niewytwarzajace beta-laktamaz - 1 izolat H. parainfluenzae (oporny
rowniez na amoksycyling z kwasem klawulanowym, cefuroksym i piperacyling) oraz 1
szczep Haemophilus sp. oporny in vitro na wszystkie badane antybiotyki beta-laktamowe
(tab. I). Uwage zwraca brak ampicylinoopornych izolatow wytwarzajacych beta-laktamazy
(tab. ). W poréwnaniu z pateczkami hemofilnymi, izolaty S. aureus byty oporne na wigksza

Tabela I.  Lekoopornos¢ izolatdéw z rodzaju Haemophilus oraz Staphylococcus aureus wyosobnionych
z drég oddechowych u dzieci z mukowiscydoza

Table I.  Drug resistance of Haemophilus spp. and Staphylococcus aureus isolates from respiratory
tract of children with mucoviscidosis

3:;:1 Gatunki Profil lekoopornosci Fenotyp

NG |Haemophilus parainfluenzae | AmAmcCxmPip B-laktamazo-ujemny
P Haemophilus spp. AmAmcSamCxmCtxCazAtmMemPip | p-laktamazo-ujemny
NG | Staphylococcus aureus MSSA | ETeCipGm iMLS,

P Staphylococcus aureus MSSA | ELCcTeCipC cMLS,

NG | Staphylococcus aureus MRSA | AmcFoxELCcGm cMLS,

P Staphylococcus aureus MRSA | AmcFoxELCcTeGm cMLS,

Legenda: NG —nosogardziel, P — plwocina, Am — ampicylina, Amc — amoksycylina z kwasem klawu-
lanowym, Sam — ampicylina z sulbaktamem, Cxm — cefuroksym, Ctx — cefotaksym, Caz — ceftazydym,
Atm — aztreonam, Mem — meropenem, Pip — piperacylina, E — erytromycyna, L — linkomycyna, Te
— tetracyklina, Cip — ciprofloksacyna, Gm — gentamycyna, Cc — klindamycyna, C - chloramfenikol,
Fox — cefoksytyna.
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liczbe antybiotykdw i chemioterapeutykow. Poza izolatami MSSA (Methicillin Susceptible
Staphylococcus aureus) uzyskanymi od 3 pacjentow i wrazliwymi na wszystkie badane
leki lub opornymi tylko na jeden z nich, u 1 dziecka zardwno w gardle jak i w plwocinie
zidentyfikowano wielolekooporne szczepy MSSA, o fenotypie opornosci MLS,, zarowno
konstytutywnym jak i indukcyjnym oraz u 1 pacjenta w obydwu materiatach wyosobniono
S. aureus MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) wykazujacy konstytutywna
oporno$¢ MLS (tab. I).

DYSKUSJA

Narastanie i rozprzestrzenianie si¢ lekoopornosci wsréd mikroorganizmow zmusza
do statego kontrolowania zaré6wno $rodowisk szpitalnych jak i pozaszpitalnych (6). Dane
z literatury wskazuja na wysoka zdolno$¢ kolonizacji bton §luzowych uktadu oddechowego
pacjentéw z mukowiscydoza, zarowno przez powszechnie znane patogeny drog oddecho-
wych jak i przez drobnoustroje oportunistyczne (2). Czynnikami sprzyjajacymi zakazeniom
lub kolonizacji jest zar6wno mtody wiek pacjentdow jak i sktad §luzu, ktory jest gesty, trudny
do usunigcia i stanowi doskonata pozywkg nawet dla bardzo wybrednych mikroorganizmow
(1). Zakazeniom bakteryjnym i grzybiczym sprzyja ponadto szeroko i nie zawsze odpo-
wiednio stosowana antybiotyko- czy chemioterapia, bardzo istotna w zwalczaniu zakazen,
czgstych u 0s6b chorych na mukowiscydoze (2). Zgodnie z literatura, podczas zwalczania
infekceji u tych pacjentéw powinno sig bra¢ pod uwage zarowno wyniki okresowych badan
mikrobiologicznych jak i znajomos¢ profilu lekowrazliwosci wyizolowanych u nich drob-
noustrojow (2,5). Zaré6wno dawkowanie jak i czas podawania antybiotykéw powinny by¢
skorelowane z objawami i przebiegiem choroby tak, aby zminimalizowaé niebezpieczenstwo
selekceji i rozprzestrzeniania si¢ szczepow opornych, zwlaszcza w srodowisku szpitalnym
(2).

W niniejszej pracy wykazano, ze pomimo mtodego wieku pacjentéw z mukowiscydoza,
u 50% z nich nie zidentyfikowano pateczek hemofilnych, ktére sa waznym sktadnikiem
naturalnej flory drég oddechowych, takich jak np. H. parainfluenzae. Wstgpne obserwacje
wskazuja, ze wigkszos¢ wyizolowanych bakterii hemofilnych byta wrazliwa in vitro na
badane leki.

Jak wynika z danych z piSmiennictwa, zar6wno w §rodowisku szpitalnym jak i po-
zaszpitalnym wsrod bakterii hemofilnych (gtownie H. influenzae) dominuje opornosé
na antybiotyki beta-laktamowe zwigzana z wytwarzaniem beta-laktamaz (6,8). Obydwa
opisane w pracy ampicylinooporne izolaty z rodzaju Haemophilus (inne niz H. influenzae)
charakteryzowaly si¢ mechanizmem opornos$ci znacznie rzadziej spotykanym i wynikajacym
najprawdopodobniej ze zmian w biatkach receptorowych wiazacych penicyling (Penicillin
Binding Protein, PBP) (6,8,9). Wykrycie i jednoznaczne okres$lenie takiego typu opornosci
wymaga jednak stosowania metod biologii molekularnej, obok metod fenotypowych (10).

Czestos¢ izolacji S. aureus w grupie, z materialdow pobranych z drég oddechowych
badanych dzieci z mukowiscydoza wynosita okoto 40%, co jest zblizone do wynikoéw uzyski-
wanych u takich pacjentéw przez innych autoréw (3). Jak wynika z danych z piSmiennictwa,
u zdrowych dzieci nosicielstwo gronkowca ztocistego waha si¢ w granicach od 20 do 40%,
podczas gdy w §rodowisku szpitalnym moze osiaga¢ nawet 90% (11,12).
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Dane na temat czgstosci wystgpowania fenotypow opornosci cMLS, i iMLS u gron-
kowca zlocistego sa bardzo zréznicowane i w duzej mierze zalezne od osrodkow, w ktérych
prowadzono badania. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy, dotyczace pacjentow pe-
diatrycznych z mukowiscydoza, sugeruja, ze fenotyp cMLS, moze by¢ dominujacy wsrod
opornych na erytromycyng S. aureus, zarbwno MRSA jak i MSSA. Podobne rezultaty
uzyskiwali inni autorzy (13-15). Mozna przyjac, ze wystgpowanie lekoopornosci indukcyj-
nej w §rodowisku szpitalnym jest rzadsze niz konstytutywnej (15). W przeciwienstwie do
tego, w §rodowisku pozaszpitalnym bardzo rzadko sa izolowane szczepy MRSA, a wérdd
gronkowcow MSSA dominuje fenotyp opornosci iMLS , co wykazaty badania prowadzone
na izolatach uzyskanych od zdrowych dzieci (16,17).

Wstepne wyniki uzyskane w pracy sugeruja, ze u pacjentow z mukowiscydoza wystepuje
selekcja niektorych gatunkéw bakterii o fenotypach opornosci odmiennych niz najczesciej
identyfikowane wsrdd bakterii izolowanych od dzieci zdrowych lub w lecznictwie ambu-
latoryjnym. Najprawdopodobniej wynika to zardwno z przebiegu choroby jak i z wigkszej
presji wywieranej przez uzywane w duzej ilosci leki przeciwbakteryjne.

WNIOSKI

Wigkszos¢ palteczek hemofilnych izolowanych z uktadu oddechowego u dzieci
z mukowiscydoza byta wrazliwa na rutynowo stosowane leki przeciwdrobnoustrojowe,
sporadycznie wystgpowaly rowniez szczepy ampicylinooporne beta-laktamazo-ujemne.
Wyosobniono szczepy S. aureus MSSA i MRSA, ktore wykazywaty konstytutywna albo
indukcyjna oporno$¢ na makrolidy i linkozamidy. Okre$lanie lekowrazliwosci i mechani-
zmow oporno$ci ma duze znaczenie w racjonalnej antybiotykoterapii hospitalizowanych
dzieci z mukowiscydoza.

U Kosikowska, M Juda, A Malm, M Jozwiakowska, E Tuszkiewicz-Misztal

DRUG SUSCEPTIBILITY OF HAEMOPHILUS SP. AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS
STRAINS COLONIZING RESPIRATORY TRACT IN CHILDREN WITH MUCOVISCIDOSIS

SUMMARY

Objective: The aim of our studies was to isolate haemophili rods and S. aureus from children with
mucoviscidosis and to assess antimicrobial agent susceptibility of the isolates.

Methods: Sputa and nasopharynx swabs from 12 children with mucoviscidosis were screened for
the prevalence of Haemophilus sp. and S. aureus. Susceptibility to antimicrobial agents was performed
by agar diffusion method using appropriate media. Beta-lactamase activity was determined with the
nitrocefin discs, macrolide-lincosamide- streptogramin B resistance using D-test.

Main observations: Of 12 mucoviscidosis-positive patients, 7 (58.33%) were colonisated by hae-
mophili rods (a total of 8 H. parainfluenzae, 2 H. influenzae or 2 Haemophilus sp. isolates) and by S.
aureus (8 isolates), in these species were isolated alone or in mixed cultures. Two ampicillin-resistant
Haemophilus sp. but without beta-lactamases production were obtained. Also two methicillin resistant
S. aureus with constitutive phenotype of resistance to macrolides-lincosamides and streptogramins
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B isolates and two methicillin-sensitive (with constitutive and inducible resistance to macrolides-
lincosamides and streptogramins B) were isolated.
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