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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti prevalenciju, te antimikrobnu osjetlji-
vost sojeva bakterija Haemophilus influenzae 1 H. parainfluenzae
iz uzoraka mokrac¢nog i genitalnog sustava.

Metode: Sojevi bakterija roda Haemophilus spp. identificirani su
API NH sistemom, a osjetljivost im je ispitana Kirby-Bauer disk
difuzijskom metodom.

Rezultati: 1z ukupno 180.415 uzoraka iz urogenitalnog sustava
izolirano je 50 (0,03%) sojeva H. influenzae, te 14 (0,01%) sojeva
H. parainfluenzae. Kao uzro¢nici IMS-a, bakterije H. influenzae i
H. parainfluenzae izolirane su u znacajnom broju (>10*CFU/ml) u
uzorcima mokrace djevojcica do 15 godina u 13 (0,88%), odnosno
dva slucaja (0,13%), a kod djec¢aka samo u jednoj epizodi (0,11%)
IMS-a (H. influenzae). Kod osoba fertilne dobi, kao uropatogen
u uzorcima mokrace, nadena je bakterija H. influenzae kod pet
(0,04%) zZena, te tri (0,21%) muskarca. Kao uzro¢nik vulvovagini-
tisa, bakterija H. influenzae izolirana je kod cetiri (5,63%), a bak-
terija H. parainfluenzae kod dvije (2,82%) djevojcice. Kod osoba
fertilne dobi bakterija H. influenzae u velikom broju izolirana je
iz 10 (0,49%) obrisaka cerviksa, te devet (1,74%) uzoraka oso-
ba muskog spola, dok je bakterija H. parainfluenzae izolirana iz
sedam (1,36%) uzoraka osoba muskog spola. Opazeno je da se u
fertilnoj dobi H. parainfluenzae statisticki znacajno ¢e$c¢e nalazi
u urogenitalnom sustavu osoba muskog spola (p<0,01). Ispitiva-
njem osjetljivosti sojeva H. influenzae 1 H. parainfluenzae uoce-
na je znacajna rezistencija oba patogena jedino na kotrimoksazol,
26,0%, odnosno 42,9%.

Zakljucak: U etiologiji infekcija mokraénog sustava djecje dobi,
genitalnog sustava Zena fertilne dobi, te muskaraca s epidimitisom
i/ili orhitisom, vazno je razmisljati i o ovim rijetkim i kultivacijski
zahtjevnim bakterijama.

Kljuéne rijeéi: Haemophilus influenzae, Haemphilus parainfluen-
zae, prevalencija, antimikrobna osjetljivost
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uvoD

Haemophilus influenzae i Haemophilus parain-
fluenzae, kao komenzali sluznice gornjeg dije-
la respiratornog sustava, nalaze se kod gotovo
75% zdrave djece i odraslih osoba. Infekcije
koje uzrokuju ovi mikroorganizmi kod djece i
odraslih, mogu biti - invazivne, poput meningi-
tisa (1, 2), pneumonije (2), epiglotitisa (2, 3),
celulitisa (3), bakterijemije (3), artritisa, te oste-
omijelitisa (4), koje ve¢inom uzrokuju sojevi sa
sposobnos¢u produkcije polisaharidne kapsule;
odnosno - neinvazivne, poput otitisa media (5),
sinusitisa ili urogenitalnih infekcija (6-9), koje
uzrokuju neinkapsulirani sojevi. EtioloSka ulo-
ga bakterija H. influenzae i H. parainfluenzae,
kao patogena urogenitalnih infekcija, do sada
je dokazana u slucajevima infekcija mokraé-
nog sustava (IMS) kod djece i starijih osoba s
funkcionalnim i anatomskim abnormalnostima
sustava (8, 9), uretritisa u oba spola (6, 10, 11),
epididimo-orhitisa (12, 13), cervicitisa i/ili va-
ginitisa (14-16), apscesa Bartolinijeve zlijezde
(16, 17), endometritisa povezanog s intrauteri-
nim uloskom (14, 15), tuboovarijskog apscesa
(18), te brojnim opstetrickim komplikacijama
poput korioamnionitisa ili prijevremenog pu-
knuéa plodnih ovoja (18-20). Rast ovih bakte-
rija zahtijeva prisutnost faktora X (hemina) i/ili
faktora V (nikotinamid adenin dikleotida), Sto
pri kultivaciji zahtijeva upotrebu podloga koje
omogucavaju rast tih mikroorganizama, a ru-
tinski se primjenjuju u radu naseg Laboratorija.
Zahtjevnost kultivacije, te moguénost prerasta-
nja drugih mikroorganizama u mijesanim kultu-
rama, ¢esto dovodi do razli¢itih podataka u lite-
raturi o prevalenciji ovih bakterija u etioloskoj
patogenezi infekcija urogenitalnog trakta.

Cilj ovog mikrobioloskog pracenja bio je odre-
diti prevalenciju i osjetljivost na antimikrobne
lijekove izolata bakterija H. influenzae i H. pa-
rainfluenzae iz uzoraka mokraénog i genitalnog
sustava.

MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za mo-
kraéno-spolne infekcije Zavoda za javno zdrav-
stvo “Dr. Andrija Stampar” retrospektivnom
analizom rezultata mikrobioloSke obrade uzora-
ka urogenitalnog sustava, u razdoblju od sije¢nja

2005. do prosinca 2008. godine. Uzorci Cistog
srednjeg mlaza prvog jutarnjeg urina, po dola-
sku u laboratorij, obradeni su prema uputama
za obradu i analizu uzoraka mokrace Hrvatskog
drustva za medicinsku mikrobiologiju i parazito-
logiju (32, 33). Obrisci vagine, cerviksa, vulve,
uretre, te glansa penisa, pristigli su u laboratorij
uronjeni u Amies transportni medij s ugljenom
(Biolab, Hungary), dok su uzorci ejakulata i ek-
sprimata prostate prikupljeni u sterilnu transpor-
tnu posudicu. Uzorci genitalnog sustava rutinski
su kultivirani na selektivni ¢okoladni agar (7%
konjske krvi, AES Laboratorie, France), krvni
agar (5% konjske krvi, AES Laboratorie, Fran-
ce), McConkey agar (AES Laboratorie, France),
Gardnerella vaginalis agar (Columbia agar i GV
suplementi, Oxoid LTD, United Kingdom), te
Saboraud agar (Oxoid LTD, United Kingdom).
Kultivirani mediji su potom inkubirani u atmos-
feri s 5% CO? na 35°C, kroz 18-20 sati, osim Sa-
boraud agara koji je inkubiran u aerobnoj atmos-
feri na 35°C, kroz 18-20 sati, a potom 24 sata
na sobnoj temperaturi. Karakteristicne kolonije
za bakterije roda Haemophilus identificirane su
preparatom po Gramu, te komercijalnim API
NH sistemom (bioM¢érieux, France). Bakterije
roda Haemophilus spp. smatrane su uzrocnicima
infekcije urogenitalnog sustava ukoliko su izoli-
rane u broju >10* CFU/ml iz uzorka urina, odno-
sno u ¢istoj kulturi i znacajnom broju iz uzoraka
genitalnog sustava.

Osjetljivost sojeva ispitana je Kirby-Bauer disk
difuzijskom metodom na Haemophilus testnom
mediju (Oxoid LTD, United Kingdom), a sim po-
stupak, te interpretacija rezultata izvedena prema
naputcima Instituta za klini¢ke i laboratorijske
standarde (CLSI) (34). Pri ispitivanju osjetljivosti
koristeni su diskovi (Bio-Rad, France) standar-
dne potencije slijedecih antimikrobnih lijekova:
ampicilina (10pg), koamoksiklava (20/10 ng),
cefuroksima (30 pg), ceftriaksona (30 pg), cipro-
floksacina (5 pg), tetraciklina (30 pg), te kotri-
moksazola (1.25/23.75 pg). Produkcija enzima
beta-laktamaze testirana je kromatogenom nitro-
cefinskom metodom (BD BBL™, USA) (36).

Prevalencija je promatrana kroz tri dobne skupi-
ne bolesnika - osoba mladih od 15 (0-14) godina
starosti, osoba fertilne dobi (15-50 godina staro-
sti), te osoba starijih od 50 godina starosti.
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Tablica 1. Distribucija izolata Haemophilus spp. kod
djevojcica starosti do 15 godina, s obzirom na vrstu uzorka

. Broj Broj Broj izolata
Broj P .
pozitivnih izolata H. para-
Vrsta uzorka uzora- . .
Ka uzoraka  H. influen- influenzae
(%) zae (%) (%)
Urin 7804  1485(19,03) 13 (0,88) 2(0,13)
Obrisak vulve/ )1 51 2046)  4(5.63) 2(2,82)
vagine
UKUPNO 8045 1556 (19,34) 17 (1,09) 4(0,26)
REZULTATI

Tijekom cetverogodiSnjeg pracenja, iz 180.415
uzoraka mokraénog i genitalnog sustava ukupno
je izolirano 50 (0,03%) sojeva H. influenzae, te
14 (0,01%) sojeva H. parainfluenzae. Kod osoba
mladih od 15 (0-14) godina starosti obradeno je
11.027 uzoraka urina i 254 uzoraka genitalnog
sustava pri ¢emu je izolirano 18 (0,16%) sojeva
H. influenzae i Cetiri (0,03%) soja H. parainflu-
enzae. Gotovo svi izolati potjecali su iz uzoraka
osoba zZenskog spola, osim jednog soja H. influ-
enzae koji je izoliran u broju 10* CFU/ml iz uzor-
ka urina CetverogodiSnjeg djecaka.

Od ukupno 1.485 uzoraka urina kod kojih je do-
kazan uropatogen, H. influenzae, kao uzro¢nik
infekcije mokra¢nog sustava (IMS) djevojcica,
izoliran je u 13 (0,88%), a H. parainfluenzae u 2
slucaja (0,13%). Kao uzro¢nik vulvovaginitisa H.
influenzae je izolirana u Cetiri (5,63%), a H. pa-
rainfluenzae u dva (2,82%) slucaja (Tablica 1).

Od osoba fertilne dobi (od 15-50. godine starosti)
u laboratoriju je obradeno 62.917 uzoraka urina,
te 5.246 raznovrsnih uzoraka genitalnog sustava
osoba zenskog spola, te 9.924, odnosno 2.474
uzoraka urogenitalnog sustava osoba muskog
spola (Tablica 2). Kao uzroénik IMS-a, H. influ-
enzae je izolirana kod pet (0,04%) Zena, te kod
tri (0,21%) muskarca, dok H. parainfluenzae nije
izoliran. U obriscima cerviksa, uretre (oba spola),
te uzorcima ejakulata bolesnika, H. influenzae je
izoliran u 19 (0,75%) uzoraka (10 obrisaka cer-
viksa, 8 obrisaka uretre osoba muskog spola i u
jednom uzorku ejakulata), a H. parainfluenzae u
7 (0,28%) uzoraka (pet obrisaka uretre muskarca

Tablica 3. Antimikrobna rezistencija sojeva H. influenzae i H.
parainfluenzae iz uzoraka mokraénog i genitalnog trakta

Broj rezistentnih izolata (%)

Antimikrobni lijek

H. infl ae H. parainfl, ae
amoksicilin 3(6,0) 4(28,6)
koamoksiklav 0 0
cefuroksim 0 0
ceftriakson 0 0
tetraciklin 4(8,0) 4(28,6)
kotrimoksazol 13 (26,0) 6(42,9)
ciprofloksacin 0 0

i u dva uzorka ejakulata). H. parainfluenzae zna-
¢ajno je cesce izoliran kao patogen genitalnog su-
stava kod osoba muskog spola u odnosu na Zen-
sku populaciju (p<0,01). 1z ostalih 198 uzoraka
genitalnog sustava osoba oba spola fertilne dobi
(obriska vagine, vulve, glansa penisa, te ekspri-
mata prostate) Haemophilus spp. nisu izolirane.

Kod osoba starijih od 50 godina, iz uzoraka mo-
kraénog i genitalnog sustava oba spola, ukupno
je izolirano osam (0,009%) sojeva Haemophilus
spp. Kod Zena starije zivotne dobi H. influenzae
je izoliran u tri (0,02%) uzorka urina, dok je H.
parainfluezae izoliran kod tri (0,02%) osobe zen-
skog spola (jedan soj iz uzorka urina, a druga
dva iz obriska cerviksa). Kod muskaraca starije
zivotne dobi, iz uzoraka ejakulata, u dva (0,03%)
slucaja izoliran je H. influenzae uz prisutnost
velikog broja polimorfonuklearnih leukocita u
uzorku.

Gotovo svi izolati obje vrste bakterija bili su
osjetljivi na beta-laktamske antimikrobne lijeko-
ve, osim sedam (10,94%) kod kojih je rezistencija
na amoksicilin nastala uslijed produkcije enzima
beta-laktamaze, Sto je potvrdeno kromatogenom
nitrocefinskom metodom. Dok rezistencija na ci-
profloksacin nije zabiljezena, na tetraciklin je in-
termedijarna osjetljivost opazena u dva (4,00%)
soja H. influenzae, a rezistencija u 4 (8%) sojeva,
dok je kod H. parainfluenzae zabiljezena kod 4
(28,6%) izolata. Najvisa prevalencija rezistencije
opazena je na kotrimoksazol, kod 13 (26%) i 6
(42,9%) izolata H. influenzae, odnosno H. para-
influenzae (Tablica 3).

Tablica 2. Distribucija izolata H. influenzae i H. parainfluenzae s obzirom na spol kod osoba fertilne dobi (15-50)

Broj uzoraka

Broj pozitivnih uzoraka

Broj izolata Broj izolata

Vrsta uzorka (%) H. infl ae (%) __H. parainfluenzae (%)
M Z M Z M Z M z
Urin 9924 62917 1384 (13,95) 12619 (20,06) 3(0,22) 5(0,04) 0 0
Obrisak cerviksa 4780 1868 (39,08) 10 (0,53) - 0
Obrisak uretre 358 275 56 (15,64) 86 (31,27)  8(14,28) 0 5(8,93) 0
Ejakulat 2109 - 458 (21,72) 1(0,22) 2(0,44) -
Ostali uzorci genitalnog sustava 7 191 2 (28,57) 59 (30,89) 0 0 0 0
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DISKUSIJA

Novo podrucje istrazivanja bakterija roda Hae-
mophilus jeste njihov patogeni znacaj u infekci-
jama urogenitalnog sustava, a $to posljednjih tri-
desetak godina privlaéi paznju istrazivaca. Isprva
u literaturi su bili opisani tek sporadi¢ni sluc¢ajevi
IMS-a (21), epididimo-orhitisa (12), te uretritisa
(22), povezani s ovim mikroorganizmima. Nakon
$to je uocena povecana incidencija neonatalne
sepse uzrokovane H. influenzae (19, 20), kao i
urogenitalnih infekcija, te opstetrickih komplika-
cija kod zena (18-20), §to se povezivalo s koloni-
zacijom ovim patogenom genitalnog sustava zene
i ascedentnim putem infekcije (23), uslijedile su
brojne studije incidencije izolata bakterija H. in-
fluenzae 1 H. parainfluenzae iz uzoraka urogeni-
talnog trakta. Dok su Sturm (11) i Drouet (10)
ustanovili prevalenciju od 5,3%, odnosno 6,3%
izolacije ovih patogena iz uzoraka urogenitalnog
sustava, Vazquez je zamijetio nizu prevalenciju
(2,8%) (16). Najnizu prevalenciju (0,2%) zabilje-
zio je Verweij (6) koji je iz 3.329 obrisaka cer-
viksa, te 3.279 obrisaka vagine, izolirao svega 12
sojeva bakterije H. influenzae. Niska prevalencija
ovih patogena iz uzoraka urogenitalnog sustava
zabiljezena je i u ovom istrazivanju. Osim razlika
u prevalenciji od studije do studije, zamijecena je
i razlika u zastupljenosti ove dvije vrste bakterija
u uzorcima, pa se ucestalost izolacije bakterije H.
influenzae kretala izmedu 0,7% (10, 16) i 1,3%
(11), a ucestalost bakterije H. parainfluenzae iz-
medu 1,6% (16) do 5,6% (10). Rezultati naseg
istrazivanja govore o niskoj prevalenciji (0,35%)
ovih mikroorganizama iz uzoraka genitalnog
trakta kod osoba fertilne dobi, $to vjerojatno nije
posljedica primjene manje osjetljivih metoda
kutivacije ovih mikroorganizama, ve¢ razli¢itih
ciljnih populacija i geografskih razlika u pre-
valenciji. Ve¢ ranije zamijecena, znacajno veca
ucestalost izolacije H. parainfluenzae kod osoba
muskog spola, dokazana je i u ovom istrazivanju
(8, 39).

Kod djece do 14 godina starosti, bakterija H. in-
fluenzae smatra se rijetkim patogenom mokrac-
nog sustava. UcCestalost IMS-a, prema rezultati-
ma studija incidencije Spanjolskih (24) i Svedskih
autora (8), povezanih s ovim patogenom jeste
0,88%. Identi¢an postotak (0,88%) pronaden je
i u ovom istrazivanju, a potvrdena je i, ve¢ ra-

nije zamijec¢ena, znatno ¢es$éa izolacija ovog mi-
kroorganizma iz uzoraka urina kod djevojéica u
odnosu na djecake, te iznimno rijetka izolacija
H. parainfluenzae. Kao uzro¢nik vulvovaginitisa
kod djevojcica, H. influenzae, prema navodima
iz literature, nalazi se na drugom mjestu po uce-
stalosti, nakon Streptococcus pyogenes (8, 25).
Postotak izolacije H. influenzae, kao uzro¢nika
vulvovaginitisa, u ovom je istrazivanju (1,66%)
vrlo slian rezultatu studije engleskog autora
(3,74%), te nesto nizi od rezultata istog autora
Sest godina ranije (10,0%) (26). Kao najcesci
patogen vulvovaginitisa u ovome istrazivanju,
dokazana je bakterija S. pyogenes, dok su drugi
uzrocCnici, kao $to su Enterobacteriaceae, Candi-
da albicans, Staphylococcus sp., te H. influenzae,
izolirani s podjednakom ucestaloscu.

Kod osoba starije zivotne dobi, bakterije roda
Haemophilus rijetko se nalaze kao uzrocnici
IMS-a ili infekcija genitalnog sustava (9), §to su
pokazali i rezultati ovog istrazivanja. Potrebno je
istaknuti da se IMS djecje (8) ili starije zivotne
dobi (9), uzrokovane ovim patogenima, povezuju
s funkcionalnim ili anatomskim abnormalnosti-
ma urogenitalnog sustava, pa je stoga u etiologiji
infekcija urinarnog sustava kod osoba s anoma-
lijama, u dijagnostici vazno upotrijebiti metode
pogodne za kultivaciju ovih uzgojno zahtjevnih
bakterija.

U ovom istrazivanju opaZena je rezistencija na
amoksicilin u 10,9% (u svim slu€ajevima pove-
zana s produkcijom beta-laktamaza), te na tetra-
ciklin 1 kotrimoksazol u 12,5%, odnosno 29,7
% izolata Haemophilus spp. Svi izolati bili su
osjetljivi na ciprofloksacin. Rezistencija Haemo-
pilus spp. na istovjetne antimikrobne lijekove,
no u nesto visem postotku, opazena je i u drugim
studijama (6, 26, 27), kao i njihova osjetljivost
na fluorokinolone (28). U Hrvatskoj preporuce-
ni prvi izbor antimikrobnih lijekova u lijecenju
IMS-a, osim u slucaju nekompliciranog cistiti-
sa kod Zena i akutne IMS kod muskaraca, jesu
koamoksiklav, cefalosporini II/III generacije, te
ciprofloksacin (29, 30). U sindromu prostatitisa
prvi izbor antimikrobnog lijeka je ciprofloksacin
(31). S obzirom na preporuke, te opazenu rezi-
stenciju bakterija roda Haemophilus, navedena
terapija omogucava adekvatnu terapiju IMS-a,
te infekcija genitalnog trakta uzrokovanih ovim
mikroorganizmima.
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U ectiologiji infekcija mokraénog sustava djecje
dobi, genitalnog sustava Zena fertilne dobi, te
muskaraca s epidimitisom i/ili orhitisom, vazno
je razmisljati i o rijetkim uzro¢nicima kao $to je
Haemophilus spp., te upotrijebiti dijagnosticke
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ABSTRACT

Aim To determine the prevalence and antibiotic susceptibility of Haemophilus influenzae and H. para-
influenzae isolated from the urinary and genital tracts.

Methods Identification of strains bacteria Haemophilus spp. was carried out by using API NH identifi-
cation system, and antibiotic susceptibility was performed by Kirby-Bauer disk diffusion method.

Results A total number of 50 (0,03%) H. influenzae and 14 (0,01%) H. parainfluenzae (out of 180, 415
samples) were isolated from genitourinary tract. From urine samples of the girls under 15 years of age
these bacteria were isolated in 13 (0,88%) and two (0,13%) cases, respectively, and only in one case
(0,11%) of the UTI in boys (H. influenzae). In persons of fertile age, it was only H. influenzae bacteria
tah was found in urine samples of the five women (0,04%) and in three men (0,21%). As a cause of vul-
vovaginitis, H. influenzae was isolated in four (5,63%), and the H. parainfluenzae in two (2,82%) girls.
In persons of fertile age, H. influenzae was isolated from 10 (0,49%) smears of the cervix, and in nine
(1,74%) male semples. H. parainfluenzae was isolated from seven (1,36%) male samples. (p<0.01).
Susceptibility testing of H. influenzae and H. parainfluenzae revealed that both pathogens were signifi-
cantly resistant to cotrimoxasol only (26.0% and 42.9%, respectively).

Conclusion In the etiology of genitourinary infections of girls during childhood, genital infections of
women in fertile age (especially in pregnant women), and men with cases of epididimytis and/or orchi-
tis, it is important to think about this rare and demanding bacteria in terms of cultivation.

Key words: Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, prevalence, antibiotic susceptibi-
lity
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