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SOUHRN
Cíl práce: Kmeny Staphylococcus aureus patří mezi obávané bakteriální původce nozokomiálních i komunitních infekcí, a to hlavně 
tehdy, jsou-li rezistentní k antibiotikům, či mají-li významné faktory patogenity, nebo jsou schopny tvořit odolný biofilm. Hledání 
nových terapeutik, účinných na takové kmeny, je jednou z hlavních priorit medicíny a vědeckého výzkumu.
Cílem studie bylo popsat výskyt S. aureus a  podíl kmenů rezistentních k  methicilinu (MRSA) diagnostikovaných v  laboratořích 
Mikrobiologického ústavu Lékařské fakulty Masarykovy univerzity (LF MU) a Fakultní nemocnice (FN) u sv. Anny v Brně v letech 
2011–2018. U vybraných kmenů S. aureus byla studována schopnost tvorby biofilmu, testována citlivost k antibiotikům a k fágovému 
přípravku Stafal®. Podmínkou bylo navrhnout metodu vhodnou pro jednoduché rutinní testování citlivosti bakterií k fágům.
Materiál a metody: U 867 klinických izolátů S. aureus a u 132 kmenů náležících k dalším druhům rodu Staphylococcus (izolovaných 
v letech 2011–2017) byla testována citlivost k fágovému preparátu Stafal® za použití metody dvouvrstevného agaru. U všech kmenů 
S. aureus byla testována schopnost tvorby biofilmu modifikovanou Christensenovou metodou využívající mikrotitrační destičky a cit-
livost k protistafylokokovým antibiotikům (Diskovým difuzním testem). U 95 kmenů S. aureus byla metoda dvouvrstevného agaru 
(MDA) porovnána s námi navrženou metodou, která je založena na úbytku optické denzity (MOZ) bakteriální suspenze.
Výsledky: Ve sledovaném období bylo v  laboratořích LF MU a FN u sv. Anny v Brně diagnostikováno průměrně 2 900 kmenů 
S. aureus ročně. V hemokulturách a venózních katetrech s nálezem S. aureus byl podíl kmenů MRSA 8,8–15,2 %.
Bylo potvrzeno, že kmeny S. aureus izolované z venózních katetrů a hemokultur byly silnějšími producenty biofilmu než kmeny 
z jiných klinických materiálů. Kmeny MRSA produkovaly biofilm silněji než kmeny methicilin citlivé (MSSA).
K preparátu Stafal® bylo citlivých 90,4 % kmenů S. aureus. V souboru MRSA to bylo dokonce 99,0 % citlivých kmenů. Nebyla pro-
kázána souvislost mezi citlivostí ke Stafalu® a schopností tvořit biofilm. Přesto, že jde o preparát zaměřený na S. aureus, byla určitá 
citlivost (26,5 %) prokázána i u dalších druhů stafylokoků.
Nová jednoduchá metoda navržená pro rutinní testování citlivosti k  fágovým preparátům pomocí MOZ byla srovnatelně citlivá 
a spolehlivá jako běžně používaná metoda MDA, kromě jednoduchosti a časové nenáročnosti přináší výhodu také v tom, že po 
prodloužení kultivace suspenze a frekvence měření můžeme sledovat i dynamiku působení fágů.
Závěry: Ukázalo se, že podíl diagnostikovaných kmenů MRSA odpovídá výskytu kmenů v celé České republice a že zjištění týkající 
se produkce biofilmu jsou v souladu s dosavadními vědeckými poznatky.
Hostitelské spektrum přípravku Stafal® je relativně široké a zahrnuje většinu kmenů S. aureus i některé koaguláza-negativní stafylo-
koky. Nejvyšší účinnost vykazuje na kmeny MRSA s další přidruženou rezistencí k antibiotikům (99,4 %).
Na základě testování 867 kmenů S. aureus a  132 jiných druhů stafylokoků in vitro bylo prokázáno, že fágový preparát Stafal® je 
vhodným kandidátem pro léčbu stafylokokových infekcí i tam, kde klasická antibiotika selhávají. Navíc byla navržena jednoduchá 
metoda, jak rutinně testovat citlivost k fágům u klinických bakteriálních izolátů, což je nezbytným předpokladem terapeutické aplikace.
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ABSTRACT
dvořáčková M., růžička F., dvořáková heroldová M., Vacek l., Bezděková d., Benešík M., petráš p., pantůček r.: Therapeutic po-
tential of bacteriophages for staphylococcal infections and selected methods for in vitro susceptibility testing of staphylococci 
Aim: Staphylococcus aureus strains are the cause of frightening hospital and community infections, especially when they are resistant 
to antimicrobials, have important pathogenicity factors, or have biofilm production ability. Looking for novel therapeutic options 
which would be effective against such strains is one of the highest priorities of medicine and medical research.
The study aim was to describe the occurrence of S. aureus strains and proportion of methicillin resistant strains (MRSA) detected in 
laboratories of the Microbiological Institute, Faculty of Medicine, Masaryk University (FM MU) and St. Anne's University Hospital, Brno 
in 2011–2018. Selected strains of S. aureus were tested for biofilm production ability and susceptibility to antimicrobials and Stafal®, a 
phage therapeutic agent. A prerequisite was to develop a simple routine method suitable for phage susceptibility testing of bacteria.
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Material and methods: Altogether 867 clinical isolates of S. aureus and 132 strains of other species of the genus Staphylococcus 
(isolated in 2011–2017) were tested for susceptibility to the phage therapy preparation Stafal® using the double-layer agar method. 
All strains of S. aureus were tested for biofilm production ability by the modified Christensen method with the use of titration 
microplates and for susceptibility to antistaphylococcal antibiotics by the disk diffusion test. For 95 S. aureus strains, the outcome 
of the double-layer agar method (DAM) was compared with that of our newly designed method (ODM) based on optical density 
decrease of the bacterial suspension.
Results: During the study period, the laboratories of the Faculty of Medicine, Masaryk University (FM MU) and St. Anne's University 
Hospital, Brno detected 2900 strains of S. aureus per year on average. The proportion of MRSA among S. aureus isolates from blood 
culture and venous catheters ranged between 8.8–15.2 %.
S. aureus strains recovered from venous catheters and blood culture were confirmed as stronger biofilm producers than those from 
other clinical specimens. MRSA strains showed higher biofilm production than methicillin susceptible strains (MSSA).
As many as 90.4 % of S. aureus strains tested susceptible to the Stafal® preparation. Even a higher proportion, i.e. 99.0 %, of MRSA 
strains were Stafal® susceptible. No relationship was found between Stafal® susceptibility and biofilm production ability. Although 
Stafal® targets primarily S. aureus, some susceptibility (26.5 %) was also found for other staphylococcal species.
A novel simple method designed for routine testing of susceptibility to phage therapy preparations based on optical density decrease 
was comparably sensitive and reliable as the commonly used double-layer agar method (DAM) and, in addition to being easy and 
rapid to perform, after prolonged suspension culture and at higher measurement frequency, it has an extra advantage of providing 
the possibility for monitoring also phage action dynamics.
Conclusions: The proportion of MRSA strains detected in this study is comparable to that reported for the whole Czech Republic, 
and the biofilm production data are consistent with scientific evidence.
The host range of the Stafal® preparation is relatively wide and covers most strains of S. aureus and some coagulase negative sta-
phylococci. The highest efficiency of Stafal® (99.4 %) was observed against MRSA strains with multiple types of antibiotic resistance.
In vitro testing of 867 strains of S. aureus and 132 other staphylococcal species has shown the phage therapy preparation Stafal® to 
be a suitable candidate therapeutic option for the treatment of staphylococcal infections, especially in case of failure of conventional 
antibiotic therapy. Moreover, a simple method for routine phage susceptibility testing of clinical bacterial isolates has been designed, 
which is an essential tool to be used in phage therapy.
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ÚVOD

Obávanými původci nozokomiálních infekcí bývají čas-
to bakteriální kmeny rezistentní k  antibiotikům [1] či 
kmeny, které disponují významnými faktory patoge-
nity. Může se jednat o produkci různých druhů toxinů 
[2] nebo o schopnost tvořit odolný biofilm [3]. Typickým 
původcem výše popsaných nákaz je Staphylococcus aureus, 
oportunní patogen, který často kolonizuje člověka [4, 5].
Terapeutické problémy způsobené rezistencí S. aureus na 
používaná protistafylokoková antibiotika vyvolávají po-
třebu hledat nová léčiva. V rámci racionální antibiotické 
terapie jsou lékem volby nekomplikovaných stafyloko-
kových infekcí stále betalaktamová antibiotika (u  nás 
registrovaný oxacilin). Běžně se však vyskytují kmeny 
k  oxacilinu rezistentní, jsou označované akronymem 
MRSA. Tyto kmeny bývají rezistentní i k dalším antibio-
tikům [6], jako je např. rezistence typu MLSB (makrolidy, 
linkosamidy a streptogramin B). V současnosti se obje-
vily i kmeny s intermediální [7] nebo dokonce s úplnou 
rezistencí k vankomycinu [8].
Na tuto situaci reagují vědci i farmaceutické firmy hle-
dáním a zaváděním nových antibiotik do klinické praxe. 
Jejich vývoj je však nákladný a zdlouhavý a tento fakt se 
odráží i v ceně nového produktu. Z preparátů, které byly 
uvedeny na trh po roce 2000, lze jmenovat linezolid [9], 
ceftarolin [10], daptomycin [11], dalbavancin a solithro-
mycin [12].
Kromě antibiotické terapie existují i  další alternati-
vy léčby, ale není jich mnoho. Mohou to být přírodní 
antimikrobiální látky bakteriálního (lyzostafin nebo 

lantibiotika), rostlinného (např. flavonoidy) nebo živo-
čišného (např. propolis nebo defenziny) původu [13]. Řada 
látek již dříve používaných v lékařství má kromě primár-
ních účinků také sekundární antibakteriální účinky, 
a našly tak nové uplatnění, např. stříbro či selen v podobě 
nanočástic [14]. K léčbě stafylokokových infekcí může být 
použita i fotodynamická terapie, známá především jako 
nástroj léčby nádorových onemocnění [15]. Další možný 
terapeutický přístup představuje využití protistafyloko-
kových vakcín [13, 16].
Jednou z nadějných možností je fágová terapie, která vy-
užívá k léčbě bakteriálních infekcí bakteriofágy, tedy viry 
přirozeně a specificky napadající bakterie. Jde o známá 
antimikrobiální agens, která byla poprvé úspěšně použita 
k léčbě bacilární úplavice již v roce 1919 ve Francii [17]. 
Následně se objevila celá řada dalších fágových terapeutik 
proti řadě dalších infekčních agens [18]. Přes počáteční 
úspěchy a  optimismus byla fágová terapie postupně 
opuštěna. Důvodem bylo jednak zavedení antibiotik do 
klinické praxe a dále také chyby způsobené nedostateč-
ným poznáním biologie fágů, nestandardní přípravou 
a skladováním léčiv a v neposlední řadě také podceněním 
úlohy vrozené imunitní odpovědi pacientů při léčbě [19].
Vysoký výskyt a šíření rezistence bakterií k antibiotikům 
obnovil zájem o tuto alternativní terapii. K jejímu rozvoji 
též přispívají nové technologie a  s  tím spojený rychlý 
nárůst poznání v oblasti biologie a fyziologie fágů [20, 
21, 22]. Použití fágů pro léčbu infekčních onemocnění 
totiž přináší v porovnání s antibiotiky řadu výhod. Mezi 
ně patří především fakt, že nové fágy lze poměrně snad-
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no získat, dále že se po aplikaci množí v místě infekce, 
účinkují na bakterie v biofilmu a minimálně ovlivňují 
přirozený mikrobiom člověka. Fágy jsou účinné i k bak-
teriím rezistentním ke konvenční antibiotické léčbě [23]. 
Navíc mají nízkou toxicitu, což dokazují experimenty na 
zvířatech [24] i experimenty klinické [25]. 
V poslední době je věnována pozornost také lytickým pro-
teinům odvozeným od fágů a kombinacím fágové terapie 
s jinými léčivy. Na podkladě studií odpovídajících součas-
ným vědeckým standardům se tedy rýsuje možnost širšího 
využití fágů, jako nové skupiny antibakteriálních léčiv [20].
Velký důraz se klade na bezpečnost terapie. Obavy z mož-
ného napadení pacienta bakteriofágy rozptyluje skuteč-
nost, že nebylo dosud popsáno začlenění fágové DNA 
do humánního genomu ani do genomu dalších savců, 
naopak jsou-li fágy v těle distribuovány, mají imunomo-
dulační účinky [26]. Aby nedošlo k přenosu genů mezi 
bakteriemi, a to včetně genů kódujících rezistenci či fak-
tory virulence, jsou pro léčebné účely důsledně vybírány 
lytické fágy, které se nezačleňují do bakteriálního geno-
mu [27]. Stejně pečlivě je třeba volit bakteriální kmeny 
určené k pomnožování fágů. U těchto kmenů je žádoucí 
vyloučit přítomnost genů pro rezistenci, toxiny aj., 
a to na základě celogenomové sekvenace [28]. Přínosem 
pro zavedení bakteriofágů pro léčbu je několik nedávno 
zahájených i probíhajících klinických studií, včetně vy-
soce požadovaných dvojitě zaslepených kontrolovaných 
randomizovaných klinických studií [27].
V  českých zemích pochází první zmínka o  léčbě fágy 
již z  20. let minulého století. V  laboratořích Státního 
zdravotního ústavu byly zkoumány léčebné účinky fágů 
na úplavici. Od 70. let minulého století pak probíhal 
vývoj fágových preparátů pod vedením Jiřího Pillicha 
v Biofyzikálním ústavu ČSAV v Brně [29]. Dnes je na trhu 
dostupný proti-stafylokokový preparát Stafal®, na jehož 
inovacích se stále pracuje [30].
Stafal® (Bohemia Pharmaceuticals, CZ) je v současné době 
registrován jako léčivý přípravek na Slovensku [31]. V České 
republice byl využíván v rámci specifického léčebného 
programu [32]. Podrobně jsou dokumentovány kazuistiky 
hojení chronických ran přípravkem Stafal® při chronické 
venózní insuficienci s infekcemi vyvolanými S. aureus včetně 
MRSA [33]. Při modelování reálných nákladů na léčbu jsou 
náklady při léčbě přípravkem Stafal® nižší než náklady při 
léčbě antibiotiky [34]. Mikrobiologický ústav LF MU a FN 
u sv. Anny v Brně provádí testování tohoto fágového pre-
parátu in vitro na klinických izolátech bakterií.
Cílem této práce je popsat výskyt S. aureus v  různých 
klinických materiálech diagnostikovaných v Mikro-
biologickém ústavu LF MU a  FN u  sv. Anny v  Brně, 
posoudit míru rezistence kmenů, zejména rezistence 
typu MRSA, a schopnost tvořit biofilm. U izolovaných 
kmenů porovnat citlivost ke klasickým antibiotikům 
s citlivostí k fágovému přípravku Stafal®, a dále navrh-
nout jednoduchou metodu vhodnou pro rutinní testování 
fágových preparátů. Na souboru dalších druhů stafylo-
koků pak zjistit hostitelské spektrum tohoto preparátu.

MATERIÁL A METODY

Sledování výskytu S. aureus v klinických materiálech 
diagnostikovaných v Mikrobiologickém ústavu LF MU 
a FN u sv. Anny v Brně

Vyšetřované vzorky pocházely především z  Fakultní 
nemocnice u  sv. Anny v  Brně, ale také z  Nemocnice 
Milosrdných bratří, Masarykova onkologického ústavu, 
v menší míře pak z jiných brněnských zdravotnických 
zařízení. Vzorky byly zpracovány podle standardních 
operačních postupů v rámci rutinní diagnostiky. Data 
týkající se klinické laboratorní diagnostiky byla získána 
z  LIS FONS Open LIMS (Stapro, CZ) a  Amis (CNS a.s., 
CZ). Do studie byl zařazen vždy jeden kmen od jednoho 
pacienta.

Bakteriální kmeny
Kmeny S. aureus byly sbírány v letech 2011–2018 tak, aby 
byla zajištěna jejich heterogenita. Do studie byly zahr-
nuty, vedle kmenů dobře citlivých k antibiotikům, také 
kmeny rezistentní a byla snaha vybrat kmeny s různě 
vyjádřenou schopností tvořit biofilm.
Celkem bylo testováno 867 kmenů S. aureus (MSSA 671, 
MRSA 196) izolovaných z klinického materiálu od pacien-
tů z výše uvedených zdravotnických zařízení. Původním 
klinickým materiálem, ze kterého byly kmeny izolová-
ny, byly nejčastěji materiály z dýchacích cest – horních 
(MSSA 296, MRSA 75), dolních (MSSA 30, MRSA 11), dále 
z infekcí ran (MSSA 203, MRSA 72), hemokultur a cévních 
katetrů (MSSA 114, MRSA 28), ojediněle z ostatních ma-
teriálů (MSSA 28, MRSA 9) a jeden kmen MRSA ze stěru 
na oddělení. Kmeny byly uchovávány v  glycerolovém 
sérovém bujonu (Tryptone Soya Broth Oxoid, UK a koňské 
sérum Zoo servis, CZ) při -76 °C.
Hostitelské spektrum přípravku Stafal® bylo testováno 
i  na dalších 15 druzích stafylokoků (non-S. aureus) cel-
kem na 132 kmenech. 96 kmenů pocházelo z  NRL pro 
stafylokoky a 36 kmenů z klinických vzorků vyšetřených 
v laboratoři Mikrobiologického ústavu LF MU a FN u sv. 
Anny v Brně identifikovaných prostřednictvím MALDI-
-TOF (Bruker Daltonics).
Stafal® (Bohemia Pharmaceuticals, Praha, dříve Imuna 
CZ) je protistafylokokový lyzát s obsahem vysoce účin-
ných virulentních a polyvalentních fágových částic z čele-
di Myoviridae, rodu Kayvirus v minimálním množství 1×107 
PFU (plaque forming unit)/ml, vyznačující se silným 
a rychlým účinkem proti infekcím způsobeným S. aureus 
včetně kmenů MRSA, s  účinky i  na další druhy rodu 
Staphylococcus [35].
Zásobní roztok účinné látky Stafalu® v masopeptonovém 
bujonu (Himedia laboratoires, IND) o výsledné koncent-
raci 109 PFU/ml byl uchováván v temnu při teplotě 2–8 oC. 
Před každým experimentem byl preparát ředěn na různé 
koncentrace (108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 PFU/ml) ma-
sopeptonovým bujonem nebo fyziologickým roztokem 
(Kulich, CZ), viz níže. Do média byla vždy před aplikací 
fágů přidána 1/10 objemu 20 mM roztoku CaCl2 (Penta, CZ).

Testování citlivosti k antibiotikům
Citlivost k antibiotikům byla zjišťována v souladu s ak-
tuálními doporučeními The European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing – EUCAST (www.eu-
cast.com), pomocí diskového difuzního testu na Mueller-
-Hintonové agaru (MHA) (Oxoid, UK) s antibiotickými 
disky (Oxoid, UK): cefoxitin CXT 30 μg, erytromycin ERY 
15 μg, klindamycin CLI 2 μg, sulfametoxazol s trimeto-
primem COT 25 μg, tetracyklin TET 30 μg, chloramfeni-
kol CMP 30 μg, gentamicin GEN 10 μg, teikoplanin TEI  
30 μg, rifampicin RIF 5 μg, linezolid LZD 10 μg, tigecyk-
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lin TGC 15 μg, ciprofloxacin CIP 5 μg. Rezistence S. aureus 
k  oxacilinu typu MRSA byla diagnostikována podle 
citlivosti k cefoxitinu zjišťované na základě diskového 
difuzního testu a  podle růstu na chromogenní půdě 
Brilliance MRSA 2 agar (Oxoid, UK). V případě nejasností 
byly výsledky potvrzeny latexovou aglutinací MRSA  
Latex Test (Denka Seiken, J). Rezistence MLSB byla tes-
tována D-testem a interpretována podle doporučených 
postupů.

Testování citlivosti fágového přípravku Stafal®  
pomocí dvouvrstevného agaru (MDA)
Citlivost byla testována modifikovanou metodou podle 
Drilling et al. [36]. Do zkumavky s 2,5 ml 0,7% maso-
peptonového agaru (rozvařeného a vytemperovaného na  
45 °C) byla přidána 1/10 objemu 20 mM roztoku CaCl2  

(250 ml) a 100 ml suspenze stafylokoka odpovídající 1–2 
stupni McFarlandovy zákalové stupnice (McF). Následně 
byla tato suspenze nalita na misku s 1,5% masopepto-
novým agarem a  ponechána ztuhnout ve vodorovné 
poloze. Po zatuhnutí byl na povrch nakapán Stafal® 
ředěný fyziologickým roztokem o různých koncentra-
cích (108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 PFU/ml). Misky byly 
kultivovány přes noc, poté byl podle přítomnosti lyze 
vyhodnocen výsledek. Kmeny s  plaky, konfluentní 
a  semikonfluentní lyzí byly hodnoceny jako citlivé. 
Kmeny, které vykazovaly při terapeutické koncentraci 
lyzi z vnějšku, nebo byly bez lyze, byly hodnoceny jako 
rezistentní (obr. 1).

Testování účinku fágového přípravku Stafal® pomocí 
měření stupně zákalu suspenze (MOZ)
V polystyrenové zkumavce (Dispolab, CZ) byla z izolova-
ného kmene vytvořena suspenze (1,7 ml) v masopeptono-
vém bujonu o optické denzitě OD = 2,7 McF. K této sus-
penzi byl přidán roztok CaCl2 (200 μl) a preparát Stafal® 
(100 μl) o  koncentraci 108 PFU/ml v  masopeptonovém 
bujonu. Stupeň zákalu byl změřen pomocí Densi-La-
Meter® (Erba Lachema, CZ), poté byla suspenze inkubo-
vána při teplotě 37 °C. Následně bylo měření provedeno 
po 5hodinnové inkubaci. Před každým měřením byla 
suspenze intenzivně roztřepána pomocí vortexu. Jako 
citlivé byly hodnoceny kmeny stafylokoků, které byly 
přípravkem Stafal® lyzovány, což se projevilo snížením 
optické denzity po 5 h inkubace (øOD5h − 3×SD5h) < (øOD0h 

− 3×SD0h). Kmeny bez úbytku OD byly vyhodnoceny jako 
rezistentní. Jako kontrola růstu byla použita suspenze 
bez fágů.

Metoda testování schopnosti stafylokoků tvořit  
biofilm využívající mikrotitrační destičky (MTD)
Všechny kmeny S. aureus byly testovány na schopnost 
tvořit biofilm modifikovanou metodou podle Stepanović 
et al. (2007) [37]. V polystyrenové 96jamkové mikrotit-
rační destičce P pro tkáňové kultury (Gamma, CZ) byl 
vypěstován 24hodinnový biofilm. Nejprve byly stafylo-
koky rozsuspendovány v BHI (Oxoid, UK) se 4 % glukózy 
(Fagron, NL) výchozí hustota 1,5 × 106 CFU (colony for-
ming unit)/ml). Do jamek destičky bylo napipetováno 
200 μl bakteriální suspense, kultivace probíhala 24 h při 
37 °C. Následně byly jamky vyprázdněny a třikrát promyty 
PBS (Lékárna FN u sv. Anny v Brně, CZ) pufrem (pH 7). 
Vzniklý biofilm byl fixován sušením při 37 °C po dobu  
24 h a  následně obarven krystalovou violetí – Lékárna  
FN u sv. Anny v Brně, CZ (250 μl, 15 min), poté byly jam-
ky propláchnuty vodou, krystalová violeť byla eluována 
etanolem – Lékárna FN u sv. Anny v Brně, CZ (15 min). 
Výsledek byl detekován spektrofotometricky při vlnové 
délce 595 nm přístrojem Multiskan EX (Thermo Fisher 
Scientific, FIN) a kmeny byly rozděleny do kategorií podle 
Stepanović [37]. Pro statistickou analýzu byla použita 
výsledná hodnota optické denzity kmenů.

Statistická analýza
Ke statistickému hodnocení sloužil program Statistica 
(verze 12, StatSoft, CZ). Všechna testování byla provedena 
ve třech nezávislých opakováních. Pro hledání souvislostí 
mezi charakteristikami kmenů (věk pacientů, pohlaví, 
klinický materiál, rezistence k  antibiotikům, citlivost 
k  fágovému preparátu) a  tvorbou biofilmu byla před 
analýzou použita Box-Cox transformace. Pro analýzu 
dvou kategorií dat (pohlaví, citlivost ke Stafalu®, citli-
vost k  oxacilinu) byl použit nezávislý T-test a  pro více 
kategorií (věk pacientů, klinický materiál) byla použita 
jednofaktorová ANOVA. Pro analýzu kategorií navzájem 
byla použita Post-hoc analýza (Fisherův LSD test). Pro 
porovnání dvou diagnostických metod MDA a MOZ byl 
použit Fisherův test. Všechny hypotézy byly testovány 
na hladině významnosti α = 0,05.

VÝSLEDKY

Výskyt kmenů MRSA diagnostikovaných v laboratoři 
Mikrobiologického ústavu LF MU a FN u sv. Anny v Brně
Nálezy S. aureus a podíl kmenů MRSA v letech 2011–2018 
ve všech klinických materiálech popisuje tabulka 1, 

Obr. 1. 	 Hodnocení účinnosti Stafalu® metodou dvouvrstevného agaru
Figure 1. 	 Stafal® activity testing by the double-layer agar method 
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kde je patrné, že se podíl kmenů MRSA během sledo-
vaného období mírně snižuje. Pro srovnání s evropskou 
databází byla vyselektována data týkající se izolá-
tů od pacientů s  infekcemi krevního řečiště (tab. 2). 
Podíl námi diagnostikovaných kmenů MRSA byl za 
sledované období průměrně 13,2 %, v tabulce 2 jsou pro 
srovnání uvedena i data popisující výskyt kmenů v celé 
České republice.

Tvorba biofilmu kmenů S. aureus
U všech 867 kmenů S. aureus byl testován důležitý faktor 
patogenity, a  to schopnost tvořit biofilm. Ukázalo se, 
že většina kmenů S. aureus silně produkuje biofilm (797; 
91,9 %) středně silných producentů (52; 6,0 %), slabých 
producentů (13; 1,5 %) a kmenů bez produkce biofilmu 
(5; 0,6 %) bylo výrazně méně.
Byly testovány vztahy mezi tvorbou biofilmu a původem 
izolátů. V tvorbě biofilmu nebyly zaznamenány statis-

ticky významné rozdíly u  izolátů od pacientů různých 
věkových kategorií (p = 0,670), od pacientů s rozdílným 
pohlavím (p = 0,197), ani u kmenů citlivých a rezistent-
ních ke Stafalu® (p = 0,405). Bylo zjištěno, že kmeny izo-
lované z různých klinických materiálů disponují odlišnou 
schopností tvořit biofilm (p < 0,01). Kmeny z centrálních 
venózních katetrů, ale také z hemokultur produkovaly 
biofilm silněji než kmeny ze všech ostatních materiálů 
(graf 1). Kmeny MRSA byly silnějšími producenty biofil-
mu než kmeny MSSA (p = 0,049) – graf 2.

Citlivost kmenů S. aureus k antimikrobiálním látkám
U klinických izolátů S. aureus byla zjišťována citlivost k anti-
biotikům a preparátu Stafal®. Zvlášť byly analyzovány kme-
ny MSSA (n = 671) a kmeny MRSA (n = 196). Většina kmenů 
MSSA byla k testovaným antibiotikům, které se používají 
k léčbě nekomplikovaných stafylokokových infekcí citlivá 
(564; 84,1 %), u početné skupiny kmenů MSSA (96; 14,3 %) 

Tabulka 1.  Výskyt kmenů S. aureus a  podíl kmenů MRSA v  letech 2011–2018 izolovaných z  různých klinických materiálů v  laboratořích  
 	   Mikrobiologického ústavu LF MU a FN u sv. Anny v Brně
Table 1. 	   Detection of S. aureus strains and proportion of MRSA strains in various clinical specimens, 2011–2018, data from laboratories of the  
	   Microbiological Institute, Faculty of Medicine, Masaryk University and St. Anne’s University Hospital

Rok 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

MiÚ FNUSA S. aureus 2344 2518 2947 2945 2978 3067 3000 3045

MRSA 164 164 170 159 178 140 134 137

% 7,00 6,50 5,80 5,40 6,00 4,60 4,50 4,50 

Tabulka 2.  Výskyt kmenů S. aureus a podíl kmenů MRSA v letech 2011–2018 izolovaných z hemokultur a venózních katetrů
Table 2. 	   Detection of S. aureus strains and proportion of MRSA strains from blood culture and venous catheters, 2011–2018 

Rok 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

MiÚ FNUSA

S. aureus

nedef. nedef.

109 114 82 92 75 92

MRSA 16 10 10 14 10 14

(%) 14,70% 8,80% 12,20% 15,20% 13,30% 15,20%

ECDC (ČR)

S. aureus 1555 1611 1707 1695 1806 1887 1944

nedef.MRSA 226 209 226 221 248 263 257

% 14,50 13,00 13,20 13,00 13,70 13,90 13,20 

Graf 1. 	 Schopnost S. aureus (n = 867) tvořit biofilm (klinický  
	 materiál)
Graph 1. 	 Biofilm production ability of S. aureus (n = 867),  
	 clinical specimens

Graf 2. 	 Schopnost S. aureus (n = 867) tvořit biofilm (MRSA ×  
	 MSSA)
Graph 2. 	 Biofilm production ability of S. aureus (n = 867),  
	 MRSA × MSSA
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byla zjištěna rezistence typu MLSB. Citlivost ke Stafalu® byla 
zjištěna u 590 kmenů (87,9 %) – tabulka 3. U všech kmenů 
MRSA byla zjištěna i rezistence k ciprofloxacinu a velmi 
často rezistence typu MLSB (177; 90,3 %) – tabulka 4.
Testované klinické izoláty S. aureus byly rozděleny do 
skupin podle dvou běžných typů rezistence (MRSA 
a MLSB) – tabulka 5. Podle analýzy výsledků citlivosti ke 
Stafalu® u jednotlivých skupin kmenů vykazovaly kme-
ny MSSA citlivost 87,9 % a kmeny MRSA více  – 99,0 % 
(p << 0,01). Kmeny MSSA + MLSB vykazovaly citlivost  
88,0 %, ale citlivější byly kmeny s oběma typy rezistencí 
MRSA + MLSB – 99,4 % (p = 0,006). Kmeny MSSA non-
-MLSB měly citlivost 86,5 % srovnatelnou s kmeny MSSA 
+ MLSB 88,0 % (p = 0,641). Kmenů MRSA non-MLSB bylo 
nesrovnatelně méně, rozdíly napříč skupinami nebyly 
v tomto případě statisticky významné.

Porovnání klasické metody testování citlivosti  
k fágům pomocí dvouvrstevného agaru a metody 
založené na měření úbytku optické denzity 
suspenze bakterií
Hodnocení testování účinku fágových preparátů může 
být subjektivní a lyze způsobená fágy může být nejas-

ná, proto byla použita metoda, která detekuje účinek 
na základě úbytku optické denzity suspenze bakterií 
po přidání Stafalu®. Testování bylo provedeno para-
lelně na 95 kmenech S. aureus (76 kmenech MRSA a 19 
kmenech MSSA). Oběma metodami bylo citlivých 69 
kmenů a  rezistentních 21 kmenů. Ojediněle se však 
vyskytly disktrepantní výsledky, kde byl MDA kmen 
hodnocen jako rezistentní a MOZ jako citlivý a naopak 
(tab. 6), nicméně metody se shodovaly v 94,7 % přípa-
dů. Pomocí Fisherova testu bylo prokázáno, že metody 
mají srovnatelnou spolehlivost (p = 0,132).

Tabulka 3.   Citlivost kmenů MSSA k antibakteriálním látkám (n = 671)
Table 3.	    Antimicrobial susceptibility of MSSA strains (n = 671)

MSSA OXA ERY CLI COT TET CMP Stafal®

Citlivý 671 564 575 667 650 661 590

Rezistentní 0 107 96 4 21 10 81

Tabulka 4.   Citlivost kmenů MRSA k antibakteriálním látkám (n = 196)
Table 4.  	    Antimicrobial susceptibility of MRSA strains (n = 196)

MRSA OXA ERY CLI COT TET CMP GEN VAN RIF LZD TGC CIP Stafal®

Citlivý 0 19 19 196 183 184 180 196 196 196 196 0 194

Rezistentní 196 177 177 0 13 12 16 0 0 0 0 196 2

Tabulka 5. Citlivost kmenů S. aureus ke Stafalu® dle typů rezistence  
 	  k antibiotikům
Table 5. 	  Stafal® susceptibility of S. aureus strains by type of  
	  antibiotic resistance

celkem citlivý  
ke Stafalu®

citlivý  
ke Stafalu® (%)

MRSA+MLSB 177 176 99,4

MRSA nonMLSB 19 18 94,7

MSSA+MLSB 575 506 88,0

MSSA nonMLSB 96 83 86,5

S. aureus 867 784 90,4

Tabulka 6.  Porovnání metod detekce citlivosti k fágovému preparátu  
	    (MDA × MOZ)
Table 6.  	   Comparison of the Stafal® susceptibility detection  
	   methods (MDA × MOZ)

Počet kmenů MOZ+ Počet kmenů MOZ−

Počet kmenů MDA+ 69 3

Počet kmenů MDA− 2 21

Celkem 95

Tabulka 7.   Účinek preparátu Stafal® na ostatní 
	    (non-S. aureus) stafylokoky
Table 7. 	    Activity of Stafal® against other (non-S. aureus)  
 	    staphylococci

Taxon Počet kmenů Citlivý

S. capitis subsp. capitis 4 3

S. capitis subsp. urealyticus 4 3

S. lugdunensis 10 4

S. caprae 4 3

S. schleiferi subsp. schleiferi 4 4

S. schleiferi subsp. coagulans 4 0

S. sciuri 9 2

S. saphrophyticus 15 1

S. xylosus 4 3

S. intermedius 6 1

S. pseudintermedius 2 1

S. auricularis 6 2

S. petrasii subsp. petrasii 4 0

S. petrasii subsp. croceilyticus 4 0

S. petrasii subsp. jettensis 4 3

S. petrasii subsp. pragensis 4 0

S. warneri 8 2

S. epidermidis 24 2

S. hominis 10 1

S. haemolyticus 2 0

Celkem
132  

(100 %)
35  

(26,5 %)
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Citlivost k preparátu Stafal® u ostatních stafylokoků 
(non-S. aureus) 
Klasickou metodou MDA byl testován účinek preparátu 
Stafal® na další druhy stafylokoků, aby bylo zjištěno, jaké 
je hostitelské spektrum preparátu. Z klinicky významných 
vzorků (hemokultur) bylo testováno 36 kmenů (S. epider-
midis, S. hominis a S. haemolyticus) citlivost u nich byla 8,3 %, 
ostatní stafylokoky byly testovány ve spolupráci s NRL pro 
stafylokoky. Celkem bylo otestováno 15 non-S. aureus druhů 
stafylokoků, jejichž citlivost byla 26,5 % (tab. 7).

DISKUSE 

Ve sledovaném období bylo v laboratořích Mikrobiologického 
ústavu LF MU a FN u sv. Anny v Brně z různých klinických 
materiálů a ze stěrů z nemocničního prostředí diagnostiko-
váno průměrně 2 900 kmenů S. aureus ročně. Podíl kmenů 
MRSA byl za posledních 8 let mezi 4,5–7,0 %. Pro srovnání 
s evropskou databází byly vybrány pouze kmeny izolované 
z hemokultur a venózních katetrů. Podle projektu European 
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) 
je v Evropě patrný severo-jižní gradient výskytu kmenů 
MRSA. Pro Českou republiku je pro rok 2017 uveden podíl 
kmenů MRSA 13,2 %, pro sousední Polsko 15,2 %, Slovensko 
29,2 %, Německo 9,1 % a Rakousko 5,9 % [38]. Podíl rezistent-
ních bakteriálních kmenů bezesporu souvisí s ekonomickou 
situací v zemi, se spotřebou [39] a spektrem používaných 
antibiotik. Pokud byly hodnoceny jen kmeny od pacientů 
s infekcí krevního řečiště, byl podíl MRSA kmenů identifiko-
vaných v naší laboratoři za posledních 8 let 8,8–15,2 %, v roce 
2017 pak 13,3 %, což jsou čísla srovnatelná s celou Českou 
republikou. Z dlouhodobého hlediska (od roku 2000) výskyt 
kmenů MRSA v ČR stoupá a v posledních letech však naštěstí 
spíše stagnuje. Naše výsledky tomuto trendu odpovídají.
Při testování citlivosti kmenů S. aureus k antimikrobiálním 
látkám byl potvrzen fakt, že kmeny rezistentní k oxaci-
linu jsou často rezistentní i k dalším antibiotikům [40], 
což potvrzují i naše výsledky. V našem souboru bylo 196 
kmenů MRSA a 177 (90,3 %) z nich vykazovalo i rezistenci 
MLSB. Citlivost kmenů MRSA byla k dalším testovaným 
antibiotikům kromě ciprofloxacinu většinou zachována.
U 867 kmenů S. aureus byla testována schopnost tvořit bio-
film. Při sledování souvislostí mezi původem, vlastnostmi 
kmenů a tvorbou biofilmu byla zjištěna větší schopnost 
tvorby u kmenů pocházejících z venózních katetrů a hemo-
kultur, což je ve shodě i s dalšími publikacemi [41, 42]. Podle 
našich výsledků kmeny MRSA vykazovaly větší schopnost 
tvořit biofilm než MSSA kmeny. Podobné výsledky, tj. vyšší 
schopnost tvorby biofilmu u kmenů MRSA, byly zjištěny 
u řady dalších autorů [43, 44, 45]. Publikovány byly i práce, 
které tuto skutečnost nepotvrdily [46] nebo dosáhly dokon-
ce opačných výsledků [47]. Rozdíly mohou být způsobeny 
různým počtem testovaných kmenů, ale také zastoupením 
komunitních a nemocničních kmenů MRSA, nicméně 
u stafylokoků bývá popisována souvislost mezi rezistencí 
k antibiotikům a vyšší tvorbou biofilmu [45, 48]. Podobná 
situace byla popsána u dalšího nozokomiálního patogena 
Acinetobacter baumannii [49].
Zajímavé je, že v produkci biofilmu nebyl rozdíl mezi Stafal®-
-citlivými a rezistentními kmeny. Silná schopnost bakterií 
tvořit biofilm tedy nepředurčuje rezistenci ke Stafalu®. 
Předpokládá se, že pokud fágy dokáží díky enzymům ničit 
extracelulární polymerní substance, adherovat na povrch 

bakterií a lyzovat je, mají výhodu proti jiným léčivům 
v tom, že se díky mechanismu působení dobře dostávají 
i do spodních vrstev biofilmu. Zde bývají metabolicky méně 
aktivní buňky, které jsou nuceny k aktivitě. Účinek Stafalu® 
na stafylokoky rostoucí v biofilmu byl prokázán v našich 
dřívějších studiích [35]. Lepší účinek kombinované terapie 
antibiotik a fágů je možné vysvětlit tím, že jsou buňky 
hlubších vrstev biofilmu obnaženy a nuceny metabolizovat, 
následně se pak stávají k antibiotikům vnímavé [50].
U kmenů S. aureus obecně byla zaznamenána výborná cit-
livost k fágům preparátu Stafal® (90,4 %). Citlivost jiných 
stafylokokových fágů čeledi Myoviridae uváděná v literatuře 
bývá často nižší a pohybuje se okolo 70 % [51, 52, 53, 54]. 
Hsieh et al. (2011) uvádí dokonce jen 47 % citlivých kmenů 
k fágu K [55], Freyberger et al. (2018) k němu uvádí citlivost 
83 % [56]. V literatuře se uvádí, že bývá obtížné izolovat fágy 
s širším účinkem na kmeny MRSA [57], výsledky citlivostí 
k fágům čeledi Myoviridae pro kmeny MRSA bývají různé od 
30 % [58] po 95 % [30, 59]. Velkou výhodou fágového koktejlu 
Stafal® je tedy široké hostitelské spektrum a především vý-
borný efekt na kmeny MRSA (99,0 %). Nejlépe působil Stafal® 
na kmeny s oběma typy rezistence MRSA i MLSB (99,4 %), 
a to proti statisticky srovnatelným skupinám MSSA + MLSB 

(88,0 %) (p = 0,006) a MSSA non-MLSB (86,5 %) (p = 0,001). Lze 
předpokládat, že fitness bakterií může být sníženo rezistencí 
k antibiotikům [60] natolik, že se nemohou účinně bránit 
invazi fágů, důležitou roli hraje jistě klonalita kmenů MRSA 
a jejich obdobná reakce na fágový preparát.
Aby bylo detailněji poznáno hostitelské spektrum Stafalu®, 
byly otestovány i další druhy stafylokoků, citlivost byla 
zaznamenaná u 26,5 % izolátů. Hsieh et. al. (2011) uvádí 
pro fága K, příbuzného fágům obsaženým v preparátu 
Stafal®, podobnou citlivost u koaguláza negativních sta-
fylokoků 22,5 % [55]. Tato relativně nízká účinnost není 
překvapivá, neboť viry obsažené v preparátu byly izolovány 
na kmenech S. aureus a bakteriofágy jsou obvykle druhově 
specifické [20].
Přestože citlivost k fágovým preparátům je dobrá, vyskytují 
se rezistentní kmeny, ale velkou předností fágové terapie je, 
že se rezistence k části kmenů příslušné bakterie dá snadno 
vyřešit změnou fágového koktejlu, a léčbu tak zaměřením 
na konkrétního původce infekce personalizovat [61]. Při 
hledání nových adeptů do koktejlů se osvědčilo hledat fágy 
v odpadních vodách nemocnic, kde se vyskytují fágy, jejichž 
hostitelské spektrum zahrnuje nozokomiální mikroby nebo 
izolací fágových mutant [30].
Při testování citlivosti stafylokoků k fágům pomocí dvou-
vrstevného agaru (MDA) byl zaznamenán problém se spo-
lehlivou interpretací výsledků. Pozorované plaky mohou 
být matné nebo příliš drobné [62], v některých případech 
především u vyšších koncentrací fágů byla pozorována 
lyze z vnějšku (angl. lysis from without). Je to jev, projevující 
se zřejmě spíš v podmínkách in vitro, když se adsorbuje na 
jedinou bakterii příliš mnoho fágů současně. Poškození 
buněčné stěny je potom tak rozsáhlé, že bakterie hyne, 
nikoliv však lytickým účinkem fága [63]. Fágy jsou vázané 
ireverzibilně a často uvolňují svůj genom, ačkoli není žádná 
šance pro jejich replikaci [64]. V takových případech je ob-
tížné rozhodnout o citlivosti kmene a jediným spolehlivým 
indikátorem citlivosti je výskyt plak. Navíc je metoda MDA 
kvůli rozvařování agaru pracnější než testování citlivosti 
k běžným antibiotikům např. difuzní diskovou metodou. 
Někteří autoři ověřují citlivost fágů pomocí snížení optic-
ké denzity suspenze bakterií léčených fágy [65]. Na tomto 
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principu byla proto navržena jednoduchá metoda MOZ. Tato 
metoda je snadno proveditelná i v běžných diagnostických 
laboratořích vybavených rutinně denzitometrem, který se 
využije k měření optické denzity suspenze bakterií s fágem. 
O citlivosti je rozhodnuto již po 5hodinnové kultivaci. 
Metoda MOZ byla porovnána s MDA na souboru 95 kmenů. 
Obě metody se shodovaly v 94,7 % případů. Spolehlivost 
MOZ se jeví jako srovnatelná s MDA (p = 0,132) a navíc po 
prodloužení kultivace a zvýšení frekvence měření může 
přinést informace o dynamice růstu bakterií v suspenzi, 
a můžeme tak pozorovat stresovou reakci či adaptaci bakterií 
vystavených působení fágů v reálném čase.

ZÁVĚRY

Z provedené analýzy výskytu kmenů MRSA stejně jako 
podle výročních zpráv projektu EARSS-net z  roku 2017 
vyplývá, že tyto kmeny tvoří nezanedbatelný podíl mezi 
původci závažných stafylokokových infekcí. Surveillance 
těchto nozokomiálních nákaz i hledání nových terapeu-
tik by mělo patřit mezi priority medicíny a vědeckého 
výzkumu. V naší studii byl testován široký soubor kmenů 
S. aureus (867) na citlivost k  preparátu Stafal®, který je 
k terapeutickému použití registrovaný v rámci Evropské 
unie na Slovensku. In vitro bylo prokázáno, že funguje 
jako alternativa k antibiotikům, zvláště u rezistentních 
kmenů stafylokoků. Preparát Stafal® měl účinnost na 
S. aureus 90,4 %. Při podrobnější analýze se ukázalo, že 
dokonce lépe účinkoval na kmeny MRSA než na kmeny 
MSSA. Nejlépe pak působil na multirezistentní kmeny 
s  kombinací rezistence typu MRSA a  MLSB (99,4 %). 
Preparát navíc vykazoval účinnost i  na některé jiné 
druhy stafylokoků. Stafal® byl účinný jak na kmeny se 
silnou produkcí biofilmu, efekt byl srovnatelný, tak 
na kmeny, které produkovaly biofilm slaběji. Zjištěná 
asi 11% rezistence kmenů S. aureus může být důvodem 
k  dalším inovacím preparátu Stafal®. Naše výsledky 
potvrzují možnosti využití bakteriofágové terapie, a to 
s  výhodou tam, kde běžná antibiotika nepůsobí, nic-
méně zlatým standardem při boji proti nozokomiálním 
infekcím stále zůstává především dodržování hygieny 
a provádění správné ošetřovatelské péče.
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