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SUHRN

Ciel studie: V in vitro podmienkach porovnat tvorbu biofilmu bakteridlnymi kmenmi izolovanymi z chronickych infekcii mocovych
ciest (IMC) s kmenmi izolovanymi z akutnych nekomplikovanych IMC, stanovit Ucinok gentamicinu a kolistinu na biofilmovu formu
rastu tychto kmenov a na zdklade vysledkov odhadnut terapeuticky ucinok testovanych antibiotik pri liecbe pacientov s predpokla-
danou pritomnostou biofilmu v mocovych cestach.

Material a metédy: Subor 40 bakteridlnych kmenov opakovane izolovanych od pacientov s chronickymi alebo rekurentnymi IMC sa
porovnaval so suborom 40 kmerov z akutnych IMC. Oba subory obsahovali priblizne rovnaky pocet vysetrenych kmenov Escherichia
coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis a Pseudomonas aeruginosa. Tvorba biofilmu sa testovala in vitro metédou v polystyrénovych
mikrotitra¢nych platni¢kach. Hodnoty MIC a MBC gentamicinu a kolistinu sa stanovili bujénovou mikrodilu¢nou metédou. Hodnoty
minimalnych biofilm inhibujucich koncentrdcii (MBIC) sa overovali mikrodilu¢énou metdédou a hodnoty minimalnych biofilm eradi-
kujucich koncentracii (MBEC) sa nasledne zistovali detekciou neinaktivovanych baktérii kultivaciou v médiu bez antibiotik. Vysledky
sa Statisticky analyzovali Fisherovym exaktnym testom a Studentovym t-testom.

Vysledky: Biofilm tvorilo 90 % kmenov z chronickych IMC a len 52 % kmerov z akutnych IMC (p = 0,0004). Hodnoty MBIC gentami-
cinu sa u kmenov tvoriacich biofilm pohybovali v rozmedzi 4-256 mg/| a hodnoty MBIC kolistinu v rozmedzi 2-64 mg/| . Minimalne
biofilm eradikujuce koncentracie boli este vyssie - v pripade gentamicinu 8 az > 512 mg/| a kolistinu 32 az > 512 mg/I (rozdiely medzi
hodnotami MIC a MBIC, resp. MBEC, boli statisticky vysoko signifikantné; p < 0,0001). Da sa predpokladat, Ze terapeuticky ucinok
parenterdlne poddvaného gentamicinu alebo kolistinu na mocové infekcie s pritomnostou biofilmu by bol napriek ich vysokym
koncentracidm dosahovanym v moci pomerne neisty. Zvysené koncentrdcie lieCiv by sa mohli dosiahnut pri lokalnom instilacnom
podani do mocového mechura, doposial vSak chybaju presne stanovené interpretacné kritéria pre hodnoty MBEC, ako aj klinické
Studie oprdvnujuce vyuzit takéto vysledky pri predikcii klinickej Uspesnosti liecby.

Zaver: Laboratérne testovanie tvorby biofilmu a stanovenie hodnét MBIC a MBEC antibiotik v pripade kmerov produkujcich bio-
film by mohlo byt vhodnym doplnkom diagnostiky chronickych a rekurentnych IMC. Osetrujucemu lekdrovi by poskytli informacie
nevyhnutné pre spolahlivejsiu individualizovanu terapiu a znizili by riziko vzniku a selekcie multirezistentnych kmenov baktérii poc¢as
opakovanej a eradikac¢ne neucinnej lie¢by chronickych a rekurentnych IMC.
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ABSTRACT

Vaskova S., Slobodnikova L., Fajtl D., Blazickova S., Botek R., Melichacova V.: Biofilm-producing potential of urinary pathogens
isolated from chronic and recurrent urinary tract infections and impact of biofilm on gentamicin and colistin in vitro efficacy
Aim: The presented study was to compare in vitro biofilm production by bacterial strains from chronic/recurrent and from acute
non-complicated UTls. The activity of gentamicin and colistin on biofilm form of these strains has also been detected, with goal
to predict the gentamicin and colistin therapeutic efficacy in the antimicrobial treatment of patients with a suspected presence of
biofilm in urinary tract.

Material and methods: The group of 40 bacterial strains repeatedly isolated from patients with chronic or recurrent UTIs was compa-
red with the group of 40 strains from acute UTls. Both groups contained comparable number of strains of £scherichia coli, Klebsiella
spp., Proteus mirabilis and Pseudomonas aeruginosa. Biofilm production was assessed by method in polystyrene microtiter plate. The
MIC and MBC values of gentamicin and colistin were detected by broth microdilution assay. The minimal biofilm inhibitory (MBIC)
and biofilm eradication concentrations (MBEC) were tested by microdilution method. Non-inactivated biofilm-associated bacteria
were detected after overnight incubation in broth medium free of antimicrobials. The statistical analysis of results was performed
by Fisher's exact test and by Student's t-test.

Results: Biofilm was produced by 90% strains from chronic UTIs, but only by 52% of strains from acute UTIs (p = 0.0004). In the
biofilm producing strains, the MBIC values of gentamicin reached from four to 256 mg/L, the MBIC levels of colistin from two to 64
mg/L. The minimal biofilm eradicating concentrations were even higher: for gentamicin from eight to > 512 mg/L, and for colistin
from 32 to > 512 mg/L. The differences between MIC and MBIC/MBEC levels were statistically highly significant (p < 0.0001).
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Presumably, the therapeutic success of parenterally applied gentamicin or colistin on biofilm-related urinary tract infections would
be, without respect to the high concentration of gentamicin or colistin achievable in urine during parenteral application, rather
unpredictable. Local intravesical instillation would allow for achieving higher gentamicin and colistin concentrations; however, there
is need for interpretation criteria for MBEC values concerning therapy, as well as for clinical studies allowing for application of those

values to predict clinical success of therapy.

Conclusions: Laboratory detection of biofilm production and evaluation of the MBIC/MBEC values of antimicrobials for strains
producing biofilm might be a valuable complement to the microbiologic diagnostics of chronic and recurrent UTIs. It might provide
valuable information for more reliable individualised therapy and so decrease the risk of emergence and selection of multiresistant
strains during repeated and non-eradicating therapy of chronic and recurrent UTIs.
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chronic and recurrent urinary tract infections - bacterial biofilm - MBIC - MBEC - gentamicin - colistin

uvob

Rekurentné IMC sa podla najnovsich smernic Eurép-
skej urologickej spolo¢nosti [2] definuju ako nekompli-
kované alebo komplikované IMC s frekvenciou vyskytu
aspon tri razy do roka, alebo dva razy za poslednych 6
mesiacov. S rizikom komplikovanych IMC treba ratat
u muZzov, gravidnych Zien, pacientov s anatomickymi
a funkénymi poruchami mocového traktu, s perma-
nentnymi mocovymi katétrami, chorobami obli¢iek
a/alebo zakladnym ochorenim, ktoré vedie k zniZeniu
obranyschopnosti. Za IMC asociované s katétrami sa
povazuju infekcie pacientov s katétrom v mocovych ces-
tach, alebo pacientov, ktori mali pritomny mocovy ka-
téter do 48 hodin pred vznikom infekcie [2].

Vo vSeobecnosti je najcastejsSim pévodcom IMC Escherichia
coli, menej Casto byva pdvodcom Klebsiella spp., Staphylo-
coccus saprophyticus (vyskytuje sa najma u mladych sexudl-
ne aktivnych Zien), Enterococcus spp. Streptococcus agalactiae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
a Candida albicans [2, 6, 10]. Infekcie spojené s mocovym
katétrom vyvolava podobné spektrum baktérii, ku kto-
rym sa pripajaju aj koagulaza negativne stafylokoky,
predovsetkym Staphylococcus epidermidis [1, 2, 16].
Rekurentné IMC vznikaju bud reinfekciou (t.j. opa-
kovanou, najcastejSie ascendentnou infekciou) alebo
relapsom perzistentnej infekcie [13]. Rizikovym fak-
torom reinfekcie je u zien kolonizicia vaginalnej sliz-
nice alebo intestinalneho traktu mocovym patogénom,
ktory z tohto rezervoara opakovane invaduje do moco-
vych ciest. U muzov sa ascendentné rekurentné infek-
cie tykaju najma najmladsich a najstarsich vekovych
skupin a najcastejSim zdrojom infekcie je kolonizovany
predkozkovy vak [2]. V pripade perzistentnej infekcie
nie je pévodca eradikovany ani 2-tyZdiiovou terapiou
antimikrobidlnymi lie¢ivami s laboratérne overenou
ucinnostou, preziva v mocovom trakte a po urcitom
Case vyvolava relaps infekcie [7].

Perzistujiice mikroorganizmy mézu byt v mocovom trak-
te pritomné intraceluldrne v bunkach mocového epi-
telu, alebo st asociované s biofilmom [10, 13]. Biofilm
sa v mocovych cestich moéZe vytvorit bud na povrchu
cudzich telies (katétrov, stentov, mocovych kamerov),
alebo na povrchu nativnych tkaniv a sliznic, obvykle po-
skodenych primarnym patologickym procesom [10, 14].
Pri infekcidch vznikajicich z mikrobidlnych biofilmov
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kolonizujtcich katétre v mocovych cestach vstupuja po-
vodcovia do mocového mechtira ascendentne po katétri
komunikujucom s vonkajSim prostredim [16] a casto
st exogénneho pévodu ako nasledok kontaminacie ka-
tétrov pri ich inzercii a nespravnej - neaseptickej - ma-
nipulacii s katétrom a zbernym vakom.
Mikroorganizmy ziskavaju v biofilme zvySent odol-
nost vo¢i antimikrobidlnym latkam a obrannym me-
chanizmom hostitela [14]. Koncentracie antibiotik,
ktoré eradikuju mikroorganizmy v biofilme, obvykle
vyrazne presahuju minimalne inhibi¢né koncentracie
(MIC) a minimalne mikrobicidne koncentracie detego-
vané laboratérnymi testami v planktonickej kultire.
Antimikrobidlne lie¢ivd podavané pacientovi s infek-
ciou spojenou s biofilmom na zidklade hodnét MIC tak
obvykle posobia len na planktonické mikroorganizmy
dispergované z biofilmu a poskytuji len supresivnu
terapiu bez eradikacie pévodcu z biofilmového lozis-
ka. Optimalna stratégia terapie biofilmovych infekcii
pacientov so zavedenymi mocovymi katétrami alebo
stentami preto zahfna adekvatnu antibiotickd liecbu
s vymenou katétra, resp. stentu [10, 13, 14]. U pacien-
tov s opakovanymi IMC bez pritomnosti cudzieho telesa
by na zaklade in vitro §tadie biofilm tvoriacich kmeriov
E. coli izolovanych z opakovanych IMC deti mohli pozi-
tivne podsobit cefalosporiny III. generacie, fluorochi-
nolény a aminoglykozidy [12]. Pre zvysujuci sa vyskyt
multirezistentnych gramnegativnych baktérii, ktoré
su rezistentné voci betalaktimovym antibiotikim aj
voCi fluorochinolénom, sa v sucasnosti dostava okrem
aminoglykozidov do popredia kolistin [4, 19]. Tieto an-
tibiotikd sa méZu podat aj lokalne - instilaciou do mo-
¢ového mechira [11], ¢o zvySuje tispesnost lieCby IMC
s pritomnostou biofilmu. Vzhladom na uvedené fakty
bolo cielom prezentovanej Studie zistit schopnost bak-
térii izolovanych od pacientov s IMC tvorit biofilm a ove-
rit i¢inok kolistinu a gentamicinu na biofilmovi formu
rastu tychto baktérii.

MATERIAL A METODY

Do §tudie bolo zahrnutych 80 kmetiov gramnegativ-
nych paliciek vykultivovanych v Cistej kulttre v pocte
> 10° KTJ/ml z mocu pacientov s infekciami mocovych
ciest. Vylicené boli kmene od pacientov s neurogénny-
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Tabulka 1. Druhové zastupenie kmenov v testovanych suboroch a ich schopnost tvorit biofilm
Table 1. Microbial species in the tested groups and their ability to form biofilm

Akutne IMC Chronické a rekurentné IMC

Bakterialny druh

Pocet kmerov

Kmene tvoriace biofilm Pocet kmeriov

Kmene tvoriace biofilm

Escherichia coli 32 16 25 21
Klebsiella pneumoniae 5 2 6 6
Klebsiella oxytoca - - 3 3
Proteus mirabilis 2 2 4 4
Pseudomonas aeruginosa 1 1 2 2

mi urogenitalnymi poruchami a s rendlnou alebo he-
patalnou insuficienciou. Styridsat kmeriov pochidzalo
z mocu pacientov s chronickymi a opakovanymi infek-
ciami mocovych ciest. Pri opakovanej kultivacii vzoriek
mocu tychto pacientov, odobratych v intervaloch 2-20
tyzdiiov, sa opakovane zachytili rovnaké kmene bakté-
rii s rovnakymi hodnotami MIC testovanych antibiotik,
a to v obdobi minimalne 2 rokov. Kmene pochadzali od
32 Zien (vekovy priemer 63 rokov) a 8 muZzov (vekovy prie-
mer 67 rokov). Nekomplikované IMC malo 12 pacientov,
mocovy katéter bol pritomny u 5 pacientov, mocovy J-J
stent u 7 pacientov, mocové kamene malo 5 pacientov
a prostatolitidzu 1 pacient. Desat pacientov malo diabe-
tes mellitus. Do druhej skupiny bolo zaradenych 40 kme-
nov gramnegativnych pali¢iek izolovanych od pacientov
s akutnymi infekciami mocovych ciest - od 35 Zien s ve-
kovym priemerom 51 rokov a od 5 muzov s vekovym prie-
merom 50 rokov. Tito pacienti nemali iné faktory, ktoré
mozu komplikovat priebeh mocovych infekcii, nezZ muz-
ské pohlavie u 5 pacientov. Obe skupiny kmertiov boli pre
lepSie vzajomné porovnanie zostavené tak, aby obsaho-
vali priblizne rovnaké spektrum bakteridlnych druhov
s porovnatelnym po¢tom kmertiov (tab. 1).

Spracovanie vzoriek mocu, kultivacia a identifikicia
izolovanych kmetiov sa uskuto¢nila Standardnymi la-
boratérnymi diagnostickymi postupmi [18]. Pri testo-
vani citlivosti bakteridlnych kmermov sa postupovalo
podla odporticani EUCASTu [9]. Ako multirezistentné sa
oznacili kmene s rezistenciou voc¢i minimalne jednému
antibiotiku z minimalne troch skupin antibiotik, pri-
¢om prirodzena rezistencia bakteridlnych druhov voci
antibiotikam sa nebrala do Givahy [20] - Slo konkrétne
o prirodzentu rezistenciu Klebsiella pneumoniae a K. oxy-
toca voCi ampicilinu, Proteus mirabilis voc¢i tetracyklinu,
tigecyklinu, kolistinu a nitrofurantoinu a Pseudomonas
aeruginosa vo¢i ampicilinu, ampicilinu so sulbaktamom,
cefazolinu, cefotaximu, ertapenému, trimetoprimu so
sulfametoxazolom, tetracyklinu a tigecyklinu.

Tvorba biofilmu sa testovala mikrometédou v 96-jam-
kovej mikrotitracnej dosticke podla Stepanovica et al.
[22] s niektorymi modifikaciami. PouZil sa tryptdzovy
séjovy bujon (TSB; Oxoid, UK), v ktorom sa pripravili
suspenzie testovanych baktérii z 18-hodinovych kultir
na krvnom agare. Do jamiek mikrotitracnej dosticky
s plochym dnom (Sarsted, USA) sa napipetovalo po 180
ml TSB a nasledne po 20 ml prislichajticej bakteridlnej
suspenzie so zakalom zodpovedajicim 0,5 McFarlan-
dovej zakalovej stupnice (~ 10® KTJ/ml). Konecny pocet
baktérii v jednotlivych jamkach bol pribliZne 2 . 105/ml.
Ako pozitivna kontrola sa pouzil izolat Salmonella enteri-
ca subsp. enterica sérovar Typhimurium DT 208 (zbierka

mikroorganizmov UM SZU, Bratislava). Slepé vzorky
(blank) tvorilo po 200 m1TSB bez baktérii. VSetky vzorky
sa testovali v troch paralelnych jamkach. Naockované
mikrotitra¢né platnicky sa staticky kultivovali 24 hodin
pri 35 °C. Po kultivacii sa z jednotlivych jamiek odsa-
lo médium, 3-krat sa premyli fosfatovym fyziologic-
kym roztokom (pH 7,4), biofilm vytvoreny na povrchu
jamiek sa fixoval pridanim 160 ml metanolu a zafar-
bil sa krysStalovou violetou (Becton Dickinson). Jamky
sa po farbeni premyli pod tecticou vodou a po vysuse-
ni sa farbivo absorbované biofilmom rozpustilo v 96 %
etanole, ktory sa pridal do kazdej jamky v objeme 160
ml. Intenzita sfarbenia sa merala spektrofotometricky
pri 570 nm (MRX Microplate Reader, Dynex Techno-
logies, USA). Vysledky sa vyhodnotili porovnanim so
slepymi vzorkami obsahujicimi médium bez baktérii.
Hranic¢na hodnota optickej denzity pre tvorbu biofilmu
(ODc) sa vypocitala spoc¢itanim priemernej hodnoty OD
slepych vzoriek a trojnasobku smerodajnej odchylky.
Kmene s OD < ODc sa vyhodnotili ako netvoriace bio-
film, s OD v intervale od ODc do 2 x ODc ako tvoriace
biofilm len slabo (+); s OD od 2 x ODc do 4 x ODc ako
tvoriace biofilm stredne silne (++) a s OD vySSou nez 4 x
ODc ako kmene silne tvoriace biofilm (+++) [22].
Vysledky tvorby biofilmu sa $tatisticky analyzovali Fishe-
rovym exaktnym testom.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) a miniméalna
baktericidna koncentracia (MBC) gentamicinu a kolis-
tinu (Sigma-Aldrich, USA) sa testovala bujénovou mi-
krodilu¢nou metddou podla EUCASTu [9]. Citlivost na
kolistin sa netestovala v pripade kmetiov baktérii, ktoré
su prirodzene rezistentné voci kolistinu.

Aktivita gentamicinu a kolistinu na biofilmovt formu
rastu sa testovala u vSetkych kmenov tvoriacich bio-
film. Zistovali sa miniméalne koncentricie inhibujtce
biofilm (MBIC) a miniméalne koncentricie eradikujiice
biofilm (MBEC). Pri testovani sa postupovalo modifiko-
vanou metédou podla autorov Hola et al. [15]. Biofilm
testovanych baktérii sa pripravil v mikroplatni¢kach
v TSB, podobne ako pri testovani tvorby biofilmu. Pre-
mytim biofilmov sa odstranili baktérie neintegrované
do biofilmu a do jamiek s biofilmom sa pridali anti-
biotikd dvojkovo nariedené v MHB v koncentracnom
intervale od 0,125 do 512 mg/l. Koncentracie sa zvolili
v stlade s odporuc¢aniami pre in vitro testovanie citlivos-
ti na antibiotika [9] a na zaklade zistenych hodnét MIC
a MBC gentamicinu a kolistinu. Po dalSej 24-hodinovej
inkubdcii pri 35 °C sa vysledky od¢itali vizudlne - hod-
notil sa vznik zakalu, resp. jeho nepritomnost. Potom
sa médium s antibiotikami odsalo a jamky sa 3-krat
premyli 300 pl PBS. Do premytych jamiek sa pridalo
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Tabulka 2. Ziskana rezistencia testovanych kmenov z mocovych
infekcif
Table 2. Acquired resistance in the tested strains

Rezistencia Pocet kmeriov (%)

ATB akutne IMC chronické IMC
AMP* 19 (48 %) 24 (60 %)
AMS* 19 (48 %) 21(53 %)
CUR 11 (28 %) 21 (53 %)
CTA* 10 (25 %) 21(53 %)
CTZ 6 (15 %) 1 (28 %)
CIP 13 (33 %) 30 (75 %)
TRS 13 (33 %) 27 (68 %)
GEN 9 (23 %) 17 (43 %)
TET* 12 (30 %) 22 (55 %)
SCP 1(3 %) 2(5%)
NIT* 1(3 %) 13 %)
TIG* 0 13 %)
AMI 0 3(8%)
ERT* 0 0
MER 0 0
coL* 0 0
Multirezistencia 16 (40 %) 32(80 %)**

ATB - antimikrébne lie¢ivo, AMI - amikacin, AMP - ampicilin, AMS - ampicilin-sulbak-
tam, CIP - ciprofloxacin, COL - kolistin, CTA - cefotaxim, CTZ - ceftazidim, CUR - ce-
furoxim, ERT - ertapeném, GEN - gentamicin, MER - meropeném, NIT - nitrofurantoin,
SCP - cefoperazon-sulbaktadm, TET - tetracyklin, TIG - tigecyklin, TRS - trimetoprim-
-sulfametoxazol; *druhy s prirodzenou rezistenciou nie su zahrnuté, **p = 0,0005

ATB - antimicrobial drug, AMI - amicacin, AMP - ampicillin, AMS - ampicilin sulbacta-
me, CIP - ciprophloxacin, COL - colistin, CTA - cefotaxim, CTZ - cephtazidim, CUR

- cefuroxim, ERT - ertapenem, GEN - gentamicin, MER - meropenem, NIT - nitrophu-
rantoin, SCP - cephoperazon sulbactame, TET - tetracycline, TIG - tigecycline, TRS

- trimetoprime sulphametoxazole; *species with natural resistance are not included,
**P =0.0005

médium bez antibiotik. Po inkubacii 24 hodin pri 35 °C
sa vizualne od¢itala pritomnost, resp. nepritomnost ra-
stu baktérii (vzniknuty zdkal alebo médium bez zakalu)
a urcila sa hodnota MBEC. Vysledky sa Statisticky ana-
lyzovali Studentovym t-testom.

VYSLEDKY

V skupine kmenov izolovanych od pacientov s chronic-
kymi IMC bolo 32 (80 %) multirezistentnych. V stbore
kmertiov od pacientov s aktutnymi IMC ich bolo o polo-
vicu menej - iba 16 (40 %), Co je Statisticky vysoko sig-
nifikantny rozdiel (p = 0,0005) (tab. 2). Medzi kmenmi
od pacientov s chronickymi a opakovanymi IMC sa naj-
CastejSie vyskytovala ziskana rezistencia voci ciproflo-
xacinu (30 kmetiov), po nej nasledovala rezistencia voci
trimetoprimu so sulfametoxazolom (27 kmertiov), am-
picilinu (24 kmenov), tetracyklinu (22 kmenov), cefuro-
ximu, ampicilinu so sulbaktdmom a cefotaximu (po 21
kmertiov), gentamicinu (17 kmernov) a ceftazidimu (11
kmenov). Voci ertapenému, meropenému a kolistinu
nebola zaznamenana ziadna ziskana rezistencia. V su-
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bore kmenov z akitnych IMC sa najcastejSie vyskyto-
vala ziskana rezistencia voc¢i ampicilinu a chranenému
ampicilinu (19 kmenov), nasledovala rezistencia voci
ciprofloxacinu a trimetoprimu so sulfametoxazolom
(13 kmeriov), tetracyklinu (12 kmeriov), cefuroximu (11
kmenov), cefotaximu (10 kmenov); ziskana rezistencia
voci ertapenému, meropenému, tigecyklinu, amikaci-
nu a kolistinu nebola zaznamenana (tab. 2).

V skupine 40 kmerniov izolovanych od pacientov s chro-
nickymi IMC sa zaznamenala tvorba biofilmu az v 36
pripadoch (90 %). Na rozdiel od nich, v skupine s akit-
nymi IMC tvorilo biofilm len 21 kmerov (52 %) - vid
tab. 1. Tento rozdiel bol Statisticky vysoko signifikant-
ny (p = 0,0004). Silne tvorilo biofilm 7 kmertiov z chro-
nickych IMC a 4 kmene z akatnych IMC. Stredne silne
tvorilo biofilm 19 kmetlov z chronickych a 7 kmerov
z akttnych IMC a slabou tvorbou biofilmu sa vyznacova-
lo 9 kmeriov z chronickych infekcii a 10 kmerov z akit-
nych IMC (graf 1).

Pravdepodobny endogénny poévod sa stanovil pri 28
kmerioch z chronickych IMC (70 %); izolovali sa prevazne
od zien ktoré mali opakované gynekologické infekcie a/
alebo cystolitidzu (n = 25; 89 %) a od pacienta s prostato-
litidzou. Z tychto kmeriov 26 (93 %) tvorilo biofilm. Aso-
ciacia s kolonizovanym cudzim telesom (permanentny
urologicky katéter, urologicky J-J stent) bola pritomna
u 12 kmenov (30 %), z ktorych 10 (83 %) tvorilo biofilm.
Rozdiely v tvorbe biofilmu kmenmi s predpokladanym
endogénnym pévodom a kmenmi asociovanymi s cud-
zim telesom neboli Statisticky signifikantné.

Hodnoty MIC gentamicinu stanovené bujénovou mikro-
dilu¢nou metédou sa pohybovali v intervale od 0,125 mg/1
do 64 mg/1 (tab. 3). Hodnoty MBC jednotlivych kmerov
boli v porovnani s MIC niekedy aZ o 3 riedenia vysSie. Hod-
noty MIC kolistinu mali hodnotu 0,125-2 mg/1, s vynim-

Tabulka 3. Minimalne biofilm inhibujlce koncentracie (MBIC)
a minimalne biofilm eradikujice koncentracie (MBEC)
gentamicinu a kolistinu

Table 3.  The minimal biofilm inhibitory concentrations (MBICs)
and minimal biofilm eradication concentrations (MBECs)
of gentamicin and colistin

Chronické IMC Aktitne IMC

Gentamicin [mg/I] (n = 57)

MIC 0,125-64

MBC 0,125-64

MBIC 4-256"** 4-64**
MBEC 8az > 512

Kolistin [mg/I] (n =53) 1

MIC
0,125-2
MBC
MBIC 2-64**
MBEC 32 az > 512**

lizoldty P mirabilis (n = 4) neboli testované; ***p < 0,0001

IMC - infekcie mocovych ciest; MIC - minimalna inhibi¢na koncentracia; MBC - mini-
malna baktericidna koncentracia; MBIC - minimalna biofilm inhibujica koncentracia;
MBEC - minimalna biofilm eradikujuca koncentrécia

lisolates R mirabilis (N = 4) or tested; ***P < 0.0001

IMC - urinary tract infections; MIC - minimum inhibitory concentration; MBC - mi-
nimum bactericidal concentration; MBIC - minimal biofilm inhibiting concentration;
MBEC - minimal biofilm eradicating concentration
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Graf 1. In vitro tvorba biofilmu analyzovanymi bakteridinymi kmenmi

Figure 1. /n vitro biofilm formation by analyzed bacterial strains

kou kmerniov P. mirabilis, ktoré st voci kolistinu primarne
rezistentné. Hodnoty MBC kolistinu boli u vSetkych testo-
vanych kmeriov identické s hodnotami MIC.

V skupine 57 kmeriov, ktoré tvorili biofilm, sa otestova-
la schopnost gentamicinu a kolistinu inhibovat a era-
dikovat baktérie v biofilme. Hodnoty MBIC gentamici-
nu sa v pripade kmertiov z chronickych a recidivujacich
IMC pohybovali v rozmedzi 4-256 mg/l a v pripade kme-
nov z akatnych IMC od 4 do 64 mg/1. Tieto hodnoty boli
0 1-5 riedeni vySSie ako zodpovedajiice hodnoty MIC
(vid tab. 3).Na eradikaciu biofilmu in vitro bolo potrebné
pouzit gentamicin v koncentracii 8 az > 512 mg/1.

Pri sledovani tc¢inku kolistinu na baktérie v biofilme sa
v porovnani s MIC zistili o 3-9 riedeni vys$ie koncentra-
cie MBIC (2-64 mg/1). Hodnoty MBEC boli v rozmedzi od
32mg/ldo > 512 mg/l. Z testovania sa vynechali kmene
P. mirabilis, ktoré st voci kolistinu prirodzene rezistentné
(testovalo sa iba 53 kmeriov) - vid tab. 3.

Rozdiely v hodnotach MIC a MBIC gentamicinu aj kolis-
tinu boli Statisticky vysoko signifikantné a podobne boli
vysoko signifikantné aj rozdiely medzi ich hodnotami
MBC a MBEC (p < 0,0001).

DISKUSIA

Zastupenie bakteridlnych druhov gramnegativnych
pali¢iek analyzovanych v naSej Studii koreSponduje
so spektrom a zastipenim jednotlivych bakterial-
nych druhov vyvolavajacich IMC v Eurépe [1, 2]. S li-
terdirnymi Gdajmi podobne kore§ponduje aj zvySena
frekvencia vyskytu multirezistentnych kmertiov izo-
lovanych z chronickych a rekurentnych infekcii [21],
k comu pravdepodobne prispieva aj schopnost bakté-

rii tvorit biofilm - opdt signifikantne vyssia v skupine
baktérii izolovanych z chronickych infekcii. Vyssi po-
Cet kmenov tvoriacich biofilm medzi multirezistent-
nymi kmernimi baktérii izlovanymi z mocovych ciest
zaznamenali aj dalsi autori (1, 5]. Multirezistentné
kmene mocovych patogénov vznikaju pod tlakom
antibiotik pri opakovane podavanej antibiotickej te-
rapii, ktora nie je pre baktérie rastiice v biofilme era-
dikujtca [1].

Vysledky nasej stidie dalej naznacuju, Ze o schopnosti
mocovych patogénov tvorit biofilm by sa malo uvaZovat
nielen u pacientov s IMC asociovanymi s mocovymi ka-
tétrami, stentmi alebo kamenmi, ako definuja odport-
¢ania ESCMID [14], ale aj u pacientov s chronickymi
IMC bez cudzieho telesa. Pritomnost cudzieho telesa
v mocovych cestach totiz nebola jednoznac¢ne na prvom
mieste v stvislosti s vyskytom kmeriov tvoriacich bio-
film v nami hodnotenych stiboroch kmernov. Aj u pa-
cientov s chronickymi a rekurentnymi IMC bez cudzie-
ho telesa v mocovych cestach sa tvorba biofilmu pravde-
podobne méZe podielat na patogenéze infekcie, ¢o by sa
malo zohladriovat aj pri liecbe.

Terapeuticky pristup v pripade chronickych a opako-
vanych IMC by mal byt odlisny ako pri akitnych IMC
dolnych mocovych ciest, pretoze baktérie z chronickych
infekcii rasttice v biofilme sii v porovnani s planktonic-
kou formou buniek eradikovatelné len niekolkonasobne
vy$§imi koncentraciami antimikrobidlnych latok [14].
Napriek mnohym publikovanym $tididm a niekolkym
Standardizovanym metédam testovania hodnét MBIC
a MBEC nie je v mikrobiologickej diagnostickej praxi
doposial testovanie citlivosti baktérii v biofilme rutin-
ne dostupné. V nasej Studii sa pri testovani ic¢inku anti-
biotik na bakteridlny biofilm vyuzila vysoko citliva

2020,69,¢.1  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

7



8

PUVODNI PRACE

metdda, detegujlica MBIC sledovanim inhibicie rastu
baktérii v bujénovej mikrometdde a nepritomnost Zi-
votaschopnych baktérii po antibiotickej expozicii kul-
tivaciou premytého exponovaného biofilmu v mikrotit-
racnej jamke po pridani cerstvého média bez antibiotik
[15]. Na testovanie antibiofilmového uc¢inku sa zvolili
baktericidne antibiotika gentamicin a kolistin. Vybrali
sa na zaklade zistenych hodnét MIC, farmakokinetic-
kych vlastnosti [3, 8], pre moznost lokdlneho podania
intravezikuldrnou instilaciou [8, 11] a pre svoju schop-
nost potlacat v subinhibi¢nych koncentracidch tvorbu
biofilmu pri niektorych baktériach infikujucich mocové
cesty [17].

Da sa predpokladat, Ze kmene mocovych patogénov
tvoriace biofilm in vitro ho tvoria aj v mocovom me-
chire pacientov. Vzhladom na vysoké hodnoty MBIC
a MBEC gentamicinu a kolistinu sa preto neda vyla-
Cit terapeutické zlyhanie tychto antibiotik, a to aj
napriek ich vysokym koncentracidm v moci pri in-
travendéznom podani, rozdielnym podmienkam rastu
baktérii v mocovych cestach a v in vitro teste, a na-
priek odliSnému prostrediu pdsobenia antibiotik
v mocovych cestich. Otazkou ostava, ¢i by lokalne
podanie tychto antibiotik instilaciou do mocového
mechira prinieslo ispesnejSiu eradikaciu biofilmu.
Invitro ziskané hodnoty MBEC by tomu teoreticky na-
svedcovali. Instilaciou je mozné v mocovom mechire
bezpectne dosiahnut aZ dvojnasobne vysSie koncent-
racie gentamicinu (480 mg/l) nezZ pri intravenéznom
podani (50-200 mg/1) [3, 8]. Takato koncentracia in-
hibovala in vitro biofilmovy rast vSetkych nami tes-
tovanych kmenov a eradikovala biofilm 21 kmeriov
z recidivujucich a 13 kmenov z akitnych IMC. K po-
dobnym teoretickym tivahdm vedt aj nami namera-
né hodnoty MBEC kolistinsulfatu.

I ked sa v literature opisuju individuadlne pripady
pacientov uspesSne lieCenych instila¢nou terapiou
gentamicinom alebo kolistinom [11, 23], pre apli-
kaciu takejto terapie na zaklade in vitro testov MBEC
je potrebné v rutinnych mikrobiologickych diagnos-
tickych laboratériach zaviest Standardizovant me-
tédu testovania citlivosti baktérii rastiicich v biofil-
me, vypracovat interpretacné kritéria hodnét MBEC
pre terapiu a podporit ich rozsiahlejsimi klinickymi
stidiami.

ZAVER

Medzi p6évodcami chronickych a opakovanych mo-
Covych infekcii sa v naSej $tudii zistili signifikant-
ne vy$Sie pocty multirezistentnych kmeriov, ako aj
kmerov tvoriacich biofilm, v porovnani s kmenmi
z akutnych mocovych infekcii. Tvorba biofilmu mala
vplyv na niekolkondsobné zvysenie koncentracii gen-
tamicinu a kolistinu potrebného na in vitro eradikaciu
baktérii v porovnani s planktonickou formou rastu.
Biofilmovy rast kmeniov baktérii v mocovych cestach
pacientov by ciasto¢ne vysvetloval priciny zlyhania
terapie.

Zistilo sa tieZ, Ze pritomnost cudzieho telesa v mo-
Covych cestach nebola vyluénym faktorom asocio-
vanym s vyskytom kmernov tvoriacich biofilm. Aj
u pacientov s chronickymi a rekurentnymi infekcia-
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mi mocovych ciest bez cudzieho telesa v mocovych
cestach je potrebné uvazovat o ilohe biofilmu v pa-
togenéze infekcie.
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