Epidemiologie 2-010

22.4.2010 7:48 Str. 80
= P

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 59, 2010, ¢. 2, s. 80-87

Citlivost kmenov Staphylococcus aureus rastucich
v biofilme na vankomycin, gentamicin a rifampicin

Kotulova D., Slobodnikova L.
Mikrobiologicky ustav LFUK a FNsP, Bratislava, Slovenska republika

Suhrn

Ciel prace. Detekovat tvorbu biofilmu u kmenov Staphylococcus aureus a uréit koncentracie
vankomycinu, gentamicinu a rifampicinu, ktoré zabrania mnozZeniu S. aureus v biofilme
(minimalne biofilm inhibujice koncentracie - MBIC), alebo vedu k jeho eradikacii (minimalne
biofilm-eradikujiice koncentracie - MBEC). Porovnat tieto udaje s hodnotami minimalnej
inhibi¢énej koncentracie (MIC) a minimalnej baktericidnej koncentracie (MBC) u identickych
kmenov baktérii, rasticich v planktonickej forme, v ktorej sa bezne testuje v laboratoriu citlivost
na antiinfekéné lieciva pre potreby individualizovanej terapie.

Pacienti a metody: Do testovaného suboru baktérii sa zaradilo 15 kmenov S. aureus,
izolovanych z centralnych venéznych katétrov, intratrachealnych kanyl a ranovych drénov od
pacientov FNsP Bratislava-Staré Mesto. Charakterizovali sa ich vybrané faktory virulencie.
Schopnost tvorit biofilm sa urcila modifikovanou mikrometéodou s krystalickou violetou (KV).
Pritomnost Zivych buniek v biofilme sa urcovala s pouzitim 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT). MIC a MBC vankomycinu, gentamicinu a rifampicinu sa testovala
v planktonickej forme rastu kmeiiov S. aureus bujénovou mikrodiluénou metédou. Uéinok
tychto antibiotik na inhibiciu a eradikaciu zivych baktérii v biofilme sa testoval
modifikovanou mikrodiluénou metédou. Vysledky sa Statisticky hodnotili Studentovym
t-testom.

Vysledky: Podla nasich vysledkov vsetky kmene tvorili biofilm a iba dva z nich ho tvorili slabo.
Pri hodnoteni metabolickej aktivity baktérii v biofilme (MTT) sa zistila u nich stredna alebo
vysoka aktivita. Pri sledovani uc¢inku vankomycinu in vitro sa zistilo, Ze hodnoty MIC a MBIC u
vankomycinu st u 80 % kmenov identické. Hodnoty MBEC vankomycinu su vsak vyssie ako MBC
u vsetkych vysetrovanych kmenov, ich hodnota patri podla kritérii Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) do kategorie rezistencie a toto antibiotikum uz nie je pouzitelné v
terapii. Pri hodnoteni vysledkov gentamicinu sa ukazalo, Ze in vitro inhibuje biofilm v
koncentraciach, ktoré sa zaraduju podla CLSI do kategorie citlivy, avSsak hodnoty, potrebné na
eradikaciu, su interpretované ako rezistencia kmena. Pri testovani rifampicinu sa hodnoty MIC aj
MBIC pohybovali v kategoérii citlivy. Hodnoty MBC sa interpretovali v kategorii citlivy, ale
MBEC uz v 13 % ako rezistentny a 13 % ako intermediarne citlivy. Rozdiely v nameranych
hodnotach MIC a MBIC gentamicinu a rifampicinu a MBC a MBEC vsetkych testovanych
antibiotik boli statisticky signifikantné.

Zaver: Nami sledované kmene S. aureus su v biofilme eradikované iba vyssimi koncentraciami
vankomycinu, gentamicinu a rifampicinu, pricom hodnoty MBEC pouzitelné v terapii dosahoval
iba rifampicin.

Z hladiska poskytovania spolahlivych vysledkov pre volbu terapie antiinfekénymi lie¢ivami bude
perspektivne potrebné zistovat in vitro tvorbu biofilmu, testovat MBIC a MBEC lieciv
standardizovanou metédou, interpretovat vysledky vo vztahu k baktériam rasticim v biofilme a
stanovit hraniéné koncentracie MBIC a MBEC obdobne ako je to pri kritériach pre hodnotenie
MIC a MBC.

Kliéové slova: S. aureus — biofilm - citlivost na antimikrobialne lieé¢iva - vankomycin - gentamicin
- rifampicin.

Summary

Kotulova D., Slobodnikova L.: Susceptibility of Staphylococcus aureus Biofilms to Vancomycin,
Gentamicin and Rifampin

Study objectives: To detect biofilm formation in Staphylococcus aureus strains and to determine
the minimal biofilm inhibition concentrations (MBIC) and the minimal biofilm eradicating
concentrations (MBEC) of vancomycin, gentamicin and rifampin. To compare the MBIC and
MBEC with the minimal inhibition concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration
(MBC) data for planktonic Staphylococcus aureus forms that are commonly used in antimicrobial
susceptibility testing for the purposes of individualized therapy.

Patients and Methods: Fifteen S. aureus strains isolated from central venous catheters,
intratracheal tubes and wound drainage tubes from the patients of the University Hospital,

80

—



Epidemiologie 2-010

22.4.2010 7:48 sStr. 81

—b-

Bratislava-Staré Mesto were included in the study. Selected virulence factors were
characterized. The biofilm formation potential was measured by a modified crystal violet
micro-assay. The presence of viable cells biofilm in was tested using 3-(4,5-dimethylthiazol-
-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT). The MIC and MBC of vancomycin, gentamicin
and rifampin was tested in planktonic S. aureus forms by the broth microdilution method. The
MBIC and MBEC of these antimicrobial drugs for biofilm S. aureus forms were determined by
a modified microdilution method. Student’s t-test was used for statistical analysis of the
results.

Results: All of the study strains formed biofilm, with only two of them having a low biofilm
formation potential. MTT revealed moderate to high metabolic activity of bacteria biofilm in
Vancomycin MICs and MBICs were identical in 80 % of the study strains. Vancomycin MBECs are
higher than MBCs in all the study strains, are interpreted as resistance according to the criteria
of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and make the drug unsuitable for use
in the treatment. In vitro gentamicin MBICs indicated susceptibility according to the CLSI
criteria but gentamicin MBECs were interpreted as gentamicin resistance. Rifampin MICs and
MBICs of the study strains revealed susceptibility. Rifampin MBCs were interpreted as
susceptibility, but based on MBECs, 13 % of the study strains were considered as resistant and 13 %
of the study strains showed intermediate susceptibility. The differences between gentamicin and
rifampin MICs and MBICs and those between MBCs and MBECs of all antimicrobials tested were
statistically significant.

Conclusion: The tested biofilm S. aureus forms showed high MBECs of vancomycin, gentamicin
and rifampin, with rifampin only being suitable for therapeutic use.

To provide reliable results for individualized antibiotic therapy, it will be needed to test in vitro
biofilm formation, to determine MBIC and MBEC of antimicrobial drugs using a standardized
method, to interpret the test results in relation to biofilm S. aureus forms and to establish the
interpretation criteria for MBIC and MBEC similarly to MIC and MBC.

Key words: S. aureus - biofilm - susceptibility to antimicrobial drugs - vancomycin - gentamicin -

rifampin.

Baktérie mozu rast vo forme biofilmu na zivych
i nezivych povrchoch v prirode, v r6znych pristro-
joch a vedeniach v priemysle i domacnostiach,
ako aj v zdravotnickych zariadeniach [13]. M6zu
byt pévodcami chor6éb u pacientov a sposobit aj
nozokomialne infekcie. V Tudskom organizme tvo-
ri fyziologicku floru koze a sliznic tiez biofilm,
ktory je polymikrobidlny a ma ochranny vyznam
v danej lokalite. Biofilmy, tvorené prevazne iba
jednym druhom baktérii, pripadne kvasiniek,
vznikaji na vlastnom, poskodenom, primarne
sterilnom tkanive, napr. na srdcovej chlopni, ale-
bo na tkanive prostaty. Patogeneticky castejSie sa
v8ak uplatiiuji na povrchu cudzich telies — réz-
nych implantatov, drénov, katétrov a spoésobuju
infekcie z pritomnosti cudzieho telesa [14, 17].
Mikroorganizmy na nich rasti v trojdimenzial-
nom matrixe, pri¢om produkcia hlienu nemusi
byt v korelacii s ich mnozZenim. Z povrchu biofil-
mu sa mdézu mikroorganizmy uvolhovat a mézu
metastazovat do inych lokalit. Mikroorganizmy
v biofilme st rezistentnejSie voéi tcinku antiin-
fekénych liec¢iv a ochorenia s nimi suvisiace pred-
stavuju zavazny medicinsky problém z pohladu
terapie i prevencie [9, 29]. MézZe ist o rezistentné
baktérie, ktoré ak navySe rasta v biofilme, jeho
struktury mézu dalej znizovat ucinok antiinfeké-
nych lie¢iv. Okrem toho sa baktérie perzistujice
v biofilme na povrchu plastovych aj kovovych
materialov moézu dostat do metabolického utlmu,
v ktorom nie su citlivé na lie¢iva pésobiace na ras-
tuce baktérie [9, 28].

S. aureus patri medzi ¢astych pévodcov infek-
cii z pritomnosti cudzieho telesa. Na intravenoz-
ne a centralne vendézne katétre moze prerast
z fyziologickej flory pacienta, alebo sa do tychto
lokalit dostane z ruk oSetrujiceho personalu. Na
implantaty sa tieto baktérie mézu dostat perope-
racne, ale aj ako nasledok infekcii krvného prudu.
Mbzu sposobit periimplantitidy a metastazovat
do organizmu [9].

Tvorba stafylokokového biofilmu zaéina
adhéziou na pevny povrch a nasledne dochadza
k ich rastu a rozmnozovaniu vo viacerych vrst-
vach. Proces zavisi od vlastnosti baktérie, ako
aj od povrchu plastového materialu. Uvodny
krok pri tvorbe biofilmu baktériami druhu
S. aureus sa uskuto¢nuje prostrednictvom elek-
trostatickych interakcii medzi teichoovou kyse-
linou a povrchom biomaterialov, alebo pomocou
mikrobialnych povrchovych komponentov roz-
poznavajucich adhezivne matrixové molekuly
(microbial surface components recognising
adhesive matrix molecules; MSCRAMM).
V druhom pripade adheruje S. aureus na
povrch biomateridlov, ktoré st povleéené bio-
molekulami hostitela, akymi st napriklad fib-
ronektin, ktory rozoznava stafylokokovy prote-
in viazuci fibronektin, alebo fibrin, ktory
rozoznava stafylokokovy zhlukovaci faktor.
Druh S. aureus ma schopnost adherovat aj na
dalsie biomolekuly, pritomné v organizme paci-
enta, medzi ktoré patri kolagén, laminin
a vitronektin [8, 23].
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Po adhézii baktérii nasleduje tvorba extrace-
lularneho biofilmového matrixu, pri ktorej sa
uplatiiuju intercelularne adheziny. Ulohu poly-
sacharidového intercelularneho adhezinu (PIA)
hra pri druhu S. aureus poly-N-acetylglukéza-
min (PNAG), syntetizovany pomocou enzymov,
kédovanych ica operénom (ica = ,intercellular
adhesine” operéon) [8, 10, 24]. Viaceré studie
naznacuju, ze vSetky kmene S. aureus vlastnia
tento operén. Okrem toho sa dokéazalo, Zze okrem
PNAG moze S. aureus vlastnit aj dalSie mecha-
nizmy produkcie biofilmu, ktoré si nezavislé od
ica operéonu [23, 29]. Adhéziu a dynamiku tvorby
biofilmu ovplyviiuje aj vymena informacii medzi
baktériami, tzv. ,quorum sensing“ proces, ktory
zasahuje do regulacie akces6rneho génového
regulatora agr systému [4]. Prostrednictvom
neho sa u S. aureus moduluje expresia faktorov
virulencie v odpovedi na autoindukujuice peptidy
(AIPs), ktorych koncentracia v prostredi rastie
so zvySujucou sa denzitou bakterialnej popula-
cie. Represia agr systému pri nizkych denzitach
populacie ma za nasledok zvysenu adhezivnost
a tvorbu biofilmu a jeho aktivacia pri kritickom
zvy$eni populacnej denzity baktérii vedie k zvy-
Seniu tvorby extracelularnych invazinov
a degradacii biofilmu, ¢o méa za nasledok uvolne-
nie baktérii z biofilmu a mozny vznik infekénych
metastaz v organizme [10]. Ak sa v infekénom
lozisku pacienta vytvori zrely biofilm, predsta-
vuje Struktaru, do ktorej tazsie prenikaja anti-
biotika a je t¢innou bariérou aj proti mechaniz-
mom imunity, a tak antiinfekéna terapia
chronickej infekcie implantatu moze zlyhavat
[9]. Okrem wuvedenych faktorov na expresiu
génov pre tvorbu biofilmu v zavislosti od typu
povrchu pésobia aj dalsie faktory — stimulaéne
napriklad heparin [25, 26] a subinhibi¢né kon-
centracie tetracyklinu, chinupristinu/dalfopris-
tinu a erytromycinu a inhibi¢ne vysoké koncent-
racie betalaktamovych lieéiv, chinolénov,
tetracyklinu a aminoglykozidov [20].

Vankomycin, gentamicin a rifampicin patria
medzi antibiotik& najcastejSie pouzivané pri tera-
pii infekcii spojenych s cudzimi telesami. Cielom
nasej prace bolo zistit tvorbu biofilmu u testova-
nych baktérii a nasledne urcit koncentracie tych-
to antibiotik, ktoré by in vitro zabranili mnozZeniu
testovanych kmenov S. aureus v biofilme, alebo
by mali za néasledok ich uplna eradikaciu vo
vytvorenom biofilme. Hodnoty tychto koncentra-
cii sa porovnali s hodnotami MIC a MBC u iden-
tickych kmenov baktérii, rasticich v planktonic-
kej forme, v ktorej sa bezne testuje v laboratériu
pre potreby individualizovanej terapie ich mini-
malna inhibi¢néa koncentracia (MIC) a pri zavaz-
nejSich infekciach minimalna baktericidna kon-
centracia (MBC) antimikrébnych lieéiv.

—b-

Pacienti a metody

Do testovaného stuboru baktérii sa zaradilo 15 kmenov
S. aureus, izolovanych z centralnych vendznych katétrov,
intratrachealnych kanyl a ranovych drénov od pacientov
FNsP Bratislava-Staré Mesto. Kultivacia vzoriek, izolacia
a identifikacia kmenov baktérii sa uskuto¢nila Standardnymi
diagnostickymi postupmi [18].

Tvorba betalaktamézy sa uréila nitrocefinovym diskom
[18]. Citlivost voéi betalaktamovym lie¢ivam sa testovala cefo-
xitinovym diskom [5] a konfirmovala detekciou PBP2a late-
xovym aglutinaénym testom (Oxoid).

Schopnost tvorit biofilm sa stanovila mikrometédou kulti-
vaciou stafylokokov v mozgovo-srdcovom bujéne (BHI; Oxo-
id) 24 hodin pri 35 °C v 96 jamkovej mikrotitraénej platnic-
ke s plochym dnom (Sarsted). Do kazdej jamky sa
napipetovalo 230 ul BHI a 20 pl bakterialnej suspenzie,
vykultivovanej na Columbia agare (Oxoid, UK) s 5% kon-
skou krvou, nariedenej v destilovanej vode na 0,5 Mc Far-
landovej stupnice (10® baktérii v ml). Koneéna koncentracia
baktérii v jamke bola priblizne 2.10° v 250 ul BHI. V kon-
trolnej jamke bolo ¢isté BHI médium. Kazdy kmen bol testo-
vany v troch jamkach. Vytvoreny biofilm sa oplachoval
3-krat 300 pl fosfatového tlmivého roztoku pH 7,4 (PBS).
Intenzita tvorby biofilmu sa uréovala modifikovanou meté-
dou s krystalovou violetou (Merck) podla Christensena opi-
sanou v praci Hola et al. [15] a Stepanovi¢ et al. [28]. Platne
sa v invertovanej polohe zbavili zvyskov premyvacieho PBS
a fixovali 15 minut pridanim 160 pl metanolu do kazdej jam-
ky. Po vyprazdneni sa platni¢ky nechali susit v invertovanej
polohe do dalsieho dna. Potom sa do kazdej jamky pridalo
160 ul krystalovej violeti. Po 5 minutach sa zvysSok farby
odstranil pipetou a po premyti pod te¢icou vodou sa platne
nechali ususit. Farbivo viazané na biofilm sa resolubilizova-
lo v 96% etanole, ktory sa pridal v mnozstve 160 ul do kaz-
dej jamky. Zakryté platne sa nechali stat pri izbovej teplote
4 hodiny. Vysledna intenzita farebnej reakcie sa merala
spektrofotometricky pomocou pristroja MRX Microplate
Reader (Dynex) pri vlnovej dlzke 570 nm.

Pritomnost Zivych buniek v biofilme sa urcovala kolorime-
tricky v mikrotitraénych platni¢ckach s pouzitim 3-(4,5dime-
tyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazélium bromidu (MTT) modifi-
kovanou metédou podla Gattringera et al. [12]. Pri kultivacii
kmenov S. aureus v mikroplatni¢ke sa postupovalo obdobne
ako pri metéde detekcie biofilmu krystalovou violetou. Po
24-hodinovej kultivacii a po premyti vzniknutého biofilmu sa
k baktériam pridalo 227 pul BHI a 23 ul 0,1 % MTT (w/V). Mik-
roplatni¢ky sa inkubovali 2 hodiny pri 35 C. Po redukcii MTT
zivymi baktériami sa vysledna opticka denzita (OD) merala
pristrojom MRX Microplate Reader (Dynex) pri vinovej dizke
490 nm.

Vysledky sa vyhodnotili porovnanim s negativnou kontro-
lou (médium bez baktérii). Hrani¢na hodnota optickej denzity
(ODc) sa vypocitala suc¢tom priemernej hodnoty OD kontrol-
nych vzoriek a trojnasobku smerodajnej odchylky [26]. Vysled-
ky sa udavaju nasledovne:
¢ OD < ODc baktérie netvoria biofilm (-)

e ODc < OD < 2x ODc baktérie tvoria slabo biofilm (+)

¢ 2x ODc < OD < 4x ODc baktérie tvoria stredne intenzivne
biofilm (++)

* 4xODc < OD baktérie tvoria vysoko intenzivne biofilm (+++)

Minimalna inhibi¢éna koncetracia (MIC) a minimélna bak-
tericidna koncentracia (MBC) vankomycinu, gentamicinu
a rifampicinu (Sigma-Aldrich) sa testovala v planktonickej
forme rastu kmenov S. aureus bujénovou mikrodiluénou
metdédou podla CLSI [6].

Minimalna biofilm-inhibujica koncentracia sa testovala
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modifikovanou metédou podla autorov Hol4 et al. [15]. Bak-
térie sa kultivovali v mikroplatnickach v MH bujéne 24
hodin pri teplote 35 °C. Po kultivacii sa platnicky 3-krat
premyli PBS, obdobne ako v prvej ¢asti prace, ¢im sa odstra-
nili baktérie neintegrované do biofilmu. K biofilmu v jam-
kach sa pridavali antiinfekéné lie¢iva nariedené v MH bujé-
ne (vankomycin v koncentraciach 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8;
16; 32; 64; 128; 256; 512 mg/l, gentamicin v koncentraciach
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 mg/1,
rifampicin v koncentraciach 0,008; 0,016; 0,032; 0,064;
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 ;16; 32 mg/1). Uvedené koncentra-
cie sa zvolili podla CLSI [6, 7] a zistenych hodnét MIC
a MBC testovanych antibiotik.

Po dalsej 24-hodinovej inkubacii pri 35 °C sa vizualne odéi-
tali hodnoty minimalnej biofilm inhibujicej koncentracie
(MBIC) v mg/l (hodnotilo sa vytvorenie zakalu, resp. jeho
nepritomnost v jednotlivych testovych jamkach). Potom sa
médium s antibiotikami odsalo, jamky sa jeden krat premyli
300 ul PBS a pridalo sa 250 pl BHI bujénu bez antibiotik. Po
inkubacii 24 hodin pri 35 °C sa vizualne od¢ital vzniknuty
zékal a uréila sa hodnota MBEC.

Vysledky sa Statisticky analyzovali Studentovym t-testom.

—b-

Tab. 1. Charakteristika kmenov S. aureus zahrnutych do Studie
C — citlivy, R — rezistentny, CXT — vysledok cefoxitinového skri-
ningového testu, PBP2a — protein viazuci penicilin 2a, MTT —
3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazélium bromid

Table 1. Characteristics of the S. aureus strains included in
the study

C — susceptible, R — resistant, CXT — cefoxitin screening test
result, PBP2a — penicillin binding protein 2a, MTT - 3-(4,5-
-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

Vysledky

7 15 vySetrovanych kmenov S. aureus boli 4 re-
zistentné na betalaktamové lieciva v cefoxitino-
vom teste, aj v konfirmaénom teste detekcie
PBP2a (MRSA, tab. 1). Z 11 citlivych kmenov 3
netvorili betalaktamazu (tab. 1).

Pri hodnoteni vysledkov tvorby biofilmu
krystalovou violetou, ktora zafarbi vsetky bak-
térie, sa u 2 kmenov zistila jeho slaba tvorba
(+), u ostatnych kmenov sa detegovala stredne
(++) az vysoko (+++) intenzivna tvorba biofilmu
(tab. 2).

Pri hodnoteni tvorby biofilmu meranim meta-
bolickej aktivity Zivych baktérii v biofilme
(MTT) sa namerala stredna (++) az vysoka
(+++) intenzita, a to nezavisle od citlivosti na
betalaktamové lie¢iva. Pri sledovani uéinku
vankomycinu na biofilm vytvoreny testovanymi
kmenmi S. aureus (tab. 2) sa ukéazalo, Ze iba
v pripade 3 z 15 kmeniov boli hodnoty MBIC vys-
gie (2 mg/l) ako MIC (1 mg/l). Tieto hodnoty
zaradujd analyzované kmene podla interpreta-
cie CLSI [7] medzi citlivé na vankomycin. Hod-
noty MBC sa pohybovali medzi 2—-8 mg/l s inter-
pretaciou citlivy alebo intermediarne citlivy
kmen. Na eradikaciu biofilmu in vitro (MBEC)
v8ak bolo potrebné pouzit 16 az 512 mg/l vanko-
mycinu. Takéto koncentracie su uz terapeuticky
nepouzitelné a CLSI [7] ich zaraduje do kategé-
rie rezistencie. Pri analyze vysledkov uéinku
gentamicinu (tab. 2) sa zistilo, Ze hodnoty MBIC
boli vyssie ako MIC u 93 % testovanych kmenov.
Tieto hodnoty boli v rozmedzi 1-4 mg/l, co
v interpretacii znamené kmene citlivé na genta-
micin. Namerali sa vSak ovela vys$sSie hodnoty
MBEC (32-128 mg/l) — tu uz ide o koncentracie

Kmen |P1akta-| cxp | ppp2a Biofilm
maza
vh violef] MIT
1 + R + ++ ++
2 + R + +++ ++
3 + R + +++ +++
4 + R + +++ ++
5 - C - + ++
6 + C - +++ ++
7 + C - ++ ++
8 + C - ++ +++
9 + C - ++ +++
10 - C - + i
11 - C - +++ +++
12 + C - +++ +++
13 + C - +++ +++
14 + C - +++ ++
15 + C - +++ +++

nepouzitelné v terapii, s interpretaciou ,rezi-
stentny kmen“. MIC rifampicinu v stubore testo-
vanych kmenov sa pohybovali v intervale
0,008-0,125 mg/l, MBC a MBIC v rozmedzi
0,016-0,125 mg/l so zaradenim kmenov podla
CLSI do kategorie ,citlivy“. Na eradikaciu bak-
térii v biofilme in vitro (MBEC) bola potrebna
u 2 kmenov koncentracia 1,0 mg/l (citlivy
kmeni), u 11 kmenov 2,0 mg/l (intermediarne cit-
livy kmen) a u 2 kmenov 4 mg/l, pricom podla
CLSI [7] tato koncentracia zaraduje kmene do
kategérie ,rezistentny“. Statistickd analyza
vysledkov ukazala, Ze rozdiely nameranych
hodnét MIC a MBIC boli vysoko signifikantné
v pripade gentamicinu (p < 0,0001) a rifampici-
nu (p = 0,0022) a rozdiely medzi nameranymi
hodnotami MBC a MBEC boli vysoko signifi-
kantné u vSetkych troch testovanych antibiotik
(p < 0,0001).
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Tab. 2. Vplyv vankomycinu, gentamicinu a rifampicinu na inhibiciu rastu baktérii v biofilme a na eradikaciu biofilmu

hodnoty MIC, MBC, MBIC a MBEC sa udavaja v mg/l

* intermediarne citlivy, ** rezistentny, bez oznacenia: citlivy; vankomycin C

<2mg/l, I =4-8mgl, R > 16 mg/l; gentamicin

C<4mgl,I=8mgl R > 16 mg/l; rifampicin C < 1mgl,I=2mgl, R >4 mg/l

Table 2. The inhibition and eradication potential of vancomycin, gentamicin and rifampin against biofilm S. aureus forms

MIC, MBC, MBIC and MBEC are in mg/l

* intermediately susceptible, ** resistant, no superscript: susceptible; vancomycin C < 2mg/l,I = 4-8 mg/l, R > 16 mg/l; genta-
micin C < 4mg/l,I =8 mg/l, R > 16 mg/l; rifampin C < 1mgl, I =2mg/l,R >4 mg/l

Cislo kmena Vankomycin Gentamicin Rifampicin
MIC | MBC | MBIC |MBEC | MIC | MBC | MBIC [ MBEC| MIC | MBC | MBIC | MBEC
1 2 4% 2 16%* 1 1 2 64*% | 0,125 | 0,25 0,25 4+
2 2 4% 2 128%* 1 2 1 64** | 0,008 | 0,125 | 0,016 1
3 2 8* 2 5127%%* 0,5 2 4 64*% | 0,016 | 0,32 | 0,125 2%
4 2 4% 2 256%* 0,5 1 2 64** | 0,063 | 0,125 | 0,125 2%
5 2 4% 2 512%* 2 2 4 32%% 1 0,008 | 0,125 | 0,016 2%
6 1 2 2 128** | 0,25 1 2 32*%% | 0,008 | 0,063 | 0,016 4+
7 1 2 2 128%* 2 2 4 64** | 0,008 | 0,125 | 0,016 2%
8 2 4% 2 128%** 2 2 4 32*%% | 0,008 | 0,125 | 0,016 2%
9 1 2 2 256%% | 0,25 0,25 2 32%% | 0,008 | 0,125 | 0,016 2%
10 2 8% 2 512%% 1 1 2 32%% 0,064 | 0,125 | 0,125 2%
11 2 4% 2 256%* 1 2 1 32*%% | 0,008 | 0,125 | 0,016 2%
12 2 4% 2 128%* 1 2 4 32%% | 0,032 | 0,125 | 0,032 1
13 2 4% 2 256%* 1 2 2 64*% | 0,063 | 0,125 | 0,125 2%
14 2 8* 2 128%* 0,5 1 2 128** | 0,008 | 0,016 | 0,125 2%
15 2 8% 2 128%* 1 2 2 (Z 0,063 | 0,125 | 0,125 2%

Diskusia

V nasej praci sme zistili tvorbu biofilmu u vSet-
kych vySetrovanych kmenov S. aureus. Pri pouZzi-
ti metddy s krystalovou violetou sme slabu tvorbu
biofilmu dokazali iba u 2 meticilin citlivych kme-
nov. Ostatné kmene tvorili biofilm stredne alebo
vysoko intenzivne. Pri urcovani metabolickej
aktivity zivych baktérii vo vzniknutom biofilme
metédou s pouzitim MTT sa ukazalo, Ze baktérie
redukovali MTT bud vysoko intenzivne (8 kme-
nov), alebo stredne intenzivne (7 kmenov). Odlis-
nosti v intenzite farebnej reakcie pri hodnoteni
biofilmu dvomi metédami mohli byt spdésobené
skutoénostou, ze s pouzitim MTT sa detekuje
metabolizmus Zivych bakterialnych buniek a tes-
tom s krystalickou violetou pritomnost baktérii
v biofilme bez rozdielu ich viability.

V sucasnosti je opisanych viacero metéd na tes-
tovanie u¢inku antibiotik na baktérie rastice
v biofilme, ktoré deteguju pritomnost zivych bak-
térii v biofilme r6znymi spésobmi (napr. kultiva-

ciou po dezintegracii biofilmu pésobenim ultra-
zvuku [16], po mechanickom uvolneni baktérii
z biofilmu vortexom [21], po zotreti biofilmu z tes-
tovacej jamky vatovym tampénom [19], hodnote-
nim Zivotaschopnosti baktérii po odstraneni anti-
biotika z kultivaécného média zliatim, premytim
a doplnenim ¢istého média a dalSou kultivaciou
[15], alebo pomocou MTT a inych farbiv, reduko-
vanych metabolizujicimi baktériami [12, 22].

V nasej $tudii sme sa opierali o metédy opisané
v pracach autorov Hola et al. [15] a Stepanovi¢ et
al. [28]. Inhibi¢ny dc¢inok testovanych antibiotik
na baktérie v biofilme sme detegovali vizualne
zistovanim nepritomnosti zakalu v testovacych
jamkach mikrotitraénej dosticky a zivotaschop-
nost baktérii v biofilme naslednym odstranenim
média s antibiotikom, premytim biofilmu, prida-
nim média, dalSou kultivaciou a vizualnym ziste-
nim zakalu.

Zo sledovanych antibiotik sa najmenej vhod-
nym na eradikaciu biofilmu ukézal byt vankomy-
cin, pretoze kym interpretacia jeho hodnoét MBC
zaradovala kmene k citlivym, alebo intermediar-
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ne citlivym, zistené hodnoty miniméalnych bio-
film-eradikujacich koncentracii spadali uz do
kategorie rezistencie (16—-512 mg/l).

Hodnoty MIC vankomycinu v planktonicke;j
forme a jeho hodnoty MBIC v biofilme boli obdob-
né, teda v profylaktickom podavani by bolo moz-
né vankomycin pouzivat aj u biofilm-pozitivnych
kmenov.

Gentamicin podla nasich vysledkov in vitro
a¢inkuje inhibi¢ne na rast baktérii v biofilme,
pretoze zistené hodnoty MBIC podTla kritérii hod-
notenia CLSI pre citlivosti baktérii v planktonic-
kej forme rastu patria medzi hodnoty pre citlivé
kmene. Hodnoty MBEC, ktoré eradikuju baktérie
rastuce v biofilme v§ak uz poukazuju na rezisten-
ciu testovanych kmenov (32-128 mg/1). MBIC
a MBEC rifampicinu boli vyssie ako im zodpove-
dajuce MIC a MBC. Hodnoty MIC aj MBIC sa
pohybovali v kategoérii citlivy. Hodnoty MBC sa
tiez interpretovali v kategorii citlivy, ale MBEC
uz v 13 % ako rezistentny a v 74 % ako interme-
diarne citlivy. Napriek tomu by rifampicin mohol
byt tspesny pri eradikacii biofilmu v organizme
pacienta, ako to naznacujua aj viaceré experimen-
talne a klinické studie [1, 32]. Rifampicin ma
velmi dobry téinok na baktérie v biofilme, ako aj
na pomaly rastuice stafylokoky, ktoré su asociova-
né s infekciou z pritomnosti cudzieho telesa.
Vysledny terapeuticky efekt sa zlepsi a oddiali sa
vznik rezistencie, ak sa terapia rifampicinom
kombinuje aj s inym antibiotikom [1, 31].

Napriek mnohym publikovanym pracam o bio-
filmoch doteraz nie je Standardizovana metdéda
podla CLSI na stanovenie citlivosti baktérii v bio-
filmovej faze rastu. V literatare sa vSak objavuju
navrhy $tandardnej metédy od autorov, ktori sa
uz dlhodobo zaoberaji problematikou interpreta-
cie zistenych vysledkov citlivosti baktérii v biofil-
me pre oSetrujuceho lekara a pre pouzitie na indi-
vidualizovanu terapiu [31, 33].

Ziskavanie relevantnych vysledkov testov citli-
vosti baktérii, ktoré vyvolavaju infekcie spojené
s pritomnostou biofilmu, je mimoriadne délezité
pre rozhodovanie sa pre terapiu pacienta. Pred-
poklada to vykultivovanie po6vodcu infekcie
v mikrobiologickom laboratériu. Pri odoberani
materialu sa vSak moze stat, Zze vzorka neobsa-
huje dostatoéné mnozstvo Zivotaschopnych bakté-
rii, ¢o méze byt spésobené nerovnomernym roz-
miestnenim baktérii v biofilme [30].

Dal$im problémom pri lie¢be tychto pacientov
moze byt intracelularna lokalizacia S. aureus
v tkanive okolo cudzieho telesa obaleného biofil-
mom. Tieto baktérie mozu byt prametiom pre jeho
novotvorbu aj v pripade, ak by sa biofilm podari-
lo v organizme pacienta zlikvidovat efektivnym
lie¢ivom, ktoré ale intracelularne neprenika [27].
Aj z tohto hladiska sa v8ak rifampicin vdaka svoj-
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mu dobrému intracelularnemu prieniku moze
povazovat za jedno z najlepSich antibiotik na lie¢-
bu infekcii spojenych s biofilmom [1].

Hrozbou pre pacienta méze byt aj rychle Sirie-
nie sa rezistencie génovym transferom, k ¢omu
Iahsie dochadza medzi baktériami v prostredi bio-
filmu [11].

Vzhladom na dynamicky proces v Zivom biofilme
sa perspektivne budu objavovat aj iné cesty pre-
vencie vzniku a eradikacie biofilmu ako anti-
bioticka lietba, z ktorych niektoré sa intenzivne
$tuduja viacerymi vyskumnymi skupinami[1, 2, 3].

Zaver

V praci sa sledovala tvorba biofilmu a vplyv
vankomycinu, gentamicinu a rifampicinu na
15 biofilm tvoriacich kmenov S. aureus, izolova-
nych z intravenéznych katétrov, centralnych
venéznych katétrov a ranovych drénov od pacien-
tov Fakultnej nemocnice Bratislava-Staré mesto.
Podla nasich vysledkov in vitro s tymto stiborom
kmenov sa ukazalo, ze vSetky kmene tvorili bio-
film, ale s réznou intenzitou. Pri testovani dé¢inku
vybranych antibiotik na biofilm tvoriace baktérie
sa zistilo, Zze hodnoty MIC a MBIC u vankomyci-
nu su u 80 % kmenov identické. Hodnoty MBEC
vankomycinu sd vSak u vSetkych vySetrovanych
kmenov vyssie ako MBC; podla kritérii CLSI pat-
ria tieto hodnoty do kategérie rezistencie a anti-
biotikum nie je pouzitelné v terapii. Pri hodnote-
ni vysledkov citlivosti na gentamicin sa ukazalo,
Ze in vitro inhibuje a eradikuje biofilm v koncent-
raciach, ktoré sa zaraduju podla CLSI do kategé-
rie citlivy. AvSak koncentracie, potrebné na eradi-
kaciu, st interpretované uz ako rezistencia
kmena. Pri testovani rifampicinu sa hodnoty MIC
aj MBIC pohybovali v kategérii citlivy. Hodnoty
MBC sa interpretovali v kategérii citlivy, ale
MBEC uz v 13 % ako rezistentny a 74 % ako
intermediarne citlivy. Napriek tomu klinické $tu-
die poukazujui na to, Ze v liecbe méze byt pouzitie
rifampicinu dspesné.

Na zaver modzZeme konstatovat, Ze aj podla
nasich vysledkov st mikroorganizmy v biofilme
rezistentnejsie vo¢i déinku antibakterialnych lie-
¢iv ako v planktonickej forme a preto aj ochorenia
spojené s pritomnostou cudzieho telesa vyzaduja
osobitné lieéebné postupy.

7 hladiska poskytovania spolahlivych vysled-
kov pre volbu terapie antiinfekénymi lie¢ivami
bude perspektivne potrebné zistovat in vitro tvor-
bu biofilmu, testovat minimalne biofilm inhibuja-
ce a eradikujuce koncentracie lieé¢iv Standardizo-
vanou metodou, interpretovat vysledky vo vztahu
k baktériam rasticim v biofilme a stanovit hra-
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ni¢né koncentracie MBIC a MBEC obdobne ako je
to pri kritériach pre hodnotenie MIC a MBC.
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OSOBNI ZPRAVY

Zemrel prof. MUDr. Jiri Horacek, CSc.

(24. 3. 1941 - 28. 3. 2010)

V Kvétnou nedéli, 28. biezna 2010,
zemiel v kralovéhradecké fakultni
nemocnici, které zasvétil svij odborny
zivot a které byl vérny az do doby
odchodu na zaslouZeny odpocinek,
vyznamny ¢esky mikrobiolog a virolog,
vyborny uditel, kolega a 1ékar, profesor
lékatstvi Univerzity Karlovy Jifi
Horacek. Profesor MUDr. Jiti Horacéek
se narodil na pocatku jara, 24. biezna
1941, v Plzni. Zahy se rodina presté-
hovala do Hradce Kralové, ktery pan
profesor povazoval ,za svij“ a hrdym
,2Hradec¢akem*“ jiz zustal az do smrti.

Jiti Horacek vystudoval gymnéa-
zium J. K. Tyla, kde maturoval v roce
1959. Po maturité nastoupil na stu-
dium vSeobecného lékatstvi hradecké
lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze, kde promoval v roce 1965. Pro sviyj zdravotni
handicap se ihned orientoval na praci v laboratoiich
a zvolil si druhou damu svého srdce — mikrobiologii.
Tou prvni a dozivotni laskou byla jeho Zena — rovnéz
lékarka — Miluska (1942), se kterou spojil svij Zzivot
v roce 1964. V roce 1965 se manzelim Horackovym
narodil syn Ji¥i, v roce 1970 dcera Jana, ktera si zvoli-
la stejnou kariéru, jako rodice.

Profesor Horacek nastoupil po promoci na Katedru
mikrobiologie LF v Hradci Kralové a po roce pirestoupil
na stejny obor, do laboratoti hradecké fakultni nemoc-
nice. Zde rostl pires odborné a védecké hodnosti (1979 —
kandidat véd, 1992 — docent lékaistvi pro obor mikro-
biologie, 1998 — profesor 1ékatstvi pro obor mikrobiolo-
gie) a aprobace az do funkce pfednosty Ustavu mikro-
biologie FN a LF UK v Hradci Kralové (1995-2003),
ktery vznikl slou¢enim katedry mikrobiologie 1ékatské
fakulty a oddélenim klinické mikrobiologie fakultni

nemocnice. Profesor Horacek pievzal
stafetu od profesora Miroslava Hejzla-
ra a dale budoval prestizni moderni
diagnostické a vyukové pracoviste.

I kdyz hlavnim zamétenim profeso-
ra Horacka byla virologie (jeho zasad-
ni prace se tykaly izolace cytomegalo-
(mikrobiologie, parazitologie, virolo-
gie, mykologie, imunologické aspekty
mikrobiologie) s technikami, jez umoz-
novaly nejen piesnou rychlou diagnos-
tiku, ale predevsim odrazely trendy ve
svétové mikrobiologii a klinikim
poskytovaly validni, se zahrani¢im
srovnatelna data. Aktivné se podilel
na zazemi diagnostiky patogent limi-
tujicich chirurgické vykony a stavy
s poruchou imunokompetence (kardio-
chirurgie, transplantaéni medicina organt, bunék
i tkani), publikoval mnoho praci v odborné literatufe,
byl autorem ucebnich texti. Pro svou velkorysost byl
oblibenym uditelem i examinatorem u studentt vSech
typu studia, véetné doktorandskych, pripadné habili-
taénich a profesorskych tizeni. Byl ¢lenem redakénich
rad nékolika odbornych ¢asopist, organizatorem
odbornych setkani ¢eskych a slovenskych mikrobiolo-
gl, ¢lenem ceskych i zahraniénich odbornych spolec-
nosti.

Pan profesor MUDr. Jifi Horacek, CSc., zemiel éty-
fi dny po svych 69. narozeninach, obklopen svymi nej-
blizsimi, které vzdy oddané miloval.

S panem profesorem se rodina a nejblizsi piratelé
rozloudili 1. dubna 2010.

Cest jeho pamatce!

MUDr. Zbynék Veselsky, Ph.D.
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