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Staphylococcus saprophyticus - jeho rezistence
k vybranym antibiotikum a tvorba biofilmu u kmenu
izolovanych z moce

Cernohorska L., Votava M.
Mikrobiologicky ustav LF MU a FN u sv. Anny v Brné

Souhrn

V obdobi 2005-2009 bylo vysSetieno celkem 87 kmenu S. saprophyticus pochazejicich z moci
pacientu s diagnézou zanét moéového méchyre - cystitis. U vSech téchto kmenu byla sledovana
rezistence k vankomycinu, nitrofurantoinu, doxycyklinu, oxacilinu, amoxicilin/klavulanatu,
cefoxitinu a sulfamethoxazol/trimethoprimu. Tvorba biofilmu byla detekovana pomoci
modifikované Christensenovy metody.

Nebyl nalezen zadny kmen rezistentni k vankomycinu, k nitrofurantoinu byly rezistentni 2 kmeny
(2,3 %), k doxycyklinu 9 kmenu (10,3 %), k oxacilinu 20 kmenu (23,0 %), k amoxicilinu s klavu-
lanatem a k cefoxitinu shodné 6 kmenu (6,9 %), ke sulfamethoxazol/trimethoprimu 1 kmen (1,1 %).
Z 20 375 kultivacné pozitivnich moéi testovanych v letech 2005-2009 v nasi laboratori byl
S. saprophyticus prokazan jako puvodce 0,4 % zanéti moéového méchyre. Vétsina kmenu (67)
pochazela od zen (77,0 %), zejména mladsiho véku. Biofilm tvorilo 16 z 87 kmenu (18,4 %).
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Summary
Cernohorska L., Votava M.: Antibiotic Resistance and Biofilm Formation in Staphylococcus
saprophyticus Strains Isolated from Urine

Eighty-seven Staphylococcus saprophyticus strains isolated from urine of 87 patients with cystitis
were examined in 2005-2009. All strains were tested for resistance to vancomycin, nitrofurantoin,
doxycycline, oxacillin, amoxicillin/clavulanate, cefoxitin and sulfamethoxazole/trimethoprim and
for biofilm formation by a modified Christensen method.

None of the tested strains of S. saprophyticus showed resistance to vancomycin, while 2 strains
(2.3 %) were resistant to nitrofurantoin, 9 (10.3%) to doxycycline, 20 (23.0 %) to oxacillin, 6 (6.9%)
to amoxicillin/clavulanate, 6 (6.9%) to cefoxitin and 1 (1.1%) to sulfamethoxazole/trimethoprim.

S. saprophyticus was detected as the causative agent of cystitis in 0.4 % of 20,375 culture positive
urine samples analyzed in our laboratory between 2005 and 2009. Most 67 (77.0%) S. saprophyticus
strains were recovered from women, particularly from young women. Biofilm formation was
detected in 16 (18.4 %) out of 87 S. saprophyticus strains.

Key words: S. saprophyticus - urinary tract infection — biofilm - antibiotics.

Jako puvodci mocovych infekei se uplatnuji
rozmanité bakterie. Casto byvaji z moé¢i pacien-
tt s mocovou infekci izolovany bakterie Escheri-
chia coli (az 80 %), dale Proteus mirabilis, Ente-
rococcus faecalis a Streptococcus agalactiae
[16], méné céasto (1-10 %) [1] Staphylococcus
saprophyticus subsp. saprophyticus (dale jen
S. saprophyticus), pripadné dalsi stafylokoky.
Role koagulazanegativnich stafylokoku jako
pavodct mocéovych infekei je sporna, zato kme-
ny S. saprophyticus byvaji povazovany za pri-
marni patogeny, jsou tedy schopné vyvolavat
mocovou infekeci i u jedincd s normalnim moco-
vym traktem [1].

S. saprohyticus subs. saprophyticus je katalaza-
pozitivni, plazmakoagulazanegativni, grampozi-
tivni kok, rezistentni k novobiocinu. Byl objeven
v roce 1951 [20], nach&zi se na kuzi lidi 1 primatu
a vyznacuje se afinitou k bunikam epitelu urogeni-
talniho traktu [18]. Nejcastéji byva izolovan
z mo¢i mladych, sexualné aktivnich Zen, ale byva
nalézan taktéZz u muza. Zpusobuje nespecifické
zanéty mocové trubice u mladych Zen, cystitidy,
pyelonefritidy, urosepse, u muzt také zanét pro-
staty [9, 12, 15, 17, 18]. V uplatnéni na sliznicich
mu pomaha ureaza, ktera poskozuje tkan mocové-
ho méchyie a povrchové asociovany fibrilarni pro-
tein, ktery ma roli mezibunééného adhezinu [8].
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V literature je popsana rezistence S. saprophy-
ticus k raznym antibiotiktim, ¢asto souvisi
s puvodem vySetfovaného materialu [10, 11]. Nej-
¢astéji je popisovana rezistence k oxacilinu. Tato
rezistence muze souviset jednak s hyperprodukeci
beta-laktaméaz (v tomto pt¥ipadé jsou kmeny citli-
vé k inhibitorim beta-laktamaz, jako je napt. kla-
vulanat aj.) jednak s pritomnosti genu mecA [10,
11]. Ten byl pravdépodobné ziskan prenosem od
methicilin-rezistenich kmenu Staphylococcus
aureus (MRSA) ¢ methicilin-rezistentnich kme-
nu Staphylococcus epidermidis (MRSE). Ptitom-
nost mecA genu pomérné dobte koreluje s rezi-
stenci bakterii k cefoxitinu, proto je doporuceno
pouzivat k detekci methicilin-rezistentnich kme-
nu S. saprophyticus disk s cefoxitinem [10].

S. saprophyticus je stejné jako jiné stafyloko-
ky schopen tvorit biofilm. Biofilm je obvykle tvo-
fen bakteriemi usazenymi na pevném povrchu,
které produkuji polysacharidovou hmotu zvanou
matrix, v niz drzi bunky pohromadé [22, 24].
V biofilmu jsou bakterie chranény pred dé¢inkem
antibiotik [4, 13, 22, 24] a jsou tak obtizné era-
dikovatelné [22].

Cilem prace bylo zjistit rezistenci mocovych
kmenua S. saprophyticus z nasi spadové oblasti
k ruznym antibiotikiim, schopnost ziskanych
kmenu tvorit biofilm, zavislost jejich vyskytu na
pohlavi.

Material a metody

'V obdobi 1/2005 do 12/2009 bylo v nasi laboratoii otestova-
no celkem 86 kmenu S. saprophyticus. Tyto kmeny pochéazely
z moéi pacientt s diagn6zou zanét mocového méchyie-cystitis
a nachazely se v moéi v signifikantnim mnozstvi, tj. vice nez
10° CFU/ml. Mo¢ byla ziskana spontannim vymocenim
a pochazela ze stfedniho proudu pacientt, kteti prosli urolo-
gickou ambulanci Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné
a podle urologického vySetieni splnili klinicka kritéria pro
danou diagnézu. Celkem bylo v nasi laboratoti v daném ¢aso-
vém obdobi otestovano 20 375 kultivaéné pozitivnich moéi
pochazejicich od ambulantnich pacienta Fakultni nemocnice
u sv. Anny v Brné s diagnézou zanét mocéového méchyie a se
signifikantni bakteriurii (tj. vice nez 10° CFU/ml), 87 kmenu
S. saprophyticus tedy tvotilo 0,4 % z téchto kultivaéné pozi-
tivnich modéi.

Byla sledovana jejich rezistence k vankomycinu, nitrofu-
rantoinu, doxycyklinu, oxacilinu, amoxicilinu s klavulanatem,
cefoxitinu a sulfamethoxazol/trimethoprimu. Kazdy kmen byl
vySetien jen jednou. Kmeny byly péstovany na béznych kulti-
vaénich pudach, S. saprophyticus byl uréen pomoci Staphy-
testu 24 (Lachema, Ceska republika) a rezistence k novobioci-
nu (Oxoid).

Urceni citlivosti kment k antibiotikim bylo provedeno
pomoci diskového difuzniho testu. Bylo pfipraveno inokulum
vySetiovaného kmene o koncentraci 0,5 podle McFarlanda.
Pomoci sterilniho vatového tampénu bylo inokulum naockova-
no na cely povrch Mueller-Hintonové agaru (MH). Na takto
pFipraveny agar byly kladeny antibiotické disky firmy Oxoid.
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Plotny byly umistény do termostatu a inkubovany p#i 37 °C
pres noc [23].

Po inkubaci byl posuvnym méiitkem zméien pramér inhi-
bi¢nich zén. Pramér zény inhibice byl porovnan s referenéni-
mi (hraniénimi) hodnotami pro citlivé kmeny. Vytvoril-li
vySetfovany kmen inhibiéni zénu o stejném nebo vétsim pra-
meéru, nez je hrani¢ni hodnota, byl interpretovan jako citlivy
k danému antibiotiku. Vytvoril-li vySetiovany kmen zénu
0 mensim prumeéru, byl interpretovan jako rezistentni k dané-
mu antibiotiku [23].

Tvorba biofilmu byla u vSech 87 kment zjistovana modi-
fikovanou Christensenovou metodou v malych 3ml polysty-
renovych zkumavkach (Dispolab, Ceska republika) tak jako
v Cernohorska a Votava (2004). Byla pouzita 24hodinova
kultivace vzorka v 1,5 ml tryptézoséjového bujénu pii 37 °C.
Po trojim promyti vodou byly pomoci 0,71% krystalové vio-
leti prokazovany bunky adherované ke sténé zkumavky.
Jako biofilmpozitivni byly oznaéeny ty kmeny, které po
obarveni tvorily na sténach zkumavky souvislou obarvenou
vrstvu [2, 3].

Dale byla zjistovana zavislost nalezti na pohlavi a véku
pacienti.

Vysledky

Celkem bylo vysSetieno celkem 87 kmenu
S. saprophyticus. Nebyl nalezen Zadny kmen rezi-
stentni k vankomycinu, k nitrofurantoinu byly
rezistentni 2 kmeny (2,3 %), k doxycyklinu 9 kme-
nu (10,3 %), k oxacilinu 20 kmenu (23,0 %),
k amoxicilinu s klavulanatem a k cefoxitinu shod-
né 6 kmenu (6,9 %), k sulfamethoxazol/trime-
thoprimu 1 kmen (1,1 %) (graf 1).

7Z 87 kmenu S. saprophyticus pochazelo 20
kmend od muzt a 67 od Zen, nejcastéji se
S. saprophyticus vyskytoval ve vékové skupiné
21-25 let a 16-20 let (graf 2).

Biofilm tvorilo celkem 16 z 87 kmenu S. sapro-
phyticus (18,4 %).

Diskuse

S. saprophyticus izolovany od pacientd s dia-
gnoézou zanétu mocového méchyre tvoril 0,4 %
nami sledovanych kultivaéné pozitivnich modi,
naproti tomu v literature [1, 19] je uvadén jako
pavodce 5-20 % mocovych infekci. Bohuzel se
v poslednich letech neobjevila podrobna studie
mapujici stav v Ceské republice. V zahraniéi se
souCasné studie tykajici se S. saprophyticus
zaméiuji spiSe na specifické kategorie, jako jsou
mladé Zeny [17], ¢i pouze na muze [12], tato data
tedy nelze dost dobie porovnat.

Rezistence S. saprophyticus k vybranym anti-
biotikiim zustava i nadale pomérné nizka, nejvy-
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Graf 1. Rezistence 87 kment S. saprophyticus k riznym anti-
biotikum

Vysvétlivky: van — vankomycin, fur - nitrofurantoin, dox —
doxycyklin, oxa — oxacilin, amec — amoxicilin/klavulanat, fox —
cefoxitin, sxt — sulfamethoxazol/trimethoprim, R — rezistence,
C — citlivost

Fig. 1. Resistance of 87 S. saprophyticus strains to antibiotics
Note: van — vancomyecin, fur — nitrofurantoin, dox — doxycycli-
ne, oxa — oxacillin, amc — amoxicillin/ clavulanate, fox — cefo-
xitin, sxt — sulfamethoxazole/trimethoprim, R — resistance, C
- susceptibility
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Graf 2. Vyskyt S. saprophyticus u raznych vékovych skupin

Fig. 2. Incidence of S. saprophyticus by age group

pritomnosti mecA genu [11]. Z téchto 20 kment
bylo 6 kmenu zaroven rezistentnich k cefoxitinu
i k amoxicilinu s klavulanatem, da se tedy usuzo-
vat, Ze se jednalo o 6 methicilin-rezistentnich
kmentu a 14 kmenu s hyperprodukeci beta-lakta-
mazy.

K terapii stafylokokovych infekci lze podle
naseho sledovani i nadale pouzit vétsinu doporu-
¢ovanych antibiotik jako jsou sulfametho-
xazol/trimethoprim, cefalosporiny I. generace,
tetracyklin; v piipadé citlivosti daného kmene je
mozZna i terapie oxacilinem ¢i amoxicilinem s kla-
vulanatem, v indikovanych p¥ipadech pak vanko-
mycinem [14, 19].

e

S. saprophyticus tvoril biofilm v 18,4 %. Ve
srovnani s jinou studii [5], zaméfenou na koagu-
lazanegativni stafylokoky u hospitalizovanych
pacientt (30 % pozitivnich izolata), byla tvorba
biofilmu nizsi. ProtoZe v obou studiich byla pouzi-
ta stejna detekéni metoda, lze predpokladat, Ze
kmeny pochazejici od ambulantnich pacienta tvo-
Ti biofilm méné éasto nez kmeny od hospitalizo-
vanych pacientt, coz jiz bylo zjisténo u pseudo-
monad [6].

Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze S. saprophy-
ticus je mnohonasobné ¢astéji pritomen u mla-
dych Zen ve véku 16-25 let, coz zminuji rozmani-
té literarni udaje [9, 15, 17]. P¥i¢ina tohoto jevu
neni doposud spolehlivé vysvétlena [9] — souvisi
snad s uzivanim spermicidnich prostredka [7],
s kolonizaci stireva ¢i pochvy a promiskuitou [21].

Zavér

S. saprophyticus je sice méné ¢astym puvodcem
mocovych infekci, neni ani vyraznym producen-
tem biofilmu, a dokonce ani rezistence k antibio-
tikim u néj neni vyrazna, jako je tomu napiiklad
u pseudomonad, zato je patogenem primarnim,
ktery postihuje zejména mladsi osoby, a nemél by
proto byt podcenovan.
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