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CitlivosÈ kmeÀov Staphylococcus aureus rastúcich
v biofilme na vankomycín, gentamicín a rifampicín

Kotulová D., Slobodníková L.

Mikrobiologick˘ ústav LFUK a FNsP, Bratislava, Slovenská republika

Súhrn

Cieº práce. DetekovaÈ tvorbu biofilmu u kmeÀov Staphylococcus aureus a urãiÈ koncentrácie
vankomycínu, gentamicínu a rifampicínu, ktoré zabránia mnoÏeniu S. aureus v biofilme
(minimálne biofilm inhibujúce koncentrácie - MBIC), alebo vedú k jeho eradikácii (minimálne
biofilm-eradikujúce koncentrácie – MBEC). PorovnaÈ tieto údaje s hodnotami minimálnej
inhibiãnej koncentrácie (MIC) a minimálnej baktericídnej koncentrácie (MBC) u identick˘ch
kmeÀov baktérií, rastúcich v planktonickej forme, v ktorej sa beÏne testuje v laboratóriu citlivosÈ
na antiinfekãné lieãivá pre potreby individualizovanej terapie.
Pacienti a metódy: Do testovaného súboru baktérií sa zaradilo 15 kmeÀov S. aureus,
izolovan˘ch z centrálnych venóznych katétrov, intratracheálnych kan˘l a ranov˘ch drénov od
pacientov FNsP Bratislava-Staré Mesto. Charakterizovali sa ich vybrané faktory virulencie.
SchopnosÈ tvoriÈ biofilm sa urãila modifikovanou mikrometódou s kry‰talickou violeÈou (KV).
PrítomnosÈ Ïiv˘ch buniek v biofilme sa urãovala s pouÏitím 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl
tetrazólium bromidu (MTT). MIC a MBC vankomycínu, gentamicínu a rifampicínu sa testovala
v planktonickej forme rastu kmeÀov S. aureus bujónovou mikrodiluãnou metódou. Úãinok
t˘chto antibiotík na inhibíciu a eradikáciu Ïiv˘ch baktérií v biofilme sa testoval
modifikovanou mikrodiluãnou metódou. V˘sledky sa ‰tatisticky hodnotili Studentov˘m
t-testom.
V˘sledky: Podºa na‰ich v˘sledkov v‰etky kmene tvorili biofilm a iba dva z nich ho tvorili slabo.
Pri hodnotení metabolickej aktivity baktérií v biofilme (MTT) sa zistila u nich stredná alebo
vysoká aktivita. Pri sledovaní úãinku vankomycínu in vitro sa zistilo, Ïe hodnoty MIC a MBIC u
vankomycínu sú u 80 % kmeÀov identické. Hodnoty MBEC vankomycínu sú v‰ak vy‰‰ie ako MBC
u v‰etk˘ch vy‰etrovan˘ch kmeÀov, ich hodnota patrí podºa kritérií Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) do kategórie rezistencie a toto antibiotikum uÏ nie je pouÏiteºné v
terapii. Pri hodnotení v˘sledkov gentamicínu sa ukázalo, Ïe in vitro inhibuje biofilm v
koncentráciách, ktoré sa zaraìujú podºa CLSI do kategórie citliv˘, av‰ak hodnoty, potrebné na
eradikáciu, sú interpretované ako rezistencia kmeÀa. Pri testovaní rifampicínu sa hodnoty MIC aj
MBIC pohybovali v kategórii citliv˘. Hodnoty MBC sa interpretovali v kategórii citliv˘, ale
MBEC uÏ v 13 % ako rezistentn˘ a 13 % ako intermediárne citliv˘. Rozdiely v nameran˘ch
hodnotách MIC a MBIC gentamicínu a rifampicínu a MBC a MBEC v‰etk˘ch testovan˘ch
antibiotík boli ‰tatisticky signifikantné.
Záver: Nami sledované kmene S. aureus sú v biofilme eradikované iba vy‰‰ími koncentráciami
vankomycínu, gentamicínu a rifampicínu, priãom hodnoty MBEC pouÏiteºné v terapii dosahoval
iba rifampicín. 
Z hºadiska poskytovania spoºahliv˘ch v˘sledkov pre voºbu terapie antiinfekãn˘mi lieãivami bude
perspektívne potrebné zisÈovaÈ in vitro tvorbu biofilmu, testovaÈ MBIC a MBEC lieãiv
‰tandardizovanou metódou, interpretovaÈ v˘sledky vo vzÈahu k baktériám rastúcim v biofilme a
stanoviÈ hraniãné koncentrácie MBIC a MBEC obdobne ako je to pri kritériách pre hodnotenie
MIC a MBC.
Kºúãové slová: S. aureus – biofilm – citlivosÈ na antimikrobiálne lieãivá – vankomycín – gentamicín
– rifampicín.

Summary

Kotulová D., Slobodníková 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,
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Baktérie môÏu rásÈ vo forme biofilmu na Ïiv˘ch
i neÏiv˘ch povrchoch v prírode, v rôznych prístro-
joch a vedeniach v priemysle i domácnostiach,
ako aj v zdravotníckych zariadeniach [13]. MôÏu
byÈ pôvodcami chorôb u pacientov a spôsobiÈ aj
nozokomiálne infekcie. V ºudskom organizme tvo-
rí fyziologickú flóru koÏe a slizníc tieÏ biofilm,
ktor˘ je polymikrobiálny a má ochrann˘ v˘znam
v danej lokalite. Biofilmy, tvorené prevaÏne iba
jedn˘m druhom baktérií, prípadne kvasiniek,
vznikajú na vlastnom, po‰kodenom, primárne
sterilnom tkanive, napr. na srdcovej chlopni, ale-
bo na tkanive prostaty. Patogeneticky ãastej‰ie sa
v‰ak uplatÀujú na povrchu cudzích telies – rôz-
nych implantátov, drénov, katétrov a spôsobujú
infekcie z prítomnosti cudzieho telesa [14, 17].
Mikroorganizmy na nich rastú v trojdimenziál-
nom matrixe, priãom produkcia hlienu nemusí
byÈ v korelácii s ich mnoÏením. Z povrchu biofil-
mu sa môÏu mikroorganizmy uvoºÀovaÈ a môÏu
metastázovaÈ do in˘ch lokalít. Mikroorganizmy
v biofilme sú rezistentnej‰ie voãi úãinku antiin-
fekãn˘ch lieãiv a ochorenia s nimi súvisiace pred-
stavujú závaÏn˘ medicínsky problém z pohºadu
terapie i prevencie [9, 29]. MôÏe ísÈ o rezistentné
baktérie, ktoré ak navy‰e rastú v biofilme, jeho
‰truktúry môÏu ìalej zniÏovaÈ úãinok antiinfekã-
n˘ch lieãiv. Okrem toho sa baktérie perzistujúce
v biofilme na povrchu plastov˘ch aj kovov˘ch
materiálov môÏu dostaÈ do metabolického útlmu,
v ktorom nie sú citlivé na lieãivá pôsobiace na ras-
túce baktérie [9, 28].

S. aureus patrí medzi ãast˘ch pôvodcov infek-
cií z prítomnosti cudzieho telesa. Na intravenóz-
ne a centrálne venózne katétre môÏe prerásÈ
z fyziologickej flóry pacienta, alebo sa do t˘chto
lokalít dostane z rúk o‰etrujúceho personálu. Na
implantáty sa tieto baktérie môÏu dostaÈ perope-
raãne, ale aj ako následok infekcií krvného prúdu.
MôÏu spôsobiÈ periimplantitídy a metastázovaÈ
do organizmu [9]. 

Tvorba stafylokokového biofilmu zaãína
adhéziou na pevn˘ povrch a následne dochádza
k ich rastu a rozmnoÏovaniu vo viacer˘ch vrst-
vách. Proces závisí od vlastností baktérie, ako
aj od povrchu plastového materiálu. Úvodn˘
krok pri tvorbe biofilmu baktériami druhu
S. aureus sa uskutoãÀuje prostredníctvom elek-
trostatick˘ch interakcií medzi teichoovou kyse-
linou a povrchom biomateriálov, alebo pomocou
mikrobiálnych povrchov˘ch komponentov roz-
poznávajúcich adhezívne matrixové molekuly
(microbial surface components recognising
adhesive matrix molecules; MSCRAMM).
V druhom prípade adheruje S. aureus na
povrch biomateriálov, ktoré sú povleãené bio-
molekulami hostiteºa, ak˘mi sú napríklad fib-
ronektín, ktor˘ rozoznáva stafylokokov˘ prote-
ín viaÏuci fibronektín, alebo fibrín, ktor˘
rozoznáva stafylokokov˘ zhlukovací faktor.
Druh S. aureus má schopnosÈ adherovaÈ aj na
ìal‰ie biomolekuly, prítomné v organizme paci-
enta, medzi ktoré patrí kolagén, laminín
a vitronektín [8, 23]. 

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-yl)-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.
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Po adhézii baktérií nasleduje tvorba extrace-
lulárneho biofilmového matrixu, pri ktorej sa
uplatÀujú intercelulárne adhezíny. Úlohu poly-
sacharidového intercelulárneho adhezínu (PIA)
hrá pri druhu S. aureus poly-N-acetylglukóza-
mín (PNAG), syntetizovan˘ pomocou enz˘mov,
kódovan˘ch ica operónom (ica = „intercellular
adhesine” operón) [8, 10, 24]. Viaceré ‰túdie
naznaãujú, Ïe v‰etky kmene S. aureus vlastnia
tento operón. Okrem toho sa dokázalo, Ïe okrem
PNAG môÏe S. aureus vlastniÈ aj ìal‰ie mecha-
nizmy produkcie biofilmu, ktoré sú nezávislé od
ica operónu [23, 29]. Adhéziu a dynamiku tvorby
biofilmu ovplyvÀuje aj v˘mena informácií medzi
baktériami, tzv. „quorum sensing“ proces, ktor˘
zasahuje do regulácie akcesórneho génového
regulátora agr systému [4]. Prostredníctvom
neho sa u S. aureus moduluje expresia faktorov
virulencie v odpovedi na autoindukujúce peptidy
(AIPs), ktor˘ch koncentrácia v prostredí rastie
so zvy‰ujúcou sa denzitou bakteriálnej populá-
cie. Represia agr systému pri nízkych denzitách
populácie má za následok zv˘‰enú adhezívnosÈ
a tvorbu biofilmu a jeho aktivácia pri kritickom
zv˘‰ení populaãnej denzity baktérií vedie k zv˘-
‰eniu tvorby extracelulárnych invazínov
a degradácii biofilmu, ão má za následok uvoºne-
nie baktérií z biofilmu a moÏn˘ vznik infekãn˘ch
metastáz v organizme [10]. Ak sa v infekãnom
loÏisku pacienta vytvorí zrel˘ biofilm, predsta-
vuje ‰truktúru, do ktorej ÈaÏ‰ie prenikajú anti-
biotiká a je úãinnou bariérou aj proti mechaniz-
mom imunity, a tak antiinfekãná terapia
chronickej infekcie implantátu môÏe zlyhávaÈ
[9]. Okrem uveden˘ch faktorov na expresiu
génov pre tvorbu biofilmu v závislosti od typu
povrchu pôsobia aj ìal‰ie faktory – stimulaãne
napríklad heparín [25, 26] a subinhibiãné kon-
centrácie tetracyklínu, chinupristínu/dalfopris-
tínu a erytromycínu a inhibiãne vysoké koncent-
rácie betalaktámov˘ch lieãiv, chinolónov,
tetracyklínu a aminoglykozidov [20].

Vankomycín, gentamicín a rifampicín patria
medzi antibiotiká najãastej‰ie pouÏívané pri tera-
pii infekcií spojen˘ch s cudzími telesami. Cieºom
na‰ej práce bolo zistiÈ tvorbu biofilmu u testova-
n˘ch baktérií a následne urãiÈ koncentrácie t˘ch-
to antibiotík, ktoré by in vitro zabránili mnoÏeniu
testovan˘ch kmeÀov S. aureus v biofilme, alebo
by mali za následok ich úplnú eradikáciu vo
vytvorenom biofilme. Hodnoty t˘chto koncentrá-
cií sa porovnali s hodnotami MIC a MBC u iden-
tick˘ch kmeÀov baktérii, rastúcich v planktonic-
kej forme, v ktorej sa beÏne testuje v laboratóriu
pre potreby individualizovanej terapie ich mini-
málna inhibiãná koncentrácia (MIC) a pri závaÏ-
nej‰ích infekciách minimálna baktericídna kon-
centrácia (MBC) antimikróbnych lieãiv.

Pacienti a metódy

Do testovaného súboru baktérií sa zaradilo 15 kmeÀov
S. aureus, izolovan˘ch z centrálnych venózn˘ch katétrov,
intratracheálnych kan˘l a ranov˘ch drénov od pacientov
FNsP Bratislava-Staré Mesto. Kultivácia vzoriek, izolácia
a identifikácia kmeÀov baktérií sa uskutoãnila ‰tandardn˘mi
diagnostick˘mi postupmi [18].

Tvorba betalaktamázy sa urãila nitrocefinov˘m diskom
[18]. CitlivosÈ voãi betalaktámov˘m lieãivám sa testovala cefo-
xitínov˘m diskom [5] a konfirmovala  detekciou PBP2a late-
xov˘m aglutinaãn˘m testom (Oxoid).

SchopnosÈ tvoriÈ biofilm sa stanovila mikrometódou kulti-
váciou stafylokokov v mozgovo-srdcovom bujóne (BHI; Oxo-
id) 24 hodín pri 35 °C v 96 jamkovej mikrotitraãnej platniã-
ke s ploch˘m dnom (Sarsted). Do kaÏdej jamky sa
napipetovalo 230 μl BHI a 20 μl bakteriálnej suspenzie,
vykultivovanej na Columbia agare (Oxoid, UK) s 5% kon-
skou krvou, nariedenej v destilovanej vode na 0,5 Mc Far-
landovej stupnice (108 baktérií v ml). Koneãná koncentrácia
baktérií v jamke bola pribliÏne 2.106 v 250 μl BHI. V kon-
trolnej jamke bolo ãisté BHI médium. KaÏd˘ kmeÀ bol testo-
van˘ v troch jamkách. Vytvoren˘ biofilm sa oplachoval
3-krát 300 μl fosfátového tlmivého roztoku pH 7,4 (PBS).
Intenzita tvorby biofilmu sa urãovala modifikovanou metó-
dou s kry‰tálovou violeÈou (Merck) podºa Christensena opí-
sanou v práci Holá et al. [15] a Stepanoviç et al. [28]. Platne
sa v invertovanej polohe zbavili zvy‰kov prem˘vacieho PBS
a fixovali 15 minút pridaním 160 μl metanolu do kaÏdej jam-
ky. Po vyprázdnení sa platniãky nechali su‰iÈ v invertovanej
polohe do ìal‰ieho dÀa. Potom sa do kaÏdej jamky pridalo
160 μl kry‰tálovej violeti. Po 5 minutách sa zvy‰ok farby
odstránil pipetou a po premytí pod teãúcou vodou sa platne
nechali usu‰iÈ. Farbivo viazané na biofilm sa resolubilizova-
lo v 96% etanole, ktor˘ sa pridal v mnoÏstve 160 μl do kaÏ-
dej jamky. Zakryté platne sa nechali stáÈ pri izbovej teplote
4 hodiny. V˘sledná intenzita farebnej reakcie sa merala
spektrofotometricky pomocou prístroja MRX Microplate
Reader (Dynex) pri vlnovej dæÏke 570 nm.

PrítomnosÈ Ïiv˘ch buniek v biofilme sa urãovala kolorime-
tricky v mikrotitraãn˘ch platniãkách s pouÏitím 3-(4,5dime-
tyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazólium bromidu (MTT) modifi-
kovanou metódou podºa Gattringera et al. [12]. Pri kultivácii
kmeÀov S. aureus v mikroplatniãke sa postupovalo obdobne
ako pri metóde detekcie biofilmu kry‰tálovou violeÈou. Po
24-hodinovej kultivácii a po premytí vzniknutého biofilmu sa
k baktériám pridalo 227 μl BHI a 23 μl 0,1 % MTT (w/V). Mik-
roplatniãky sa inkubovali 2 hodiny pri 35 C. Po redukcii MTT
Ïiv˘mi baktériami sa v˘sledná optická denzita (OD) merala
prístrojom MRX Microplate Reader (Dynex) pri vlnovej dæÏke
490 nm.

V̆ sledky sa vyhodnotili porovnaním s negatívnou kontro-
lou (médium bez baktérií). Hraniãná hodnota optickej denzity
(ODc) sa vypoãítala súãtom priemernej hodnoty OD kontrol-
n˘ch vzoriek a trojnásobku smerodajnej odch˘lky [26]. V̆ sled-
ky sa udávajú nasledovne:
• OD < ODc baktérie netvoria biofilm (-)
• ODc <  OD < 2x ODc baktérie tvoria slabo biofilm (+)  
• 2x ODc <  OD < 4x ODc baktérie tvoria stredne intenzívne

biofilm (++) 
• 4x ODc  <  OD baktérie tvoria vysoko intenzívne biofilm (+++)

Minimálna inhibiãná koncetrácia (MIC) a minimálna bak-
tericídna koncentrácia (MBC) vankomycínu, gentamicínu
a rifampicínu (Sigma-Aldrich) sa testovala v planktonickej
forme rastu kmeÀov S. aureus bujónovou mikrodiluãnou
metódou podºa CLSI [6].

Minimálna biofilm-inhibujúca koncentrácia sa testovala
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modifikovanou metódou podºa autorov Holá et al. [15]. Bak-
térie sa kultivovali v mikroplatniãkách v MH bujóne 24
hodín pri teplote 35 °C. Po kultivácii sa platniãky 3-krát
premyli PBS, obdobne ako v prvej ãasti práce, ãím sa odstrá-
nili baktérie neintegrované do biofilmu. K biofilmu v jam-
kách sa pridávali antiinfekãné lieãivá nariedené v MH bujó-
ne (vankomycín v koncentráciách 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8;
16; 32; 64; 128; 256; 512 mg/l, gentamicín v koncentráciách
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 mg/l,
rifampicín v koncentráciách 0,008; 0,016; 0,032; 0,064;
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 ;16; 32 mg/l). Uvedené koncentrá-
cie sa zvolili podºa CLSI [6, 7] a zisten˘ch hodnôt MIC
a MBC testovan˘ch antibiotík.

Po ìal‰ej 24-hodinovej inkubácii pri 35 oC sa vizuálne odãí-
tali hodnoty minimálnej biofilm inhibujúcej koncentrácie
(MBIC) v mg/l (hodnotilo sa vytvorenie zákalu, resp. jeho
neprítomnosÈ v jednotliv˘ch testov˘ch jamkách). Potom sa
médium s antibiotikami odsalo, jamky sa jeden krát premyli
300 μl PBS a pridalo sa 250 μl BHI bujónu bez antibiotík. Po
inkubácii 24 hodín pri 35 °C sa vizuálne odãítal vzniknut˘
zákal a urãila sa hodnota MBEC.

V̆ sledky sa ‰tatisticky analyzovali Studentov˘m t-testom. 

V˘sledky

Z 15 vy‰etrovan˘ch kmeÀov S. aureus boli 4 re-
zistentné na betalaktámové lieãivá v cefoxitíno-
vom teste, aj v konfirmaãnom teste detekcie
PBP2a (MRSA, tab. 1). Z 11 citliv˘ch kmeÀov 3
netvorili betalaktamázu (tab. 1).

Pri hodnotení v˘sledkov tvorby biofilmu
kry‰tálovou violeÈou, ktorá zafarbí v‰etky bak-
térie, sa u 2 kmeÀov zistila jeho slabá tvorba
(+), u ostatn˘ch kmeÀov sa detegovala stredne
(++) aÏ vysoko (+++) intenzívna tvorba biofilmu
(tab. 2). 

Pri hodnotení tvorby biofilmu meraním meta-
bolickej aktivity Ïiv˘ch baktérií v biofilme
(MTT) sa namerala stredná (++) aÏ vysoká
(+++) intenzita, a to nezávisle od citlivosti na
betalaktámové lieãivá. Pri sledovaní úãinku
vankomycínu na biofilm vytvoren˘ testovan˘mi
kmeÀmi S. aureus (tab. 2) sa ukázalo, Ïe iba
v prípade 3 z 15 kmeÀov boli hodnoty MBIC vy‰-
‰ie (2 mg/l) ako MIC (1 mg/l). Tieto hodnoty
zaraìujú analyzované kmene podºa interpretá-
cie CLSI [7] medzi citlivé na vankomycín. Hod-
noty MBC sa pohybovali medzi 2–8 mg/l s inter-
pretáciou citliv˘ alebo intermediárne citliv˘
kmeÀ. Na eradikáciu biofilmu in vitro (MBEC)
v‰ak bolo potrebné pouÏiÈ 16 aÏ 512 mg/l vanko-
mycínu. Takéto koncentrácie sú uÏ terapeuticky
nepouÏiteºné a CLSI [7] ich zaraìuje do kategó-
rie rezistencie. Pri anal˘ze v˘sledkov úãinku
gentamicínu (tab. 2) sa zistilo, Ïe hodnoty MBIC
boli vy‰‰ie ako MIC u 93 % testovan˘ch kmeÀov.
Tieto hodnoty boli v rozmedzí 1–4 mg/l, ão
v interpretácii znamená kmene citlivé na genta-
micín. Namerali sa v‰ak oveºa vy‰‰ie hodnoty
MBEC (32–128 mg/l) – tu uÏ ide o koncentrácie

nepouÏiteºné v terapii, s interpretáciou „rezi-
stentn˘ kmeÀ“. MIC rifampicínu v súbore testo-
van˘ch kmeÀov sa pohybovali v intervale
0,008–0,125 mg/l, MBC a MBIC v rozmedzí
0,016–0,125 mg/l so zaradením kmeÀov podºa
CLSI do kategórie „citliv˘“. Na eradikáciu bak-
térií v biofilme in vitro (MBEC) bola potrebná
u 2 kmeÀov koncentrácia 1,0 mg/l (citliv˘
kmeÀ), u 11 kmeÀov 2,0 mg/l (intermediárne cit-
liv˘ kmeÀ) a u 2 kmeÀov 4 mg/l, priãom podºa
CLSI [7] táto koncentrácia zaraìuje kmene do
kategórie „rezistentn˘“. ·tatistická anal˘za
v˘sledkov ukázala, Ïe rozdiely nameran˘ch
hodnôt MIC a MBIC boli vysoko signifikantné
v prípade gentamicínu (p < 0,0001) a rifampicí-
nu (p = 0,0022) a rozdiely medzi nameran˘mi
hodnotami MBC a MBEC boli vysoko signifi-
kantné u v‰etk˘ch troch testovan˘ch antibiotík
(p < 0,0001).

Tab. 1. Charakteristika kmeÀov S. aureus zahrnut˘ch do ‰túdie
C – citliv˘, R – rezistentn˘, CXT – v˘sledok cefoxitínového skrí-
ningového testu, PBP2a – proteín viaÏuci penicilín 2a, MTT –
3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazólium 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 

KmeÀ ββ-lakta-
máza CXT PBP2a Biofilm

kry‰tálo-
vá violeÈ MTT

1 + R + ++ ++

2 + R + +++ ++

3 + R + +++ +++

4 + R + +++ ++

5 - C - + ++

6 + C - +++ ++

7 + C - ++ ++

8 + C - ++ +++

9 + C - ++ +++

10 - C - + +++

11 - C - +++ +++

12 + C - +++ +++

13 + C - +++ +++

14 + C - +++ ++

15 + C - +++ +++
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Diskusia 

V na‰ej práci sme zistili tvorbu biofilmu u v‰et-
k˘ch vy‰etrovan˘ch kmeÀov S. aureus. Pri pouÏi-
tí metódy s kry‰tálovou violeÈou sme slabú tvorbu
biofilmu dokázali iba u 2 meticilín citliv˘ch kme-
Àov. Ostatné kmene tvorili biofilm stredne alebo
vysoko intenzívne. Pri urãovaní metabolickej
aktivity Ïiv˘ch baktérií vo vzniknutom biofilme
metódou s pouÏitím MTT sa ukázalo, Ïe baktérie
redukovali MTT buì vysoko intenzívne (8 kme-
Àov), alebo stredne intenzívne (7 kmeÀov). Odli‰-
nosti v intenzite farebnej reakcie pri hodnotení
biofilmu dvomi metódami mohli byÈ spôsobené
skutoãnosÈou, Ïe s pouÏitím MTT sa detekuje
metabolizmus Ïiv˘ch bakteriálnych buniek a tes-
tom s kry‰talickou violeÈou prítomnosÈ baktérií
v biofilme bez rozdielu ich viability.

V súãasnosti je opísan˘ch viacero metód na tes-
tovanie úãinku antibiotík na baktérie rastúce
v biofilme, ktoré detegujú prítomnosÈ Ïiv˘ch bak-
térií v biofilme rôznymi spôsobmi (napr. kultivá-

ciou po dezintegrácii biofilmu pôsobením ultra-
zvuku [16], po mechanickom uvoºnení baktérií
z biofilmu vortexom [21], po zotretí biofilmu z tes-
tovacej jamky vatov˘m tampónom [19], hodnote-
ním Ïivotaschopnosti baktérií po odstránení anti-
biotika z kultivaãného média zliatím, premytím
a doplnením ãistého média a ìal‰ou kultiváciou
[15], alebo pomocou MTT a in˘ch farbív, reduko-
van˘ch metabolizujúcimi baktériami [12, 22].

V na‰ej ‰túdii sme sa opierali o metódy opísané
v prácach autorov Holá et al. [15] a Stepanoviç et
al. [28]. Inhibiãn˘ úãinok testovan˘ch antibiotík
na baktérie v biofilme sme detegovali vizuálne
zisÈovaním neprítomnosti zákalu v testovac˘ch
jamkách mikrotitraãnej do‰tiãky a Ïivotaschop-
nosÈ baktérií v biofilme následn˘m odstránením
média s antibiotikom, premytím biofilmu, prida-
ním média, ìal‰ou kultiváciou a vizuálnym ziste-
ním zákalu. 

Zo sledovan˘ch antibiotík sa najmenej vhod-
n˘m na eradikáciu biofilmu ukázal byÈ vankomy-
cín, pretoÏe k˘m interpretácia jeho hodnôt MBC
zaraìovala kmene k citliv˘m, alebo intermediár-

Tab. 2. Vplyv vankomycínu, gentamicínu a rifampicínu na inhibíciu rastu baktérií v biofilme a na eradikáciu biofilmu
hodnoty MIC, MBC, MBIC a MBEC sa udávajú v mg/l
* intermediárne citliv ,̆ ** rezistentn ,̆ bez oznaãenia: citliv ;̆ vankomycín C < 2 mg/l, I = 4–8 mg/l, R > 16 mg/l; gentamicín
C < 4 mg/l, I = 8 mg/l, R > 16 mg/l; rifampicín C <  1 mg/l, I = 2 mg/l, 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 <  2 mg/l, I = 4–8 mg/l, R >  16 mg/l; genta-
micin C <  4 mg/l, I = 8 mg/l, R >  16 mg/l; rifampin C <  1 mg/l, I = 2 mg/l, R > 4 mg/l

âíslo kmeÀa Vankomycín Gentamicín Rifampicín

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* 2 512** 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** 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 64** 0,063 0,125 0,125 2*
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ne citliv˘m, zistené hodnoty minimálnych bio-
film-eradikujúcich koncentrácií spadali uÏ do
kategórie rezistencie (16–512 mg/l).

Hodnoty MIC vankomycínu v planktonickej
forme a jeho hodnoty MBIC v biofilme boli obdob-
né, teda v profylaktickom podávaní by bolo moÏ-
né vankomycín pouÏívaÈ aj u biofilm-pozitívnych
kmeÀov. 

Gentamicín podºa na‰ich v˘sledkov in vitro
úãinkuje inhibiãne na rast baktérií v biofilme,
pretoÏe zistené hodnoty MBIC podºa kritérií hod-
notenia CLSI pre citlivosti baktérií v planktonic-
kej forme rastu patria medzi hodnoty pre citlivé
kmene. Hodnoty MBEC, ktoré eradikujú baktérie
rastúce v biofilme v‰ak uÏ poukazujú na rezisten-
ciu testovan˘ch kmeÀov (32–128 mg/l). MBIC
a MBEC rifampicínu boli vy‰‰ie ako im zodpove-
dajúce MIC a MBC. Hodnoty MIC aj MBIC sa
pohybovali v kategórii citliv˘. Hodnoty MBC sa
tieÏ interpretovali v kategórii citliv˘, ale MBEC
uÏ v 13 % ako rezistentn˘ a v 74 % ako interme-
diárne citliv˘. Napriek tomu by rifampicín mohol
byÈ úspe‰n˘ pri eradikácii biofilmu v organizme
pacienta, ako to naznaãujú aj viaceré experimen-
tálne a klinické ‰túdie [1, 32]. Rifampicín má
veºmi dobr˘ úãinok na baktérie v biofilme, ako aj
na pomaly rastúce stafylokoky, ktoré sú asociova-
né s infekciou z prítomnosti cudzieho telesa.
V̆ sledn˘ terapeutick˘ efekt sa zlep‰í a oddiali sa
vznik rezistencie, ak sa terapia rifampicínom
kombinuje aj s in˘m antibiotikom [1, 31].

Napriek mnoh˘m publikovan˘m prácam o bio-
filmoch doteraz nie je ‰tandardizovaná metóda
podºa CLSI na stanovenie citlivosti baktérií v bio-
filmovej fáze rastu. V literatúre sa v‰ak objavujú
návrhy ‰tandardnej metódy od autorov, ktorí sa
uÏ dlhodobo zaoberajú problematikou interpretá-
cie zisten˘ch v˘sledkov citlivosti baktérií v biofil-
me pre o‰etrujúceho lekára a pre pouÏitie na indi-
vidualizovanú terapiu [31, 33]. 

Získavanie relevantn˘ch v˘sledkov testov citli-
vosti baktérií, ktoré vyvolávajú infekcie spojené
s prítomnosÈou biofilmu, je mimoriadne dôleÏité
pre rozhodovanie sa pre terapiu pacienta. Pred-
pokladá to vykultivovanie pôvodcu infekcie
v mikrobiologickom laboratóriu. Pri odoberaní
materiálu sa v‰ak môÏe staÈ, Ïe vzorka neobsa-
huje dostatoãné mnoÏstvo Ïivotaschopn˘ch bakté-
rií, ão môÏe byÈ spôsobené nerovnomern˘m roz-
miestnením baktérií v biofilme [30].

ëal‰ím problémom pri lieãbe t˘chto pacientov
môÏe byÈ intracelulárna lokalizácia S. aureus
v tkanive okolo cudzieho telesa obaleného biofil-
mom. Tieto baktérie môÏu byÈ prameÀom pre jeho
novotvorbu aj v prípade, ak by sa biofilm podari-
lo v organizme pacienta zlikvidovaÈ efektívnym
lieãivom, ktoré ale intracelulárne nepreniká [27].
Aj z tohto hºadiska sa v‰ak rifampicín vìaka svoj-

mu dobrému intracelulárnemu prieniku môÏe
povaÏovaÈ za jedno z najlep‰ích antibiotík na lieã-
bu infekcií spojen˘ch s biofilmom [1].

Hrozbou pre pacienta môÏe byÈ aj r˘chle ‰írie-
nie sa rezistencie génov˘m transferom, k ãomu
ºah‰ie dochádza medzi baktériami v prostredí bio-
filmu [11].

Vzhºadom na dynamick˘ proces v Ïivom biofilme
sa perspektívne budú objavovaÈ aj iné cesty pre-
vencie vzniku a eradikácie biofilmu ako anti-
biotická lieãba, z ktor˘ch niektoré sa intenzívne
‰tudujú viacer˘mi v˘skumn˘mi skupinami [1, 2, 3].

Záver

V práci sa sledovala tvorba biofilmu a vplyv
vankomycínu, gentamicínu a rifampicínu na
15 biofilm tvoriacich kmeÀov S. aureus, izolova-
n˘ch z intravenóznych katétrov, centrálnych
venóznych katétrov a ranov˘ch drénov od pacien-
tov Fakultnej nemocnice Bratislava-Staré mesto.
Podºa na‰ich v˘sledkov in vitro s t˘mto súborom
kmeÀov sa ukázalo, Ïe v‰etky kmene tvorili bio-
film, ale s rôznou intenzitou. Pri testovaní úãinku
vybran˘ch antibiotík na biofilm tvoriace baktérie
sa zistilo, Ïe hodnoty MIC a MBIC u vankomycí-
nu sú u 80 % kmeÀov identické. Hodnoty MBEC
vankomycínu sú v‰ak u v‰etk˘ch vy‰etrovan˘ch
kmeÀov vy‰‰ie ako MBC; podºa kritérií CLSI pat-
ria tieto hodnoty do kategórie rezistencie a anti-
biotikum nie je pouÏiteºné v terapii. Pri hodnote-
ní v˘sledkov citlivosti na gentamicín sa ukázalo,
Ïe in vitro inhibuje a eradikuje biofilm v koncent-
ráciách, ktoré sa zaraìujú podºa CLSI do kategó-
rie citliv˘. Av‰ak koncentrácie, potrebné na eradi-
káciu, sú interpretované uÏ ako rezistencia
kmeÀa. Pri testovaní rifampicínu sa hodnoty MIC
aj MBIC pohybovali v kategórii citliv˘. Hodnoty
MBC sa interpretovali v kategórii citliv˘, ale
MBEC uÏ v 13 % ako rezistentn˘ a 74 % ako
intermediárne citliv˘. Napriek tomu klinické ‰tú-
die poukazujú na to, Ïe v lieãbe môÏe byÈ pouÏitie
rifampicínu úspe‰né.

Na záver môÏeme kon‰tatovaÈ, Ïe aj podºa
na‰ich v˘sledkov sú mikroorganizmy v biofilme
rezistentnej‰ie voãi úãinku antibakteriálnych lie-
ãiv ako v planktonickej forme a preto aj ochorenia
spojené s prítomnosÈou cudzieho telesa vyÏadujú
osobitné lieãebné postupy. 

Z hºadiska poskytovania spoºahliv˘ch v˘sled-
kov pre voºbu terapie antiinfekãn˘mi lieãivami
bude perspektívne potrebné zisÈovaÈ in vitro tvor-
bu biofilmu, testovaÈ minimálne biofilm inhibujú-
ce a eradikujúce koncentrácie lieãiv ‰tandardizo-
vanou metódou, interpretovaÈ v˘sledky vo vzÈahu
k baktériám rastúcim v biofilme a stanoviÈ hra-
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niãné koncentrácie MBIC a MBEC obdobne ako je
to pri kritériách pre hodnotenie MIC a MBC.
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V Kvûtnou nedûli, 28. bfiezna 2010,
zemfiel v královéhradecké fakultní
nemocnici, které zasvûtil svÛj odborn˘
Ïivot a které byl vûrn˘ aÏ do doby
odchodu na zaslouÏen˘ odpoãinek,
v˘znamn˘ ãesk˘ mikrobiolog a virolog,
v˘born˘ uãitel, kolega a lékafi, profesor
lékafiství Univerzity Karlovy Jifií
Horáãek. Profesor MUDr. Jifií Horáãek
se narodil na poãátku jara, 24. bfiezna
1941, v Plzni. Záhy se rodina pfiestû-
hovala do Hradce Králové, kter˘ pan
profesor povaÏoval „za svÛj“ a hrd˘m
„Hradeãákem“ jiÏ zÛstal aÏ do smrti. 

Jifií Horáãek vystudoval gymná-
zium J. K. Tyla, kde maturoval v roce
1959. Po maturitû nastoupil na stu-
dium v‰eobecného lékafiství hradecké
lékafiské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze, kde promoval v roce 1965. Pro svÛj zdravotní
handicap se ihned orientoval na práci v laboratofiích
a zvolil si druhou dámu svého srdce – mikrobiologii.
Tou první a doÏivotní láskou byla jeho Ïena – rovnûÏ
lékafika – Milu‰ka (1942), se kterou spojil svÛj Ïivot
v roce 1964. V roce 1965 se manÏelÛm Horáãkov˘m
narodil syn Jifií, v roce 1970 dcera Jana, která si zvoli-
la stejnou kariéru, jako rodiãe. 

Profesor Horáãek nastoupil po promoci na Katedru
mikrobiologie LF v Hradci Králové a po roce pfiestoupil
na stejn˘ obor, do laboratofií hradecké fakultní nemoc-
nice. Zde rostl pfies odborné a vûdecké hodnosti (1979 –
kandidát vûd, 1992 – docent lékafiství pro obor mikro-
biologie, 1998 – profesor lékafiství pro obor mikrobiolo-
gie) a aprobace aÏ do funkce pfiednosty Ústavu mikro-
biologie FN a LF UK v Hradci Králové (1995–2003),
kter˘ vznikl slouãením katedry mikrobiologie lékafiské
fakulty a oddûlením klinické mikrobiologie fakultní

nemocnice. Profesor Horáãek pfievzal
‰tafetu od profesora Miroslava Hejzla-
ra a dále budoval prestiÏní moderní
diagnostické a v˘ukové pracovi‰tû. 

I kdyÏ hlavním zamûfiením profeso-
ra Horáãka byla virologie (jeho zásad-
ní práce se t˘kaly izolace cytomegalo-
viru), snaÏil se obor rozvíjet v celé ‰ífii
(mikrobiologie, parazitologie, virolo-
gie, mykologie, imunologické aspekty
mikrobiologie) s technikami, jeÏ umoÏ-
Àovaly nejen pfiesnou rychlou diagnos-
tiku, ale pfiedev‰ím odráÏely trendy ve
svûtové mikrobiologii a klinikÛm
poskytovaly validní, se zahraniãím
srovnatelná data. Aktivnû se podílel
na zázemí diagnostiky patogenÛ limi-
tujících chirurgické v˘kony a stavy
s poruchou imunokompetence (kardio-

chirurgie, transplantaãní medicína orgánÛ, bunûk
i tkání), publikoval mnoho prací v odborné literatufie,
byl autorem uãebních textÛ. Pro svou velkorysost byl
oblíben˘m uãitelem i examinátorem u studentÛ v‰ech
typÛ studia, vãetnû doktorandsk˘ch, pfiípadnû habili-
taãních a profesorsk˘ch fiízení. Byl ãlenem redakãních
rad nûkolika odborn˘ch ãasopisÛ, organizátorem
odborn˘ch setkání ãesk˘ch a slovensk˘ch mikrobiolo-
gÛ, ãlenem ãesk˘ch i zahraniãních odborn˘ch spoleã-
ností.

Pan profesor MUDr. Jifií Horáãek, CSc., zemfiel ãty-
fii dny po sv˘ch 69. narozeninách, obklopen sv˘mi nej-
bliÏ‰ími, které vÏdy oddanû miloval. 

S panem profesorem se rodina a nejbliÏ‰í pfiátelé
rozlouãili 1. dubna 2010. 

âest jeho památce!

MUDr. Zbynûk Veselsk˘, Ph.D.

OSOBNÍ ZPRÁVY

Zemfiel prof. MUDr. Jifií Horáãek, CSc. 
(24. 3. 1941 – 28. 3. 2010)
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