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Moznosti terapeutického ovlivnéni
stafylokokovych infekci prostrednictvim
bakteriofagu a vybrané metody testovani
citlivosti stafylokoku in vitro
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SOUHRN

Cil prace: Kmeny Staphylococcus aureus patii mezi obavané bakterialni plivodce nozokomialnich i komunitnich infekci, a to hlavné
tehdy, jsou-li rezistentni k antibiotik@im, ¢i maji-li vyznamné faktory patogenity, nebo jsou schopny tvorit odolny biofilm. Hledani
novych terapeutik, u¢innych na takové kmeny, je jednou z hlavnich priorit mediciny a védeckého vyzkumu.

Cilem studie bylo popsat vyskyt S. aureus a podil kmenl rezistentnich k methicilinu (MRSA) diagnostikovanych v laboratorich
Mikrobiologického Ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity (LF MU) a Fakultni nemocnice (FN) u sv. Anny v Brné v letech
201-2018. U vybranych kmen( S. aureus byla studovéna schopnost tvorby biofilmu, testovana citlivost k antibiotiklim a k fagovému
pripravku Stafal®. Podminkou bylo navrhnout metodu vhodnou pro jednoduché rutinni testovani citlivosti bakterii k fagdm.
Material a metody: U 867 klinickych izolatl S. aureus a u 132 kmend nalezicich k dalsim druhtm rodu Staphylococcus (izolovanych
v letech 2011-2017) byla testovana citlivost k fagovému preparatu Stafal® za pouziti metody dvouvrstevného agaru. U vsech kmen(
S. aureus byla testovdna schopnost tvorby biofilmu modifikovanou Christensenovou metodou vyuzivajici mikrotitracni desticky a cit-
livost k protistafylokokovym antibiotikéim (Diskovym difuznim testem). U 95 kmenU S. aureus byla metoda dvouvrstevného agaru
(MDA) porovndna s ndmi navrzenou metodou, kterd je zalozena na Ubytku optické denzity (MOZ) bakteridlni suspenze.

Vysledky: Ve sledovaném obdobi bylo v laboratofich LF MU a FN u sv. Anny v Brné diagnostikovano primérné 2 900 kmend
S. aureus ro¢né. V hemokulturdch a vendznich katetrech s ndlezem S. aureus byl podil kment MRSA 8,8-15,2 %.

Bylo potvrzeno, ze kmeny S. qureus izolované z vendznich katetrd a hemokultur byly silnéjsimi producenty biofilmu nez kmeny
Z jinych klinickych materidld. Kmeny MRSA produkovaly biofilm silngji nez kmeny methicilin citlivé (MSSA).

K preparatu Stafal® bylo citlivych 90,4 % kmen( S. aureus. V souboru MRSA to bylo dokonce 99,0 % citlivych kmend. Nebyla pro-
kdzana souvislost mezi citlivosti ke Stafalu® a schopnosti tvorit biofilm. Presto, ze jde o preparat zaméfeny na S. qureus, byla urcita
citlivost (26,5 %) prokazana i u dalsich druh( stafylokokd.

Nova jednoducha metoda navrzend pro rutinni testovani citlivosti k fagovym preparatlim pomoci MOZ byla srovnatelné citliva
a spolehliva jako bézné pouzivand metoda MDA, kromé jednoduchosti a casové nenarocnosti pfindsi vyhodu také v tom, ze po
prodlouzeni kultivace suspenze a frekvence méreni mdzeme sledovat i dynamiku pdsobeni fagu.

Zaveéry: Ukazalo se, Ze podil diagnostikovanych kmen MRSA odpovida vyskytu kmendl v celé Ceské republice a Ze zjisteni tykajici
se produkce biofilmu jsou v souladu s dosavadnimi védeckymi poznatky.

Hostitelské spektrum pripravku Stafal® je relativné siroké a zahrnuje vétsinu kment S. aureus i nékteré koaguldza-negativni stafylo-
koky. Nejvyssi ucinnost vykazuje na kmeny MRSA s dalsi pridruzenou rezistenci k antibiotikdim (99,4 %).

Na zdkladé testovani 867 kmenl S. aureus a 132 jinych druhl stafylokokd in vitro bylo prokazano, Ze fagovy preparat Stafal® je
vhodnym kandidatem pro Iécbu stafylokokovych infekci i tam, kde klasicka antibiotika selhdvaji. Navic byla navrzena jednoducha
metoda, jak rutinné testovat citlivost k faglim u klinickych bakterialnich izolatd, coz je nezbytnym predpokladem terapeutické aplikace.
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Dvofackova M., Ruzicka F., Dvofakova Heroldova M., Vacek L., Bezdékova D., Benesik M., Petras P., Pantiicek R.: Therapeutic po-
tential of bacteriophages for staphylococcal infections and selected methods for in vitro susceptibility testing of staphylococci
Aim: Staphylococcus aureus strains are the cause of frightening hospital and community infections, especially when they are resistant
to antimicrobials, have important pathogenicity factors, or have biofilm production ability. Looking for novel therapeutic options
which would be effective against such strains is one of the highest priorities of medicine and medical research.

The study aim was to describe the occurrence of S. aureus strains and proportion of methicillin resistant strains (MRSA) detected in
laboratories of the Microbiological Institute, Faculty of Medicine, Masaryk University (FM MU) and St. Anne's University Hospital, Brno
in 2011-2018. Selected strains of S. aureus were tested for biofilm production ability and susceptibility to antimicrobials and Stafal®, a
phage therapeutic agent. A prerequisite was to develop a simple routine method suitable for phage susceptibility testing of bacteria.
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Material and methods: Altogether 867 clinical isolates of S. aureus and 132 strains of other species of the genus Staphylococcus
(isolated in 2011-2017) were tested for susceptibility to the phage therapy preparation Stafal® using the double-layer agar method.
All strains of S. aureus were tested for biofilm production ability by the modified Christensen method with the use of titration
microplates and for susceptibility to antistaphylococcal antibiotics by the disk diffusion test. For 95 S. qureus strains, the outcome
of the double-layer agar method (DAM) was compared with that of our newly designed method (ODM) based on optical density
decrease of the bacterial suspension.

Results: During the study period, the laboratories of the Faculty of Medicine, Masaryk University (FM MU) and St. Anne's University
Hospital, Brno detected 2900 strains of S. aureus per year on average. The proportion of MRSA among S. aureus isolates from blood
culture and venous catheters ranged between 8.8-15.2 %.

S. aureus strains recovered from venous catheters and blood culture were confirmed as stronger biofilm producers than those from
other clinical specimens. MRSA strains showed higher biofilm production than methicillin susceptible strains (MSSA).

As many as 90.4 % of S. aureus strains tested susceptible to the Stafal® preparation. Even a higher proportion, i.e. 99.0 %, of MRSA
strains were Stafal® susceptible. No relationship was found between Stafal® susceptibility and biofilm production ability. Although
Stafal® targets primarily S. aureus, some susceptibility (26.5 %) was also found for other staphylococcal species.

A novel simple method designed for routine testing of susceptibility to phage therapy preparations based on optical density decrease
was comparably sensitive and reliable as the commonly used double-layer agar method (DAM) and, in addition to being easy and
rapid to perform, after prolonged suspension culture and at higher measurement frequency, it has an extra advantage of providing
the possibility for monitoring also phage action dynamics.

Conclusions: The proportion of MRSA strains detected in this study is comparable to that reported for the whole Czech Repubilic,
and the biofilm production data are consistent with scientific evidence.

The host range of the Stafal® preparation is relatively wide and covers most strains of S. aureus and some coagulase negative sta-
phylococci. The highest efficiency of Stafal® (99.4 %) was observed against MRSA strains with multiple types of antibiotic resistance.
In vitro testing of 867 strains of S. aureus and 132 other staphylococcal species has shown the phage therapy preparation Stafal® to
be a suitable candidate therapeutic option for the treatment of staphylococcal infections, especially in case of failure of conventional
antibiotic therapy. Moreover, a simple method for routine phage susceptibility testing of clinical bacterial isolates has been designed,

which is an essential tool to be used in phage therapy.

KEYWORDS
Phage therapy - Staphylococcus - biofilm - MRSA - Stafal®
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Obavanymi ptivodci nozokomidlnich infekci byvaji ¢as-
to bakteridlni kmeny rezistentni k antibiotikim [1] ¢i
kmeny, které disponuji vyznamnymi faktory patoge-
nity. MiiZe se jednat o produkci riznych druhd toxint
[2] nebo o schopnost tvotit odolny biofilm [3]. Typickym
ptvodcem vyse popsanych nakaz je Staphylococcus aureus,
oportunni patogen, ktery ¢asto kolonizuje ¢lovéka [4, 5].
Terapeutické problémy zplisobené rezistenci S. aureus na
pouzivana protistafylokokova antibiotika vyvolavaji po-
tfebu hledat nova 1é¢iva. V ramci racionalni antibiotické
terapie jsou lékem volby nekomplikovanych stafyloko-
kovych infekci stile betalaktamova antibiotika (u nas
registrovany oxacilin). Bézné se vsak vyskytuji kmeny
k oxacilinu rezistentni, jsou oznacované akronymem
MRSA. Tyto kmeny byvaji rezistentniik dals§im antibio-
tikdm [6], jako je napt. rezistence typu MLS, (makrolidy,
linkosamidy a streptogramin B). V soucasnosti se obje-
vily i kmeny s intermedialni [7] nebo dokonce s tplnou
rezistenci k vankomycinu [8].

Na tuto situaci reaguji védci i farmaceutické firmy hle-
danim a zavadénim novych antibiotik do klinické praxe.
Jejich vyvoj je vSak nakladny a zdlouhavy a tento fakt se
odraziiv cené nového produktu. Z preparatli, které byly
uvedeny na trh po roce 2000, 1ze jmenovat linezolid [9],
ceftarolin [10], daptomycin [11], dalbavancin a solithro-
mycin [12].

Kromé antibiotické terapie existuji i dalsi alternati-
vy 1é¢by, ale neni jich mnoho. Mohou to byt pfirodni
antimikrobialni latky bakteridlniho (lyzostafin nebo
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lantibiotika), rostlinného (napf. flavonoidy) nebo Zivo-
¢idného (napf. propolis nebo defenziny) pivodu [13]. Rada
latek jiz dfive pouzivanych v 1ékafstvi ma kromeé primar-
nich ucinka také sekundarni antibakteridlni ucinky,
anasly tak nové uplatnéni, napt. stfibro ¢i selen v podobé
nanocastic [14]. K1é¢beé stafylokokovych infekci mtize byt
pouzita i fotodynamicka terapie, znama predevsim jako
nastroj 1écby nadorovych onemocnéni [15]. Dalsi mozny
terapeuticky pristup predstavuje vyuziti protistafyloko-
kovych vakcin [13, 16].

Jednou z nadéjnych moznosti je fagova terapie, kterd vy-
uziva k 1é¢bé bakteridlnich infekci bakteriofagy, tedy viry
prirozené a specificky napadajici bakterie. Jde o zndma
antimikrobidlni agens, ktera byla poprvé ispésné pouzita
k 1é¢bé bacilarni tplavice jiz v roce 1919 ve Francii [17].
Nasledné se objevila celd fada dalsich fagovych terapeutik
proti fadé dalsich infek¢nich agens [18]. Pfes pocatecni
uspéchy a optimismus byla figova terapie postupné
opusténa. Divodem bylo jednak zavedeni antibiotik do
Kklinické praxe a dale také chyby zplsobené nedostatec-
nym poznanim biologie fagii, nestandardni pfipravou
a skladovanim 1é¢iv a v neposledni fadé také podcenénim
ulohy vrozené imunitni odpovédi pacientd pti1é¢bé [19].
Vysoky vyskyt a Sifeni rezistence bakterii k antibiotikiim
obnovil zajem o tuto alternativni terapii. K jejimu rozvoji
téz prispivaji nové technologie a s tim spojeny rychly
narlst poznani v oblasti biologie a fyziologie fagh [20,
21, 22]. Pouziti fagl pro 1é¢bu infekénich onemocnéni
totiz pfinasi v porovnani s antibiotiky fadu vyhod. Mezi
né patfi pfedevsim fakt, Ze nové fagy lze pomeérné snad-
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no ziskat, dale Ze se po aplikaci mnozi v misté infekce,
acinkuji na bakterie v biofilmu a minimalné ovliviuji
prirozeny mikrobiom clovéka. Fagy jsou ucinné i k bak-
teriim rezistentnim ke konvencni antibiotické 1é¢bé [23].
Navic maji nizkou toxicitu, coZ dokazuji experimenty na
zvitatech [24] i experimenty klinické [25].

V posledni dobé je vénovana pozornost také lytickym pro-
teiniim odvozenym od fagh a kombinacim fagové terapie
s jinymi 1éc¢ivy. Na podkladé studii odpovidajicich soucas-
nym védeckym standardim se tedy rysuje moznost Sir§iho
vyuziti fagli, jako nové skupiny antibakterialnich 1éciv [20].
Velky dliraz se klade na bezpecnost terapie. Obavy z moz-
ného napadeni pacienta bakteriofagy rozptyluje skutec-
nost, ze nebylo dosud popsano zaclenéni fagové DNA
do humanniho genomu ani do genomu dalsich savci,
naopak jsou-li fagy v téle distribuovany, maji imunomo-
dulacéni ucinky [26]. Aby nedoslo k pfenosu gent mezi
bakteriemi, a to véetné geni kddujicich rezistenci ¢i fak-
tory virulence, jsou pro léCebné tcely diisledné vybirany
lytické fagy, které se nezacleniuji do bakteridlniho geno-
mu [27]. Stejné peclivé je tfeba volit bakterialni kmeny
urcené k pomnozovani fagh. U téchto kment je zaddouci
vyloucdit pfitomnost genll pro rezistenci, toxiny aj.,
a to na zakladé celogenomové sekvenace [28]. Pfinosem
pro zavedeni bakteriofag pro 1é¢bu je nékolik nedavno
zahajenych i probihajicich klinickych studii, vcetné vy-
soce pozadovanych dvojité zaslepenych kontrolovanych
randomizovanych klinickych studii [27].

V Ceskych zemich pochézi prvni zminka o 1é¢bé fagy
jiz z 20. let minulého stoleti. V laboratofich Statniho
zdravotniho dstavu byly zkoumdany 1é¢ebné i¢inky fagh
na uplavici. Od 70. let minulého stoleti pak probihal
vyvoj fagovych preparatli pod vedenim Jifiho Pillicha
v Biofyzikalnim tstavu CSAV v Brné [29]. Dnes je na trhu
dostupny proti-stafylokokovy preparat Stafal®, na jehoz
inovacich se stale pracuje [30].

Stafal® (Bohemia Pharmaceuticals, CZ) je v soucasné dobé
registrovan jako 1é¢ivy pfipravek na Slovensku [31]. V Ceské
republice byl vyuzivan v rdmci specifického 1é¢ebného
programu [32]. Podrobné jsou dokumentovany kazuistiky
hojeni chronickych ran pfipravkem Stafal® pii chronické
venézni insuficienci s infekcemi vyvolanymi S. aureus véetné
MRSA [33]. Pfi modelovani redlnych nakladti na 1lé¢bu jsou
naklady pfi 1é¢bé pripravkem Stafal® nizsi nez naklady pti
1é¢bé antibiotiky [34]. Mikrobiologicky tistav LF MU a FN
u sv. Anny v Brné provadi testovani tohoto fagového pre-
paratu invitro na klinickych izolatech bakterii.

Cilem této prace je popsat vyskyt S. aureus v riznych
klinickych materidlech diagnostikovanych v Mikro-
biologickém tstavu LF MU a FN u sv. Anny v Brné,
posoudit miru rezistence kment, zejména rezistence
typu MRSA, a schopnost tvofit biofilm. U izolovanych
kment porovnat citlivost ke klasickym antibiotikim
s citlivosti k fagovému pripravku Stafal®, a dale navrh-
nout jednoduchou metodu vhodnou pro rutinni testovani
fagovych preparatl. Na souboru dal$ich druhd stafylo-
koki pak zjistit hostitelské spektrum tohoto preparatu.

MATERIAL A METODY

Sledovani vyskytu S. aureus v klinickych materialech
diagnostikovanych v Mikrobiologickém tistavu LF MU
a FN u sv. Anny v Brné
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VySetfované vzorky pochdzely piedev§im z Fakultni
nemocnice u sv. Anny v Brné, ale také z Nemocnice
Milosrdnych bratfi, Masarykova onkologického tistavu,
v mensi mife pak z jinych brnénskych zdravotnickych
zafizeni. Vzorky byly zpracovany podle standardnich
opera¢nich postupl v rdmci rutinni diagnostiky. Data
tykajici se klinické laboratorni diagnostiky byla ziskana
z LIS FONS Open LIMS (Stapro, CZ) a Amis (CNS a.s.,
CZ). Do studie byl zafazen vZdy jeden kmen od jednoho
pacienta.

Bakterialni kmeny

Kmeny S. aureus byly sbirany v letech 2011-2018 tak, aby
byla zajiSténa jejich heterogenita. Do studie byly zahr-
nuty, vedle kment dobfe citlivych k antibiotikiim, také
kmeny rezistentni a byla snaha vybrat kmeny s rizné
vyjadrenou schopnosti tvofit biofilm.

Celkem bylo testovano 867 kmenti S. aureus (MSSA 671,
MRSA 196) izolovanych z klinického materialu od pacien-
tl z vy$e uvedenych zdravotnickych zatizeni. Pivodnim
klinickym materidlem, ze kterého byly kmeny izolova-
ny, byly nejcastéji materialy z dychacich cest - hornich
(MSSA 296, MRSA 75), dolnich (MSSA 30, MRSA 11), dile
z infekci ran (MSSA 203, MRSA 72), hemokultur a cévnich
katetri (MSSA 114, MRSA 28), ojedinéle z ostatnich ma-
terialt (MSSA 28, MRSA 9) a jeden kmen MRSA ze stéru
na oddéleni. Kmeny byly uchovavany v glycerolovém
sérovém bujonu (Tryptone Soya Broth Oxoid, UK a koriské
sérum Zoo servis, CZ) pti -76 °C.

Hostitelské spektrum piipravku Stafal® bylo testovano
i na dalsich 15 druzich stafylokokd (non-S. aureus) cel-
kem na 132 kmenech. 96 kment pochizelo z NRL pro
stafylokoky a 36 kmend z klinickych vzorkd vysetfenych
v laboratofi Mikrobiologického tistavu LF MU a FN u sv.
Anny v Brné identifikovanych prostfednictvim MALDI-
-TOF (Bruker Daltonics).

Stafal® (Bohemia Pharmaceuticals, Praha, dfive Imuna
CZ) je protistafylokokovy lyzat s obsahem vysoce ucin-
nych virulentnich a polyvalentnich fagovych ¢astic z Cele-
di Myoviridae, rodu Kayvirus v minimalnim mnozstvi 1x107
PFU (plaque forming unit)/ml, vyznacujici se silnym
arychlym tuc¢inkem proti infekcim zptisobenym S. aureus
véetné kmen® MRSA, s Ucinky i na dalsi druhy rodu
Staphylococcus [35].

Zasobni roztok u¢inné latky Stafalu® v masopeptonovém
bujonu (Himedia laboratoires, IND) o vysledné koncent-
raci 109 PFU/ml byl uchovavan v temnu pii teploté 2-8 °C.
Pred kazdym experimentem byl preparat fedén na rizné
koncentrace (108, 107, 108, 105, 104, 103, 102 PFU/ml) ma-
sopeptonovym bujonem nebo fyziologickym roztokem
(Kulich, CZ), viz nize. Do média byla vzdy pfed aplikaci
fagh pfidana 1/10 objemu 20 mM roztoku CaCl, (Penta, CZ).

Testovani citlivosti k antibiotikiim

Citlivost k antibiotik@m byla zjistovana v souladu s ak-
tualnimi doporuc¢enimi The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST (www . eu-
cast.com), pomoci diskového difuzniho testu na Mueller-
-Hintonové agaru (MHA) (Oxoid, UK) s antibiotickymi
disky (Oxoid, UK): cefoxitin CXT 30 pg, erytromycin ERY
15 ug, klindamycin CLI 2 pg, sulfametoxazol s trimeto-
primem COT 25 pg, tetracyklin TET 30 pg, chloramfeni-
kol CMP 30 pg, gentamicin GEN 10 pg, teikoplanin TEIL
30 pg, rifampicin RIF 5 ug, linezolid LZD 10 pg, tigecyk-
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konfluentni lyze z vnéjsku bez lyze
lyze lyze
Obr. 1. Hodnoceni G¢innosti Stafalu® metodou dvouvrstevného agaru

Figure 1. Stafal® activity testing by the double-layer agar method

lin TGC 15 pg, ciprofloxacin CIP 5 ug. Rezistence S. aureus
k oxacilinu typu MRSA byla diagnostikovana podle
citlivosti k cefoxitinu zjisStované na zakladé diskového
difuzniho testu a podle ristu na chromogenni ptadé
Brilliance MRSA 2 agar (Oxoid, UK). V pfipadé nejasnosti
byly vysledky potvrzeny latexovou aglutinaci MRSA
Latex Test (Denka Seiken, J). Rezistence MLSB byla tes-
tovana D-testem a interpretovana podle doporucenych
postupt.

Testovani citlivosti faigového pfipravku Stafal®
pomoci dvouvrstevného agaru (MDA)

Citlivost byla testovana modifikovanou metodou podle
Drilling et al. [36]. Do zkumavky s 2,5 ml 0,7% maso-
peptonového agaru (rozvafeného a vytemperovaného na
45 °C) byla pfidana 1/10 objemu 20 mM roztoku CaCl,
(250 ml) a 100 ml suspenze stafylokoka odpovidajici 1-2
stupni McFarlandovy zdkalové stupnice (McF). Nasledné
byla tato suspenze nalita na misku s 1,5% masopepto-
novym agarem a ponechdna ztuhnout ve vodorovné
poloze. Po zatuhnuti byl na povrch nakapan Stafal®
fedény fyziologickym roztokem o riznych koncentra-
cich (108, 107, 106, 10, 104, 103, 102 PFU/ml). Misky byly
kultivovany pres noc, poté byl podle pfitomnosti lyze
vyhodnocen vysledek. Kmeny s plaky, konfluentni
a semikonfluentni lyzi byly hodnoceny jako citlivé.
Kmeny, které vykazovaly pfi terapeutické koncentraci
lyzi z vnéjsku, nebo byly bez lyze, byly hodnoceny jako
rezistentni (obr. 1).

Testovani icinku figového pripravku Stafal’ pomoci
méfeni stupné zikalu suspenze (MOZ)

V polystyrenové zkumavce (Dispolab, CZ) byla z izolova-
ného kmene vytvofena suspenze (1,7 ml) v masopeptono-
vém bujonu o optické denzité OD =2,7 McF. K této sus-
penzi byl pfidan roztok CaCL (200 pl) a preparat Stafal’
(100 pl) o koncentraci 10® PFU/ml v masopeptonovém
bujonu. Stupen zakalu byl zméfen pomoci Densi-La-
Meter® (Erba Lachema, CZ), poté byla suspenze inkubo-
vana pii teploté 37 °C. Nasledné bylo méfeni provedeno
po Shodinnové inkubaci. Pfed kazdym méfenim byla
suspenze intenzivné roztfepana pomoci vortexu. Jako
citlivé byly hodnoceny kmeny stafylokokl, které byly
pripravkem Stafal® lyzovany, coz se projevilo snizenim
optické denzity po 5 h inkubace (60D, - 3xSD,, ) < (OD
-3xSD,,). Kmeny bez tibytku OD byly vyhodnoceny jako
rezistentni. Jako kontrola ristu byla pouzita suspenze
bez fagl.

Metoda testovani schopnosti stafylokokial tvorit
biofilm vyuZivajici mikrotitra¢ni desti¢ky (MTD)
VSechny kmeny S. aureus byly testovany na schopnost
tvorit biofilm modifikovanou metodou podle Stepanovié
et al. (2007) [37]. V polystyrenové 96jamkové mikrotit-
racni desticce P pro tkanové kultury (Gamma, CZ) byl
vypéstovan 24hodinnovy biofilm. Nejprve byly stafylo-
koky rozsuspendovany v BHI (Oxoid, UK) se 4 % glukézy
(Fagron, NL) vychozi hustota 1,5 x 10¢ CFU (colony for-
ming unit)/ml). Do jamek desticky bylo napipetovano
200 plbakterialni suspense, kultivace probihala 24 h pfi
37°C. Nasledné byly jamky vyprazdnény a tfikrat promyty
PBS (Lékarna FN u sv. Anny v Brné, CZ) pufrem (pH 7).
Vznikly biofilm byl fixovan suSenim pfi 37 °C po dobu
24 h a néasledné obarven krystalovou violeti - Lékarna
FNusv. Anny v Brné, CZ (250 pl, 15min), poté byly jam-
ky propldchnuty vodou, krystalova violet byla eluovina
etanolem - Lékdrna FN u sv. Anny v Brné, CZ (15 min).
Vysledek byl detekovan spektrofotometricky pfi vinové
délce 595 nm pristrojem Multiskan EX (Thermo Fisher
Scientific, FIN) a kmeny byly rozdéleny do kategorii podle
Stepanovi¢ [37]. Pro statistickou analyzu byla pouZzita
vysledna hodnota optické denzity kmend.

Statisticka analyza

Ke statistickému hodnoceni slouZil program Statistica
(verze 12, StatSoft, CZ). VSechna testovani byla provedena
ve tfech nezavislych opakovanich. Pro hledani souvislosti
mezi charakteristikami kmend (vék pacientl, pohlavi,
Klinicky material, rezistence k antibiotik@m, citlivost
k figovému preparatu) a tvorbou biofilmu byla pred
analyzou pouzita Box-Cox transformace. Pro analyzu
dvou kategorii dat (pohlavi, citlivost ke Stafalu”, citli-
vost k oxacilinu) byl pouZzit nezavisly T-test a pro vice
kategorii (vék pacientt, klinicky material) byla pouZzita
jednofaktorovd ANOVA. Pro analyzu kategorii navzajem
byla pouzita Post-hoc analyza (Fishertiv LSD test). Pro
porovnani dvou diagnostickych metod MDA a MOZ byl
pouzit Fisheriiv test. VSechny hypotézy byly testovany
na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

VYSLEDKY

Vyskyt kmeniit MRSA diagnostikovanych v laboratofi
Mikrobiologického tistavu LF MU a EN u sv. Anny v Brné
Nalezy S. aureus a podil kmen@ MRSA v letech 2011-2018
ve vSech klinickych materidlech popisuje tabulka 1,

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

13



EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

PUVODNI PRACE

Tabulka 1. Vyskyt kmenU S. aureus a podil kmenld MRSA v letech 2011-2018 izolovanych z rlznych klinickych materialQ v laboratofich

Mikrobiologického Ustavu LF MU a FN u sv. Anny v Brné

Table 1. Detection of S. aureus strains and proportion of MRSA strains in various clinical specimens, 2011-2018, data from laboratories of the
Microbiological Institute, Faculty of Medicine, Masaryk University and St. Anne’s University Hospital
Rok 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
MiU FNUSA S. aureus 2344 2518 2947 2945 2978 3067 3000 3045
MRSA 164 164 170 159 178 140 134 137
% 7,00 6,50 5,80 5,40 6,00 4,60 4,50 4,50
Tabulka 2. Vyskyt kmen( S. aureus a podil kmenl MRSA v letech 2011-2018 izolovanych z hemokultur a venoéznich katetr(
Table 2. Detection of S. aureus strains and proportion of MRSA strains from blood culture and venous catheters, 2011-2018
Rok 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
S. aureus 109 14 82 92 75 92
MiU FNUSA MRSA nedef. nedef. 16 10 10 14 10 14
(%) 14,70% 8,80% 12,20% 15,20% 13,30% 15,20%
S. aureus 1555 161 1707 1695 1806 1887 1944
ECDC (CR) MRSA 226 209 226 221 248 263 257 nedef.
% 14,50 13,00 13,20 13,00 13,70 13,90 13,20

kde je patrné, Ze se podil kmenti MRSA béhem sledo-
vaného obdobi mirné snizuje. Pro srovnani s evropskou
databazi byla vyselektovana data tykajici se izola-
tl od pacientli s infekcemi krevniho fecisté (tab. 2).
Podil nami diagnostikovanych kmen@i MRSA byl za
sledované obdobi primérné 13,2 %, v tabulce 2 jsou pro
srovnani uvedena i data popisujici vyskyt kmenti v celé
Ceské republice.

Tvorba biofilmu kment S. aureus

U vsech 867 kment S. aureus byl testovan délezity faktor
patogenity, a to schopnost tvorfit biofilm. Ukazalo se,
Ze vétsina kment S. aureus silné produkuje biofilm (797;
91,9 %) stfedné silnych producentt (52; 6,0 %), slabych
producentt (13; 1,5 %) a kment bez produkce biofilmu
(5; 0,6 %) bylo vyrazné méné.

Byly testovany vztahy mezi tvorbou biofilmu a pivodem
izolatl. V tvorbé biofilmu nebyly zaznamenany statis-

ticky vyznamné rozdily u izolatd od pacientdl riznych
vékovych kategorii (p = 0,670), od pacientd s rozdilnym
pohlavim (p = 0,197), ani u kment citlivych a rezistent-
nich ke Stafalu® (p = 0,405). Bylo zjisténo, Ze kmeny izo-
lované z riiznych klinickych materiala disponuji odliSnou
schopnosti tvorit biofilm (p < 0,01). Kmeny z centralnich
vendznich katetr, ale také z hemokultur produkovaly
biofilm silnéji nez kmeny ze viech ostatnich materiald
(grafl). Kmeny MRSA byly silnéj§imi producenty biofil-
mu nez kmeny MSSA (p = 0,049) - graf 2.

Citlivost kmenu S. aureus k antimikrobidlnim 1atkam

U Klinickych izolatd S. aureus byla zjistovana citlivost k anti-
biotik@im a preparatu Stafal’. Zvlast byly analyzovany kme-
ny MSSA (n = 671) a kmeny MRSA (n =196). VétSina kmena
MSSA byla k testovanym antibiotikim, které se pouzivaji
k1é¢bé nekomplikovanych stafylokokovych infekci citliva

(564; 84,1 %), u poCetné skupiny kmenti MSSA (96; 14,3 %)

Tvorba biofilmu Tvorba biofilmu
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Graf 1. Schopnost S. aureus (n = 867) tvorit biofilm (klinicky Graf2.  Schopnost S. aureus (n = 867) tvoit biofilm (MRSA x
material) ‘ N MSSA)
Graph 1. Biofilm production ability of S. aureus (n = 867), Graph 2. Biofilm production ability of S. aureus (n = 867),
clinical specimens MRSA x MSSA
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Tabulka 3. Citlivost kmend MSSA k antibakteridlnim latkam (n = 671)
Table 3. Antimicrobial susceptibility of MSSA strains (n = 671)

PUVODNI PRACE

MSSA OXA ERY CLI (oo} § TET CMP Stafal®
Citlivy 671 564 575 667 650 661 590
Rezistentni 0 107 96 4 21 10 81

Tabulka 4. Citlivost kmend MRSA k antibakterialnim latkam (n = 196)

Table 4. Antimicrobial susceptibility of MRSA strains (n = 196)
MRSA OXA ERY CLI coT TET CMP GEN VAN RIF LZD TGC CiP Stafal®
Citlivy 0 19 19 196 183 184 180 196 196 196 196 0 194
Rezistentni 196 177 177 0 13 12 16 0 0 0 0 196 2

byla zjiSténa rezistence typu MLS,. Citlivost ke Stafalu’ byla
zjisténa u 590 kmend (87,9 %) - tabulka 3. U vSech kmeni
MRSA byla zjiSténa i rezistence k ciprofloxacinu a velmi
casto rezistence typu MLS, (177; 90,3 %) - tabulka 4.

Testované klinické izolaty S. aureus byly rozdéleny do
skupin podle dvou béznych typll rezistence (MRSA
a MLS,) - tabulka 5. Podle analyzy vysledkil citlivosti ke
Stafalu® u jednotlivych skupin kment vykazovaly kme-
ny MSSA citlivost 87,9 % a kmeny MRSA vice - 99,0 %
(p << 0,01). Kmeny MSSA + MLS, vykazovaly citlivost
88,0 %, ale citlivéjsi byly kmeny s obéma typy rezistenci
MRSA + MLS, - 99,4 % (p = 0,006). Kmeny MSSA non-
-MLS, mély citlivost 86,5 % srovnatelnou s kmeny MSSA
+ MLS, 88,0 % (p = 0,641). Kmen® MRSA non-MLS, bylo

nesrovnatelné méné, rozdily napfi¢ skupinami nebyly
v tomto pripadé statisticky vyznamné.

na, proto byla pouzita metoda, ktera detekuje acinek
na zakladé ubytku optické denzity suspenze bakterii
po pridani Stafalu®. Testovani bylo provedeno para-
lelné na 95 kmenech S. aureus (76 kmenech MRSA a 19
kmenech MSSA). Obéma metodami bylo citlivych 69
kment a rezistentnich 21 kmenti. Ojedinéle se vsak
vyskytly disktrepantni vysledky, kde byl MDA kmen
hodnocen jako rezistentni a MOZ jako citlivy a naopak
(tab. 6), nicméné metody se shodovaly v 94,7 % pfipa-
dl. Pomoci Fisherova testu bylo prokazano, ze metody
maji srovnatelnou spolehlivost (p = 0,132).

Tabulka 7. Ucinek prepardtu Stafal’ na ostatni
(non-S. aureus) stafylokoky

Table 7. Activity of Stafal® against other (non-S. aureus)
staphylococci

o ) ) L Taxon Pocet kmenii  Citlivy
Tabulka 5. Citlivost kment S. aureus ke Stafalu® dle typ( rezistence
k antibiotikim S. capitis subsp. capitis 4 3
Table 5. Stafal® susceptibility of S. aureus strains by type of " )
antibiotic resistance S. capitis subsp. urealyticus 4
PR P W/ A 1 4
T citlivy (<1411 S. lugdunensis 0
ke Stafalu® ke Stafalu® (%) S. caprae 4 3
MRSA+MLS, 177 176 99,4 S. schleiferi subsp. schleiferi 4 4
MRSA nonMLS, 19 18 94,7 S. schleiferi subsp. coagulans 4 0
MSSA+MLS, 575 506 88,0 S. sciuri 9 2
MSSA nonMLS, 96 83 86,5 S. saphrophyticus 15 1
S. aureus 867 784 90,4 S. xylosus 4 ¥
S. intermedius 6 1
Porovnani klasické metody testovani citlivosti S. pseudintermedius 2 1
k fagium pomoci dvouvrstevného agaru a metody B
~ . vy o s . 32 . S. auricularis 6 2
zaloZzené na méreni ubytku optické denzity
suspenze bakterii S. petrasii subsp. petrasii 4 0
Hodnoceni testovani a¢inku fadgovych preparatii miiZze | s petrasii subsp. croceilyticus 4 0
byt subjektivni a lyze zptisobena figy mtiiZe byt nejas-
v ) y p gy v ) S. petrasii subsp. jettensis 4 3
Tabulka 6. Porovnani metod detekce citlivosti k fégovému preparatu S, petrasii subsp. pragensis 4 0
(MDA xMO2)
Table 6. Comparison of the Stafal® susceptibility detection S. warneri 8 2
methods (MDA x MOZ) ) o
S. epidermidis 24 2
Pocet kmenli MOZ+ Pocet kmenii MOZ- —
S. hominis 10 1
Pocet k 0 MDA+ 69 3
ocet kmend S. haemolyticus 2 0
Pocet kmenl MDA- 2 21 e 152 35
Celkem 95 (100 %) (26,5 %)
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Citlivost k preparatu Stafal®u ostatnich stafylokoku
(non-S. aureus)

Klasickou metodou MDA byl testovan i¢inek preparatu
Stafal® na dalsi druhy stafylokoki, aby bylo zjiSténo, jaké
je hostitelské spektrum preparatu. Z klinicky vyznamnych
vzorkl (hemokultur) bylo testovano 36 kment (S. epider-
midis, S. hominis a S. haemolyticus) citlivost u nich byla 8,3 %,
ostatni stafylokoky byly testovany ve spolupraci s NRL pro
stafylokoky. Celkem bylo otestovano 15 non-S. aureus druhii
stafylokokd, jejichz citlivost byla 26,5 % (tab. 7).

DISKUSE

Ve sledovaném obdobi bylo v1aboratofich Mikrobiologického
dstavu LF MU a FN u sv. Anny v Brné z rliznych klinickych
materialtl a ze stérti z nemocnic¢niho prostfedi diagnostiko-
vano prameérné 2 900 kmend S. aureus rocné. Podil kmeni
MRSA byl za poslednich 8 let mezi 4,5-7,0 %. Pro srovnani
s evropskou databazi byly vybrany pouze kmeny izolované
zhemokultur a venéznich katetrti. Podle projektu European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net)
je v Evropé patrny severo-jizni gradient vyskytu kmenti
MRSA. Pro Ceskou republiku je pro rok 2017 uveden podil
kment MRSA 13,2 %, pro sousedni Polsko 15,2 %, Slovensko
29,2 %, Némecko 9,1 % a Rakousko 5,9 % [38]. Podil rezistent-
nich bakteridlnich kment bezesporu souvisi s ekonomickou
situaci v zemi, se spotfebou [39] a spektrem pouzivanych
antibiotik. Pokud byly hodnoceny jen kmeny od pacienti
s infekci krevniho fe¢isté, byl podil MRSA kmenti identifiko-
vanych v nasi laboratofi za poslednich 8 let 8,8-15,2 %, v roce
2017 pak 13,3 %, coZ jsou ¢isla srovnatelnd s celou Ceskou
republikou. Z dlouhodobého hlediska (od roku 2000) vyskyt
kmenti MRSA v CR stoupa a v poslednich letech viak nastésti
spiSe stagnuje. Nase vysledky tomuto trendu odpovidaji.
Pfi testovani citlivosti kment S. aureus k antimikrobidlnim
latkam byl potvrzen fakt, Ze kmeny rezistentni k oxaci-
linu jsou Casto rezistentni i k dalsim antibiotikim [40],
coz potvrzuji i nase vysledky. V nasem souboru bylo 196
kmen@ MRSA a 177 (90,3 %) z nich vykazovalo i rezistenci
MLSB. Citlivost kmen@i MRSA byla k dal$im testovanym
antibiotikim kromé ciprofloxacinu vét§inou zachovana.
U 867 kmend S. aureus byla testovana schopnost tvorit bio-
film. Pfi sledovani souvislosti mezi pivodem, vlastnostmi
kment a tvorbou biofilmu byla zjisténa vétsi schopnost
tvorby u kmenti pochazejicich z venéznich katetrt a hemo-
kultur, cozje ve shodé i s dalsimi publikacemi [41, 42]. Podle
nasich vysledkti kmeny MRSA vykazovaly vétsi schopnost
tvorfit biofilm nez MSSA kmeny. Podobné vysledky, tj. vyssi
schopnost tvorby biofilmu u kmenti MRSA, byly zjiStény
u fady dalsich autord [43, 44, 45]. Publikovany byly i prace,
které tuto skutecnost nepotvrdily [46] nebo dosahly dokon-
ce opacnych vysledki [47]. Rozdily mohou byt zptisobeny
rtiznym poctem testovanych kmenti, ale také zastoupenim
komunitnich a nemocni¢nich kmenti MRSA, nicméné
u stafylokoki byva popisovana souvislost mezi rezistenci
k antibiotikiim a vyssi tvorbou biofilmu [45, 48]. Podobna
situace byla popsana u dalsiho nozokomialniho patogena
Acinetobacter baumannii [49].

Zajimavé je, Ze v produkci biofilmu nebyl rozdil mezi Stafal’-
-citlivymi a rezistentnimi kmeny. Silna schopnost bakterii
tvofit biofilm tedy nepredurcuje rezistenci ke Stafalu”.
Predpoklida se, Ze pokud fagy dokazi diky enzymam nicit
extracelularni polymerni substance, adherovat na povrch
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bakterii a lyzovat je, maji vyhodu proti jinym 1é¢ivam
v tom, Ze se diky mechanismu ptisobeni dobfe dostavaji
ido spodnich vrstev biofilmu. Zde byvaji metabolicky méné
aktivni buriky, které jsou nuceny k aktivité, U¢inek Stafalu®
na stafylokoky rostouci v biofilmu byl prokazan v nasich
antibiotik a fagh je mozné vysvétlit tim, Ze jsou buniky
hlubsich vrstev biofilmu obnaZeny a nuceny metabolizovat,
nasledné se pak stavaji k antibiotikiim vnimavé [50].

U kmen S. aureus obecné byla zaznamenana vyborna cit-
livost k faglim preparatu Stafal® (90,4 %). Citlivost jinych
stafylokokovych fagi Celedi Myoviridae uvadéna v literatute
byva casto nizsi a pohybuje se okolo 70 % [51, 52, 53, 54].
Hsieh et al. (2011) uvadi dokonce jen 47 % citlivych kment
k fagu K [55], Freyberger et al. (2018) k nému uvadi citlivost
83% [56]. V literatufe se uvadi, Ze byva obtizné izolovat fagy
s §irSim t¢inkem na kmeny MRSA [57], vysledky citlivosti
k faglim Celedi Myoviridae pro kmeny MRSA byvaji riizné od
30 % [58] po 95 % (30, 59]. Velkou vyhodou fagového koktejlu
Stafal’ je tedy Siroké hostitelské spektrum a predevsim vy-
borny efekt na kmeny MRSA (99,0 %). Nejlépe ptisobil Stafal’
na kmeny s obéma typy rezistence MRSA i MLS, (99,4 %),
a to proti statisticky srovnatelnym skupinam MSSA + MLS,
(88,0 %) (p=0,006) a MSSA non-MLS, (86,5 %) (p = 0,001). Lze
predpokladat, Ze fitness bakterii miiZe byt sniZeno rezistenci
k antibiotikiim [60] natolik, Ze se nemohou G¢inné branit
invazi fagl, dileZitou roli hraje jisté klonalita kment MRSA
a jejich obdobna reakce na fagovy preparat.

Aby bylo detailnéji poznano hostitelské spektrum Stafalu®,
byly otestovany i dalsi druhy stafylokoki, citlivost byla
zaznamenana u 26,5 % izolati. Hsieh et. al. (2011) uvadi
pro faga K, pribuzného fagiim obsaZenym v preparatu
Stafal®, podobnou citlivost u koagulaza negativnich sta-
fylokoktl 22,5 % [55]. Tato relativné nizka dc¢innost neni
prekvapiva, nebot viry obsazené v preparatu byly izolovany
na kmenech S. aureus a bakteriofagy jsou obvykle druhoveé
specifické [20].

PrestoZe citlivost k figovym preparatiim je dobra, vyskytuji
serezistentni kmeny, ale velkou prednosti fagové terapie je,
Ze se rezistence k ¢asti kment pislusné bakterie da snadno
vytesit zménou fagového koktejlu, a 1é¢bu tak zamérenim
na konkrétniho ptivodce infekce personalizovat [61]. Pri
hledaninovych adeptti do koktejlli se osvédcilo hledat fagy
vodpadnich vodach nemocnic, kde se vyskytuji fagy, jejichZ
hostitelské spektrum zahrmuje nozokomialni mikroby nebo
izolaci fagovych mutant [30].

Pri testovani citlivosti stafylokokl k fagiim pomoci dvou-
vrstevného agaru (MDA) byl zaznamenan problém se spo-
lehlivou interpretaci vysledkl. Pozorované plaky mohou
byt matné nebo pfrili§ drobné [62], v nékterych pripadech
predevsim u vyssich koncentraci figh byla pozorovina
lyze z vnéjsku (angl. lysis from without). Je to jev, projevujici
se zfejmé spi$ v podminkach invitro, kdyZ se adsorbuje na
jedinou bakterii pfili§ mnoho figli soucasné. Poskozeni
bunécné stény je potom tak rozsahlé, Ze bakterie hyne,
nikoliv v§ak lytickym dc¢inkem faga [63]. FAgy jsou vazané
ireverzibilné a ¢asto uvolriuji svilj genom, ackoli neni Zddna
Sance pro jejich replikaci [64]. V takovych piipadech je ob-
tiZzné rozhodnout o citlivosti kmene a jedinym spolehlivym
indikatorem citlivosti je vyskyt plak. Navic je metoda MDA
kvili rozvafovani agaru pracnéjsi nez testovani citlivosti
k béZznym antibiotikim napt. difuzni diskovou metodou.
Néktefi autofi ovétuji citlivost fagh pomoci sniZeni optic-
ké denzity suspenze bakterii lécenych fagy [65]. Na tomto



principu byla proto navrzena jednoduchi metoda MOZ. Tato
metoda je snadno proveditelna i v béznych diagnostickych
laboratotich vybavenych rutinné denzitometrem, ktery se
vyuzije k méreni optické denzity suspenze bakterii s fagem.
O citlivosti je rozhodnuto jiz po Shodinnové kultivaci.
Metoda MOZ byla porovnana s MDA na souboru 95 kmenti.
Obé metody se shodovaly v 94,7 % piipad@. Spolehlivost
MOZ se jevi jako srovnatelna s MDA (p = 0,132) a navic po
prodlouZeni kultivace a zvySeni frekvence méfeni mtze
prinést informace o dynamice riistu bakterii v suspenzi,
amuiZzeme tak pozorovat stresovou reakci ¢i adaptaci bakterii
vystavenych plisobeni fagti v reilném case.

ZAVERY

Z provedené analyzy vyskytu kmen MRSA stejné jako
podle vyro¢nich zprav projektu EARSS-net z roku 2017
vyplyva, Ze tyto kmeny tvoii nezanedbatelny podil mezi
puvodci zavaznych stafylokokovych infekci. Surveillance
téchto nozokomialnich nakaz i hledani novych terapeu-
tik by mélo patfit mezi priority mediciny a védeckého
vyzkumu. V nasi studii byl testovan $iroky soubor kmena
S. aureus (867) na citlivost k preparatu Stafal®, ktery je
k terapeutickému pouziti registrovany v ramci Evropské
unie na Slovensku. In vitro bylo prokazano, Ze funguje
jako alternativa k antibiotikim, zvlasté u rezistentnich
kment stafylokokidl. Preparat Stafal® mél i¢innost na
S. aureus 90,4 %. Pfi podrobnéjsi analyze se ukazalo, Ze
dokonce lépe tcinkoval na kmeny MRSA nez na kmeny
MSSA. Nejlépe pak plisobil na multirezistentni kmeny
s kombinac{ rezistence typu MRSA a MLS, (99,4 %).
Preparat navic vykazoval i¢innost i na nékteré jiné
druhy stafylokokd. Stafal” byl t¢inny jak na kmeny se
silnou produkci biofilmu, efekt byl srovnatelny, tak
na kmeny, které produkovaly biofilm slabéji. Zjisténa
asi 11% rezistence kment S. aureus miize byt dGvodem
k dal$im inovacim preparatu Stafal®. NasSe vysledky
potvrzuji mozZnosti vyuziti bakteriofagové terapie, a to
s vyhodou tam, kde béZna antibiotika neptisobi, nic-
méné zlatym standardem pfi boji proti nozokomialnim
infekcim stéle zlstava predev§im dodrzovani hygieny
a provadéni spravné oSetfovatelské péce.
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