A ISSN 1338-645X
SPRAVY EV 2992/09

KLINICKEJ] Roénik XVI.
MIKROBIOLOGIE Cislo 3-4/2016

Casopis

Slovenskej spolocnosti klinickej mikrobiologie
Slovenskej lekarskej spolocnosti

a

Sekcie klinickej mikrobiologie

Slovenskej lekarskej komory

os‘t' k"hl

ot"‘ %

s % "
Q

g 5
)
® o
~J

%ﬂo q\o

Koeditor ¢isla: prof. MVDr. Vladimir Kmet’, DrSc.

OBSAH

Prihovor redakcnej rady.....................cccoooviiiiiiiiiiiii i

Adheziny u enterovirulentnych Escherichia coli

Kmetova M., Vargova R., Siegfried L. ........cccccocoiviiiiiininiiii e

Testovanie citlivosti na antibiotika potravinovych izoldtov laktobacilov

Kmet’ V., Bujiiakova D., TomasSka M.............ccccoiiiiiiiiii e

Mikroflora tenkého ¢reva potkanov - model na testovanie obezity

Sefé¢ikova Z., Bujitakova D., KImet' V. .........cc.ccoooverveierireiceeeeeeeeeeeesee e,

.......... 4

........ 20



Analyza klastrov Salmonella typhimurium pomocou PFGE elektroforézy a MALDI-TOF

] 015 N 01 (0] (0] 1] 1 SRS SSI 30

Sojka M., Majtanova L., Majtan V., Kmet’ V.............ccccooiiiiiiiiiineee, 30
Immunomodulatory therapy of chronic uroinfections in colonised patients........................ 38

Vaskova S., Blazi¢kova S., Slobodnikova L., BOteK R. ..........ccccoviiiiiiiiiiiece e, 38
Spravy 7 0dbornych POAUJALI ..................c..cccocueviiiiiiiiiiii e 44
Zapisnica Vyboru SSKM SLS zo diia 10. juna 2016.......................ccccooeeveviiniiiiiiienieene. 46
Zapisnica Vyboru SSKM SLS zo diia 2. decembra 2016 ......................c.cccoevvcviiiiieniinnnnnnn. 49



Prihovor redakc¢nej rady

Vézeni Citatelia, mili priatelia,

dostava sa Vam do ruk d’alSie Cislo nasho Casopisu, tematicky venované predovsetkym
otazkam patogénnych a fyziologicky pritomnych mikroorganizmov v traviacom trakte.

Poblematika faktorov virulencie u patogénnych Escherichia coli je stale aktudlna,
Specifické adheziny st jednym z hlavnych kritérii pri ur€ovani patotypu Escherichia coli a
V posudzovani ich d’alSieho uplatnenia v patogenéze.

Dalsia praca je orientovana na porovnanie biodiverzity izolatov Salmonella typhimurium
pomocou pulznej elektroforézy a MALDI-TOF typizacie. Vedecké badanie je niekedy zlozité,
¢o potvrdzuje aj tento Clanok. Ocakavané nahradenie pulznej elektroforézy jednoduchsou
amenej pracnou typizaciou pomocou Maldi sa podarilo potvrdit' len pri jednotlivych
izolatoch Salmonella typhimurium resp. skupinach analyzovanych kmenov, nie v§eobecne

Laktobacily mézu mat gény rezistencie na tetracyklin, erytromycin a gentamicin.
Testovanie citlivosti na antibiotika u laktobacilov zohrava vyznamnu ulohu v potravinarstve.
Je odliSné od beznych klinicky vyznamnych baktérii. V uvedenej praci sa popri inom blizsie
opisuje aj platna ISO norma 10932 na testovanie citlivosti laktobaciolov.

Dalsia experimentilna praca je venovana etiologi obezity. Je znamou skutoénostou, Ze
zlozenie mikroflory traviaceho traktu zohrava doleziti ulohu v patofyzioldgii obezity. Obézni
ludia maju zvyc€ajne vysSie pocCty baktérii kmenia Firmicutes (kmeii baktérii so zhrubnutou
bunkovou stenou; obsahuje aj laktobacily). Ako model na testovanie tulohy Firmicutes
Vv ¢revnej fyziologii sa pouziva mikroflora tenkého ¢reva potkana.

Praca venovana o uroinfekcidm sice nespadd do tematiky traviaceho traktu, prezentuje
vSak zaujimavy pokus o ovplyvnenie bakterialneho biofilmu antibiotikami v kombinacii
s lyzatom E.coli ako imunomodulatorom.

.....

pre vasu d’alSiu pracu. TeSime sa na VaSe d’alSie odborné prispevky.

Vladimir Kmet’



Povodné prace

Adheziny u enterovirulentnych Escherichia coli

Kmetova, M., Vargova, R., Siegfried, L.

Ustav lekdrskej a klinickej mikrobioldgie, Univerzita Pavia Jozefa Safdrika,
Lekarska fakulta, SNP 1, 040 11 Kosice

Stuhrn

Detekcia pritomnosti Specifickych adhezinov je jednym z hlavnych kritérii pri urCovani
patotypu E.coli a posudzovani ich d’alSicho uplatnenia v patogenéze, v koexistencii s d’al$imi
faktormi virulencie. Adheziny st nevyhnutné pre inicialne §tadia infekcie. V stibore 43
klinickych izolatov E. coli, izolovanych pri ¢revnych ochoreniach, sme zaznamenali vysoky
vyskyt génov fim A (37 kmenov, 86 %), ktoré koduju fimbrie typu 1. Gény bfp, vyskytujuce
sa U enteropatogénnych patotypov, boli dokazané v 8 % (19 kmenov). Pritomnost’ adhezinu
eae, oznatovaného aj ako intimin, sa potvrdila u 20 % izolatov (9 kmetiov). Gény adherencie
typické pre extraintestinalne patogénne E.coli (ExPEC, napr. sfa, afa, pap), ktorych
pritomnost’ sme detegovali, sa mézu sporadicky vyskytovat’ aj v genotype enterovirulentnych
E.coli (EVEC), avSak kich fenotypovému vyjadreniu pri gastrointestinalnych infekciach
nedojde.

Klicové slova: E.coli, adherencia, patotyp, virulencia

Uvod

NajcéastejsSim bakteridlnym patogénom, ktory sa spaja s endemickou hnackou, je
Escherichia coli. Je to je jeden z prvych kolonizatorov I'udského Creva a patri k vicsinove;j,
fakultativne anaerdbnej mikroflore hrubého ¢reva I'udi a zvierat. Niektoré kmene E. coli sa
vSak vyznaCujii vyraznym patogénnym potencidlom v ddsledku ziskania réznych faktorov
virulencie. Ulohu zohréava aj ich fylogeneticky povod. Patogénne E. coli sa na zaklade spektra
klinickych priznakov, lokalizacie a sposobu uplatnenia rozdel'uji na intestinalne patogénne
E.coli (InPEC), oznafované aj ako enterovirulentné (EVEC) a extraintestinalne patogénne
E.coli (EXPEC).

Patogénne intestinalne E. coli sa na zaklade pritomnosti génov virulencie d’alej delia
do siedmych dobre definovanych enterovirulentnych patotypov (Humphries & Armstrong,
2010; Jafari aspol., 2012): enteropatogénne (EPEC), enterotoxigénne (ETEC), shiga-toxin
produkujuce (STEC), enteroinvazivne (EIEC), enteroagregativne (EAggEC), diftzno-
adherentné (DAEC) a adherentno-invazivne E.coli (AIEC). Rozdielne patotypy EVEC
kolonizuju r6zne miesta v 'udskom c¢reve. EPEC, ETEC, DAEC a AIEC prednostne pdsobia
v tenkom creve, kym STEC a EIEC infikuji kolén a EAgEC, pdsobia tak v tenkom ako aj
hrubom c¢reve (Liévin-LeMoal, 2013; Dias a kol., 2016).

K vyznamnym ExPEC patria uropatogénne E.coli (UPEC), ktoré sa ako hlavné etiologické
agens podielajt na vzniku nekomplikovanych infekcii dolnych mocovych ciest
(asymptomaticka bakteriuria, cystitidy) resp. infekcii horného mocového traktu (Kohler &
Dobrindt, 2011; Kmetova akol.,, 2005; 2012). Na vzniku bakteriémie sa podielaju
septikemické E.coli (SEPEC) apri meningitide novorodencov sa uplatiuju E.coli
vyvolavajice neonatalnu meningitidu (NMEC).
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Z inych extraintestinalnych patotypov je potrebné d’alej spomentt’ E.coli vyvolavajtce
infekcie makkych tkaniv, infekcie respiracneho traktu alebo koze (Poolman & Wacker,
2015).

Rozne patotypy E.coli sa odliSuju sposobom adherencie, typmi adhezinov, spektrom
d’alSich faktorov virulencie a klinickou manifestaciou ochoreni, ktoré vyvolavaju (Kaper,
2004; Siegfried & Kmet'ova, 1997; Siegfried a kol. 2004). K definovanym patotypom patri aj
aviarny typ E.coli (AVEC) a zname su aj krali¢ie enteropatogénne E.coli (REPEC). Vyskyt
niektorych patotypov je viazany iba na ludsku populédciu ( EIEC, EAggEC, DAEC).
Rezervoarom ETEC a EPEC je Clovek, rézne prezivavce, oSipané a iné domace zvierata, ako
su kozy, psy amacky. STEC boli izolované od z rdéznych prezuvavcov, predovsetkym
od hovidzieho dobytka, ale aj od oviec, kdz a jelenov. Zaujimavé je, Ze boli tiez izolované
od vol'ne zijucich vtakov, vrabcov, Skorcov a inych druhov vtakov (Persad & LeJeune, 2014).
UPEC a NMEC st bezne izolované z 'udského materialu, APEC hlavne z hydiny.

Pre patogénne EVEC a EXPEC plati, Ze vo vysokom percente patria k fylogenetickej
skupine B2, resp. D, kym komenzalne E.coli sa najcastejSie zatried'uji do skupin B1 aD
(Clermont a kol., 2000). Fylogeneticka skupina B2, resp. v mensej miere skupina D sa
vyznacuje potencidlnou schopnostou vyvolat' ochorenie, aj bez ziskavania faktorov
virulencie a signifikantne niz§im vyskytom u komenzalnych E.coli. Pritomnost’ faktorov
virulencie potencuje uplatnenie kmenov pri vzniku infekcii.

Patogenita konkrétneho kmena E.coli je primarne ur¢ena $pecifickymi faktormi virulencie,
ktoré zahfiiaji adheziny, rézne exotoxiny, invaziny, ¢i evazivitu podporujuce faktory.
Spektrum faktorov virulencie sa 1i$i v zavislosti na konkrétnom patotype (Jafari a kol., 2012).
Faktory virulencie ulahcuji kolonizdciu ainvaziu do submukdzy, sposobuji poskodenie
tkaniv hostitel'a, vedi k naruseniu jeho obrannych mechanizmov a stimuluju vznik
zapalového procesu (Clements a kol., 2012; Curova a kol., 2014).

Schopnost’ adherencie a kolonizdcie je u vacSiny patogénnych EVEC sprostredkovana
bielkovinovymi vldknitymi $truktirami na povrchu ich bunky, ktoré sa oznacuju ako fimbrie.
Iny spdsob prichytenia na hostitel'ské bunky, zvlast vyznamny u EXPEC, je pomocou
adhezinov afimbridlnej povahy (Hernandes a kol., 2011). V stc¢asnosti je zndmych niekol’ko
typov adhezinov fimbriovej povahy, ako aj afimbrialnych adhezinov (Pereira & Giugliano,
2013, Ribet & Cossart, 2015) (Tab 1 .)

Prototypom fimbrii, zodpovednych za lokalizovany typ adherencie (LA), st BFP fimbrie,
vyskytujice sa u EPEC. Pre tento typ adherencie je charakteristickd tvorba mikrokolonii
(bakterialnych klastrov) na povrchu hostitel'skej bunky, ktoré su vidite'né uz po 3 hodinach
kontaktu medzi baktériami a bunkami (Saldana a kol., 2009; Humphries a Armstrong, 2010;
Benevides-Matos a kol., 2015). Pre patotypy EPEC a STEC je charakteristicka adherencia
typu AE (attachment and effacement), za ktort st zodpovedné adheziny typu intiminu,
kodované génmi eae (Pereira akol., 2013). Pritom dochadza k zmene v ultrastruktare
napadnutych buniek a k preskupeniu aktinu v blizkosti adherujucich baktérii. Na sliznici
¢reva vznikaju vyhladené mikroskopické 1ézie oznacované ako lézie AE (attachment and
effacement). Mechanizmus vzniku infekcie pri EPEC a STEC je vsak odlisny. EPEC sa delia
na typické a atypické kmene prave na zéklade typu adherencie a pritomnosti adherencného
plazmidu EAF (Ifeanyi a kol., 2015). Atypické EPEC neadheruju na epitel ¢reva sposobom
LA a su podobné inym patovarom EVEC. Heterogénnou skupinou st fimbriové adheziny
ETEC, u ktorych sa oznacuju ako kolonizacné faktory (CFs) a je ich zndmych okolo 21 typov.
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Pri agregativnom spdsobe adherencie (AA) u EAgEC su E.coli adherované na povrchu
tkanivovych kultar ako naukladané tehlicky. Za tento typ adherencie su zodpovedné
agregativno-adherencné fimbrie AAF1-IV. Za dalsi, diftzny typ adherencie, zodpovedaju
afimbrialne adheziny zo skupiny Afa/Dr. Bakteridlne bunky st pri tomto spdsobe prichytenia
nahodne rozptylené po povrchu hostitel'skych buniek, respektive na abiotickych povrchoch
(Hedge a spol., 2012).

Na zaklade pritomnosti $pecifickych adhezinov vieme E.coli nielen zatriedit’ do patotypov,
ale aj predpokladat’ moznost’ ich d’alSieho uplatnenia v patogeneze, v koexistencii s d’alSimi
faktormi virulencie (Tab. 2).

Tab.1 Prehl'ad najvyznamnejsich adhezinov E.coli

Adheziny Gén Receptor C.lel oYe miesto/ najcastejSia klinicka
diagnoza
Fimbrie , , o
typu 1 fim a - D- mannozid Erytrocyty / cystitida
L digalaktozid Gal |Oblicky / pyelonefritida
P-fimbrie pap (al-4) pGal
BFP bf B. integrin Tenké ¢revo/ hnacky novorodencov
fimbrie P Lintegriny
Receptor Tir L . i
Hrubé  Crevo/dyspepsie, hemoragicka
o (Translocated o
intimin eae N kolitida, HUS
intimin receptor),
integrin)
. i Mozgové, endotelidlne bunky
S-fimbrie sfa SIalyl(aIphaZ 3) /novorodenecké meningitidy, sepsa
laktoza
CFA I- sialylglykoprotei L o )12 <
CEAV ofa . Tenké ¢revo/ cestovatel'ské hnacky
fimbrie glykosfingolipid
AAF/I- Flbronektlr},
AAEMNI - aggA endoplazmin
acrecativie aafA GRP-94/Gp96 Tenké ¢revo/ chronické hnacky
SIO8 AAG-3A | glykozylfosfatidy
fimbrie 2
linozit
krvny Dr
afa, determinat,
Dr, sacharidové
afimbrialne AIDA, |skupiny s |Urinarny trakt, ind extraintestinalna
adheziny nfAa glykoforinom A, lokalizacia, ¢revo / urinarne infekcie, iné
intimin | Hep-2, HelLa
o, tir bunky, Tir
protein
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Tab. 2 NajcastejSia asociacia génov adherencie s patotypom humannych E.coli

agg

Patotyp E. coli Fim A |bfp eae sfa cfa :af pap Ne

A

Enteropatogénne + +++ +++
(EPEC)

Sigatoxigénne

(STEC) M

Vyvolavajuce
neonatalnu
meningitidu
(NMEC)

Septikemické
(SEPEC)

Enterotoxigénne

(ETEC) i

Enteroinvazivne

(EIEC)

Enteroagregativne

(EAGQEC) S

Uropatogénne

(UPEC) ++ + +++

Fyziologicka

i : +++
mikroflora

Material a metody.

Studovali sme E.coli, izolované z vyterov rekta od 43 pacientov s nedpecifickymi

zapalovymi infekciami gastrointestinalneho traktu a s klinickym prejavmi hnacky.
Od jedného pacienta bol do suboru zaradeny vzdy len jeden kmeri.
Metdédou PCR sme zistovali pritomnost’ Siestich génov adherencie: fimA. bfpA, pap, sfa, eae
aafa. Prehl'ad pouzitych primerov, velkost’ detekovanych produktov a PCR protokolov
udava Tab. 3. Ako referenéné kmene sme pouzili: E.coli EBC(hly*,cnfl” sfa* aer™), E. coli
EBC (hly*,cnfl™, sfa*,aer” ), E.coli O29/A, (eaeA*, bfpA™), E.coli KS 52 (afa®, aer™, pap™,
fimA™), E.coli Nissle (fimA™, aer™, iucC"). Ako negativnu kontrolu sme pouzili kmei E.coli C
6007 (hly, cnfl’, pap’, sfa’, afa’, aer, ial’, ipaH’, iucC’, pCVD432-. eaeA’, bfpA’, It, st).
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Tab 3Primery pouzité na detekciu génov adherencie

o PCR
Gén Sekvencie 5°- 3" ?;e;)kost zgl?SUkt protokol
podPa:
F:GGCGAATTCTGTTCTGTCGGCTCT
fim A GTC 510 Fimbrie Kuhnert
R:TTGGAATTCAACCTTGAAGGTCG typu 1 a kol. (1997)
CATC
F:GCTGGGCAGCAAACTGATAACTC
afa TC 750 afimbrial- |Yamamoto a
R:CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGC ny adhezin | kol. (1995)
CG
F:CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTT
sfa |2 410 S fimbrie | amamoto 2
R:CGGAGGAGTAATTACAAACCTG kol. (1995)
GCA
F:GCAACAGCAACGCTGGTTGCATC
pap AT 328 P-fimbrie Yamamoto a
R:AGAGAGAGCCACTCTTATACGGA kol. (1995)
CA
eae F.GACCCCGCACAAGCATAAG 384 Intimin ;:E(fgdo a
R:CCACCTGCAGCAACAAGAG
kol. (2003)
Fimbri Lopez-
bfp F:AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC |, tvoribacz S;’Sge o a
R:GCCGCTTTATCCAACCTGGTA i
zvazky kol. (2003)

Vysledky a diskusia

U vSetkych EVEC, vyvolavajucich gastrointestindlne problémy dospelych jedincov, sme
dokazali pritomnost’ asponl jedného génu, kddujiiceho schopnost’ adherovat’ na enterocyty.
V sulade s literarnymi (idajmi sme zaznamenali v naSom subore klinickych izolatov E. coli
vysoky vyskyt génov fim A (37 kmenov, 86 %), ktoré koduju fimbrie typu 1. Tieto fimbrie
patria medzi ne$pecifické adheziny a moézu sa vyskytovat’ tak u kmenov E.coli, patriacich k
fyziologickej mikroflore, ako aj u patogénnych kmenov. Podporuju internalizaciu E.coli do
hostitel'skych buniek a su povazované za mimoriadne univerzalne faktory virulencie. (lida
a kol., 2001, Bien, Tchesnokova a kol. 2011). Expresia fimbrii typu 1 je spojena s virulenciou
kmenov E. coli aich strata Casto vedie k strate virulencie (Vizcarra akol., 2015).
U patogénnych kmenov sa vyskytuju Casto v asociacii s hostitel'sko-Specifickymi adhezinmi.
Podl'a autorov Bateman a spol. (2013) fimbrie typu 1 vykazuju vysoko pozitivnu korelaciu
s vyskytom  faktorov virulencie, ¢o naznaCuje ich potencialnu tlohu v patogenetickom
procese. Gény bfp, vyskytujice sa u enteropatogénnych patotypov, boli dokazané
v testovanom subore v 8 % (19 kmetiov).
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Pritomnost’ EA adhezinu (odvodené z ang. attachment and effacement), oznacovaného aj
ako intimin, je kddovand génmi eae. Je to d’alsi adhezin vyskytujuci sa u EPEC. V nasom
subore testovanych kmenov sa tieto gény vyskytovali v 20 % izolatov (9 kmenov). Gény
adherencie typické pre EXPEC (napr. sfa, afa,pap), ktorych pritomnost’ sme detegovali, sa
mozu sporadicky vyskytovat’ aj v genotype EVEC, avsak k fenotypovému vyjadreniu pri
gastrointestinalnych infekciach nedojde. Gény sfa, kodujuce adheziny typické pre E. coli
podielajuce sa na véaznych, az Zzivot ohrozujucich infekciach suvisiacich s neonatdlnou
meningitidou a septikémiou sme dokézali u 4 kmenov (9%) a gény pre afimbridlny adhezin
afa u6 kmenov (14%) izolatov. P fimbrie (pap gény) sa primarne vyskytuju
u uropatogénnych kmenov E. coli vyvolavajucich pyelonefritidu. Az 7 kmenov (17%)
izolovanych pri ochoreniach GIT-u bolo pozitivnych na pritomnost’ génu pap. Detekcia P
fimbrii potvrdzuje predpoklad Johnsona akol. (2005), ze E. coli izolované z rekta
pri nelieCenej ascendentnej uroinfekcii maji vysoku predispoziciu vyvolat pyelonefritidu.
Vyskyt génov adherencie u testovanych kmenov E.coli je znazorneny na grafe 1.

100

20 b
80 A
70

60

50 —
40
30 A

0 20 % 179

10 +— 8 9% 9 %

14 %

JfimA bfp eae pap sfa afa

Graf 1. Vyskyt génov virulencie v testovanom stiibore kmenov E. coli

Zaver

Pritomnost’ jedného alebo viacerych druhov adhezinov je zdkladnym predpokladom
pre vznik infekcie. V Studovanom subore klinickych izolatov E.coli z vyterov rekta sme
dokazali najcastejSie pritomnost’ nespecifickych génov adherencie fim A (86%). Gény
pre rozne Specifické adheziny (bfp, eae, pap, sfa a afa), sa vyskytovali bud’ v koexistencii
s génom fimA, alebo samostatne a ich pocet neprevysil hodnotu 20%. Nezachytili sme ani
jeden kmen bez pritomnosti aspon jedného génu kddujuceho adherenéné vlastnosti EVEC.

Korelacia vyskytu niektorych adhezinov s produkciou toxinov as fylogenetickymi
skupinami B2 a D zarad’uje adheziny medzi najvyznamnejSie ukazovatele virulencie E.coli,
na zéklade ktorych je mozné klinické izolaty rychlo a spol'ahlivo zaradit' k zndAmym EVEC
a ExPEC patotypom.
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Testovanie citlivosti na antibiotika potravinovych izolatov laktobacilov
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Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat SAV, Soltésovej 4, 040 01 Kosice
Vyskumny ustav mliekarensky a.s., Dlha 95, 010 01 Zilina

SUHRN

Pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie sme v ovc¢ich syroch identifikovali
nasledovné druhy laktobacilov: Lactobacillus casei/ paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. helveticus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. brevis, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus a P. acidilactici. VySetrenie antibiotickej citlivosti izolatov potvrdilo, ze z 200
testovanych izolatov len jeden kmeni Lactobacillus fermentum mal zvy$ent hodnotu MIC
pre klindamycin, a to na urovni 1 mg/L, merana MIC epsilon testom. V préci sa komentuje
norma ISO 10932 na testovanie citlivosti laktobacilov na antibakteridlne latky.

UVvVOD

Laktobacily su dolezitou castou fyziologickej mikroflory I'udi a zvierat. Maju dlhu histériu
v podobe bezpe¢nych vyzivovych a aj terapeutickych doplnkov. Postupne sa zacali objavovat’
spravy aj o negativnych Uc¢inkoch probiotickych preparatov vratane laktobacilov. Preto EFSA
(Europska agentura pre potravinovi bezpecnost’) stanovila kritéria bezpecnosti. Prvé dve
kritéria su nepritomnost’ ziskanej rezistencie na antibiotika a absencia schopnosti translokacie
génov probiotického kmena.

Rezistencia na antibiotika u klinickych izolatov laktobacilov.

Prvé spravy o rezistencii na antibiotika sa objavili u izoldtov zo zvierat a v humannych
klinickych kmetioch v stvislosti so selekénym tlakom antibiotik. Lin a kol. (1996) detekovali
u kmena Lactobacillus reuteri zhydiny plazmid pTC82 kodujuci rezistenciu
na chloramfenikol. Goldstein a kol. (2000) pri testovani Uc¢innosti preparatu MK 0826
(ertapeném) zistili u réznych laktobacilov MIC90 na imipeném na Urovni 8 mg/L. Ti isti
autori vr. 2002 uvadzaju aj hodnotu MIC90 pre ertapeném zisteni v zmesi laktobacilov
na trovni >16 mg/L. Podl’a terajSich kritérii na testovanie citlivosti na antibiotika laktobacilov
(norna ISO 10932) je vSak nutné stanovit’ aj druh laktobacila, lebo kazdy druh ma iné
hraniéné hodnoty MIC. Udaj citlivosti pre zmes réznych druhov laktobacilov preto treba
prijimat’ s vyhradou. NajcCastejSie detekovanymi génmi pre rezistenciu u laktobacilov st gény
pre rezistenciu na erytromycin (ermB) a tetracyklin, napr. tet(M), tet(S), tet(L), tet(W). Aj
Vv nasom laboratoriu sme dokdzali pritomnost’ ermB a tet génov u laktobacilov izolovanych
od kurc¢iat (Demankova a Kmet' 2008 a Kmet' a Piatnicova 2010). Skor ojedinele bola
dokazana aj pritomnost génu vat(E) u kmena Lactobacillus amylovorus rezistentného
na quinupristin/dalfopristin a génu cat-TC like u troch chloramfenikol-rezistentnych
Lactobacillus johnsonii (Mayrhofer a kol. 2010).
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Probiotické kmene nesmu mat’ schopnost’ translokovat’ gény.

Vanichanan a kol. (2016) izoloval od pacienta s intra-abdominalnou infekciou
po transplantacii obli¢ky karbapeném rezistentny Lactobacillus casei s MIC na meropeném
a na ertapeném >32 mg/L. Pacient uzival aj probiotikum na baze L. casei, pricom tento kmen
mal hodnotu MIC na ertapeném >32 mg/L, ale MIC na meropeném mala hodnotu iba 3 mg/L.
Salminen a kol. (2006) opisali laktobacilové bakterémie (endokarditida) u 85 pacientov
vo Finsku v r. 1989 - 2004 s nizkymi hodnotami MIC na imipeném, piperacilin-tazobaktam,
erytromycin a klindamycin.

Prirodzena rezistencia laktobacilov.

Najcastejsim typom rezistencie u laktobacilov je prirodzena rezistencia. U laktobacilov
bola opisand vrodena rezistencia na aminoglykozidy (nizka hladina MIC na gentamicin,
streptomycin a  kanamycin ), na fluorochinolony, na glykopeptidy (vankomycin a
teikoplanin), na cefoxitin, sulfonamidy a kotrimoxazol. Potravinové laktobacily su pravidelne
citlivé na ampicilin, chloramfenikol, erytromycin, linezolid a quinupristin/dalfopristin
(Ammor a kol., 2007). Skupina Lactobacillus acidophilus je zvycajne citliva na vankomycin ,
tab. ¢ 2 (EFSA 2012). MIC90 teikoplaninu u L. acidophilus bola na Grovni < 0,125 mg/L
(Klare a kol. 2007).

Danielsen a Wind (2003) opisali u laktobacilov vysoky stupent vrodenej rezistencie
na cefoxitin, ciprofloxacin, kanamycin, gentamicin, streptomycin, teikoplanin, kotrimoxazol a
vankomycin. Rezistencia na cefoxitin bola pozorovand u vacSiny laktobacilovych izolatov
s hodnotami MIC 4-64 mg/L a hodnotami MIC pre penicilin 0,06-0,25 mg/L (Delgado a kol.
2007). Prirodzena rezistencia je vrodena (nie-ziskand) rezistencia, charakteristicka pre dany
druh baktérie, alebo pre vicSinu zastupcov daného druhu. Prirodzena rezistencia
u laktobacilov je vSeobecne akceptovand ako netransferabilnd (Rosander a kol. 2008) na
d’alSie druhy baktérii.

Norma ISO 10932 pre testovanie citlivosti (Klare a kol. 2007, Kuyshiro a kol. 2009, Huys a
kol. 2010). Ako zékladnd zivnd pdda pre testovanie citlivosti na antibiotikd u ne-
enterokokovych baktérii produkujucich kyselinu mlieénu (NELAB) bola navrhnuta
kombinécia 90% IST bujonu (Iso-sensitest) s 10% MRS (de Man, Rogosa a Sharpe) bujonu
(Huys a kol. 2010).

Pri testovani citlivosti na antibiotik4 u ne-enterokokovych baktérii produkujacich kyselinu
mlie¢nu sa preferuju diluéné agarové metddy, epsilon-testy (E-testy) alebo stanovenie MIC
dilué¢nou bujénovou metddou. Diskova metdda sa pri laktobaciloch nepouZziva. Pri testovani je
potrebné presné urcenie druhu laktobacila, najlepSie molekularno-biologickymi metédami,
pretoze kazdy druh laktobacila ma iné hodnoty breakpointov v starSich normach (SCAN a
FEEDAP) resp. cut-off hodnoty v norme ISO 10932 resp. v kI'iCovych publikaciach ako napr.
Klare a kol. (2007). V norme ISO 10932 sa neuvadzaju pediokoky, mozno ich vSak najst’
Vv starSich normach.

Vyvoj normy 1SO 10932 a zakladné pojmy. Na testovanie citlivosti na antibiotika u tzv. ne-
enterokokovych baktérii produkujtcich kyselinu mlie¢nu nebola dostupna norma, a to najméa
z dovodu ich neschopnosti rastu na Mueller-Hintonovej agare (MHA), ktory je zékladnou
zivnou pddou na testovanie citlivosti bakteridlnych patogénov, v¢itane enterokokov.
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U laktobacilov, laktokokov a bifidobaktérii vyvoj normy sa zacal od SCAN (vedecky
vybor pre vyzivu zvierat) 2003, cez FEEDAP panel (Aditiva a produkty alebo substancie
pouzivané vo vyzive zvierat) vI. 2005 ajeho inovaciou vr. 2008, ktoré¢ uz obsahovali
breakpointy pre vSetky druhy baktérii pouzivané ako vyzivové a kfmne doplnky, avSak eSte
bez Specifikacie zivnej pddy. V tom Case sa najcastejSie pouzival MHA s pridavkom konske;j
krvi alebo MRS agar (Mann, Rogosa, Sharp), ktoré vSak ovplyviiovali namerané hodnoty
MIC, resp. vel’kost’ inhibiénych zon pri diskovej metode a v E-testoch,

Od roku 2002 sa riesili dva eurdpske projekty, a to v 5. ramcovom programe ,,Biosafety
Evaluation of Probiotic Lactic Acid Bacteria used for Human Consumption, PROSAFE*
(2002-2006) a v 6.RP projekt ,,Assessment and Critical Evaluation of Antibiotic Resistance
Transferability in Food Chain, ACE-ART*“ (2004-2008), ktorych vysledky vyrazne
napomohli k tvorbe normy 1SO 10932 (Klare a kol. 2007, Kuyshiro a kol. 2009, Huys a kol.
2010).

Podl'a normy ISO 10932 sa ako zakladnd zivnd pdda pre testovanie citlivosti NELAB
zaviedla kombinacia 90% IST bujonu (Iso-sensitest) s 10% MRS bujonu (Huys a kol. 2010).

Pri citlivych izolatoch laktobacilov sa vysledok mé vyjadrovat’ ako ,,wild type™ (divoky,
prirodzene citlivy kmen) a pri rezistentnych ako non wild type. Eurdpsky vybor pre testovanie
antimikrobialnej citlivosti (EUCAST, http://www.srga.org/eucastwt/eucastdefinitions.htm)
definuje ,,epidemiologické cut-off hodnoty (ECOFF) - taku hodnotu MIC pre prislusné
antibiotikum, ktora umoznuje rozlisit’ tzv. wild-type (WT) izolaty (nemaju ziadnu ziskanu
rezistenciu na antibiotika a ani mechanizmy rezistencie ziskané mutaciou) od tzv. non-wild-
type (NWT) izolatov (maju ziskanu rezistenciu na antibiotika, alebo mechanizmus rezistencie
vytvoreny mutaciou). Matematicky je vyjadreny WT < x mg/L a non-wild typ ako NWT > x
mg/L. Izolat NWT ma tzv. mikrobiologickia rezistenciu. Naproti tomu klinicka rezistencia
na antibiotika je definovana hodnotou klinického breakpointu ako R>y mg/L. Hodnota cut-off
ECOFF sa nebude v budtcnosti menit, zatial' ¢o hodnota klinickych breakpointov zavisi aj
od sposobu aplikacie lieCiva a davky a moze sa menit’ rozhodnutim prislusnej komisie.

MATERIAL A METODIKA

Bakterialne kmene a ich diagnostika. Celkovo 200 bakterialnych izolatov predbezne
identifikovanych ako laktobacily a laktokoky z ov&ieho syra bolo poskytnutych z VU
mliekarenského v Ziline v ramci rieSenia spolo¢ného projektu. Pre porovnanie sme pouzili aj
¢revné laktobacily izolované z trusu brojlerov zo slovenskych chovov. Izolaty boli
identifikované na pristroji Maldi Biotyper (Bruker Daltonik). Kazdy izolat bol spracovany
extrakénym postupom etanol/kyselina mravcia a 1ul proteinového extraktu po jeho vysuseni
na platnicke bol prekryty 2ul roztoku matrice obsahujucej nasyteny ,,a-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid“ v 50% acetonitrile s 2.5% trifluoroctovou kyselinou a vysuseny na vzduchu.
Ziskané spektra boli vyhodnotené a identifikacia ur¢end pomocou softvéru BioTyper, verzia
2.0.

Citlivost’ laktobacilov na antibiotika. Stanovenie antibiotickej citlivosti bolo vykonané
podla normy ISO 10932, ktora je opisand v praci Mayrhofera a kol (2010). Norma vysla aj
samostatne vr. 2010, avSak samotnd neuvadza hodnoty mikrobiologickych cut-off.
Doporucovany koncentra¢ny rozsah antibiotik podl'a normy ISO 10932 uvadzame v tab. ¢. 1.
Uplny rozsah testovanych riedeni spifia iba finan¢ne nakladna komeréna $védska suprava
obsahujtca dvojicu platni¢iek VetMIC Lactl a VetMic Lact2, ktora vyraba SVA (National
Veterinary Institute) Uppsala. Z dovodu vysokej ceny supravy sme skusali aj lacnejsiu
supravu Trek Diagnostics (nemé potrebny rozsah koncentracie antibakteridlnych latok), ako aj
MIC stripy.
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V nasich pokusoch sme pouzili modifikovany LSM bujon obsahujici 90% Mueller
Hintonovej bujonu (Biorad FR) a 10% MRS bujonu (Oxoid GB). Modifikacia bola v zdmene
pomerne drahého ISO-sensitest bujonu za lacnejsi MH bujon. MIC sme testovali na Gram-
pozitivnych (CMV3AGPF) mikrotitraénych platnickach (Trek Diagnostic Systems Inc. USA),
ktor¢  obsahovali  tigecyklin, tetracyklin, chloramfenikol, daptomycin, tylozin,
quinupristin/dalfopristin, linezolid, penicilin, erytromycin, ciprofloxacin, vankomycin a
linkomycin. Citlivost’ na gentamicin, streptomycin a klindamycin sme vykonali pomocou
MIC stripov (Liofilchem, IT) podl'a metodiky Kushiro a kol. (2009), pretoze pouzité Trek
platnicky su urcené pre enterokokoky a neobsahuju vsetky potrebné antibiotikd. MIC strip
testy ako aj MIC platnicky boli od¢itavané po 48 h kultivacie.

Tab. 1. Koncentra¢ny rozsah antibiotik pre stanovenie citlivosti podl'a normy ISO 10932.

Antibiotikum Koncentracny rozsah mg/L
Gentamicin 0,5-256
Kanamycin 2- 1024
Streptomycin 0,5- 256
Neomycin 0,5- 256
Tetracyklin 0,125- 64
Erytromycin 0,016- 8
Klindamycin 0,032- 16
Chloramfenikol 0,125- 64
Ampicilin 0,032- 16
Vankomycin 0,25- 128
Quinupristiin/ Dalfopristin 0,016- 8
Linezolid 0,032-16
Trimetoprim 0,125-64
Ciprofloxacin 0,25- 128
Rifampicin 0,125- 64

PCR diagnostika génov rezistencie. Gén rezistencie na gentamicin a aminoglykozidy
aac(6')-le-aph(2')-la a gén rezistencie na kanamycin aph(3')-lIlla sme detekovali metdodou
podla Vakulenka a kol. (2003), gény rezistencie na ftetracyklin tet(L), tet (M), tet (S) metodou
podl'a Ng a kol. (2001) a gén rezistencie na streptomycin/spektinomycin aadA podl'a Clarka a
kol. (1999).
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Tab. ¢. 2 Mikrobiologické cut-off hodnoty (mg/L) pre hodnotenie ziskanej rezistencie baktérii
vo vyzivovych a kfmnych doplnkoch (EFSA 2012)

o

= £ X

= |E|E |z |5 |8 |E |2 |8

2 e < b 9

2 =< = < o < = = S

E |5 |5 5§ |2 |2|2 | =

< > on =< @» [<B) =< ~ [}

Lactobacillus obligatne | 1 2 16 |16 |16 |1 1 4 4
homofermentativny

Skup. Lactobacillus acidophilus | 1 2 16 |64 |16 |1 1 4 4

Lactobacillus obligatne | 2 nr. |16 (32 |64 |1 1 8 4
heterofermentativny

Lactobacillus reuteri 2 nr. |8 64 |64 |1 1 16 |4

Lactobacillus fakultativne | 4 nr. |16 (64 |64 |1 1 8 4
heterofermentativny

Lactobacillus 2 nr. |16 (64 |nr |1 2 32 |8
plantarum/pentosus

Lactobacillus rhamnosus 4 nr. |16 (64 |32 |1 1 8 4

Lactobacillus casei /paracasei 4 nr. |32 (64 |64 |1 1 4 4

Bifidobacterium 2 2 64 |nr. 128 |1 1 8 4

Pediococcus 4 nr. |16 (64 |64 |1 1 8 4

Leuconostoc 2 nr. |16 16 |64 |1 1 8 4

Lactococcus lactis 2 4 32 |64 |32 |1 1 4 8

Streptococcus thermophilus 2 4 32 |64 |64 |2 2 4 4

Bacillus spp nr. |4 4 8 8 4 4 8 8

Propionibacterium 2 4 64 |64 |64 |05 0252 2

E.faecium 2 4 32 102 [ 128 |4 4 4 16

4

Legenda: n.r. nepozadované

VYSLEDKY A DISKUSIA

MALDI-TOF analyzou bolo mozné =zaradit testované izolaty =z ovCich syrov
do nasledovnych druhov: Lactobacillus casei/ paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L.
helveticus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. brevis, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus a P. acidilactici.

Vicsina z 200 testovanych izolatov bola citlivad na antibiotika, teda boli typu WT (wild
type). Hodnoty MIC na tetracyklin boli v rozmedzi od 1 do 8 mg/L, na chloramfenikol od 2
do 4 mg/L, na penicilin od 0, 25 mg do 0,5 mg/L, na tylozin od 0,25 do 4 mg/L,
na erytromycin od 0,25 mg do 1 mg/L, na quinupristin/dalfopristin od 0,5 mg do 2 mg/L a
na linezolid od 0,5 mg do 2 mg/L. Véacsina testovanych laktobacilov mala hodnoty MIC
na vankomycin na urovni 32 mg/L ana ciprofloxacin 4 mg/L. Jeden kmen Lactobacillus
fermentum mal zvySenu hodnotu MIC na klindamycin, a to na urovni 1 mg/L, meranu strip
testom.
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Spomedzi izolatov laktobacilov z ¢reva hydiny, ktoré sme pouzili na porovnanie s izolatmi
zo syra, obsahoval Lactobacillus salivarius 12K gén rezistencie na gentamicin aac(6')-le-
aph(2')-la, pri¢om kmen mal hodnotu MIC na gentamicin 256 mg/L.

Z vysledkov nasej Studie, ale aj predchadzajucich vysledkov testovania laktobacilov
izolovanych z mlieCnych vyrobkov a jogurtov (Kmet, Demankova 2008) vyplyva, ze
laktobacily izolované z ovéich syrov dodavanych na slovensky trh, spadaju do kategérie WT
izolatov.

Pri NELAB je mozné dokédzat’ metddami molekularnej biolodgie (PCR, DNA microarray)
pritomnost’ Specifickych génov rezistencie na antibiotika pre nedostupnost’ takychto testov len
tazko. Jediny parameter, ktory ndm ostdva na zhodnotenie citlivosti probiotickych a
Startérovych kmenov, je ich zradenie do WT alebo NWT podl'a prislusnej hodnoty MIC.
Pri probiotickych enterokokoch je to podstatne jednoduchsie, enterokoky sa bezne vySetruju
Vv bakteriologickych laboratoriach ako patogény a detekcia génov rezistencie pomocou PCR je
rutinnou zaleZitost'ou. Na obr. ¢.1 je uvedena schéma testovania a vyhodnotenia laktobacilov,
laktokokov, bifidobaktérii na pritomnost’ ziskanej rezistencie na antibiotikd podla EFSA

(2008).

Obr.¢.1. Modifikovana schéma testovania laktobacilov podl'a EFSA 2008.
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ﬂ
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ZAVER

V praci sa opisuje vyvoj problematiky stanovenia citlivosti na antibiotikd u laktobacilov
pouzivanych ako probiotikd a Startérové kultary od roku 2003 doteraz. Nova norma
ISO10932 definuje zékladné zivné pody pre testovanie bifidobaktérii a ne-enterokokovych
baktérii produkujucich kyselinu mliecnu, rozpédtie testovanych koncentracii antibiotik
pri mikrodilu¢nej metdde, sposob kultivacie a kontrolné kmene pre hodnotenie spravnosti
stanovenia MIC. VicSina nami testovanych laktobacilov z ovc¢ich syrov spadala do kategorie
WT. Laktobacily izolované z trusu kurciat, ktoré¢ boli pod selekénym tlakom antibiotik,
obsahovali len oc€akdvané gény rezistencie na tetracyklin. Vyskyt génu rezistencie
na gentamicin aac(6')-le-aph(2')-la u kmena Lactobacillus salivarius 12K treba povazovat’
za vynimocny.

Pod’akovanie. Vysledky tejto prace boli dosiahnuté pri rieSeni projektu ¢. 26220220065
»lzolacia, identifikdcia a charakterizacia kyslomlieénych baktérii pre ich aplikdciu
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Suhrn

Vyskyt obezity na celom svete v poslednych desatroCiach vyrazne stupol. Sucasné
stratégie podiel’'ajice sa na prevencii a liecbe obezity s minimalne efektivne, preto neustale
narasta zaujem o nové terapeutické¢ postupy. Zaroven rastie aj pocet informacii o tom, ze
d’al§im environmentalnym faktorom podiel’ajucim sa na vzniku obezity st okrem zvySené¢ho
prijmu energeticky bohatej potravy a sedavého spdsobu Zivota aj mikroorganizmy traviaceho
traktu. Z dostupnych udajov je zrejmé, Ze crevna mikroflora je zapojend do kontroly
energetickej rovnovahy a telesnej hmotnosti a teda.zohrava doélezitt ulohu v patofyziologii
obezity. Idealnou stratégiou v liecbe obezity mdze byt v budicnosti manipulécia so zlozenim
crevnej mikroflory. Sledovanie dvoch dominantnych mikrobidlnych kmeiiov Firmicutes
(Lactobacillus/ Enterococcus) a Bacteroidetes (Bacteroides/Prevotella) v tenkom ¢reve
laboratoérnych potkanov podrobenych nutriénému zasahu v rozdielnych etapach Zivota moze
prispiet’ k objasneniu tlohy mikroorganizmov pri vzniku a rozvoji obezity.

Uvod

Obezita je stav charakterizovany nadmernym hromadenim tuku v organizme. Vznika
nasledkom zvySeného prijmu energeticky bohatej potravy v kombinacii so znizenou telesnou
aktivitou. Dochédza tak k pozitivnej energetickej bilancii, t.j. stavu, kedy prijem energie
dlhodobo prevysSuje vydaj. Postihuje tak deti ako aj dospelych. Obezita je pri¢inou mnohych
zavaznych ochoreni ako je diabetes mellitus typ II, kardiovaskularne a nadorové ochorenia
[23]. Aktudlne stratégie podielajlice sa na znizovani vysokej prevalencie obezity su
minimalne G¢inné, jej vyskyt neustale stupa a stava sa celosvetovou epidémiou, az
pandémiou.

PoCas porodu dietata mikroorganizmy matky a prostredia zacinaju kolonizovat
gastrointestinalny trakt novorodenca. V priebehu prvych dvoch rokov zivota je zlozenie
mikrobialnej flory nestabilné a menej roznorodé ako v dospelosti. ZloZzenie Crevnej
mikroflory je jedine¢né pre kazdého cloveka, vysoko variabilné medzi jednotlivcami,
pozostavajice v 90% z 2 kmenov baktérii, Bacteroidetes a Firmicutes [6]. ZloZzenie mdze
d’alej ovplyvnit’ mnoho vonkajSich faktorov, predovSetkym strava, hygienické podmienky,
alebo pouzivanie antibiotik [10].

Prace publikované v poslednom desatro¢i poukazali na to, Ze crevnd mikroflora je
spoluzodpovedna za narast telesnej hmotnosti, zvySené ukladanie tukovych zasob a vznik
obezity. Tato hypotézu predlozili prvykrat v roku 2004 Béckhed a kol. [2], ktori zistili, Ze
bezné mysi maju priblizne o 40% telového tuku viac ako mysi bez vlastnej mikroflory (germ
free), napriek vyrazne nizSiemu kalorickému prijmu. V d’alSom experimente transplantovali
mikroorganizmy distalnej casti traviaceho traktu beznych mySi v procese nazyvanom
konvencionalizacia gnotobiotickym mysiam, ¢o malo za nasledok dramaticky az 60% narast
telového tuku za 2 tyzdne, napriek znizenému prijmu krmiva o 29% a zvysenej aktivite o 27%
Vv porovnani s germ free zvieratami.
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Narast tukového tkaniva bol eSte vyraznejSi, ak bola prenesend c¢revna mikroflora
geneticky obéznych (ob/ob) mysi [22]. Ley a kol. [17] potvrdili kvantitativne rozdiely medzi
dvoma hlavnymi bakteridlnymi kmenmi (Firmicutes a Bacteroidetes) u obéznych a chudych
mys$i, s vy$§im pomerom medzi Firmicutes a Bacteroidetes v slepom creve obéznych mysi.
MozeS a kol. [20] zistili suvislost medzi zmenami v C¢revnej mikroflore a nastavenim
buducich stravovacich navykov a vyuzivanim energie. U laboratérnych potkanov vplyvom
prekrmovania v ranom postnatilnom obdobi zaznamenali okrem rychlejSicho rastu a
vyraznejSicho ukladania telového tuku aj vyssi pocet Enterococcus a Lactobacillus a nizsi
pocet Bacteroides v tenkom ¢éreve prekifmenych mlad’at. Nadobudnuté rozdiely pretrvavali
a ani prijem krmiva s nizkym obsahom tuku neviedol k zmierneniu prejavov nadobudnutého
obézneho stavu.

Podobné zmeny v zloZeni Crevnej mikroflory ako u obéznych mysi (zvySeny pocet
Firmicutes, pokles Bacteroidetes) zaznamenal Ley a kol. [18] aj u 12 obéznych pacientov
Vv porovnani s neobéznymi. Znizenie pocCtu Bacteroidetes a zarovein zvySenie poctu
Lactobacillus patriaceho ku kmefiu Firmicutes u obéznych pacientov potvrdil aj Armougom
akol. [1]. Nasledkom transplantacie mikroorganizmov z feces dospelych obéznych
a neobéznych dvojciat germ free mySiam doslo k zvySenému ukladanim telového tuku u mysi
s ¢revnou mikroflorou obéznych dvojciat, v porovnani s mySami s mikroflorou neobéznych
dvojciat [21]. Naproti tomu Duncan a kol. [7] nezaznamenali rozdiely v pocte Bacteroidetes
vo vzorkach stolice medzi obéznymi a neobéznymi jedincami.

Doteraz neexistuje zhoda v literarnych tdajoch ohladne zlozenia c¢revnej mikroflory
U obéznych a neobéznych jedincov, ¢o suvisi pravdepodobne s variabilitou pouzitych metod
pouzitych na analyzu ¢revnej mikroflory.

KedZze presny mechanizmus, prostrednictvom ktorého crevna mikroflora prispieva
k rozvoju obezity zostava stale nejasny, v naSich sledovaniach sme sa zamerali na objasnenie
ulohy ¢revnej mikroflory v kontrole energetickej rovnovahy a telesnej hmotnosti u obéznych
a neobéznych potkanov.

Prehl’ad experimentov vykonanych na laboratéornych potkanoch kmena Sprague-
Dawley

Zmeny crevnej mikroflory potkanov prijimajucich vysokotukové/vysokoenergetické krmivo
pred a po odstave (1.-40. dern)

Za UCelom ziskania obéznych mlad’at, sme laktujicim samiciam podéavali od 1. dna
laktacie krmivo s vysokym obsahom tuku (30% tuku; 4,04 kcal/g). Pocet mlad’at v hniezde
sme upravili na 10, ¢o predstavuje optimalny pocet na 1 laktujicu samicu. Analyzou vzoriek
mlieka sme u tychto samic zaznamenali zvySeni koncentraciu tuku v mlieku. V porovnani
s matkami na kontrolnej diéte (9,5% tuku; 3,2 kcal/g), hodnoty tuku v mlieku prekrmovanych
matiek boli 17,7+0,8 vs.15,0£0,2 g/100ml (P<0,05). U mlad’at konzumujucich takéto
vysokotukové mlieko sme zistili vyrazne vysSie zasoby epididymalneho a perirenalneho tuku
na 15.a 20. deit vporovnani s kontrolami. Obézny stav utychto zvierat pretrvaval aj
po odstave (21. den), v dosledku podavania vysokotukovej/vysokoenergetickej diéty s 30%
obsahom tuku. Vplyv takéhoto nutriéného zasahu sa zreteI'ne prejavil aj na zloZeni mikroflory
v tenkom creve. U obéznych mldd’at sme na 40. deil zaznamenali v jejune vyssi pocet
Lactobacillus/Enterococcus (LAB) aredukovany pocet Bacteroides/Prevotella (BAC)
stanovenych fluorescencnou in situ hybridiza¢nou (FISH) metddou oproti kontroldm. Zvierata
na vysokotukovej diéte mali vy$§i LAB/BAC index ako ich kontroly (Tabulka €. 1).
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ZlozZenie ¢revnej mikroflory v jejune sme hodnotili metdédou (FISH) za pouzitia sondy Lab
158 pre skupinu Lactobacillus/Enterococcus sp. Cy3—5’-GGT ATT AGC A(C/T)C TGT
TTC CA-3’ [13] a Bac303 pre skupinu Bacteroides/Prevotella FITC— 5’-CCA ATG TGG
GGG ACC TT-3’ [19].

Tabulka 1. Somatické a mikrobidlne parametre potkanov prijimajucich kontrolnu
alebo vysokotukovu (HF) diétu od 1. do 40. diia

15. dent 20. den 40. dent
Kontrola HF Kontrola HF Kontrola HF
Telesna 32.3+1.0 34.2+0.5 41.1+0.5 42.3+0.4 156.5+5.4 128.6+£3.9

hmotnost’ (g)

Prirastky (g)  25.720.9  27.4+0.4  34.5+0.5 35.4+0.4 149.4+5.4  122.0+4.0

*kk

Epididymalny 0.07+£0.01 0.14+£0.01 0.10+0.01 9.19i0.02 0.31+0.02 9;§8i0.03
tuk (% b. w.)

Perirenalny 0.15+0.01 9;§2i0.02 0.14+0.01 9;§4i0.02 0.17+£0.03 9;§3i0.05
tuk (% b. w.)

LAB jejunum  6.47+0.03 6.89+0.05  7.08+0.04  7.26+0.03  8.66+0.08  9.93+0.09

BAC jejunum 5.3840.07 5.3£0.06  6.46+0.01 6.13+0.04  6.77+0.06  5.61+0.08

*kk

LAB/BAC 1.240.02  1.3+£0.027° 1.140.01  1.240.01° 1.3+0.02  1.8+0.03
index -

Hodnoty st vyjadrené ako priemer +SEM. Hodnoty Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a
Bacteriodes/Prevotella (BAC) s dané ako log [no. of bacteria (0.1 g mucose)™]. Signifikantné
rozdiely oproti kontrolnej skupine *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Rozdiely medzi uvedenymi
skupinami boli hodnotené dvojcestnou ANOVOU (Tukeyho test).

Zmeny crevnej mikroflory potkanov prijimajucich vysokotukové/vysokoenergetické krmivo po
odstave od 21.-40. dia

V d’alSom pokuse sme sa zamerali na zloZenie ¢revnej mikroflory u potkanov, ktori prijimali
vysokotukova diétu len v obdobi po odstave. Samcom sme podavali od odstavu okrem
Standardného krmiva aj tekutu diétu s vysokym obsahom tuku (Sunar Heinz Product, 0.7
kcal/ml; 27% tuku). Na 40. dei sme u tychto potkanov zaznamenali o 27% viac telového
tuku v porovnani s kontrolnymi zvieratami kfmenymi len Standardnou laboratérnou diétou s
9,5% obsahom tuku. Rozdielny energeticky prijem okrem nadobudnutého obézneho statusu
vyrazné ovplyvnil aj mikrofloru v jejune sledovanych zvierat. U obéznych zvierat sme
zaznamenali narast Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a pokles Bacteroides/Prevotella
(BAC) stanovenych FISH metédou (Tabulka €. 2).
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Tabulka 2. Somatické a mikrobiilne parametre potkanov prijimajicich kontrolnu
alebo vysokotukovu (HF) diétu po odstave (od 21. do 40. diia)

Kontrolné HF
Telesna hmotnost’ (g) 156.3+£5.4 145.8+6.3
Tuk (%) 0.47+0.04 0.71£0.05**
LAB jejunum 8.31+0.14 10.63+0.14%**
BAC jejunum 7.094+0.13 5.48+0.1]%**
LAB/BAC index 1.18+0.04 1.95+0.06%**

Hodnoty su vyjadrené ako priemer +SEM. Hodnoty Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a
Bacteriodes/Prevotella (BAC) st dané ako log [no. of bacteria (0.1 g mucose)™]. Signifikantné
rozdiely oproti kontrolnej skupine: = P<0.01, ~ P<0.001.

Zmeny crevnej mikroflory potkanov pochadzajucich z hniezd s rozdielnym poctom mladat
Dal§im moznym spdsobom ako ziskat’ obézne mlad’ata je tiprava velkosti hniezda. Z toho
dévodu sme prvy deil po narodeni upravili matkdm pocet mlad’at na 3-4 ks (malé hniezdo,
N4) vdaka ¢omu doslo k prekfmeniu uz v ranom obdobi. Ako kontrola sluzilo stredné
hniezdo (N10) s 10 mladd’atami. Takto upravené hniezda st zauzivanym celosvetovym
modelom vo vyskume obezity laboratornych zvierat.

Analyzou vzoriek mlieka, ktoré sme odobrali potkanim matkdm na 11. den lakticie, sme
zistili vySS$i obsah mliecneho tuku u matiek so 4 mladatami v porovnani s mliekom
kontrolnych matiek s 10 mladatami (21,0+0,7 vs. 16,4+0,8 g/100ml). Prijem mlieka
S0 zvySenym obsahom tuku viedol okrem vysSej telesnej hmotnosti a prirastkov hmotnosti
U mlad’at z malého hniezda na 15., 20. a 40. deni aj k signifikantne vy$§im hodnotdm telového
tuku 067%, 39% a48% v sledované dni, v porovnani s hodnotami mlad’at zo stredného
hniezda (Tabulka ¢. 3). Vplyv prekrmovania nasledkom zvy$eného obsahu tuku v mlieku sa
prejavil aj vo vyvojovej rozmanitosti ¢revnej mikroflory. V jejune obéznych samcov z malého
hniezda bol zaznamenany vys$§i pocet Lactobacillus/Enterococcus (LAB). Toto zvySenie
pretrvavalo aj po odstave, kedy uz zvierata prijimali krmivo s obvyklym zloZenim. Naviac
po odstave doslo aj k vyznamnému zniZeniu Bacteroides/Prevotella (BAC) v jejune obéznych
zvierat (Tabulka €. 3).
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Tabul’ka 3. Somatické a mikrobialne parametre potkanov pochadzajucich zo stredného

(N10) a malého hniezda (N4)

15. den 20. den 40. den

N 10 N 4 N 10 N 4 N 10 N 4
Telesna 26.6+0.3  38.0+0.5%* 47.5+1.5  57.840.9* 147.74£5.4  191.3+3.7%**
hmotnost’ (g)
Prirastky (g)  19.6+0.2  31.2+0.3* 41.0+1.5  51.4+0.8* 140.9+£5.3  184.6+3.7***
Epididymalny 0.07+0.01 0.08+0.02 0.15+£0.02 0.22+0.02* 0.32+0.04 0.45+0.03%**
tuk (% b. w.)
Perirenalny 0.08+£0.01 0.24+0.02*** 0.24+0.02 0.32+0.02* 0.18+0.03 0.30+0.03**
tuk
(% b.w.)
LAB jejunum 6.47+0.03 6.89+£0.05*** 5.57+0.05 6.62+0.05*** 7.39+0.02 8.09+0.08***
BAC jejunum 5.38+0.06 5.32+0.05 5.88+0.06 6.01+0.03 8.00+£0.0  6.9140.18***

9

Hodnoty su vyjadrené ako priemer +SEM. Hodnoty Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a
Bacteriodes/Prevotella (BAC) st dané ako log [no. of bacteria (0.1 g mucose)™]. Signifikantné
rozdiely oproti kontrolnej skupine (N10): *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Rozdiely medzi
uvedenymi skupinami boli hodnotené dvojcestnou ANOVOU (Duncenov test).

Nasledky antibiotickej intervencie na vyvoj crevnej mikroflory obéznych potkanov

Na zdklade dosiahnutych vysledkov v predchadzajucich experimentoch, sme sa zamerali aj
na sledovanie vyvoja obezity laboratornych potkanov s redukovanou mikroflérou v jejune.
Tento stav sme docielili podavanim antibiotika pred apo odstave. Mladatdm, ktoré
pochadzali z malého a stredného hniezda, a teda prijimali mlieko s rozdielnym obsahom tuku,
sme podavali Amoxygal plv. sol. (amoxicillinum trihydricum; Pharmagal, Nitra, SR): a)
do 15. dna laktacie (antibiotikum sme podavali 2 krat denne v pitnej vode matkam; 30 mg/kg,
koncentracia 0,2 g/l); b) Amoxygal sme podavali mlad’atdm v pitnej vode od 21. do 40. dia
zivota. Po antibiotickom oSetreni sme v tenkom Creve tychto zvierat zaznamenali vyrazny
pokles sledovanych bakterialnych skupin Lactobacillus/Enterococcus a
Bacteroides/Prevotella (Tabulka ¢. 4, 5). Napriek znizenému poétu LAB a BAC nedoslo
k vyznamnym zmenam v ukladani telového tuku u prekfmenych potkanov z malého hniezda.
Zvysené vytvaranie tukovych zasob pretrvavalo unich aj po odstave, t.j. po prechode
na prijem Standardnej diéty a nebolo ovplyvnené vyraznou kvantitativnou zmenou LAB
a BAC.
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Tabul’ka 4. Somatické a mikrobialne parametre 40 diiovych N10 (stredné hniezdo) a N4
(malé hniezdo) potkanov vystavenych antibiotickému oSetreniu pred odstavom

Kontrolné N10  Antibiotické Kontroln  Antibiotické

N10 é N4 N4
Telesna hmotnost’ (g) 155.4+£5.9 163.3+6.3 185.3+4.8 188.0+5.4°
C
Prirastky (g) 148.4+5.9 156.8+6.1 178.7+4.8 181.3+5.3°"
C
Tuk (%) 0.50+0.05 0.544+0.04 0.78+0.06 0.78+0.04 ¢
C
Lactobacillus/Enterococ  7.40+0.02 6.4340.16%*%*  8.19+0.09 6.93+0.04%%* ¢
cus d
jejunum
Bacteroides/Prevotella 8.06+0.05 6.16£0.11*** 3.15i0.06 6.71+0.12%* ¢
jejunum

Hodnoty su vyjadrené ako priemer = SEM. Hodnoty Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a
Bacteriodes/Prevotella (BAC) st dané ako log [no. of bacteria (0.1 g mucose)™]. Signifikantné
rozdiely oproti kontrolnej skupine * P<0.05, ** P<0.01, *** P<(0.001. Signifikantné rozdiely medzi
skupinami N10 a N4 ° P<0.01, ° P<0.001, ¢ P<0.0001. Rozdiely medzi uvedenymi skupinami boli
hodnotené dvojcestnou ANOVOU (Tukeyho test).

Tabul’ka 5. Somatické a mikrobialne parametre 40 diiovych N10 (stredné hniezdo) a N4
(malé hniezdo) potkanov vystavenych antibiotickému oSetreniu po odstave

Kontrolné Antibiotické Kontrolné Antibiotické

N10 N10 N4 N4
Telesna hmotnost’ (g) 153.9+5.8 160.9+7.4 178.4+3.2°¢ 183.6+3.1°¢
Prirastky (g) 146.9+5.7 153.947.3 171.943.1° 177.1£3.1°
Tuk (% b. w.) 0.42+0.05 0.53+0.04 0.79+0.06 ¢ 0.72+0.05°¢
Lactobacillus/Enterococcus 7.42+0.01 6.49+0.14*** 8 38+0.07 ° 6.84+0.03***
jejunum b
Bacteroides/Prevotella 8.03+0.09 6. 7.43+0.07°¢ 6.80-+£0.11%**
jejunum 6120, 17%**

Hodnoty su vyjadrené ako priemer = SEM. Hodnoty Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a
Bacteriodes/Prevotella (BAC) st dané ako log [no. of bacteria (0.1 g mucose)™].
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Signifikantné rozdiely oproti kontrolneg skupine ** P<0.01, *** P<(0.001. Signifikantné
rozdiely medzi skupinami N10 a N4 ° P<0.01, ¢ P<0.001, 9 P<0.0001. Rozdiely medzi
uvedenymi skupinami boli hodnotené dvojcestnou ANOVOU (Tukeyho test).

Diskusia

Podavanie  vysokotukového/vysokoenergetického krmiva laboratornym  potkanom
Vv odlisnych obdobiach Zivota viedlo k zmendm v pocte dvoch dominantnych bakterialnych
skupin Lactobacillus/Enterococcus (LAB) a Bacteroides/Prevotella (BAC) v jejune. Metodou
FISH bol v naSich experimentoch zaznamenany zniZzeny po¢et BAC a naopak zvysSenie LAB.
U prekrmovanych zvierat boli tieto mikrobidlne zmeny spojené s vyznamnym narastom
objemu epididymalneho a perirenalneho tuku.

Vo vSeobecnosti st mikroorganizmy crevného traktu povazované za vyznamny faktor
ovplyviujlci energetickll rovnovahu. Viaceré prace poukazali na uzky vztah medzi ¢revnymi
mikroorganizmami, vyuzivanim zivin a ukladanim energie hostitel'skym organizmom. Tato
hostitel'sko-bakterialna vzajomnost’ je tiez spojena s rozdielmi v ziskavani energie z diéty, ¢o
sa mdze prejavit’ v odlisSnej telesnej hmotnosti a mnozstve tukovych zasob u obéznych a
neobéznych jedincov. V ¢reve obéznych mysi [17], prasiat [11] a I'udi [22] bolo zaznamenané
proporciondlne zvySenie Firmicutes a zniZzenie Bacteroidetes. Okrem toho bolo zistené, Ze
¢revna mikrofléra podnecuje efektivnejSiu absorpciu monosacharidov z ¢reva a de novo
lipogenézu v peceni [2; 4]. Tieto hostiteI'sko-bakteridlne vzajomnosti pozitivne ovplyviiuju
vyvoj obezity u mys$i na vysokotukovej diéte [3; 5]. Pridavok pektinu do krmiva s vysokym
obsahom tuku upravil potkanom mnozstvo Bacteroidetes a Firmicutes na troven kontrolnych
zvierat [14]. Naproti tomu Lecomte a kol. [16] zaznamenali vo feces potkanov
na vysokotukovej diéte narast Bacteroidetes a pokles Firmicutes. Tento pokles bol do znacnej
miery zapri¢ineny znizenym mnozstvom Lactobacillus sp.

Nase vysledky poskytli novy pohlad na otazky tykajuce sa ucasti mikroorganizmov
Vv mechanizme regulujucom somaticko/metabolickii homeostazu u obéznych a chudych
zvierat. Vysledky poukézali na vys$§i poCet LAB, niz§i pocet BAC, vyrazny ndrast telesnej
hmotnosti a telového tuku u prekrmovanych potkanov v porovnani s optimalne Zivenymi.
Nasledkom mikrobidlnej manipulacie (podavanie Amoxicillinu) nebola u mladat
pochadzajucich z rozdielneho vyvojového a nutricného prostredia ovplyvnena funkcia
tenkého Creva, nutricné chovanie ani somaticky vyvoj, napriek vyraznému zniZeniu tychto
bakterialnych skupin po antibiotickej intervencii. Zda sa, ze klI'iC¢ovym faktorom dlhodobo
ovplyviiujicim metabolicky a somaticky vyvoj zvierat v naSich experimentoch bolo rané
prekrmovanie a nie mikroflora traviaceho traktu.

Ucast &revnych baktérii v rozvoji obezity v procesoch regulacie metabolizmu sa zda byt
viac plastickd, nez sa povodne predpokladalo. V sulade s tym bolo tiez dokumentované, Ze
zloZenie ¢revnej mikroflory samo o sebe nema vyslovny vplyv na udrziavanie energetickej
rovnovahy. Po prvé, vysledky z experimentu, v ktorom obézne potkany prijimali krmivo
S vysokym obsahom tukov s pridavkom bifidobacterii ukdzali, Ze u tychto potkanov nedoslo
k zmene obézneho statusu [24]. Po druhé, experimentalne manipulacie, t.j. kvantitativne
zniZenie a proporciondlne zmeny ¢revnej mikroflory po antibiotickej liecbe neviedli v naSich
experimentoch Kk znizenému ukladaniu telového tuku. A konefne bolo preukdzané, ze
nepritomnost’ ¢revnej mikroflory neposkytuje Ziadnu vSeobecni ochranu pred diétou
indukovanou obezitou, t.j. germ-free mysi pri kfmeni diétou s vysokym obsahom tuku mali
vacsiu telesnu hmotnost’ a viac telového tuku nez bezné mysi [9].
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Vzhladom na neexistujicu zhodu v literature, bude potrebné ziskat d’alSie informacie
zamerané na lepSie pochopenie ucasti mikroorganizmov v mechanizmoch podiel’ajucich sa
na kontrole prijmu potravy aregulacii telesnej hmotnosti a tukového tkaniva. Vyber
niektorych mikroorganizmov a ich vztah k obezite je v Tabul'ke 6 [12].

Tabulka 6 Vyber niektorych mikroorganizmov a ich vzt’ah k obezite (Harakeh a kol.
2016)

Firmicutes Bohaty  vyskyt  uobéznych | Turnbaugh a kol.,2009;
jedincov Je dominantou | DiBaise a kol., 2012;
mikrofloru deti z Europy. Po by | Bested a kol.,2013
passe zaludka dochadza

k poklesu Firmicutes.

Bacteroidetes Znizenie telesnej hmotnosti. Je | De Filippo a kol., 2010;
(Bacteroides  spp. a | dominantou mikrofloru deti z | Kovatcheva-Datchary a
Prevotella) africkych dedin. ZvySeny vyskyt | Arora, 2013

Umy$i  prijimajacich  diétu
s vysokym podielom vlakniny.

Prevotella a Bacteroides | Pokles adipozity u pacientov, po | Yatsunenko a koll., 2012;

by passe zaludka. Kovatcheva-Datchary a
Arora, 2013
Lactobacillus reuteri Pozitivne suvisi s obezitou. U | Million a kol., 2013b

deti  trpiacich  Kwashiorkor
ochorenim  bol  pozorovany
prirastok hmotnosti po prijme
terapeutickej potraviny
obohatenej o tto baktériu.

Firmicutes/Bacteroidetes | Vysoky pomer F/B u obéznych | Santacruz a kol., 2010
jedincov potkanov. Mozes a kol. 2008

Lactobacillus  curvatus | Znizenie = telesnej  hmotnoti | Park a kol., 2013
HY7601a Lactobacilllu | u obéznych mysi.
splantarum KY1032

Lactobacillus casei | Znizenie  telesnej  hmotnoti | Nunez et al., 2014
CRL431 U obéznych mysi.

Pokial' ide o zlozitosti mikrobialneho ekosystému, existuju dokazy o vyzname inych
intestindlnych bakteridlnych skupin, ktoré moézu napovedat o vyvoji rozdielneho
metabolického fenotypu. Bolo potvrdené, Ze nutriéné zmeny v ranom obdobi mézu ovplyvnit
vyvoj a zlozenie crevnych mikroorganizmov. U deti prijimajucich materské mlieko je
bakterialna kolonizacia kratko po narodeni spojena s vyvojom flory bohatej
na Bifidobacterium spp., kym pocet Bacteroides spp. vykazuje obmedzeny rast. Naopak,
U deti na umelej mlie¢nej vyzive (zvySeny energeticky prijem) bola zaznamenana opacna
tendencia, t.j. limitovany rast bifidobaktérii a zvyseny pocet Bacteroides. Tieto zmeny je
mozné povazovat’ za povodcu budicej nadvahy [8; 15].
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Zaver a budice vyzvy

Kedze vécsina doterajSich dokazov o pripadnom vztahu medzi ¢revnou mikroflérou
avyvojom obezity pochadza zo §tadii na zvieratich, bude nevyhnutné uskutocnit’ dalSie
sledovania predovsetkym u l'udi. Sucasné humanne prace zaoberajuce sa Studiom crevnej
mikroflory su zalozené na analyzach vzoriek stolice, ktora neodraza zlozenie mikroflory
tenkého Creva a dokonca ani ¢reva hrubého.

1. Vzhl'adom na neexistujucu zhodu v literatare, bude doélezit¢ v budicnosti zamerat’ sa
na ziskanie ¢o najviacSicho mnozstva novych poznatkov urcujucich skutoény vyznam
mikroflory vo vyvoji obezity. Z doterajSich sledovani je zrejmé, Ze niektoré mikroorganizmy
traviaceho traktu dokézu ovplyvnit’ energeticku bilanciu vd’aka efektivnejSiemu ziskavaniu
energie z diéty a naslednou tvorbou tukovych zasob.

2. Bude potrebné vykonat’ cielené §tudie na urcenie takych bakteridlnych kmenov, ktoré
pozitivne ovplyviiuji metabolické zdravie, t.j. podielaji sa na prevencii resp. lieCbe roznych
metabolickych ochoreni v¢itane obezity.

3. Po preukazani suvislosti medzi ¢revnou mikroflorou a zdravotnym stavom hostitel’a,
vyuzit’ potencial prebiotik, probiotik, alebo ich kombinéciu na upravu ¢revnej mikroflory tak,
aby sa dosiahli konkrétne zdravotné vyhody.

4. Hoci zvieracie modely poskytuji zaujimavy nahl'ad, vo vzt'ahu k 'udom nemozno zatial
vyvodzovat’ Ziadne priame zavery. Preto pri lieCbe obezity a s obezitou suvisiacich ochoreni
zatial' prvoradou zostdva zmena zivotného Stylu, ktord zahfia vhodne zvolenl stravu
doplnent zvysenou fyzickou aktivitou.
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Analyza klastrov Salmonella typhimurium pomocou PFGE elektroforézy a
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SUHRN

Cielom prace bolo porovnat diskriminaénti schopnost metdd fagotypizacie, PFGE a
MALDI-TOF pri subtypizacii a stanoveni pribuznosti kmenov salmonel. Pri hodnoteni 24
izolatov sporadicky zachytenych monofazickych S. typhimurium sme pomocou PFGE zistili
dva klastre relativne pribuznych kmenov. Kmene sme nésledne analyzovali metédou MALDI-
TOF. 12 kmenov klastra ,,a* sa rozdelilo do dvoch diskrétnych skupin, ¢o by ciasto¢ne
zodpovedalo aj vysledkom PFGE. Naproti tomu Sest kmenov klastra ,,b*“ vykazovalo
vV MALDI-TOF vysokt podobnost’, ¢o nie celkom zodpovedalo vysledkom PFGE .

UvoD

Monofazicky wvariant Salmonella enterica subsp. enterica sérovar typhimurium
(monofazicka S. typhimurium) s antigénnou S$truktarou 1,4,[5],12:i:- je povazovany
za emergentného patogéna v mnohych Eurdpskych krajindch a v sti€asnosti predstavuje treti
najCastej$i sérovar v Eurdpe, vratane Slovenskej republiky (SR). Klinické kmene
monofézického variantu sa v SR prvy krat identifikovali v r. 2009, v d’alSich rokoch sa ich
pocet vyrazne zvysSoval a v sti¢asnosti predstavuje spolu 441 izolatov.

Mechanizmy pre vyvoj kmenov 1,4,[5],12:i:- ostavajii nezname. V expresii druhej fazy
bi¢ikového antigénu su zahrnuté viaceré gény, vratane génov fljA, fljB a hin umiestnené
v operone fljBA. Mutacie (delécie alebo inzercie) v géne fljB, ktory koduje druht fazu
bi¢ikového antigénu, spolu s naruSenim regula¢nych mechanizmov variacii faz, by mohli byt
pri¢inou zlyhania expresie druhej fazy bicikového antigénu (Soyer a spol., 2009, Wasyl
a Hoszowski, 2012).

Rychla a S3pecifickd identifikdcia salmonel je integralnou sucastou vySetrovania
epidemiologickej situacie. Konvencnd metdéda moleukarno-biologickej typizacie - PFGE
(pulzna elektroforéza) je sice povaZzovana za zlaty Standard, avSak je pracnd a trva cely
pracovny tyzden od dorucenia vzorky po vyslednu typizéaciu bakteridlnych kmenov. Typizacia
salmonel pomocou MALDI-TOF biotypera trva iba niekol’ko mintit po doruceni Cistej
kultry, pricom deteguje ribozomalne bielkoviny o hmotnosti od 2 do 20 kDA len na urovni
rodu. MALDI-TOF biotyper analyzuje jednotlivé kmene pomocou tzv. MSP (main spectrum)
- hlavného spektra vSetkych bielkovin alebo aj pomocou PCA (analyza hlavného
komponentu), pri ktorej redukuje spektrum len na prvé tri bielkovinové komponenty. PCA sa
pouziva hlavne v pripade ak MSP analyza ukazuje na totoznost’ vySetrovanych kmenov t.j.
program Maldi Biotyper 3.0 nedokéze zobrazit ,,MSP* strom zobrazujuci pribuznost’
kmetiov. V svetovej literature su dva nazory na porovnanie PFGE a MALDI-TOF. Prvy nazor
zavrhuje MALDI-TOF ako nereprodukovatel'ni a nevhodnu metédu (Rim a kol. 2015), zatial
¢o druha skupina nazorov MALDI-TOF odporuca (Egli a kol. 2015, Mutters a kol. 2015,
Kmet a kol. 2013).
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Ciel'om naSej prace bolo porovnat’ diskrimina¢nti schopnost’ viacerych metod subtypizacie
a stanovenia pribuznosti kmenov salmonel.

MATERIAL A METODY

Zo suboru klinickych kmenov monofazického variantu S. Typhimurium izolovanych v r.
2009-2012 sme vybrali 24 sporadickych kmenov, izolovanych od pacientov
s gastroenteritidou, ktoré sme porovndvali pouzitim metdédy fagovej typizacie, PFGE,
a metody hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF.

Fagova typizacia kmenov bola vykonané podla typizac¢nej schémy Anderson et al. (1977)
pouzitim Standardnych fagov WHO Referencného centra pre fagovli typizaciu Health
Protection Agensy, Colindale, Londyn.

Citlivost’ na antibiotika: Kmene boli testované¢ na citlivost voci 11 antibiotikdm
agarovym diskovym difiznym testom podla EUCAST (2016). Pouzit¢ disky antibiotik:
ampicilin (A 20pg), ceftriaxon (CRO 30pg), chloramfenikol (C 30png), ciprofloxacin (Cip
5ug), gentamicin (G 10pg), streptomycin (S 10ug), tetracyklin (T 30ug), trimetoprim (TMP
5ug), sulfizoxazol (Su 250pg), trimetoprim-sulfametoxazol (SxT 1.25/23.7ug), nalidixova
kyselina (NA 30ug). Escherichia coli ATCC 25922 bol pouzity ako referenény kmen.

PFGE - Izolaty boli subtypizované metddou elektroforézy celkovej DNA v pulznom poli
po nastiepeni restrikénou endonukleazou Xbal (Invitrogen, UK) podl'a Laconcha et al. (2000)
a Majtanovej et al. (2004). Ziskané profily boli analyzované s pouzitim softwaru Phoretix 1D
Pro (Totallab, UK) za uplatnenia Serensen—Dice  korelacie. V danom stbore boli
identifikované hlavné klastre podobnych/pribuznych kmenov, ktoré boli d’alej analyzované.

MALDI TOF - Na sledovanie fylogenetickej pribuznosti medzi bakteridlnymi kmenmi
bola pouzita klastrova analyza hlavnych spektier proteinov MSP, pomocou MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonik, GmBH, Bremen, Germany) na zéklade porovnania hlavnych spektier
proteinov jednotlivych kmetnov v programe BioTyper 3.0. Grafickym vystupom klastrovej
analyzy bol dendrogram hlavného spektra ,, MSP* ribozomalnych bielkovin (Lay,2001).

VYSLEDKY A DISKUSIA

U vybranych kmenov sme identifikovali ich fagotyp, citlivost’ na antibiotika. Vysledky st
uvedené v tabul’ke 1. Fagovou typizaciou sa kmene diferencovali do 5 fagotypov (U302,
DT193, DT208, U311 a DTI18), 7 kmenov bolo netypovatelnych (NT) a jeden kmen
vykazoval atypické lytické reakcie (ALR). Uvedené fagotypy, hlavne DT193, U302, DT208
a U311 patria medzi dominantné u kmenov monofazického variantu (Hopkins et al., 2010,
Madajczak et al., 2014, Myskova et al., 2014). Okrem vplyvu kmenov monofazického
variantu na humanne zdravie, je vyznamna ich zvySena rezistencia na antibiotikd. Epidemicka
multirezistentna klonalna linia 1,4,[5],12:i:-, oznacend ako eurdpsky klon, je charakterizovana
rezistenciou na ampicilin, streptomycin, sulfonamidy a tetracyklin (R-typ ASSuT). Tento
rezistotyp bol najcastejSie detegovany aj v stibore 24 kmenov (58.3%). R-typ ASSuT bol tiez
najcastej$i profil medzi monofazickymi kmenmi S. typhimurium izolovanymi v Nemecku
od I'udi, osipanych a produktov z bravéového médsa (Hauser et al., 2010), ako aj medzi
kmefimi izolovanymi z huméannych a potravinovych zdrojov v Anglicku, Francuzsku,
Nemecku, Taliansku, gpanielsku, Svajéiarsku a Holandsku (Gallati et al., 2013, Hopkins et
al., 2010b). Sirenie tejto klonalnej linie je zdvazné z dovodu, Ze bola zodpovedna za epidémie
v Luxembursku v r. 2006 (Mossong et al., 2007) a v Taliansku v r. 2010 (Barco et al., 2014),
ktoré boli spojené dokonca s tmrtim.
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Vysledky testovania jednotlivych kmenov pomocou PFGE st v obrazku ¢. 1. Cely subor
kmenov vykazoval zna¢né odli$nosti, strom pribuznosti kmeniov potvrdzuje fakt, ze kmene
pochéadzali zo sporadickych pripadov salmoneloz. V celom subore sme identifikovali dva
klastre (a, b) kmenov, ktoré vSak stale vykazovali aspon nizky stupeni pribuznosti (obrazok 1,
tabul’ka 1).

Klastre ,,a* a,,b* sme analyzovali d’alej pomocou MALDI-TOF, vysledky su zndzornené
na obrazkoch ¢. 2 a3. Naobrazku ¢. 2. vidime, ze 12 kmenov klastra ,,a“ sa rozdelilo
do dvoch skupin, pricom kmene vykazuju jemné rozdiely ¢o by ¢iastocne zodpovedalo aj
vysledkom PFGE. Naproti tomu Sest’ kmenov klastra ,,b*“ (obr. 3) malo Groven vzdialenosti
iba do hodnoty 100, t.j. boli ve'mi podobné, hoci podl'a PFGE boli rozdielne. V plynulom
desatro¢i viaceri autori publikovali stadie, z ktorych vyplynula pouziteI'nost MALDI-TOF
na subklasifikdciu kmenov pre epidemiologické ucely (napriklad Griffin and Price, 2012;
Dieckmann et al., 2008). Mutters et al. (2015) v pripade vankomycin rezistentnych
enterokokov konstatovali, ze MALDI-TOF poskytuje vysledky porovnatel'né s PFGE. V nasej
Studiiv pripade klastra ,,a* boli vysledky MALDI-TOF zodpovedajice PFGE, v pripade
klastra ,,b“ vysledky subtypizacie pomocou MALDI-TOF porovnatel'né s PFGE neboli.

ZAVER

Z dosiahnutych vysledkov tejto prace ako aj z literarnych tidajov vyplyva, Ze porovnanie
MALDI-TOF typizacie s PFGE zavisi od jednotlivych pripadov resp. skupin analyzovanych
kmeniov. Pravdepodobne preto st v literatire opisané pozitivne a aj negativne vysledky
korelacie oboch uvedenych metéd subtypizacie. Hoci metdéda MALDI-TOF ukazala ista
schopnost’ diferencovat’ medzi kmenimi konkrétneho sérotypu salmonel, vysledky ziskané
V nasej praci neboli uplne porovnatelné s PFGE. Metéda ostava Standardnou a vo svete
pouzivanou metdédou pre stanovenie pribuznosti kmenov slamonel.
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Tab. ¢. 1 Monofazicky variant kmeniov Salmonella typhimurium (r. 2009-2012). Fagotypy,
rezistotypy a zaradenie do klastrov podl'a vysledkov PFGE.

C.kmeiia | Fagotyp | Rezistotyp [c/r]  |Klaster
39/09 U302 A,S,Su,T b
109/09 DT193 |A,S,Su,T b
389/09 DT18 C,S,Su,SxT, T,TMP | b
46/10 U302 C,S,Su,SxT, T, TMP | a
55/10 DT193 |A,S,Su,T -
99/10 DT193 |S -
204/10 DT193 |A,S,Su a
238/10 U311 A,S,Su a
37/11 NT A,S,Su a
101/11 DT193 |A,S,Su,T -
122/11 U311 A,S,Su,T a
140/11 NT Su a
141/11 NT A,S,Su,T a
170/11 DT208 |A,S,Su,T a
187/11 DT208 |S,Su,T b
228/11 U302 A,S,Su,T b
234/11 U302 A,C,S,Su,T,NA -
272/11 NT A,S,Su,T a
273/11 U302 AS,Su,T a
1/12 NT A,S,Su,T a
5/12 NT A,S,Su,T -
12/12 NT AS,Su,T -
37/12 ALR A,S,Su,T

63/12 U302 S,Su,T b

Obrazok ¢. 1 PFGE klastrova analyza izolatov monofazického variantu S. enterica sérovar
Typhimurium

33



0,8 0,7 0,6

Distance
0,4

0,5

L.

0,3
|

1

Dendrogram: UPGMA(Dice)

0,2
|

0,1 0,0
[

4{

11

Obrézok ¢. 2 MSP analyza kmenov klastra ,,a*

MEP Dendrograrm

1000

400

g0a

700

G00 A00
Distance Level

400

300

200

100

0

STM 99/10
STM 5/12
STM 12/12
STM 55/10
STM 272/11
STM 140/11
STM 170/11
STM 273/11
STM 46/10
STM 37/11
STM 238/10
STM 141/11
STM 1/12
STM 204/10
STM 122/11
STM 37/12
STM 234/11
STM 101/11
STM 228/11
STM 389/09
STM 187/11
STM 39/09
STM 109/09
STM 63/12

ST46 10
ST140 11
STI70 11
ST204 10
ST122 11
ST235 10
ST141 11
ST01 12
ST 12
ST 1
STHF N

STZF2 N

34



Povodné prace
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Abstract

Microbial communities in biofilms decrease the susceptibility to the host immune system
and to the antimicrobial agents. Aim of the study was to compare effect of antibiotic therapy
alone and effect of adjuvant immunomodulatory therapy in 36 patients with chronic
uroinfections caused by bacterial species that form biofilm in vitro. Clinical benefit after
adjuvant immunomodulatory therapy was observed in 4 (57 %) from 7 patients; clinical
benefit after antibiotic treatment alone was observed in 9 (31 %) from 29 patients. When
evaluating inflammatory parameters any statistically significant changes were not find.
The present study is a pilot study. Despite a low number of analysed patients adjuvant
immunomodulatory therapy seems to have benefit for patients with chronic uroinfections.

Key words: chronic uroinfections, biofilm, adjuvant immunomodulatory therapy.
Introduction

Identical bacterial species repeatedly isolated from urine of patients with chronic urinary
tract infections (UTIs) are supposed to colonize distal segment of genitourinary tract and
to form biofilm on mucous surface. Moreover, the microbial cells adhered to superficial
urothelial cells are endocytosed. Microbes that are not immediately cycled out by exocytosis,
replicate and form biofilm-like intracellular bacterial communities (IBC). The IBC are
so expansive that they cause the apical cell membrane to bulge into the bladder lumen and it is
considered a major source of recurrent UTIs (Bishop et al. 2007; Scott et al. 2015).

Biofilm is a natural structure composed of individual microbial cells attached to the
surface and surrounded with extracellular matrix produced by the cells. Gellike structure
of the matrix inhibit phagocyte migration, phagocytosis and penetration of antiinfectives
through the matrix toward the microbial cells. The matrix environment allows accumulation
of enzymes which modify and degrade chemical structure of antibiotics and inactivate them.
To erradicate microbial cells growing in biofilm a manifold higher antibiotic concentration is
needed (Kotulova et Slobodnikova, 2010 and others). Combinations of antibiotic and adjuvant
therapies of chronic biofilm infections are recommended (Tré-Hardy et al. 2010, Pushpalatha
et al. 2012).

Perorally used immunomodulatory substances stimulate lymphatic Peyer’s plates (GALT)
and activated immunocompetent cells (T-cells and dendritic cells) to migrate lymphatic
tissues associated with mucous tissue (MALT). The recognition of pathogens by pattern
recognition receptors (PRRs) leads on one hand to the activation of inflammation mediated
by the.host innate defense, and on the other hand to the initiation of adaptive immunity
(Timmermans et al. 2013).
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Adjuvant therapy of chronic biofilm infections stimulates macrophages, B-lymphocytes,
natural killer cells, increases the synthesis of serum interferon, urinary secretory IgA and the
number of activated T-lymphocytes (Rosenthal et al. 1986; Wybran et al. 1989) and allows
penetration of polymorphonuclear leukocytes into the biofilm (Bjarnsholt et al. 2013).

Present study is focused on adjuvant immunomodulatory therapy of chronic UTIs
in colonised patients that, to our knowledge, has not been study, yet.

Material and methods

36 ambulatory patients with a history of recurrent UTIs with at least 3 documented
episodes in the previous year, clinical signs of acute UTI persisting at least 2 days, bacterial
count of >10%ml in non-catheterized urine in men and >10°ml in women, and >10%ml
in catheterized urine have been enrolled in the study. Identical laboratory parameters with
identical bacterial species isolated from urine were observed during 2 — 4 years with a period
from 2 to 20 months. There were 28 (78 %) women aged 22 - 94 years and 8 (22 %) men aged
36 — 83 years, the averrage 65 + 2 years. The main exclusion criteria were complicated or
neurogenic urogenital disorders and renal or hepatic insufficiency. Isolated bacterial strains
were identified using routine biochemical tests. Antibiotic susceptibility testing was assigned
as minimal inhibition concentration (MIC). In vitro biofilm formation was tested by the
standardized micromethod (Stepanovic et al. 2007). Each experiment was performed
in triplicate. Strains were categorizated to four biofilm-forming groups (strong-, moderate-,
weak-biofilm formers and no-biofilm formers) according to standardized micromethod
reccomendation (Stepanovic et al. 2007). Patients were subdivided into two groups: group A -
patients with antibiotic treatment in monotherapy (n = 29), group B - patients treated
with antibiotics and concomitant adjuvant immunomodulatory therapy (n = 7).
As immunomodulant was used 6 mg of lyophilized lysate of Escherichia coli.

Inflammatory markers (blood leucocytes, neutrophiles and C-reactive protein) were analysed
in patients using routine diagnostic methods.

Pseudomonas
aeruginosa
n=4(11%

Proteus mirabilisn=2 (6 %)

Klebsiella

oxytoca
n=3(8 %)

Kiebsiella
pneumoniae
n=6 (17 %)

Graph 1: Identification of bacterial strains isolated from urine samples of patients with
chronic UTls, n = 36.
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Results

In all analysed patients chronic uroinfections were monobacterial. Frequences of identified
bacterial strains are shown in the Graph 1.

All bacterial strains (n = 36) isolated from urine of patients with chronic UTlIs enrolled
in this study formed biofilm in vitro (100 %). As weak biofilm formers were classified 61 %

isolates, followed by moderate biofilm formers (19 %) and strong biofilm formers (19 %)
(Graph 2).

n=19
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Graph 2: Biofilm formation by bacterial strains isolated from urine of patients with chronic
UTlIs, n = 36.

In the group A (antibiotic therapy alone, n = 29), clinical benefit after treatment was
observed in 9 patients (31 %). Long-standing clinical benefit (15 months) was observed in 1
(3 %) patient, short-standing (6 months) in 7 (24 %) patients. No clinical benefit (relaps in 1 —
3 months) after antibiotic therapy was observed in 20 (69 %) patients. In the group B
(antibiotic and immunomodulatory therapy, n = 7), clinical benefit after combined therapy
was observed in 4 (57 %) patients. Long-standing clinical benefit was observed in 3 (43 %)

patients, short-standing in 1 (14 %) patient. Without clinical benefit after adjuvant therapy
were 3 (43 %) patients (Table 1).

40



Povodné prace

Table 1: Biofilm formation in isolates and clinical benefit after therapy in groups of patients.

Group A (n = 29)

antibiotics only

GroupB(n=7)
antibiotics and adjuvant
immunomodulatory th.

women, n (age) 22 (22 —94vy.)
men, n (age) 7 (36 —81vy.)
biofilm formation in vitro, n 29 (100 %)
clinical benefit after therapy, n 9 (31 %)

- long-standing clinical benefit (15 months) 1 (3 %)

- short-standing clinical benefit (6 months) 7 (24 %)
without clinical benefit after therapy, n 20 (69 %)

6
1
7
4
3

=

(60-87y.)
(72y.)
(100 %)
(57 %)

(43 %)

(14 %)

(43 %)

Relapses of UTIs in the group A after a short-time period of 1 month were observed in 13
(45 %) patients, followed by period of 3 months in 7 (24 %) patients, 6 months in 7 (24 %)
patients and 9 months in 1 (3 %) patient. Long-time period without relapses of UTIs was
observed only in 1 (3 %) patient. In the group B the most of relapses (43 %) were observed 6
months after the combined therapy, followed by 9 months in 29 % of patients and after 24
months in one patient (14 %). One patient (14 %) had relapse in 3 months after the combined
therapy. Results are shown in the Graph 3.

In all patients enrolled in the present study inflammatory parameters (blood leucocytes,
neutrophiles and C-reactive protein) were analysed. We did not observe any significant
changes in these laboratory parameters between the group A and the group B.
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Graph 3: Cumulative relapses of UTIs (%) in the groups of patients, n = 36,
group A - patients with antibiotic treatment alone (n = 29), group B - patients treated with
antibiotics and concomitant adjuvant immunomodulatory therapy (n = 7).
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Conclusion and discussion

The presented study was a pilot study that included just 36 patients. Despite a low number
of analysed patients adjuvant immunomodulatory therapy seems to have a benefit for patients
with chronic uroinfections. Clinical benefit and long-time period without relapses of UTIs
was observed in the group B of patients (antibiotics and concomitant adjuvant
immunomodulatory therapy) more often than in patients of the group A (antibiotic therapy
alone). Our results correspond with results of other randomized multicenter double-blind trials
related to immunomodulatory therapy in urinary tract infections (Magasi et al. 1994; Bauer et
al. 2005). When evaluating other laboratory parameters we did not find any statistically
significant changes. In the future we would like to focus in more detail on changes in the
immune system of patients with acute uroinfections and patients with chronic recurrent
uroinfections.

To erradicate biofilm infection a combination antibiotic therapy is recommended (Tré-
Hardy et al. 2010). No one of patients enrolled in this study was treated with combined
antibiotic therapy targeted to erradicate biofilm. Robust host immune response and severe
inflammation is thought to predispose the urinary bladder tissue to recurrent infections
(Hannan et al. 2010). Therefore, immunomodulatory therapy that allows penetration
of polymorphonuclear leukocytes into the biofilm (Bjarnsholt et al. 2013) and stimulates
cellular and humoral immune response (Rosenthal 1986) is suitable additive to preemptive
and eradication antibiotic therapy of UTIs. It may allow penetration of antibiotics into the
matrix of biofilm, too.
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Spravy z odbornych podujati

XXIV. ro¢nik Moravsko-slovenskych mikrobiologickych dni sa konal
v Jihlave 10.-12. novembra.

Po slavnostnom otvoreni kongresu sa prvy blok venoval bakteridlnym zoonézam. Otvoril
ho doc. Bardon prednaskou, v ktorej informoval o projekte ,,One Health®. Dal3ie prednasky sa
venovali problematike salmoneldz z hladiska epidemiologie ( Mgr. Gelbi¢ova a kol.) aj
z hl'adiska ich extraintestindlnej manifestacie (Dr. Vagnerova a Mgr. Sauer). Epidémiu
listeriozy v Moravskosliezskom kraji analyzovali vo svojej prednaske autorky Dr.
Karpiskova a kol. a mechanizmy rezistencie baktérii rodu Aeromonas izolovanych z KOI
kaprov autori Dr. Hanzen a prof. Kmet’. Blok ukon¢il zaujimavou prednaskou o infekénych
komplikacidch po poraneni zvieratom doc. Bardo.

Dalsi deni kongresu bol venovany mykotickym a bakterialnym infekciam a moZnostiam ich
liecby. Vysledky surveillance invazivnych kvasinkovych infekcii hematoonkologickych
pacientov v Ceskej a Slovenskej republike (Fungal Infection Database) prezentovali Mgr.
Kocmanova akol. a moznosti terapie invazivnych kandidéz Dr. Haber. O problematike
intraabdominalnych kandidoz prednasala Dr. Mallatova a autori doc. Buchta a doc. Spadek sa
zamysleli nad vztahom chronického vulvovaginalneho dyskomfortu a kandidovej infekcie.
Prehl'ad stiGasnych moznosti identifikacie dermatofytov uviedli Dr. Bouzkova a kol. Terapii
uroinfekcii sa venovala prednaska doc. Zemli¢kovej, akol. Ulohu znovaobjaveného
fosfomycinu v tejto terapii charakterizovala Dr. Bartonikovéd a vysledky jeho klinického
pouzitia prezentovali Dr. Louda a Dr. Fajfr. Antibiofilmovy ucinok chmelovych latok bol
témou predndsky autorov Dr. Bogdanova akol. Antibiotickej liecbe nozokomialnych
pneumonii a problematike sepsy z pohl'adu mikrobiologa sa venoval vo svojich prednaskach
prof. Kolaf. Na zaludnosti generickej substitiicie v anttinfekénej terapii upozornil doc.
Vetchy. O novych doporu¢enych postupoch diagnostiky, lieCby a prevencie infekénych
endokarditid informoval prof. BeneS. Vyskyt r6znych druhov baktérii rodu Campylobacter
u ¢loveka analyzovali Mgr. Krejéi a kol.

Posledné kongresové predpoludnie vyplnili prednasky o diagnostickych metodach
Vv lekarskej mikrobioldgii a O rezistencii  baktérii vo¢i antimikrobidlnym pripravkom.
Problematike koZznych papilomavirusovych infekcii aich diagnostike molekularno-
biologickymi metédami sa venovali Dr. Smahelova akol. Prispevok o potrebe rychlej
laboratornej diagnostiky tuberkuldézy prezentovala Dr. Miillerova. Aktualnej téme
laboratornej diagnostiky infekcii vyvolanych virusom ZIKA sa venovali MUDr. Zelena a
Mgr. Mrazek. Ing. BabuSikovd oboznamila ucastnikov kongresu s moznostami vyuZitia
prietokovej cytometrie v bakterialnom skriningu tekutych materialov. O vyskyte MDRO
u pacientov vSeobecnej nemocnice v Skalici informovala Dr. Nadova a kol.a o prevalencii
enterobaktérii v klinickych materidloch od pacientov s aktitnou leukémiou autori Dr. Holy
a kol.

Posterova sekcia ponukala 8 prispevkov, ktoré boli pristupné pocas celého trvania
kongresu. Antimikrobidlnemu u¢inku prirodnych latok sa venovali dva prispevky. Dr.
Horniackova a kol. prezentovali vysledky testovania antibiofilmového ucinku jedl'ového
medovicového medu na polymikrobidlny biofilm a prispevok Dr. Slobodnikovej a kol. sa
venoval sledovaniu antimikrobidlneho ucinku latok rastlinného pdévodu na baktérie
najcastejSie vyvolavajice nozokomialne infekcie koze a ran.
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Spravy z odbornych podujati

Klinicky a sérologicky obraz novodiagnostikovanych HIV-pozitivnych pacientov bol
témou prispevku Dr. Jurkovi¢a akol. Prehladu rezistencie a liecbe infekcii vyvolanych
podmienene patogénnymi mykobaktériami sa venovala Dr. Stolatikova a rychlej detekcii IgM
protilatok proti virusu kliestovej encefalitidy Mgr. Vecefovd. O moznostiach vyuzitia
MALDI TOF MS v priame;j identifikacii baktérii v hemokultirach informovala Dr. Tarabova
a kol. Faktory virulencie enterokokov izolovanych na Mikrobiologickom ustave FN u sv.
Anny v Brne charakterizovali Dr. Tejkalova a kol. a zaujimava kazuistiku sepsy u oslabeného
pacienta vyvolanu baktériou Staphylococcus condimenti prezentovali Dr. Vitkova a kol.

Nase vel'ké d’akujeme za kongres plny zaujimavych a uzito¢nych informacii a milych stretnuti
patri jeho organizatorom, v prvom rade pani dr. Helene Skacaniovej, panovi profesorovi
Milanovi Kolatfovi a panovi Boiekovi Prochazkovi.

RNDr. Livia Slobodnikova, PhD.
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Zapisnica
20 zasadnutia Vyboru SSKM SLS zo dia 10. juna 2016 konaného

na Ustave mikrobiologie SZU v Bratislave

Pritomni: MUDr. R. Botek, MUDr. M. Czirfuszova, RNDr. D. Lackova, PhD., doc. MUDr. M. Niks,
CSc., prof. A. Liskova, PhD., RNDr. M. Pol'anova, RNDr. L. Slobodnikova, PhD., doc.
RNDr. D. Stanekova, CSc.

Prizvani: doc. MUDr. S. Bazovska, CSc., doc. RNDr. F. Ondriska, PhD., RNDr. L. Perd’ochova

Ospravedlneni: MUDr. A. Purgelova

Program:
1. Kontrola zapisnice z predchadzajiceho zasadnutia
2. Publika¢na ¢innost’ v odbore, Cena spoloénosti za najlep$iu publikaciu v roku 2015
3. Casopis Spravy klinickej mikrobioldgie (M. Niks, D. Stanekova)
4. XIV. Prowazekove dni Komarno — vyhodnotenie (M. Czirfuszova)
5. Ciselnik zdravotnych vykonov, zoznam zdravotnych vykonov, DRG,
katalogiza¢na komisia SSKM SLS
6. Informacie z ECCMID 2016 (Gcastnici)
7. Rozne

1. Kontrola zapisnice z predchadzajiceho zasadnutia:
Uznesenie 01-03-16 splnené
Uznesenie 02-03-16 bude presunuté na nasledujuce zasadnutie vyboru
Uznesenie 03-03-16 splnené

2. Publika¢nd ¢innost’ v odbore, Cena spolo¢nosti za najlepSiu publikiciu v roku 2015:
Vybor SSKM SLS na zaklade predlozeného zoznamu publikacnej Cinnosti ¢lenov za rok 2015
rozhodol udelit’ cenu za najlepSiu publikaciu RNDr. Boldisovi V. a kolektivu za pracu: Boldis V.,
Ondriska F., Spitdlska E., Reiterovd K.: Immunodiagnostic approaeches for the detection of
human toxocarosis. Exp Parasitol. 2015 Dec, 159:252-8. Cena spolo¢nosti bude udelena RNDr. V.
Boldisovi PhD. osobne a zverejnena v ¢asopise spolo¢nosti Spravy klinickej mikrobiologie.

3. Casopis Spravy klinickej mikrobioldgie:

Cisla Gasopisu sa pripravujii prevazne monotematicky, na zaklade vyziadanych prispevkov, tato
koncepcia sa osvedcuje a mala by sa pouzivat’ aj do budtcnosti. Tohoro¢né jinové ¢islo ¢asopisu
pripravila doc. Stanekova s témou: ,,Sexualne prenosné infekcie.” Témou d’alSicho ¢isla budu
,Qastrointestinalne infekcie®, ktoré garantuje prof. Kmet. Vybor SSKM SLS vyzyva vsetkych
svojich ¢lenov k aktivnej spolupraci pri zostavovani jednotlivych ¢isel ¢asopisu, vitané st najméa
prehl'adové prace, pripadne odborné ¢lanky zamerané na zaujimavé vysledky mikrobiologickych
analyz v r6znych regionoch Slovenska.

Pre ¢islo casopisu 3-4/2016 boli este vyziadané prispevky s témou klostridiovych infekcii (prof.
LiSkova), stanovenie citlivosti na antibiotika u H. pylori (RNDr. Perdochova, MUDr. Botek)
a akutne virusové gastroenteritidy (RNDr. Lackova).
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Vybor SSKM SLS predbezne navrhol tému nasledujiiceho ¢isla 1-2/2017 ,,Infekéné ochorenia
spojené s migraciou®, koeditorom ¢isla bude MUDr. Czirfuszova. Cislo bude obsahovat’ odborné
prispevky tykajtice sa tuberkuldézy (RNDr. Polanova M.), ochoreni sposobenych virusom Zika
(doc. Stanekova D.) a iné. Predbeznou témou cCisla 3-4/2017 buda neuroinfekcie, editorom bude
RNDir. Slobodnikova, o spolupracu RR poziada RNDr. Huckovu. a za infektologiu doc. MUDr.
Pieseckll. V ¢isle by mali dostat’ priestor aj imunologovia.

4, XIV. Prowazekove dni Koméarno - vyhodnotenie

Vybor SSKM SLS podakoval organizaénému vyboru, osobitne MUDr. Czirfuszovej a kolektivu
pracovnikov HPL Komarno za kvalitné organizacné zabezpecenie konferencie XIV. Prowazekove
dni 2016. Z ekonomického hladiska bola konferencia zabezpe€ena a financovana z prispevkov
vystavovatel'ov cestou SLK. Spolo¢nosti SSKM SLS nevyplynuli Ziadne financné zavazky.

Doc. Ondriska informoval vybor SSKM SLS o stanovisku Slovenskej Parazitologickej
spolo¢nosti, ktora sa rozhodla, Ze v budiicnosti sa uz nebude spolupodielat’ na organizacii
podujatia Prowazekove dni Komarno. KedZe na konferencii odzneli aj prispevky s nizSou
odbornou uroviiou, vybor SSKM SLS apeluje na odbornych garantov, aby venovali vicsiu
pozornost’ priprave prispevkov mlad$ich kolegov na budice vedecké konferencie.

5. Ciselnik zdravotnych vykonov, kataldég zdravotnych vykonov, DRG, katalogizaéna komisia
SSKM SLS
Doc. Nik$ informoval o aktivitach MZ SR pri priprave nového ¢iselnika zdravotnych vykonov
a katalogu zdravotnych vykonov. Podl'a informécii z Narodného centra zdravotnickych informacii
by sa mali oba tieto zoznamy integrovat’ do jedného zoznamu, ktory by plnil funkciu ¢iselnika a aj
kataldégu zdravotnych vykonov.
MUDr. Hanzen v mesiaci jun 2016 poziadal o uvolnenie z funkcie predsedu Subkomisie pre
odbor Klinicka mikrobiologia Katalogiza¢nej komisie MZ SR. Za ¢lenov katalogizaénej
subkomisie MZ SR pre klinicki mikrobioloégiu vybor navrhol MUDr. Boteka, MUDr.
Czirfuszovu, prof. Liskova,
J. Moravka a doc. Niksa. Ako predsedu subkomisie vybor navrhol doc. Liptakovu.

6. Informacie z ECCMID 2016
Doc. Nik$ informoval, Zze na 26. konferencii ESCMID - ECCMID 2016 v Amsterdame sa opét’
ziCastnil minimalny pocet ucastnikov zo Slovenska. Informacie o podujati vratane
videozaznamov su ¢lenom SSKM ako pridruzenej spolo¢nosti Europskej spolo¢nosti klinickej
mikrobiologie a infekénych ochoreni dostupné na internetovej stranke www.escmid.com. Clenovia
nasej spolo¢nosti pravidelne dostdvaju prostrednictvom e-mailového spravodajcu tyzdenne
aktualne informacie o ¢innosti a aktivitach ESCMID.

7. Rodzne
- Pripomienky ku navrhu MZ SR na Minimalne personalne a materialno-technické vybavenie
pracovisk klinickej mikrobiologie.
Po diskusii vybor dospel vidcsinovym hlasovanim ku zaveru, ze SSKM nebude navrhovat’ zmeny
v platnych poziadavkdch na minimalne personalne zabezpeCenie pracovisk klinickej
mikrobioldgie.
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- Priprava odborného podujatia 2017

Odborné podujatie ,,.Dni klinickej mikrobiologie sa uskutocni v maji/juni 2017
vo Vysokych Tatrach, vybor bol oboznameny s cenovymi ponukami hotelov Patria na Strbskom
plese a Atrium v Novom Smokovci. Organizaény vybor podujatia bude pracovat’ v zloZeni: doc.
MUDr. M. Niks, CSc., MUDr. R. Botek, RNDr. D. Lackova, PhD., RNDr. M. Pol'anova, MUDr.
Czirfuszovd M., doc. MUDr. A. Liptdkov4, PhD. Navrhované hlavné témy: identifikacia
baktérii, optimalizacia predikcie uspesnosti antibiotickej lieCby a varia. Doc. Niks zisti moznosti
organizovania podujatia cestou SLS.

Zapisala: RNDr. Daniela Lackova, PhD.v.r.
vedecka tajomnicka SSKM SLS

Overila: MUDr. Monika Czirfuszova Doc. MUDr. Milan Niks, CSc.v.r.
¢len vyboru SSKM SLS predseda SSKM SLS

v Leviciach, dia 17. 6. 2016
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Zapisnica

zo zasadnutia Vyboru SSKM SLS zo diia 2. decembra 2016 konaného
na Ustave mikrobioldgie SZU v Bratislave

Pritomni: doc. MUDr. S. Bazovska, CSc., MUDr. R. Botek, RNDr. D. Lackova, PhD., doc.
MUDr. M. Niks, CSc., doc. RNDr. F. Ondriska, PhD., MUDr. A. Purgelova, doc.
RNDr. L. Slobodnikova, PhD.

Prizvani: doc. MUDr. A. Liptakova, PhD.

Ospravedlneni: MUDr. M. Czirfuszova, PhD., prof. A. LiSkova, PhD., RNDr. M. Pol'anova,
RNDr. L. Perd’ochovéa, doc. RNDr. D. Stanekova, CSc.,

Program:
1. Kontrola zapisnice z predchadzajuceho zasadnutia (D. Lackova)

2. Clenska zakladia a aktualny zoznam &lenov SSKM SLS (M. Niks, D. Lackova)

3. Ciselnik zdravotnickych vykonov, Zoznam zdravotnych vykonov, DRG,
katalogiza¢na komisia SSKM SLS (A. Liptakova)

4. Priprava konferencie XXV. Dni klinickej mikrobiologie 2017 (organizacny

vybor)

Navrh oceneni v roku 2017 (D. Lackova)

Casopis Spravy klinickej mikrobiologie (M. Niks)

7. Rozne

oo

1. Kontrola zapisnice z predchadzajiceho zasadnutia:

Uznesenie 02-03-16.

Clenovia redakénej rady Gasopisu Spravy klinickej mikrobiolégie budd navrhovat’ oponentov
pre posudzovanie zasielanych prac podla tematického zamerania pripravovaného ¢isla. Proces
navrhovania bude prebiehat’ v aktualnom ¢ase a elektronickou formou.

2. Clenské zakladfia a aktudlny zoznam &lenov SSKM SLS:

Dr. Lackova informovala vybor o aktudlnom zozname &lenov SSKM SLS. Clenska zakladiia
odbornej spolocnosti zostdva stabilnd a pocet jej Clenov sa v poslednych rokoch vyznamne
nemeni, ale bol zaznamenany mierny pokles poctu ¢lenov. V roku 2016 bol celkovy pocet
platiacich ¢lenov 217, ich aktualny zoznam aj s emailovymi adresami je dostupny na webovej
stranke SSKM SLS: www.sskm.tym.sk. V pripade akychkol'vek zmien v udajoch c¢lenov
odpora¢ame kontaktovat okrem SLS aj vedeckého tajomnika SSKM SLS, adresa
lackova@hpl.sk.
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3. Ciselnik zdravotnickych vykonov, Zoznam zdravotnickych vykonov, DRG, katalogizainé
komisia SSKM SLS:

Katalogiza¢na komisia MZ SR pre klinickii mikrobiologiu pracovala v zlozeni: predseda doc.
Liptakova, doc. Niks, prof. Liskovd, MUDr. Czirfuszovd aJ. Mordvek. Doc. Liptakova
informovala ¢lenov vyboru o aktualnej situacii v priprave ¢iselnikov a katalégu zdravotnych
vykonov. MZ SR pripravuje zoznam zdravotnych vykonov pre ambulantnd sféru a Urad
pre dohl'ad nad zdravotnou starostlivostou pripravuje syst¢tm DRG, pricom zoznam vykonov
pouziju z ambulantnej sféry. Do konca decembra je termin navrhovania novych kédov, ktoré
Vv bodovniku neexistovali. Zatial bolo navrhnutych 15 novych zdravotnych vykonov.
Pri zostavovani novych zoznamov vykonov by mala participovat’ aj VSZP. Spolo¢nost’ SSKM
SLS by mala vypracovat’ aj nakladovt efektivitu, z ktorej by sa vypocitala cena vykonu. V lete
2017 planuje MZ SR zosumarizovat vsetky prijaté navrhy. Doc. Liptakova navrhla zefektivnit’
pracu katalogizacnej komisie a navrhla za jej ¢lena menovat’ RNDr. J. Predného. Ked'Ze pocet
¢lenov subkomisie je limitovany, Doc. Nik§ ponukol svoje odstipenie z funkcie ¢lena
katalogizacnej subkomisie v prospech RNDr. Predného. Na zéklade navrhu doc. Liptakovej
prebehlo hlasovanie o odvolani jedného c¢lena stcéasnej katalogiza¢nej subkomisie. 1 kolo
hlasovania: odvolanie doc. M. Niksa z komisie bolo zamietnuté hlasovanim pritomnych ¢lenov
vyboru. 2 kolo hlasovania: odvolanie prof. A. LisSkovej z komisie bolo odstihlasené vSetkymi
pritomnymi ¢lenmi vyboru.

Uznesenie 01-12-2016

Na zéklade navrhu doc. Liptadkovej a hlasovanim ¢lenov vyboru SSKM SLS sa stal ¢lenom
katalogizacnej subkomisie komisie pre klinicki mikrobioldgiu RNDr. J. Predny. Dr. Predny
bude sledovat’ aj aktivity MZ SR a Uradu pre dohl'ad nad zdravotnou starostlivostou v oblasti
tvorby zoznamu vykonov.

4. Priprava konferencie XXVI. Dni klinickej mikrobioldgie 2017:

Odborné podujatie XXVI. Dni klinickej mikrobiologie sa uskuto¢ni v diioch 22. — 24. maja
2017 v hoteli Atrium Novy Smokovec vo Vysokych Tatrach. Organiza¢ny vybor podujatia
pracuje v zloZzeni: doc. MUDr. M. Niks§, CSc., MUDr. R. Botek, RNDr. D. Lackova, PhD.,
RNDr. M. Polanova, MUDr. Czirfuszova M., doc. MUDr. A. Liptakova, PhD. Hlavné témy
odborného podujatia sii: Antibioticka terapia - moZnosti optimalizacie (garantuje doc. Nik$
a MUDr. Purgelovd), Identifikdcia patogénnych mikroorganizmov (garantuje MUDr. Botek
a Dr. Lackovd), Molekuldrne metddy v mikrobiologickej diagnostike (garantuje prof. Kmet
a RNDr. Pol'anové) a Varia (garantuje doc. Liptdkova a MUDr. Czirfuszova). Odborné troven
zasielanych prispevkov bude posudzovana veducimi jednotlivych blokov, pricom prispevky
s nizSou odbornou Uroviiou mozu byt zamietnuté. Vybor prijal informaciu, ze podujatie bude
po organizatnej stranke zabezpecené prostrednictvom SLS, oslovenie sponzorov bude
v kompetencii doc. NikSa a doc. Liptakovej. 1. informécia o podujati a prihlaSka na ucast
Vv elektronickej forme bude zaslana ¢lenom SSKM SLS do konca roka 2016.
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5. Navrh oceneni v roku 2017:

RNDr. D. Lackova ako vedecky tajomnik SSKM SLS pripravila zoznam jubilantov z ¢lenov
SSKM SLS, ktori dosiahnu v kalendarnom roku 2017 okrthle Zivotné jubileum. Zoznam
jubilujucich spolu s gratulaciou bude zverejneny v najblizSom cisle casopisu Spravy klinickej
mikrobiologie v roku 1-2/2017. Vybor SSKM navrhol ocenenia ¢lenov SSKM SLS, ktori
vyznamne prispeli k dianiu v spolo¢nosti a zaslzili sa o rozvoj odboru klinicka mikrobiologia:
doc. MUDr. Julius Rajcani DrSc. - gratulacny list, pripravi doc. Niks

prof. MVDr. Lydia Cislakova CSc. - zlata medaila SLS

MUDr. Rudolf Botek — zlata medaila SLS

doc. RNDr. FrantiSek Ondriska, PhD. — zlatd medaila SLS

MUDr. Anna Purgelova - zlatd medaila SLS

prof. MUDr. Anna Liskovéa, PhD. - bronzovéa medaila

MVDr. Daniela Ohlasova, PhD. — bronzova medaila

Uznesenie 02-12-16:

Clenovia vyboru SSKM SLS pripravia jubilujiice listy a listy s navrhmi na medailu, za3la
predsedovi vyboru MUDr. NikSovi.

Termin: 31. december 2016

6. Casopis Spravy klinickej mikrobioldgie:

Vybor SSKM SLS vyzyva vSetkych svojich ¢lenov k aktivnej spolupraci pri zostavovani
jednotlivych Cisel Casopisu, vitané st najmi prehladové prace, pripadne odborné clanky
zamerané na zaujimavé vysledky mikrobiologickych analyz v roznych regiénoch Slovenska.
Cislo ¢asopisu SKM 3-4/2016 je uz pripravené. Téma nasledujiiceho ¢&isla 1-2/2017 bude
venovana rizikdm suvisiacim s migraciou ,Infekéné ochorenia spojené s migraciou®,
koeditorom &isla bude MUDr. Czirfuszova. Cislo bude obsahovat’ odborné prispevky tykajiice
sa tuberkulézy (RNDr. Polanova.), ochoreni spdsobenych virusom Zika (doc. Stanekova)
a importovanych parazitoz (doc. Ondriska). Cislo 3-4/2017 sa bude venovat téme
neuroinfekcii, editorom bude doc. Slobodnikova, 0 spolupracu redak¢na rada poziadala RNDr.
Huckovu a doc. Piesecku z Infek¢nej kliniky Fakultnej nemocnice v Nitre. Vybor prebral
edicny plan casopisu  1-2 / 2018 arozhodol, ze C¢islo bude zamerané na tému
antibiotik, garantom ¢isla bude doc. Niks.

7. Rodzne

Vybor na zasadnuti schvalil ndvrh na uzatvorenie dohody o vykonani prace pre Ing. P.
Valkovic¢a, technického spravcu webovej stranky www.sskm.tym.sk. Zmluva o vykonani
prace je terminovana na mesiac december 2016, finan¢na odmena bola stanovena vo vyske
200 € netto a bude uhradena z rozpoctu spolocnosti.
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Zapisala: RNDr. Daniela Lackova, PhD.v.r.

vedecka tajomnicka SSKM SLS

Overil: MUDr. Rudolf Botek
CSc. v.r.
¢len vyboru SSKM SLS

v Leviciach, dia 6. 12. 2016

Doc. MUDr. Milan Niks,

predseda SSKM SLS
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Planované podujatia

I. INFORMACIA

XXVI. Dni klinickej mikrobiologie
22. - 24. maja 2017 v Novom Smokovci

Atrium Hotel Novy Smokovec
Usporiadatelia

Slovenska spolo¢nost’ klinickej mikrobiologie
Slovenskej lekarskej spolo¢nosti
d
Sekcia klinickej mikrobiologie
Slovenskej lekarskej komory

Organizacny vybor :
Doc. MUDr. Milan Niks, CSc.,
MUDr. Rudolf Botek
MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.
RNDr. Daniela Lackova, PhD.,
Doc. MUDr. Adriana Liptakova, PhD.
RNDr. Monika Polanova
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Planované podujatia

PredbeZny program :

22.05. 2017

12,00 - 18,00
16,00 - 17,00
17,00 - 18,30
18,30 - 20,00
20,00 -21,30

23. 05.2017
09,00 - 12,30
12,30 - 14,00
14,00 - 16,00
19,00
24.05.2017
09,00 - 12,00
12,00 - 12,30
12,30 - 14,00

Hlavné témy podujatia:

Registracia

Otvorenie konferencie

Uvodné prednasky

Vecera

Pracovna schodza schodza SSKM SLS a SKM SLK
(Klinicka mikrobioldgia a DRG)

Prednasky

Obed

Prednasky

Vecera + spolocenské stretnutie

Prednasky
Zaver podujatia
Obed

Antibioticka terapia — moZnosti optimalizacie (odborni garanti: doc. MUDr. M. Nik§, CSc.,

MUDr. A. Purgelova)

Identifikacia patogénnych mikroorganizmov (odborni garanti: MUDr. R. Botek, RNDr. D.

Lackova, PhD.)

Molekularne metédy v mikrobiologickej diagnostike (odborni garanti: prof. MUDr. V.

Kmet, DrSc., RNDr. M. Pol'anova)

Varia (odborni garanti: MUDr. Czirfuszova, PhD., doc. MUDr. A. Liptakova, PhD.)

BliZSie informacie moZno ziskat’ aj na www.sskm.tym.sk
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Zavizna prihlaska
Zasielajte vyhradne e-mailom na adresu: lackova@hpl.sk

XXVI. Dni klinickej mikrobiologie

(Konferencia SKM SLK a SSKM SLYS)
22. az 24. maja 2017, Novy Smokovec, Hotel ATRIUM

Osobné udaje

M

ID (SLK)...oooiiiiiiiiiiiiien neclen SLK datum narodenia: ........c.cccoceeveveennnenee.

Ugast’ aktivna O pasivna 0  prednaska O poster O
Nazov prezentacie:

Ubytovanie a stravovanie (orientaéné ceny, zaskrtnite)

Den Izba 1-|Izba 2- | obed vecera
16Z. l16z. klasické
(za jedlo
1167ko)
40 Euro | 20 Euro
22.05.2017 / 7 Euro
23.05.2017 7 Euro 7 Euro
24.05.2017 / 7 Euro /
Chcem byt UDYLOVANY/A S: ...eeviiiiiiiiriiiieeieeieee ettt

Mam zaujem o vjazd mojho vozidla do arealu hotela ano O nie O
AKAN0 SPZ: ..o,



Utastnicky poplatok: 15 EURO, hradi sa pri pri registracii
Aktivny ucastnik — prvy autor: tcastnicky poplatok 0 EURO

V cene ucastnickeho poplatku je zahrnuté: icast’ na prednaskach, vystavenie certifikatu o
ucasti na podujati a zbornik sthrnov prednasok a posterov v elektronickej forme.

Rezervaciu ubytovania a stravovanie zabezpeluje organizator podujatia v hoteli ATRIUM
v Novom Smokovci na zaklade spatného dorucenia tejto zaviznej prihlasky.

Ubytovanie a stravovanie uhradi ucastnik pri registracii.

Ugastnik, ktory stornuje svoju prihlasku po 15.5.2017, je povinny uhradit’ naklady spojené so
zavizne objednanymi a neCerpanymi sluzbami (ubytovanie, stravovanie).

Kontakt

RNDr. Daniela Lackova, PhD.
vedecky sekretar SSSKM SLS
e-mail : lackova@hpl.sk

Termin na zasielanie prihlasok : pasivna Gi¢ast’ do 10. méja 2017
aktivna ucast’ do 15. aprila 2017
(sthrny do zbornika do 1. maja 2017)

Podujatie bude zaradené do kontinudlneho celozivotného vzdelavania zdravotnickych
pracovnikov v prilusnych stavovskych organizaciach.
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Pokyny pre autorov:

Spravy klinickej mikrobiolégie uverejnuju povodné prace, prehladové clanky, metodické postupy,
diskusné prispevky a pod. so zameranim na problematiku lekarskej a klinickej mikrobiologie. VSetky
prace st recenzované oponentom.
Prispevok piste v elektronickej forme a zasielajte do redakcie e-mailom. Piste v slovenskom, ¢eskom,
alebo anglickom jazyku. Povodné prace a prehladové ¢lanky by nemali presahovat’ rozsah najviac
pétnast’ normovanych stran formatu A4 ( typ pisma Times New Roman, velkost' 12, 30 riadkov).
Rukopis mdze obsahovat’ fotografie, prehladné grafy a obrazky v Ciernobiclom aaj vo farebnom
prevedeni. Prispevky maju mat’ obvykla Struktaru (sthrn, ivod, material a met6dy, vysledky, diskusia,
zévery a zoznam pouzitej literatary). Citacie musia splhat’ poziadavky CSN 010197. Texty maji byt
pisané jasne, strucne, Stylisticky aj jazykovo spravne. Cudzie slova musia byt uvadzané v zhode so
slovnikom cudzich slov. Za jazykova Upravu textu zodpoveda autor. V nadpise autor uvedie plny
nazov pracoviska, z ktorého praca pochadza. Ak ma praca viacerych autorov z viacerych pracovisk,
uvedu sa vSetci autori a vSetky pracoviskd. Pokial’ pri pdvodnych pracach veduci pracoviska nie je
autorom, ani spoluautorom prace, redakcia moze vyziadat jeho sthlas s uverejnenim textu
(imprimatur).

Prispevky posielajte na adresu predsedu redakénej rady alebo technického redaktora v jednom
vytlacku vylucne v elektronickej forme. Uvedte telefonicky a e-mailovy kontakt na toho z autorov,
kto bude komunikovat’ s redakciou. VSetky uverejnené prispevky su nehonorované.
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SPRAVY KLINICKEJ MIKROBIOLOGIE

Vydavaju :

Slovenska spolo¢nost’ klinickej mikrobiologie Slovenskej lekarskej spolocnosti a
Sekcia klinickej mikrobiologie Slovenskej lekarskej komory

ako informacny bulletin pre svojich ¢lenov.

Redakéna rada :

RNDr. Jaroslav Bojiiansky, Bratislava

RNDr. V. Boldis, PhD.

MUDr. Juraj Hanzen , Bratislava

prof. MVDr. V. Kmet’, DrSc., KoSice

doc. MUDr. Milan Niks, CSc., Bratislava
RNDr. L. Slobodnikova, CSc., Bratislava

Doc. RNDr. Danica Stanekova, CSc., Bratislava
MUDr. V. Takacova, KoSice

v

Cestny ¢len:
MUDr. Anna Petrovic¢ova, CSc., Bratislava

Veduci redaktor :
doc. MUDr. Milan Niks, CSc., Bratislava

Technicky redaktor:
RNDr. Jaroslav Bojnansky, Bratislava

Adresa redakcie :
Ustav mikrobiolégie SZU,
Limbova 12, 833 03 Bratislava

bojnansky@hpl.sk
boldis@hpl.sk
hanzen@hpl.sk
Kmetv@saske.sk,
niks.m@gmx.at

livia.slobodnikova@fmed.uniba.sk

danica.stanekova@szu.sk
viktoria.takacova@unlp.sk

anna.petrovicova@szu.sk
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