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Prihovor redakc¢nej rady

Vazené kolegyne, kolegovia, mili priatelia,

Predkladame Vam prvé tohorocné dvojcislo ¢asopisu. Pévodny zamer redakénej rady bol
poinformovat’ Vas o problematike infekcii stvisiacich s migraciou, ktora v ¢ase planovania
tohto c¢isla bola v Eurdpskej inii az kritickd. Situécia sa vSak upokojila, preto sme sa rozhodli
modifikovat’ nosnii tému casopisu na problematiku vybranych importovanych nékaz a
na infekcie preventabilné ockovanim.

V roku 2016 sa sustredila pozornost’ odbornej aj laickej verejnosti na Braziliu konkrétne
na Rio de Janeiro, kde aj pocas letnych olympijskych hier rezonovala problematika infekcie
virusom Zika. Samotné infekcia vacSinou nie je zadvazna, prebicha ako mierne horuckovité
ochorenie. Povodca infekcie sa prendSa transplacentdrne, bol potvrdeny neurotropizmus
virusu apriama suvislost’ infekcie so zvySenym vyskytom mikrocefalii novorodencov
Vv postihnutych oblastiach. Vzhl'adom na to Sme sa rozhodli informovat’ Vas o tejto infekcii
ako 0 moznom riziku pre tehotné zeny, cestovatel’ky, ktoré sa chystaju do niektorych z oblasti
vyskytu tejto infekcie. V Casopise ndjdete aj prispevok o parazitdzach, ktoré sa mozu
vyskytovat’ aj v naSich kon¢inach v dosledku globéalneho otepl'ovania, cestovania l'udi, ale aj
Vv stvislosti s migraciou. Rozhodnutie rodi¢ov nedat’ si zaockovat dieta ma niekedy vazny
dopad na zdravie celej populacie. Poukazuje na to aj epidémia osypok v Rumunsku, kde
v priebehu pol roka sa vyskytlo niekol’ko tisic pripadov tejto infekcie. V prehl'adovom ¢lanku
upozorfiujeme na infekcie, ktoré st preventabilné ofkovanim a Ktorym je mozné ucinne
zabranit’ pri dostato¢nej preo¢kovanosti populacie.

Samozrejme, aj v tomto Cisle dostali priestor kolegovia, ktori sa chceli s Vami podelit
0 svoje vlastné vysledky a skusenosti. Dozviete sa 0 moznostiach vyuzitia hmotnostnej
spektrometrie  MALDI- TOF v diagnostike mykobaktérii, 0 molekularno-biologickych
metodach v mikrobiologickej diagnostike a aky je vyskyt urogenitalnych mykoplaziem
v spadove;j oblasti KNsP Cadca.

Prajeme Vam prijemné Citanie a zaroven Zelame pohodovi letni dovolenku stravenu
v plnom zdravi.
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Vyuziti eTQFALNDS pr i identi Vi khchi ckmpkobakoéat

Vladarova, M.1, Lachova A.1 a Novakova E.1?
!0Oddel enie klinickej mikrobiol-gie, KIlinickg?
Pstav mikrobiol - -gie a imunol - -gie, Jesseniov:

Suhrn

Presna identifikacia mykobaktérii na tiroven druhu klasickymi fenotypovymi metodami je
naro¢ny a dlho trvajuci proces. V klinickych laboratéridch sa preto hl'adaju rychlejsie sposoby
identifikacie ako st imunochromatografické testy na rychlu identifikaciu Mycobacterium
tuberculosiscomplex alebo molekularne metdédy vyuzivajice DNA hybridizacné techniky
na identifikaciu Sirokého spektra mykobaktérii. Analyzou stboru 75 izolatov mykobaktérii
pochédzajucich z klinického materialu autori dokumentuji, ze mikrobiologické laboratoria,
ktoré maju k dispozicii na identifikdciu beznych patogénov metédu hmotnostnej
spektrometrie MALDI-TOF MS, maji moznost’ vyuzit tito metdédu aj na identifikaciu
mykobaktérii.

Uvod

Mykobaktérie st aerdbne, nepohyblivé a nesporulujuce acidorezistentné palicky.
Vyznacuju sa dlhou generacnou dobou, az niekol’ko hodin, preto véc¢Sina z nich rastie pomaly.
Ich bunkova stena obsahuje vysoké mnozstvo mykolovych kyselin. Do rodu Mycobacterium
patri viac nez 150 druhov. Vic¢Sina z nich zije ako saprofyty v pode a vo vode, ¢ast’ st
oportinne patogény Cloveka a zvierat alebo obligatne patogény ako je Mycobacterium
tuberculosiscomplex (MTBC) a Mycobacterium lepraePresna identifikacia mykobaktérii
na uroven druhu je okrem iného dolezita na odliSenie prebichajtcej infekcie od kontaminacie
z prostredia (Votava et al 2003; Buchan et al. 2014). Identifikacia mykobaktérii klasickymi
fenotypovymi metddami je naro¢ny a dlho trvajiici proces. V sucasnosti sa v klinickych
laboratoriach okrem fenotypovych metod, ktoré st Casovo nérocné (cca 3 tyzdne), s obl'ubou
vyuzivaju rychlejSie spdsoby identifikacie. Prikladom st imunochromatografické testy
na rychlu identifikaciu MTBC alebo molekularne metdody vyuzivajice DNA hybridiza¢né
techniky na identifikiciu Sirokého spektra mykobaktérii. Real-time PCR sa vyuziva
na identifikdciu MTBC priamo z klinického materialu. Mikrobiologické laboratoria, ktoré
maju k dispozicii na identifikdciu beznych patogénov hmotnostni spektrometriu MALDI-
TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry),
maji moznost’ vyuzit' tito metddu aj na identifikdciu mykobaktérii.

MALDI -TOF MS je technologia vhodnd na identifikdciu mikroorganizmov. Postupne
nahradza automatické fenotypové identifikaéné systémy (Croxatto et al.2012; Lagacé-Wiens
et al. 2012; Clark et al. 2013; Schaumann et al. 2013). Tato technologia generuje
charakteristické hmotnostné proteinové spektra, ktoré st unikatne pre kazdy mikroorganizmus
a st ideélne na presnt identifikdciu mikroorganizmu na rodovej a druhovej urovni. Proteiny
detegované na urovni 2000-20 000 Da, predstavuju predovSetkym ribozomalne proteiny
(Seng et al.2009; Croxatto et al.2012; Schulthess et al.2013).

Hmotnostna spektrometria je fyzikalno-chemick4 metdda, ktora uruje hmotnosti castic -
atdmov a molekul - po ionizacii vzorky. VySetrovany mikroorganizmus vyrasteny v Cistej
kolénii sa nanesie na kovova platnicku a prekryje extrak¢nou matricou (napr. kyselina
Skoricovd). Nasledne sa oziari kratkym laserovym pulzom, pricom sa emituji i6nové Castice.
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Tie su usmernené do analyzatora doby letu (TOF), v ktorom sa presne meria doba letu Castic
a vypoctami sa konvertuje na pomer molekulovej hmotnosti a ndboja. Vysledkom analyzy je
hmotnostné spektrum proteinov.
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Obr.1. Schematicky opis MALDI-TOF MS, upraveny podl'a Croxatto et al. (2011). VySetrovana
kolénia baktérii je kryStalizovana v pevnej matrici, ktord sa oziari kratkym laserovym impulzom,
pricom vznikaju iony, ktoré si usmernené do analyzatora doby letu (TOF). Tam sa pohybuju
rychlostou umernou ich hmotnosti a naboja. Doby letu i6nov sa presne meraji a vypoétami sa
konvertuju na pomer molekulovej hmotnosti a ndboja (m/z). Vysledkom analyzy je hmotnostné
spektrum proteinov.

Viacsina proteinového spektra je zloZend z konzervovanych proteinov s esencidlnymi
funkciami, minimalne ovplyviiovanymi podmienkami vonkajSicho prostredia a su
povazované za optimalne pre rutinni diagnostiku (Seng et al. 2009; Bizzini et al. 2010;
Croxatto et al. 2012). Identifikacia mikroorganizmov prebiecha na zaklade porovnavania
hmotnostného spektra proteinov mikroorganizmu s databdzou znamych referencnych
proteinovych spektier. Vdaka vysokej rozliSovacej schopnosti MALDI-TOF MS a analytickej
citlivosti, moze tato metdda sluzit’ pre bakteridlnu identifikaciu v klinickom laboratoriu (Clark
et al. 2013). Pri identifikacii Sirokého spektra mikroorganizmov touto metddou boli
dosiahnuté vyborné vysledky na oboch urovniach, rodovej aj druhovej (Seng et al. 2009;
Bizzini et al.2010; Dhiman et al.2011; Schulthess et al.2013).

Identifikacia mykobaktérii pomocou MALDI-TOF MS nie je v beZznej praxi Casta.
Pri pouziti Specidlneho protokolu pre mykobaktérie sa da MALDI-TOF MS vyuzit
na identifikdciu mykobaktérii ako alternativa k ¢asovo naroc¢nej konvencnej identifikacii
(Croxatto et al.2012).

Ci ol ace
Cielom tejto prace bolo porovnat fenotypovu identifikdciu mykobaktérii a
identifikaciu pomocou MALDI-TOF MS v podmienkach klinického laboratoria.
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Materi al a metody

V praci bolo pouzitych 75 izoldtov mykobaktérii pochadzajucich z klinického materialu,
prevazne iSlo o sputa, iba tri izolaty boli z externej kontroly laboratoria. 43 izolatov patrilo
do komplexu M. tuberculosis,netuberkuléznych mykobaktérii (NTM) bolo 32. Niektoré
izolaty boli po opakovanych odberoch od tych istych pacientov, pre MTBC to bolo 19
izolatov a pre NTM to bolo 6 opakovanych izolatov (vid. Tabulka ¢. 1). Mykobaktérie boli
kultivované na Ogawovej a Sulovej pdde. Identifikované boli fenotypovymi alebo
molekularnymi metédami a sti¢asne pomocou MALDI-TOF MS. Pouzité boli tieto konvencné
metody: mikroskopia farbenych preparatov Ziehl-Neelsenom, rychlost’ rastu, schopnost rastu
pri roznej teplote, tvar a farba kolonii, rast na TCH (Thiophene-2carboxylic acid hydrazide)
pode, Nitrat-niacin test, citlivost’ resp. rezistencia voci antibiotikam. Kmene nejednoznacne
identifikované konvencne, boli dour¢ované vo VySnych Hagoch DNA hybridizacnymi
technikami. Pre MALDI-TOF MS identifikaciu bol material spracovany podl'a protokolu
Bruker Daltonics s pouzitim zirconia-Silica beads a pouzita bola databaza Mycobacterial
Library v2.0 (Bruker) s 313 referencnymi spektrami mykobaktérii. Analyza prebehla
na hmotnostnom spektrometri Microflex (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Nemecko) typu
MALDI siénovym zdrojom microSCOUT, analyzatorom doby letu TOF vo vertikdlnom
usporiadani. Softvér pre identifikaciu a klasifikaciu mikroorganizmov bol MALDI BioTyper
3.0 (Bruker Daltonics, Nemecko).

Vysl edky
Vysledky su zhrnuté v tabulke 1. Identifikdcie blizko pribuznych druhov, ktoré boli
identifikované zhodne v ramci komplexu, boli povazované za zhodnt identifikaciu medzi

porovnavanymi metddami.

Tab. C. 1. Porovnanie identifikicii konvenénej/molekuldrnej a MALDI-TOF MS

PocCet |l denti fi kadaci a |MALDI-TOFMS

i zol &t oltkonvencnal/ mol ¢

pacientov

43/24 M. tuberculosis M. tuberculosisomplex

4/4 M. avium*2 M. avium

2/2 M. fortuitum M. fortuitum

1/1 M. chelonae M. chelonae

3/2 M. kansasii M. kansasii

1/1 Mycobacteriurnspp.*1 M. novocastrense

717 M. xenopi*2 M. xenopi

8/8 M. gordonae M. gordonae

6/1 M. intracellulare1 M. chimaeraintracellulare group
*n-pol et izol 8tov, ktor® boli identi fikovan

Zo vSetkych 75 analyzovanych izoldtov bolo oboma metdédami zhodne do rodu aj
do druhu, pripadne do komplexu, uréenych 74 (98%). 43 izolatov M. tuberculosisbolo
urc¢enych pomocou MALDI-TOF MS ako M. tuberculosisomplex so 100% uspesnostou.

® DNA
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Z celkového poctu 32 netuberkuldoznych mykobaktérii (NTM) bolo 31 izolatov (96%) zhodne
uréenych oboma metédami na druhovu troven, pripadne do komplexu. Jeden izolat, ktory bol
pomocou MALDI-TOF MS ur¢eny ako Mycobacterium novocastrenseol hybridizaénymi
technikami uréeny ako Mycobacteriunspp.. Nebolo preto mozné overit’ spravnost MALDI-
TOF MS identifikacie. M. novocastrensg rychlorastuce fotochromogénne mykobaktérium,
¢o potvrdila aj fenotypova identifikicia. 6 izolatov (opakované odbery), ktoré boli uréené
hybridizaénymi metodami ako M. intracellulare, bolo pomocou MALDI-TOF MS
identifikovanych ako M. chimaeraintracellulare group. Identifikacie boli hodnotené ako
zhodné.

Diskusia

Nase vysledky st porovnatelné s pracami inych autorov, ktori sa zaoberali vyuzitim
MALDI-TOF MS na identifikdciu mykobaktérii. Prvou databazou pre identifikaciu
mykobaktérii bola Mycobacterium Library v1.0. Databaza Mycobacterium Library v2.0 je
k dispozicii pre pouzivatelov od roku 2014. Jej sucastou je 313 referencnych spektier
mykobaktérii. Od roku 2016 je na trhu aj mykobakteridlna databaza v3.0 s 542 referen¢nymi
spektrami. Saleeb et al. (2011) vysetrovali mkykobaktérie izolované z pevnych kultiva¢nych
pdd a prezentovali v 97% spravnu identifikdciu mykobaktérii pomocou MALDI-TOF MS.
Z toho 67% identifikacii bolo do druhu a30% na uroven komplexu. Autori odportcali
metédu hmotnostnej spektormetrie ako presnil, rychlu a vhodnti do klinickych laboratorii.
Buchan et al. (2014), testovali 83 izolatov mykobaktérii a pouzili Mycobacterium Library
v1.0. Uvéadzaju 97%-nt zhodu identifikdacie do druhu pomocou MALDI-TOF MS
so sekvenaénymi metdédami priCom percento zhody bolo rovnaké pre izolaty vyrastené
na pevnych aj na tekutych podach. Siverio et al. (2016) hodnotili identifikaciu MALDI-TOF
MS (pouzili Mycobacterium Library v2.0) klinickych izolatov Mycobacteriumspp. a
porovnavali ju s molekuldrnou identifikaciou (sekvendciou 16S rRNA alebo DNA
hybridizaciou). Identifikovali 64 izolatov kultivovanych na pevnych podach, 7 kmenov bolo
referencnych, zvySok boli klinické izolaty: 19 MTBC a 38 NTM. 61 izolatov (95%) bolo
spravne urcenych do rodu aj do druhu. Zvysné 3 izolaty: 2 izolaty Mycobacterium africanum
nebolo mozné odlisit od MTBC a Mycobacterium frederiksbergensebolo sucastou
MALDI databazy. Autori zhodnotili, Ze pomocou MALDI-TOF MS je identifikacia
mykobaktérii rychla (1 aZ 2 hod) a dostato¢ne presna pre vacsinu klinickych izolatov. Pranada
et al. (2015) porovnavali Mycobacterium Library v1.0, v2.0, v3.0 (Bruker) na 1045 uz
predtym urcenych izolatoch mykobaktérii. Z toho 93 izolatov bolo klinického povodu. Ako
referencnd metoda na identifikaciu bola pouzitd DNA hybridizacia a pre sporné identifikacie
autori vyuzili sekvenaciu 16S rRNA. Z 1045 izolatov bolo pomocou databazy v2.0 iba 8
izolatov nespravne urCenych. I$lo o zamenu blizko pribuznych druhov, Mycobacterium
abscessus Mycobacterium immunogenugpatriace do Mycobacterium chelonaabscessus
complex) (1x), Mycobacterium hibernia@ Mycobacterium enkbaek(ilx), Mycobacterium
gastri a Mycobacterium kansas(iLx), Mycobacterium pulveria Mycobacterium elephantis
(4x), ktoré su si ve'mi podobné v sekvencidch 16S rRNA. Pomocou databazy v3.0 bolo uz
z uvedenych 8 izolatov sedem rozliSenych spravne, nespravne ureny zostal iba jeden izolat.

M. chimaeraa M. intracellulare su blizko pribuzné druhy v ramci Mycobacterium avium
complex. M. chimaeraje novo opisany druh, ktory moéze sposobit’ pl'icne infekcie (Tortoli et
al. 2004). Boli opisané aj infekcie M. chimaerapo chirurgickych zakrokoch (Sax et al 2015).
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Odlisenie obidvoch species je v beznej praxi zlozité. Identifikacné systémy zalozené na DNA
hybridizacii identifikuju obidva species ako M. intracellulare. Pri rutinnej identifikacii
pomocou MALDI-TOF MS su obidva druhy uréené ako Mycobacterium chimaera
intracellulare group. Spominanou metdédou je vSak mozné oba species od seba odliSit
na zaklade Specifickych vrcholov v proteinovom profile. Tento postup vSak nie je vhodny
pre rutinnu diagnostiku (Pranada et al 2016).

Zavery tychto prac potvrdzuju presnost MALDI-TOF MS identifikacie. Citovani autori
dokonca potvrdzuju, ze MALDI-TOF MS je metdda porovnatelnd svojou presnostou
s molekularnymi metédami. Pokial’ klinické laboratorium vyuziva hmotnostna spektrometriu
na identifikdciu mikroorganizmov, je to metdda pristupnd a vyuzitelnd aj na identifikaciu
mykobaktérii. Priprava vzorky mykobaktérii na identifikaciu pomocou MALDI-TOF MS trva
priblizne 2 hodiny. Protokol je oproti identifik4cii beznych mikroorganizmov naro¢nejsi,
ked’ze tie sa zvicSa daji identifikovat' priamo z kultivacnej platne. AvSak v porovnani
s pomalym biochemickym testovanim, je 2 hodiny trvajica priprava vzorky pre MALDI-TOF
MS, zanedbatelna. MALDI-TOF MS systém je schopny identifikovat aj zriedkavo sa
vyskytujuce druhy mykobaktérii vd’aka svojej, stale sa spresiiujiicej databaze. Naproti tomu
hybridiza¢né sondy su dostupné len pre limitovany pocet druhov mykobaktérii a génova
sekvenacia nie je eSte stale vhodna pre rutinni prax. Analyza metodou MALDI-TOF MS
prirodzene vyzaduje Cistu kultaru. Ked’ je vzorka kontaminovana neSpecifickou mikroflorou,
identifikacia zlyhava.

Zaver

Nase vysledky, podobne ako iné literarne udaje potvrdzuja, ze MALDI-TOF MS metoda
Vv spojeni s aktudlnymi verziami referenénych databdz na vyhodnocovanie spektier
mykobaktérii (Mycobacterial Library v2.0 av3.0) je vyuzitelnd v praxi aj na rutinnd
identifikdciu mykobaktérii. Pre laboratoria, ktoré prevadzkuji tento typ modernej
identifikacie baktérii, poskytuje MALDI-TOF MS efektivnu alternativu voci klasickym
fenotypovym metddam identifikacie mykobaktérii.

Podakovani e

Autori d’akujii pracovnikom NUTPCHaHCH vo Vysnych Hagoch za ochotu a pomoc
pri identifikacii izolatov molekularnymi metoédami.
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Uvod

K rozmachu vyuzitia molekuldrno-biologickych metéd v klinickej mikrobioldgii doslo
najmd v poslednych dvoch desatrociach. Nové poznatky a pristupy prispeli najmé k rozvoju
taxonomie a identifikdcie mikroorganizmov, diagnostiky infekénych agens, epidemiologie
infekénych ochoreni, bliz§ieho poznania faktorov virulencie a mechanizmov antibiotickej
rezistencie. Problémom vyuzitia molekularno-biologickych metdd v praxi nie je technické
zabezpecenie laboratorii a praktické zvladdnutie tychto metdd, ale interpretacia a aplikdcia
vysledkov, ktoré vyzaduji vedomosti o principoch, vyhodach, ale aj limitoch tychto metod.
Ziskané vysledky nie je mozné interpretovat bez vSeobecnej znalosti odboru klinickej
mikrobiologie ako celku. Predpoklada poznanie obligatérnych a potencialnych (oportinnych)
patogénov, rezidentnej flory ¢loveka, patogenity a faktorov virulencie organizmov, ale aj
kvalifikované postdenie stavu imunity pacienta.

Mol ekubiaolhongetcokiey havyuzitie v mikrobi ol

(@}
«Q

Molekularno-biologické metddy sa odvijaju od poznania genetickych Struktar kodujticich
Studovany organizmus. SU univerzalne, citlivé a maji vysoku rozliSovaciu schopnost.
Pre mikrobiologiu je vyznamné, Ze nezéavisia od rastovych podmienok mikroorganizmov.
Nasli siroké uplatnenie vo vyskume aj v rutinnej praxi a ich vyuzitie pokryva prakticky vsetky
oblasti mikrobiologie — viroldégiu, bakteriologiu, mykoldégiu aj parazitologiu. Su
nezastupitelné pri identifikdcii a charakterizacii novych infekénych agens, kde konvenéné
metddy izolacie zlyhavaju (Van Etten et al.2010).

Molekularno-biologické metéody sa neustale vyvijaji. V rutinnej diagnostickej praxi
najCastejSie vyuzivanu klasicki PCR postupne nahradza kvantitativna PCR — PCR Vv redlnom
tase (Real Time PCR), ktora je dopliana daldimi ,zloZitej$imi“ postupmi, akymi si
sekvenovanie DNA alebo in situhybridizacia.

Odporucenie pre typizaciu baktérii zroku 2007 vypracované Pracovnou skupinou
epidemiologickych markerov Europskej spolo¢nosti klinickej mikrobiologie a infekéného
lekarstva (ESGEM-ESCMID) (Van Belkum 2007) je v sucasnosti povazované
za metodologiu typizacie baktérii, ktora mdze byt aplikovand v praxi. Okrem fenotypovych
typizacnych metdd st v odporu€eni zahrnuté genotypové hybridizaéné typizacné metody
(vratane pouzitia Cipov), analyza pritomnosti plazmidov v bunkach, metody s vyuzitim
restrikénych enzymov (analyza dizky restrikénych fragmentov RFLP, polymorfizmus dizky
amplifikovanych fragmentov AFLP, mapovanie tandemovych repeticii v genome VNTR
a iné.), metoddy na baze sekvenovania, ¢i pulzné gélova elektroforéza (PFGE).
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Zakl adnédpbdbj mycae
Nuk!| eov ®nklgicaads, INA)Yy (

V metodach molekulédrnej bioldgie a genetiky predstavuju nukleové kyseliny zakladny
materidl na analyzu. Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je hmotnym zékladom dedi¢nosti
vSetkych bunkovych organizmov a niektorych nebunkovych organizmov (virusov). U inych
virusov zastupuje tuto ulohu ribunukleova kyselina (RNA). Metddy izolacie nukleovych
kyselin su rozne aich vyber zavisi od poziadaviek na kvalitu, mnozstvo a Cistotu
vyizolovaného materialu Pri izolacii nukleovych kyselin z organizmov sa vyuZzivaju techniky
zalozené na Setrnej separacii nukleovych kyselin od zvySnej hmoty buniek a nebunkovych
Struktir a na inaktivdacii inhibi¢nych a degradujucich primesi, najmé enzymov.

Hybridiz8ci a

Vyuziva tvorbu dvojvlaknovych molekul z jednovldknovych molekul (odliSného pdvodu)
na zéklade komplementarity dusikatych baz. Hy br i di zal n 8 jes axmaddna
molekula nukleovej kyseliny, ktora sa pouziva na detekciu pribuznych molekul DNA alebo
RNA. NajcastejSie sa pouziva DNA oligonukleotid, oznaceny na svojich koncoch alebo
v strede izotopom (radioaktivne) alebo neradioaktivne (fosfat, fluorescenéné farbiva a pod.).
Rovnako oznacené mozu byt’ aj tzv. riboproby (sondy RNA), ktorych vyhoda spociva najma
v ulah¢enej hybridizacii, ked’ze ide 0 jednovlaknové sondy. Vzorka (target)je komplexna
zmes nukleovych kyselin, ktorych sekvenciu nepozname a chceme hybridizaciou analyzovat'.
Presnost hybridizacie ovplyviiuje dizka sondy, koncentracia iénov v roztoku, teplotné
a denaturacné podmienky. Pri metdédach hybridizacie na pevnej faze: Southern (blotovanie),
nothern, dot blot, alebo koloniovéa hybridizacia je cielova nukleova kyselina (DNA, RNA)
opracovand (Stiepenie restrikénym enzymom, elektroforetickd separacia) a naviazana
na membranu (nitroceluldozova, nylonova). Po hybridizacii so sondou a odmyti nenaviazanej
sondy je signdl detegovany autoradiografiou.

Pol ymer §zov § rpelgnemasschai reaction kPER)a  (

PCR je proces selektivnej amplifikacie vybraného useku DNA molekal v in vitro
pri splneni $pecifickych reakénych podmienok s vyuzitim oligonukleotidovych primerov
Specifickych pre urcit¢ gény (Obr. 1). Denaturacia dvojvladknovej DNA, hybridizacia
(anelacia) primerov  k Specifickym komplementarnym usekom na vldkne DNA
a dosyntetizovanie nového vlakna DNA z nukleotidov v reakénej zmesi enzymom DNA-
polymerédza je zabezpeCena cyklicky sa opakujucimi zmenami presne stanovenych teplot
pOsobiacich presne stanoveny c¢as v chemicky definovanych podmienkach reakcie. Ide
0 exponencialnu reakciu, ktora ma Standardne 20 — 30 cyklov. Teoreticky z jednej kopie DNA
fragmentu pri ,,n“ cykloch ziskame 2 ™! kopii DNA (Coen 2001). Reakcia je citliva
na inhibitory (je potrebné pouZzivat’ pozitivnu vnutorni kontrolu amplifikdcie) a nachylna
na kontaminaciu, preto na vylic¢enie falosnej pozitivity je potrebné pouzit’ negativnu kontrolu
reakcie. Pre zniZenie rizika kontaminacie je pri realizacii potrebné priestorovo oddelit’ miesto
izolacie nukleovych kyselin od miesta pripravy PCR a samotného priebehu PCR. Spravny
priebeh PCR je podmieneny dodrzanim podmienok reakcie, zloZenia reakénej zmesi
a charakterom jednotlivych zloziek.
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Pre tieto podmienky st kritické:

- dizka, sekvencia, koncentrécia a teplota topenia pouZitych primerov, (sekvencia by mala byt
jedinecna a Specificka, rovnomerné rozmiestnenie nukleotidov, primery by nemali byt
samokomplementérne, aby nedoslo ku tvorbe dimérov);

- koncentracia Mg?* iénov (jej zvysenie zvysuje vytazok, ale znizuje $pecifickost reakcie);

- koncentracia DNA polymerazy (nadbytok zvysuje tvorbu nespecifickych produktov);

- neporusena DNA bez pritomnosti inhibitorov polymerazy (organické rozpustadla, proteazy,
nukledzy a pod.).

pivodna DNA DNA + primery + dNTP
PCE primer == + DINA polymeraza
novovzniknuta ----cce----
DNA
A denaturicia a syntéza
5 !
i ;

! b
i Py
v o - ,
denaturacia a syntéza
r’ lj
14 ¥
4 vi
+_ll1 rlxjatd,
TN E T F
vl vl

Obr. 1. Polymerazova ret'azova reakcia (podl'a Coen 2001, upravené).

V komerénych supravach su zlozky reakcie vopred pripravené v potrebnych
koncentraciach v tzv. ,,master mixoch®. Pri niektorych druhoch stprav sa k mixu pridava uz
len vyizolovana nukleova kyselina, pripadne polymeraza.

Existuje niekol’ko roznych aplikacii PCR: multiplex, nested, asymetrickd, inverzna,
PCR s ligaciou adaptérov, reverzna, klasicka a kvantitativna/Real Time PCR. Detekcia PCR
produktov moze byt elektroforeticka, fluorescencna (DNA-viaziace farbiva, fluorogenické
hybridiza¢né sondy), hybridizaciou (dot blot, Southern blot), restrikénou analyzou (RFLP)
alebo sekvenovanim.

V klasicke] PCR sa mnozstvo produktu meria az po exponencialnej faze. Pri Real
Time PCR (PCR vrealnom c¢ase) sa mnozstvo produktu meria po kazdom cykle
(pocas exponencialnej fazy), v Specializovanych real-time PCR cykleroch s vyuzitim
fluorescenéného znacenia PCR produktov. MnoZstvo produktu sa sleduje meranim intenzity
fluorescencie.
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Je potrebny uzavrety detekény systém. Intenzita fluorescencie je vyjadrend amplifikacnou
krivkou (Obr. 2). Prahovy cyklus je cyklus, v ktorom hodnota fluorescencie vzorky za¢ina
exponencialne narastat’ a prekro¢i prahova fluorescenciu. Prahovéa fluorescencia urcuje
pozadia (Saunders et Lee 2013). Na rozdiel od klasickej PCR je pri Real Time PCR mozné
stanovit’ po¢iato¢né mnozstvo nukleovej kyseliny vo vzorke.

Alternativou Real Time PCR je fluorescent end point (FEP) analyza. Je to kvalitativna
metodda, zalozend na detekcii Specifického PCR produktu s vyuzitim fluorescencne
oznacenych sond. Analyza udajov prebiecha az vo faze dosiahnutia maxima (plateau)
a fluorescencia je merana v jednom kroku priamo v skimavkach. V porovnani s klasickou end
point analyzou (elektroforetickd detekcia produktu) je citlivejSia, presnejSia a ma vicsie
rozlisenie.

V mikrobiologickej diagnostike ma PCR vyznamné postavenie predovsetkym
pri diagnostike infekénych ochoreni. Je nezastupitel'na pri podozreni na virusové ochorenia,
na ochorenia vyvolané tazko kultivovateI'nymi mikroorganizmami, pri monitorovani priebehu
akutnych alebo chronickych virusovych ochoreni, pri indikacii a monitoringu terapie
(virusové hepatitidy, virusovd naloz - kvantitativna PCR), ¢i pri detekcii determinantov
rezistencie infekénych agens v klinickych vzorkach (Nummi et al 2015).

Amplifikacna krivka
) Faza plateau
0633
L Gapas o
% 53633
[ ' 3
% 46 B33 ] /!
‘g‘ 0533 Exponencialna faza /
g 34,633 )
-E 28,633 Prahovy cyklu; Prahova fluorescencia
22 G35 LY
'§ 16,633
D 10633 et e o
1ean| POCiatoéna faza
1] 110 15 20 2 20 35 4]
Pocet cyklov

Obr. 2. Amplifika¢na krivka pri Real Time PCR, (podl'a Saunders etLee 2013, upravené)

Restrikln® enzl my

V molekularnej biologii su najéastejie vyuzivané restrikéné endonukleazy. Stiepia
dvojvlaknovi DNA v miestach so Specifickymi sekvenciami. Sua sucastou restrikéno-
modifika¢nych systémov Specifickych pre prokaryotické organizmy (systémy ochrany
genéomu pred cudzorodou nukleovou kyselinou). Stiepia bud’ v nespecifickych miestach;
alebo priamo Vv rozpoznavacej sekvencii alebo blizko nej; alebo v presne definovanych
miestach.
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Restrikéné endonukleazy su rozsirené v prirode a Cast’ z nich je dnes dostupna komercne.
Maju specifické oznaCovanie. Nazov je odvodeny od organizmu, z ktorého boli izolované
a rimske Cislo je poradové Cislo izolacie. Aktivita restrikénych endonukledz je vel'mi citliva
na Cistotu DNA. Su sucastou technologii pripravy rekombinantnych DNA, génovych
manipulacii a génového inzinierstva. Databaza dostupnych enzymov je dostupnd na
http://rebase.neb.com.

V mikrobiologickej diagnostike maju vyznamna funkciu pri priprave diagnostickych
stiprav s rekombinantnymi proteinmi. VyuZziva sa pri tom heterologickd expresia génov,
pri ktorej sa do DNA ,,hostitel'ského* organizmu (napr. baktéria Escherichia coli rozstiepene;j
v presne uréenych miestach vnesie usek molekuly DNA ziného organizmu kédujici
pozadovany protein. Rekombinantné proteiny sa vyuzivaji napriklad na detekciu Specifickych
protilatok pri metdde ELISA, ¢i pri imunoblotoch.

Elektroforetick8 separ8cia nukleovlich kysel 2

Metoda vyuziva pohyb negativne nabitych molekil DNA smerom ku kladne nabitému
elektrickému poélu v roznych substratoch (agardza, polyakrylamidovy gél), ktoré¢ modzu
mat’ roznu koncentraciu. Rychlost’ pohybu jednotlivych foriem DNA v géli z&visi nepriamo
umerne od velkosti a konformacie molekuly (¢im vAacsi tsek, tym pomal§i pohyb) a
od koncentracie gélu (¢im vyssia koncentracia gélu, tym mensie Gseky je mozné separovat’).
Na stanovenie velkosti nezndmej DNA sa pouzivaji DNA Standardy so zndmymi
molekulovymi hmotnostami. Pri vizualizacii sa vyuZzivaji interkala¢né ¢inidld viazice sa
na DNA s fluorescencnymi vlastnostami (etidium bromid).

Elektroforézu mozno vyuzit' aj pri plazmidovej analyze na medzidruhovu diferenciaciu
klinickych izolatov (uréenie velkosti vSetkych plazmidov bunky, pre detailnejSiu analyzu sa
pouzije Stiepenie pomocou restrikénych endonukledz a stanovi sa plazmidovy profil).
Pouzite'nost’ metddy je limitovand na izolaty obsahujuce plazmidy. Nevyhodou je geneticka
nestdlost’ plazmidov v bunke, ich elimindcia, ¢i konjugativny transfer plazmidov medzi
bakterialnymi kmenmi.

Pul zn8 g®I ov Bulsediietd get eleatrdpbore®sz RFGIE)

PFGE v agar6zovych géloch sa vyuziva na separaciu velkych molekul DNA (viac ako 20
kb), ktoré vykazuju pri klasickych gélovych elektroforézach rovnaku pohyblivost. PFGE
prebieha v pulznom elektrickom poli, v ktorom sa polarita meni v pravidelnych ¢asovych
intervaloch pod ur¢itym uhlom (90 — 180°). VicsSie molekuly DNA potrebuji viac Casu
na reorientaciu ako mensie a preto ich vysledny priamogiary pohyb je pomalsi. Uinne sa
separuju fragmenty s vel'kost'ou 20 — 800 kb. Priebeh PFGE spravidla trva viac ako 24 hodin.
PFGE sa vyuZiva na separaciu intaktnych molekil DNA alebo restrikénych fragmentov DNA.
V kombinacii so Stiepenim DNA pomocou restrikénych endonukledz stiepiacich v zriedkavo
sa vyskytujicich miestach je vhodnou metddou pre diferencidciu na Grovni nizsej ako druh.
Baktérie s identickym PFGE profilom predstavuju rovnaky kmei (Obr. 3).
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Obr. 3. Pulzna gélova elektroforéza, S — §tandardny kmeti SalmonellaParatyphi A, izolaty 44, 45, 48 -
54 predstavuji PFGE typ A, izolaty 43, 46 PFGE typ Al, izolaty 47 a 55 PFGE typ A2 (podl'a Wu et
al. 2010, upravené).

FIl uorescen| n8 i nfluosescentinskuynphbr ddzgdati iaor,
k ar y ot yspektralgacyotyping, SKY)

FISH je metdoda umoznujlca vizualizovat definované sekvencie nukleovych kyselin
priamo v bunkovych preparatoch. Vyuziva sondy zna¢ené fluorescencnymi farbivami (DAPI,
Pouziva sa na mapovanie génov a detekciu chromozémovych aberacii.

V mikrobiologickej diagnostike mé vyuzitie pri detekcii mikroorganizmov, vizualizacii
génov rezistencie a pri izolacii novych druhov. Cielom je ribozoméalna RNA (rRNA) baktérii
(Obr. 4).

SKY sa vyvinula z FISH, jej druhy nazov je multicolor-FISH. Umoznuje diagnostikovat’
naraz niekol’ko roznych cielovych sekvencii vdaka vyuzitiu niekol’kych druhov sond
znacenych viacerymi réznymi fluorescenénymi farbivami (Obr. 5). Pri tejto technike boli z 5
zakladnych fluorescen¢nych farbiv vyvinuté nové fluorescencné farbiva kombinaciou 2
zakladnych (Schrock et al. 1996).
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Obr. 4. Fluorescen¢na in situhybridizacia (FISH). Vizualizacia baktérii v autotrofnom biofilme. Sonda
Specificka pre Nitrospira spp. Znacena fluorescenénym farbivom TRITC; sonda Specificka pre a-
proteobaktérie znacena fluorescenénym farbivom FITC (podla Kindaichi et al.2004, upravené).
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matenie chromozomovych sond poutim
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Obr. 5. Spektral Karyotyping (SKY) (podl'a McNeil etRied 2000, upravené).
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Sekvenovanie DNA

Stanovenie primdrnej Struktary, t. j. poradia nukleotidov v retazci DNA. Zndme st rozne
aplikacie sekvenovania DNA (de novo sekvenovanie, komparativne sekvenovanie,
identifikacia a detekcia mutécii, identifikacia metylacie CpQG),. V tejto oblasti sa rychlo vyvija
automatizacia a vznikaju d’alSie nové aplikacie (celogendmové sekvenovanie).

V mikrobiologickej diagnostike umozituje napr. rychlu detekciu mutacii Sposobujicich
rezistenciu voci antibiotikam (Garmendia et al. 2012), rychlu detekciu génov koédujucich
faktory virulencie, alebo zmeny v genéme, ¢o ma vel’ky vyznam v diagnostike a surveillance
ochoreni vyvolanych infekénymi agens, ktoré podlichaju castym mutdciam (napr.
HIV/AIDS). Ma vyuzitie pri Stadiu expresie génov v réznych podmienkach prostredia a
pri analyze [l'udského mikrobiomu uzdravych achorych jedincov (metagenomika,
komparativne sekvenovanie).

Prvou generaciou komercne dostupného sekvenovania sa stala enzymatickd metoda
(Sanger et al. 1977) vyuzivajtica syntézu nového retazca DNA. Do novovznikajiaceho ret'azca
DNA sa na zdklade komplementarity inkorporuje inhibitor, ktorému chyba vdzobny koniec
pre d’alSie nukleotidy a syntéza sa zastavi.

Sekvenovanie druhej generacie zahfiia metddy zalozené na syntéze alebo ligacii. Patri sem
pyrosekvenovanie - enzymaticka metoda Real Time sekvenovania, ktora umoziuje sledovanie
vznikajliceho produktu reakcie v redlnom Case.

Tretia generacia (Pacific Biosciences - single molecule real-time (SMRT) sekvenovanie a
sekvenovanie s vyuzitim nanoporov) umoziuje sekvenovanie molekul bez potreby PCR
amplifikacie, premyvacich a detekénych krokov, s jednoduchsou pripravou vzoriek, dlh§imi
sekvenovanymi usekmi DNA a va¢$im poctom sekvenovanych baz za jednotku casu.

V mikrobiologickej diagnostike sa na identifikaciu izoladtov najcastejSie pouziva
sekvenovanie génu pre 16S rRNA alebo medzernikovej oblasti génov pre 16S-23S rRNA.
Reakcia je citliva na kvantitu a Cistotu templatovej DNA, kontaminaciu, nerovnomerné
zastupenie baz v templatovej DNA, kvalitu, charakter a mnozstvo pouzitého primera.

Rozne typy sekvenatorov vyuzivaju automatizovany princip kapilarnej elektroforézy, prip.
analyzu produktov pyrosekvenovania a fluorescenénu detekciu DNA  fragmentov
po elektroforetickej separacii.

Pol ymorfizmmus dOgky rastéctionfragnkehtlerigthgolynforpiis;myme nt o v
RFLP)

Pri tejto metdode sa bakteridlna chromozomdlna DNA sa Stiepi pomocou restrikénych
endonukledz s polymorfnym umiestnenim restrikénych miest. Lokalizcia tychto miest je
ovplyvnena zmenami v organizacii DNA, ktoré su vyvolané prestavbou chromozoémov,
deléciami, inzerciami, pOsobenim transpozénov, bodovymi mutdciami v rozpoznavacich
miestach pre restrikéné endonukleazy, ¢oho ddsledkom je jeho zéanik, alebo vytvorenie
nového miesta. Vznikaju tak fragmenty réznej velkosti, ktoré sa separuji elektroforézou
v agarozovom géli. Nasleduje Southern blotovanie a porovnanie ziskanych profilov.

RFLP nasla vyuzitie pri diferenciécii genotypov virusu hepatitidy typu C a nasledne terapii
ochorenia vyvolaného tymto virusom (Davidson et al. 1995), ¢i pri druhovom rozliSeni
parazitickych mikroorganizmov (Spano etal. 1997).
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Mapovanie tandeg®ewvwdablgnanbertartiemrepeatyWNTR)

Kratke oligonukleotidové sekvencie lokalizované v gendéme v podobe tandemovych
repeticii sa medzi jedincami li§ia svojou dizkou. Pri rekombinécii a replikacii dochadza
k zmene v pocte tychto repeticii (Obr. 6). Okrem mapovania gendmov ma metdda vyuZzitie
V sucasnosti pri forenznej kriminalistike a v pribuznych odboroch. Profily st individuélne
Specifické.

V mikrobiologickej diagnostike slizi na odliSenie jednotlivych mikrobidlnych kmenov a
pri genotypizacii (Chalker et al 2015, Diaz et al 2015).

Jedinec 1 Jedinec 2
VNTR-A ' Y ‘ | VNTR-A

hlela as el B e e LD e Alela A3
Alela A2 e [T i AR YRRV
bt } }
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Alela B2 ig:h w Alela B3

Alelapl mem [ e wl P Alela B2
t ' }

i Separacia a zobrazenie fragmentov DNA*

B3 ===
A4
o B2 B c=
A4 o
A3 ==
]
a— A2
Jedinec 1 Jedinec 2

Obr. 6. Mapovanie tandemovych repeticii v genéme (VNTR)
(podl’a http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch22/VNTR html, upravené).

Pol ymorfi zmus dOgky a mp lamplifieck draganent demgth f r a g m

polymorphism, AFLP)

Bakterialna DNA sa Stiept dvomi réznymi restrikénymi endonukledzami: zriedkavo
Stiepiaci enzym (napr. Tagl) a Casto Stiepiaci enzym (napr. Msel). Fragmenty DNA sa liguji
s dvomi dvojvldknovymi oligonukleotidovymi adaptérmi, ktoré sluzia pre naviazanie
primerov pre PCR amplifikdciu (Obr. 7). Pouzitie PCR primerov komplementarnych
k sekvencii adaptéru a k sekvencii restrikéného miesta poskytuje kmenovo-$pecifické
amplifikacné profily. AFLP m4 vysoku reprodukovatel'nost’ a diskriminacnt silu.

PouzZiva sa na identifikdciu mikroorganizmov na urovni kmena, v epidemiologickych
Studiach alebo pri detekcii faktorov virulencie (Vos et Stanssens 2002).
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Obr. 7. Polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP) (podla Vos et Stanssens 2002,
upravené).

Mi krolipy (Microarray)

V sucasnosti pozname viac druhov mikro¢ipov: DNA, Protein, Tissue, Antibodyiné.
stbor oligonukleotidovych (niekol’ko desiatok nukleotidov dlhych) jedno- alebo
dvojvldknovych DNA sond so znamou sekvenciou chemicky alebo kovalentne pomocou UV
Ziarenia viazanych k pevnému povrchu (sklo, plast, silikon). UmoZziuja detegovat’ vo vzorke
naraz vel’ké mnozstvo Specifickych sekvencii pomocou reverznej hybridizacie na zaklade
komplementarity nukleotidov (De Risi 2000). Metoda slizi na identifikaciu Specifickych
DNA sekvencii, vratane hl'adania mutécii a na urovanie hladiny expresie génov (stanovenie
mnozstva medidtorovej RNA). Izolovand nukleova kyselina (DNA, mRNA) sa oznaci
fluorescenénym farbivom a necha sa hybridizovat’ s ¢ipom. Laserovym skenerom sa potom
deteguje intenzita signalu fluorescencie vzniknutého produktu. Signal je pocitatovymi
algoritmami konvertovany do ¢iselnej informacie.

Metdda sa vyvinula z metédy Southern blotovanie a je dostatocne citliva pre detekciu
génov, Specifickd a vysoko presnd na dosiahnutie relevantnych a overitelnych vysledkov
v kazdom experimente. DalSou vyhodou je pristupna cena vzhl'adom na analyzovani vzorku.
Metdoda ma vysoké naroky na Cistotu pouzitych roztokov. V mikrobiologickej diagnostike
slizia mikroCipy na detekciu patogénov, genotypizaciu, mapovanie genémov, sledovanie
genetickej variacie, sledovanie mutacii a pri sekvenovani.
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I ndi kaciarmolboélbgli ckych vysSetreni pri diagnos

Pri priamom dokaze etiologického agens je v mikrobiologii zlatym Standardom kultivacia.
Indikacia molekularno-biologickych vySetreni ma najvacsi vyznam pri diagnostike
virusovych infekcii a infekcii sposobenych mikroorganizmami, ktorych kultivacia alebo
identifikacia je naro¢na, trva velmi dlho, prip. sa kultivovat’ nedaju vobec (Schreckenberger
et McAdam 2015). Patria k nim napr. M. tuberculosisa iné mykobaktérie, Borrelia spp.,
Chlamydia spp., Mycoplasmaspp., Bartonella henselge Treponema pallidum Human
papilloma virus (HPV)ainé. Ddlezité je spravne nacasovanie odberu vzorky klinického
materidlu uz pri prvych priznakoch ochorenia, idedlne pred plnym rozvinutim protilatkove;j
odpovede organizmu.

Ako kazdd metoda, aj metody molekularno-biologické maji urcité nevyhody. Ked'ze ide
len 0 dokaz nukleovych kyselin, nie je mozné stanovit, ¢i je agens zivé. Pozitivny kultivaény
dokaz potvrdzuje infekciu, pozitivny molekularno-biologicky vysledok dokazuje len
pritomnost’ etiologického agens.

VysSetrenie je mozné vykonat prakticky z akéhokol'vek biologického materidlu bez
poziadavky Zivotaschopnosti detegovanych mikroorganizmov. Cim skor je material vysetreny
po odbere, tym je zachyt infek¢ného agens lepsi (stabilita nukleovych kyselin vo vySetrovane;j
vzorke). Vysetrované vzorky je mozné aj zmrazit. Limitujuce je pouzitie niektorych
stabilizacnych chemikalii, ktoré pdsobia ako inhibitory polymerazy, a tym znemoZziuji
analyzu. Su to predovsetkym formalin, heparin a citrat sodny. Preto vzorky krvi musia byt’
oSetrené¢ inym antikoagulaénym pripravkom (napr. EDTA). Ako inhibitor posobi taktiez
hemoglobin, preto je vySetrenie z hemolyzovanej krvi problematickeé.

Uskalia interpretac-sbe olnddieavoyws emikvokiadgiokeya r n o
diagnostike

V sucasnosti je molekularno-biologickym metéodam casto prisudzovana vécsia uloha, ako
je zo vSeobecne platnych zékonitosti odboru mikirobioldgie mozné. Interpreticia vysledkov
molekularno-biologickych metdéd sa musi opierat o znalost’ patofyziologie infekénych
procesov ako aj principov pouzivanych molekularno-biologickych metod.

Je potrebné uvedomit’ si, ze citlivost’ niektorych typov molekuldrnych metod nie je
optimalizovand pre klinické pouzitie, ¢im moZe byt skreslena klinickd vyznamnost
samotného nalezu (Diaz et al 2015; Spuesens et al. 2016; Jung et al. 2016). Analyticka
citlivost nie je totozna s klinickou citlivost'ou (Snijders etal. 2003).

Postupy metod vyuZzivanych v klinickych laboratoridch by mali zahfiat' sposob odberu,
uchovania, spracovania a archivacie vzoriek; izolacie nukleovych kyselin a $tandardizacie
vytazku; odporucenia pre vhodné metddy analyzy nukleovych kyselin, vhodné cielové
sekvencie s popisom rizik, zvlaStnosti, ¢i variability; odporu€enia pre jednotlivé agens;
spOsob spracovania ziskanych udajov pre prezenticiu vysledku a spdsob interakcie a
spoluprace pri interpretacii vysledkov medzi mikrobiologom a klinikom ordinujucim
vysetrenie.

Odporucenia pre klinickych pouZivatel'ov by mali zodpovedat’ otazky, o mozno od tychto
metod redlne ocakavat, s akymi inymi diagnostickymi metédami je vhodné molekularno-
biologicku diagnostiku kombinovat, ¢o je ,,normalna hodnota“ a ¢o uz je klinicky vyznamny
laboratorny nalez, akym spdsobom interpretovat’ kvantitativne vysledky; a v neposlednom
rade by mali obsahovat’ informacie o vhodnom sposobe a case pre odber klinickych vzoriek
a o sposobe zaslania vzoriek do laboratoria.
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NasSe sk umocelneoksubbiiaodn@mgi ckou di agnosti kou i

Pre dokumentovanie prinosu molekuldrno-biologickych metdd pre diagnostiku pdvodcov
infekénych ochoreni, ale aj uskali spojenych s touto diagnostikou prezentujeme vlastné
skasenosti s vySetrovanim infekcii  spdsobenych virusom herpes simplex (HSV),
ChlamydophillaChlamydiapneumoniadCPN) a Mycoplasmgneumonia€éMPN) na naSom
pracovisku. Uvedené infekcie charakterizuje zlozitost’ a Casto aj nejednoznacnost’ doposial’
pouzivanych metod nepriamej diagnostiky. Mozno preto predpokladat’, Zze molekularne
metody budu pri diagnostike tychto ochoreni vyznamnym prinosom.

V mikrobiologickom diagnostickom laboratériu spolo¢nosti Laboratéria Piestany s.r.o.
sme v obdobi 2 rokov (2014 - 2016) porovnali vysledky diagnostiky metédami priameho
dokazu (klasicka PCR a fluorescencna end point analyza, FEP) s vysledkami metod
nepriameho dokazu (ELISA, imunoblot) herpes simplex virus, Chlamydophillapneumoniae
Mycoplasmgneumoniae.

Mat ermatlyd ch

Pri hodnoteni infekcie vyvolanej virusom herpes simplex sme vysetrili vzorky od 166
pacientov (subor €. 1). V stibore €. 2 bolo zahrnutych 295 pacientov s podozrenim na infekciu
Ch. pneumoniae subor ¢. 3 zahfnal 193 pacientov s podozrenim na infekciu M. pneumoniae.
ISlo o komunitné infekcie a prevazne o ambulantnych pacientov. Vzorky od kazdého pacienta
sme vysetrili metdédami PCR aj ELISA.

Druhy klinickych vzoriek, ktoré boli analyzované metdédou PCR, s uvedené v tabulke 1.
DNA z klinickych vzoriek sme izolovali s pouzitim sGpravy QIA Amp DNA Mini kit
(Qiagen, Nemecko). Pre amplifikaciu Specifickych sekvencii sme pouZzivali PCR diagnostické
supravy  AmpliSens  (HS\Vttyping-FEP;  Mycoplasma  pneumoniae/Chlamydophila
pneumoniad-EP) (FSIS, Rusko).

Tab. 1.Klinické vzorky analyzované metédou PCR

Klinické vzorky analyzované metédou PCR

wytery z faryngu
vytery z nosa
sputum®

vytery z oka™®*
wytery z uretry
vytery z posvy
moc*®

punktaty®

stery z koznych lézii

* klinické vzorky, v ktorych sme analyzovali len pritomnost’ M. pneumoniakch. pneumoniae
** klinické vzorky, v ktorych sme analyzovali len pritomnost’ virusu herpes simplex

Specifické protilatky vo vzorkach krvného séra sme urdovali sipravami ELISA: Herpes

Simplex virus (NovaTec, Nemecko); ChlamydophillapneumoniagEuroimmun, Nemecko);
MycoplasmgneumoniagSerion, Nemecko).
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Specifickost’ protilatok sme testovali imunoblotom Chlamycheck (All Diag, Franctzsko)
u30 pacientov spodozrenim na infekciu Ch. pneumoniae Chlamycheck obsahuje
rekombinantné antigény Ch. pneumoniaghlavny protein vonkaj$ej membrany a zaroven
hlavny imunodominantny protein MOMP, protein vonkajSej membrany OMP2 s vysokym
obsahom cysteinu a proteiny vonkaj$ej membrany OMP4 a OMPS5 $pecifické pre druh).

Vysl edky a diskusi a

DNA virusu herpes simplex sme v klinickych vzorkach detegovali v 16 % pripadov (27
pacientov). Pritomnost’ IgG protilatok v klinickych vzorkach krvného séra sme zaznamenali
vV 91 % pripadov (151 pacientov) a pritomnost’ IgM v 9 % pripadov (15 pacientov). Pri 12
pacientoch s pritomnymi IgM protilaitkami sme pri opakovanom vySetreni virusovi DNA
v klinickom materiali nedokézali. Udaje st zobrazené v tabul’ke 2.

Tab. 2. Vysledky laboratornej diagnostiky klinickych vzoriek od pacientov s podozrenim na infekciu
virusom herpes simplex.

pacietni zahrnuti vsubore, n = 166 (100 %)

pritomnost protilatok IgM pritomnost protilatok IgG
v krvnom sére v krvnom sére
n=15 (9 %)* n=151 (91 %)*
dokazana DNA HSV
v kl. vzorkach 3(2 %) 24 (14 %)
nedokazana DNA HSV 12 (7 %) 127 (77 %)

v kl. vzorkach

* detegovany len jeden typ protilatok vo vzorke krvného séra

Pritomnost’ virusovej DNA u 27 pacientov (100 %) nekorelovala s pozitivitou IgM (n = 3,
11 %) ani IgG (n = 24, 89 %) u tychto pacientov. NaSe udaje koreSponduju s dostupnymi
literarnymi udajmi. Klinicky zjavné formy aktivnej infekcie a klinicky sporné infekcie
s pozitivnou detekciou virusove] DNA bez pritomnosti imunologickej odpovede nie su
vynimkou (CDC 2012; Schiffer et al 2013).

Znasich zisteni vyplyva, Ze pre rozliSenie primarnych infekcii od rekurentnych a pre

diagnostiku rekurentnych nékaz nie je séroldgia spol'ahliva. Pritomnost’ herpetickych infekcii
nie je mozné uzavriet' len na zaklade dokazu protilatok. Je nutné overit’ ju kombinaciou
stanovenia Specifickych protilatok a detekcie pritomnosti DNA virusu.
Pritomnost DNA Ch. pneumoniae klinickych vzorkach sme nezistili u ziadneho pacienta.
Podobne Schreckenberger a McAdam (2015) zaznamenali vel'mi nizky vyskyt DNA C.
pneumoniaestanovenej pouzitim multiplexovych PCR panelov pre respiracné patogény
(0,1%). Pritomnost’ protilatok IgG vo vzorkdch krvného séra sme zistili v 68 % (201
pacientov) a pritomnost IgA v 32 % (94 pacientov). Specifickost’ protilatok sme testovali
imunoblotom zo vzoriek od 30 pacientov. IgA protilaitky sme detegovali pri 18 tychto
pacientoch a IgG protilatky pri 12 pacientoch. V 8 pripadoch (44 %) sme potvrdili
Specifickost’ IgA a v 4 pripadoch (33 %) sme potvrdili Specificifickost’ IgG (tab. 3).
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V pripade nepotvrdenej Specifickosti protilatok by sa mohlo jednat’ aj o protilatky proti
lipopolysacharidu (LPS) Ch. trachomatisalebo o nespecifick stimulaciu tvorby protilatok
namierenych proti antigénom Ch. pneumoniaepo intracelularnej deStrukcii chlamydii
v infikovanych bunkach (Wolf et al.2005).

Tab. 3. Vysledky laboratornej diagnostiky klinickych vzoriek od pacientov s podozrenim na infekciu
Chlamydophillapneumoniae

pacienti zahrnuti v subore, n = 295 (100 %)

pritomnost protilatok IgA pritomnost protilatok IgG
v krvnom sére v krvnom séere
n=94(32 %)* n=201 (68 %)*
DNA CPN v klinickych 0 (0 %) 0(0%)
vzorkach
testovand Specificita protilatok IgA a IgG, n = 30 (10 %)
$pecifické IgA 8 (44 %)
specifickeé IgG 4 (33 %)

* detegovany len jeden typ protilatok vo vzorke krvného séra

Pritomnost DNA M. pneumoniaesme zistili u 6 zo 193 vysetrenych pacientov (3 %).
Pritomnost’ protilatok IgG vo vzorkach krvného séra sme v tomto subore zaznamenali pri 78
pacientoch (40 %) a IgA pri 50 pacientoch (26 %). U pacientov s pritomnymi IgA aj IgG
protilatkami (n = 27, 14 %) mdZeme uvazovat o postakltnej resp. rekonvalescentnej faze
ochorenia, pripadne o dlhodobom pretrvavani IgA. Dokazana DNA M. pneumoniadn = 6)
korelovala s pozitivitou IgA u 3 pacientov (50 %). Vysledky st zobrazené v tabul'ke 4.

Nizky vyskyt DNA M. pneumoniaev klinickych vzorkach, ktory sme zaznamenali
Vv sledovanom stbore pacientov, koreSponduje s idajmi autorov Schreckenberger a McAdam
(2015), ktori zaznamenali vyskyt DNA M. pneumonia& 1,3 %.

Nezanedbatel'ny vplyv na interpretaciu vysledkov diagnostiky ma okrem iného aj charakter
odobratého materialu a klinicky stav pacienta. Vzajomny nestilad medzi priamou a nepriamou
diagnostikou M. pneumoniaeaznamenali aj Botek et al (2002). Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze
krvné séra s pritomnymi protilatkami proti M. pneumoniaafl’alej nevysetrujeme pomocou
imunoblotu, nemdzeme vylucit, Ze iSlo o neSpecificku reaktivitu zistenych protilatok.

U deti do 4. roku Zivota je hladina protilatok proti M. pneumoniadriedy IgA spravidla
nizka, preto sa odporuca vySetrovat’ protilatky triedy IgM. Na druhej strane, u dospelych
jedincov mozu protilatky IgM pretrvavat’ po prekonani infekcie r6zne dlhii dobu (moze ist’
0 neSpecificku reaktivitu, polyklonalnu stimul4ciu, alebo dlhodobé pretrvavanie IgM).
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Tab. 4.Vysledky laboratornej diagnostiky klinickych vzoriek od pacientov s podozrenim na infekciu
Mycoplasmgneumoniae

pacienti zahrnuti v sibore, n = 193 (100 %)

pritomnost protilatok pritomnost protildtok nedetegovand
IgA v krvnom sére IgG v krvnom sére  pritomnost protilatok
v krvnom sére
n=50(26 %) n=78 (40 %)
n=36(19 %)
dokézana DNAMPN 3(1,6 %) 3(1,6 %)

v kl. vzorkach

Presna interpretacia sérologickych vysledkov vyzaduje odber parovej vzorky v akutnej a v
rekonvalescentnej faze ochorenia. Pozitivita eérologického vySetrenia nie je pri Ch.
pneumoniaea Mycoplasma pneumoniae indikaciou pre terapiu, pokial sa nezachyti
signifikantny vzostup hladin protilaitok (Nummi et al 2015). Protilatky maji tendenciu
dlhodobo pretrvavat’. Na druhej strane sa pri primarnej infekcii sliznic nemusia preukdzatel'né
hladiny protildtok vobec objavit, pripadne st detegovatelné az pocas fazy rekonvalescencie.
Nepriama diagnostika je vhodnd skor pre epidemiologické ucely ako pre lieCebné ucely.
Imunologicka odpoved’ pri infekcii Mycoplasma pneumoniagdze signifikantne varirovat’ aj
v zavislosti od veku pacienta a ¢asu odberu vzorky (leven a Loens 2013).

Pri diagnostike akutnych a chronickych infekcii vyvolanych Mycoplasma pneumonige
preferovany priamy dokaz infekéného agens pomocou PCR (Winchell 2013; Diaz et al
2015). V sucasnosti sa uprednostiiuje kvantitativna varianta pred klasickou variantou (Diaz et
al. 2015; Spuesens et al. 2016). Odber vzorky je potrebné urobit’ pri prvych klinickych
priznakoch ochorenia (Diaz et Winchell 2012), v opa¢nom pripade hrozi, ze etiologické agens
nebude zachytené tak, ako to zaznamenali aj Witte etal. (2011). Odporuca sa aj kombinacia
priamej a nepriamej laboratornej diagnostiky (Zhang et al 2011).

Zaver

Molekularno-biologické metddy nasli nezastupitel'né miesto v diagnostickej praxi klinickej
mikrobiologie. Postupne sa zarad'uji medzi Standardné mikrobiologické vySetrovacie metody.
V diagnostike mnohych patogénnych mikroorganizmov st prinosnejSie ako metody
»tradi€né”, pripadne st jedinymi v praxi redlne pouzitelnymi metdédami (diagnostika
chlamydii, viacerych virusovych a d’alSich agens). Napriek tomu je nutné ich indikéciu a
naslednu interpretaciu ziskanych vysledkov hodnotit’ so znalostou limitov tychto metdd tak,
ako je to aj v pripade ostatnych mikrobiologickych vysetreni. Zdravotnicka verejnost’ by
k tymto metodam mala pristupovat’ ako ku Standardnym a mala by byt ¢o najobjektivnejsie
informovana o ich optimalnom vyuZivani.
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Prevalencia aant i bi ot i c Kraaplasmat urealytious & Mycoplasma hominis
izolovanych z gneonCiotvaylcnhy cvhz oar i e k v y SKeNtsrPe rCyaadhc av  r

Ficik J., Lis¢akova J.
Oddel enie klinice&pir ;di kepbsbérpglezg8cie KNsP
Suhrn

Mycoplasma hominis (M. hominisg Ureaplasma urealyticum (U. urealyticunsi
oportinne patogény vyvolavajiuce urogenitalne infekcie u deti aj dospelych. V tejto praci sme
vyhodnotili prevalenciu a citlivost’ urogenitalnych mykoplaziem izolovanych z genitalnych
amocovych vzoriek vysetrenych v roku 2016 v KNsP Cadca na antimikrobialne latky.
Z vysledkov vyplyva, ze zastipenie tychto mikroorganizmov v patogenéze urogenitalnych
infekcii je najcastejSie u oboch pohlavi vo fertilnom veku a U muzov po Sest'desiatom roku
Castejsie su diagnostikované u zien vo fertilnom veku, kde sa moézu vyskytovat aj
v koinfekcii s chlamydiovymi infekciami zivota. Z celkového stboru 1821 vySetrenych
pacientov sme zaznamenali vyskyt urogenitilnych mykoplaziem u 526 pacientov, co
predstavuje 28,9 %, z toho 31% u zien a 18,6% u muzov. NajcastejSie bola diagnostikovana
U. urealyticum,az v 71,1%, ovel'a menej M. hominis,iba v 3,6%. Pritomnost’ obidvoch
mikroorganizmov sme zistili u 25,3% vySetrenych pacientov. Pozitivne nalezy urogenitalnych
mykoplaziem sme testovali na vybrané skupiny antibiotik, ktor¢ maji vich liecCbe
terapeuticky vyznam. Su to antibiotikd makrolidovej a tetracyklinovej rady, chinolény druhe;
a tretej generacie, linkozamidy (klindamycin) a streptograminy (pristinamycin). Zistili sme, ze
V testovanom subore vzoriek zo spadovej oblasti KNsP Cadca moZno v terapii pouZit
v prvom rade doxycyklin, d’alej pristinamycin, josamycin a minocyklin, 1 ked’ posledné tri
antibiotika nie sl na Slovensku v sucasnosti registrované.

Uvod

Mykoplazmy patria do triedy Mollicutes, ktord je charakterizovand malou velkost'ou
bakterialnych buniek, chybajicou bunkovou stenou a extrémne naro¢nymi rastovymi
poziadavkami ,, in vitro“. U. urealyticuma M. hominisst oportinne intracelularne patogény,
ktoré maju afinitu k epitelovym bunkam sliznic, st lokalizované pericelularne, i ked mézu
penetrovat’ aj do vnutra buniek (Bednaf M. a spol., 1996). Vyskytuji sa v urogenitdlnom
trakte pacientov trpiacich priznakmi zahffiajicimi infertilitu, orchitidu, epididymitidu,
prostatitidu alebo negonokokovu uretritidu (Leli C. a spol., 2012, Zhang N. a spol., 2014).
Mozno ich v8ak izolovat aj od asymptomatickych jedincov (Tibaldi C. a spol., 2009). V tejto
préci sa venujeme diagnostike, prevalencii a podkladom pre cielenu antimikrobialnu terapiu
M. hominisa U. urealyticumizolovanych z genitalnych a moc¢ovych vzoriek od pacientov
z nemocni¢nych oddeleni a spadovych ambulancii KNsP Cadca. Vyvolavatelom uvedenych
ochoreni moézu byt aj dalSie druhy urogenitalnych mykoplaziem (napr. Mycoplasma
genitalium Ureplasma parvum ktoré vsak neboli detekovatené pomocou nami pouzitych
testovacich suprav.
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Do nami spracovaného suboru boli zaradené endocervikalne, vaginalne a uretralne vytery
a moc¢, pochadzajuce od pacientov s priznakmi infekcie urogenitalneho traktu zo spadovej
oblasti KNsP Cadca (okres Cadca a Kysucké Nové Mesto) od 1. januara 2016 do 31.
decembra 2016. Z celkového pocétu 1821vySetrenych pacientov, bolo 1482 zien. Priemerny
vek bol 38,9+19,2 rokov, (rozsah 2-90 rokov, 95% CI 16,4-77,7 rokov).

Na identifikaciu, semikvantifikdciu a testovanie citlivosti urogenitdlnych mykoplaziem
na antimikrobidlne latky boli pouzité¢ dve diagnostické supravy, s ktorymi sme mali moznost’
pracovat’ v réznych ¢asovych obdobiach. Od 1. januara do 20. jula 2016 sme pouzivali
MYCOPLASMA TEST® (ALL.DIAG, Strasbourg, Franctizsko) aod 21. jula do 31.
decembra 2016 Mycoplasma IST 2 test (Biomérieux, Marcy I'Etoile, Francuzsko). Podla
vyrobcov oba typy suprav vykazuji podla vyrobcov prakticky identicku senzitivitu (92,9%) a
Specifickost’ (86,7%). Pomocou oboch diagnostickych testov sme v materiali dokazovali
pritomnost U. urealyticum a M. hominis semikvantitativne koncentraciu jednotlivych
mikroorganizmov [>10Y/>10* colony-forming units (CFU)/mL] a kvalitativnu citlivost
na antimikrobidlne 1atky. MYCOPLASMA TEST® umoziuje stanovovat citlivost na
ciprofloxacin, josamycin, klindamycin, minocyklin, roxitromycin, erytromycin,
klaritromycin, levofloxacin, ofloxacin a tetracyklin. V Mycoplasma IST 2 teste sme zist'ovali
citlivost urogenitdlnych mykoplaziem na azitromycin, doxycyklin, josamycin, ofloxacin,
tetracyklin, ciprofloxacin, erytromycin, klaritromycin a pristinamycin.

Obidva testy boli vyhodnotené po inkubacii pri 37°C po 48 a 72 hodinéach. Identifikacia
urogenitdlnych mykoplaziem bola zalozend na ich biochemickych a metabolickych
vlastnostiach. V pripade U. urealyticumdochadza k rozloZeniu urey ureazou za uvolnenia
NHz*, M. hominisrozklada arginin pomocou arginazy, pric¢om sauvolni NHs, &o zvysi
Vv tekutom kultivaénom médiu pH. Vysledok testu sa posudzuje podla farebnej zmeny pH
indikatora. Interpretacia a stanovenie citlivosti na antimikrobialne latky sa zaklad4 na inhibicii
uvedenej enzymatickej aktivity a vysledok sa podobne od¢ita podla farebnej zmeny pH
indikéatora. Pre kazdi antimikrobidlnu latku s vynimkou pristinamycinu sa pouZivaju dve
jamky srozdielnou koncentraciou antimikrobialnej latky. Vysledok citlivosti sa odcital
kvalitativne ako citlivy, intermedidrne citlivy, alebo rezistentny podl'a odporacani vyrobcov
diagnostickych suprav.

Dokaz pritomnosti antigénu Ch. trachomatisvo vysetrovanom materiali sme vykonali
pomocou Chlamydia Ag Rapid Test (CTK Biotech, USA).

Pre Statistické analyzy bol pouzity Statisticky software SPSS 22 pre Windows (Statistical
product and service solutions inc, Chicago, USA). Na porovnanie pripadov vyskytu izolatov
citlivych alebo rezistentnych na ro6zne ATB bol pouZity Pearsonov chi-kvadratovy test dobrej
zhody. Za Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota pravdepodobnosti p < 0.05.

Vysl edky

Prevalercia U. urealyticuma M. hominisvur ogeni t &l nom trakt e
Z celkového poctu 1821 vysetrenych materidlov (1482 od Zien a 339 od muzov), boli

urogenitalne mykoplazmy identifikované u 526 pacientov (28,9%), z toho u 460 zien (87,5%).

U. urealyticumsme izolovali u 374 pacientov (71,1%) a M. hominisu 19 pacientov (3,6%).

V 133 vzorkach sa zachytili obidva vySetrované mikroorganizmy sucasne (25,3%).U Zien

bola celkova pozitivita urogenitalnych mykoplaziem v roku 2016 na urovni 31%.
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Podiel U. uredyticum M. hominisa U. urealyticumiM. hominisv koinfekcii bol 73,3%, 3,7%
a23% v tomto poradi. U muzov bola celkova pozitivita 18,6%. Podiel U. urealyticum M.
hominisa U. urealyticumiM. hominiszmieSanej infekcie bol 56%, 3%, 41% v tomto poradi
(Tabulka 1). U zien ani u muzov sa nepreukazal Statisticky vyznamny rozdiel v pritomnosti
urogenitalnych mykoplaziem medzi jednotlivymi mesiacmi roku 2016 (p>0,05). Najviac
pozitivnych vzoriek sme zachytili v prvom Stvrtroku 2016 (46%). Pocas celého sledovaného
roku prevladala monoinfekcia infekcia U. urealyticumnad monoinfekciou M. hominisa
zmieSanou infekciou U. urealyticumt M. hominis

Tab. 1. Celkovy vyskyt urogenitalnych mykoplaziem u jednotlivych pohlavi

Celkovo Zeny Muzi
Pocet pozitivnych vzoriek 526 460 (87,5%) | 66 (12,5%)
Pozitivita U. urealyticum 374 (71,1%) | 337 (73,3%) | 37 (56%)
Pozitivita M. hominis 19 (3,6%) 17 (3,7%) 2 (3%)
Pozitivita koinfekcii U. urealyticumiM. hominis | 133 (25,3) | 106 (23%) 27 (41%)

VySetrované biologické materi aly
V sledovanom obdobi boli vysetrované endocervikalne, vaginalne, uretralne vytery a moc.
Povod odobraného biologického materidlu a najéastejSie zastipené diagndzy su zhrnuté

V taulke 2.

Tab. 2. Povod vzoriek biologického materidlu a zastipené diagndzy

Povod vzoriek: Celkovo Zeny Muzi
Nefrologicka ambulancia 109 (20,7%) 103 (22,4%) 6 (9%)
Obvodna ambulancia pre dospelych 107 (20,3%) 94 (20,4%) 13 (19,7%)
Gynekologicka ambulancia 154 (29,3%) 154 (33,5%) -
Urologicka ambulancia 74 (14,1%) 44 (9,6%) 30 (45,5%)
Detska ambulancia 33 (6,3%) 24 (5,2%) 9 (13,6%)
Zastnépedi agnodzy:

Akutna cystitida (N.30) 132 (25,1%) 100 (21,7%) 32 (48,5%)
Subakttna a chronicka vaginitida (N76.1) 66 (12,5%) 66 (14,3%) -

Akutna tubulointersticialna nefritida (N10) | 65 (12,4%) 62 (13,5%) 3 (4,5%)
Nespecifikovana cystitida (N30.9) 57 (10,8%) 52 (11,3%) 5 (7,6%)

Vyskyt

urogenitalmdzrhy any kvogHl awzy elm stk upi néach

Celkova pozitivita urogenitalnych mykoplaziem vo vekovych kategoriach 20-39 rokov

bola relativne vysSia (>50 %) ako v ostatnych ostatnymi vekovych skupindch. Najvyssia
pozitivita (31,4%) bola detegovand vo vekovej skupine 20-29 rokov, predovsetkym u Zien.
Takmer 40% (39,4%) infikovanych muzov bolo vo vekovej kategérii nad 60 rokov (Obrazok
1).
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Obr. 1. Celkovy vyskyt urogenitalnych mykoplaziem v réznych vekovych skupinach u Zien a muzov
v roku 2016

Vyskyt chl amydiovych infekcili zwagvonal ngkh

auretralnych vyterov KWs&@t Camngah v roku 2016
V roku 2016 sme vysetrili u ¢asti sledovanych pacientov (spolu 416, 386 zien a 30 muzov)

aj antigén Chlamydia trachomatis (Ch. trachomatis!. Vo vzorkach mocu,

endocervikalnych, vaginalnych a uretralnych vyterov sme Ch. trachomatizachytili u 41 zien

(10,6%), v priemernom veku 30 rokov. Koinfekcia s urogenitalnymi mykoplazmami bola

zachytena u 17 zien (41,4%) (Obrazok 2). U muzov sme chlamydiovu infekciu nezachytili.
,In vitro“ citlivost wurogenitéalnych mykopl az

Rezistencia U. urealyticum na doxycyklin, pristinamycin, minocyklin, josamycin,
azitromycin, klaritromycin a erytromycin bola menej ako 10% (3,1-7%). Rezistencia
na roxitromycin a levofloxacin bola menej ako 15% (10,3-12,2%), zatial Co rezistencia
na ciprofloxacin a klindamycin bola vyssia ako 60% (60,4-70,9%). U M. hominis sme
nezaznamenali Ziaden pripad rezistencie na doxycyklin a pristinamycin (0%), rezistencia
na roxitromycin, erytromycin, klaritrmycin a azitromycin bola vyssia ako 40% (43,8-66,7%).
Rezistencia zmieSanych infekcii U. urealyticumiM. hominisvysetrovana v spolo¢nej kulture
bola u vsetkych antimikrobidlnych latok vysSia ako 10%. Rezistencia na doxycyklin
a pristinamycin bola menej ako 40% (31,8-36,4%). Rezistencia na josamycin, minocyklin,
tetracyklin, ofloxacin, levofloxacin, ciprofloxacin, roxitromycin, erytromycin, klaritromycin
a klindamycin bola vyssia ako 60% (64,7-83,8%) (Tabul’ka 3), (Obrazky 3-5).

31



P6vodgpmé&ce

Geny

Izolovany
nalez Ch.T.
59%

Obr. 2. Percentualny vyskyt urogenitalnych mykoplaziem v endocervikalnych vzorkach v koinfekcii
s chlamydiovou infekciou v roku 2016

Ch.T. — Chlamydiatrachomatis

UM — urogenitalne mykoplazmy

,In vitro“ citlivost urogenitéalnych mykopl az
Rezistencia U. urealyticum na doxycyklin, pristinamycin, minocyklin, josamycin,
azitromycin, klaritromycin a erytromycin bola menej ako 10% (3,1-7%). Rezistencia
na roxitromycin a levofloxacin bola menej ako 15% (10,3-12,2%), zatial Co rezistencia
na ciprofloxacin a klindamycin bola vyssia ako 60% (60,4-70,9%). U M. hominis sme
nezaznamenali Ziaden pripad rezistencie na doxycyklin a pristinamycin (0%), rezistencia
na roxitromycin, erytromycin, klaritrmycin a azitromycin bola vyssia ako 40% (43,8-66,7%).
Rezistencia zmieSanych infekcii U. urealyticumiM. hominisvysetrovana v spolo¢nej kultare
bola u vsetkych antimikrobidlnych latok vyssia ako 10%. Rezistencia na doxycyklin
a pristinamycin bola menej ako 40% (31,8-36,4%). Rezistencia na josamycin, minocyklin,
tetracyklin, ofloxacin, levofloxacin, ciprofloxacin, roxitromycin, erytromycin, klaritromycin
a klindamycin bola vyssia ako 60% (64,7-83,8%) (Tabul’ka 3), (Obrazky 3-5).
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Tab. 3Rezistencia urogenitalnych mykoplaziem na testované antimikrobialne latky v roku 2016

U. urealyticum |M. hominis |U. urealyticund | Statisticky
M. hominis rozdiel
Antibiotikum N (%) N (%) N (%)
Klindamycin® 151 (70,9) 2 (12,5) |93 (83,8) |p<0,001
Levofloxacin® 26 (12,2) 6 (37,5 |77 (69,4) | p<0,001
Roxitromycin® 22 (10,3) 7 (438) |84 (75,7) | p<0,001
Mnocyklin® 8  (38) 3 (18,8) |73 (65,8) |p<0,001
Ciprofloxacin 226 (60,4) 4 (21,0) |100 (75,2) | p<0,001
Ofloxacin 110 (29,4) 6 (31,6) |91 (68,4) |p<0,001
Tetracyklin 64 (17,1) 5 (26,3) |90 (67,7) |p<0,001
Erytromycin 26 (7,0) 9 (47,4) |102 (76,7) | p<0,001
Klaritromycin 21 (5,6) 11 (57,9) (103 (77,4) |p<0,001
Josamycin 15 (4,0) 3 (15,8) |86 (64,7) |p<0,001
Azitromycin® 8 (50 2 (66,7) |10 (45,5) | p<0,001
Doxycyklin® 5 (31 0 (00 |7 (31,8) |p<0,001
Pristinamycin® 6  (37) 0 (0,0 8 (36.4) |p<0,001
dvysetrované 1.1. - 20.7.2016
byySetrované 21.7. - 31.12.2016
30 83,8
20 1 75,7 75,2 76,7 774
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Obr. 4. Rezistencia M. hominisna testované antimikrobialne latky pocas roku 2016
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Obr. 5. Rezistencia U. urealyticumiM. hominiskoinfekcie na testované antimikrobialne latky pocas
roku 2016

Diskusia

Do tejto prace sme zaradili biologické materidly z endocervixu, poSvy, mocu a uretry
muzov a zien vietkych vekovych skupin, pochadzajice zo spadovej oblasti KNsP Cadca.
Dokazovali sme pritomnost U. urealyticuma M. hominis pomocou diagnostickych testov
pouzivanych v naSom laboratoriu pocas roku 2016. Zakladnou podstatou vykonanych
vySetreni bola kultivacia a identifikdcia U. urealyticuma M. hominis zaloZena na principe
vyuzitia ich metabolickych a biochemickych vlastnosti. Pri pozitivnej kultivacii sme
stanovovali ich kvalitativnhu citlivost na antimikrobidlne latky. Z celkového suboru
vysetrenych materidlov sme zaznamenali vyskyt urogenitalnych mykoplaziem u 31% Zien a
u 18,6% muzov. Najcastejsie bola diagnostikovana U. urealyticumaz 71,1%, ovel'a menej M.
hominis, iba 3,6%. Pritomnost obidvoch mikroorganizmov sme potvrdili u 25,3%
vySetrenych materidlov. Celkovy trend pozitivity a distribticie vSetkych troch typov infekcie
nevykazoval signifikantny rozdiel poCas roku 2016, ¢o je v zhode s predchadzajucimi
Studiami inych autorov (Zeng Y. a spol., 2016, Skiljevic D. a spol., 2016, Salado-Rasmussen
a spol., 2014, Song T. a spol., 2014, Kouegnigan Rerambiah L. a spol., 2015).

Zaujimavy je vztah medzi mykoplazmovymi infekciami a vekom pacientov. NajvysSiu
prevalenciu urogenitalnych mykoplaziem sme zaznamenali u zien vo veku 20-40 rokov
a umuzov vo vekovej kategorii nad 60 rokov. ZmieSané infekcie sa najCastejSie vyskytovali
u muzov vo veku nad 60 rokov. Predstavovali az 37,6%. U zien nad 60 rokov to bolo iba
6,5%. Na pozitivitu urogenitdlnych mykolaziem u muzov vo vy$Som veku poukazuju aj Studie
z0 Srbska, Danska, Mad’arska, Talianska, Turecka a Ciny (Skiljevic D. a spol., 2016, Salado-
Rasmussen K. a spol., 2014, De Francesco M. A. a spol., 2013, Bayraktar M. R. a spol., 2010,
Wang Q. Y. a spol., 2014, Pényai K. a spol., 2013).
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Je na tivahu, ¢i tu ide o nediagnostikované infekcie, pripadne kolonizujiuce infekcie, ktoré si
muzi nesu z mladosti, alebo sa jednd o novovzniknuté¢ infekcie v teréne chronickych
zépalovych zmien urogenitadlneho traktu, v sucCinnosti s oslabenym imunitnym systémom
(Mouton Ch. P. a spol., 2001).

Vo vzorkach moca, kde sme izolovali urogenitilnye mykoplazmy, sme v 26%
identifikovali aj aerébne a fakultativne anaerébne baktérie, najmid z celade
Enterobacteriaceae, napr. Escherichia coli, Klebsiellgpneumoniae, Proteus mirdisi. Az
66% pacientov vo vekovej kategérii nad 60 rokov, malo signifikantnii bakteriariu
kombinovant s nalezom urogenitdlnych mykoplaziem. Pri sterilnej aerobnej kvantitativnej
kultivacii mocu bol zachyt urogenitalnych mykoplaziem u zien 44,6%, U muzov 48,5%.

Mykoplazmy nemaji bunkovu stenu a teda st rezistentné na beta-laktamové ATB. Nie st
citlivé ani na sulfonamidy ¢i trimetoprim kvoli ich neschopnosti syntetizovat’ kyselinu listovu.
Mobzu byt rezistentné aj na iné antimikrobialne latky, napr. linkosamidy, makrolidy
a fluorochinolény, ¢o suvisi s vyvojom réznych mechanizmov rezistencie (Leli C. a spol.,
2012, Ponyai K. a spol., 2013, Samra Z. a spol., 2011). MdzZe ist’ o zmenu ciel'ovych Struktar,
ako aj eflux antimikrobidlnej latky, ¢o modze byt vysledkom genetickej mutacie alebo
prenesenia novych génov na transpozénoch. Napriklad chinolénova rezistencia moze nastat’
mutaciou v cielovom enzyme (DNA gyraza, topoizomeraza IV) a takisto aj alteraciou
permeability bunkovej membrany baktérie pre antimikrobialnu latku. Rezistencia M. hominis
na makrolidové ATB, je vysledkom muticie génov ribozomalnych proteinov a taktiez
antibiotického efluxu (Vargovic M. a spol., 2014).

Pozitivne nalezy urogenitdlnych mykoplaziem sme testovali na vybrané skupiny
antimikrobidlnych latok, ktoré maji vich lieCbe terapeuticky vyznam. St to antibiotika
(ATB) makrolidovej a tetracyklinovej rady, z chemoterapeutik chinolony druhej a tretej
generacie, zastupené boli aj linkozamidy (klindamycin) a streptograminy (pristinamycin).
Infekcie U. urealyticum vykazovali rezistenciu na makrolidové ATB na urovni 6,4%,
na tetracyklinové ATB (minocyklin a doxycyklin) 3,5%, okrem tetracyklinu (17,1 %).
Rezistencia na ofloxacin a levofloxacin bola 20,8% a na ciprofloxacin 60,4%.Rezistencia M.
hominis na roxitromycin, erytromycin a klaritromycin bola 49,7 %. Rezistencia
na aziromycin bola 66,7%, na josamycin 15,8%. Izolaty M. hominis nevykazovali ziadnu
rezistenciu na doxycyklin a pristinamycin, rezistencia na tetracyklin bola 26,3%. Rezistencia
na chinolony dosiahla 30%, na klindamycin bola 12,5%.

U pacientov s kombinovanou infekciou U. urealyticumiM. hominissme pri vySetreni
zmiesanej kultry zaznamenali vysokll rezistenciu na makrolidové ATB a chinolony
na arovni 72,3%, okrem aziromycinu (45,5%). Rezistencia na tetracyklinové ATB bola
66,8%, okrem doxycyklinu (31,8%). U kombinovanych infekcii U. urealyticundM. hominis
bola rezistencia na vacsinu testovanych antimikrobiadlnych latok vyssia ako 60%, co
naznacuje, ze koinfekcie U. urealyticumiM. hominismézu byt tazsie liecitelné ako samotné
infekcie, ked’Ze pri nich moze dojst’ k selekcii skriZzenej rezistencie na antimikrobidlne latky
(Farkas B. a spol., 2011).

Sledovanie rezistencie pocas roka ukazalo, ze profily citlivosti urogenitalnych mykoplaziem

na jednotlivé antimikrobidlne latky nevykazovali signifikantné zmeny pocas sledovaného
obdobia.
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Zaver

Urogenitalne mykoplazmy patria medzi beznu floru, ktora sa vyskytuje na genitalnych
slizniciach u zdravych dospelych I'udi (Bednai M. a spol., 1996). Ich vyskyt je vSak spajany aj
s patologickymi procesmi, ako su mimomaternicova gravidita, hlboky panvovy zapal (PID -
pelvic inflamatory disease), ¢i pred¢asny porod (Taylor-Robinson D. a spol., 2011).
Najcastejsia forma prenosu urogenitalnych mykolpaziem je pohlavny styk, preto je dolezité
v pripade infekcie preliecit’ vSetkych sexualnych partnerov. Mozny je tiez prenos z matky
na dieta pocas porodu a u pacientov po transplantacii organov (Bayraktar M. R. aspol.,
2010). Ztohto pohladu je dolezité monitorovat vyskyt urogenitalnych mykoplaziem
V populécii.

Vyskyt urogenitalnych infekcii suvisi s vekom pacientov a Castejsie su diagnostikované u zien
vo fertilnom veku, kde sa mézu vyskytovat’ aj v koinfekcii s chlamydiovymi infekciami.
U muzov je zachyt vyssi najméd vo vekovej kategorii nad 60 rokov.

Chlamydiové infekcie sii jednymi z najcastejSich sexualne prenosnych ochoreni (Jar¢uSka
P. aspol.,, 2009). Nakol'ko je chlamydiové infekcia nebezpecnd predovsetkym svojim
asymptomatickym priebehom u vic¢siny jedincov (az 80 % infekcii u zien a 50 % u muzov),
dolezity je aj pri tychto infekciach ich pravidelny skrining, a to nielen v rizikovej, ale aj
VO vSeobecnej populacii (Pospisil L. a spol., 2003).

Koinfekciam Ch. trachomatis urogenitalnymi mykoplazmami napomaha naruseny epitel
urogenitalneho traktu, ktory vznikd pri recidivujucich infekcidch, oslabenom imunitnom
systéme a nezanedbatel'nu rolu tu hra i promiskuitny nechraneny pohlavny styk. Koinfekcie
Ch. trachomatis s urogenitalnymi mykoplazmami vyznamne ohrozuji plodnost parov
a predstavuju aj riziko pri liecbe neplodnosti (Marais N. F. a spol., 1991). Pri vyskyte tychto
infekcii u deti, ktoré eSte pohlavne neziju, je potrebné mysliet' aj na prenos v bazénoch,
na toalete a kontaminovanymi predmetmi osobnej hygieny ¢i perinatalny prenos (Smith L.
2016).

V sucasnosti sa na liecbu mykoplazmovych a aj chlamydiovych infekcii pouzivaju tri
skupiny antimikrobialnych 1atok, a to fluorochinolony, tetracyklinové a makrolidové ATB.
Nie je vzdy jednoduché rozlisit, ¢i urogenitdlne mykoplazmy su vyvoldvatel'om akutnej
urogenitalnej infekcie alebo ide o kolonizaciu tymito mikroorganizmami. Pri cielenej
antimikrobidlnej terapii recidivujicich infekcii je vSak doleZité mysliet aj na tieto
mikroorganizmy. Pre zniZenie rizika zlyhania empirickej lie€by sa odporti€a regionalne
testovanie ,,in vitro® citlivosti na antimikrobialne latky, nakol'’ko v antibiotickej rezistencii
existuju geografické rozdiely (Okeke I. N. a spol., 2005). Podla dajov SNARS (Slovak
National Antimicrobial Resistance Surveillance System) bola v roku 2016 citlivost' U.
urelayticumna pristinamycin, doxycyklin, tetracyklin a josamycin viac ako 90% . Rezistencia
U. urealyticumna ciprofloxacin dosiahla 47%. U M. hominis bola citlivost’ viac ako 90%
na pristinamycin, doxycyklin a tetracyklin. Rezistencia M. hominisna ciprofloxacin bola
34%.

V testovanom stibore vzoriek zo spadovej oblasti KNsP Cadca mozno v terapii odporu¢it’
v prvom rade doxycyklin, ked’Ze pristinamycin, josamycin a minocyklin nie sit na Slovensku
registrované. Pre naSe izolaty sme potvrdili aj signifikantnu rezistenciu U. urealyticum
na ciprofloxacin. Vysoka rezistencia na ciprofloxacin sa da vysvetlit’ regionalnymi pomermi
a lokalnymi zvyklostami pri preskripcii antimikrobidlnych latok. To isté sa d4 povedat’ aj
0 azitromycine, na ktory sme zaznamenali vysSiu rezistenciu u M. hominis
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Vysoka preskripcia a ¢asté pouzivanie ciprofloxacinu pri urogenitalnych, respiracnych, ale aj
inych infekciach moze viest’ k progresii rezistencie vo¢i tomuto chemoterapeutiku hlavne
u urogenitalnych mykoplaziem (Xie X. a spol., 2006).

Nase vysledky demonstruju skutocnost’, ze zeny vo fertilnom veku maji vyssSiu pozitivitu
urogenitalnych mykoplaziem, pripadne ich aj ich koinfekciu s chlamydiovymi infekciami.
Vek a pohlavie pacienta su rizikovymi faktormi vyskytu urogenitalnych infekcii (Tibaldi C. a
spol., 2009, Ye G. a spol., 2014) a terapia tychto vyvolavatel'ov infekcii by sa mala idealne
iniciovat’ na zaklade klinickych priznakov pacienta a nasledne stanovenej ,,in vitro*
antibiotickej citlivosti. V pripade empirickej lieCby je nevyhnutné prihliadat na aktualne
regionalne trendy rezistencie voci antimikrobidlnym latkam.
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Inffekci a virusom ZI KA

Stanekova D.

NRC pre prevenciu HIV/AI DS, Slovensk8 zdravo
Abstrakt:

Infekcia ZIKV je zatial’ jedind infekcia spdsobena arbovirusom spojend so sexudlnym
prenosom. Patofyziologia ochorenia nie je doteraz preskimand, ked’Zze chybaju vhodné
modelové experimentdlne zvieratd. So zmenou klimy hrozi prenos infekcie aj na iné, zatial
nepostihnuté oblasti sveta. Je nevyhnutné preto vyvinat vysoko citlivé a Specifické
diagnostické supravy, umoznujuce diferencidlnu diagnostiku arbovirusovych infekcii a rychlu
diagnostiku ZIKV realizovatelni priamo v mieste starostlivosti o pacienta. Sucasne je
dolezité zaviest vhodné preventivne opatrenia na zastavenie Sirenia infekcie ZIKV
v endemickych oblastiach, ako aj na znizenie rizika prenosu infekcie ZIKV do inych casti
sveta.

Kl acové sl ova:
Virus ZIKA, ZIKV, charakteristika, diagnostika, klinika, terapia, prevencia.

Abstract:

ZIKV infection is so far the only infection caused by an arbovirus associated with
sexual transmission. The pthophysiology of the disease is not yet described due to the
lack of suitable experimental animal models. Changes of the climate could cause ZIKV
transmission to other, yet uninffected areas of the world. It is therefore necessary to
develop a highly sensive and specific diagnostic kits, enabling differential diagnosis of
arboviral infections and rapid diagnosis of ZIKV infection directly at the point of care.

It is important to introduce appropriate preventive measures to stop the spread of
infection ZIKV in endemic areas and to reduce the risk of ZIKV transmission to other
parts of the world.

Keywords:
Zika virus, ZIKV, characteristic, diagnostic, clinic, therapy, prevention.

Charakteristika virusu ZIKA

Virus ZIKA (ZIKV) patri do celade Flaviviridae, rod Flavirus. Je to obaleny virus
ikozaedralnej Strukury. Genom tvori jednovlaknovd RNA pozitivne] polarity velkosti
priblizne 11 kb. Organizacia genému je podobna ako u inych flavivirusov a pozostava
z°dvoch sprievodnych nekddujiacich oblasti (NCR) 59 a 39 a citacieho rdmca kddujuceho
jediny  polyprotein:  (NCR59)  -C-PRM-E-NS1-NS2A-NS2BNS3-NS4A-NS4B-NS5-
(NCR39). Ten sa S§tiept do kapsidy (C), prekurzorovej membrany (PRM), obalu (E) a
do siedmych nestrukturalnych proteinov (NS). E protein, hlavny virusovy obalovy protein, sa
zucCastiiuje védzby na receptor a fizie s membranou bunky. K celosvetovému Sireniu ZIKV
dochadza pravdepodobne v désledku straty glykozylacného miesta N154 proteinu E, ¢o
umoziuje prispdsobenie virusu SirSiemu spektru komarov ako vektorov (Faye a kol., 2014).
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Fylogenetické stadie naznacuju, Ze cirkulujice kmene ZIKV mozno rozdelit do dvoch
podtypov: na africké a azijské. Africké kmene sa delia na MR766 klaster (izolovany
v Ugande) a nigérijsky klaster. Azijské kmene sa zasa delia na mikronézske a malajzijske.
Genetické rozdiely medzi subtypmi ZIKV kolujucimi v Afrike a Azii su relativne nizke
(<11,7%). Z tohto dovodu konzervativne oblasti genému ZIKV spolo¢né kmeniom
cirkulujiicim po celom svete mézu byt' pouzité pre ndvrh molekularno-biologickych testov
na detekciu infekcie ZIKV a jej odliSenie od inych flavivirusovych infekcii (Haddow a kol.,
2012).

Epi demiol 6gia ZI KV

ZIKV bol prvykrat identifikovany v roku 1947 u opic v Ugande. Nasledne v roku 1952 bol
virus zisteny aj u I'udi v Ugande a v Tanzanii (WHO, 2016). V roku 2007 bol ZIKV prvykrat
potvrdeny mimo Azie a Afriky, kde sposobil prva velkd epidémiu v Yap State v Mikronézii
v zapadnom Pacifiku (Duffy a kol., 2009). Odhaduje sa, ze bolo infikovanych viac ako 72%
obyvatelov vo veku nad 3 roky (Musso akol,, 2014). Predpoklada sa, ze ZIKV, ktory
spdsobil tito epidémiu, preniesli cestovatelia z Filipin (Musso a Gubler, 2015).

V oktébri 2013, infekcia ZIKV zasiahla Franctzsku Polynéziu v juznom Pacifiku, kde bolo
do aprila 2014 infikovanych uz zhruba 30 000 ludi, V stvislosti s rozsirenim ZIKV boli
hlasené zadvazné neurologické prejavy a zvySeny vyskyt Guillan-Barrého syndrom (GBS), ¢o
naznac¢ovalo moznu stvislost medzi ZIKV a GBS (Cao-Lormeau akol., 2014). Pocas a
po tejto epidémii sa ZIKV rychlo rozsiril aj do d’alsich tichomorskych ostrovov. V marci 2014
bolo hlasenych 905 pripadov na Cookovych ostrovoch (WHO, 2014), do konca augusta 2014
1400 pripadov aj v Novej Kaledonii (ECDC, 2014), 50 autochténnych pripadov na konci
ohniska v Cile (Tognarelli a kol., 2014).

Vybuch epidémie ZIKV v Brazilii poskytol udaje o moznom spojeni mikrocefalie a/alebo
neurologickych poruch s infekciou ZIKV. V roku 2014 sa v Brazilii s mikrocefaliou narodilo
150 deti, o rok neskor ich bolo uz 2700. V niektorych castiach Brazilie bol v tejto stivislosti
vyhlaseny vynimoc¢ny stav. Parom planujicim narodenie potomka, lekari odporucili odklad
rodicovstva. V dosledku toho dia 1. februara 2016 WHO vyhlésila ZIKV epidémiu v Brazilii
za ohrozenia verejného zdravia medzinarodného vyznamu (UVZ, 2016).

Podl'a Panamerickej zdravotnickej organizacie (PAHO) bola k 2. 6. 2016 infekcia ZIKV
s predpokladanym prenosom komdrmi potvrdena celkovo v 39 krajinach a teritéridch
Vv regione Severnej a Juznej Ameriky, kam patria najmé juho- a stredoamerické $taty ako
Kolumbia, Ekvador, Paraguaj, Panama a Mexiko. Rad importovanych pripadov ZIKV
infekcie bol nasledne hlasenych z Eurépy, Severnej a Juznej Ameriky, Azie a Tichomoria
U osOb vracajuceho sa z endemickych oblasti z dovolenky (PAHO/WHO, 2016). Import
pripadov do oblasti, kde st prislusné vnimavé komare pritomné, predstavuje riziko masového
Sirenia ZIKV po celom svete. NavySe so zmenou klimy hrozi prenos infekcie aj na iné, zatial
nepostihnuté oblasti sveta.

Cesty prenosu:
Infekcia ZIKV sa v prirode prirodzene prenasa medzi primatmi rodu Cercopithecus,
Colobus atiez Erythrocebuspomocou réznych komarov, zijucich v lesnych obydliach.

Pravdepodobne pri silnych dazdoch sa volne zijuce populacie komdérov rozmnozuji
a postupne Siria virus do okolitych dedin a odtial’ aj do vacSich mestskych centier.
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Tak sa moze infekcia ZIKV v ramci mestského cyklu preniest z Cloveka na cloveka
(Obrazok 1, ast’ A). Dalsou moznou cestou prenosu ZIKV z ¢loveka na ¢loveka je priama
Iudska invazia do lesnych biotopov, kde moéze byt infekcia prenesena na Tudi priamo
z lesnych obydli komarov (Obrazok 1, ¢ast’ B) (Slavov a kol., 2016).
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Obr. 1. Sposoby prenosu ZIKV vo svojej povodnej africkej podobe a v ramci mestskych
cyklov

ZIKV sa na ¢loveka prenasa pri poStipani infikovanymi koméarmi. Bol izolovany z komara
Aedes aegyptOkrem toho su za potencialne vektory schopné prenasat’ ZIKV povazované aj
iné komare rodu AedesV Afrike bol ZIKV izolovany tieZ od komarov, ktoré patria do rodu
Anopheles, Mansonia a Culédavov a kol., 2016).

Existuje tieZ podozrenie na prenos ZIKV pohlavnym stykom (Hills a kol., 2016). Foy
akol. (2011) opisali klinické a sérologické doklady o prenose infekcie z muza na Zenu
pohlavnym stykom po jeho navrate domov z endemickej oblasti. Deckard a kol. (2016)
zverejnil prvi spravu o prenose ZIKV z infikovaného muza na sexudlneho partnera
prostrednictvom analneho sexu. Musso a kol. (2015) zistili vysoké mnoZstvo ZIKV RNA
Vo vzorkach spermii. Okrem toho bola opisana vysoka virusova néaloz v spermiach (100 000
krat viac ako v mo¢i a krvi) u 32-ro¢ného muza infikovaného ZIKV (Mansuy a kol., 2016).
Atkinson a kol. (2016) opisal detekciu ZIKV RNA v semene 62 dni po nastupe ochorenia, ale
samotny infekény virus nebol vykultivovany. Predizena doba pritomnosti virusu v spermiach
dava predpoklad pre prenos ZIKV sexudlnym stykom. Preto aj CDC a WHO vydali
predbezné pokyny pre prevenciu prenosu ZIKV sexualnym stykom (Oster, 2016, WHO,
2016).

ZIKV je potencialne prenosny aj prostrednictvom krvnych produktov, ¢i pri transplantécii
organov alebo tkaniv (Musso a kol. 2014, Silveira akol., 2016). Zatial' neexistuje Ziaden
vedecky dokaz prenosu ZIKV slinami, moc¢om, materskym mliekom, aj ked’ pritomnost
virusu bola v spomenutych biologickych materidloch potvrdena (Dupont-Rouzeyrol a kol.,
2016, Bonaldo a kol. 2016).
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Diagnostika

Diagnostika infekcie ZIKV je =zaloZzend na detekcii gendmu pomocou RT-PCR
vo°vzorkach akutnej fazy ana sérologickom dokaze Specifickych protilatok proti virusu
pomocou testov ELISA a imunofluorescencie. V akutnej faze ochorenia méze byt pouzita tiez
izolacia virusu, ale je to vSak ovela pracnejSia a ¢asovo naro¢nejSia metoda, nedostupna
VO°vacsine laboratorii (Calvet a kol., 2016).

V akutnej faze infekcie mozno pouzit' detekciu virusu alebo RNA ZIKV, najcastejSie
pomocou RT-PCR. Tento pristup je najspolahlivejsi, ak sa vykonava v prvom tyzdni infekcie
(Lanciotti akol., 2008). Pomocou kvantitativnej RT-PCR mozno dokazat mnozstvo RNA
vekrvi (7,28 x 10°az 9,3 x 108 kopii RNA / ml), v mo¢i (2,5 x 10% az 8 x 10° kopii RNA / ml),
v sperme (1,1 x 107 az 2,9 x 107 kopii RNA / ml), alebo v materskom mlieku (2,9 x 10* az 2 x
10° képii RNA / ml) (Calvet a kol., 2016). Hoci RNA ZIKV bola zistend pomocou RT-PCR
aj v plodovej vode, pupoc¢nikovej krvi, likvore av placente, citlivost tejto metody
pre’spominané vzorky nie je zatial znama (Petersen a kol., 2016).

Sucasné predbezné pokyny platné pre diagnostiku infekcie ZIKV v Eurdpe
u’symptomatickych pacientov a tehotnych zien vracajucich sa z endemickych regionov
odportcaju sérologické testovanie od 5. dila po vzniku ochorenia (ECDC, 2016). V tom case
uz mozno detekovat’ virus-Specifické IgM. Tieto protilatky mozu byt pritomné ojedinele uz
v 3. deni choroby a pretrvavat viac ako 2 mesiace (Calvet a kol., 2016). Za ucelom
dosiahnutia spol'ahlivych vysledkov sa odporuca testovanie parovych vzoriek odobratych 2-3
tyzdne po nastupe priznakov, pricom sérokonverzia je charakterizovand minimélne 4-
nasobnym zvySenim titra protilatok. Zlatym Standardom pre diagnostiku ZIKV vsak zostavaju
aj nad’alej virus-neutralizacné testy na detekciu protilatok voci virusu ZIKA. Test je vSak
obmedzeny na Specializované laboratoria (Venturi a kol., 2016).

Testy ELISA moé6Zzu pomdct v diagnostike neddvnej infekcie ZIKA predovSetkym
gynekolégom, lekdrom v cestovne] medicine a verejnym zdravotnikom. Sérologicka
diagnostika vSak zostdva naro¢nou v dosledku rozsiahlych skrizenych reakcii s protilatkami
vo¢i inym flavivirusom (Vorou, 2016). Je odovodneny predpoklad, ze v Eurdpe infekcia
kliestovej encefalitidy moze spdsobit’ diagnostické problémy v sére Eurdpanov vracajicich sa
zo ZIKV endemickych oblasti. Podobne akttna EBV infekcia mdze sposobit’” faloSne
pozitivne reakcie v testoch ZIKV IgM ELISA v désledku polyklonalnej stimulacie B buniek,
vd’aka ¢omu je nutné v nejednoznacnych pripadoch sérologickych testov vylucit' akatnu
infekciu EBV (Alidjinou akol., 2016). Doména III proteinu E ZIKV obsahuje rdzne
antigénne epitopy, ktoré mozu byt dolezité pre pripravu sérologickych testov, vakcin a tiez
indukciu neutralizacnych protildtok (Chan akol., 2016). Ukazalo sa, ze test ELISA
obsahujuci Ag NSlvirusu ZIKV je schopny vylucit ZIKV aj na pozadi uz existujucich
protilatok proti roznym flavivirusom a inych akutnych infekcii, vratane infekcie virusom
dengue (Huzly akol., 2016). Okrem vysoko citlivych a Specifickych diagnostickych suprav,
umoziujucich diferencidlnu diagnostiku arbovirusovych infekcii, je potrebné vyvinut’ aj testy
na rychlu diagnostiku ZIKV, realizovatel'nu priamo v mieste starostlivosti o pacienta.

Pri podozreni na mikrocefaliu plodu u zien vykazujucich ZIKV podobné priznaky
v°priebehu tehotenstva sa ukazalo uzitoénym vyuzitie ultrazvukového zobrazovania, s d’alSou
detekciou ZIKV pomocou RT-PCR v plodovej vode (Oliveira Melo a kol.,2016).
Na’diagnostiku kongenitalnej infekcie CDC odporuca pouzit’ kombinaciu molekularnych a
sérologickych testov (Staples a kol., 2016). Imunohistochemické testy mozu byt pouzité na
detekciu virusového antigénu (Martines a kol., 2016). Okrem toho, z dévodu diagnostiky
moznej vrodenej infekcie ZIKV je nutné vykonat vySetrenie CSF, placenty, pupocnikovej
krvi novorodencov ako aj nenarodenych plodov.
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Kl'inické prejavy infekcie

Patofyzioldgia ochorenia nie je doteraz preskimand, ked’ze chybaju vhodné modely
na’experimentalnych zvieratdich. Odhaduje sa, ze az 80% ZIKV infekcii prebehne
bez’klinickych priznakov. Inkuba¢na doba infekcie je 3-12, maximalne 14 dni. Vo vicéSine
pripadov klinické priznaky infekcie ZIKV byvaji mierne, trvaju 3 dni az 7 tyzdilov. Medzi
najcCastejSie priznaky patri makularna alebo makulopapularna vyrazka (97%), svrbenie (79%),
vyéerpanost (73%), bolesti hlavy (66%), bolesti kibov (63%), bolesti svalov (61%),
nepurulentnd konjunktivitida (56%) a bolesti v dolnej Casti chrbta (51%). Niektoré Stadie
popisuji u pacientov s infekciou ZIKV aj lymfadenopatiu, silni bolest’ brucha, enantém,
hematomy, hematospermiu, tazka trombocytopéniu  a v niektorych pripadoch je priebeh
ochorenia dokonca spojeny so smrtou. Umrtia pripisované ZIKV st zriedkavé, s vynimkou
abortov plodov u tehotnych zien infikovanych v priebehu tehotenstva a novorodencov
svaznym vrodenym ochorenim ZIKV. Doposial bolo hlasenych minimélne 9 umrti
stivisiacich s ochorenim ZIKV (Calvet a kol., 2016).

Medzi komplikacie spajané s infekciou ZIKV patria najcastejSie mikrocefalia plodu
(zaostavanie rastu mozgu), GBS a iné autoimunitné neurologické komplikécie. Prvé pripady
GBS v suvislosti s ZIKV popisali Oehler a kol. (2013) bezprostredne po vypuknuti epidémie
vo Franctzskej Polynézii. U vicSiny z nich (88% zo 44) sa infekcia prejavila klasickymi
priznakmi infekcie ZIKV s nastupom neurologického ochorenia asi na 6. deil. Pacienti
vykazovali generalizovanu svalovu slabost’, neschopnost’ chodit’, obrnu licneho nervu a
zvySenu koncentraciu proteinov v mozgovomiechovom moku (CSF). U ziadneho z nich
nebola dokazana ZIKV RNA v sére, ale dokdzané ZIKV IgM (93%), IgG (69%) a virus-
neutraliza¢né protilatky (100%) (Cao-Lormeau a kol., 2016).

Carteaux a kol., (2016) opisali pripad ZIKV u 81-ro¢ného muza s meningoencefalitidou,
Mecharles a kol. (2016) zas pripad akutnej myelitidy u 15-ro¢ného diev¢ata. Pritomnost
ZIKV v mozgovomiechovom moku pacientov naznacuje, ze virus mdze byt neurotropny.
Roze akol. (2016) infromovali o dvoch pripadoch encefalopatie u dospelych pacientov
s°ZIKV infekciou.

Virusu ZIKV je prisudzovany zvySeny vyskyt mikrocefalie, ktord sa prejavuje
zakrpatenim, ¢i pred€asnym ukoncenim rastu mozgu u plodu. Prevalencia mikrocefalia
u‘plodov a novorodencov sa v obdobi r. 2015-2016 v Brazilii vyrazne zvysila. Noronha a kol.
(2016) nasledne podali d’alsie dokazy o transplacentarnom prenose a neurotropizme ZIKV.
Od roku 2015 bolo zverejnenych niekol’ko sprav opisujucich Siroké spektrum vrodenych vad
pravdepodobne spojenych s intrauterinnou infekciou ZIKV. Na zdklade nich zahgjila WHO
proces na definovanie spektra tohto syndromu a analyzy klinickych prejavov, vratane
vizualnych abnormalit a neurologickych zisteni.

Liecba a prevencia

Pacienti s nekomplikovanym ochorenim ZIKV nie st vo vSeobecnosti lieceni, kedze
priznaky vymiznl pocas 3-7 dni. Jedinou moznou lie¢bou je symptomatickd terapia. Horticka
a / alebo artralgia mozu byt’ lieCené paracetamolom a svrbenie antihistaminikami. Odporuca
sa tiez pokoj na 16Zku a dostato¢na hydratacia v dosledku straty tekutin. V pripade zhorSenia
stavu by mali pacienti vyhl'adat’ lekarsku pomoc. Aspirin a nesteroidné protizépalové lieky sa
neodporicaji vzhl'adom na moznost' zameny s infekciou inymi flavivirusmi (Chan a Kkol.,
2016).
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Ked’ze na liecbu infekcie neexistuje Specificky liek ani vakcina, brazilska vlada sa usiluje
o°urychlenie vyvoja vakciny. Jedinou prevenciou preto zostavaju tradi¢né formy ochrany pred
ustipnutim komarom (repelenty, sietky). Armada a zdravotnici likviduju stojaté vody,
v°’ktorych sa komare mnozia.

Podla UVZ SR obcania Slovenskej republiky by pri cestich do oblasti postihnutych
ochorenim mali dodrZiavat’ preventivne opatrenia zamerané na prevenciu ustipnutia komarmi.
Prevencia spociva v celodennom pouzivani repelentov, ktoré by mali obsahovat 30 %
aktivnej latky DEET. Dolezité je nosenie vhodného odevu minimalizujiceho moznost
bodnutia komarom (dlhé rukévy a dlhé nohavice), pouzivanie moskytiér a vyhybanie sa
oblastiam, ktoré st zamorené¢ komarmi. Cestovatelia by si mali v§imat priznaky infekcie
ZIKV, v pripade podozrenia vyhl'adat odbornu zdravotnu starostlivost’ a po navrate domov
informovat’ lekara o pobyte v oblasti postihnutej ZIKV. Vzhladom na riziko trvalého
poskodenia plodu sa tehotnym Zenam a zenam, ktoré planujui otehotniet’, neodporaca cestovat
do postihnutych oblasti.
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Hrozba vyskytupreevaemabhi nmk&8z oCkovanim v

Avdicova, M.%, Kristafkova, Z.2, Hudeckova, H.3
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SPE, Jeseniova LF Martin

Uvod

Hrozba vyskytu nakaz preventabilnych ockovanim vel'mi tzko stvisi so zaockovanostou
populdcie, a to najmd deti. Preto vacSina krajin sveta uplatiiuje stratégie, ktorych cielom je
dosahovat’ ¢o najvysSiu ochranu obyvatel'stva ockovanim, ato formou narodnych
imunizacnych programov (NIP). NIP SR je komplexny preventivny program s vyznamom
nielen individualnym, ale aj verejno-zdravotnym. Legislativne je zabezpeCeny Zakonom NR
SR ¢.355/2007 Z.z. o ochrane, podpore a rozvoji verejného zdravia a VyhlaSkou MZ SR
273/2010, ktorou sa meni a dopiha vyhlaska MZ SR 585/2008, ktorou sa ustanovuju
podrobnosti o prevencii a kontrole prenosnych ochoreni. Koordinaciu NIP v SR zabezpecuje
Urad verejného zdravotnictva SR a Ministerstvo zdravotnictva SR, zabezpeovanie
na’okresnych urovniach odborne usmernuju a zéroven kontroluju prislusné regionalne urady
verejné¢ho zdravotnictva. Doterajsim doslednym plnenim NIP sa u nas dosiahli vel'ké uspechy
Vv eliminacii mnohych nékaz, ktorym sa d4 predchddzat’ ockovanim. Vysledkom je vel'mi
priazniva epidemiologicka situdcia s nulovym, alebo vel'mi nizkym vyskytom ochoreni, proti
ktorym je v SR zavedené ockovanie.Tab.1

Tab.1 Pocet ochoreni a umrti pred a po zavedeni o¢kovania

Diftéria 2656 6% 9% 4 0 0
Tetanus 48 7 9.4 1] 1]
Pertussis 2265 K A 9% 4 289 0
Palio 283 10 o 4 0 0
Osypky 17672 H1 845 0 0
Ruzienka 18 437 <] 845 ] 0
Parofifida 21 465 <] 945 203 0
VHE 891 13 9.4 a0 1
Hib

meningifidy ® 3 %4 0 0

* @ podet dmrti 1919-194, ™ @ podet dmii 1949-1956, ™ administratima kontrola ofkovania v SR K 31.8.2016

Vécsina ochoreni, proti ktorym sa ockuje, vytvara pri nahromadeni vnimavych jedincov, t..
takych, ktori nie st ockovani alebo neprekonali dané ochorenie nebezpecenstvo, vzplanutia
vyskytu tychto ochoreni alebo aj epidémii so vSetkymi nasledkami. O¢kovanie proti tymto
chorobdm ma tzv. silny verejno-zdravotnicky potencial, nakol’ko chrani nielen jednotlivca, ale
celi spolo¢nost. U tychto druhov ochoreni sa velky doraz kladie na dosiahnutie tzv.
kolektivnej ochrany, t.j. zaockovanosti populacie na také percento, ktoré zabrani Sireniu danej
nakazy. Dlhodobé¢ sledovanie vyskytu tychto nakaz, ako aj mnohé stadie potvrdili, Ze to musi
byt” minimalne 80%, u niektorych nékaz, ktoré st vysoko kontagidzne, je toto percento aj
vysSie (napr. osypky 90- 95%). Druhym pilierom kolektivnej ochrany je, aby sa ani nizke
percento nezaockovanych nenahromadilo na jednom mieste, napr. v uzatvorenych
komunitach, kde by opat’ vznikalo riziko Sirenia tychto nakaz (tzv. vakcinacné diery).
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Do tejto kategérie ndkaz patria predovSetkym osypky, detska obrna, zaskrt, Cierny kaSel,
ruzienka a parotitida. V minulosti sa medzi ne radili aj pravé kiahne, ktoré sa vSak prave
disciplinovanym pristupom a celosvetovym snazenim podarilo vykorenit’.

U druhej skupiny nakaz, ako je napr. virusovy zéapal peCene typu B, tetanus, ¢i hemofilové
alebo pneumokové nakazy, prevazuje zaujem jednotlivca nad ziaujmom verejno -
zdravotnickym, i ked’ si treba uvedomit’, Ze tieto ndkazy mavaji mnohokrat fatilny koniec.
Napr. u tetanu zanechavaju trvalé nasledky, alebo prechadzaju do chronicity (zltacka typu B,
zapaly mozgovych blan sposobené pneumokokmi alebo hemofilmi). Okrem toho ndklady
na“ich liecbu predstavuju vysokt ekomomicku zat'az pre verejno-zdravotné poistenie.

SY%|l asn® hrozby

Niektoré ochorenia preventabilné ockovanim so zavaznymi nasledkami su nielen u nas, ale
aj v celej EU eradikované (polio) a nevyskytujii sa vobec, alebo su eliminované (zaskrt,
tetanus) a vyskytuju sa ojedinele. AvSak riziko ich zavlec€enia z inych casti Eurdpy alebo
sveta neustale trva. To nuti vSetky ndrodné autority prijimat’ opatrenia na udrzanie vysokej
zaoCkovanosti. Mozno to dokumentovat na vyskytoch epidémii nakaz preventabilnych
o¢kovanim v mnohych vyspelych krajinach EU a v nie tak davnej minulosti aj na Slovensku.

Lo sa stalo pri pokl ese kol ekt?2vne,] ochrany

na ohranil|lenom %Yzem?2?
Os 1 poybili rok 1997- 98 Slovensko

Za roky 1997-98 sa vyskytlo 1149 pripadov ochoreni na osypky v okresoch Spisska Nova
Ves, Gelnica a PreSov v 9-tich obciach tychto troch okresov, kde st romske osady. Ochorenia
sa pri vysokej migracii romskeho obyvatel'stva rozniesli aj do d’alSich okresov, takze celkom
bolo postihnutych 11 okresov vychodoslovenského regionu. Ochorenia sa vyskytli prevazne
u deti, z toho 40% u deti, ktoré este nemohli byt pre vek oCkované, ¢o boli priame obete
poklesu kolektivnej imunity na danom Uzemi, 32,3 % u deti, ktoré mali byt ockované ale
pre’nedisciplinovanost’ rodi¢ov neboli a 318 pripadov, t.j. 27,7% sa vyskytlo u ockovanych
deti, ktoré ochoreli najmé na vrchole epidémie, ked’ cirkulacia virusu morbil bola najsilnejsia
a u niektorych deti prerazila imunitni bariéru, alebo postihla deti imunitne nedostatocne
vybavené. Viac ako 2/3 deti museli byt’ hospitalizované a 1/3 mala zavazny komplikovany
priebeh ochorenia. Boli zaznamenané aj 2 pripady imrtia deti do jedného roku Zivota.

S¥%| asnl v Kemutskumva Ibg2lchv krajing§ch EBD

Od februara 2016 prebicha epidémia morbil v Rumunsku a napriek prijatym opatreniam
ochorenia pribudaju. Od konca septembra 2016 do 17.marca 2017 bolo v Rumunsku
hlasenych 3799 pripadov. Vécsina pripadov sa vyskytla u deti do 4 rokov veku. Az 96%
pripadov sa vyskytlo uneockovanych osob. Hlasenych bolo 17 uUmrti u deti prevazne
s oslabenou imunitou alebo inym zdkladnym ochorenim. K Sireniu ochoreni prispieva nizka
zaockovanost komunit, ktoré bud’ z nedbalosti, alebo kvoli odmietaniu nedali zaockovat’
svoje deti. Ochorenia boli zavlecené aj do Madarska, kde prvé pripady zaznamenali
U personalu nemocnice mesta leZziaceho na rumunsko-madarskych hraniciach na oddeleni
ARO.
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Doposial’ v Mad’arsku ochorelo 29 oséb a vyskyt sa rozsiril z mesta Makoé do Szegedu
a Debrecinu. Morbili sa vyskytuju aj v d’aldich krajinaich EU ato v Rakasku, Belgicku,
Dénsku, Franctzsku, Nemecku. Taliansku, Spanielsku a Svédsku. Aj v tychto krajindch sa
rozsirenie morbil dava do vztahu k epidemickému vyskytu v Rumunsku, ato ako nasledok
intenzivneho pohybu obyvatel'stva v rimci EU. Rumunsko zniZilo vek pre primovakcinaciu
dojc¢iat na 9 mesiacov a vykondva ockovacie kampane v postihnutych zupach (36 zo 42).
Za'strategick¢é sa povazuje zintenzivnenie prace s tazko dostupnymi komunitami.
Pre’Slovensko je to jednoznacné poucenie: zachovat' povinné ockovanie a dosahovat
zaockovanost’ nad 95%.

Poklesom zaockovanosti deti by mohlo dojst aj k zavleCeniu takych nékaz ako je napr.
di f tk®ra saav SR vyskytla naposledy v roku 1980 alen vd’aka 98-99% zaockovanosti
nedoslo v ostatnych rokoch 20. storo¢ia k zavleceniu tohto ochorenia z Ukrajiny, kde
prebiehali v r.1995 -2005 obrovské epidémie diftérie s vysokou smrtnostou. Dobra
epidemiologickd situdcia vo vyskyte zaSkrtu je u nds ovplyvnend zavedenim povinného
ockovania eSte v roku 1946.

Rovnaké riziko zavleCenia a vzplanutia predstavuje p o | i o myTetd achorgnit aice
bolo v Eurdpe eradikované, avsak pri obrovskom pohybe obyvatel'stva, migrantov a vd’aka
rychlym dopravnym prostriedkom by mohlo ddjst’ k zavleCeniu a pripadnému Sireniu tejto
choroby z inych svetadielov, konkrétne z Afriky alebo z Azie. Vyznamnym tspechom v boji
proti detskej obrne na Slovensku i v Cechich bolo zavedenie vakcinicie najskor
inaktivovanou Salkovou vakcinou v rokoch 1957-1959 a bezprostredne potom peroralnou
Zivou atenuovanou Sabinovou vakcinou od roku 1959.

Ina epidemiologicka situacia je vo vyskyte pertussis.Najviacsia mortalita a letalita deti
na’l i er ny spada goe @ku okolo troch mesiacov Zivota dietata. Dovodom
pre‘ockovanie dojciat bol fakt, Ze na Slovensku umieralo ro¢ne viac doj¢iat ako o0sob
zo‘vsetkych vekovych skupin na zaskrt, brusny tyfus a detski obrnu spolu. Povinna
imunizacia proti tetanu a proti ¢iernemu kasl'u od roku 1958 znaéne znizila vyskyt tychto
ochoreni. V ostatnych rokoch sme pozorovali zvySenie chorobnosti na pertussis, ¢o suviselo
s poklesom imunity u oc¢kovanych osob. Preto sa v roku 2011 pristapilo k posilneniu imunity
adolescentov zavedenim preoc¢kovania v 13. roku zivota. Vd’aka tomuto opatreniu pozorujeme
od roku 2014 opidtovny pokles chorobnosti.

Uplne odligna je epidemiologicka situicia vo vyskytec hor *' b neovpl yvnenT ct
0| k ov gmt? klorym vsak vakciny existuji a ockovanie proti nim patri medzi tzv.
odpor % an® ol kovani e
Jednou z najzavaznejSich chor6b ztejto skupiny st i nvaz2vne meningokokov
(IMO). Roc¢ne ochorie na Slovensku priblizne 30 osdb a4 az 5 deti alebo adolescentov
na’tito nakazu umiera (Obr. 1.). Konkrétne v roku 2016 ochorelo v SR 26 o0sdb, z ktorych 5
umrelo, ¢o predstavuje smrtnost’ 19,2%. Najvyssia vekovo-$pecificka chorobnost’ sa dlhodobo
zaznamenava u 0-ro¢nych deti (16,4/100000, viac ako 1/3 pripadov). Zavedeniu celoplosného
ockovania proti tymto ndkazam brani fakt, Ze na etiologii IMO sa podiel’a viacero sérotypov
Neisseria meningitidi$ dominanciou séroskupiny B a C, pricom tieto 2 sérotypy nie su
obsiahnuté v jednej vakcine a bolo by zlozité rozhodnut’, ktorou vakcinou sa bude ockovat’
celoplosne.
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Obr. 1. Trend vyskytu IMO v rr. 1987 2016, SR
Osobitnym epidemiologickym problémom je vyskyt v2 r us ov e j hepatit?

na’Slovensku. Jednd sa o ndkazu preventabilnu ockovanim, avSak v prevencii vyznamnu
ulohu zohrava aj dodrziavanie osobnej hygieny, najmid umyvanie ruk pred jedlom. V roku
2016 bolo na Slovensku hlasenych 1362 pripadov ochoreni, o predstavuje jednu z najvyssich
chorobnosti v krajinich EU. Dlhodoby trend vyskytu je stabilny ama typicky charakter
nakazy neovplyvnenej oCkovanim (Graf 2.) Vyskytuje sa epidemicky v 4-5 ro¢nych cykloch,
teda v obdobiach, kedy dorastie vy$si pocet vnimavych osob, najmi deti. V prevencii je
k dispozicii viacero uc¢innych ockovacich latok, ktoré sa na uhradu z verejného zdravotného
poistenia mozu vyuzivat' na okovanie 2-rocnych deti pochadzajlcich z prostredia s nizSim
hygienickym $tandardom. Tato moznost’ je vSak vyuzivana len ojedinele a prave v takomto
prostredi dochadza k prepuknutiu epidémii. VyuZiva sa preto hlavne profylaktické ockovanie
v ohniskach ndkaz, ktoré¢ho i¢innost’ aj efektivnost’ overili prave slovenski epidemiologovia.

(B15) Vyskyt virusovej hepatitidy typu A / Incidence of viral hepatitis A.
Trend za 20 rokov.
Rok 2016. SR.
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Obr. 2. Dlhodoby trend vyskytu VHA v SR.
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V sucasnosti riziko vyskytu nakaz zvysSuju aj silné migracné viny, v stvislosti s ktorymi
hrozi zavle¢enie uz spominanych nékaz aj d’alSich ochoreni, ako s napr. brusny tyfus ale aj
nakaz, proti ktorym nema svet zatial’ k dispozicii preventivne opatrenia ako je ockovanie.

Zavery:

Aby sa zabranilo Sireniu prenosnych choréb medzi migrantmi a nasledne aj domécou
populaciou, bude nevyhnutné brat’ do tivahy podstatné informacie o domovskych krajinach
migrantov z hladiska aktualnej epidemiologickej situdcie a tamojSej kvality poskytovania
zdravotnickej starostlivosti, zopakovat’ si ucebnicové vedomosti o vybranych ndkazach, a to
najma tych, ktoré sa uz roky na Slovensku nevyskytuju, ako aj exotickych, a to tak z pohl'adu
klinického obrazu, ako aj z pohl'adu diferencialnej diagnostiky.

Liter aautarova u
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Gl obadal ne zmeny a ich vplyv na vyskyt parazit
Ondriska F.

Medirex,a.s.Bati sl av a, FVZ Trnavsk8 univerzita, T
Uvod

Je vSeobecne zname, ze parazity sa ovel’a CastejSie vyskytuju v tropickych a subtropickych
oblastiach ako v miernom pasme alebo v chladnych oblastiach. Pri¢inou je ovela vysSia
hustota obyvatel'stva, nizSie socio-ekonomické podmienky, hygienickd Groven a zdravotné
uvedomenie tamojSieho obyvatel'stva. Po zmene politického a spoloc¢enského rezimu u nés sa
s rastiicim cestovanim do tychto oblasti zvySuje aj riziko importu parazitéz na nase uzemie.
Oteplovanie je jednym z dosledkov globalnych zmien, vplyvom ktorych sa na naSom uzemi
okrem importovanych parazitoz objavili parazitirne ochorenia, ktoré u nas predtym
nevyskytovali. Co vietko ovplyviiuje §irenie parazitarnych nakaz? Je to niekol’ko faktorov:

1. Mi g r & ci-azvyduje labntakt medzi hostitel'om a parazitom, moze preniest nové
parazity na uzemia, kde predtym neboli. Migracie 'udi mézu viest k zmenam kultirnych
zvyklosti, stravovacich zvyklosti, ktoré mozu urobit’ l'udi nachylnejSimi k infekcidm. Masivne
migracie mozu spdsobit’ vojny a ekonomické krizy, dosledkom ktorych dochadza k zriteniu
hygienickych podmienok a zdravotnickych sluzieb, ¢oho vysledkom byva podvyziva,
zvySend ndchylnost’ na parazitdrne ochorenia. Mimoriadnu pozornost’ je potrebné venovat
importu parazitoz predovsetkym z tropov a subtropov, vratane moznosti trvalého zavlecenia
ich pdvodcov a prenaSacov na nase Uizemie. Zistuje sa priliv takzvanych invaznych, teda nie
povodnych zivociSnych druhov, ¢i uz suchozemskych alebo vodnych na nase Gizemie. Taktiez
domace zvierata sprevadzajtice 'udi pri migraciach mézu preniest’ parazity (napr. Fasciola,
Dirofilaria).

Vela sa diskutuje o rizikach zavle€enia parazitov migrantami. Na nasu krajinu sa to az tak
nevzt'ahuje, migrantov tu mame minimum a hystéria z rozSirenia parazitov vyvolavana
niektorymi zdrojmi sa nezakladd na objektivnej skuto€nosti. VySetril som v minulosti
desiatky cudzincov z endemickych oblasti vyskytu parazitéz, najmi z krajin vychodnej Azie,
pricom najst’ ¢loveka bez parazita bolo skor raritou. Beznym nalezom bolo 3 — 4 i viac
¢revnych parazitov, ale k roz§ireniu parazit6z napriek tomu u nas nedoslo. Boli pod kontrolou
a spravidla boli po diagnostike prelieCeni, ¢o by sa vSak pri velkom pocte migrantov
pravdepodobne nedalo aplikovat’. Rizika vyplyvaji skor z rozSirenia pdvodcov virusovych,
bakterialnych, mykotickych infekcii ako parazitarnych, ktorych pdvodcovia nie st spravidla
schopni u nas dokon¢it’ vyvinovy cyklus.

Na druhej strane, v désledku migracie a najméa globalneho oteplenia vel'ké riziko pre naSe
zemepisné Sirky predstavuje Sirenie malarie. Malaria je podla SZO vaznym zdravotnickym
problémom v 90. krajinach a postihuje priblizne 2,4 miliardy obyvatel'ov najma v Afrike, co
je zhruba 45 % Tl'udskej populacie. Malaria sa na uzemi Slovenska uz vyskytovala, bola
eradikovand vroku 1963, no moznost reintrodukcie malarickych plazmodii do miest
S predtym eradikovanou maldriou je aj unds redlna aznepokojujuca. Prendsace — druhy
komarov rodu Anophelesspp. sa u nas vyskytuju v Siestich druhoch. V roku 2003 bol u nas
zisteny vyskyt d’alSieho druhu z uvedeného rodu: Anopheles hyrcanusloteraz znameho iba
Z juznych oblasti Europy. Severna hranica jeho vyskytu prebiehala priblizne na Grovni jazera
Balaton a jeho vyskyt u nas taktiez prikladame globalnym teplotnym zmenam.
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Parazity sa mozu preniest’ aj transportom tovaru. Leteckou dopravou sa moze rozs§irit’ napr.
SARS, letiskova maldria a pod. Narastajuce cestovanie naSich obcanov do tropickych
a subtropickych oblasti nesie so sebou rizika importu parazitdz, ktoré mozu sposobit’ vazne
ochorenia az smrt’ pacienta. Na naSom pracovisku sme diagnostikovali malariu, ktora skoncila
smrtou nasho obcCana. Podl'a tdajov v Spravach o zoonoézach, alimentarnych nakazéach a
nakazach z vody bolo v roku 2014 na Slovensku hlasenych 5 importovanych ochoreni. V r.
2015 nebolo hlasené ziadne ochorenie na malariu. Podobne sme po infekcii v krajinach Juzne;j
Ameriky dokazali u troch naSich pacientov koznu leishmaniozu, trypanozomézu po pobyte
v Afrike, dva pripady schistozomozy, taktiez po infekcii v krajindch subsaharskej Afriky
a pod.

2.Nar ast pnodfe wysavar frekevenciu kontaktov I'udi s parazitmi

3.0bjavenie sa rezistencie inms eaknttiicpiadrnaez i g rair
zvysuje reprodukény potencial parazitov.

4.Gl obal ne k| i .Kéntaticle kneny gradstavujys dominantny faktor Sirenia
parazitarnych ochoreni, predovsetkym ktorych povodcov prenasaju vektory z endemickych
teplych oblasti do tzemi, kde sa predtym tieto nakazy nevyskytovali, ¢im vznikni nové
epidemiologické a epizootické situdcie. Najma hematofagne ¢lankonozce nie su iba trapice
udi a zvierat, ale ako prenaSace patogénnych agensov predstavuji pre zdravie ¢loveka vel'ké
nebezpecie.

e

pIy gl obal nych zmi en vhaakroozgeéktearev Cpbané
ochoreni

Hmyz prenasa sedem z desiatych najddlezitejSich pdvodcov prenosnych ochoreni ¢loveka
v tropoch a subtropoch, ktoré st sledované Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO).
V désledku klimatickych zmien sa rad teplomilnejSich druhov postiva postupne z pdvodnych
juznych arealov ich vlastného rozsirenia do novych severnejSich oblasti. Prikladov rozSirenia
¢lankonozcov mame niekolko. Napr. Phlebotomus vektor pdévodcu leishmaniézy psov
i Cloveka v miernom pasme (Chorvatsko, Francuzko). Najsevernej§i vyskyt druhu
Phlebotomus papatabbl doteraz zisteny v pohori Gellért pri Budapesti. Je iba otazka Casu,
kedy vyskyt niektorého druhu z ¢elade Phlebotomidaebude zisteny ina naSom uzemi.
Vyznamné st i recentné epidémie West Nile virusu vo Franctzsku i USA. Uvedeny virus bol
zisteny 1na naSom uzemi. Vyrazné zmeny nastavaju v Struktire spoloCenstiev a populacii
v semiterestrickych a terestrickych ekosystémoch. Oteplovanie bude mat za nasledok aj
vyrazné zmeny vo fenologii roznych druhov parazitov ato bud’ v skracovani dizky vyvinu
jednotlivych generacii alebo ich poctu, nakolko teplotny faktor patri k hlavnym faktorom
ovplyvitujicim vyvin a pocet generacii. Tieto poznatky budi mat velky vyznam hlavne
V populacnej dynamike tak rastlinnych, ako iZivociSnych Skodcov a parazitov. Prikladom
toho mozu byt’ roky, ktoré sa vyznacovali dlhou teplou jesennou periddou s dostatkom zrazok
(2001, 2006), ¢o sa ihned’ prejavilo hromadnym rozmnoZenim kalamitnych druhov komérov
Vv povodi viacerych riek, na Slovensku najméd Dunaja a Moravy. Vyrazne premnoZenie d’alSej
generacie kalamitnych druhov napriklad Aedes vexans, Ochlerotaus aticticn®ze mat
okrem primarneho vyznamu ako krv cicajucich trapiCov Cloveka a Zivoc€ichov i sekundarny
vyznam zvyseného poétu najmé virusovych ochoreni (virus Tahyna).
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Otepl'ovanie mdéze podmienit’ aj Sirenie a prezivanie tych druhov, ktorych rozsirenie bolo
doteraz zname len z teplych subtropickych alebo tropickych oblasti. V poslednom obdobi sa
rozsiril v Amerike a Afrike druh komara Aedes albopictysktory bol zndmy z juhovychodnej
Azie ako prenaga¢ povodcu obavaného virusového ochorenia Dengue. Uvedeny druh sa velmi
rychle prispdsobuje urbannemu prostrediu a uspesne sa rozmnozuje v tzv. antropotermach
(rozne naddrze s vodou suvisiace s ¢innostou ¢loveka). Uvedeny druh sa rozsiril do Europy
lodou z Ameriky Vv pneumatikdch naplnenych dazd’ovou vodou, v ktorych prebichal
imaginarny vyvin uvedeného druhu komdra. V stcasnosti je uz znamy vo Francuzsku,
Taliansku, Albansku, Rakusku, Svajéiarsku a jeho vyskyt moézeme o¢akavat’ aj u nas.

Globélne zmeny sa vyrazne prejavuju aj v aktivite vyznamnych druhov ektoparazitov
z radu roztocov (Acarina). Uz v mesiaci januar boli nachadzané v oblasti juzného Slovenska
aktivne jedince kliestov z rodov Ixodesa Dermacentoyktoré su zname ako prenasace virusu
kliestovej encefalitidy a taktiez lymskej boreliozy. Vyznamny je i fakt, Ze z orografického
hladiska druh Ixodes ricinusol zisteny i nad 800 m. nad morom. Taktiez je mozné o¢akavat’
skor$ie pripady trombikuldzy sposobované larvami druhu Neotrombicula autumnalisiajma
V teplych juznych oblastiach.

Vplyv glob&dl nych zmien na rozSirenie parazit

Parazitozoonozy, choroby prenosné zo zvierat na l'udi vyvolané zarodkami parazitov, su
d’al$im permanentne vdznym problémom pre zdravie naSej populacie. Globalne zmeny sa
modzu prejavit’ napr. zaplavami, v dosledku ktorych méze dojst’ k Sireniu zarodkov parazitov
na vel'ké vzdialenosti. Prikladom takéhoto Sirenia, ktory uz v sucasnosti méa zdravotnicky aj
epidemiologicky vyznam, je napr. pasomnica Echinococcus multiloculariktora bola zistena
na Slovensku vroku 1999. Rozsirenie tohto parazita liskami hrdzavymi z endemickych
alpskych oblasti na nase uzemie umoznilo odstranenie hrani¢nych plotov v roku 1989 a 1990
aaj obavy zo Sirenia besnoty. Aplikacia antirabitickej vakciny eliminovala prirodzené¢ho
regulatora stavu liSok, ktoré sa pomnozili aspdsobili rozSirenie alveokoka prakticky
na“tizemie celého Slovenska. Na rozdiel od cystickej hydatidozy sposobenej E. granulosus, E.
multilocularis je povodcom tazkého ochorenia pecene nazyvaného alveokokoéza.
Alveokokova cysta rastie velmi pomaly (aZ 15 rokov) a klinické symptomy sa objavia az
cysta tlaci na iné organy a vyvoldva iné patologické stavy (metastazy). V suasnosti je
na’Slovensku znamych vyse 30 pripadov ochorenia spésobeného touto pdsomnicou.

Vplyvom globéalneho otepl'ovania prenikli aj na Slovensko povodcovia niektorych inych
parazitarnych chordb. Z helmintdz sa objavila u nas dirofilariza, ktorej infekéné Stddium
prenasaji komare. Dirofilariéza je ochorenie psov spdésobené tenkymi nematdédami —
filariami. Postihuje aj iné mésozravce, prilezitostne aj ¢loveka. Dirofilaria immitis Zije
Vv pl'ucnych artériach, pravej srdcovej komore a predsieni a spdsobuje vazne kardiovaskularne
ochorenie psov. Menej patogénna Dirofilaria repens parazituje v kozi, podkozi av oku.
U cloveka sa dirofilarie lokalizuju hlavne pod koZou, ale aj v ro6znych orgdnoch a mdzu
sposobit’ vazne ochorenia. V minulosti boli tieto infekcie v nasich zemepisnych Sirkach
diagnostikované vel'mi vzacne iba v suvislosti s cestovanim alebo importom zo subtropickych
alebo tropickych oblasti. Posledntl dobu sa vSak situacia vyrazne zmenila. V kratkej dobe bol
autochtonny vyskyt tohto ochorenia potvrdeny na uzemi Stitov strednej Eurdpy, napr.
vV Mad’arsku, na Ukrajine a v r. 2005 prvy krat na Slovensku u niekol’kych psov z oblasti
Komarna a Malaciek. V roku 2007 bol izolovany tento parazit aj u ¢loveka (prave z oblasti
Malaciek) z podkozného uzlika. V stcasnosti mame na Slovensku znamych 12 pripadov
autochtonnej dirofilaridzy, z toho Styri o¢né formy.
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Dals§im prikladom §irenia parazitozoondzy vplyvom globalnych zmien moZe byt
kryptosporidiéza. Nakaza postihuje najmid osoby s oslabenou imunitou a prejavuje sa
najéastej§ie dlhotrvajucimi hnatkami. Siri sa predovietkym vodnou cestou, zname su
epidémie z kontaminovanych zdrojov pitnej vody v USA.

Zaver

V stru¢nom prehlade sme sa pokusili nacrtnut mozné rizika Sirenia niektorych
parazitarnych chorob Cloveka v désledku globalnych zmien, z ktorych viaceré su uz realitou
aJ vnasich zemepisnych Sirkach. Informovanost’ o tychto rizikich ma bazalny vyznam
pre‘ochranu zdravia l'udi, povinnostou zdravotnikov je dokladna pripravenost’ s dispozicou
ucinného systému opatreni schopnych zvladnut’ tieto rizika.
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Predkladand publikdcia je komplexnym dokumentom s najnov§imi poznatkami
Z’parazitologie urCenym pre Studentov medicinskeho i prirodovedného zamerania
na‘pregradualnej i postgradualnej twrovni. UZito¢né informacie sustredené v jednom
dokumente ndjdu ilekéri teoretickych i klinickych odborov a laboratérni diagnostici
pri‘vykone praktickych povolani. Publikaciu sme rozdelili na tri cCasti: VSeobecna
parazitologia, Specialna parazitologia a Laboratorna diagnostika parazitéz. V prvej Gasti sa
zaoberame charakteristikou a vlastnostami parazita a hostitel'a, ich vzajomnymi vztahmi
(parazito-hostitel'skymi vztahmi), epidemioldgiou parazitarnych nakaz, patobiologiou a
klinickymi prejavmi ochoreni spdsobenych parazitmi. V dalSich kapitolach prvej casti
predstavujeme prvoky a helminty, zékladné morfologické charakteristiky, vyvinové cykly a
taxonomické zatriedenie. Kapitoly Specidlnej parazitologie predstavujl parazity a nozologické
jednotky, ktoré sme usporiadali podla systémovych lokalizacii v 'udskom organizme. Okrem
opisu povodcu parazitarneho ochorenia vratane Zivotného cyklu uvaddzame u kazdej jednotky
imunobiolégiu, epidemiologiu, patobiologiu, klinické prejavy, diagnézu, lieCbu a preventivne
opatrenia. Osvojenie si zakladnych informacii o jednotlivych parazitarnych druhoch, ich
vyvinovych cykloch povazujeme za zaklad pochopenia patobiologickych, klinickych i
ekologickych stvislosti veducich k stanoveniu sprdvnej diagndzy, cielenej terapie
a preventivnych opatreni zameranych na zamedzenie S$irenia jednotlivych parazitarnych
nakaz. V tretej Casti predkladdme zakladné metody pouzivané v diagnostike parazitdéz vratane
ich receptaria.

Okrem textovej Casti ucebnica obsahuje pat’ tabulick a 117 ¢ierno-bielych i farebnych
ilustracii a doplnena je registrom nazvov parazitov.

Publikéciu recenzovali: Prof. RNDr. Jozef Halgos, DrSc.
RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.

Publikécia je dostupna na linku:

https://www.laboratornadiagnostika.sk/aktuality/675/nasi-parazitologovia-s-kolektivom-
autorov-napisali-novu-ucebnicu-pre-studentov-lekarov-sirokych-odbornosti-i-laboratornych-

diagnostikov

F. Ondriska
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Recenzie

Recenze na wucebnici Franti Ska OnadKilskyclaa c
parazitol 6gi a*“

Autori predkladaji k tisku vysokoSkolskou ucebnici zabyvajici se komplexné odbornou
problematikou 1ékaiské parazitologie. Jedna se o publikaci, ktera je zdrojem informaci hlavné
pro studenty s lékaiskym zaméfenim, ptfirodovédnym, ale i pro studenty pfipravujici se na
dradhu laboratornich pracovnikti v diagnostickych pracovistich. Jak pro studenty
pregradualniho studia, tak i pro studenty postgradualni formy studia.

Problematika parazitologie se Vv naSich podminkach jevi ve srovnani s ostatnimi podobory
mikrobiologie jako zdanlivé méné dulezita, ale opak je pravdou. Pfi sou¢asnych moznostech
cestovani, moznych pracovnich pobyti v zahrani¢i, pfirozené migraci obyvatelstva nebo
migraci zpusobené zhorSenou socidlné¢ ekonomickou situaci, ziskava l1ékarska parazitologie
opét na vyznamu. Existuje zde totiz realna hrozba zavleCeni parazitarnich onemocnéni, ktera
se ve stfedni Evropé¢ dosud nevyskytovala nebo hrozba nésledného Sifeni onemocnéni
Z jiznich destinaci na sever v disledku globalniho oteplovani. Celosvétoveé totiz tato
onemocnéni maji neustale velky vyznam a zavazny negativni dopad na zdravi lidské populace
zvlaste v tropickych a subtropickych destinacich.

Text ma celkem 239 stran a je ¢lenén do 3 velkych casti: ,,Obecna parazitologie®, ,,Specialni
parazitologie: klinicky vyznamni paraziti ¢lovéka* a posledni ¢ast s nazvem ,,Laboratorni
diagnostika parazitarnich onemocnéni“. Prvni ¢ast seznamuje studenty a Ctenafe se zékladni
terminologii tohoto oboru, s obecnymi zékonitostmi mezi parazitem a jeho hostitelem,
s epidemiologii parazitarnich nakaz. Velmi dulezitda a dobfe zpracovand je kapitola
o’imunologickych aspektech reakce hostitele na pfitomnost parazita a naopak. Kapitolu
o’klinickych pfiznacich a patobiologii parazitdrnich onemocnéni oceni hlavné studenti
lékatskych fakult. Soucésti této kapitoly je 1 struénd charakteristika a morfologie
parazitickych protozoi a helmintd.

Druha velka kapitola ,,Specidlni parazitologie popisuje jednotlivé zdstupce, ktetfi jsou
schopni parazitovat u ¢lovéka. Tato kapitola je pojata netradi¢né, ale s ohledem na velkou
skupinu Ctenaii — studenty mediciny. Systém neni rigidni biologicky, ale paraziti jsou
popisovani s ohledem na oblast, kde pfevazné parazituji. V prvni kapitole jsou popsany
protozoarni i helmintarni nékazy zazivaciho traktu, druhd ¢ast popisuje parazity ostatnich
systémt téla cloveka.

Posledni ¢ast textu piedstavuje a popisuje moZznosti laboratorni diagnostika parazitarnich
nakaz. Autofi se v této kapitole vénuji preanalytické fazi ptipravy vzorku zajistujici co
nejvetsi vytéznost. V jeji druhé Casti pak precizn€ popisuji jednotlivé laboratorni metody
vhodné ke zpracovani jednotlivych druhti materialu.

Cela publikace je vhodné a citlivé doplnéna celou fadou obrazki, fotografii a tabulek, které
problematiku objasiiuji a vyborné napomahaji k lepSimu pochopeni textu.

Problematika parazitologie, diky zdravotnim problémtm, které pfina$i na naSem uzemi, se
muze jevit jako okrajova. Od toho se odviji i Cetnost vydavanych odbornych publikaci
v mikrobiologii. ,,Klinicka parazitologie tento nedostatek kompenzuje. Lze konstatovat, Ze
se jedna o velmi uzitecnou moderni odbornou vysokoskolskou uc¢ebnici. Autorim se podafilo
sestavit komplexni text, ktery shrnuje souc¢asné poznatky v oboru 1ékarské parazitologie.
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Studentlim pfinaSi nové poznatky z oboru a lze ji jako ucebnici doporucit pro vSechny typy
Skol, kde se dand problematika vyucuje. Nové poznatky a védomosti publikované v textu
budou urcité uzite¢né 1 pro odborné pracovniky v laboratotich, pro 1ékate v klinické praxi, ale
1 pro pedagogy, ktefi dany obor vyucuji na riznych stupnich vzdé¢lavacich instituci. Takto
komplexni a moderni vysokosSkolska ucebnice v nabidce pro Siroky okruh odbornych
pracovnikl chybéla.

V Plzni dne 18. 12. 2016 RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.
Ptfednosta Mikrobiologického tstavu
LF a FN v Plzni
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SpraXx¥xveg. Dni klinickej mi krobi ol 6gi e,

Vazené amilé kolegyne a kolegovia, dovolte tych, ktori sa XXVI. Dni Kklinickej
mikrobiologie, ktoré sa konali v diioch 22. — 24. méja 2017 v Novom Smokovci nezicastnili,
oboznamit’ s priebehom anapliou tohto podujatia. UsporiadateImi konferencie bola
Slovenska spolo¢nost’ klinickej mikrobiologie Slovenskej lekarskej spolo¢nosti a Sekcia
klinickej mikrobiologie Slovenskej lekarskej komory. Hotel Atrium v Novom Smokovci vo
Vysokych Tatrach poskytol Gcastnikom ucéelné a prijemné prostredie, v ktorom prebehol
odborny program konferencie a firemné prezentacie. Ako po minulé roky, atmosféru
dotvaralo vyborné stravovanie, ubytovanie a po naro¢nom programe moznost’ relaxacie.

Odborné zameranie konferencie bolo sustredené na tri hlavné témy: Antibioticka terapia —
moznosti optimalizacie; Identifikacia patogénnych mikroorganizmov; Molekularne metody
v mikrobiologickej diagnostike a Varia.

Slavnostné otvorenie konferencie podciarklo odovzdanie oceneni Slovenskej lekarskej
spoloc¢nosti. Pri prilezitosti Zivotného jubilea ho vtomto roku obdrzali MUDr. Anna
Purgelova, MUDr. Rudolf Botek, doc. RNDr. Frantisek Ondriska, PhD. a MVDr. Daniela
Ohlasova, PhD.

Odborny program v uvodny deni zahdjili prehladové prednasky troch pozvanych
prednaSajucich. V prvej uviedla MUDr. Schréterovda (Narodny kontaktny bod ECDC
pre’AMR) jednu z hlavnych priorit Eurdpskej komisie v programe ,Jedno zdravie® - boj
s mikrobidlnou rezistenciou. Informovala o FEuropskom akénom plane ao priprave
Slovenského narodného akéného planu v boji proti rasticou hrozbou mikrobidlnej rezistencie
v oblasti v humannej a veterinarnej mediciny. Na Slovensku tvorbu Narodného akéného planu
koordinuje MZ SR prostrednictvom Ustrednej komisie pre antiinfekéni lie¢bu a antibioticku
politiku ako intersektorovy projekt aktivit v zdravotnictve a veterinarnej medicine.

V druhej vyziadanej prednaske MUDr. Milada Tavodova (Pathology department, Bedford
hospital, Bedford, United Kingdom) predstavila napli prace klinického mikrobiologa a
¢innost” odboru Klinicka mikrobiologia vo Velkej Britanii (UK) so zameranim na spravne
pouzivanie antibiotik —,Antibiotic Stewardship”. V Spojenom Kralovstve sa klinicky
mikrobioldog ako konzultant zucastiiuje na manaZmente liecby infekcii, na vizitich a
konzultaciach na klinickych oddeleniach a pri reviziach lie€by individualnych pacientov. Stoji
na &ele ,Infection control team®. Dr. Tavodova d’alej zdoraznila doélezith ulohu vedenia
nemocnic v antibiotic stewardship, ako aj v multiodborovom ,,Antibiotic management team*
V nemocnici, ktory vytvara lokalne navody pre empiricku antibioticku liecbu. Prezentovala
program ,,Start smart — then focus* (2015), ulohu mikrobiologického laboratéria v rychlej
detekcii rezistencie azavadzani novych metéd a ulohy terapeutickych komisii
na’oddeleniach(,,Ward Antibiotic Team®), dodlezitost sledovania arevizie ATB liecby
anastroje uplatiované vo vykondvani uvedenych c¢innosti (elektronicky predpis liekov,
informacie o spotrebe ATB, ,,checklist“ ATB a pod.). Osobitne zdoraznila ulohu narodnych
inStitucii, ktoré su angaZované v rieSeni antimikrobidlnej rezistencie.

V tretej Givodnej prednaske doc. Drahovska z Prirodovedecnej fakulty UK v Bratislave
predstavila analyzu kmenov Cronobacterpomocou celogenomového sekvenovania (WGS),
taxonomiu rodu a druhov Cronobactera prezentovala moznosti analyzy klonality kmenov
pomocou multilokusovej sekvenénej analyzy (MLST) a WGS. Praca ukazala praktické
pouzitie novych metdéd v analyze pribuznosti kmetiov, ale aj moznost’ klinického
posudzovania patogenity prostrednictvom WGS.
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V utorok 23.5.2017 bol program rozdeleny do 4 blokov a diskusie pri posteroch. Prvy blok
»Antibiotic stewardship* zahdjil doc. NikS. Zdoraznil globalizéciu rezistencie. Oficidlne sa
odhaduje, ze az 50 % antibiotickej preskripcie je neopodstatnenej, ¢i nespravnej. Zameral sa
na koordinované intervencie antibiotic stewardship (AMS) a potrebu vytvorenia timu,
Vv ktorom mé byt zastipeny klinicky mikrobiolog, farmakolog, infektolég, nemocnicny
epidemioldg. Praca timu musi byt podporovand manazmentom zariadenia. Klinicky
mikrobioldg tu ma nezastupitelné miesto. Zabezpecuje laboratornu diagnostiku povodcov
ochoreni, hodnoti klinickii vyznamnost laboratornych nalezov, monitoruje rezistenciu,
spracovava prehl'ady citlivosti a podiela sa na priprave lokalnych odporiacani pre ATB lieCbu
a nemocni¢ného ATB formulédra. Na uvedené nadviazala MUDr. Anna Purgelova prednaskou
»Antibioticka terapia - moznosti optimalizacie® uvedenim konkrétnych ¢innosti klinického
mikrobiologa a antibiotickej komisie pri uvazlivom pouzivani antibiotik v bansko-bystrickej
nemocnici. Predstavila proces tvorby lokélnych odporacani pre antibioticku liecbu
u vybranych diagnéz, dostupnych na intranete nemocnice (plnia aj edukacnu tlohu),
antimikrobidlnej profylaxie, zdkladné principy antibiotickej lie€by. Podelila sa aj o skisenosti
pri tvorbe a zavadzani elektronického formuldra pre antibioticku lieCbu (elektronicka
ziadanka). V d’alSej prednaske MUDr. Konyova predstavila ¢innost’ klinického mikrobiologa
a interdisciplinarnej antibiotickej komisie (a nozokomialnej komisie) v podmienkach NsP
Brezno, n.o. Prezentovala postupy pri analyze udajov o antimikrobidlnej rezistencii
a pouzivani antibiotik v nemocnici, pri vypracovani zaviznych dokumentov pre antibioticku
a antimykotickt liecbu, na ktoré nadvédzuje konzulta¢nd a vzdeldvacia €innost’. Osobitne sa
venovala vyhodnocovaniu G¢innosti prijatych opatreni.

V druhom bloku diia ,,Monitorovanie antibiotickej rezistencie® sa rokovalo 0 moznostiach
a poziadavkdch na aktudlne amiestne orientované prehlady citlivosti/rezistencie
pre‘optimalizaciu antibiotickej preskripcie. Udaje narodnej surveillance antibiotickej
rezistencie su dostupné v Narodnej databaze antibiotickej rezistencie (https://www.snars.sk/).
Doc. Nik§ zdoraznil priméarny ciel' surveillance - ovplyvilovanie empirickej liecby
antibiotikami, na ¢o su potrebné aktualne a miestne prisluSné udaje. RNDr. Porvaznik nés
v d’alSej prednaske oboznamil s vyskytom rezistencie na antituberkulotikd v SR, MUDr.
Horniackova informovala o vyskyte karbapenemazy produkujucich enterobaktérii (CPE)
vV Eurdpe a na Slovensku podl'a udajov NRC pre sledovanie rezistencie na antibiotika. Autori
Nad'ova a kol. aktivnou surveillance u pacientov v§eobecnej nemocnice zaznamenali 3,5 %
vyskyt MDRO, pri¢om 50 % kmeniov bolo izolovanych pri prijme pacienta na hospitalizaciu.
MUDr. Jan Koren,, PhD prezentoval narast antibiotickej rezistencie u kmenov Enterococcus
spp.izolovanych od pacientov hospitalizovanych v UNB Staré Mesto voc¢i vicSine antibiotik
(AMP, GEN, CIP, CMP, FUR), ktory nekopiruje vyskyt rezistencie enterokokov
na’Slovensku podl'a udajov v SNARS. Zistil zvySujlci sa trend rezistencie v UNB Staré
Mesto a vyssiu rezistenciu v porovnani s celoslovenskym priemerom zar. 2016.

V tretom bloku ,,Identifikacia patogénnych mikroorganizmov®“ MUDr. Botek poukazal
na’moznosti a uskalia fenotypovej identifikdcie zriedkavo sa vyskytujicich baktérii
Paracoccus yeei, Neisseria zoodegmatiSorynebacterium macginleyktoré boli zaslané
vramci EHK INSTAND. Aktuélne trendy vyvoja metody MALDI TOF prezentoval RNDr.
Bojnansky. RNDr. Lackova sa venovala moznostiam identifikdcie anaerébnych baktérii
pomocou MALDI TOF, pri ktorej na rozdiel od konvenénych metdd nie je potrebna vysoka
hustota inokula. VyuZivanim aktualnej databizy narastd pocet arozSiruje sa spektrum
klinicky identifikovanych druhov anaerébnych mikroorganizmovov.
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Posledny Stvrty blok dna tvorili ,,Molekularne metody v mikrobiologickej diagnostike®.
Zahgjila ho predndska RNDr. Polanovej ,Fingerprintové metody v epidemioldgii
a vyhl'addvanie ohnisk TBC®, ktora predstavila viaceré moderné molekularne metddy
(Genotype Mycobacterium AS, VNTR, MIRU 24, Spoligotyping) atiez skusenosti
s cezhrani¢nou spolupracou s CR a Polskom (WHO, ECDC) pri hladali ohnisk TBC.
Skusenosti s diagnostikou HPV prezentovali MVDr. Ohlasova a MUDr. Botek, ktori v dvoch
nezavislych oblastiach Slovenska (KoSice, Piestany) molekularnymi metédami vySetrili
pocetné stbory pacientov s podobnym 36 %, resp. 30 % vyskytom pozitivnych nalezov
vysokorizikovych genotypov HPV s najvyssim vyskytom vo vekovej skupine 21-30 rokov a
S prevladanim genotypu: 16, 18, 45, 31, 52. Autori upozornili aj na moznosti ockovania
a potrebu cytologického a histologického vySetrovania pre posudenie klinickej vyznamnosti
nalezu.

Faktorom virulencie karbapeném-rezistentnych Klebsiella pneumoniaga vo svojej praci
venoval prof. MVDr. Kmet’, ktory sa zameral na vyskyt faktorov virulencie rmpA mrkD
(adherencia) a génov ybtS kfu, entB (vychytavanie zeleza). Rozdiel vo vyskyte faktorov
virulencie medzi citlivymi a rezistentnymi kmenmi klebsiel autori nezistili. Podla ich
vysledkov, ako aj literarnych udajov to podporuje hypotézu, Ze samotna tvorba karbapeneméaz
nesuvisi priamo s virulenciou kmena.

Po skonceni prednasok pokracoval odborny program ,,Diskusiou pri posteroch®, ktor
moderoval MUDr. Botek.

V stredu 24.5.2017 v bloku Varia 1. v uvodnej prezentacii doc. Liptdkova, PhD.,
prednostka Mikrobiologického ustavu LF UK a UNB predstavila suc¢asny stav a viziu tstavu
v oblasti pedagogiky a lieCebno-preventivnej starostlivosti. Doc. Slobodnikova v kazuistike
pacientky s opakovanymi infekciami mocového systému aich ovplyvnenim kombinaciou
antibiotickej aimunomodulacnej lie¢by poukazala na vyznam bakteridlnej perzistencie
a biofilmova formu rastu baktérii v patogenéze ochorenia. Prienik infikujucich baktérii
do’slizniénych buniek uroepitelu a ich intracelularna perzistencia moze viest k opakovanym
vzplanutiam aktivnej infekcie. Ufastou bakterialneho biofilmu v infekcii bedrovych
endoprotéz sa zaoberal aj MUDr. Jacak v dvoch kazuistikach. Upozornil na ddleZitost’ odberu
spravneho druhu biologického materidlu a jeho spracovanie (periprotetické tkaniva, aspiraty
abscesov alebo tekutiny v kibovej dutine zapaleného kibu; pouzitie sonikatora na uvolnenie
biofilmu z povrchu extrahovanej endoprotézy). RNDr. Kollarova nas preniesla znovu
Kk virologickej téme — zavery konferencie Eurdpskej iniciativy pre kongenitalne
cytomegalovirusové infekcie 2016 a vlastné sktisenosti s diagnostikou kongenitdlnych CMV
infekcii (cCMV). Upozoriiuje na riziko prenosu CMV intrauterinne pri primarnej infekcii
matky (30 - 40 %), ale tiez pri sekundarnej infekcii (1 — 3%) (reaktivacia, reinfekcia).
Upozornila tieZ na to, Ze cCMV st relativne beZné a nerozpoznané/podceniované a je potrebné
zvysit povedomie o cCMV infekciach u odbornej aj laickej verejnosti. MUDr. Helmova nam
predstavila prvé vlastné skusenosti s kvantitativnym stanovenim HBsAg od r. 2016, ktoré
porovnava s vysledkami sledovania virusovej ndloZze metddou RT PCR v periférnej krvi.
MUDr. Beckova prezentovala ddlezitost’ vCasnej a rychlej diagnostiky pomocou RT PCR
U herpetickych neuroinfekcii aj vzhl'adom na moznost' liecby pacientov a prezentovala
kazuistiky atypického priebehu herpetickych neuroinfekeii.

V poslednom bloku Varia 2, prevazne venovanom parazitologii doc. Ondriska predstavil
10 rokov uspeSného trvania preventivneho programu na toxoplazmoézu u rizikovych skupin
na°Slovensku, ktory je upraveny v Odbornom usmerneni MZ SR ¢. 106/2006 o diagnostike
toxoplazmozy z 1. 10. 2006.
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Pocas trvania programu a platnosti OU vV rizikovej skupine tehotnych Zien (primoinfekcia
pocas tehotenstva) bola incidencia primoinfekcii pred a po aplikacii prenatalneho skriningu
priblizne rovnaka, ale v obdobi po r. 2006 vyznamne narastol poCet narodenych zdravych
deti. Uvedené pristupy umoznuju liecbu, resp. profylaxiu v indikovanych pripadoch
adokazuji vyznam a efektivitu preventivneho skriningu na toxoplazmoézu. Uskaliami
diagnostiky toxoplazmézy u gravidnych Zien sa d’alej zaoberal aj MUDr. Botek. Poukazal
na’problémy pri hodnoteni pozitivity IgM a avidity protilatok aupozornila na nutnost’
konfirmécie pozitivity IgM testov a opatrné posudzovanie zvySeného titra IgM protilatok, ako
aj avidity protilatok aj s oh'adom na pouzitu metodiku stanovenia.

V zaujimavom parazitologickom bloku dale jpokracoval doc. Ondriska. Upozornil
na’rasticu incidenciu dirofilaridozy v niektorych eurdpsky krajinach. Helminty Dirophilaria su
prenasané na Cloveka viacerymi rodmi komarov, vyskytujucimi sa aj v naSich podmienkach,
Z°rezervoarovych zvierat, ktorymi su najcastejSie psy, macky, lisky. Prezentoval dve nové
kazuistiky naSich ob¢anov; ujedného i§lo o o¢ni formu ochorenia vyvolani D. repens
bez’pozitivnej cestovatel'skej anamnézy a u druhého pacienta, ktory mal v anamnéze navstevu
Talianska, o koznG formu. V poslednej prednaske podujatia Mgr. Spitélska (Narodné
referenéné centrum pre surveillance a laboratérnu diagnostiku rickettsiéz, Virologicky tstav,
Biomedicinske centrum, SAV a Ustav zooldgie, SAV) informovala o vyskyte patogénov
Rickettsia slovaceR. raoultii R. helveticaa R. monacensjsch moznym prenosom vektormi
a prejavmi ochorenia. V NRC vySetruji pritomnost’ uvedenych patogénov v kliestoch
a vykonavaju sérologicky dokaz IgG, IgM protilatok proti rickettsidam skupiny purpurovych
horucok a tyfusovej skupiny, a C. burnetiifazy I a fazy II v sérach pacientov.

Sucast'ou podujatia bola aj spolo¢na verejna schodza SSKM SLS a SKM SLK, zvolana
vybormi oboch spolo¢nosti. Bola venovand jedinej téme - priprave nového zoznamu
zdravotnych vykonov. O stave pripravy vykonov informovala predsednicka Katalogizacnej
komisie pre klinicki mikrobiolégiu doc. Liptakovd a diskutovali ¢lenovia MUDr.
Czirfuszova, doc. Nik§, MUDr. Botek a RNDr. Predny. Hovorilo sa o pripravovanych
navrhoch vykonov a najmi o poZiadavkach inych odborov na vykazovanie zdravotnych
vykonov, spadajucich do Specializacného odboru Klinickd mikrobiologia (Laboratorna
medicina, Klinickd biochémia, Imunologia, Hematologia, Lekarska genetika). Viaceri
zuCastneni sa v bohatej diskusii dotkli aj pripravenosti absolventov S$tudia v odbore
Laboratérne vySetrovacie metddy v zdravotnictve na pracu V mikrobiologickom laboratoriu,
kde vyslovili pochybnosti 0 dostato¢nej pripravenosti takto profilovanych absolventov.

Doc. Liptdkova na zaver poziadala o udelenie mandatu ¢lenskou zékladiou
na°zastupovanie v predmetnej veci v zmysle vyjadrenia nesthlasného postoja s preberanim
vykonov inymi Specializaénymi odbormi na rokovaniach vedenych na péde MZ SR so
zastupcami ostatnych $pecializacii SVaLZ. Clenska schodza vicsinou hlasov vyjadrila
nesthlas s navrhovanym prevzatim vykonov inymi $pecializaciami a udelila doc. Liptakovej
a doc. Niksovi mandat na zastupovanie v tomto zmysle.

MozZno konStatovat’, Ze na XXVI. Diioch klinickej mikrobiologie odzneli kvalitné odborné
prednaSky a posterové prezentdcie skusenych, ale aj mladych mikrobiolégov, v ktorych
prezentovali vlastné skusenosti a nové informécie v naSom odbore. Pohl'ad na vykon praxe
klinického mikrobioléga v zahrani¢i, mozny vyvoj a uberanie sa klinickej mikrobiologie
Z pohl'adu klinického mikrobioldga posobiaceho v zahranici bol pre nds cennou sktisenostou,

.....

buduceho vyvoja klinickej mikrobioldgie u nés.
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Atmosféru konferencie dotvaralo aj bohaté zastupenie vystavovatel'ov mikrobiologickych
diagnostik. Konferencia ako zvyCajne poskytla Siroky priestor aj pre neformdlne diskusie
a priatel'ské stretnutia.

Na koniec mi eSte dovol'te za vsetkych zucastnenych vyslovit’ uprimné pod’akovanie
sponzorom podujatia a najmé organizacnému a vedeckému vyboru konferencie za ich ochotu
a vynalozenu pracu pri organizovani naSho obl'ubeného podujatia, ktoré nas obohacuje o nové
poznatky a infromadcie.

Miroslava Horniackova
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Zapisnica

zo zasadnutia Vyboru SSKM SLS zo diia 22. maja 2017 konaného
v ramci konferencie XXVI. Dni klinickej mikrobiologie vo Vysokych Tatrach

Pritomni: MUDr. R. Botek, MUDr. M. Czirfuszova,PhD., RNDr. D. Lackova, PhD., doc.
MUDr. M. Niks, CSc., RNDr. M. Polanova, MUDr. A. Purgelova, doc. RNDr. L.
Slobodnikova, PhD.

Prizvani: doc. MUDr. A. Liptakova, PhD.,doc. MUDr. S. Bazovska, CSc.,doc. RNDr. F.
Ondriska, PhD.

Ospravedlneni: prof. A. Liskova, PhD., RNDr. L. Perdochova, doc. RNDr. D. Stanekova,
CSc.

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

2. Publika¢na ¢innost’ v odbore, Cena spolo¢nosti za najlepSiu publikaciu v roku
2016

(D. Lackova)

Postgradudlne vzdelavanie v odbore (M. Niks)

4. Ciselnik zdravotnych vykonov, zoznam zdravotnych vykonov, DRG (A.
Liptakova)

Informacie z ECCMID 2017 (Uc¢astnici)

Casopis Spravy klinickej mikrobiologie (M. Niks)

7. Rozne

.

oo

1. Kontrola zapisnice z predchadzajiceho zasadnutia:

Uznesenie 02-12-16.

Clenovia vyboru SSKM SLS pripravili listy jubilantom a navrhy na ocenenia SLS, uznesenie
bolo splnené. Ocenenym jubilantom boli medaily odovzdané 22.5. 2017 pocas slavnostného
otvorenia XXVI. Dni klinickej mikrobiolégie vo Vysokych Tatrach.

2. Publika¢na &innost’ v odbore, Cena spolo¢nosti za najlepsiu publikaciu v roku 2016:

Na zaklade aktualizovaného zoznamu ¢lenov SSKM SLS z roku 2016 predlozi Dr. D. Lackova
¢lenom vyboru zoznam publikacnej Cinnosti jednotlivych ¢lenov SSKM SLS za rok 2016.
Clenovia vyboru jednotlivé publikacie zhodnotia a svoje nazory (podl'a stanovenych kritérif)
preposlu vedeckej tajomnicke.

Uznesenie 01-05-17:Vedecka tajomnic¢ka rozposle v elektronickej forme publika¢ny zoznam
¢lenov SSKM SLS vSetkym ¢lenom vyboru a dozornej rady. Tito potom do 1.9. 2017 predlozia
svoje navrhy na najlepsSiu publikaciu SSKM SLS za rok 2016 vedeckej sekretarke spolocnosti
na spracovanie.

Termin: 30. jdan
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3. Postgradualne vzdelavanie v odbore:

Vybor prejednal otazky o kvalite a zamerani postgradualnej pripravy v $pecializatnom odbore
klinicka mikrobiolégia na SZU BA. Doc. Nik§ informoval o stave postgradudlneho
vzdelavania. Pocet lekdrov zaradenych do pripravy je z pohladu perspektivy odboru
nedostatocny. Nedostatky vidi aj v absencii lekéra ako zastupcu odboru klinickd mikrobiologia
v skiiSobnej komisii pre $pecializaciu Vysetrovacie metody v klinickej mikrobiologii SZU
Vv Bratislave, kde t.C. nefiguruje ziaden lekdr. Odbornym garantom VySetrovacich metod
Vv klinickej mikrobiologii je doc. Stanekova.

Uznesenie 02-05-17: doc. Nik§ poda Ziadost’ prof. V. Majtanovi zo SZU Bratislava, aby bol
¢lenom komisie aj klinicky mikrobiolég — lekar, alebo bol na skusky prizyvany delegovany
zastupca Sekcie klinickej mikrobiologie SLS.

Termin: 30. jdan

4. Ciselnik zdravotnych vykonov, zoznam zdravotnych vykonov, DRG:

Doc. Liptakova informovala ¢lenov vyboru o aktualnej situacii v priprave Ciselnikov a katalégu
zdravotnych vykonov. Katalogiza¢na komisia MZ SR pre klinicki mikrobioldgiu pracovala
Vv zlozeni: predseda doc. Liptdkova, RNDr. Predny, doc. Nik§, MUDr. Czirfuszova aJ.
Morévek. Katalogiza¢na komisia schvalila 67 novych zdravotnych vykonov, ich zoznam bol
poslany na MZ SR. Sucastou kazdého vykonu ma byt metdda, pristrojové vybavenie
a odbornost” pracovnika, ktory vykon vykonava a interpretuje. Ku kazdému vykonu sa budu
pripravovat’ registracné listy, zatial’ su v §tadiu pldnovania. MZ SR planuje zoznam vykonov
pravidelne aktualizovat” kazdé 3 mesiace. Doc. Liptdkova upozornila na skutocnost, Ze
do’mnohych zdravotnych vykonov povodne patriacich do odboru klinicka mikrobiologia sa
implementoval odbor Laboratérna medicina, o katalogizatnd komisia zasadne namietala.
Argumentuje Nariadenim vlady ¢. 296/2010 Z.z. O odbornej spoOsobilosti na vykon
zdravotnickeho povolania, Koncepciou odboru Klinickd mikrobiologia a Vynosom MZ SR
0 minimalnom persondlnom zabezpeceni a materidlno-technickom vybaveni pracovisk.
Stanovisko katalogiza¢nej komisie bolo zaslané 28. aprila 2017 na MZ SR. Na pdéde MZ SR
boli zorganizované stretnutia so zastupcami MZ SR aj so zastupcami odboru Laboratérna
medicina, zatial’ k Ziadnej dohode nedoslo a st planované d’alSie stretnutia na pode MZ SR.
Vybor rokoval o kompromisnom aaj o radikalnom rieSeni tejto otazky, pricom nedospel
ku‘jednozna¢nému rozhodnutiu. Nakoniec na zaklade stanoviska viacsiny ¢lenov spolo¢nosti
pritomnych na konferencii XXVI. dni klinickej mikrobiologie sthlasil s presadzovanim
blokovania odboru Laboratorne medicina pri vykondvani vykonov odboru Klinické
mikrobiologia.

Uznesenie 03-05-2017

Katalogiza¢na komisia dostala mandat od vyboru aj ¢lenov SSKM SLS na d’alSie rokovania
na’péde MZ SR scielom blokovat' vykonavanie zdravotnych vykonov odboru Klinicka
mikrobiologia Specialistami v odbore Laboratorna medicina a zabranit® d’alSej implementacii
laboratornej mediciny do nasho Specializa¢ného odboru.
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5. Informécie z ECCMID 2016:

Doc. Nik§ informoval c¢lenov vyboru SSKM SLS o Eurdpskom kongrese klinickej
mikrobiologie, ktory sa konal 22. — 25. aprila 2017 vo Viedni. Dobre zorganizované
a odborne prinosné podujatie zaznamenalo d’al$i rekord v pocte Giéastnikov (viac ako 11 000).
Zo Slovenska bolo najvécsie aktivne zastipenie zo strany pracovnikov LFUK v Bratislave.
Ako zvyCajne, pozornost’ sa venovala novym antibiotikdm, boju s rezistenciou na antibiotika
(antibiotic stewardship), sepse, hlavnym ochoreniam ohrozujicim zdravie I'udi v globalnom
kontexte (AIDS, TBC) a prespektivam vyvoja novych pristupov ku diagnostike infekénych
ochoreni. Napriek narastajicemu vyznamu infekénych ochoreni sa konstatoval klesajtci
spoloCensky zaujem o odbory infektologie a klinickej mikrobiologie, predovsetkym
Vv krajinach s ekonomicky slabSim potencidlom (Setrenie na nepravnom mieste).

6. Casopis Spravy klinickej mikrobioldgie:

Clenovia Redakénej rady ¢asopisu Spravy klinickej mikrobioldgie informovali, e &islo 1-
2/2017 je pripravené. V sulade s pdvodne pldnovanym zameranim sa venuje rizikam infekcii
suvisiacich s migraciou, obsahuje odborné prispevky tykajice sa tuberkuldzy, ochoreni
sposobenych virusom Zika a importovanych parazitdz. Podstatnt ¢ast’ tvoria aj povodné prace.
Nasledujuce cCislo 3-4/2017 sa bude venovat téme neuroinfekcii, prizvanym editorom bude
doc. Slobodnikovd, 0 spolupracu redakénd rada poziadala doc. Ondrisku, RNDr. Huckovl a
doc. Piesecku z Infekénej kliniky Fakultnej nemocnice v Nitre. Cislo 3-4/2017 by malo byt
pripravené do konca novembra 2017. Vybor prebral ediény plan Casopisu 1-2 / 2018
a rozhodol, Ze ¢islo bude zamerané na tému antibiotik, garantom ¢isla bude doc. Niks.

7. RoOzne:

Clenska zékladina odbornej spoloénosti zostiva stabilna a pocet jej &lenov sa v poslednych
rokoch vyznamne nemeni, resp. sme zaznamenali mierny pokles pocétu ¢lenov. Vybor
na’svojom zasadnuti rie$il aj neplaticov SSKM SLS, ktorych pocet ku zaciatku roku 2017
dosiahol az 47 €lenov. Chceli by sme vyzvat’ ¢lenov, ktori nedopatrenim neuhradili ¢lenské
(niektori jednotlivei aj viac rokov) vo¢i SSKM SLS, aby si financné zavazky uhradili
V riadnom termine. V pripade akychkol'vek zmien v udajoch ¢lenov odporuc¢ame kontaktovat’
okrem SLS aj vedeckého tajomnika SSKM SLS, adresa: daniela.lackova@medirex.sk.

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

Overil: MUDr. Anna Purgelova Doc. MUDr. Milan Niks, CSc. v.r.
¢len vyboru SSKM SLS predseda SSKM SLS
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Pokyny pre autorov:

Spravy klinickej mikrobioldgie uverejiiuju povodné prace, prehladové clanky, metodické
postupy, diskusné prispevky a pod. so zameranim na problematiku lekarskej a klinickej
mikrobiologie. VSetky prace si recenzované oponentom.
Prispevok piste v elektronickej forme a zasielajte do redakcie e-mailom. Piste v slovenskom,
¢eskom, alebo anglickom jazyku. Povodné prace a prehl'adové ¢lanky by nemali presahovat’
rozsah najviac pétndst normovanych stran formatu A4 ( typ pisma Times New Roman,
velkost' 12, 30 riadkov). Rukopis mdze obsahovat’ fotografie, prehl'adné grafy a obrazky
Vv Ciernobielom a aj vo farebnom prevedeni. Prispevky maji mat’ obvykla Struktaru (suhrn,
uvod, materidl a metddy, vysledky, diskusia, zavery a zoznam pouzitej literatary). Citacie
musia spifat’ poziadavky CSN 010197. Texty maji byt pisané jasne, struéne, $tylisticky aj
jazykovo spravne. Cudzie slovd musia byt uvadzané v zhode so slovnikom cudzich slov.
Za jazykovu upravu textu zodpoveda autor. V nadpise autor uvedie plny nazov pracoviska,
Z ktorého préaca pochadza. Ak ma praca viacerych autorov z viacerych pracovisk, uvedu sa
vSetci autori a vSetky pracoviskéd. Pokial' pri povodnych pracach vedici pracoviska nie je
autorom, ani spoluautorom prace, redakcia moze vyziadat’ jeho suhlas s uverejnenim textu
(imprimatur).

Prispevky posielajte na adresu predsedu redakénej rady alebo technického redaktora
Vv jednom vytlacku vyluéne v elektronickej forme. Uved'te telefonicky a e-mailovy kontakt na
toho zautorov, kto bude komunikovat' s redakciou. VSetky uverejnené prispevky st
nehonorované.
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