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Editorial

Nedavno som sa stretol s byvalym kolegom a debatovali
sme o praci. Nebol prvy ani jediny, kto sa staZoval na

nehoraznu byrokraciu a papierovacky, pre ktoré pomaly § g £
. s v . / . ve s il

ani nema c¢as na samotnu pracu, ktora ho Zivi. Ale - T

pozname to vsetci: ,papier nepusti®. -

Je to sice stary problém, no aj tak nadobudam pocit, Ze sa :

stale zhorSuje a byrokracia, ako sa ludovo hovori, e f

,bujnie”. Velavravnou vyhovorkou slovenskych
byrokratov je ,lebo Brusel”, ale je to naozaj tak? Mozno si
spominate na jedno porekadlo z kultovej ¢eskej komédie:
,Dej blbci funkci a vymysli ti lejstro”. Ak sa poobzerame,
kto a ako dnes povacsinou dostava funkcie vo verejnom
sektore, asi to nebude daleko od pravdy. Existuje vSak
argument o stale rastucej zloZitosti procesov, globalizacii
atd’, a tie si vyzaduju stale dokladnejsi regulacny systém, ktory ustrazi kvalitu. Ako je ale potom mozné, Ze tu mame mega kauzy
ako Volkswagen a emisie, i rézne potravinové Skandaly? Lebo papier pusti... Av zloZitosti regulacie sa spravidla straca prehlad aj
efektivita. Azmysel. Prave ten zmysel a taktieZ Gcel sa stale meneja menej zohladnuju v aplikacii litery zakona. Chyba.

Ved' to pozndme aj v naSom fachu. Horibilna kontrola na zaciatku schvaleni
prevadzok a este vacsia na vystupe. Tak potom naco je na zaciatku? Ktovie. @
Jedno je vsak isté. Pred sto rokmi nebolo ani z polovice tolko zakonov a vetsems
reguldcii. Ak si farmar zaumienil, Ze pred3, tak isSiel na trh a predal. Ak osidil,

nasli si ho. Ak otravil, uz ho mozno nenasiel nikto. A preto si kazdy dvakrat
rozmyslel, ¢i bude podvadzat. Vietko malo akysi vac¢si zmysel. Dnes nas trapi
Zivotna pohoda dobytka, ekologické odpadové hospodarstvo, ale Eurdpu

zaplavuje hovadzie z dobytka porazaného v ,dobytéich podmienkach” na
zaoceanskych lodiach vypustajucich odpad priamo do mora. Inspektor sa boji

veterinarna diagnostika a poradenstvo

udeného z pravej udiarne, ale s kludom da peciatku na Udenie chemické. A Z obsahu tohto cisla:

podobnych paradoxov by sme naslinespocet. B str 3

Nie su pritom Ziadne dbkazy, Ze vybi¢ovana prisnost (a zloZitost) predpisov je Diagnostika encefalitozoondzy
v priamej umere s kvalitou. Skor naopak. Na druhej strane ak sa strati (Valencdkovd Alexandra)
ucelnost, stratisa ajzmysel. A preto v minulosti neboli ani vacsie Skandaly nez

su dnes a ani sa neumieralo na salmoneldzy ¢i listeridzy. Stacil totiz  str7

jednoduchy zakon a takzvany duch zakona, ktory kazdy ctil. Aj vrchnost aj
plebs. A moZno to ani nebola vyssia moralka, ale iba obycajny zdravy
sedliacky rozum. ZisSiel by sa veru nasim Uradnikom ajdnes a Zilo by sa [ahsie.

Rezistencia na antibiotika u
koaguldza negativnych
stafylokokov (CoNS) u oSipanych a

V druhom tohtoro¢nom ¢isle Spravodajcu nadvazujeme na tému drobnych cicavcov
Encefalitozoondza kralikov druhou éastou zaoberajicou sa diagnostikou (Viadimir Kmet, Anna Cuvalovd,
tejto choroby. V ¢lanku profesora Kmeta sa mozete docitat o vysledkoch Stefan Miholics, Michal Stanko)

zaujimave] Studie génov rezistencie baktérii izolovanych z oSipanych a
drobnych cicavcov.
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Diagnostika encefalitozoondzy

Doc. MVDr. Alexandra Valencdkovd, PhD.

Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie, Komenského 73, 04181 Kosice, alexandra.valencakova@uvlf.sk

Kedy vysetrovat materidl na

encefalitozoonozu.

Diagnostika encefalitozoondzy je urcend
predovsetkym u tych pacientov, kde sa
objavia niektoré aj ked’ nespecifické klinické
priznaky v zdvislosti od druhu hostitela.
Pravdepodobnost infekcie spésobenej
Encephalitozoon cuniculi je samozrejme
vdcsia u imunodeficitnych pacientov, a to nie
len u zvierat s virusovymi infekciami
postihujucimi imunitny systém, ale aj u
pacientov po chemoterapii, po dlhodobej
antibiotickej liecbe, pacientov s
vyoperovanou slezinou a pod. U tychto
pacientov by sa malo pristupit k vySetreniu
na pritomnost Encephalitozoon spp. pri
dlhotrvajucich nekrvavych vodnatych
hnackdch (osipané, mladatd mésoZravcoy,
hlodavce, ludia), ktoré mézu byt spojené s

vyraznym ubytkom hmotnosti.

U krdlikov a zajacov sa pristupuje k
diagnostike pri objaveni sa nervovych
priznakov, ako su vestibuldrny syndrom a
slabost koncatin. U imunokompetentnych
pacientov je sice pravdepodobnost
pozitivneho ndlezu omnoho nizsia, ale aj
napriek tomu by mali byt na
Encephalitozoon spp vysetreni pri vodnatych
hnackdch, pri ktorych nebol laboratdrne
potvrdeny iny pévodca, alebo pri ktorych
zlyhdva obvykld terapia napr. antibiotikami,
pri poruchdch mocenia a inych
nefrologickych zmendch (mdsoZravce), ako
aj pri nervovych poruchdch spominanych
vyssie (krdlik, mladatd mdsoZravcov). Tato
infekcia u imunokompetentych pacientov
vsak méZe vyustit do samovylieCenia po
objaveni sa miernych priznakov, ako je to v

pripade kryptosporidiozy a izosporozy.

Aky material vysetrovat.

Je dolezité mat na pamati, Ze mikrosporidiové spdry su velmi rezistentné vo
vonkajsich podmienkach a mézu ostat infekéné niekolko rokov, hlavne v
pripade, ked'su chranené proti vysuseniu. Vzorky feces alebo duodenalneho
obsahu moézu byt predkladané Cerstvé alebo konzervované. Akceptovatelné
su aj vzorky biopsie. V pripade diseminovanej infekcie sa na analyzu
odporuca moc (Cerstvy alebo konzervovany), ako aj ostatné telesné tekutiny
(sputum, tekutina bronchoalveolarnej lavaze /BAL/, nazalny sekrét,
cerebrospinalna tekutina /CFS/, konjunktivalny vyplach, kornedlne
zoskraby, alebo tkanivo). Cerstvé vzorky by mali byt pouZité na $tidium
patogéna na bunkovych kultdrach a na molekulové studie. K tymto vzorkam
je potrebné pridat vzorku séra na zistenie pritomnosti Specifickych
protilatok.

Ako vzorky uchovavat a kam ich posielat.

Na Slovensku sa nachadzaju dve Specializované laboratérne pracoviska
zaoberajuce sa hlavne molekulovou diagnostikou a analyzou DNA
Encephalitozoon spp., (Ustav bioldgie, zooldgie a radiobioldgie, UVLF v
Kogiciach — vzorky zo zvierat a Ustav epidemiolégie LF UPJS v Kosiciach —
humanne vzorky). Okrem nich su v Bratislave a v KoSiciach komercné
diagnostické laboratdria, ktoré uz v sicasnosti dokazu diagnostikovat toto
ochorenie prevazne sérologicky alebo pomocou monoklondalnych
protilatok, o zalezi na moznostiach zaslania vzorky do tychto laboratdrii.

Nefixované vzorky uchovavané v chladnicke.

Spéry Encephalitozoon alebo Enterocytozoon spp. su velmi odolné a i vo
vzorkach stolice (trusu), mocu a sputa vydrzia zZivé dlha dobu. Takto
uchovavané vzorky je mozné poufZit aj pre izolaciu a kultivaciu pdvodcu na
bunkovych kulturach, je mozné zhotovit z neho nater, izolovat DNA a
identifikovat pévodcu PCR metddou, alebo pripadne fixovat neskor
ktoroukolvek metddou. Skladovanie nefixovanej vzorky ma samozrejme
svoje limity, neskorsi nalez mikrosporidiovych spér moéze stazit pomnozenie
kvasiniek a plesni. Preto je ziaduce obmedzit dobu skladovania, ¢i
transportu nefixovanych vzoriek na minimum (2-3 dni), popripade pridat
zmes antibiotik/antimykotik v koncentrécii podla pribalového letaku (napr.
vyrobca SIGMA).

Fixacia etanolom.

Najvhodnejsia fixacia preizolaciu DNA, s naslednou amplifikdciou ¢astigénu
aich sekvenaciou. Spociva v zmiesani vzorky s alkoholom tak, aby vysledna
koncentracia bola blizko 70-80%.

Fixacia formaldehydom.

Takmer univerzdlna fixacia vhodnd pre neskorsie farbenie alebo pre
naslednd koncentraciu spor pre vySetrenie pomocou elektrénového
mikroskopu. Izolacia DNA z takto fixovanych vzoriek je velmi problematicka
a kultivacia povodcov nemoznd. Fixacia spociva v zmieSani vzoriek s
roztokom formaldehydu tak, aby vysledna koncentrdcia bola 4%.
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Obr. 1
Modifikované chromotrdpne farbiace
metody (www.images.google.com)

Obr. 2
Vzorka farbend kalkofluorom — modrd
fluorescencia (origindl foto)

Modifikované trichromové farbenie.

Natery su pripravené za pouZitia 10 az 20 ml koncentrovanej vzorky (vzorky
stolice alebo mocu alebo inych tekutin), ktora je tenko rozotrena na podlozné
sklicko. Je doéleZité nezabudnut pred pripravou néateru odstredit vzorku pri
otackach 500 x g. Existuju urcité udaje, ktoré uvadzaju, Zze oSetrenie vzoriek
trusu pomocou 10% KOH (1:1) pred vlastnou pripravou nateru, pri
modifikovanej trichrémovej metdéde, moZe zabezpecit lepSiu kvalitu
naterového preparatu. Vzorky mozu byt Cerstvé alebo konzervované. Metédy
modifikovaného trichrémového farbenia su zalozené na fakte, Ze penetracia
farbiva do mikrosporidiovej spory je velmi tazka, preto obsah farbiva v
chromotrépnom 2R komponente je vacsi, ako bol pouzity pri Wheatley-ho
modifikacii Gomoriho trichrémového farbenia, a tiez doba farbenia je ovela
dlhsia (90 min; Isenberg, 1992; 1995; Rayen a kol., 1993, Weber a kol., 1992).

Niektoré z tychto farbeni (Weber-Green modifikované trichrémové farbenie
(obr. 1) a Ryan-Blue modifikované trichrémové farbenie su dostupné komercne
od niekolkych doddvatelov. Je doporucené pouzitie pozitivnej kontroly.
Detekcia spor si vyZzaduje adekvatne osvetlenie a zvacsenie (olejova imerzia,
celkové zvacsenie 1000 x).

Stena spory by sa mala ofarbit na ruzovo-¢erveno, so svetlym vnitrom spéry, s
moznym horizontdlnym alebo diagonalnym pruhovanim, ¢o reprezentuje
poldrne vlakno. Pozadie sa javi ako zelené alebo modré, podla pouZitej metddy.
MOZu sa pri tom ofarbit aj baktérie, niekolko kvasinkovych buniek a nejaké
necistoty (ofarbené v réznych odtiefioch ruzovej a Cervenej), avsak tvary a
velkosti tychto artefaktov mozu byt napomocné priich odliseniod spér.

Vysledky by mali byt ozndmené, len ak su vzorky porovnané s pozitivhou
kontrolou a zhoduju sa. Volba kontrastného farbiva, ¢i uz so zelenou alebo
anilinovou modrou, zavisi na preferencii daného laboratéria a nemeni farebny
vysledok aktudlnych mikrosporididlnych spdr, ktoré sa farbia na ruzovo. Naviac,
okrem volby kontrastného farbiva (zeleného alebo modrého), bolo
navrhnutych niekolko modifikacii origindlneho roztoku chromotropného
farbiva, vratane zmeny v teplote farbiaceho roztoku a ¢ase farbenia.

Na zéklade doterajsich pozorovani je mozné konstatovat, ze farbenie pri 50 °C
10 min alebo pri 37 °C 30 min. moze zlepsit detegovatelnost spdr, pozadie
obsahuje menej necistot a spory sa farbia intenzivnejsie (Didier a kol., 1995;
Garsia a kol., 2001). K dispozicii je tiez rychla metdda Gram — chromotropného
farbenia za horuca s dobou farbenia 5 min, pricom mikrosporidiové spéry sa
farbia tmavo-fialovo oproti bledo-zelenému pozadiu (Moura a kol., 1999).

Chemofluorescencné (opticky zjasnujuce) cinidla.
Chemofluorescenéné (opticky zjasnujuace) Cinidlad su zloZité organické
chemikalie obsahujlice aromatické kruhy v molekulach, ktoré sa vyznacuju
dvomi zdkladnymi vlastnostami. Pri kratkovinnom svetle Uplne excitované
emituju svetlo vo viditelnom spektre a viazu viac alebo menej Specificky urcité
substraty (Vavra a kol., 1993). Pomocou optickych zjasfiovacov dochadza k
vizualizacii spor vo fluorescenénom mikroskope a to v désledku naviazania
optickych zjasfiovacov na chitin v stene spory. V zavislosti od pouzitého ¢inidla,
ako aj od vinovej dizky, budd steny mikrosporidiovej spéry fluoreskovat.

Pri pouZiti Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich, Ger) a vinovej dizky 395-415
nm (svetlo pri pozorovani, 455 nm), sa budd spory javit ako modrasto-biele
alebo tyrkysové ovalne Utvary (modra fluorescencia; obr. 2).

Je déleZité si pamatat, Ze tento typ farbenia je neSpecificky, malé huby a
niektoré artefakty pritomné v stolici mozu tiez fluoreskovat. Ak sa viak tento
pristup pouZije u vzoriek inych, ako su vzorky stolice, je ovela jednoduchsie
detegovat a identifikovat mikrosporidiové spéry. Mnoho laboratérii pouZiva
pre klinické vzorky jednu z modifikovanych trichromovych farbeni, a zaroven aj
kalkofluorovi metédu.



Obr. 3
Vzorka farbend Ryluxom — zelend
fluorescencia (origindl foto)

Obr. 4
Pozitivna reakcia (ZIté sfarbenie) testu
ELISA

A..1300bp B...500bp

Obr. 5

Pozitivna reakcia PCR (drdha 1-
molekulovy standard, drdhy 2,3 - produkt
PCR amplifikdcie primermi EHELR a
EHELF (500bp), drdhy 4,5 — produkt PCR
amplifikdcie primermi 530f a 580r (1280
bp)

(origindl foto)

Citlivost obidvoch metdd je relativne dobrd a malé mnozstvo spér, ktoré by
mohli uniknut pri modifikovanej trichrémovej metéde, mozu byt zachytené
optickymi zjasfnovacmi. Pri vySetrovani inych klinickych vzoriek, ako su vzorky
stolice (mo¢, sputum, odtlackové preparaty, vyplachy oka,...), ktoré obsahuju
menej nedistot a artefaktov je pouzitie optickych zjasriovacov ideélne. Dalsie
optické zjasfiovace, ktoré mozu byt pouzité, zahffiaju Fungi-Flour a Cellufluor
(Sigma-Aldrich, Ger.), Fungiqual A (Medical Diagnostics, Ger.) a Uvitex 2B,
Rylux, ktoré nie si komercne dostupné. Dostupné su vsak u vyrobcu praskov na
pranie (Ostacolor, CR), ktoré pri pouZiti excitovanych filtrov 405 — 490 nm,
farebnym li¢om 510 nm a bariérovym filtrom 550 nm davaju zelenu
fluorescenciu (obr. 3).

To znamen3, Ze spory ofarbené tymito optickymi zjasfiovaémi sa budu javit ako
zelené ovalne Gtvary.

Sérologicka diagnostika.

Detekcia protildtok mikrosporididzy je v sucasnosti jednou z najcastejSie
vyuzivanych metdd na diagnostiku. Jej nespornou vyhodou je rychlost a
jednoduchost, ako aj fakt, Ze vysetrenie prebieha in vivo a k dokazu protildtok
stacisérum vysetrovanej osoby alebo zvierata (Hollister a Canning, 1987).
Sérologické testy pouZivané na detekciu protildtok na mikrosporidie v sérach
zahrnaju imunofluorescencny, imunoperoxidazovy, enzymaticky
imunosorbentny test (ELISA, obr. 4) a Western Blot (Chalupsky a kol., 1973;
Hollister a Canning, 1987; Gannon, 1978; Croppo a kol., 1997).

Citlivost a 3pecifickost tychto metdd na detekciu antimikrosporidiovych
protilatok nie su zndme, pretoZe neboli publikované Ziadne porovnavacie
hodnotenia vSetkych Styroch metdd. Je vSeobecne zndame, Ze problémy v
sérologickej diagnostike spocivaju najma v interpretacii vysledkov, pretoze u
imunosuprimovanych pacientov mdze byt odpoved na antigén nevyraznd, ana
druhej strane Castokrat sa protilatky diagnostikuju aj u zdravych pacientov, ¢o
méze byt spésobené krizovou reakciou, pretoze niektoré druhy mikrosporidii
(patogénne aj nepatogénne) vyvoldvaju tvorbu tych istych protilatok. Medzi
nevyhody patri aj nedostupnost komercne vyrdbanych testov, preto
laboratoéria, ktoré vykonavaju diagnostiku mikrosporidii si musia vyrabat
antigén jednotlivych druhov in vitro kultivaciou v bunkovych liniach
(Valencakova a kol., 2002). NavySe Enterocytozoon bieneusi, ktory je
najcastejSie diagnostikovanou mikrosporidiou v humdannej populdcii sa
doposial' dlhodobo kultivovat nepodarilo.

Monoklonalne protilatky.

Diagnostika mikrosporidiovych infekcii je pomerne zloZita, viacstupriova a
zdihava hlavne preto, 7e organizmy su tazsie odliditelné od baktérii a malych
kvasiniek v klinickych vzorkdch. To znamen3, Ze je potrebné na potvrdenie
diagndzy vyuZit viacero metdd. Preto sa v sicasnosti sustreduje pozornost na
vyrobu Specifickych monoklonalnych protilatok (Mabs), ktoré by prekonali
tieto tazkosti (Croppo a kol., 1998; Mo, Drancourt, 2002; Moura a kol., 1999).
Tieto protilatky su v réznych Stadidch vyskumu a testovania a v sucasnosti su
komeréne dostupné monoklonalne protilatky proti Encephalitozoon
intestinalis a Enterocytozoon bieneusi (Thellier a kol., 2004). Vzhfadom na to,
Ze Enceph. intestinalis a Ent. bieneusi su najdoélezitejSie mikrosporidiové
patogény ludi, ich dostupnost urcite zlepsi diagnostické schopnosti beznych
klinickych laboratorii. V tom istom roku kolektiv autorov Mo a Drancourt (2004)
uspesdne vyrobili Specifické Mabs, ktoré mozu byt pouzivané ako Specificky
diagnosticky reagens identifikujuci Enceph. cuniculi v klinickych vzorkach od
pacientov s mikrosporidiozou, avSak nie su komeréne dostupné. Urcenie
mikrosporidiového druhu je z hladiska diagnostiky a hlavne terapie velmi
vyznamné, pretoZe urcité terapeutické postupy nie su ucinné pri vsetkych
druhoch mikrosporidii rovnako (Didier a kol., 2005). Napriklad, systémové
infekcie spésobené Enceph. cuniculi mozu byt Uspesne lie¢ené fumagillinom a
albendazolom. Avsak na infekciu sp6sobenu druhom Ent. bieneusi tieto lieciva
nezaberaju.



Molekulové metody.

Za ostatné roky sa v diagnostike mikrosporididzy
zdokonalili diagnostické techniky, zaloZzené na ddkaze
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) parazita, ¢i uz
polymerazova retazova reakcia (PCR) a jej modifikacie, az
po genomické analyzy, ktoré sliZia na ziskanie informacii o
molekulovych vlastnostiach tychto patogénov. Zakladom
molekulovych metdd pre diagnostiku ochorenia je
amplifikdcia prislusného Uuseku DNA pomocou
Specifickych primerov, nasledovana bud’ restrikénou
analyzou (enzymatickym ,nastrihanim® retazca DNA),
ktora umoznuje genotypizaciu, alebo sekvenaciou
prislusnej casti DNA (precitanim poradia jednotlivych
nukleotidov retazca DNA). Doteraz bolo publikovanych
niekolko metdd na zdklade PCR na amplifikaciu réznych
oblasti SSU a LSU rRNA génov, ako aj oblasti
medzigénovych Usekov pre diagnostikovanie a
diferencidciu druhov mikrosporidii, ktoré infikuju fudi a
zvierata.

V internetovej databaze génovej banky (GenBank) st k
dispozicii génové sekvencie SSU rRNA viacerych
mikrosporidii patogénnych pre cicavce — Encephalitozoon
cuniculi, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon
intestinalis, Enterocytozoon bieneusi, Vittaforma corneae
(Mittleider a kol., 2002). Takisto sa podarilo uréit PCR
primery pre SSU rRNA gény na identifikaciu mikrosporidii
v klinickych vzorkdch. Touto metdédou je moiné
identifikovat mikrosporidie na druhovej Urovni bez
ultrastrukturalneho vySetrenia.

Pre amplifikdciu mikrosporidii z klinickych vzoriek su
postacujuce beiné metddy extrakcie pre tkanivové
biopsie, kornedlne zoSkraby, kultivované mikroorganizmy
a vzorky mocu a trusu. Nevyhnutnym predpokladom
vyuzitia tychto metdd v diagnostike mikrosporidiéz je
adekvatne vybavenie laboratéria a kvalitné know-how. V
kazdom pripade sa vSak doporucuje fixacia casti
vySetrovanych tkaniv v ¢istom 70% etanole pre pripad
potreby izolacie DNA a naslednu molekulovu analyzu v
referenénych laboratdriach.

Efektivny postup v molekulovej detekcii mikrosporidii v
infikovanych vzorkach by mal teda zahfriat amplifikaciu
(namnoZenie) Specifického Useku DNA za poufZitia
univerzalnych primerov na amplifikdciu génovych
sekvencii SSU rRNA Styroch mikrosporididlnych
patogénov, ktoré infikuja udi a zvieratd (Ent. bieneusi, E.
intestinalis, Enceph. cuniculi a E. hellem) a to PMP1la
PMP2, 530f a 580r, ktoré po amplifikacii davaju produkt o
molekulovej hmotnosti 1200 — 1500 bp. Potom by mala
nasledovat druhové 3$pecifikacia mikrosporidii, ktora by
mala byt urCend pouZitim restrikénych endonukledz
(nastrihanim) alebo sekvenaciou (precitanim) PCR
produktu TaktieZ je mozné pozit hybridizéciu
amplifikovanej DNA Specifickymi DNA sondami alebo
spatnu PCR s pouzitim druhovo Specifickych primerov (pre
E. cuniculi ECUNR a ECUNF, pre E. intestinalis SINTR a
SINTF, pre E. hellem EHELR a EHELF, pre Ent. bieneusi
EBIER a EBIEF; obr5).

Doporuceny postup pri vysetreni.

Ako screening sa doporucuje pouzit vySetrenie trusu, moca,
sputa,... farbenim optickymi zjasnovacmi (ak laboratérium
disponuje fluorescenénym mikroskopom) alebo
chromotropnym farbenim podla Webera a kol., (1992),
pomocou ktorych mézeme vylucit negativne vzorky. Velmi
vyhodné je pouZit pozitivnu kontrolu (napr. uschované spoéry
Encephalitozoon spp. z bunkovej kultiry alebo starSich
pozitivnych vzoriek) pre porovnanie velkosti, odtiefa
fluorescencie. Spory Ent. bieneusi su lahko prehliadnutelnéa
je dobré si uvedomit, Ze st este mensie ako Encephalitozoon
spp. Daldou z moZnosti je pouzitie komeréne vyrabanej
monoklonalnej protilatky pre vysetrenie trusu na pritomnost
E. intestinalis a Ent. bieneusi, ktoré su sice najcastejSie
diagnostikované u fudi, ale v sucasnosti sa Coraz CastejSie
objavuju u zvierat a to hlavne zvierat uréenych na
konzumdciu (DaniSovd a kol., 2015). Avsak v niektorych
stadiach infekcie (na zaciatku primoinfekcie, ked vylu¢ovanie
spor zacina aZ po 6 tyZzdnoch), pri chronickej infekcii (hlavne u
kralikov, kedy vylucovanie spér je zastavené ale nervové
klinické priznaky eSte pretrvavajd) nemusi byt vylucovanie
spér exkrementami pravidlom. Preto je potrebné
mikroskopické vySetrenie doplnit sérologickym vysetrenim
IFAT pri malom pocte vzoriek (do 10) alebo ELISA privacésom
mnozstve vysSetrovanych vzoriek, na pritomnost protilatok
proti klinicky vyznamnym druhom mikrosporidii.

Ak je pritomnost mikrosporidii preukazana, ostava nam
determinovat druh. UmoZriuje to predovsetkym
transmisivna elektrénova mikroskopia (pokial laboratérium
disponuje tymto pristrojom), ktord vsak potrebuje Upravu
vzoriek fixdciou koncentrovaného sedimentu oxidom
osmicelym a ndsledné zmiesanie s tuhnucim agarom. Alebo
spory koncentrované sedimentaciou sa pouziju pre izolaciu
DNA a determindciu pomocou molekulovych metdd. Tie sa
velmi rychlo zdokonaluju a umoznuju lahku a rychlu priamu
diagnostiku mikrosporidii v truse, moci, spute s vynechanim
predchadzajucich krokov.

Odporuéania pouzivat bezné, menej citlivé metddy
naznacuju, ze na diagnostiku mikrosporidiovej infekcie je
nutné pouzit viacero diagnostickych metdd, hlavne v
pripade, ked su posudzované vzorky trusu. Kedze
mikrosporidiova infekcia ¢asto postihuje viaceré organové
sustavy, detekcia organizmu z akejkolvek klinickej vzorky by
mala byt nasledovana vysetrenim dalSich telesnych tkaniv a
tekutin. U pacientov, u ktorych je predpokladana
diseminovana infekcia, by mali byt vidy vysetrené vzorky
moca.

Napriek, z praktického hladiska, zdanlivo margindlnemu
charakteru popisanej problematiky sa dé predpokladat,
vdaka stupajucemu poctu imunosupresivnych pacientov, ze
mikrosporidiové infekcie sa posund na vyznamnu priecku
zaujmu klinickej praxe. Tym sa moZe pocet pozitivne
testovanych pacientov z radov ludi i zvierat, ako aj pocet
laboratdrii, ktoré tito infekciu budu diagnostikovat vyrazne
zvysit.

Literattura na vyZiadanie u autora.
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Abstrakt

Porovnali sme hodnoty hladin MIC90
deviatich antibakteridlnych ldtok u
koaguldza negativnych stafylokokov (CoNS)
izolovanych od osipanych a od drobnych
cicavcov. Rezistencia na tetracyklin a
aminoglykozidy sa u stafylokokov od
drobnych cicavcov nevyskytovala.
Detekovali sme vsak gény mecA, ermC,
msrA, tetk u CoNS ako u osipanych, tak aj
u drobnych cicavcov. Koaguldza negativne
stafylokoky osipanych a volne Zijucich
drobnych cicavcov mézu byt zdrojom
rezistencie na antibiotikd pre ludsku

populdciu.

Uvod

Medzi najdolezitejSie mechanizmy rezistencie na antibiotikd zaradil
EUCAST (Eurdpsky vybor pre testovanie antimikrobialnej citlivosti) v
decembri 2013 aj MRSA (meticilin rezistentné Staphylococcus aureus).
Zvlast nebezpecny je Specificky MRSA klon s tzv. klondlnym komplexom
CC398, ktory sa od roku 2005 vyskytuje ako u fudi, tak aj u oSipanych
(Peeters a kol. 2015).

V poslednej dobe narasta aj vyznam koaguldza negativnych stafylokokov
(CoNS) ako v humannej, tak aj vo veterinarnej medicine. Donedavna boli
CoNS povaZované za apatogénne, avsak meticilin rezistentné (MRCoNS)
predstavuju 50-75 % nozokomialnych izolatov u ludi (Piette a
Verschraegen, 2009). Vyskyt MRCoNS u ludi na Slovensku v rokoch
2010-2015 kolisal v rozmedzi od 51 do 69% (SNARS - slovenska narodna
databaza rezistencie na antibiotikd).

MRCoNS boliizolované u dobytka a teliat (Fessler a kol., 2010; Haenni a
kol., 2011), osipanych, hydiny, z mésa (Huber a kol., 2011). U nds popisali
vyskyt MRCoNS z mésa baZantov (Regecova a kol., 2014a), z masa
morskych ryb (Regecova a kol., 2014b) a z masa divych kralikov (Pipova a
kol., 2012). Kmene S. sciuri a S. fleurettii sU povaZované za prirodzeny
rezervoar génu mecA (Huber a kol., 2011).

Iba neddvno, v roku 2011, sa objavili spravy o vyskyte nového homoldgu
génu mecA (70% identickych nukleotidov) pod ndzvom mecA LGA251
(neskér premenovany na mecC), ktory fenotypicky sa u S. aureus
prejavoval citlivostou na oxacilin, ale rezistenciou na cefoxitin (MSSA). V
sucasnosti mecC gén bol detekovany aj u potravinovych a spolocenskych
zvierat, pricom boli zaznamenané aj kmene rezistentné na oxacilin
(meticilin). Napr. gén mecC u S. aureus z dojnic popisali Paterson a kol.
(2012). Polski autori popisali vyskyt nového mecC2 variantu u
Staphylococcus saprophyticus z piskora (Malyszko a kol., 2014) a
podobne Spanieli Gomez a kol. (2014) prekvapivo publikovali vyskyt
génu mecC u MRSA izolovanych z hlodavcov druhov Microtus arvalis a
Apodemus sylvaticus.

Rezistencia na makrolidy u stafylokokov je sprostredkovana dvomi
mechanizmami, a to MLSb (makrolid napr. erytromycin, podla EUCAST aj
azitromycin, klaritromycin a roxitromycin), linkozamid napr. linkomycin a
klindamycin a streptogramin B napr. quinupristin/dalfopristin) a
makrolidovym efluxom. Mechanizmus rezistencie MLSb je kédovany
génmi ermA, ermB, ermC (RNA metyldzy), ktoré menia vazobné miesto
antibiotika na 23S rRNA a takto spdsobuju rezistenciu na MLSb.
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Rozozndvame dva typy fenotypovej expresie MLSb a to
inducibilnd MLSb/i a konstitutivnu MLSb/c. Pri
konstitutivnom fenotype su inhibi¢né zény alebo
minimalna inhibicna koncentrécia (MIC) erytromycinu a
klindamycinu na hodnotach rezistencie. Pri indukovanom
fenotype je pritomna rezistencia na erytromycin, ale izolat
je citlivy na klindamycin. Na detekciu MLSb/i pouzivame pri
diskovej metdde tzv. D-test alebo MIC. Ak je pritomny
MLSb/i mbézeme terapeuticky aplikovat klindamycin len
kratkodobo, inak sa indukuje rezistencia na klindamycin
(EUCAST tabulka break-pointov, verzia 6.0, 2016). Dal3im
mechanizmom rezistencie na makrolidy a streptograminy
je makrolidovy eflux, kddovany génom msrA.

Najcastejsie sa vyskytujucim mechanizmom rezistencie na
aminoglykozidy u stafylokokov je tzv. bifunkéna
aminoglykozidy modifikujlica acetyltransferaza/
fosfotransferdza kédovana génom aac(6')-le-aph(2")-la,
ktory byva na plazmide alebo na transpozéme. Tento gén
kéduje vysoku hladinu rezistencie na gentamicin spolu s
rezistenciou na tobramycin, kanamycin a netilmicin
(Tenorio a kol., 2001). Vyskytuje sa aj u enterokokov a u
nas ho popisala Bujnakova a kol. (2014) u gentamicin
rezistentnych laktobacilov z trusu hydiny.

Medzi najcastejSie gény rezistencie na tetracyklin u
stafylokokov patria tetK, tetl, tetM a tetO, priCom tetM sa
méze vyskytovat aj u gramnegativnych baktérii. Neddvno
bol popisany cfr gén multirezistencie (kddujuci
fenikolovu, linkozamidovd, pleuromutilinova a
streptograminovu rezistenciu) bol detekovany u CoNS z
osipanych a kuréiat v Cine (Martineau a kol., 2012).

Cielom prace bolo porovnat vyskyt a mechanizmy
rezistencie u CoNS v prirode (drobné cicavce) a u
oSipanych.

Material

Izolovali sme 30 kmenov stafylokokov z rektalnych vyterov
osipanych (ciciaky, odstavcatd a vykrm) zo
zapadoslovenského regiéonu v rokoch 2012-2013. Dalej
sme izolovali aj 32 kmenov stafylokokov z hlodavcov
(Apodemus agrarius, A. flavicollis, Clethrionomys glareolus,
Microtus arvalis) a jedného druhu hmyzoZzravca (Sorex
araneus) od jula do oktdbra 2015 v suburbannych
lokalitach nedaleko Kosic, t. zn. z prostredia bez priameho
vplyvu ¢loveka (bez selekéného tlaku antibiotik).

Metodika

Mikroorganizmy vo vzorkach trusu a vyterov boli
pomnozené v peptonovej vode a nasledovne vyockované
na kultivacnd pédu Manitol Salt Agar. Suspektné koldnie po
rozockovani boli identifikované na pristroji Maldi Biotyper,
Standartnou extrakciou s 70% kyselinou mravcou.

Minimalnu inhibi¢nd koncentraciu antibiotik (MIC) sme
stanovili komerénym humannym kitom firmy Bel-Miditech
(Bratislava), obsahujicim nasledovné antibiotika: ampicilin-
AMP, ampicilin so sulbaktdmom-AMP+IB, oxacilin-OXA,
cefoxitin-FOX, piperacilin s tazobaktamom-TZP,
erytromycin-ERY, klindamycin-CLI, linezolid-LNZ,
rifampicin-RIF, gentamicin-GEN, teikoplanin-TEC,
vankomycin-VAN, trimetoprim-TMP, chloramfenikol-CHL,

tigecyklin-TGC, moxifloxacin-MFX, ciprofloxacin-CIP,
tetracyklin-TET, kotrimoxazol-COT, nitrofurantoin-NIT.
Vysledky MIC boli interpretované podla EUCAST (tabulka
break-pointov, verzia 6.0. 2016).

Pre vyhodnotenie hladiny rezistencie na antibiotikd sme
koncentracia antibiotika, ktord potlaci rast 90% testovanych
kmenov daného druhu. Tato hodnota v porovnani' s
definovanou hodnotou break-pointu (hranica
citlivosti/rezistencie) je dolezita pre posudzovanie
dynamiky vyvoja rezistencie kmenov v danej lokalite.

Meticilinovu rezistenciu sme stanovili intepretovanym
odcitavanim MIC oxacilinu, ktora je podla EUCAST (2016)
pre CoNS na urovni >0,25 mg/L, zatial ¢o pre Staph. aureus
a Staph. lugdunensis >2mg/L. Pre potvrdenie meticilinovej
rezistencie u CoNS sa doporucuje pouzit aj diskovi metédu
s obsahom 30ug cefoxitinu, pri ktorom ma byt priemer
inhibi¢nej zony mensi ako 25 mm. Alternativou je aj test na
tzv. penicilin binding proteiny (PBP2) alebo PCR na dbkaz
pritomnosti génu mecA.

Pouzili sme PCR metodiku dékazu génu mecA, ktora je
relativne lacnejsia ako latexova aglutindcia. Zlozenie
primerov pre mecA je popisané v publikacii Strommenger a
kol. (2003), teplota annealingu bola 55°C a PCR produkt
mal velkost 532 bp. Pre detekciu génu mecC sme pouzili
metodiku podla Cuny a kol. (2011). U stafylokokov podla
ich spektra rezistencie sme pomocou PCR otestovali aj
pritomnost dalsich génov rezistencie: blaZ-betalaktamaza
(Martineau a kol., 2000), ermA-erytromycin a ermB (Liu a
kol., 2009), ermC a msrA-makrolidovy eflux (Martineau a
kol., 2000), tet(K) — tetracyklin (Ng a kol., 2001), dfrD, dfrS a
dfrG —trimetoprim (Kadlec a, Schwartz, 2009) a rpoB-
rifampicin (Mick a kol., 2010).




Vysledky a diskusia

Pomocou Maldi-biotypera sme zaznamenali nasledovné
druhy CoNS u oboch skupin zvierat: Staphylococcus
epidermidis, Staph. haemolyticus, Staph. hominis, Staph.
chromogenes, Staph. xylosus a Staph. warneri.

Na grafe ¢.1 su zndzornené priemerné hodnoty MIC90 a
MIC (geometricky priemer) oxacilinu u CoNS. U
stafylokokov z trusu osipanych bola MIC90 na Urovni 1
mg/L oxacilinu. Pozoruhodné je zistenie vysokej hladiny
MIC90 az 4 mg/L drobnych cicavcov (hlodavcov i
hmyzoZravcov), ktoré su vlastne bez selek¢ného tlaku
antibiotik, resp. moZzu sa dostavat do styku s antibiotikami
len nepriamo cez znecistené Zivotné prostredie. Kmene
stafylokokov s vy$3ou MIC oxacilinu obsahovali aj gén
mecA, ale neobsahovali gén mecC.

MIC90 a MICxG oxacilinu stafylokokov
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Porovnanie hladin MIC90 antibakterialnych latok koagulaza
negativnych stafylokokov je zndzornené na Grafe €. 2. Zgrafu
je zrejmé, ze hodnota MIC90 tetracyklinu bola nad
hodnotou breakpointu len u kmenov z oSipanych, a to na
urovni 32 mg/L. Podobne aj gén tet(K) bol detekovany len u
stafylokokov od oSipanych. Zaujimavy je fakt, Ze u drobnych
cicavcov sa rezistencia na tetracyklin a ani na
aminoglykozidy nevyskytovala.

Rezistencia stafylokokov na erytromycin sa vyskytovala aj u
drobnych cicavcov, hoci vzorky boli odoberané v
suburbdnnych lokalitdach a aj v ochrannom pasme
Narodného parku Slovensky kras. V pripade erytromycinu
stafylokoky mali hodnotu MIC90 na Urovni rezistencie, t. . 4
mg/L (oSipané-8 mg/L a hlodavce 4 mg/L). Pomocou PCR
sme u erytromycin rezistentnych stafylokokov detegovali
gény ermC a msrA ako u oSipanych, tak aj u drobnych
cicavcov. Gény erm A a ermB neboli detegované. Rezistencia
na klindamycin sa vyskytovala u stafylokokov od drobnych
cicavcov iba u dvoch kmenov spolu s rezistenciou na
erytromycin. U oSipanych bolo 6 kmenov rezistentnych na
klindamycin, comu nasvedcuje aj vyssia hladina MIC90 na
drovni Img/L.

Pri chloramfenikole hodnoty MIC 90 boli rovnaké, a to 8
mg/L, ¢o predstavuje citlivé kmene. Hoci chloramfenikol sa
na terapiu uz nepoutziva, tato hodnota je iba jedno riedenie
pod hladinou rezistencie.

Trimetoprim je silny inhibitor bakteridlnej dihydrofolat
reduktazy (DHFR) a v kombinacii so sulfametoxazolom je
ucéinny aj proti MRSA. Rezistencia na trimetoprim méze byt
kédovana plazmidovymi dfrD, dfr K, dfrG a dfrS1 génmi,
ktoré sa Casto vyskytuju prave u stafylokokov z oSipanych
(Kadlec a Schwartz, 2009). Gény rezistencie na trimetoprim
sme v3ak nedetegovali v nasom subore kmerov. Zrejme to
suvisi s nizkou hladinou MIC90, ktord u oSipanych
dosahovala iba hodnotu 14,9 mg/L (graf ¢. 2), zatial ¢o u
humanneho MRSA ST 398 s génom dfrK mala hodnotu
vacsiu ako 250 mg/L (Kadlec a Schwartz, 2009).

Tri kmene stafylokokov izolované z drobnych cicavcov boli
rezistentné na rifampicin a obsahovali aj gén rpoB. Hodnota
break-pointu rifampicinu podla EUCAST (2016) je > 0,5
mg/L, nase kmene mali hodnotu MIC 1 mg/L. Podla
¢inskych autorov Zou a kol. (2013) je hodnota MICod 2 do 4
mg/L povazovana za nizku. Vich sibore humannych kmerov
MRSA MIC rifampicinu bola>8 mg/L. Kmene stafylokokov s
nizkou hladinou MIC na rifampicin maju iba jednu mutaciu v
géne rpoB, zatial ¢o kmene s vysokou hladinou aZz dve
mutdacie, ktoré sa prejavuju substiticiou Styroch
aminokyselin.  Mutacie v ich sibore kmernov MRSA sa
vyskytli na pozicidch 481His/Asn (95.5%), 466Leu/Ser
(87.5%), 477Ala/Asp (6.8%) a 486Ser/Leu (4.5%). Rifampicin
sa na terapiu MRSA u ludi na Slovensku nepouziva. U
drobnych cicavcov smeizolovali iba trikmene MRSA, pricom
dva kmene mali nizku MIC rifampicinu0,5resp.1mg/L.
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Organicko-mineralna kimna surovina pre monogastrické zvierata

s vysokym obsahom huminovych kyselin

Ciele aplikdcie HUMAC® Natur AFM Monogastric
Znizenie thynu mladat

Zlepsenie a udrZanie dobrého zdravotného stavu
Zvysenie prirastkov a produkcie zvierat

Zlepsenie vyuzitia (konverzie) krmiva

L2 2 0 2

Znizenie stresu zvierat vo velkochovoch

Zakladnym materidlom je Leonardit — prirodna latka s vysokou
biologickou Ucinnostou, ktora je technologicky aktivovana na celkovy
obsah huminovych kyselin nad 65% (m/m) a nasledne upravena
mravéanom vapenatym.

Aplikaciou kfmnej suroviny HUMAC® Natur AFM Monogastric okrem
stabilizacie gastrointestinalnej fléry dodavame i minerdine latky
a stopové prvky v chelatovej forme, ktoré su lahko vyuzitelné
V organizme zvierat.

Huminové latky posobia na Zivy organizmus ako stimuldtor rastu,
travenia a vyuZitia Zivin, zlepSuju produkéné ukazovatele (intenzita
rastu, konverzia krmiva, index efektivnosti vykrmu) a maju doélezity
ucinok pri prevencii a terapii mnohych nemoci.

Aplikdciou HUMAC® Natur AFM Monogastric do krmiva
predchadzame porucham zdravia (hlavne hnackam a dalSim
traviacim porucham, infekénym a neinfekénym ochoreniam),
zabezpedujeme adsorpciu toxinov ( mikrobidlnych a plesiovych ) a
pre organizmus inych jedovatych zlucenin, ktoré sa s nimi nasledne
vylucuju vykalmi z organizmu zvierat.

P&sobenim na pH traviacej sustavy priaznivo ovplyviiujeme tvorbu
enzymov, vitaminov a c¢innost ostatnych vnudtornych orgénov.
Preventivne zabrariujeme rozvoju patogénnej mikrofléry (kokcidie,
klostridie, koliformné mikroorganizmy, salmonely a pod.).

Zlepsujeme mikroklimu v mastali absorpciou hlavne dusikatych
a ostatnych latok v plynnej forme, nasledkom coho sa podstatne
zniZzuju emisie Skodlivych plynov a pachov. Tymto komplexnym
pbésobenim sa znizuje vyskyt nemoci a Uhynov zvierat, podporuje sa
zdravie a tym aj produkcia, ¢im sa zvysuje rentabilita chovu.

Technické parametre

Huminové kyseliny v susine

Dalie latky v susine

Optimalizacia ekonomiky chovu

Huminové kyseliny stimuluji organizmus k zvySenému prijmu Zivin,
vylucovaniu vacsieho mnozZstva trdviacich Stiav a enzymov, podpore
imunity a zlep3eniu celkového zdravotného stavu. Vysledkom je
zrychleny rast, vysSia produkcia, lep$ia imunita a odolnost voéi
chorobam.

Pouzitie HUMAC® Natur AFM Monogastric v doporucenom
ddvkovani méze nahradit pouzitie okyslovadiel, vyvizovaéov
mykotoxinov, pripravkov proti anémii (hlavne u prasiat) a
pripravkov na zlepSeni Welfare.

Dosiahnuté vysledky v chovu monogastrickych zvierat

e Zvysenie dennych prirastkov (o 6-8%), skratenie doby vykrmu

e Znizenie spotreby krmiva na kg prirastku (o 4-7%)

e Znizenie Uhynov u mladat, ale aj u dospelych jedincov (o 40-50%)
e ZvySenie znasky u nosnic (priemerne o 4%) je vysledkom
predlZenia znaskovej krivky, ¢o je odrazom lepsieho zdravotného
stavu nosnic

Vyssia jato¢nd vytaznost

Vyssi podiel prsnej a stehennej svaloviny u hydiny

Vyrazne lepsie senzorické vlastnosti jato¢ného mdsa

Zvysenie vyrovnanosti stada

Znizenie nakladov na antibiotika a iné lieky

Vyrazne zniZenie mastalného zapachu

Vylucenie moznosti vzniku mikrobialnej rezistencie a pritomnosti
rezidui cudzorodych latok v Zivocisnych produktoch

U nosnic mimo zvySenej produkcie vajec a lepsSej liahnivosti sa
mierne zvysi hmotnost vajec, pricom hribka Skrupiny sa nemeni,
ale zvysi sa jej pevnost

Sposob podavania
HUMAC® Natur AFM Monogastric sa primiesava do krmiva, ktoré
moze byt ihned skrmované. Kfmna surovina je bez ochranné doby.

Davkovanie

Domdce zvierata (psy, macky) 2-3g/kus/den,

0,5 % do krmiva
V pripade vyskytu hnackovych ochoreni doporucujeme 2-3x zvysit
preventivnu davku po dobu 5 - 7 dni.

Fulvonové kyseliny min. 5%
Mravcany 3,24 %
Vapnik (Ca) 511 %
Hor¢ik (Mg) 4 855 mg/kg
Zelezo (Fe) 18 094 mg/kg
Med' (Cu) 14,25 mg/kg
Zinok (Zn) 35,15 mg/kg
Mangén (Mn) 135 mg/kg
Kobalt (Co) 1,18 mg/kg
Selén (Se) 1,59 mg/kg
Vanad (V) 40 mg/kg
Molybdén (Mo) 2,57 mg/kg
vsetky v prirode sa’vyskytujl]ce stopové prv-ky}/ v ug/kg
karboxymetylcelul6zovom komplexe organické hmoty
Vlastnosti
Velkost castic do 100 um
max. 15%

Ziadajte u svojich distributorov.

Balenie: 4, 25 kg

Doba pouZitelnosti: 24 mesiacov od datumu vyroby pri dodrZzani podmienok
skladovania.

Registracné Cislo krmivarskeho podniku: SK 100900
Vhodny pre poutzitie v ekologickom polnohospodarstve
Platnost katalégového listu od 1. 1. 2015 do 31. 12. 2015
HUMACON s.r.0.,Letnd 27, 040 01 KoSice, Slovenska republika

+421 910 218 306
info@humac-portal.eu, www.nhumac-portal.eu
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