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SOUHRN

Staphylococcus argenteus (S. argenteus) je novy druh koaguldza-pozitivniho stafylokoka popsaného v roce 2015. Jednd se o druh,
ktery je fenotypove velmi podobny a geneticky Uzce pribuzny se Staphylococcus aureus (S. aureus). Odliseni bylo doneddvna mozné
pouze s pouzitim molekuldrné genetickych metod; multilokusové sekvencéni typizace a celogenomové sekvenace, které se v rutinnich
laboratorich vzhledem k ¢asové a finan¢ni naroc¢nosti vétsinou nepouzivaji. Velkym posunem v uréovani S. argenteus je aplikace metody
MALDI-TOF MS, v pfipadé pouziti aktualizované referencni databaze hmotnostnich spekter. V kratkém sdélenf bychom chtéli informovat
0 prvnim potvrzeném kmenu S. argenteus izolovaném od pacienta v Ceské republice a pravdépodobné i prvnim publikovaném nalezu
kmenu S. argenteus ve stredni a vychodni Evropé.

KLICOVA SLOVA
Staphylococcus argenteus - Staphylococcus aureus - MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

ABSTRACT

Kukla R., Neradova K., Petras P., Keklakova J., Ryskova L., Zemli¢kova H.: The first confirmed detection of Staphylococcus
argenteus in the Czech Republic

Staphylococcus argenteus (S. argenteus) is a novel species of coagulase-positive staphylococci described in 2015. This species is
phenotypically highly similar and genetically closely related to Staphylococcus aureus (S. aureus). Until recently, differentiation was
only possible by molecular genetic methods, multilocus sequence typing and whole-genome sequencing, which are not generally
used in routine laboratories due to time-consumingness and expensiveness. A major improvement in the identification of S. argen-
teus is the application of MALDI-TOF MS, if the available updated mass spectrum reference database is used. In the short report,
we would like to present the first confirmed S. argenteus strain isolated from a patient in the Czech Republic and probably the first
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published S. argenteus strain in Central and Eastern Europe.
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Do soucasné doby (Cervenec 2019) bylo popsano celkem
54 druhd stafylokok [1], v€etné poddruhti se jedna o 66
taxond. Z toho je 11 koagulaza-pozitivnich a 55 koagula-
za-negativnich. Staphylococcus argenteus (S. argenteus) spolu
se Staphylococcus schweitzeri patfi k nové popsanym dru-
htim koagulaza-pozitivnich stafylokokli. Staphylococcus
schweitzeri, izolovany ptivodné od opic, neni na rozdil
od S. argenteus prozatim povazovan za agens vyvolavajici
infekce u ¢lovéka [2].

Prvni podezfeni na novy druh stafylokoka fenotypové
podobnému S. aureus bylo vysloveno pravdépodobné jiz
v roce 2009. Autofi vice studii [3-6] vykultivovali z rz-
nych klinickych (humannich) materiald, ale také ze
vzorkll od opic [7] a netopyra v Africe [8], stafylokoka,
jehoz fenotyp byl na zakladé biochemické typizace velmi
podobny fenotypu S. aureus [9]. Tento stafylokok byl nej-
prve pracovné oznacen - doslovneé pielozeno z angli¢tiny
divergent lineage of S. aureus - ,,0dlisna linie S. aureus“ nebo
S. aureus klonalni komplex 75 metodou multilokusové
sekvenc¢ni typizace (MLST) [6, 10]. Novy stafylokok ziskal
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definitivni druhovy nazev Staphylococcus argenteus sp. nov.
uvedeny v roce 2015 na zakladé dat ziskanych z celoge-
nomové sekvenace, MLST a odliSnych spekter v MALDI-
-TOF MS v Casopise International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology [11]. Do soucasné doby
(Cervenec 2019) byly osekvenovany genomy 123 riznych
kmenti S. argenteus, jejichZ sekvence jsou pfistupné v NCBI
databazi. Podle studie autort Kaden R. et al. (2018) [12]
vznikly druhy S. argenteus a S. aureus oddélenim od spolec-
ného predka jiz priblizné pred 41 000 lety.

Uvedeny druh byl identifikovan a popsan primarné u pti-
vodnich obyvatel v Australii, dalsi izolaty byly hlaseny
na Novém Zélandé, v jihovychodni Asii, v Oceanii, ale
pravdépodobné také v Jizni Americe [6, 13]. V ostatnich
zemich byly kmeny S. argenteus zjiStény retrospektivni
identifikaci kmend urcenych jako S. aureus. Zjisténa in-
cidence ve vybranych statech kolisala od méneé nez 1 %
v Barmé [14], 6 % v Laosu [15] nebo ve vychodni Ciné [16]
az po 19 % v Thajsku [17]. V Evropé byly také hlaseny
potvrzené izolaty S. argenteus, zjiSténé pfehodnocenim
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Tabulka 1. Porovnani biochemické aktivity kmene Staphylococcus argenteus J4348 izolovaného ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

s kmeny identifikovanymi autory Tong et al. (2015) [11]

Table1. The comparison of biochemical activity of Staphylococcus argenteus strain J4348 isolated in University Hospital Hradec Kralove

with the strains identified by Tong et al. (2015) [11]
Kmen S. argenteus J4348 -

Biochemicky test

Kmeny S. argenteus Kmeny S. aureus

FN HK (GEX)E (n=18)'
D-xyloza = - (100) - (100)
Arginin dihydroldza + +(100) +(100)
B-galaktosidaza - -(94) -(96)
Fosfatdza + +(94) +(100)
B-glukuronidaza - - (100) - (100)
L-pyrrolidonyl arylamidaza - +(94) +(100)?
Uredza + opozdéné? - (56) - (100)*
Rezistence k polymyxinu B + +(100) +(94)
Laktoza + - (100) =©n)
N-acetyl-D-glukosamin + -(72) +(98)
Maltéza + +(100) +(100)
Rezistence k novobiocinu = - (100) -(98)
Rist v 6,5 % NaCl # +(100) +(100)
D-mannitol + +(100) +(100)
D-mannoza + +(94) +(100)
Rafinéza S - (100) - (100)
Sachardza W +(100) +(100)
Trehaldza + +(100) +(83)
D-ribdéza + opozdéné’ -(83) -(96)
D-galaktoza il +(100) +(82)
Biochemicka souprava STAPHYtest 24 konvencni testy Vitek2 GP Card (bioMérieux) Vitek2 GP Card (bioMérieux)

V zévorce jsou uvedena procenta pozitivnich nebo negativnich kment.
'Prevzato a upraveno z publikace Tong et al. (2015) [10].

“Podle literarnich idajd i zkusenosti NRL pro stafylokoky CEM, SZU naprostd vétsina kmen( S. aureus enzym pyrrolidony! arylamidézu neprodukuje
3Podle zkusenosti NRL pro stafylokoky CEM, SZU vétsina kmen( S. aureus enzym uredzu produkuje.
“Ve STAPHYtestu 24 negativni vysledek, v konvenénim zkumavkovém provedeni 3. den pozitivni.

The percentages of positive and negative strains are shown in brackets.
'Adapted from publication Tong et al. (2015) [11]

?According to the publication data and NRL for staphylococci CEM, SZU experience, the vast majority of S. aureus strains do not produce pyrrolidonyl arylamidase enzyme.
3According to NRL for staphylococci CEM, SZU experience, the most S. aureus strains produce urease enzyme.
“Negative result determined in STAPHYtest24, but positive on day 3 when the tube test was used.

identifikace kment ptivodné urcenych jako S. aureus.
V Belgii se jednalo pouze 0 0,16 % [18], v Dansku 0 0,42 %
kmenti [19], ve Svédsku a Norsku byly potvrzeny i kmeny
S.argenteusrezistentni k oxacilinu [9, 20, 21]. Dva ptipady
komunitnich infekci - pneumonie a septické artritidy vy-
volané kmeny S. argenteus s geny pro Panton@v-Valentintv
leukocidin byly hlaSeny z Francie [13].

Staphylococcus argenteus patii mezi koagulaza-pozitivni
stafylokoky - testy na volnou a vazanou koagulazu jsou
pozitivni, dile produkuje enzym hyaluronidazu. Prikaz
produkce hyaluronidazy je velmi specifickym testem
k odliseni S. aureus od ostatnich humannich koagulaza-
-pozitivnich stafylokokil, nebot byla zjiSténa pozitivita
tohoto testu u vice nez 99 % kmend S. aureus [22]. Z animal-
ni provenience produkuje hyaluronidazu Staphylococcus
hyicus [22]. S. argenteus disponuje stejnymi nebo velmi
podobnymi faktory virulence, véetné gen antibiotické
rezistence, jako S. aureus [12]. Vzhledem k faktu, Ze S. argen-
teusneprodukuje stafyloxantin, byl zpocatku tento novy

druh mikrobiology povazovan za méné virulentniho sta-
fylokoka, nez je S. aureus. Pigment stafyloxantin chrani
bakterialni bunky pfed oxida¢nim stresem a do urcité
miry i pfed zabijenim neutrofily [12]. Pozdéji se vSak
ukazalo, Ze nékteré kmeny S. argenteus maji ve svém ge-
nomu, podobné jako S. aureus, geny pro enterotoxiny sea,
sec, sed, hemolyziny hla a hlb nebo Pantontv-Valentintiv
leukocidin IukSF-PV [2]. Testovanim cytotoxicity na HeLa
a HT29 bunikach (nadorové cervikalni a nadorové burniky
tlustého stfeva) byla zjisténa schopnost S. argenteus, zejmé-
na prostfednictvim alfa-hemolyzinu, vyvolavat nekrézy
uvedenych buneék [2].

Kmeny S. argenteus byly izolovany jako etiologické agens
od pacientd s infekci klize a mékkych tkani, purulentni
lymfadenitidou [23], abscedujici pneumonii, septickou
artritidou [13], infekci kloubni nahrady [24] a bakterié-
mii. Uvedeny druh je u imunokompetentnich pacien-
tl schopen vyvolat podobné spektrum infekci, av§ak
pravdépodobné s mirnéjs$im priibéhem nez S. aureus, a to
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vzhledem k velmi podobnému spektru faktord virulen-
ce, jimiz S. argenteus disponuje [12, 13, 17, 23].

S. argenteus roste dobfe na béZnych ptidiach véetné krev-
niho agaru, kde vytvari vétsi (2 mm) kulaté, hladké
a krémové bilé kolonie, které mohou byt obklopené z6-
nu uplné hemolyzy. Kolonie S. argenteus nejsou zejména
po prvnim dnu kultivace pfili§ odlisné od kolonii S. au-
reus. Zakladnim, a ¢asto okem patrnym rozdilem mezi
obéma druhy, je neschopnost S. argenteus produkovat
zluty pigment, karotenoid stafyloxantin. S. argenteus
postrada v sekvenci genomu gen crtM, ktery kéduje
syntézu uvedeného pigmentu. Rozdil v pigmentaci
je patrny zejména pfi kultivaci na cokolddovém aga-
ru pii 37 °C po dobu 48 hodin. Nicméné se nejedna
o spolehlivy diskrimina¢ni znak, nebot pfiblizné 10
% kment S. aureus produkuje stafyloxantin ve velmi
malém mnozZstvi nebo viibec [2, 9, 11]. Autorsky kolek-
tiv ze Svédska Kaden et al. (2018) [11] ve svém sdéleni
uvedli, Ze jimi dourceny S. argenteus roste na chromo-
gennim agaru SAID (bioMérieux, La Balme Les Grottes,
France) v modrych koloniich, kdezto kolonie S. aureus
v koloniich zbarvenych zelené. Spolehlivou, a vmnoha
laboratotfich dostupnou metodou k odliSeni S. aureus od
S. argenteus a rovnéz od druhu Staphylococcus schweitzeri, se
zda byt MALDI-TOF MS, tedy v ptipadé aktualizované
databaze hmotnostnich spekter druhii. Biochemické
testy jsou vzhledem k velké podobnosti fenotypu S.
aureus a S. argenteus (tab. 1) vhodné spise pro potvrzeni
vysledku z identifikace hmotnostni spektrometrii
a pro sledovani fenotypovych profili jednotlivych
kmenti. K odliSeni S. argenteus od S. aureus molekularné
biologickymi metodami nelze vyuZzit v mnoha labora-
tofich provadénou sekvenaci z oblasti 16S rRNA genu,
a to vzhledem Kk jeho Uplné identité u obou druht.
Sekvenace sodA, gap, rpoB a dalSich gent by méla dru-
hy spolehlivé odlisit, rovnéz je mozné vyuzit metody
(GTG)5-PCR fingerprinting (repetitivni PCR) [3, 9, 25].
Ve vyzkumneé zaméfenych laboratofich 1ze samoziejmé
k iplné charakterizaci kment S. argenteus pouzit metod
MLST a celogenomové sekvenace [9, 12, 21].

Kazuistika a identifikace kmene S. argenteus

Kmen S. argenteus J4348, vykultivovany od pacienta ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové (FN HK), byl spi-
Se nahodnym zachytem. Pacient, 72lety muz némecké
narodnosti, ktery cestoval autobusem z Némecka na
dovolenou do Ceské republiky, byl hospitalizovin 8 dni
na Neurochirurgické klinice pro poruchu védomi zpt-
sobenou rozsdhlym subduralnim hematomem. V ramci
screeningového vysetfeni dychacich cest; trachealniho
aspiratu a vytéru z nasopharyngu, byl z obou materiala
vykultivovan v nizké kvantité stafylokok, suspektné mor-
fologicky vypadajici jako S. aureus, dobfe citlivy k testo-
vanym antibiotikim (tab. 2). Vétsi krémové bilé kolonie
byly na krevnim agaru obklopené dvéma zénami hemoly-
zy, coz bylo zpisobeno produkci alfa- i beta-hemolyzinu.
Kmen byl metodou MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Némecko) urcen jako Staphylococcus argen-
teus. JelikoZ se jednalo o prekvapivy nalez, identifikace
byla opakovana, avsak se stejnym vysledkem a se skdre
2,031-2,117. V nasi laboratofi disponujeme databazi MBT
Compass Library, Revision H z dubna 2018.

Kmen byl nasledné odeslan do NRL pro stafylokoky,
kde byl podroben MALDI-TOF MS identifikaci, fenoty-
pové charakterizaci a prikazu nuc genu metodou PCR.
Metodou hmotnostni spektrometrie byla zjisténa stejna
identifikace jako v Ustavu klinické mikrobiologie FN HK,
tj. S. argenteus se skore 2,0. Z diskriminujicich fenotypo-
vych reakci byla vétSina shodna s vysledky pro S. aureus:
u kmene J4348 byla zjisténa pozitivita clumping-faktoru,
produkce volné koagulazy, hyaluronidazy a rezistence
k polymyxinu B.

Vysledky biochemickych testli byly vétSinou shodné
s témi, které uvadi popisova publikace Tong et al. (2015)
[11] - viz tabulka 1. Rozdilné kmen J4348 neprodukoval
pyrrolidonyl arylamidazu (PYRAazu) a naopak okyseloval
laktézu. Metodou PCR nebyl zjistén pro kmeny S. aureus
charakteristicky nuc gen, jehoz pfitomnost je ve vySe
uvedené praci [11] popsana. V literatufe existuje nékolik
publikaci, kde autofi uvadi, Ze u jejich kmenu S. argenteus
nebyl nuc gen rovnéz detekovan [12, 26].

Tabulka 2. Citlivost kmene S. argenteus J4348 k testovanym antibiotikiim vysetfend diskovym difiznim testem a mikrodilu¢ni metodou
Table 2. The susceptibility of S. argenteus J4348 strain determined by disk diffusion test and microdilution method

Antibiotikum  PEN FOX (0) ¢.\ ERY CLI

Diskovy difuzni test
Zéna (mm) N 27 N 27 25 27 27 25 22 25 27 29 21 15
Hodnoceni N N S S S S S S S S S S S N
Mikrodilu¢ni metoda
MIC (mg/I) 0,03 2 N 0,25 0,12 0,12 2 N 0,25 0,25 0,5 N N 2
Hodnoceni S N S S S S S N S S S N N S

PEN - penicilin, FOX - cefoxitin, OXA - oxacilin, ERY - erytromycin, CLI - klindamycin, TET - tetracyklin, COT - trimetoprim/sulfamethoxazol, CTL - ceftarolin, GEN - gentamicin,

CIP - ciprofloxacin, LNZ - linezolid, RIF - rifampicin, TIG - tigecyklin, VAN - vankomycin
Citlivost hodnocena dle EUCAST 2019.
S - citlivy, N - netestovano/nehodnoceno

PEN - penicillin, FOX - cefoxitin, OXA - oxacillin, ERY - erythromycin, CLI - clindamycin, TET - tetracycline, COT - trimetoprim/sulfamethoxazole, CTL - ceftaroline, GEN - genta-
micin, CIP - ciprofloxacin, LNZ - linezolid, RIF - rifampicin, TIG - tigecycline, VAN - vankomycin

Susceptibility evaluated according to EUCAST 2019.
S - susceptible, N - not tested/evaluated
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Kmen S. argenteus J4348 byl zaslan do Ceské sbirky mikro-
organisma v Brné (CCM), kde byla provedena repetitivni
polymerazova fetézova reakce pomoci primeru (GTG),
[25]. Podle vysledkd této analyzy se jednoznacné prifadil
k typovému kmenu S. argenteus CCM 88707 = MSHR1132",
V ramci molekularné genetickych metod je dale vhodné
pro urceni S. argenteus pouzit sekvenaci sodA, gap, rpoB
a dalsich specifickych gent [3, 9].

Jedna se o prvni, v Narodni referenc¢ni laboratofi po-
tvrzeny zachyt Staphylococcus argenteus v Ceské republice.
Domnivame se vSak, Ze se jedna také o prvni publikovany
pripad ve stfedni a vychodni Evropé. V odborné literatute
jsme (viz pfedchozi text) doposud zaznamenali zpravy
o zachytu uvedené bakterie pouze z Francie, Belgie,
Danska a Svédska. Vzhledem k faktu, Ze se jedna o no-
vého stafylokoka, pravdépodobné s podobnou mirou
virulence jako S. aureus, je nutné na nalez S. argenteus
v klinickych materidlech upozornit oSetfujiciho klinika.
Nalez je vhodné doplnit vhodnym komentafem tak, aby
nedoslo k domnénce, Ze se jedna o nékterého z velmi niz-
ce patogennich nebo nepatogennich prevazné koagulaza-
-negativnich stafylokokti. Skupina ESGS (ESCMID Study
Group for Staphylococci and Staphylococcal Disease)
doporucuje ve svém stanovisku nalez S. argenteus hlasit
Klinikovi jako S. aureus komplex. Ke kmen@m S. argenteus
rezistentnim k oxacilinu by se pak mélo v prevenci a kon-
trole jejich vyskytu pfistupovat obdobné jako ke kmentim
MRSA (oxacilin rezistentni S. aureus) [25].

ZAVER

Je pravdépodobné, Ze Cetnost zachytd kment S. argenteus
v humdannich klinickych materidlech bude nadale vzris-
tat. Sviij podil bude mit zlepsujici se rutinni diagnostika
bakterii a §ir§i dostupnost metody MALDI-TOF MS. Timto
sdélenim jsme chtéli upozornit na existenci nového
druhu stafylokoka tzce ptibuzného se S. aureus. Nalez S.
argenteus v klinickém materialu by mél byt hlasen klini-
kovi a hodnocen v kontextu se stavem pacienta, nebot
se zda, Ze jeho klinicky vyznam je podobny S. aureus. Ke
kmentm S. argenteus rezistentnim k oxacilinu by mélo
byt v ramci epidemiologickych opatfeni pfistupovano
obdobné jako ke kmentim MRSA.

Recentné (srpen 2019) byl ze stejného oddéleni zachycen
z dychacich cest pacienta dalsi kmen, u kterého vysla
metodou MALDI-TOF MS shodna identifikace: S. argen-
teus se skore: 2,163.
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OSOBNI ZPRAVA

Podékovani

Autofi dékuji RNDr. Pavlu Svecovi, Ph.D. z Ceské sbirky
mikroorganismia (CCM) v Brné za provedeni analyzy
kmene S. argenteus J4348 metodou repetitivni PCR.

Prace Dbyla podpofena projektem Ministerstva
Zdravotnictvi CR - 17-28539A a &aste¢né projektem MZ
CR - RVO (,,Statni zdravotni ustav - SZU, 75010330%).
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Vzpominka na MUDr. Martinu Havlickovou, CSc.

Martina Havlickova se
narodila 16. srpna 1960
v Praze. Studium na 1é-
katské fakulté Univerzity
Karlovy ukoncila v roce
1986. Cely svij profesni
zivot stravila ve Statnim
zdravotnim ustavu, kde
se vénovala problematice
respiracnich virdi. V le-
tech 1986-1989 absolvo-
vala ve Statnim zdravot-
nim Gstavu aspiranturu,
védeckou hodnost kandi-
data véd (CSc.) obh4jila
v roce 1990 s disertacni praci zaméfenou na moznosti
rychlé laboratorni diagnostiky chiipky.

Absolvovala nékolik kratkodobych zahrani¢nich stazi:
v roce 1990 na finské University of Turku a v chiipkovém
odboru amerického Centra pro kontrolu nemoci v Atlanté,
vroce 1992 v narodnim chtipkovém centru v londynském
Statnim zdravotnim tstavu v Colindale a v roce 2000 se
zucastnila v parizském Institute Pasteur kurzu ESWI véno-
vanému laboratornim metodam pro diagnostiku chfipky.
MUDr. Martina Havlickova, CSc., se vénovala rozvo-
ji komplexniho pfistupu k diagnostice a surveillance
chtipky a dalsich respira¢nich virovych agens. V letech
1997-2013 vedla Narodni chiipkové centrum, od roku 2013
byla vedouci Narodni referen¢ni laboratore pro chfipku
a nechtipkova respira¢ni virova onemocnéni. Kromé to-
ho byla v letech 1998-2012 zastupkyni vedouci odborné
skupiny pro respiracni a enterovirové infekce a v letech
2012-2019 vedouci Oddéleni respiracnich, stfevnich a exan-
tematickych virovych ndkaz Statniho zdravotniho tstavu.
Martina Havlickova uspésné zavedla sentinelovou
surveillance chfipky a dalSich akutnich virovych re-
spirac¢nich infekci. Spole¢né se svou ucitelkou RNDr,
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Bélou Tamovou, DrSc., provadéla odborné aktivi-
ty, které vyustily v ispésné a plnohodnotné zata-
zeni Narodni referencni laboratofe pro chfipku do
sité laboratoti spolupracujicich s WHO. Diky jejimu
sili byla CR prvni zemi z byvalého vychodniho bloku,
ktera v druhé poloviné devadesatych let 20. stoleti spl-
nila naroc¢na kritéria pro ¢lenstvi v European Influenza
Surveillance Scheme. EISS byl po vzniku ECDC néasled-
né transformovan v European Influenza Surveillance
Network. V evropské chripkové skupiné se vénova-
la predevsim antigenni charakterizaci chfipkovych
vir, identifikaci chiipkovych kment a klasické virologii.
S jejim vyznamnym prispénim se podatilo vytesit kri-
zové situace spojené s pandemii chfipky v roce 2009. Na
jednanich WHO v Zenevé opakované zastupovala CR na
mezivladnich jednanich k pandemické ptripravenosti.
Byla netinavnym propagatorem ockovani proti chfipce,
za jejiho pfispéni je Ceska republika jednim z prvnich
evropskych statd, kde se plo$né pouZziva kvadrivalentni
vakcina. Od roku 2012 byla ¢lenkou vyboru Spole¢nosti pro
epidemiologii a mikrobiologii Ceské 1ékafské spole¢nosti
J. E. Purkyné.

Vsichni jsme Martinu znali nejen jako fundovaného
odbornika, ale i jako nesmirné obétavou a lidskou by-
tost. Nevénovala se vSak jen praci odborné, jeji cas patfil
predevsim rodiné a pfateldm. Rada cestovala, opatrovala
kocici pratele a také zpivala ve sboru U Salvatora. A kdyz
bylo tfeba, nevahala a aktivné se ucastnila v soucasnych
spolecenskych protestech proti hulvatstvi.

Sviij dlouhy state¢ny boj se zavaznou nemoci prohrala 29.
12. 2019. Bude ndm moc chybét.

Jan Kyncl, Helena Jifincova,

Klara Labska, Barbora Mackova

Po dohodeé $éfredaktorii bylo otisténo i v Casopise Zprdvy Centra epide-
miologie a mikrobiologie.



