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Souhrn

Porovnavaci studie vysledku l1écby akné vakcinami a systémovymi antibiotiky.
2. Charakteristika bakterialnich kmenu izolovanych z lozisek akné a jejich rezistence
na antibiotika

Autori popisuji stav a vlastnosti kozni mikrofléry u 51 pacientd s akné v zavislosti na 1é¢bé vakcinou
nebo antibiotiky. Dale ovéruji genetickou shodu u fenotypové stejnych izolata ziskanych od jednoho paci-
enta pri opakovanych odbérech. U druhu Staphylococcus aureus pak stanovuji vybrané faktory virulence.

Prace potvrdila spoluii¢ast stafylokoku a propionibakterii v etiopatogenezi akné, dokumentovala i jejich
statisticky nevyznamné ovlivnéni obéma zpusoby 1é¢by. Testy citlivosti prokazaly jen nizkou rezistenci Pro-
pionibacterium acnes na klindamycin (6,7 %), ktera vSak byla vyssi u druhu Staphylococcus epidermidis (na
erytromycin 73,4 %, klindamycin 62,6 %). V prubéhu sledovani nebyly prokazany jeji signifikantni zmény.

Fenotypové shodné kmeny koagulaza-negativnich stafylokoku byly nalezeny u 12 pacienti. Analyzou
elektroforetickych profila jejich DNA byla zjisténa geneticka shoda u 6 (50 %) klinickych pripadi. Detek-
ce faktoru virulence u Staphylococcus aureus prokazala pritomnost genu pro tvorbu Pantonova-Valentino-
va leukocidinu u tfech kmenii. Geny pro enterotoxin A a TSST-1 nebyly nalezeny.

Klicovd slova: akné — Propionibacterium acnes — Staphylococcus sp. — rezistence na antibiotika — faktory
virulence

Summary

Comparative Study of Acne Treatment with Vaccines and Systemic Antibiotics.
Part 2: Characteristics of Bacterial Strains Isolated from Acne Lesions and their Anti-
biotic Resistance

Authors characterized skin microflora in 51 patients with acne after treatment either with vaccine or
antibiotics. They also verified genetic homology of phenotypically identical isolates repetitively taken from
the same patient and determined selected virulence factors in Staphylococcus aureus species.

Study confirmed participation of staphylococci and propionibacteriae in etiopathogenesis of acne and
documented statistically not significant influence of both treatment modalities on the above mentioned pa-
thogens. Sensitivity tests confirmed only low resistance of Propionibacterium acnes to klindamycin (6.7 %)
and higher resistance of Staphylococcus epidermidis species (73.4% to erythromycin and 62.2% to klinda-
mycin). Significant resistance changes were not demonstrated during study.

Identical phenotype of coagulase negative staphylococci strains was found in 12 patients. Electrophore-
tic DNA profile analysis revealed genetic homology in 6 (50%) cases. Virulence factors detection demon-

Tato dil¢i studie byla finan¢n& podporovéna grantem IGA MZ CR & NR9065-3/2006 a MSM 6198959223

Pozn. 1. ¢ast této prace: ,,Porovndvaci studie vysledkl 1é¢by akné vakcinami a systémovymi anitbiotiky. 1. Hodnoceni 1é¢ebného tGc¢inku.” byla pub-
likovana v ¢. 4 Ces-slov Derm 2005.
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strated presence of gene for Panton-Valentine leukocidine synthesis in 3 Staphylococcus aureus strains. No

enterotoxin A and TSST-1 genes were found.

Key words: acne — Propionibacterium acnes — Staphylococcus sp. — antibiotic resistance — factors of viru-

lence

UvVOD

Acne vulgaris je chronické zanétlivé onemocnéni pilo-
sebacedzni jednotky s riznym podilem jednotlivych pato-
genetickych faktorti a variabilitou klinickych forem.
V patogenezi ma nesporny vyznam i pfirozend koZni mik-
roflora, zejména Propionibacterium acnes (P. acnes),
v mensi mife i dal§i druhy propionibakterii. Vykazuji
celou fadu enzymatickych aktivit — jejich lipazy $tépi di-
acylglyceroly a triacylglyceroly mazu na glycerol a volné
mastné kyseliny, které indukuji proliferacni hyperkerat6-
zu folikuldrniho vyvodu a pusobi tak komedogenné.
Svym iritatnim uc¢inkem (pokles pH) vedou k naruSeni azZ
ruptufe mazové Zlazy. Obdobné protedzy umoziiuji pri-
nik obsahu folikulu jeho sténou a hyaluroniddzy podporu-
ji Sifeni zanétu v dermis. Klinickym disledkem je vznik
primarnich nezanétlivych mikrokomedonti a uzavienych
nebo otevienych komedont, posléze i sekundérnich
zangtlivych projevi — papul, pustul, induraci i abscest (6,
15).

Propionibakteria ovliviiuji buné¢né i humoralni slozky
imunitniho systému — dochézi ke zvySeni interleukinu-lo,
chemotaktickych faktori a aktivaci komplementu. Ve
srovndni se zdravymi maji pacienti s akné signifikantné
vEtsi pocet a intenzitu ¢asné i pozdni odpovédi na antige-
ny P. acnes. Kromé dalSich enzymi (fosfatdz, neuramini-
daz, deoxyribonukledz) produkuji litky blizké prosta-
glandinim, které se také uplatiiuji pfi vzniku zanétlivych
projevi akné (4, 13, 17).

Ostatni bakterie koZni mikroflory, zejména Staphylo-
coccus epidermidis (S. epidermidis), mohou rovnéZ pro-
dukovat uvedené enzymy a uplatnit se tak v etiopatogene-
zi akné. Vyznam druhu Staphylococcus aureus (S. aureus)
pri hnisavych projevech je nesporny (1, 5, 15, 16).

Cilem prace bylo posoudit ovlivnéni kozni mikroflory
aknéznich 1ézi 1é¢bou vakcinou nebo antibiotiky (ATB),
vCetné piipadného narlstu rezistence vypéstovanych
kmeni k ATB, dale ovéfit shodu fenotypové stejnych izo-
14t od jednoho pacienta pomoci pulzni gelové elektrofo-
rézy (PFGE) a stanovit tak jejich perzistenci nebo naopak
kolonizaci novym kmenem. V piipad¢ ndlezu S. aureus
bylo cilem detekovat geny vybranych faktort virulence.

METODIKA

N

V obdobi ¢tyf let bylo sledovano 51 pacientt s t€Z8imi
formami akné, u nichZ byla k 1é¢bé pouzita tetracyklino-
va ATB (17 pacientl) nebo lyofilizovand vakcina v kaps-

lich (34 pacientt). Charakteristika obou soubort pacien-
t, zplsoby 1é¢by a hodnoceni jejich vysledkt jsou publi-
kovéany v 1. ¢asti této studie (14).

U obou skupin pacientll byla indikovina kultiva¢ni
vySetieni hnisu z aknéznich eflorescenci pfed zahdjenim
1écby a nésledné za 6 tydnl po jejim zahdjeni, dile po
ukonceni 1é¢by ATB nebo za 6 mésict od zac¢atku vakci-
noterapie. Z technickych divodi nebyla provedena
vSechna tfi vySetfeni od vSech pacientt, tato skute¢nost je
zohlednéna ve vysledcich i statistickém hodnoceni.

Odbéry materidlu k vySetfeni byly provedeny na
ambulanci mikrobiologického pracovisté s bezprostiedni
inokulaci na piidy pro aerobni i anaerobni kultivaci.

U vypéstovanych kmenidl byla provedena druhova
identifikace pomoci testd — STAPHYtest 16, Staphaurex
Plus, ANAEROtest 23 a API A. Antibiogram se provadél
u izolath P. acnes difizni agarovou metodou, stafylokoky
byly testovany standardni dilu¢ni mikrometodou se sta-
novenim minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC).
U stafylokokl byla zjiSfovana citlivost na penicilin
(PEN), oxacilin (OXA), erytromycin (ERY), chloramfe-
nikol (CMP), tetracyklin (TET), klindamycin (CLI) a ko-
trimoxazol (KOT), u propionibakterii na PEN, amoxicilin
+ sulbaktam (AMS), cefoxitin (CXT), CMP, CLI a metro-
nidazol (MRT).

Vybrané dvojice (n€kdy i trojice) fenotypoveé shodnych
kmeni téhoZz druhu, izolované od jednoho pacienta pred
zahdjenim 1écby a v jejim pribéhu nebo po ukonceni,
byly $tépené restriktdzou Smal nebo endonukledzou Xbal
a poté porovnany pomoci PFGE. U izolata S. aureus byly
detekovany technikou PCR geny faktorQ virulence — Pan-
tonuv-Valentiniv leukocidin, enterotoxin A a TSST-1
(toxin syndromu toxického Soku), za pouZiti pozitivnich
kontrol (¢. NRL 05/25, 03/96, 03/171), ziskanych od
dr. P. PetraSe (Ndrodni referencni laboratof pro stafyloko-
ky, SZU v Praze).

Vysledky byly zpracovany statisticky x2-testem a tes-
tem nerovnosti podilu.

VYSLEDKY

Ve vysledcich obou souborl pacientli 1é¢enych vakci-
nou nebo ATB a ve vSech Casovych intervalech odbérii
dominovaly koaguldza-negativni stafylokoky (KNS)
a propionibakteria. Méné Casto byl vykultivovan S. aure-
us a zcela ojedinéle jiné bakteridlni druhy. Celkem bylo
provedeno 125 vySetfeni se zachytem 114 (91,2 %) KNS,
94 (78,4 %) propionibakterii a 13 (10,4 %) kment
S. aureus (tab. 1). Pfitom u vétSiny pacientll bylo deteko-
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Tab. 1. Vysledky kultivaci ze 125 vySetfeni u 51 pacientii s akné

Kultivace Pozitivni %

Propionibakterial) 98 78,4
Propionibacterium acnes 90 72,0
Koagulaza-negativni stafylokoky?) 114 91,2
Staphylococcus epidermidis 91 72,8
Staphylococcus aureus 13 10,4
Grampozitivni bakterie3) 12 9,6
Gramnegativni bakterie®) 6 4.8

Pozn. U vétSiny pacientli bylo zachyceno soucasné vice bakteridlnich
kment

DPropionibacterium acnes, Propionibacterium granulosum, Propioni-
bacterium avidum, Propionibacterium propionicus

2Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus
cohnii, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylo-
coccus schleiferi, Staphylococcus warneri/pasteurii

3Streptococcus sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Enterococcus
sp., Peptococcus sp.

YEscherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca

vano vice bakteridlnich druht soucasné. Nejcastéji izolo-
vanym druhem propionibakterii bylo v 90 pfipadech
P. acnes, z toho 68 u vakcinovanych a 22 u pacientt l1éce-
nych ATB, vyjimec¢né byly urceny jiné druhy. Mezi KNS
dominoval S. epidermidis (91 kment), 65 u vakcinova-
nych a 26 u pacientil IéCenych ATB, ojedinéle byly zachy-
ceny jiné druhy.

o

Vysledky kultivacnich vySetieni pied zahdjenim obou
zplisobu terapie, dale v pribéhu 1é¢by vakcinou nebo po
ukonceni aplikace tetracyklinovych ATB, jsou uvedeny
na obr. 1 a 2. Pfed zah4jenim 1éCby cinila izolace samot-
nych KNS u vakcinovanych 14,7 %, pfi dalSim odbéru
rovnéZ 14,7 %. Ve skupiné pacientil 1é¢enych ATB to by-
lo 47 % pted 1é¢bou a 23 % po ni. Rod Propionibacteri-
um byl samostatné detekovan v 5,9 % pied vakcinaci
av 17,6 % v jejim pribéhu; pred antibioterapii nebyl
samostatné zachycen, po ni v 5,9 %. Nejcast&jsi vysledek
predstavovala soucasnd izolace KNS a propionibakterii.
Pted 1é¢bou vakcinou nebo ATB byl nélez obou druht
popsan v 64 % nebo 47,1 %, po jejim ukonceni v 52,9 %
nebo 35,3 %.

Ze vSech odbérii bylo identifikovdno jen 13 kmeni
S. aureus, 10 (11,1 %) od vakcinovanych pacienti a 3
(7,9 %) od lécenych ATB (ze vSech vySetfeni provede-
nych v této skupin€). V zadném piipadé se nejednalo
o opakovany zichyt u jednoho pacienta.

Statistickym zpracovdnim nebyl prokdzin vyznamny
rozdil ve frekvenci nalezil jednotlivych bakterii v uvede-
nych ¢asovych intervalech u Zadné skupiny 1écenych.

Antibiogramy P. acnes celkem vykazovaly rezistenci
k metronidazolu (93,3 %) a klindamycinu (6,7 %). U vak-
cinovanych §lo 0 95,6 % rezistentnich kmeni k metroni-
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Obr. 1. Vysledky kultivaci v souboru pacienti l1é¢enych vak-
cinou.

Obr. 3. Porovnani rezistence Propionibacterium acnes na tes-
tovana antibiotika v souborech pacientii 1é¢enych vakcinou
a systémovymi antibiotiky.
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Obr. 2. Vysledky kultivaci v souboru pacientu 1é¢enych anti-
biotiky.

Obr. 4. Porovnani rezistence Staphylococcus epidermidis na
testovana antibiotika v souborech pacienti 1é¢enych vakcei-
nou a systémovymi antibiotiky.
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Obr. 5. Porovnani rezistence Staphylococcus aureus na testo-
vana antibiotika v souborech pacientii 1écenych vakcinou
a systémovymi antibiotiky.

dazolu a 4,4 % ke klindamycinu. Ve skupiné l1é¢enych
ATB ¢inil podil izolatd rezistentnich k metronidazolu
86,4 % a ke klindamycinu 13,6 %. K ostatnim testova-
nym antibakteridlnim piipravkim byla zjiSt€na naprosta
citlivost (ve 100 %) (obr. 3).

V pripad€ S. epidermidis (obr. 4) se vyskytla 73,4%
rezistence k erytromycinu (z toho 67,7 % u vakcino-
vanych a 88,5 % u léCenych ATB), 62,6% ke klindamyci-
nu (58,5 % u vakcinovanych a 73,1 % u lécenych ATB),
56% k penicilinu (60 a 46,2 %), 33% k tetracyklinu (26,2
a50 %). Ze 13 kment S. aureus (obr. 5) byla zjiténa rezi-
stence k penicilinu v 69,2 %, k erytromycinu a klindamy-
cinu ve 46,2 %, k tetracyklinu ve 23,1 %. Statisticky
vyznamny ndrlst rezistence béhem 1é¢by vakcinou nebo
ATB pozorovan nebyl.

Fenotypové shodné kmeny KNS byly nalezeny u 12
pacientll v obou skupindch (sedmkrat u vakcinovanych,
pétkrat u pacientil Ié¢enych ATB). Analyzou elektrofore-
tickych profil jejich DNA, St€pené restriktdzou Smal,
byla zjiSténa genetickd shoda u 6 (50 %) klinickych pfi-
padi, z toho pétkrat Slo o izolaty ve skupiné vakcinova-
nych pacientl. Druhové stejné kmeny KNS, u nichz
nebyla zji$téna fenotypova shoda, byly s ¢asovym odstu-
pem opakované zaznamenany u 14 vakcinovanych osob
au 7 s antibiotickou lécbou.

U propionibakterii nebylo moZné porovnani fenotypo-
vé shodnych kmenil opakované zachycenych od jednoho
pacienta (7 pfipad ve skupiné vakcinovanych, 2 u léce-
nych ATB) z diivodu nehodnotitelnych vysledkil pii pou-
ziti Smal nebo endonukledzy Xbal. Vzniklé fragmenty
byly piili§ malé a tézko rozliSitelné. Stejné druhy propio-
nibakterii bez fenotypové shody byly opakované zachy-
ceny celkem u 18 nemocnych lé¢enych vakcinou a 3
s antibioterapii.

Analyza faktortl virulence S. aureus prokazala pifitom-
nost genu pro produkci Pantonova-Valentinova leukocidi-
nu ve 3 pfipadech (dvakrit izolace pted 1écbou, jednou
v jejim pribéhu). Pacienti s takovym ndlezem méli klinic-
ky zavaznou formu onemocnéni a byli 1é¢eni vakcinou
s velmi dobrym terapeutickym efektem. Geny pro entero-
toxin A a TSST-1 nebyly detekovany.

DISKUSE

Vysledky kultivacnich vySetieni jsou v souladu s nasi-
mi dfive publikovanymi vysledky v souboru 470 pacien-
th s riznymi klinickymi formami akné (13). Prace potvr-
dila spolutcast stafylokokl a propionibakterii v etiopato-
genezi akné, dokumentovala i jejich statisticky nevy-
znamné ovlivnéni pfi 1éCbe vakcinou a ATB. V obou sou-
borech byl zachyt samotného P. acnes Castéjsi po 1é¢bé
ATB i vakcinou. Zatimco v pritbéhu vakcinoterapie zlsta-
la Cetnost izolace KNS stejnd, po 1é¢b&é ATB doslo k jeji-
mu poklesu na polovinu. Pfi soucasném vyskytu P. acnes
a KNS doslo v souboru lécenych ATB k jejich vyraznéj-
Simu sniZeni neZ pii vakcinoterapii.

Mikrobiologické vysledky pfed 1é¢bou, v jejim prabé-
hu a po ni tak naznacuji pokles zachycenych kmentt KNS
a propionibakterii ve skupiné pacientll léCenych ATB,
u vakcinovanych mirnou redukci soucasné izolovanych
propionibakterii a KNS. Tyto mensi rozdily podporuji
znamé skutecnosti vyplyvajici z obou principi 1é¢by. Od
aplikace vakciny neni ofekdvan ubytek bakterii, nybrz
nespecificky imunomodulacni efekt (14). PouZivand ATB
maji bakteriostaticky ucinek zasahujici do proteosyntézy
bakterii a timto zpisobem sniZuji piedev§im produkci
lipolytickych enzymi (3, 11, 17).

V rozporu s klinickymi studiemi, v€etné multicentric-
kych, z riiznych zemi svéta (2, 3, 10) byla v nasi studii
prokdzana jen nizkd rezistence propionibakterii na klin-
damycin. Podobné zkuSenosti prezentuji sloven$ti autofi,
ktef1 ji spolu s erytromycinem uvadéji jen u jednoho z 20
kment P. acnes (12). Pfi¢inou této nizké rezistence by
mohla byt skute¢nost, Z¢ v CR a na Slovensku neni zvy-
kem 1écCit akné celkové erytromycinem, klindamycin se
pak pouZiva jen zifidka a kratkodobé u t&€Zkych zanétli-
vych forem onemocnéni. AvSak erytromycin i klindamy-
cin jsou aplikovany velmi casto k lokélni 1é¢bé mirnéj-
Sich forem akné. Siroké pouZivani lokalnich pripravki
s erytromycinem a klindamycinem v 1é¢bé akné zptisobi-
lo roz8ifeni zkiiZené rezistentnich kment propionibakte-
rii po celé Evropé (2, 10). Pfitom bylo zji§t€no, Ze rozvoj
rezistence vétSinou dobie koreluje s predchozi 1écbou
lokalnimi nebo systémovymi ATB. Dvojité slepd, place-
bem kontrolovana studie v souboru 208 pacientl s akné
prokazala také vzestup rezistence KNS z 87 na 98 % po
3mésicni 16¢be lokalnim erytromycinem (8).

V hodnoceni antibiogramil stoji také za zminku relativné
nizsi rezistence S. epidermidis k penicilinu (56 %) v porov-
nini s jinymi hospitalizovanymi pacienty FN Olomouc.
Mohlo by to souviset s vékem pacientl trpicich akné, ktefi
jinak nebyvaji ¢asto nemocni, a proto jsou jen ziidka 1é¢eni
ATB. Pomérné vysoky nalez rezistentnich kment S. epider-
midis v obou 1é¢enych souborech k erytromycinu (73,4 %)
a klindamycinu (62,6 %) by mohl byt vysvétlen Castou
lokélni aplikaci té€chto ATB u pacientll s akné. Rozdilné je
déle zastoupeni kment rezistentnich k tetracyklinu ve sku-
piné lécenych vakcinou (26,2 %) a ATB (50 %).
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Z vysledkt genetickych metod patfila k zajimavéejSim
nileztim detekce Pantonova-Valentinova leukocidinu u 3
kment S. aureus. Vzhledem k tomu, Ze pochdzely od
pacientil s abscedujici formou akné, je vysoce pravdépo-
onemocnéni (7, 9).

Uskali predloZené price spo¢ivd v malych souborech
pacientt s akné (34 vakcinovanych a 17 s antibioterapii),
ktefi spliiovali kritéria pro zafazeni do této studie. Souvi-
si to zfejmé s tim, Ze naprostou vétSinu nemocnych s akné
oSetfuji ambulantni dermatologové a na kliniku pfichaze-
ji obvykle jen pacienti, ktefi nereaguji na béZnou lokalni
nebo systémovou 1é¢bu. I kdyZ kmeny izolované od
nemocnych s riznymi zplisoby terapie vykazovaly rozdi-
ly v dil¢ich vysledcich, jejich statistickd vyznamnost
nebyla prokazana.

matology. Acne. London: Maxim Medical, 1996, p. 1-57.
KOUKALOVA, D., VIKTORINOVA, M. Perordlni vakci-
noterapie v dermatologii. Epidemiol Mikrobiol Imunol,
1995, 44(1), s. 36-43.

LEYDEN, JJ. New understanding of the pathogenesis of
acne. J Am Acad Dermatol, 1995, 32, p. 15-25.
MACHOVA, I, PETRAS, P. Prvni potvrzeni pfitomnosti
geni kodujicich Pantoniv-Valentiniv leukocidin u ¢eskych
kment Staphylococcus aureus. Zprdvy CEM, 2004, 13(9),
s. 387-388.

MILLS, OJR., THORNSBERRY, C., CARDIN, CW,, et al.
Bacterial resistance and therapeutic outcome following
three months of topical acne therapy with 2% erythromycin
gel versus its vehicle. Acta Derm Venereol, 2002, 82(4),
p. 260-265.

NOLTE, O., HAAG, H., ZIMMERMAN, A, et. al. Staphy-
lococcus aureus positive for Panton-Valentine leukocidin
genes but susceptible to methicillin in patients with furunc-
les. Eur J Clin Mikrobiol, 2005, 24, p. 477-479.

10. ROSS, JI., SNELLING AM., CARNEGIE, E., et al. Anti-
. biotic-resistant acne: lessons from Europe. Br J Dermatol,
ZAVER 2003, 148, p. 467-478.
11. RULCOVA, J. Akné — terapeutické moznosti. Trendy
. I .. . . v Med, 2001/02 3(3), s. 3-7.
Prace potvrdila ucast propionibakterii a stafylokokt 12. SLOBODNIKOVA, L.. RASOCHOVA E.. KOSTALOVA
v etiopatogenezi akné. Pokles jejich Cetnosti vlivem obou D., et al. Bakteridlne osidleni koZnych 1ézii pacientov
zpisobii 1éCby nebyl statisticky vyznamny. Testy citlivos- s akne a jeho citlivost in vitro na Standardizovany extrakt
ti prokdzaly jen nizkou rezistenci Propionibacterium z Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt. Cs Derm, 2000, 75(3),
acnes na klindamycin (6,7 %), ktera vSak byla vyssi s. 99-103. ) )
u druhu Staphylococcus epidermidis (na erytromycin 13- VIK.TOR.INQV@ M., KOUK{*LQVA’ D. KoZni testy
73.4 %, klindamycin 62,6 %). V priibéhu sledovani neby- s mikrobidlnimi antigeny. Akné. Cs Derm, 1992, 67(3),
ly prokézém}vf jeji' s%gnifikantroli zmény. Genetic:ka:l shoda n 31112‘?511;‘19&0\/ A. M., KOUKALOVA. D.. KARLOVA. L.,
u fenotypové stejnych kmend KNS byla prokdzana u 6 LOVECKOVA, Y., et al. Porovnavaci studie vysledki
(50 %) Klinickych piipadi. Gen pro produkci Pantonova- 1é¢by akné vakcinami a systémovymi antibiotiky. 1. Hod-
Valentinova leukocidinu byl detekovdn u 3 kment noceni 1é¢ebného acinku. Ces.-slov Derm, 2005, 80(4),
S. aureus izolovanych od riiznych pacientl s t€Z§im pra- s. 224-228.
b&hem onemocnéni. 15. VOHRADNH(OVA, 0. Acne vulgaris — klinické varianty,
diferencialni diagnostika a moZnosti terapie. Cs Derm,
1998, Tematicka pfiloha 8 s.
16. VOTAVA, M., et al. Lékarskd mikrobiologie specidlni.
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