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Biologické vlastnosti kmenov Plesiomonas shigelloides
humanneho a veterinarneho pévodu

Hostacka A.l, Ciznar L1, Rosinsky J.2

ISlovensk4 zdravotnicka univerzita, Bratislava
2NRC pre Vibrionaceae Regionalny urad verejného zdravotnictva, Komarno

Sahrn

Pozornost sa venovala sérotypizacii a biologickym vlastnostiam kmeniov Plesiomonas shigel-
loides, ktoré moézu byt potencialne spojené s ich virulenciou. Trinast kmenov bolo izolovanych
od Tudi (H) a 14 bolo veterinarneho pdévodu (V) (zvierata). Sérologickou typizaciou sme
u H kmenov najéastejsie identifikovali sérotyp 040: H6, v skupine V prevladal sérotyp 066: H3.
Vsetky H kmene a 92,8 % V kmeniov bolo hydrofébnych. Pohyblivost H izolatov bola nizsia (30,1
mm) v porovnani s motilitou druhej skupiny (46,8 mm). Beta hemolyzu vyvolalo 76,9 % H kme-
nov a 71,4 % V kmenov. Testované kmene obidvoch skupin sa vyznaéovali slabou produkciou
biofilmu na sklenenom povrchu. V produkecii lipazy ako aj histidin dekarboxylazy sme nena-
§li vyznamnejS$ie rozdiely medzi H a V kmerfimi. Inhibicia zé6ny bakterialneho rastu ako odpo-
ved na oxidaény stres bola v priemere 26,6 mm u H kmeniov a u V kmerniov 28,1 mm. Ani jeden
testovany kmen neprodukoval kratko retazcové nesubstituované acylované homoserinové
laktony.

Nase vysledky ukazali, Ze testované kmene P. shigelloides produkovali viaceré potencialne fakto-
ry virulencie, ktoré mézu byt spojené s patogenézou infekcii nimi vyvolanych.

Klaéové slova: Plesiomonas shigelloides — sérotypy — povrchové a enzymatické vlastnosti - oxi-
daény stres.

Summary

Hostacka A., Ciznar 1., Rosinsky J.: Biological characteristics of Plesiomonas
shigelloides strains of human and animal origin

We focused on serotyping and biological characteristics of Plesiomonas shigelloides strains
potentially associated with virulence. Thirteen strains isolated from humans (H) and 14 strains of
animal origin (A) were tested. The most frequent serotype among H strains was 040:H6 while
066:H3 predominated among A strains. All of the H strains and 92.8 % of A strains were
hydrophobic. H isolates showed lower motility (30.1 mm) compared to A isolates (46.8 mm). As
many as 76.9 % and 71.4 % of H and A strains, respectively, produced beta-hemolysis. Both H and
A strains exhibited low biofilm production on a glass surface. No significant differences were
found between H and A strains in lipase production and histidine decarboxylase production. The
zones of bacterial growth inhibition in response to oxidative stress were on average 26.6 mm and
28.1 mm for H and A strains, respectively. None of the strains tested produced unsubstituted short-
chain acyl homoserine lactones.

Our results showed that tested Plesiomonas shigelloides strains produced multiple potential
virulence factors that may play a role in the pathogenesis of infections caused by this agent.

Key words: Plesiomonas shigelloides - serotypes - surface and enzymatic properties — oxidative
stress.

Plesiomonas shigelloides je typicky bakterial-
ny predstavitel vodného ekosystému povrcho-
vych vod, dnes uz znamy ako aj potencialny l'ud-
sky a zivoéiSny patogén [3, 10, 20, 24]. Tieto
gramnegativne, pohyblivé, nesporulujtce, fakul-
tativne anaerdbne a oxidaza pozitivne baktérie
od roku 2001 patria do ¢elade Enterobacteriace-

ae. Plesiomonady boli izolované nielen z eko-
systému subtropickych a tropickych oblasti, ale
aj z vodného prostredia jazier a riek v studenych
pasmach a dokonca az z oblasti polarneho kruhu
[19]. Hoci v literatire sa tato baktéria nespomi-
na tak ¢asto ako iné enterické patogény, zvysuj-
uci sa pocet infekcii, ktoré vyvolava v poslednych
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rokoch, sved¢i o tom, Ze tento patogén moéze byt
v mnohych laboratériach vo vySetrovanom mate-
riali prehliadany. Infekcie vyvolané P. shigelloi-
des mozeme rozdelit do dvoch skupin: intestinal-
ne a extraintestinalne. Z intestinalnych infekcii
dominuji cholere podobné sekrééne hnackové
ochorenia a dyzentericka forma podobna Sigelo-
ze [18, 23, 26]. Z extraintestinalnych infekecii
u imunokompromitovanych pacientov, deti
a kojencov sa potvrdila ucast plesiomonad v sep-
tikémiach, meningitidach, celulitidach, artriti-
dach, o¢nych infekcidch a dalSich ochoreniach
[10, 11, 12].

Cielom predloZenej prace bolo porovnat patoge-
neticky potencial izolatov P. shigelloides od Tudi
a zvierat. Zvolili sme potencialne faktory patoge-
nity ako hydrofobicita, motilita, hemolyticka akti-
vita, tvorba biofilmu, tvorba niektorych enzymov
a kratkoretazcovych homoserinovych lakténov
ako aj odpoved na oxidaény stres.

Material a metodika

Bakteridlne kmene. VySetrili sme 27 kmenov P.
shigelloides, z ktorych 13 bolo izolovanych zo sto-
lic od ludi s hnaékovym ochorenim a 14 kmeriov
bolo veterinarneho pévodu (macka, pes, zajac,
bocian, liska, ryba, orol, ¢ajka, labut). Kmene zo
zvierat boli najcastejSie izolované zo sleziny a sto-
lice. Izolaty nam poskytol prof. K. Krovacek (Swe-
dish University of Agricultural Sciences, Uppsala,
Svédsko). Kmene st udrziavané v zbierke kultir
Narodného referenéného centra pre Vibrionaceae
(RUVZ, Koméarno) na $ikmom a polotekutom aga-
re pri laboratornej teplote.

Sérotypizdcia kmeriov. Typizaciu kmernov sme
uskuto¢nili podla medzinarodnej schémy antigé-
nov pouZijuc Specifické antiplesiomonadové séra
(2, 4].

Podmienky kultivicie. Bakteridlne suspenzie
(0,2 ml, Ay, = 0,5) sme inkubovali s 9,8 ml moz-
govo srdcovej inftzie (Oxoid, CM 225) pri 37 °C,
24 hod. V pripade tvorby biofilmu sme kmene kul-
tivovali v TSB médiu (tryptén, s6ja bujon, bioMé-
rieux) doplnenom o 8 % glukézy. Bakterialne sus-
penzie sme pouZili v teste odpovede na oxidaény
stres. Po centrifugacii bakteridlnych suspenzii
(10 000 x g, 20 min) sme supernatanty filtrovali
cez membrany (0,22 um) a sterilné vzorky sme
pouzili na stanovenie lipazy. V sedimentoch bak-
térii sme urcovali histidin dekarboxylazu, acylo-
vané homoserinové laktény a po ich tprave na
absorbanciu 1,0 resp. 0,8 sme ich tiez pouzili na
testovanie povrchovej hydrofobicity a motility,
ako aj biofilmu.

Pouvrchovu hydrofobicitu sme vyhodnotili adhe-
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renciou baktérii na uhlovodik — xylén (BATH)
[28] a tieZ soIno-agregaénym testom [21]. Kmene
sme povazovali za hydrofébne, ak ich adherencia
na xylén bola > ako 35 % a agregovali v roztokoch
siranu amoénneho v koncentraciach < 1,5 M.

Motilita. Bunkovd suspenziu (5 ul, A,y = 1)
sme inokulovali na povrch semi — pevného agaru
a inkubovali 6 hod. pri 37 °C. Merali sme priemer
z6ny narastenych kolénii proti tmavému pozadiu
[9].

Hemolytickd aktivita. Pouzili sme agarovu
soverlay“ (prevrstvovaciu) metodu [17]. 3 ul noé-
nej bakterialnej kultiry sme rozotreli po povr-
chu LA agarovej platne [17] a inkubovali 18 hod.
pri 37 °C. Platne sme potom preliali s 5 ml mak-
kého agaru (0,65%), ktory obsahoval 1% premy-
té baranie erytrocyty a sledovali sme zénu
hemolyzy.

Tvorba biofilmu. Kmene sme inkubovali
v tekutom médiu (TSB+8% glukozy), 24 hod. pri
37 °C. Po premyti sme ich resuspendovali do ATM
média (adherencné testovacie médium) (60 mM
NaCl, 30 mM NaHCO,, 20 mM KCl, 111 mM glu-
koza, pH 8,4) a upravili na Ay, = 0,8. 4 ml takto
upravenej bakteridlnej suspenzie sme potom
inkubovali v uzatvorenych sklenenych skumav-
kach 18 hod. pri 37 °C [8].

Produkcia lipdzy. Enzymaticku aktivitu sme
vyhodnotili spektrofotometricky [20]. Ako sub-
strat sme pouzili Tween 20.

Histidin dekarboxyldza. Kmene sme inkubova-
li na modifikovanom Nivenovom agarovom médiu
obsahujiucom L-histidin pri 37 °C 48 hod. [33].
Sledovali sme farebnd zmenu v agare zo Zltej na
purpurovo ¢ervenu v dosledku uvolneného hista-
minu a nasledujtcej zmeny pH.

Citlivost na oxidacény stres. Sterilné filtraéné
papierové disky (7 mm priemer) nasiaknuté 10 ul
30% peroxidu vodika sme polozili na agarové
platne, LA agar ktoré boli pokryté rovnomerne
rozotretou bakterialnou suspenziou. Ué¢inok pero-
xidu vodika sme sledovali ako zdény vy¢€irenia
obklopujice disky po 24 hod. inkubacii pri 37
°C [16].

Kradtko retazcové nesubstituované homoserino-
vé laktony (AHL C,-Cg). Testované kmene sme
vo forme €iary naniesli na Luria-Bertani agaro-
vé platne paralelne s referenénym kmenom
Chromobacterium violaceum CV 026, ktory nam
laskavo poskytol prof. Williams z Anglicka. Tes-
tovany kmern sa povazuje za pozitivny, t.j. produ-
kujici AHL, ak indukuje produkciu violaceinu
u kmena C. violaceum CV 026 [25]. Ako poziti-
vnu kontrolu sme pouzili kultaru Pseudomonas
aeruginosa.
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Tab. 1. Sérotypizacia P. shigelloides izolovanych od paciento-
v a zvieratP

Table 1. Serotyping of P. shigelloides strains isolated from
patients? and animalsP
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Tab. 2. Povrchové vlastnosti P. shigelloides izolovanych od
pacientov? a zvieratP

Table 2. Surface properties of P. shigelloides strains isolated
from patients? and animalsP

NA - neaglutinujici kmen
NA - nonaglutinaincy strain

Vysledky a diskusia

Sérologicka typizacia 27 kmenov P. shigelloides
ukazala, Ze kmene mozno zaradit do 13 sérotypov,
4 kmene neaglutinovali s O antisérami a 2 kme-
ne s H antisérami. Jeden kmen neaglutinoval ani
s H ani s O antisérami (tab. 1). Medzi H antigén-
mi sme identifikovali aj viacnasobny antigén
H1lalc. Vo frekvencii vyskytu jednotlivych séroty-
pov boli rozdiely medzi testovanymi skupinami
kmenov. U humannych kmernov sme najéastejsie
identifikovali 040:H6.V druhej skupine prevladal
sérotyp 066:H3. Vysledky nasej predchadzajicej
prace ukazali, Ze najCastejSie sa vyskytujicimi
sérovarmi u kmenov P. shigelloides izolovanych
z povrchovych vod bol 023 a H3 antigén bez ohla-
du na zdroj kmenov [14]. Sérovary 023 a 060 iden-
tifikovali Krovacek et al. [19] u P. shigelloides,
ktoré izolovali z povrchovych vod vo Svédsku.
Aldova [1] zistila 017 ako najCastejsi sérovar
medzi 330 kmenimi P. shigelloides pochadzajuci-
mi z roznych zdrojov v Eurépe a Azii. Antigénovy
par 066:H3 u P. shigelloides podobne ako v nasej
§tadii bol najdeny u maciek [6].

Cislo kmetia o Antigén . Cislo kmeta | BATH'® SAT™ | Motilita (mm)
= m NA 12 38,1+0,5 15 28,0 £0

3 XA 3 2 77,704 1,0 32,5+ 0,6
3 2 1 3 50,2 + 0,3 15 34,7+ 0,6
1 5 Tiale 4 48,8 +0,3 15 27,3+0,6
5 55 5 5 75,2 = 0,4 1,25 31,020

6 % 3 6 57,5 0,4 15 27,0+ 1,2
7 20 6 7 72,8 0,6 1,25 227+138
3 10 5 8 65,9+ 0,3 15 457+12
9 24 NA 9 77,1 £0,1 1,25 24,0+1,2
10 40 3 10 53,4 0,4 15 35,00

11 66 3 11 70,8 £0,6 1,25 32,00

12 90 6 12 72,7+ 0,5 1,25 273+1.2
13 66 2 13 64,5 +0,5 15 243+12
14b NA 2 14b 423+05 15 25,3 £0,6
15 NA 2 15 47,2 +0,2 15 38,7+1,8
16 90 6 16 56,7 + 0,4 15 65,0 = 1,8
17 66 3 17 34304 1,75 487+138
18 NA NA 18 79,9 +0,3 1,25 63,3+0,6
19 15 2 19 65,5 + 0,4 1,5 66,7 £1,2
20 66 3 20 68,9 +0,4 1,5 66,7 +0,6
21 22 3 21 72,6 £0,4 1,0 39,0 1,2
22 66 3 22 59,9 0,3 15 69,3 £ 0,6
23 52 3 23 73,1 +0,4 1,25 40,0 + 1,2
24 NA 3 24 63,2 +0,4 15 333+18
25 66 3 25 62,6 + 0,4 15 32,3+2,4
26 101 Hlale 26 59,205 15 27,706
27 27 3 27 47205 15 38,706

“Percentualne zniZenie absorbancie vodnej fazy v porovnani
s povodnou suspenziou

“Najniz$ia molarna koncentracia (NH,),SO, sposobujica
viditelna bakteridlnu agregaciu

“Percentage decrease in absorbance of the aqueous phase
compared to initial suspension

“The lowest molar concentration of (NH,),SO, causing
visible bacterial aggregation

Nase dalsie vysledky ukazali, zZe vSetky kmene
P. shigelloides izolované od pacientov a 92,8 %
kmenov izolovanych od zvierat boli hydrofébne, ¢o
sa prejavilo ich adherenciou na uhlovodik xylén,
ktora bola vicsia ako 35 % (tab. 2). Adherencia
testovanych kmenov bez ohladu na zdroj izolatov
dosiahla priemerni hodnotu 61,4 %. Ludské izo-
laty vykazovali v priemere 63,4 % adherenciu na
xylén a kmene druhej skupiny 59,5 %. Hydrof6b-
nost bakterialneho povrchu bola potvrdena aj
solno-agregaénym testom. Hydrofobicita bakteri-
alneho povrchu predstavuje jeden z neSpecific-
kych faktorov adhézie, ktora méze ovplyvnit viru-
lenciu. Predpoklada sa, ze bakterialna adhézia sa
zvySuje so zvySujucou sa bakterialnou hydrofobi-
citou a naopak [31]. V pripade testovanych kme-
nov P. shigelloides sme nepozorovali signifikant-
né rozdiely v hydrofobicite.

Motilita ako jeden z délezitych parametrov
fyziol6gie mikrdobov je ¢asto spojena s takymi fak-
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Tab. 3. Hemolyzin, biofilm, enzymaticka aktivita a citlivost na H,0, P. shigelloides izolovanych od pacientov® a zvierat?
Table. 3. Hemolysin, biofilm and enzyme production and sensitivity to H,O, in P. shigelloides strains isolated from patients?

and animalsP

Cislo kmena Hemolyzin Biofilm Lipaza (U/ml) Histidin Citlivost na
dekarboxylaza H,0, (mm)
12 + +/- 37,1 0,5 - 25,7+1,2
2 + +/- 36,4 £0,6 - 24,3 +0,6
3 +/- + 549 +1,0 + 243+12
4 + + 55,5 + 0,6 + 24,7+ 0,6
5 + + 55,9 £0,6 - 28,7+12
6 + +/- 56,2 +0,9 + 28,0 +0
7 + + 38,1+0,9 +/- 29,3+1,8
8 + + 515 +1,1 - 27,0+12
9 + + 56,2 +1,0 - 27,3+18
10 +/- + 36,5 +0,9 +/- 20,0 +1,2
11 + + 53,5 £0,7 - 27,0+12
12 + + 54,5 +0,9 - 250+12
13 +/- +/- 33,56+0,9 +/- 34,3+1,2
14b + + 48,9 £ 0,6 - 26,7 +0,6
15 - + 54,3 +0,7 + 34,0+0
16 + + 31,7 +0,9 + 27,3 +1,2
17 + + 52,6 £0,8 +/- 30,7+0,6
18 + + 56,4 +1,0 +/- 26,0 +1,2
19 + + 48,9 £ 0,6 - 26,7+0,6
20 + + 57,3+0,9 - 26,3 +12
21 +/- +/- 33,56 +0,9 +/- 343+12
22 + + 49,7+0,8 - 25,7+0,6
23 + +/- 41,8 +0,8 - 22,7+0,6
24 +/- + 36,5 +0,9 +/- 227+12
25 +/- + 35,3 £0,9 +/- 21,0 +1,2
26 + - 53,3 +1,0 - 31,3+12
27 + +/- 35,6 +0,8 + 38,7+0,6

tormi ako invazivita, resp. virulencia. ZniZenie
bakterialnej pohyblivosti redukuje moznost tvor-
by novych kolénii, a tym rozsirenie infekcie v hos-
titeI[skom organizme. V poslednom ¢ase sa motili-
te venuje tiez pozornost najmi z hladiska
podiatoénej tvorby mikrobialnych biofilmov. Moti-
lita testovanych kmenov vyjadrena velkostou
zony rastu sa pohybovala medzi 22,7-69,3 mm
(priemer 38,7 mm). Pohyblivost Tudskych izolatov
v priemere 30,1 mm bola nizSia v porovnani
s motilitou kmenov druhej skupiny (priemer 46,8).

V produkcii beta hemolyzinu sme v naSich
pokusoch medzi dvoma skupinami testovanych
kmenov nezaznamenali vyznamny rozdiel (tab.
3). Hemolyzu vyvolalo 76,9 % kmenov human-
neho pévodu ako aj 71,4 % kmerniov druhej sku-
piny. Beta hemolyzin P. shigelloides sa povazu-
je za jeden z hlavnych faktorov virulencie, ktoré
st spojené s patogenitou tychto kmenov. Podob-
ne ako ukéazali naSe pokusy aj viacero autorov
zistilo, Ze vSetky, resp. viacéSina testovanych
kmenov P. shigelloides produkovala beta hemo-
lyzin [5, 17]. NizZ8ie percento vyskytu hemolytic-
kych kmenov P. shigelloides (38,5 %) zazname-
nal Bardon [7]. Na druhej strane z literarnych
udajov st zname aj negativne vysledky [15].
7Zda sa, Ze produkcia hemolyzinu je u P. shigel-

loides ovplyvnena roznymi environmentalnymi
podmienkami.

V ostatnom case sa znacéna pozornost venuje
otazke tvorby bakterialneho biofilmu [13]. Biofil-
mové polyméry su zvlast aktivne vo vychytavani
baktérii a prispievaja tak ku kolonizécii endogén-
nych aj exogénnych povrchov (katétre, implanta-
ty, atd). Biofilm moéZe byt pri¢inou chronickej
infekcie, pretozZe sa z neho kontinualne vyplavuju
plankténové baktérie, ktoré sa mézu rozmnozo-
vat. V tomto sposobe rastu sa bunky prejavuju
vyznamne zvySenou rezistenciou na antibiotika
a biocidne latky v porovnani s plankténovymi
bunkami. Testované kmene obidvoch skupin sa
vyznacovali velmi slabou produkciou biofilmu na
sklenenom povrchu. Devat kmeriov prvej skupiny
(69,2 %) a desat kmenov druhej skupiny tvorili
biofilm v hribke asi 1 mm, ¢o zodpoveda v hodno-
tiacej skupine od 1-3 najnizsej hodnote.

Studované kmene P. shigelloides produkovali
lipazu v rozsahu od 31,7-57,3 U/ml (priemer
46,5 U/ml). Tato enzymaticka aktivita u kmerov
izolovanych od I'udi s priemernou hodnotou 47,7
U/ml bola prakticky zhodna s aktivitou kmenov
druhej skupiny s hodnotou 45,4 U/ml. Lipaza je
potvrdenym faktorom patogenity u inych bakté-
rii [27].
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Len tri kmene z kazdej testovanej skupiny pro-
dukovali histidin dekarboxylazu, taéinkom ktorej
z histidinu vznika histamin. Histamin ako bio-
génny amin je povazovany za mozny faktor viru-
lencie viacerych baktérii [30]. TiezZ moze byt prici-
nou otravy z potravin. Celkove vSak produkcia
histidin dekarboxylazy sa neukézala u testova-
nych kmenov P. shigelloides ako vyznamnaA.

Baktérie s funkénym dychacim retazcom pro-
dukuju rozne reaktivne kyslikové intermediaty,
vratane H,0,, ktoré mézu poskodit bunku. Ked
koncentracia tychto oxidantov prekroci tolerova-
telnt hranicu a bakterialne antioxida¢né enzymy
ich nemézu zneskodnit, nastupuje oxidaény stres
poskodzujaci baktérie [29]. V naSich pokusoch
sme oxidaény stres vyvolali peroxidom vodika.
Kmene P. shigelloides po jeho posobeni vytvorili
z6énu inhibicie rastu v rozsahu od 20,2-38,7 mm
s priemerom 27,4 mm. V odpovedi na H,0, medzi
izolatmi prvej (priemer 26,6 mm) a druhej skupi-
ny (priemer 28,1 mm) neboli vyznamné rozdiely.

Komunikacia medzi bunkami (cell-to-cell signa-
ling system) resp. ,,quorum sensing“ predstavuje
délezity faktor vo fyzioldgii a vyvoji zivych organiz-
mov. Bakteridlne bunky cez bunkovd komunika-
ciu, na ktorej sa podielaju signalne molekuly, st
schopné koordinovat svoje aktivity, zac¢astnovat sa
na regulacii expresie réznych génov a ich produk-
tov, vratane virulencie [32]. U gramnegativnych
baktérii N-acylované homoserinové laktony (AHL)
predstavuja najdolezitejSiu skupinu signalnych
molekul, ktoré sa ligia v substituentoch a v dizke
acylového retazca. Nase vysledky ukéazali, Ze ziad-
ny testovany kmen neprodukoval jeden z moznych
typov signalnych molekil — kratko retazcové
nesubstituované acylované homoserinové laktony.

Zaver

Kmene P. shigelloides izolované od Tudi a od
zvierat produkuja potencidlne faktory virulencie,
ktoré sa mo6zu podielat na patogenéze infekcii
nimi vyvolanych. Vyznamné rozdiely medzi skupi-
nou kmenov izolovanych od pacientov a zo zvierat
v produkecii faktorov patogenity s vynimkou moti-
lity sme nezistili. Na druhej strane v8ak profil
sérotypov medzi dvoma skupinami testovanych
kmenov sa odliSoval. Tieto vysledky ukazuja, Ze
huméanne a veterinarne izolaty P. shigelloides
vykazuju priblizne rovnaky patogeneticky poten-
cial. Nemozno vSak vylucit, Ze na celkovom obraze
patogenézy ochoreni sa budd zucastriovat aj dalsie
faktory, ktorym bude treba venovat pozornost.

Vyslovujeme svoje podakovanie pani A. Korenac-
kovej za technicki spoluprdcu.
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Vazeni predplatitelé, bliZi se konec kalendafniho roku a tedy i predplatitelského roku.

Pro prechod predplatného do roku 2006 nadale plati:

1. V pfipadé, Ze nemate zajem v predplatném pokracovat, je tfeba se odhlasit, a to pisemné. Pokud se neodhla-

site, budeme Vas déle povaZovat za predplatitele a budeme vyméahat platbu. Vyloucena neni ani penalizace,

nebot v souvislosti s vymahidnim ndm jako vydavateli vznikaji vicenaklady.

Nastaly-li u Vas jakékoliv zmény (adresy, jména, bydlisté, zaméstnani, firmy atd.), ohlaste ndm tuto zménu

ihned, tedy dfive, neZ zaCneme rozesilat nové sloZenky a faktury.

. Pokud hodlate pokracovat v predplatném beze zmén, neni tfeba Cinit Zadné zvlastni kroky. SloZenky a faktu-
ry na rok 2006 obdrZite od nas samostatné postou, nikoli vloZené k ¢asopisu.
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fax: 224 266 226, e-mail: spalova@cls.cz

Zajemci o nové predplatné mohou vyuzit elektronické prihlasky na adrese http://www.clsjep.cz
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Dékujeme za pochopeni a téSime se na dalsi spolupraci.
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