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Seznam zkratek

CPE Karbapenemaza-pozitivni Enterobacteriacece

ESBL Sirokospektré B-laktamazy

EUCAST Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

IEF Isoelektrickd fokusace

IS Inzer¢ni sekvence

MALDI-TOF MS Matrix-assisted laser desorbtion ionization-time of flight hmotnostni
spektrometrie

MDR Multirezistentni

MIC Minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MLST Multilokusova sekven¢ni typizace

PBRT PCR typizace replikoni

PCR Polymerazova fetézova reakce

PFGE Pulzni gelova elektroforéza

ST Sekven¢ni typ



Abstrakt

Rozvoj a $ifeni antibiotické rezistence pfedstavuje jeden z nejzdvaznéjsich medicin-
skych problémt soucasnosti. Pokracdujici vzestup incidence karbapenem-rezistent-
nich gramnegativnich izoldt, které c¢asto postihuji vdzné stonajici pacienty, je
redlnym didvodem k obavam. Celosvétova diseminace karbapenemdz je vyznamné
spojena s pfenosem gendl rezistence prostiednictvim mobilnich genetickych ele-
mentd a klondlnim $ifeni epidemiologicky uspésnych kmend.

Zaméfenim této disertacni prace je molekuldrné epidemiologicka analyza gram-
negativnich karbapenemaza-pozitivnich kmentG zachycenych v nemocnicich na
uzemi Ceské republiky.

Od roku 2015 byl v Ceské republice zaznamenan signifikantni narfist incidence
karbapenemaza-pozitivnich Enterobacteriacee (CPE), ptrevazné zplisobeny rozsife-
nim enzym@ OXA-48 a NDM. Podafilo se ndm zmapovat prvni velké epidemické
epizody a sporadické izolaty detekované v CR. Vysledky studie zaméfena na enzymy
OXA-48-like prokazaly, Ze plasmidy nesouci gen blapxa.,s, které byly identifikovany
jako derivaty archetypalniho IncL plazmidu pivodné detekovaného v Turecku, hraji
hlavni roli v $ifeni enzymu OXA-48 v ¢eskych nemocnicich. Toto zji$téni je ve shodé
s vysledky publikaci z ostatnich zemi svéta. Studie zabyvajici se NDM-pozitivnimi
izolaty prokazala, Ze IncX3 enzymy piedstavuji hlavni faktor pfispivajici k Sifeni
NDM-like enzymii v Ceské republice. ZvySujici se pocet NDM-pozitivnich izolatt
v CR odpovida celosvétové tspéiné diseminaci gent blaxpy. In vivo horizontalni
genovy pienos byl prokdzan v pfipadé 4 pacientd infikovanych nebo kolonizovanych
izolaty s produkci enzymu OXA-48 a u 3 pacient nesoucich NDM-pozitivni izolaty.
Pomoci vysledkti celogenomové sekvenace bylo identifikovany nékolik novych
variant mobilnich genetickych element® nesoucich geny blagxa.4s @ blanpu.

Izolaty exprimujici karbapenemazy GES-5 a IMI-2 jsou dosud detekovany v klinickych
vzorcich sporadicky. Nicméné, jejich lokalizace na mobilnich genetickych elementech
by mél byt vystraznym signalem mozné hrozici diseminace. Byly popsany prvni
detekované izolaty Enterobacter asburice produkujiciho enzym IMI-2 a Enterobacter
cloacce exprimujiciho enzym GES-5, které byly identifikovany v roce 2016 v ¢eskych
nemocni¢nich zafizenich. Oba izolaty byly ziskdny od pacienti bez pfedchozi
cestovatelské anamnézy. Vzhledem k nejasnému zdroji ptvodu, lze uvazovat o
mozném dosud neidentifikovaném zdroji téchto izoldtd, ktery maze hrat vyznamnou
roli v jejich nerozpoznaném Siteni.

Karbapenemaza-pozitivni izoldty Pseudomonas ceruginosa jsou v poslednich letech
frekventné detekovany z klinickych vzork ¢eskych nemocnic. Byla zrealizovéna
prvni narodni surveillance, zahrnujici podrobnou molekularné genetickou typizaci,
izolatd P. eeruginosa s produkci karbapenemdz, které byly detekovany v roce 2015
napii¢ nemocnicemi v CR. Naprostd vétsina izolatd disponovala genem blapyp., a
majoritni ¢ast patfila k sekvenénimu typu ST357. Fylogenetickd analyza prokdazala
blizkou piibuznost IMP-7 pozitivnich izolatd detekovanych v riznych geografickych
tastech Ceské republiky. Tato studie poukazuje na obrovsky vyznam klonalniho
$ifeni epidemiologicky tisp&$nych kment P. eruginosa v Ceské republice.



Terapeutické moznosti infekci zpiisobenych multirezistentnimi gramnegativnimi
bakteriemi se soucasnou produkci karbapenemdz, jsou velmi omezené. Stdle Castéji
jsou detekovany izoldty rezistentni téméf ke vSem dostupnym antibiotikim, coZ
vyznamné komplikuje lé¢bu. Je nutnd komplexni intervence této problematiky.
Striktni dodrzovani epidemiologickych opatfeni a aktivni ptistup jednotlivych statu,
stejné tak jako nadnarodnich organizaci, se jevi jako kli¢ové. Epidemiologicka
surveillance a molekuldrné genetickd analyza izolatG v postizenych statech mize
signifikantné piispét khlub§imu porozuméni rychlého Sifeni karbapenemdz,
poukdzat na mozné zdroje diseminace a dusledné zmapovat evoluci karbapene-
maza-pozitivnich izoldtd, ktera mutze hrat vyznamnou roli v $ifeni genti karba-
penemaz.

Vysledky predklddané disertac¢ni prdce jsou shrnuty vs publikacich, které byly
publikovany v impaktovanych ¢asopisech, jedna z uvedenych praci je prvoautorska.



Abstract

Currently, the development of bacterial resistance is one of the major healthcare
problems. Especially, the significant continuous increase of carbapenem-resistant
Gram-negative bacteria, which most often affected seriously ill hospitalized patients,
is a cause for great concern. Worldwide dissemination of carbapenemase-encoding
genes is largely associated with mobile genetic elements and the clonal spread of
high-risk clones.

The dissertation thesis is focusing on a molecular-epidemiological mapping of
carbapenemase-positive Gram-negative isolates detected in hospital settings
throughout the Czech Republic.

Since 2015, a significant increase of carbapenemase-producing Enterobacteriacece
(CPE) was detected in our country, mainly attributed to the dissemination of OXA-48
and NDM enzymes. Studies focusing on the first big outbreaks as well as sporadic
cases of OXA-48 and NDM carbapenemases were performed. Results showed that
blapxa-4s-carrying plasmids, which are derivatives of the archetypal IncL plasmid
pOXA-48 originally described in Turkey, play a major role in the dissemination of
OXA-48 enzymes in Czech hospitals. This finding is in agreement with the data from
previous studies reported worldwide. The study of NDM-positive isolates revealed
that IncX3 plasmids are the main factor contributing to the spread of NDM-like
enzymes in the Czech Republic. The increasing incidence of NDM-positive isolates in
Czechia is in concordance with the extremely successful spread of blaxpy genes
detected worldwide. In vivo horizontal gene transfer of genes encoding for
carbapenemases was observed in 4 and 3 patients infected or colonized by OXA-48 or
NDM producers, respectively. Moreover, several novel derivatives of mobile genetic
elements were identified during both studies.

The GES-5 and IMI-2 carbapenemases are sporadically reported from clinical settings.
However, the association with mobile genetic elements should be a warning sign
highlighting possible rapid dissemination. The first cases of IMI-2-producing
Enterobacter asburice and GES-5-producing Enterobacter cloacee identified in the
Czech Republic in 2016 were described. Both isolates were obtained from patients
without previous traveling abroad, lacking the obvious source of origin which
indicates possible silent dissemination via unrecognized ways.

Carbapenemase-producing Pseudomonas ceruginosa isolates have been frequently
reported from Czech hospitals. First nationwide surveillance of carbapene-
mase-positive P. eeruginosa isolates detected during 2015 throughout the hospitals in
the Czech Republic was performed, including deep molecular genetic typing. The
vast majority of the isolates harbored blap., genes, and sequence type ST357 was the
most prevalent. The phylogenetical analysis indicates that IMP-7-producing ST357
P. ceruginosa isolates, recovered from different hospitals throughout the Czech
Republic, were closely related. The study highlighted the importance of dis-
semination of high-risk clones in the Czech Republic.

Very few antibiotic options are left for patients infected with multidrug-resistant
Gram-negative bacilli when resistance to carbapenems is concurrently expressed. Not
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rarely, bacterial isolates resistant to almost all available antibiotics are detected,
which complicate therapy and significantly limit treatment options. There is an
urgent need for comprehensive intervention. Strict adherence to epidemiological
precautions and an active approach of individual states, as well as international
organizations, is essential. Epidemiological surveillance and molecular genetic typing
at a national level can significantly contribute on the deep understanding of the rapid
spread of carbapenemases, point out to possible ways of dissemination, and
thoroughly map the evolution of carbapenemase-producing isolates frequently
contributing to their ongoing successful dissemination.

The results of this dissertation thesis are summarized in five manuscripts, which have
been publicated in journals with impact factor. One of these studies is the
first-author publication.
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1 Uvod

V soucasné dobé jsme svédky alarmujiciho vzestupu rezistence gramnegativnich
bakterii ke karbapenemtm, patiicich mezi tzv. rezervni antibiotika. Jednim z epide-
miologicky nejzavaznéjsich mechanismi vzniku této rezistence je produkce enzymu
schopnych degradace molekuly karbapenemu - karbapenemdz. Na celosvétové se
zvy$ujici incidenci téchto enzymt se vyznamné podili pfedevs§im karbapenemadzy
typu KPC, metallo-fB-laktamazy (MBL) typu NDM, IMP a VIM a enzymy typu
OXA-48. MozZnosti 1é¢by infekci zptisobenych kmeny s produkci karbapenemaz jsou
Casto kriticky omezené. Divodem je schopnost hydrolyzy vétSiny [B-laktamovych
antibiotik a zaroven casta koexprese dal$ich mechanismt rezistence, ¢inici tyto
kmeny rezistentni k majoritni v&tginé dostupnych antibiotik.’

Rada epidemiologickych studii v Evropé i ve Spojenych statech americkych upo-
zorfiyje na vyznam nosokomidlnich infekci zptisobenych multirezistentnimi (MDR)
gramnegativnimi patogeny, které ¢asto postihuji kriticky nemocné pacienty.” Vasné
zahdjeni adekvatni antibiotické 1é¢by hraje klicovou roli v terapii sepse/septického
$oku.®> Vysledky mnoha studii prokazaly, Ze mortalita nemocnych se sepsi lé¢enych
neadekvatnim antibiotikem je dvakrat az pétkrat vy$§i ve srovnani s lé¢bou
adekvatni.* Riziko zahajeni terapie nevhodnym antibiotikem je mnohonasobné vyssi
pravé u multirezistentnich kment. Mortalita pacientd infikovanych kmeny
s produkci karbapenemaz dosahuje dle publikovanach studii 48-71 %.>° Karbapene-
maza-pozitivni kmeny jsou nej¢astéji asociovany s nosokomialnim prostiedim, ale
nartista pocet téchto kmenii detekovanych v komunité.”®

Dle vysledka studie zaméfené na vyskyt karbapenemdza-pozitivnich Enterobakterii
(CPE) v Evropskych zemich (European survey on carbapenemase-producing Entero-
bacteriacece, EuSCAPE), se v roce 2015 potykalo 13 z celkem 38 zuastnénych statt

s endemickou situaci nebo interregiondlnim $ifenim, ve srovndni s 6 stity v roce 2013
(Obrazek1a 2).°
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Epidemiological stages of
nationwide spread of CPE
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HE No case reported
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Obrazek 1. Vyskyt CPE ve 38 evropskych zemich, biezen 2013 [1]

Ax
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I Regional spread (Stage 3)
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Obrazek 2. Vyskyt CPE ve 38 evropskych zemich, kvéten 2015 [2]

V Ceské republice byl vyskyt karbapenemaéza-pozitivnich kment do roku 2om vzacny,

o 10-12

¢itajici pouze nékolik malo detekovanych izolatt.” ™ Vroce 20u byl zaznamenan
znadny ndrlst poc¢tu téchto kment, zpisobeny pievazné $itenim enzymu typu KPC a
MBL. Jako reakce na tuto skute¢nost byl vydan metodicky postup ke kontrole vyskytu
Enterobakteriii produkujicich karbapenemadzy, zaméfujici se na aktivni screening

karbapenem-rezistentnich kmend.” Do konce roku 2014 byl stav po¢tu karbapene-
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madza-pozitivnich Enterobacteriacee staciondrni.* V roce 2015 doslo k vyznamnému
narastu incidence izolatd s produkci karbapenemdz, prevazné kvili $ifeni enzymt
typu OXA-48. V roce 2016 byl v ¢eskych nemocnicich zaznamenan alarmujici vzestup
poctu enzym@ typu NDM. Pokradujici a strmé stoupajici tendence sifeni
karbapenemdza-pozitivnich kmenti je naddle patrna i v roce 2017 a 2018, s majoritnim
zastoupenim enzymd typu OXA-48, NDM a KPC. (Obrazek 3). Vedle CPE izolatii
bylo vroce 2016 detekovano v Ceské republice 275 MBL-pozitivnich klinickych
izolatlt Pseudomonas eruginosa. V roce 2017 pak 167 izolatit Pseudomonas eruginosa
s prokazanou produkci metallo-f-laktamdz, predominantné typu IMP.

140
120
100 IMI
80 GES
m KPC tiida A
Poiet g0
izolatd u OXA-48
40 I IMP
20 - I NDM - ML
l N mVIM
0 . || || || || ||
neuréeno

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Rok (Data k 8.6.2018)

Obrazek 3. CPE detekované v Ceské republice od roku 2011 do ¢ervna 2018 [3]

Celosvétova systematickd surveillance a molekuldrné genetickd analyza izolata
rezistentnich ke karbapenemiim je zdsadni pro monitoraci a pochopeni mechanismit
gifeni karbapenemdza-pozitivnich kmend. Studie pfedkladané v této diserta¢ni praci
jsou zaméfeny na molekuldrné epidemiologickou charakterizaci klinickych izolatd
Celedi Enterobacteriacece a rodu Pseudomonas s prokazanou produkci karbapenemdz,
které byly detekovany v nemocnicich na tizemi Ceské republiky. Specialni pozornost
je zaméfena na typy karbapenemdz s nejvys$i zaznamenanou incidenci a zdroveri
recentné dokumentovanym rapidnim $ifenim (OXA-48, NDM, IMP), které majorit-
nim dilem pfispély k alarmujicimu nartstu po¢tu kment s produkci karbapenemdz
v CR. Zaroveit jsou uvedeny studie karbapeneméaz se sporadickym klinickym
vyskytem (GES, IMI), které byly nové zaznamendny v ¢eskych nemocnicich.
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Hypotéza a cil prace

Hypotéza

Antibioticka rezistence gramnegativnich bakterii predstavuje jeden z nejza-
vaznéjsich zdravotnickych problémi soucasnosti. Karbapenemy, slouZici jako
rezervni antibiotika, disponuji Sirokospektrou antimikrobidlni aktivitou zahr-
nujici fadu multirezistentnich gramnegativnich bakterii. Celosvétové Siteni
karbapenemaz (enzymit hydrolyzujicich karbapenemova antibiotika), vyznamné
limituje jejich pouziti. Terapeutické moznosti infekci zptisobenych kmeny
s produkci karbapenemdz jsou vyznamné omezeny.

Radnd a daslednad surveillance karbapenem-rezistentnich izoldtd mutZe na-
pomoci k odhaleni potencidlnich rizikovych faktor spojenych s $ifenim karba-
penemaz a zaroven piispét ke zlepseni stavajici epidemiologické situace.

Jednim z nejzavaznéj$ich mechanismd $ifeni rezistence ke karbapenemtm je
horizontélni pfenos gent kddujicich karbapenemdzy prostiednictvim mobilnich
genetickych elementi. Detailni analyza molekuldrné genetickych aspektil
asociovanych s geny karbapenemdz mize pfispét k lep§imu porozuméni jejich
uspésného $ifeni a zdroven objasnit mechanismy bakterialni evoluce.

Cil prace

Systematicky vedena diagnostika, molekuldrné genetickd analyza a surveillance
karbapenem-rezistentnich izolatti c¢eledi Enterobacteriacee a rodu Pseudo-
monas, které byly detekovany na tzemi Ceské republiky, se zaméfenim na
izolaty pochazejici z klinickych vzorki.

Molekuldrné genetickd analyza, zahrnujici celogenomovou sekvenaci, karba-
penemaza-pozitivnich izoldtd, se zaméfenim na nejcastéji se vyskytujici typy
kybapenemaz, mapovani nemocni¢nich epidemickych epizod a prvnich dete-
kovanych piipada sporadicky se vyskytujicich karbapenemaz v Ceské republice.
Identifikace a popis novych genetickych aspektii asociovanych s geny kédujicimi

karbapenemazy.

Srovnani ziskanych informaci s molekularné genetickymi daty z ostatnich zemi,

odhaleni moznych epidemiologickych souvislosti spojenych s $ifenim karba-
penemaz.
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3  Metodika

Veskeré izolaty, které byly pfedmétem vyzkumu studii pfedkladanych v této diser-
taéni praci, byly ziskdny budto ve spolupraci s Narodni referen¢ni laboratofi pro
antibiotika, nebo pfimo izolovany z klinickych vzorkd pochazejicich z Fakultni
nemocnice Plzen. Dle charakteru konkrétni studie byly nasledné selektovany vybrané
soubory, nebo jednotlivé konkrétni izolaty, které byly podrobeny detailni moleku-
larné genetické analyze.

Vsechny izolaty byly typizovany pomoci fenotypickych a genetickych metod.
Konkrétni mikroorganismy byly identifikovany pomoci matrix-assisted laser
desorbtion ionization-time of flight hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS).
Testovani citlivosti bakterii na vybrand antibiotika byla provedena mikrodilu¢ni
metodou se stanovenim minimélnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) a interpretovana
dle doporuCeni Evropské komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(EUCAST).”"® Produkce karbapeneméz byla ovéfena prostfednictvim p¥imé detekce
hydrolyzy karbapenemii pomoci MALDI-TOF MS.”*® Izolity u kterych byla
potvrzena pritomnost karbapenemdz, byly déle podrobeny fenotypovym inhibi¢nim
testm s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), kyselinou fenylboritou (PBA)
a diskem s temocilinem."”* Nasledovala detekce genti kodujicich karbapenemazy
prostiednictvim polymerazové tetézové reakce (PCR). U vybranych izolatd Pseudo-
monas sp. Byla provedena analyza integront a detekce gent asociovanych se
zvySenou virulenci. Veskeré PCR produkty byly ndsledné sekvenovdny Sangerovou
metodou. Izolaty byly dile podrobeny multilokusové sekven¢ni analyze (MLST).”
Piitomnost dalgich B-laktamdaz byla ovéfena metodou isolelektrické fokusace (IEF).
Geny kodujici karbapenemazy byly pieneseny do recipientniho kmen prostied-
nictvim konjugace nebo transformace.***> Analyza plazmidt byla provedena pomoci
pulzni gelové elektroforézy (PFGE) s pouzitim S1 nukledzy, nasledované Southern
blottingem a hybridizaci se sondami zna¢enymi dogoxigeninem.* Inkompatibilta
plazmidid byla charakterizovéna prostfednictvim metody PCR replikonové typizace
(PBRT).*” Plazmidovd DNA transkonjugantii a transformantti byla ziskdna pomoci
extrakce za pouziti Qiagen Large-Construct Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Chromo-
zomélni DNA byla extrahovana pomoci DNA-Sorb-B kit (Sacace Biotechnologies
Srl, Como, Italy). Vybrané plazmidy a chromosomalni DNA byly nésledné
sekvenovany systémem Illumina MiSeq. Vybrand data ziskana celogenomovou
sekvenaci byla pouZita k fylogenetické analyze izolatd.
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4  Seznam publikaci pfedkladanych v disertaéni praci

Diserta¢ni prace zahrnuje vybrané studie zabyvajici se molekuldrné genetickou
analyzou izolat z Celedi Enterobacteriaceee a rodu Pseudomonas rezistentnich ke
karbapenemim, které byly detekovany na tizemi Ceské republiky.*
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5  Shrnuti, vysledky a zavéry jednotlivych publikaci

5.1 Molekuldarné geneticka analyza OXA-48-pozitivnich izolatt z ¢eledi
Enterobacteriacee detekovanych v Ceské republice a priikaz
horizontalniho pfenosu pOXA-48-like plazmida

(Molecular characterization of OXA-48-like-producing Enterobacteriacee in the
Czech Republic and evidence for horizontal transfer of pOXA-48-like plasmids)

Autorsky kolektiv: Skalova A., Chudéjova K., Rotova V., Medvecky M.,
Studentova V., Chudackova E., Lavicka P., Bergerova T., Jakubd V., Zemli¢kova H.,
Papagiannitsis C.C., Hrabdk J.

Publikovano: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2017 Feb 1;61(2):€01889-16,
IF = 4307

V poslednich letech dochdzi k alarmujicimu celosvétovému $ifeni enzymu typu
OXA-48. Signifikantni a pokradujici narfist incidence karbapeneméz v Ceské
republice, pozorovany od roku 2015, je vyznamné spojen s diseminaci enzymi
OXA-48. Pfedmétem této studie je kompletni molekuldrné geneticka analyza vSech
izolatd exprimujicich geny blaoxa ,s-like, které byly detekovany na tizemi Ceské
republiky do konce roku 2015.

Celkové bylo analyzovdno 26 izolatd s produkci karbapenemdz typu OXA-48,
pochdzejicich od 20 pacientd hospitalizovanych v celkové 7 ¢eskych nemocnicich. U
Ctyt pacientt byla nalezena infekce nebo kolonizace zptisobena dvéma a vice rtiznymi
bakteridlnimi druhy nebo kmeny s produkci enzym@ OXA-48-like. U péti pacientt
byla zjisténa recentni pozitivni cestovatelska anamnéza, coZ upozoriiuje na nutnost
screeningu pacientil repatriovanych z cizich zemi. U tfech OXA-48-like pozitivnich
izolatdl, postradajici jasné prokazatelné epidemiologické souvislosti 0 mozném zdroji
pivodu, nelze vyloucit komunitni zdroj infekce/kolonizace. Tento fakt podtrhuje
zdvaznost situace spojenou s potencidlnim tichym $ifenim v komunitnim prostiedi,

7wy

které maZe mit za nasledek devastujici $ifeni antibiotické rezistence.

Analyza sekven¢nich typt (ST) izolat zahrnutych ve studii prokazala, Ze velka ¢ast
znich byla jiz v minulosti asociovana s $ifenim enzyma typu OXA-48 v rtznych
astech svéta®® U vétdiny izolatt nesoucich geny blaoxs ,s-like byly zdroven
exprimovany dalsi typy B-laktamdz, vedoucich k multirezistentnimu (MDR) fenotypu
danych izolat(, s potencidlnim vlivem na vyrazné omezeni terapeutickych moznosti.

V daném souboru izolati byly detekovany 3 typy OXA-48-like enzymti: OXA-48,
OXA-181 a OXA-232. Dvacet ¢tyfi izolatti exprimovalo gen blapxa.,s jeden izolat
blapxa.s a jeden zbyvajici izolat blagya.,;, se soucasnou koexpresi genu kodujiciho
metallo-B-laktamdzu NDM-1. U vétsiny izolatG byly geny blapxa.s-like lokalizovany
na plazmidech, ve dvou ptipadech bylo prokazdno chromozomalni umisténi.

Majoritni vétSina plazmid nesoucich gen blagxa.,s byla identifikovana jako varianta
archetypalniho IncL  blapxa.,s-nesouctho plazmidu, pitivodné detekovaného
v Turecku v toce 2001 a nasledné rozsifeného celosvétové.® Devatendct z 22
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blapxa-4s-nesoucich plazmidi vykazovalo vysoce shodné molekularné genetické
aspekty s dfive charakterizovanym pE71T plazmidem pochdzejicim z Irska, lisicim se
od pOXA-48 inzerci 2 kopii inzer¢nich sekvenci IS1R>* Dale byly popsdny 2 nové
varianty plazmidu pE71T.

U izolatu s expresi enzymu OXA-181 byl gen blapxa.g; lokalizovan na IncX3 plazmidu,
ktery byl dosud identifikovan pouze v Ciné. > Enzym OXA-232 byl lokalizovan na
plazmidu typu ColE2, piivodné popsaném u pacienta repatriovaného z Indie do
Francie v roce 2011.3°

U ¢tyf pacient byla zjiSténa pfitomnost 2 nebo 3 odlisnych OXA-48-pozitivnich
izolatd, indikujici in vivo horizontdlni pfenos genil rezistence. Tuto hypotézu dile
potvrzuji data ziskanad celogenomovou sekvenaci, kterd prokdzala pfitomnost zcela
shodnych blapxa-4s-nesoucich plazmidi.

Vysledky ziskané molekuldarné genetickou analyzou izoldta s produkei enzym typu
OXA-48 potvrzuji, Ze plazmidy typu pOXA-48 hraji hlavni roli v $ifeni genti blagxa-,s
v ¢eskych nemocnicich. Tyto vysledky jsou ve shodé s nalezy publikaci z dalgich ¢asti
svéta 33437

5.2 Prvni zachyt klinického izolatu Enterobacter cloacee ST252 s produkci
karbapenemazy GES-5 v Ceské republice

(Emergence of sequence type 252 Enterobacter cloace producing GES-5
carbapenemase in a Czech hospital)

Autorsky kolektiv: Chudéova K., RotovaV., Skalova A., Medvecky M.,
Adamkova V., Papagiannitsis C.C., Hrabak J.

Publikovano: Diagnostic Microbiology and Infectious Disease. 2018 Feb 1;,90(2):148-
50, IF = 2.401

Enzymy typu GES, které byly doposud detekovany pievazné sporadicky, jsou

v soucasné dobé se zvy$enou frekvenci nalézany v raznych geografickych oblastech.

Pfedevs$im u varianty GES-5 byla zaznamendna rostouci incidence v fadé evropskych
13839

zemi.

Byla provedena molekularné genetickd analyza prvniho GES-5 pozitivniho izolatu
Enterobacter cloacce, zachyceného v Ceské republice vroce 2016. Izolat E. cloace
ST252 byl ziskdn z klinického materidlu od pacienta sanamnézou opakovanych
predchozich hospitalizaci, nicméné bez recentni cestovatelské anamnézy. Sekven¢ni
typ ST252 byl v minulosti popsan v souvislosti se $ifenim KPC-pozitivnich izolatd
E. cloace v nozokomidlnim prostfedi ve Spojenych statech americkych.*’

Gen blaggs; byl identifikovan jako prvni genova kazeta nové charakterizovaného
integronu prvni tfidy, In1406, lokalizovaného na plazmidu o velikosti pfiblizné 7kb.
Soucasné byla identifikovana a popsana nova alela genové kazety aadAis, podilejici se
na rezistenci k aminoglyosidtim. Ini406 byl inzertovan v oblasti sekvence (3687kb)
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sdilejici shodné genetické aspekty s nékolika difive popsanymi plazmidy typu ColE,
asociovanymi s §ifenim eznzymt tpu OXA-48.4"*

Nélez enzymi typu GES lokalizovanych na plazmidech typu ColE je pomérné
znepokojujici vzhledem k redlné moznosti jejich tspésného a rychlého sitfeni, jehoz
jsme byli svédky v pfipadé enzymu typu OXA-48. Dal$im dutlezitym faktem je vyskyt
GES-5-pozitivniho izoldtu bez jasné prokizaného epidemiologického zdroje. Tato
skute¢nost by mohla, vzhledem k opakovanym pfedchozim hospitalizacim pacienta,
poukazovat na mozné skryté Sifeni téchto enzym@ v ¢eskych nemocni¢nich
zafizenich.

5.3 Charakterizace plazmidi nesoucich karbapenemazy typu NDM, které
byly detekovany z izolati ¢eledi Enterobacteriacece ziskanych
v nemocnicich na izemi Ceské republiky

(Characterization of NDM-encoding plasmids from Enterobacteriaceee recovered
from Czech hospitals)

Autorsky kolektiv: Pagkova V., Medvecky M., Skalova A., Chudéjova K., Bitar [,
Jakubti V., Bergerova T., Zemli¢kova H., Papagiannitsis C.C., Hrabak J.

Publikovano: Frontiers in Microbiolgy. 2018; Article in press, IF = 4.076

Od roku 2016 byl vCeské republice zaznamenan kriticky narfist incidence
karbapenemdz typu NDM, ktery se zvelké miry podili na celkovém alarmujicim
vzestupu poctu karbapenemadza-pozitivnich kmend na na$em uzemi, pozorovaném
od roku 2015.

Bylo analyzovano 18 izolatt s produkei karbapenemaz typu NDM, které byly ziskany
z klinickych vzorkd od 15 pacientG hospitalizovanych v celkem 5 ¢eskych nemoc-
nicich v prabéhu roku 2016. Pro srovnavaci epidemiologické ucely byl dale do studie
zatfazen NDM-4-pozitivni izolat, detekovany v roce 2012 u pacientky repatriované ze
Sri Lanky. U vétSiny zafazenych izolatd byla identifikovana koexprese $iroko-
spektrych B-laktamaz (ESBL).

Do studie byly zafazeny izolaty pochdazejici z epidemické epizody detekované
v nemocnici B1 a zahrnujiciho celkem 10 pacientt, dalsi klinické vzorky pochazely od
2 pacientt hospitalizovanych v nemocnici B2, ve zbylych piipadech se jednalo
o sporadické izolaty detekované v rtiznych nemocnicich napti¢ Ceskou republikou.

Dvanact izolatd, véechny pochdzejici z epidemie v nemocnici B, bylo identifikovano
jako producenti enzymu NDM-4. V majoritni vét§iné pripadt se jednalo o izolaty
komplexu Enterobcater cloace STi82. Izolat, detekovany vroce 2012 ve stejné
nemocnici, byl taktéz identifikovan jako NDM-4-pozitivni E. cloace ST182. Zaroven
plazmidy nesouci gen blaypw., byly u viech téchto izolatti shodné identifikovany jako
plazmidy typu IncX3. Izolaty komplexu E. cloace STi82 produkujici enzym NDM-1
byly jiZz v minulosti spojovany s $ifenim téchto karbapenemdz v Mexiku.®
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U tfech izolatl, pochdzejicich z nemocnice B2, byla oziejmena produkce enzymu
NDM-5. Geny blaypwm.5 byly lokalizovany na plazmidech typu IncX3. Dva izolaty byly
identifikovany jako E. coli ST167. Tento sekvené¢ni typ byl v minulosti opakované
popisovan v souvislosti s $ifenim NDM-5-pozitivnich izolatt v Ciné.***> Zbyvajici
izolat Klebsiella oxytoca, klasifikovan jako STz, ndlezi k mezindrodné se rozsifujicimu
klonalnimu komplexu.*°

Tti zbyvajici sporadické izolaty (E. coli, K. pneumonice, R. ornithinolytica) exprimova-
ly gen blanpw.,, lokalizovany na tfech typech plzmidii odli$né velikosti (~55kb, 150kb a
300kb). Gen blaypy, identifikovany u R. ornithinolytica byl nalezen na plazmidu typu
IncX3 o velikosti pfiblizné 55kb. Jako soucdst plazmidu byla detekovana sekvence
kddujici enzym SHV-12, vykazujici podobnost s usekem nesoucim gen blagyy.,, u dfive
popsaného izolatu K. pneumonice detekovaného v Ciné (GeneBank piistupovy kéd
KU314941). blaypwm.,-nesouci plazmid o velikosti ~300kb, detekovany u izolatu E. coli,
byl popsan jako multi-replikon A/C,+R, skladajici se ze sekvenci odliného ptivodu.
Plazmid o velikosti pfiblizné 150kb ziskany z izolatu K. pneumonic, ktery nebyl
typizovatelny pomoci PBRT schématu, byl douréen jako IncFIB(K) typ plazmidu,
obsahujici usek ziskané sekvence.*” Tento plazmid vykazoval shodné genetické
aspekty s plazmidem p1605752FIB ziskanym z pan-rezistentniho izolatu K. pneu-
monice z USA (GenBank pfistupovy kod CPo22125). Soudasné byly nalezeny shodné
znaky segmentu kodujiciho enzyme NDM-1 s dfive charakterizovanym NDM-1-
pozitivnim izolatem detekovanym v CR.**

Vsechny plazmidy typu IncX3 vykazovaly vysokou podobnost jak navzijem, tak
s ostatnimi IncX3 NDM-pozitivnimi plazmidy detekovanymi v raznych geografickych
oblastech svéta.* Dva z plazmidti nesoucich gen blaypw.s byly téméf identické s
dfive charakterizovanym plazmidem z ¢inského izolatu E. coli ST167.* Veskeré IncX3
plazmidy nesouci gen blaxpm., se odliSovaly oproti ostatnim NDM-pozitivnim
plazmidim inzerci Tn3-like transposonu. Zaroveri byla prokazana shodnost plazmidu
pochdzejiciho z izolatu E. cloace ziskaném v roce 2012 s NDM-4-pozitivnimi
plazmidy, které pochézely z epidemické epizody v nemocnici B1. AvSak komparativni
genomicka analyza odhalila pfitomnost 4 inzerci v genomu izolatu z roku 2012, které
nebyly nalezeny u izolata z roku 2016.

U tiech pacientii byly nalezeny 2 razné izoldty s produkci enzymu typu NDM,
poukazujici na mozny horizontalni genovy pfenos. Tuto hypotézu déle potvrzuji data
ziskand z celogenomové sekvenace.

Studie prokazala zasadni roli IncX3 plazmidi v $ifeni enzymii typu NDM v Ceské
republice. Zvysujici se incidence NDM-pozitivnich izolatti v CR je v souladu s daty
publikovanymi z ostatnich svétovych zemi. Tato skute¢nost si zaslouZi zvySenou
pozornost, vzhledem k extrémné uspésnému $ifeni gent blaypy cestou horizon-
talniho genového pienosu.
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5.4 Molekuldarné geneticka analyza karbapenemaza-pozitivnich izolati
Psedomonas ceruginosa detekovanych v Ceské republice a prikaz
klondlniho $ifeni extrémné rezistentniho kmene ST357 exprimujiciho
metallo-B-laktamazu IMP-7

(Molecular characterization of carbapenemase-producing Pseudomonas ceruginosa of
Czech origin and evidence for clonal spread of extensively resistant sequence type 357
expressing IMP-7 metallo-B-lactamase)

Autorsky kolektiv: Papagiannitsis C.C., Medvecky M., Chudéjova K., Skalova A.,
Rotové V., Spanélova P., Jakubii V., Zemli¢kova H., Hrabak J.

Publikovano: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2017 Dec 1;61(12):e01811-17,
IF = 4.307

Krabapenemdza pozitivni izolaty Pseudomonas cruginosa jsou v soucasné dobé
frekventné detekovany v ¢eskych nemocni¢nich zatfizenich. Pfedmétem studie bylo
provedeni prvni narodni surveillance, zahrnujici podrobnou molekularné genetickou
analyzu, karbapenemadza-pozitivnich izoldtlt Pseudomonas ceruginosa identifikova-
nych béhem roku 2015 napii¢ nemocnicemi v Ceské republice. Ve studii bylo
zahrnuto 136 karbapenemaza-pozitivnich izolatt z 22 ¢eskych nemocnic. Pro srov-
navaci ucely bylo dale zafazeno 58 karbapenem rezistentnich izolatd bez prokazané
karbapenemdzové aktivity a 93 izolath se zachovalou citlivosti k meropenemu.

Celkem bylo vroce 2015 detekovdno 132 izolatd Pseudomonas eruginosa s proka-
zanou produkci metallo-B-laktamaz (MBL). Z tohoto poc¢tu byly u 117 izolat nalezeny
geny blajyp, zahrnujicich 16 producenttt enzymu IMP-7 a jednoho producenta
enzymu IMP-1, zatimco 15 izolatdl exprimovalo gen blayy.,.U ¢tyf zbyvajicich izolatt
byla prokdzéna produkce enzymu typu GES.

Data ziskand pomoci MLST identifikovala ST357 jako nejcastéjsi sekvenc¢ni typ,
detekovany u 120 MBL-pozitivnich izolatt. Vétsina izolatth ST357 byla producenty
enzymu IMP-7 (n =us), zatimco pouze 5 izolatd s produkci enzymu VIM patiilo
k tomuto sekven¢nimu typu. Ttindct izolatt néleZzelo k ST (vétSina producentd
VIM-2), a ST235 (zahrnujici v8echny producenty enzymu GES). Zbyvajici izolaty
piedstavovaly rtizné sekven¢ni typy. Naopak, byla prokdzana vyznamna diverzita
napfi¢ izoldty bez prokdzané karbapenemdzové aktivity. U 58 karbapene-
maza-negativnich karbapenem-rezistentnich izolatd bylo identifikovano 29 klong,
kdy nejpocetnéjsi sekvenéni typy byly STi75 a ST235 (n = 22). Izolaty se zachovalou
citlivosti k meropenemu pak naleZely k 53 riiznym sekven¢nim typtm, z toho 1 bylo
nové detekovanych.

Izolaty P. eeruginosa ST357 s produkci enzymu IMP-7 byly jiZ v minulosti detekovany
ve Stiedni Evropé.” Studie zaméfena na karbapenemaza-pozitivni izolaty
P. eruginosa detekované v Brné mezi lety 2009 a 20u taktéz identifikovala
producenty enzymt@ VIM a IMP-7 patfici k ST a ST357.%' Zaroven sekven¢ni typ
ST357 je spojovan i s ifenim enzymu IMP-1 v Japonsku.” Diive publikované studie
déale zaradily dal$i detekovany sekven¢ni typ, ST235, mezi epidemiologicky vysoce
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rizikové klony.”* Popisované epidemiologicky vysoce rizikové klony (ST357 a ST235)
nebyly nalezeny mezi izolaty citlivymi k meropenemu.

Geny blapp byly identifikovany na tfech hlavnich typech integront prvni tfidy.
Nejcastéji detekovanym typem byl In-puo-like integron, detekovany u ns ST352
karbapenemadza-pozitivnich izolatd. Integron In-puo, jiz dfive charakterizovany
z MBL-pozitivniho ¢eského izoldtu P. eruginosa, byl detekovan v pfipadé 94 ST357
izolatd, zatimco u zbylych 21 ST357 IMP-7-pozitivnich izolatd byla prokizana
pfitomnost derivatu In-puo integronu.” U producenti enzymu IMP-7 byly dale
popsany dva nové typy integront (s oznacenim In1393 a In1392). Nejcasté&ji identifi-
kovanym typem mezi integrony nesoucimi gen blayyy byl derivat integronu I59, dfive
charakterizovany ve Francii.”® Zaroveni byla opét posan novy typ integronu nesouciho
gen blayyy., (In1391). Izoldty exprimujici enzym GES disponovaly integronem In717,
d¥ive popsanym australskymi autory.>*

Data ziskana celogenomovou sekvenaci potvrdila chromozomalni umisténi integront
nesoucich geny karbapenemdaz u vSech izoldtd P. ceruginosa zatazenych ve studii.
Byla provedena detailni molekuldrné geneticka analyza, ktera odhalila fadu shodnych
genetickych aspektt sizolaty identifikovanymi z rznych d¢asti svéta. U nékterych
izolatd byly popsany nové formy genomickych ostrovi.

Zasadni informaci poskytla fylogeneticka analyza, ktera prokazala blizkou pfibuznost
ST357 IMP-7-pozitivnich izolatt nap¥i¢ Ceskou republikou. Tyto vysledky potvrzuji
hypotézu klondlniho $ifeni epidemiologicky vysoce rizikového klonu P. eruginosa
ST357 v ¢eskych nemocnicich. Na zadvaZnost situace se dale podili fakt, Ze u vétsiny
izolatd byly identifikovany geny kodujici rezistenci k dal$im skupindm antibiotik a
geny virulence jiz dfive spojované se zvySenou mortalitou infekci zptisobenych
témito kmeny.>>>

Vysledky studie upozoriiuji na vyznamnost $ifeni epidemiologicky vysoce rizikovych
kment, jako jsou ST, 175, 235 a 357 v Ceské republice. Zaroveti nové charakteri-
zované struktury integronti nesoucich geny karbapenemdz zdiiraznuji pokracujici
evoluci téchto kment, coz miZe do budoucna vést k dalsimu zhors$eni situace.

5.5 Prvni popsany pripad Enterobacter asburice s produkci karbapenemazy
IMI-2 v Ceské republice

(First description of the emergence of Enterobacter asburiee producing IMI-2
carbapenemase in the Czech Republic.)

Autorsky kolektiv: Rotova V., Papagiannitsis C. C., Chudéjova K., Medvecky M.,
Skalova A., Adamkova V., Hrabdk J.

Publikovano: Journal of Global Antimicrobial Resistance. 2017 Oct 10;11:98, IF = 1,276

Karbapenemazy typu IMI, které jsou dosud pouze sporadicky detekované u klinic-
kych vzorkd, jsou nalézany prevazné u izolatd rodu Enterobacter. Studie popisuje
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prvni piipad izoldtu Enterobacter asburie produkujiciho karbapenemazu IMI-2, ktery
byl detekovan v klinickém vzorku pochdzejicim od pacienta bez anamnézy pied-
chozich hospitalizaci ¢i recentni cestovatelské anamnézy.

Gen blayy;., byl identifikovan na plazmidu typu IncFII o velikosti piiblizné 8okb. Data
ziskand celogenomovou sekvenaci odhalila vysokou podobnost s plazmidem pJF-787,
dfive charakterizovanym britskymi autory z izolatu Klebsiella variicola (GenBank
pristupovy kod KX868552).

Zaroven byly zjistény shodné genetické aspekty popsané v minulosti ddnskymi autory
u plazmidu IncX3 pochazejicim z izoldtu Shigella sp. (GeneBank pfistupovy kod
HEs578057).

Mozny ptvod izoldtu nebyl identifikovan. Tento fakt miZe poukazovat na
nerozpoznané sifeni gent karbapenemaz typu IMI dosud neodhalenymi cestami, coz
by predstavovalo potencidlni vyznamnou hrozbu $ifeni téchto enzym. PfestoZe jsou
geny kodujici karbapenemdzy IMI-2 detekovdny v klinickych vzorcich sporadicky,
popsana lokalizace na konjugativnich plazmidech miiZe predstavovat redlné riziko
jejich dalsi diseminace.
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6 Zavér

Celosvétové Sifeni gramnegativnich bakterii rezistentnich ke karbapenemtim patii
mezi nejvétsi zdravotnické problémy soucasnosti. Uspésna diseminace genti kédu-
jicich karbapenemdzy muze byt do zna¢né miry vysvétlena jejich asociaci s mobilnimi
genetickymi elementy. Neméné dutleZitou roli pak hraje klondlni $ifeni epidemio-
logicky vysoce rizikovych kmend. Jak vyplyva ze zavérd prezentovanych studii, obé
tyto cesty jsou ditvodem zvySujici se incidence producentdi karbapenemaz v Ceské
republice. K zdvaznosti situace ddle pfispiva koexprese dalsich mechanismi rezis-
tence, ktera byla potvrzena i u vétSiny ndmi analyzovanych izolati. Antibioticka
terapie nejen P-laktamy, ale i strukturdlné zcela odli$nymi skupinami antimikro-
bidlnich lé¢iv, pak muze pfispivat k vyraznému selekénimu tlaku a potazmo dise-
minaci karbapenemaza-pozitivnich kmend.

Zvlastni pozornost zasluhuji izolaty exprimujici geny karbapenemadz, bez jasné proka-
zaného zdroje akvizice, u kterych existuje redlné riziko nerozpoznaného Siteni
v komunité nebo Zivotnim prostfedi. Piestoze Sifeni kmendl rezistentnich ke
karbapenemam je v nasi geografické oblasti spojovdano pfedevs§im s nosokomidlnim
prostiedim, karbapenemdaza-pozitivni izolaty (napf. karbapenemézy typu OXA-48 a
NDM) jsou stéle Cast&ji v Fadé evropskych zemi detekovany pravé z komunitniho
prostiedi”® Nékolik izolatti zafazenych v predkladanych pracich bylo ziskino
z klinickych vzorki pochazejicich od pacientt bez anamnézy ptedchozi hospitalizace
¢i recentni cestovatelské anamnézy. Tyto izolaty mohou upozoriiovat na moznou

o vrv ’

existenci dosud neidentifikovanych zdrojt $ifeni.

Vcasné odhaleni infekce ¢i kolonizace bakteriemi produkujicimi karbapenemazy je
zasadni pro prevenci rozvoje nemocnic¢nich epidemii. Infekce zptisobené multirezi-
stentnimi bakteriemi maji vyznamny dopad na 1é¢ebné moznosti postizenych pacien-
td a zdrovefi predstavuji zna¢nou ekonomickou zaté7.>° Se zhor$ujici se situaci
narQstd potfeba novych antimikrobidlnich lé¢iv. Nové pristupy ve farmaceutickém
vyzkumu, jako napf. uziti glykopeptidovych analog schopnym pieklenuti vnitini
rezistence gramnegativnich bakterii, by mohly poskytnout nové terapeutické
moznosti.”® Ve svétle pokracujictho $ifeni multirezistentnich gramnegativnich
bakterii s vyznamnym klinickym dopadem, Svétova zdravotnickd organizace vydala
seznam prioritnich patogend, proti kterym by mél byt soustfedén vyzkum a vyvoj
novych antibiotik. Prvni misto tohoto seznamu obsadily pravé karbapenem-
-rezistentni kmeny ¢eledi Enterobacteriace, Pseudomonas ceruginosa a Acinetobacter
baumanii.”

Celosvétova systematicka snaha predchézet siteni kment produkujicich karbapene-
mazy je zdsadnim krokem nutnym k zastaveni pokracujici diseminace a vyhnuti se

hrozici situaci nekontrolovatelného $iteni, jakého jsme svédky v piipadé Siroko-
spektrych B-laktamaz (ESBL).
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o Prezentace: Karbapenemaza OXA-48: hrozba skrytého $ifeni u Enterobacteriacee (Skalova
A., Chudégjova K., Rotova V., Papagiannitsis CC., Hrabak J.)

Mladi mikrobiologové - rezistence na antibiotika, nefermentujici ty¢inky, CLS JEP, 2015

e Prezentace: Molekuldrné epidemiologicka analyza izolatG Klebsiella pneumonice
produkujicich karbapenemdazu OXA-48 zachycenych ve FN Plzen (Skdlova A., Chudéjova K.,
Papagiannitsis CC., Hrabak J.)

Studentska védecka konference Lékatské fakulty v Plzni, 2015

e Prezentace: Molekularné epidemiologicka analyza izolatG Klebsiella pneumonice
produkujicich karbapenemdzu OXA-48 zachycenych ve FN Plzeti (Skalova A., Chudé&jova K.,
Papagiannitsis CC., Hrabak J.)

Tomaskovy dny mladych mikrobiologt, 2015

e Prezentace: Molekularné epidemiologicka analyza izolatG Klebsiella pneumonice
produkujicich karbapenemazu OXA-48 zachycenych ve FN Plzeti (Skalova A., Chudéjova K.,
Papagiannitsis CC., Hrabédk J.)

Postery:

Evropsky kongres klinické mikrobiologie a infek¢nich nemoci (ECCMID) 2018

e Prezentace: Carbapenemase-producing Enterobacteriacece, focusing on OXA-48-like
carbapenemases detected in the Czech Republic (Skalova A., Jakubd V., Bergerova T.,
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Zemli¢kova H., Papagiannitsis CC, Hrabék J.)

Evropsky kongres klinické mikrobiologie a infekénich nemoci (ECCMID) 2017

e ePoster - Evaluation and validation of HRC assay for detection and confirmation of
carbapenemases in Enterobacteriacece (Rotova V., Skdlova A., Chudé&ova K., Papagiannitsis
C.C., Hrabak J.)

e Poster — Molecular characterization of MBL-producing Pseudomonas eruginosa isolates in
Czech hospitals (Papagiannitsis C. C., Chudé&jova K., Medvecky M., Skalova A., Rotova V.,
Jakubiti V., Zemli¢kova H., Hrabak J.)

e Poster - Automatic deposition of bacteria and yeast on MALDI target using MALDI Colonyst
robot (Hrabak J., Chudé&jova K., Rotova V., Papagiannitsis C. C., Boha¢ M., Skalova A,
Bergerova T.)

Evropsky kongres klinické mikrobiologie a infekénich nemoci (ECCMID) 2016

e poster - Complete nucleotide sequences of three IncA/Cz-type plasmids carrying In416-like
integrons with blaviv genes from Enterobacteriacece isolates of Greek origin (Papagiannitsis
C. C, Dolejska M., Izdebski R., Giakkoupi P., Skalova A., Chudé&jova K., Dobidsova H.,
Vatopoulos A., Derde L. P. G., Bonten M. J., Gniadkowski M., Hrabak J.)
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