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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawta Urbanowicza pt.:

»»,Mechanizmy szerzenia sie enzymatycznej opornosci na karbapenemy wsrod paleczek
Pseudomonas aeruginosa wywolujacych zakazenia szpitalne w Polsce - badania molekularne i
genomiczne"

Promotor: prof. dr hab. n. med. Marek Gniadkowski (Zaklad Mikrobiologii Molekularnej,

Narodowy Instytut Lekoéw, Warszawa)

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Pawta Urbanowicza zostala wykonana
w Zakladzie Mikrobiologii Molekularnej w Narodowym Instytucie Lekéw w Warszawie pod
kierunkiem prof. dr hab. Marka Gniadkowskiego, od lat zajmujacego sie badaniem mechanizméw
pojawiania sie i rozprzestrzeniania antybiotykoopornych szczepow bakterii wsréd sprawcow
zakazen szpitalnych. Rozprawa mgr Urbanowicza $ci$le wpisuje sie w zakres tych badan, a podjeta
w niej tematyka uwazam za niezwykle wazng z punktu widzenia epidemiologicznego, z uwagi na
niezrozumialy w chwili podjecia opisanych w rozprawie badan duzy wzrost zakazen szpitalnych
spowodowanych przez szczepy P. aeruginosa oporne na dzialanie karbapeneméw. Rozprawa
zostala przygotowana w jezyku angielskim. W jej sklad wchodza: streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), wstep zawierajacy krétkie omowienie wiaczonych do rozprawy publikacji, opis celu i
zakresu badan, cztery publikacje bedace podstawa rozprawy (w tym trzy oryginalne prace
eksperymentalne i jedna praca przegladowa), dyskusja wynikéw przedstawionych w wymienionych
publikacjach, konkluzje, spis literatury, liczacy 198 pozycji, oraz oswiadczenia wspoétautoréw prac
dotyczace udziatu mgr Urbanowicza w przygotowaniu kazdej z publikacji.

Trzy z wlaczonych do rozprawy publikacji zostaly opublikowane w renomowanych



miedznarodowych czasopismach o wysokim wspotczynniku oddzialywania, ujetych w bazie Web of
Science (Journal of Antimicrobial Chemotherapy, IF=5,758, 2 publikacje, oraz Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, IF=5, 938, jedna publikacja), a jedna w polskojezycznym czasopisSmie
Kosmos. Opublikowane prace eksperymentalne byly w zwigzku z tym juz wysoko ocenione przez
specjalistow. Mimo, Ze zostaly one opublikowane w ciggu ostatnich trzech lat, kazda z nich zostala
juz zacytowana. W sumie prace te byty cytowane 21 razy, co $wiadczy o ich wysokiej warto$ci
naukowej. Chociaz wszystkie prace sa wieloautorskie, mgr Urbanowicz jest pierwszym autorem
kazdej z nich, a jego udzial w tworzeniu kazdej z prac byt dominujacy (50-70%), co wynika ze
zgodnych oswiadczen pozostatych wspotautorow.

Wszystkie cztery wlaczone do rozprawy publikacje sa spojne tematycznie i dotycza ujetych
w tytule rozprawy zagadnienien zwigzanych z mechanizmami rozprzestrzeniania sie enzymatycznej
opornosci na karbapenemy wsrdod szpitalnych izolatow Pseudomonas aeruginosa wywohujacych
zakazenia. Rozprawa opatrzona jest pietnastostronicowym wstepem. Doktorant nakreslit w nim
problemy jakie stwarza P. aeruginosa z punktu widzenia medycznego i uzasadnit dlaczego bakteria
ta zostala wilaczona do patogenow tzw. grupy ESKAPE odpowiedzialnych za wiekszos¢
stwarzajacych problemy terapeutyczne zakazen zwiazanych z antybiotykoopornoscia. Podsumowat
tez naturalne cechy czynigce nawet Srodowiskowe izolaty P. aeruginosa mato podatnymi na
dzialanie szeregu antybiotykéw i stwarzajace Srodowisko sprzyjajace nabywaniu droga
horyzontalnego transferu genéw dodatkowych opornosci, w tym opornosci na karbapenemy
warunkowanej przez metalo-f3-laktamazy (MBL) i rozprzestrzeniajacej sie wséréd polskich izolatow
szpitalnych P. aeruginosa w szybkim tempie. Oméwit poszczeg6lne typy metalo-p-laktamaz oraz
ruchome elementy genetyczne zaangazowane w przenoszenie genow kodujacych te enzymy, ze
szczegolnym podkresleniem roli integrondw, plazmidoéw i mobilnych wysp genomowych. Zwrocit
uwage na klonalno$¢ populacji P. aeruginosa oraz na akumulacje genow antybiotykoopornosci
nabywanych droga horyzontalnego transferu w stosunkowo niewielkiej liczbie klonéw, rozwazajac
mozliwe przyczyny takiego zjawiska. Szczegdlnie duzo uwagi poswiecit szczepom P. aeruginoza
kodujacym metalo-B-laktamazy (MBL) i izolowanym na przestrzeni ostatniego ¢wierCwiecza w
Polsce, prezentujgc w klarowny sposob tto prowadzonych przez siebie badan. Ostatnia cze$¢ wstepu
zawiera krotkie omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy.

Celem badan opisanych w rozprawie mgr. Pawla Urbanowicza bylo wyjasnienie
mechanizméw odpowiedzialnych za szybki wzrost w Polsce, w latach 2005-2015, infekcji
szpitalnych powodowanych przez szczepy P. aeruginosa produkujace MBL oraz okreSlenie
charakteru tego wzrostu. Za teoretyczne przygotowanie do rozpoczecia i prowadzenia badan w tym

zakresie mozna uzna¢ opublikowang przez doktoranta we wspolpracy z promotorem i



chronologicznie pierwsza z publikacji zaprezentowanego w rozprawie cyklu prac - prace
przegladowa w czasopiSmie Kosmos pt. "Ciezkozbrojny" Pseudomonas aeruginosa:
mechanizmy lekoopornosci i ich tlo genetyczne. Praca ta jest wartoSciowym merytorycznie i
wszechstronnym omdwieniem poruszonej tematyki, ktore czyta sie z duzym zainteresowaniem, m.
in. ze wzgledu na umiejetne wplecenie informacji o szczepach P. aeruginosa opornych na coraz to
nowe antybiotyki w kontekst historii ich odkrywania. Dodatkowo stanowi doskonate wprowadzenie
do badan eksperymentalnych przedstawionych w pozostatych trzech publikacjach.

Materialem wyjSciowym do badan przedstawionych w pracach eksperymentalnych
zawartych w rozprawie byla kolekcja blisko 454 szczepoéw P. aeruginoza produkujacych metalo-3-
laktamazy i reprezentujacych kliniczne izolaty z 212 szpitali w 127 miastach z catej Polski, z okresu
od roku 2005 do 2015 oraz 4 szczepy MBL z kolekcji archiwalnej z lat 2000-2004. Badane szczepy
wybrano z wiekszej kolekcji polskich izolatéw P. aeruginosa produkujacych metalo-B-laktamazy
(MPPA) na podstawie analizy ich pulsotypow. W pierwszej z prac cyklu pt. Molecular and
genomic epidemiology of VIM/IMP-like metallo-B-lactamase-producing Pseudomonas
aeruginosa genotypes in Poland, opublikowanej w 2021 roku w Journal of Antimicrobial
Chemotherapy dokonano na szeroka skale szczegotowej analizy molekularnej tych szczepow
rozszerzonej o analize sekwencji genomowych 163 wybranych izolatéw i uzupeinionej o analize
zidentyfikowanych elementéw mobilomu oraz o dane epidemiologiczne dotyczace m.in. miejsc i
okresu izolacji, czy typu zwigzanej z kazdym szczepem infekcji. Pozwolilo to na wyciggniecie
unikalnych wnioskow dotyczacych struktury badanej populacji P. aeruginosa, dominujacych w
réznych rejonach Polski typow sekwencyjnych (ST) i pulsotypow tej bakterii, powigzan pomiedzy
typami ST/pulsotypami poszczegélnych szczepéw, a kodowanymi przez te szczepy typami metalo-
B-laktamaz i innych determinantéw antybiotykoopornosci, rodzajem mobilnych elementéw
genetycznych niosacych poszczegélne determinanty antybiotykoopornosci. Dodatkowych danych
dostarczyly analizy porownawcze, filogenetyczne i korelacyjne szczepéw o dominujacych typach
ST z wykorzystaniem sekwencji genomowych szczepéw o takich samych typach ST
zdeponowanych w bazie danych GenBank. Dopiero przeprowadzona w ramach tej pracy analiza na
tak szerokq skale doprowadzita do obserwacji, ze szybkie rozprzestrzenianie sie w Polsce zakazen z
udzialem szczepow P. aeruginosa kodujacych MBL ma charakter klonalny. Mozna je przypisac¢
gléwnie szczepom nalezacym do 4 z 52 badanych typéw ST, a w szczeg6lnosci szczepom typu
ST235 i ST211, stanowigcym ponad potowe zbadanych izolatow. Sukces ewolucyjny szczepow o

tych wiasnie typach ST okazal sie byC skorelowany ze szczegdlnie duza liczba w ich genomach

determinantéw oporno$ci na antybiotyki, w tym kodujacych metalo-3-laktamazy wielu typow



rodziny VIM/IMP, zlokalizowanych w obrebie ruchomych elementow genetycznych. Co ciekawe o
ile szczepy dwoch gtownych dominujacych typow ST charakteryzowaty sie duzym zr6znicowaniem
klonalnym, o tyle szczepy dwodch pozostatych dominujgcych typéw ST okazaly sie znacznie mniej
zroznicowane klonalnie w obrebie swoich typoéw i wiasnie sposrod nich mozna bylo wylonic¢
genotyp epidemiczny, ktory indywidualnie odniost najwiekszy sukces ewolucyjny. Na tle
zréznicowania genetycznego omawianych szczepow szczegoélnie interesujaca jest zamieszczona w
dyskusji rozprawy proba przesledzenia toku ewolucji szczepow o podobnych genotypach w obrebie
dominujacych typow ST i ustalenia ich Zrodla pojawienia sie w Polsce. Z kolei analiza wybranych
sposrod pozostatych typéw ST réwniez doprowadzita do wnioskow pokazujacych prawdopodobne
drogi i chronologie importu/eksportu szczepéw tych typéw pomiedzy Polskq i innymi krajami.
Réwnie waznym aspektem przeprowadzonych analiz byto odkrycie niespodziewanego bogactwa i
zroznicowania ruchomych elementow genetycznych, w szczegdlnosci integronow, obecnych w
komorkach badanych szczepéw oraz wskazanie ich dominujacego udzialu w w rozprzestrzenianiu
sie enzymatycznej opornosci na karbapenemy w naszym kraju.

Druga z przedstawionych prac cyklu pt. Epidemic territorial spread of IncP-2-type VIM-
2 carbapenemase-encoding megaplasmids in nosocomial Pseudomonas aeruginosa
populations, opublikowana w 2021 roku w Journal of Antimicrobial Chemotherapy, zogniskowana
jest na wyjasnieniu mechanizmu rozprzestrzeniania sie enzymatycznej opornosci na karbapenemy
kodowanej przez integrony zlokalizowane w duzych plazmidach. Cho¢ role integronow w tym
procesie dostrzezono juz wczesniej, dopiero postep technik sekwencjonowania z wykorzystaniem
dlugich odczytéw umozliwit doktadne poznanie i analize ich gldownych no$nikow jakimi okazaty sie
megaplazmidy. W pracy przedstawiono analize scharakteryzowanej w poprzedniej publikacji
populacji 454 szczepéw P. aeruginosa kodujacych metalo-f3-laktamazy pod katem obecnosci w ich
komoérkach jednego =z najczeSciej wystepujacych integrondow odpowiedzialnych za
rozprzestrzenianie sie genow MBL, integronu In461. Obecnos$c tego integronu wykazano az w 80
szczepach badanej populacji reprezentujacych zadziwiajaco zréznicowana pule, zaréwno pod
wzgledem miejsca i czasu izolacji oraz typu powodowanej infekcji, jak i pulsotypéw i typow
sekwencji. Wszystkie te szczepy mialy fenotyp MDR, a integron In461 w wiekszosci z nich byt
zlokalizowany w samoprzekazywalnych megaplazmidach o genomach rozmiaréw 300-550 tys. par
zasad i replikonie z grupy IncP-2. Szczegétowa analiza sekwencji DNA reprezentatywnej grupy
zidentyfikowanych megaplazmidéw pozwolita na wykrycie ich zréznicowania pod wzgledem
zaréwno tadunku gen6w niesionych przez badane plazmidy jak i genéw w obrebie integronu In461,
w tym determinantow opornosSci na antybiotyki i inne czynniki stresowe. To z kolei, w polaczeniu z

analiza porownawcza badanych plazmidéw pozwolilo na sformulowanie waznych wnioskéw
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dotyczacych szlakow i Zrodel nabywania enzymatycznej opornosci na karbapenemy przez
poszczegolne szczepy/grupy szczepow. Jednym z najbardziej istotnych, cho¢ niespodziewanych,
jest wykazanie, ze zréznicowanie integronéw klasy 1 kodujacych metalo-[3-laktamazy VIM/IMP i
bedacych jednym z glownych czynnikow transmisji enzymatycznej opornosci na karbapenemy
wsrod badanych szczepo6w mozna przypisac¢ ewolucji tych integronéw wewnatrz polskiej populacji
MPPA.

Cykl prac eksperymentalnych przedstawionych w rozprawie zamyka, pierwsza w kolejnosci
chronologicznej ukazania sie w druku publikacja z 2019 roku w Journal of Antimicrobial
Chemotherapy pt. Pseudomonas aeruginosa with NDM-1, DIM-1 and PME-1 B-lactamases,
and RmtD3 16S rRNA methylase, encoded by new genomic islands, w przypadku ktorej
doktorant jest nie tylko pierwszym, ale i korespondujacym autorem. W pracy tej, wydrukowanej w
dziale listéw do edytora, zawarto doglebng analize genetyczng i filogenetyczng pierwszego w
Polsce izolatu P. aeruginosa produkujacego zaréwno metalo-f-laktamaze typu NDM jak i DIM,
ktérych kombinacja w tym okresie w komérkach jednego szczepu uznawana byta za rzadka. Zostat
on pozyskany w 2014 roku ze spojowki zakazonego pacjenta, ktory nigdzie nie podrozowat.
Wykazano, ze reprezentuje jedyny klon ST234 w polskiej kolekcji P. aeruginosa, charakteryzuje sie
niemal pan-genomowym profilem antybiotykoopornosci i jest wrazliwy tylko na kolistyne, sposréd
panelu antybiotykdw standardowo wykorzystywanych do badan lekowrazliwosci P. aeruginosa.
Wiekszos¢ z 25 gendéw antybiotykoopornosci zlokalizowano w dwéch nowych chromosomalnych
wyspach genomowych (GI), ktorych strukture w pelni okreSlono. Poszukiwanie powigzan
filogenetycznych badanego szczepu ze szczepami P. aeruginosa o okreSlonej sekwencji genomowej
wskazato na brak jego bliskich krewnych w lokalnych kolekcjach i pokrewienstwo z izolatem z
Ghany, co zwraca uwage na praktycznie niezauwazalne rozprzestrzenianie sie klonoéw P.
aeruginosa o ekstremalnie szerokim spektrum opornosci na antybiotyki i trudnym do odtworzenia
szlaku rozprzestrzeniania sie. Warto podkresli¢, ze wymieniona publikacja jest pierwsza publikacja
zawierajacqa tak wszechstronna analize genomiczng klinicznego szczepu P. aeruginosa
wyizolowanego w Polsce.

Prace eksperymentalne wchodzace w sklad rozprawy stanowig razem niemal wyczerpujaca

analize populacji polskich izolatbw P. aeruginosa kodujacych metalo-B-laktamazy i
odpowiedzialnych za rozprzestrzenianie si¢ opornosci na karbapenemy, wyizolowanych na
przestrzeni ponad 10 lat. Reprezentuja jedng z niewielu analiz narodowych przeprowadzonych na
Swiecie na tak szeroka skale. Dzieki systematycznemu podejsciu do charakterystyki populacji

szczepow P. aeruginosa kodujacych enzymatyczng oporno$¢ na karbapenemy prace te pozwalaja



na okre$lenie zakresu i mechanizmow szybkiego rozprzestrzeniania sie tych szczepéow w polskich
szpitalach, co bylo celem rozprawy, a takze nakreSlaja ten problem w Polsce na tle sytuacji
globalnej i w innych krajach swiata. Wykorzystane metody, zarowno molekularne jak i
bioinformatyczne, sa zgodne z najnowszymi $wiatowymi standardami. Na uwage zasluguje tez
przemys$lana strategia zarowno prowadzenia prac jak i kolejnoSci publikowania ich wynikow
poczynajac od pracy przegladowej, poprzez analize genomiczng i fenotypowa jednego szczepu, a
konczac na globalnych analizach duzej populacji szczepéw. To ostatnie zwigzane jest SciSle z
umiejetnym doborem reprezentatywnych izolatow do badan i ich wstepna charakterystyke z
wykorzystaniem metod diagnostycznych przed przejsciem do analizy genomicznej i porownawczej,
a takze umiejetnym wyluskaniem z danych genomowych informacji kluczowych z punktu widzenia
epidemiologicznego i pozwalajacych na wyjasnienie mechanizmu rozprzestrzeniania sie
enzymatycznej opornosci na karbapenemy. Wobec ogromu danych jakie dostarcza analiza
sekwencji genomu nawet jednego szczepu bakterii wybor taki nie jest rzecza oczywista, a dobor

odpowiednich metod bioinformatycznych w analizie wymaga do$wiadczenia.

Uwagi i zagadnienia do dyskusiji

1. W przedstawionej rozprawie, zarowno we wigczonych do niej publikacjach jak i w dyskusji, mgr
Urbanowicz skupit sie m. in. na wykryciu i prze$ledzeniu na podstawie danych molekularnych i
filogenetycznych ewolucji szczepéw klinicznych P. aeruginosa w kierunku nabywania opornosci na
kolejne antybiotyki, podkreslajac, ze jest to stosunkowo szybki proces stymulowany szerokim
stosowaniem antybiotykow w wspolczesnej medycynie. Mozna sobie wyobrazi¢, ze przy braku
selekcji szczepéw antybiotykoopornych poprzez zaprzestanie stosowania okreslonych
antybiotykdw, moznaby liczy¢ na gubienie gendéw zwigzanych z antybiotykoopornoscia przez
szczepy, ktore nabyly takie geny droga horyzontalnego transferu. Czy wiadomo co$ na temat
ewentualnego zachodzenia takiego wiasnie procesu i czy mozna byto dostrzec jego $lady w danych
uzyskanych w wyniku przeprowadzonych analiz?

2. Mozna sie spodziewac, ze integrony obecne w plazmidach zdolnych do ich przekazywania
(mating +) powinny by¢ bardziej rozpowszechnione od tych, ktore nie mogly by¢ przekazywane.
Czy tak rzeczywiscie bylo? Czy znane sa przypadki przenoszenia integronow rezydujacych w
plazmidach P. aeruginosa innymi drogami niz koniugacja, np. poprzez transdukcje z udzialem
bakteriofagow?

3. Szereg opisanych w publikacji (2) megaplazmidow z integronem In461 zawieralo akcesoryjny
rejon kodujacy dodatkowe biatka replikacyjne i partycyjne. Tylko w przypadku jednego plazmidu

zaobserwowano, ze dodatkowe biatko replikacyjne powinno zastepowac to wiasciwe ze wzgledu na
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sekwencje insercyjna wstawiong w gen dla wlasciwego biatka. Podobnego stwierdzenia
dotyczacego pozostatych plazmidéow nie ma we wspomnianej publikacji. Zakladam wiec, ze
wymienione plazmidy maja po dwa zestawy bialek replikacyjnych i partycyjnych, co moze
sugerowac lepsze przystosowanie do replikacji w roznych warunkach wzrostu bakterii lub w
réznych gospodarzach. Czy co$ na ten temat wiadomo, albo czy opisano funkcje dodatkowych
biatek replikacyjnych w przypadku innych plazmidéw Pseudomonas.

4. Przy metodzie skladania sekwencji genomowych z tzw. krétkich odczytow korzysta sie
standardowo z juz zlozonych sekwencji genomowych jak najblizej spokrewnionych szczepow jako
matrycy. Jednak czesto w takich przypadkach gubione sa przy skladaniu te elementy genomu
dodatkowego, ktore nie maja odpowiednikow w genomie szczepu matrycy. Jak sobie poradzono z

tym problemem w przypadku sktadania sekwencji szczepéw MPPA opisanych w publikacji (1).

Uwagi edytorskie

W wielu zdaniach numery odno$nikéw literaturowych podane sa w nawiasach po kropce
konczacej zdanie, lub po przecinku, a nie jak powinno to by¢, przed kropka, czy tez przed

przecinkiem (np. str. 26, 115).

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska mgr Pawla Urbanowicza stwierdzam, ze spelnia
ona warunki okreslone w ar. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Pawta Urbanowicza do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na duze znaczenie naukowe wynikow przedstawionych w
rozprawie, ich znaczacy wklad w ogolnoswiatowa wiedze na temat mechanizmow
rozprzestrzeniania sie enzymatycznej opornosci na karbapenemy wsrod szpitalnych szczepow P.
aeruginosa oraz ich klarowny opis mimo zlozonosci podjetej tematyki badan, wnioskuje o

wyroznienie rozprawy stosowna nagroda.
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