Recenzja pracy magistra Pawtfa Urbanowicza
pt. ,Mechanizmy szerzenia sie enzymatycznej opornosci na karbapenemy wsréd pateczek
Pseudomonas aeruginosa wywotujgcych zakazenia szpitalne w Polsce - badania molekularne i

genomiczne” na stopien doktora nauk medycznych

Przedmiotem pracy doktorskiej mgr Pawta Urbanowicza jest bardzo aktualny problem opornosci na
karbapenemy wsréd pateczek Pseudomonas aeruginosa odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne w
Polsce. P. aeruginosa nalezy do najczestszych czynnikdéw etiologicznych zakazen u pacjentow
hospitalizowanych, zwtfaszcza w oddziatach intensywnej terapii, gdzie wywotuje zapalenia ptuc
zwigzane z mechaniczng wentylacjg, zakazenia krwi i uktadu moczowego oraz w oddziatach leczenia
oparzen, gdzie jest gtdwnym patogenem zakazen ran. Infekcje P. aeruginosa obarczone sg wysokim
ryzykiem zgonu (20-50%), co wynika z licznych czynnikéw zjadliwosci oraz wysokiej lekoopornosci
tego drobnoustroju. P. aeruginosa wykazuje naturalng opornos¢ na wiele dostepnych lekéw
przeciwbakteryjnych, a ponadto charakteryzuje sie ogromng fatwoscig nabywania genéw opornosci.
W ostatnich latach obserwuje sie dynamicznie narastajacg opornos¢ pateczek Pseudomonas na
wszystkie istotne terapeutycznie grupy antybiotykdw, w tym najwazniejsze w lecznictwie szpitalnym
— karbapenemy. Wsréd izolatéw inwazyjnych opornos¢ na te grupe beta-laktamdéw przekracza w
Polsce 20%. Sposrdd réznych mechanizméw opornosci pateczek ropy btekitnej na karbapenemy,
najwazniejsze i najgrozniejsze jest wytwarzanie metalo-beta-laktamaz (MBL), tj. enzymdw zdolnych
do hydrolizy niemal wszystkich antybiotykéw beta-laktamowych. Praca mgr P. Urbanowicza stanowi

prébe wyjasnienia genetycznego podtoza szerzenia sie w/w mechanizmu opornosci w naszym kraju.

Praca doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl 4 publikacji (3 oryginalnych i 1 poglagdowej) i sktada
sie z nastepujgcych czesci: informacji o finasowaniu badan, spisu tresci, wykazu publikacji, listy
skrotéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenia, celdw, kopii opublikowanych
prac, dyskusji, wnioskdw, pismiennictwa oraz oswiadczen wspdtautoréw okreslajacych ich
procentowy wkfad w przygotowanie publikacji. Z wyjgtkiem streszczenia, jednej z publikacji
wchodzacej w skfad cyklu oraz  oswiadczen, wszystkie pozostate czesci rozprawy zostaty

przygotowane w jezyku angielskim.

We wprowadzeniu doktorant omawit kliniczne znaczenie pateczek P. aeruginosa, mechanizmy

opornosci tego drobnoustroju ze szczegdlnym uwzglednieniem nabytych beta-laktamaz,



scharakteryzowat ruchome elementy genetyczne bedgce nosnikiem gendw metalo-beta-laktamaz,
strukture populacji i klonalnos$¢, oraz wczesniejsze badania dotyczace molekularnej epidemiologii
szczepdw wytwarzajgcych MBL w Polsce. Wprowadzenie stanowi dobre uzasadnienie celowosci
podjetych przez Kandydata badan. W tej czesci znalazto sie réwniez krétkie streszczenie prac
wchodzgcych w skfad cyklu publikacji, co nie jest najfortunniejszym umiejscowieniem (wyniki sg
przedstawione przed celami) — dla wiekszej przejrzystosci lepiej bytoby, gdy ten fragment zostat

wytgczony jako osobna czes¢ przed lub po cyklu publikacji.

Doktorant postawit sobie bardzo ambitne zadanie wyjasnienia mechanizméw dynamicznego wzrostu
czestosci zakazen wywotywanych przez pateczki P. aeruginosa wytwarzajgce metalo-beta-laktamazy
(MBL-producing P. aeruginosa, MPPA) w polskich szpitalach w latach 2005-2015 i sformutowat 3 cele
szczegbtowe, tj. 1) okreslenie struktury klonalnej MPPA, identyfikacje genotypdw epidemicznych oraz
okreslenie ich wystepowania i pochodzenia; 2) scharakteryzowanie integronéw kodujgcych MBL oraz
analize filogenetyczng wielkoczgstkowych koniugacyjnych plazmidéw zawierajacych geny MBL; 3)
zidentyfikowanie unikalnych genotypéw MPPA i ocena ewentualnych zagrozen epidemicznych. Swoje
badania Kandydat prowadzit w ramach grantéw naukowych Narodowego Centrum Nauki,
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Ministerstwa Zdrowia, czeskiej Agencji Badar Zdrowia

oraz Federacji Europejskich Stowarzyszen Mikrobiologicznych.

Wyzej wymienione cele zostaty zrealizowane i zaprezentowane w pracach oryginalnych

wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskie;j.

Na cykl publikacji sktadajg sie 3 prace oryginalne: “Molecular and genomic epidemiology of VIM/IMP-
like metallo-B-lactamase-producing Pseudomonas aeruginosa genotypes in Poland”, opublikowana w
J Antimicrob Chemother (IF 5,76), “Epidemic territorial spread of IncP-2-type VIM-2 carbapenemase-
encoding megaplasmids in nosocomial Pseudomonas aeruginosa populations” zaprezentowana w
Antimicrob Agents Chemother (IF 5,2) oraz ,,Pseudomonas aeruginosa with NDM-1, DIM-1 and PME-
1 B-lactamases, and RmtD3 16S rRNA methylase, encoded by new genomic islands” przedstawiona w
J Antimicrob Chemother (IF 5,44), a takie praca pogladowa ,Ciezkozbrojny" Pseudomonas

aeruginosa: mechanizmy lekoopornosci i ich tto genetyczne” opublikowana w periodyku Kosmos.

We wszystkich publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, a jego potwierdzony oswiadczeniami
wszystkich wspétautoréow udziat wyniést odpowiednio 55%, 50%, 60% i 70%. Ponadto wszyscy

wspotautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie w/w prac w rozprawie doktorskiej mgr Urbanowicza.



W swoich badaniach opublikowanych w w/w pracach oryginalnych Kandydat podjat sie szczegétowej
analizy molekularnej i genomicznej reprezentatywnej grupy 454 klinicznych szczepéw MPPA
pochodzacych z 212 szpitali ze 127 miast z réznych regiondw kraju. Szczepy pochodzity gtdwnie od
pacjentéw hospitalizowanych w latach 2005-2015 w oddziatach intensywnej terapii, internistycznych
i chirurgicznych i byty izolowane 1z zakazen uktadu oddechowego, moczowego, skory i tkanek
miekkich oraz krwi.

Badania mgr P. Urbanowicza wykazaty znaczne zréinicowanie i specyficznosé polskich szczepow
MPPA. Ogromna wiekszo$¢ analizowanych izolatow nalezata do czterech typdw sekwencyjnych, w
tym dwdch obserwowanych od diuzszego czasu klondw pandemicznych. W obrebie dominujgcych
klonow Kandydat zidentyfikowat 10 genotypdédw o podwyiszonym potencjale epidemicznym,
odpowiedzialnych za ponad potowe wszystkich zakazen, a wsrdd nich genotypy unikalne dla naszego
kraju, w tym, co wykazaty analizy pordwnawcze, obecne w polskich szpitalach juz od wczesnych lat
2000. Doktorant doktadnie scharakteryzowat metalo-beta-laktamazy badanej populacji MPPA
wykazujgc, ze wiekszo$¢ z nich nalezata do rodziny VIM (najczestszym wariantem enzymu byta VIM-
2), a wszystkie geny MBL znajdowaty sie w integronach klasy 1, ktére wykazywaty bardzo duze
zréznicowanie strukturalne (wiele elementéw zidentyfikowano po raz pierwszy, a znaczna ich czes¢
byta wykrywana tylko w szczepach polskich). Ponadto badania Kandydata udokumentowaty, ze
rownolegle do epidemii klonalnych MPPA, juz od 2000 roku zachodzito horyzontalne
rozprzestrzenianie sie megaplazmidéw z grupy IncP-2, zawierajgcych charakterystyczny integron
niosacy gen kodujacy VIM-2, co byto najwiekszg opisang do tej pory ,epidemig plazmidu” u P.
aeruginosa. W trakcie swoich badan mgr Urbanowicz zidentyfikowat rowniez unikalny izolat pateczki
ropy btekitnej zawierajgcy az 25 nabytych gendw opornosci, wsrdd ktdrych znajdowaty sie rzadko
opisywane u tego gatunku MBL typu DIM-1 i NDM, wykazujac przy tym jego pokrewienstwo ze
szczepami z zachodniej Afryki. Znalezisko to sugeruje odrebne pochodzenie szczepu i wskazuje na

zagrozenia zwigzane z tatwym do przeoczenia importem groznych patogendw z zagranicy.

Powyzsze badania Kandydata wyjasniajg molekularne podtoze gwattownego wzrostu czestosci MPPA
izolowanych w Polsce, wskazujac, ze gtéwng przyczyng tego zjawiska byta ekspansja klonalna
genotypéw o podwyzszonym potencjale epidemicznym powstatych w wyniku wielotorowej ewolucji
zachodzacej w Srodowisku szpitalnym, ktdérej towarzyszyta epidemia megaplazmidéw kodujgcych
MBL. Obserwacje Doktoranta majg bardzo duze znaczenie poznawcze oraz praktyczne, wskazujg
bowiem na sposéb powstawania i drogi szerzenia sie tych drobnoustrojéow, a tym samym posrednio

na potencjalne mozliwosci kontroli wywotywanych przez nie zakazen.



Doktorant zrealizowat wszystkie zatozone cele badawcze, a uzyskane wyniki podsumowat w 7 w petni
uprawnionych wnioskach i poddat analizie w dyskusji, w ktérej odniést sie do aktualnego
pismiennictwa. Sposdb jej przeprowadzenia swiadczy o dojrzatosci Kandydata. Ponadto dokonat on
krytycznej  analizy ograniczen prowadzonych badan. Zwrécit uwage, na potencjalnie niepetng
reprezentatywnos¢ badanych szczepdw, nie odzwierciedlajgcg rzeczywistej proporcji pomiedzy
izolatami sporadycznymi i epidemicznymi (pochodzacymi ze szpitalnych ognisk epidemicznych).
Zauwazyt takze, ze ze wzgledu na retrospektywny charakter badan kolekcji pochodzacej z lat 2005-
2015, uzyskane wyniki nie muszg odzwierciedla¢ aktualnej epidemiologii MPPA w Polsce. Powyisza

refleksja Swiadczy o rzetelnoscii wnikliwosci Doktoranta.

W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Pawtfa Urbanowicza spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668). W-chodzgce w jej sktad publikacje sg spdjne tematycznie, zostaty
zaprezentowane w czasopismach zagranicznych o wysokim wspdtczynniku oddziatywania, a
przedstawione w nich wyniki majg ogromng wartos¢ poznawczg — pogiebiajg wiedze na temat
mechanizméw odpowiedzialnych za niezwykle groine zjawisko, jakim jest rozprzestrzenianie sie
opornosci na karbapenemy wsrdd pateczek Pseudomonas aeruginosa w polskich szpitalach. Sktadam
zatem wniosek do Woysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego o dopuszczenie mgr Pawta Urbanowicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie ze wzgledu na ogromne walory naukowe pracy prezentujacej nowe, bardzo cenne
informacje na temat epidemiologii zakazen wywotywanych przez wytwarzajgce metalo-beta-
laktamazy pateczki Pseudomonas aueriginosa w Polsce sktadam wniosek do Wysokiej Rady o jej
wyroznienie. Dzieki przeprowadzonej przez Doktoranta wnikliwej analizie molekularno-genomicznej
reprezentatywne] kolekcji szczepdw MPPA  mozliwe byto poznanie mechanizmoéw warunkujgcych
wzrost czestosci wystepowania tych bardzo groznych drobnoustrojow w polskich szpitalach w
pierwszych dwdch dekadach XXI wieku. Zrozumienie podtoza tego niebezpiecznego zjawiska jest
niezbednym warunkiem do préb jego ograniczenia. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze wyniki
badan Doktoranta zostaty opublikowane w wiodgcych czasopismach mikrobiologicznych, o wysokim
wspotczynniku oddziatywania, co $wiadczy o ich uznaniu na arenie miedzynarodowe;j i odzwierciedla

wage poruszanego problemu.
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