Streszczenie

Szerzaca si¢ oporno$¢ na antybiotyki bakterii chorobotwoérczych jest obecnie jednym z
najwickszych wyzwan stojacych przed medycyng zakazen. Szczegdlne zagrozenie stanowig
Gram-ujemne patogeny oportunistyczne, takie jak Pseudomonas aeruginosa, ktore znakomicie
przystosowuja si¢ do $rodowiska szpitalnego, m.in. latwo pozyskujac determinanty
lekoopornosci, w tym geny metalo-p-laktamaz (MBL). Wytwarzanie MBL jest jednym z
kluczowych mechanizméw opornosci ze wzgledu na zdolno$¢ tych enzyméw do hydrolizy
wszystkich stosowanych powszechnie penicylin, cefalosporyn i karbapeneméw oraz ich
niepodatno$¢ na dziatanie bedacych w uzyciu inhibitoréw p-laktamaz. Aktywno$§¢ MBL jest
najgrozniejszym z klinicznego i epidemiologicznego punktu widzenia Zrédtem opornosci P.
aeruginosa na karbapenemy, do niedawna jedyne leki ,,ostatniej szansy” w leczeniu zakazen
szpitalnych wywotywanych przez wielooporne drobnoustroje Gram-ujemne. Pierwsze badania
rozprzestrzenienia wytwarzajacych MBL szczepow P. aeruginosa (MPPA) w Polsce,
obejmujace 53 izolaty z 16 osrodkow z lat 1998-2004, wykazaty regionalng dystrybucje ok. 10.
ich odrebnych genotypoéw w siedmiu wojewddztwach. Po 2004r. odnotowano gwattowny
wzrost wystgpowania MPPA w Polsce - w latach 2005-2015 potwierdzono 1314 przypadkow
w 258. szpitalach na terenie catego kraju.

Celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie podloza intensywnego wzrostu liczby
przypadkéw MPPA w okresie 2005-2015, z uwzglednieniem zjawisk dostrzezonych juz we
wczesnej fazie badan (2000-2004). Na podstawie molekularnej i genomicznej analizy kolekcji
454. izolatow klinicznych z calej Polski, planowano zbada¢ strukture klonalng tej populacji
oraz wskazac¢ najczestsze genotypy epidemiczne, odpowiedzialne za gros przypadkow zakazen.
Charakterystyka genow MBL i1 zawierajacych je elementdw genetycznych miata z kolei na celu
oceng roli horyzontalnego transferu genow w epidemiologii MPPA, ze szczegdlnym naciskiem
na wielkoczasteczkowe, koniugacyjne plazmidy z genami MBL, zaobserwowane na poczatku
lat 2000.

Uzyskane wyniki wykazaly silne zréznicowanie i znaczny stopien specyficznos$ci
polskiej populacji MPPA, zarowno pod wzgledem struktury klonalnej, jak i genetycznych
determinant MBL (genow MBL 1 zawierajacych je integronéw klasy 1). Badanie
pokrewienstwa wykazato, ze ok. 75% badanych izolatow skupionych bylo w czterech typach
sekwencyjnych: pandemicznych klonach ST235 i ST111 oraz sporadycznie do tej pory
odnotowywanych ST273 i ST654. Populacje ST235 i ST111 obejmowaty liczne genotypy, a

analiza filogenetyczna catych genomow wykazata, ze populacje te powstaty w drodze



miedzynarodowego krazenia szczepow oraz intensywnego réznicowania si¢ ich w kraju. W
obrebie czterech dominujacych klonéw wyrdzniono 10 glownych genotypoéw (kombinacji ST,
pulsotypu i integronu MBL) o okreslonych zasiggach wystepowania geograficznego i
czasowego, odpowiadajacych za ok. 55% wszystkich przypadkéw zakazeh MPPA. Analiza
poréwnawcza z wybranymi szczepami z lat 2000-2004 wykazata, ze dwa genotypy obecne byly
w niektorych szpitalach juz od wczesnych lat 2000. Polskie szczepy MPPA w zdecydowanej
wigkszosci wytwarzaty MBL z rodziny VIM, z ktorych VIM-2 byt dominujagcym wariantem.
Wszystkie geny MBL znajdowaty si¢ w integronach klasy 1, ktérych liczba oraz zr6znicowanie
strukturalne byly wyjatkowo wysokie. Zidentyfikowano 46 tych elementow (w tym 29
nowych), stanowigcych istotny czynnik specyficznosci, albowiem 40 z nich wystepowato
glownie lub tylko w Polsce. Réwnolegle do regionalnych lub miedzyregionalnych epidemii
klonalnych MPPA, juz od roku 2000 zachodzito horyzontalne rozprzestrzenianie si¢
megaplazmidéw z grupy IncP-2, zawierajacych charakterystyczny integron In461 z genem
blavim-2. Wykazano, ze ponad 15% wszystkich izolatow o duzym stopniu réznorodnosci
genetycznej posiadato te plazmidy, dokumentujac najwieksza ,,epidemi¢ plazmidu” opisang
dotad u P. aeruginosa. Analiza genomiczna pozwolita okresli¢ miejsce plazmidéw z serii pPUV
w ewolucji czasteczek typu IncP-2 na $wiecie oraz dokona¢ nowych spostrzezen na temat ich
struktury i znaczenia poszczegdlnych regionow. W trakcie prac zidentyfikowano roéwniez
odrebny genetycznie izolat P. aeruginosa, posiadajacy niezwykle szeroki zestaw 25. nabytych
gendéw opornosci, na czele z rzadkimi u tego gatunku wariantami MBL DIM-1 i NDM-1,
kodowanymi w obrgbie dwdch nieznanych dotad wysp genomowych. Jako jedyny w kolekc;ji
szczep ten nalezal do klonu ST234, analiza filogenetyczna za$ wskazata na jego najblizsze
pokrewienstwo ze szczepami z zachodniej Afryki.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja na przewazajaco klonalny charakter
ekspansji MPPA w Polsce. Trwajaca od wczesnych lat 2000. wielotorowa ewolucja tych
drobnoustrojow w srodowiskach szpitalnych, z udzialem zdarzen ,,importu” szczepow z innych
krajéw, doprowadzita do wyodrgbnienia 10. genotypéw 0 prawdopodobnie podwyzszonym
potencjale epidemicznym, rozprzestrzeniajacych si¢ stopniowo w poszczegolnych czesciach
kraju. Rownolegle istotng role we wzroScie wystegpowania MPPA odgrywata epidemia
megaplazmidoéw kodujacych MBL. W niniejszej pracy przedstawiono unikatowy obraz sytuacji
epidemiologicznej wystepowania wybitnie niebezpiecznego patogenu w skali kraju na
przestrzeni kilkunastu lat, uzyskany dzigki wnikliwej analizie molekularno-genomicznej

obszernej, reprezentatywnej kolekcji szczepow.



