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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Biedrayckie] pt.:
witruktury klonalne populacji wytwarzajacych karbapenemazy szczepéw Klebsiella spp. w Polsce:
genotypy epidemiczne, ich filogeneza, mechanizmy lekoopornesci i czynniki zjadliwosci®,
Promotor: dr hab. n. med. Radostaw [zdebski
(Zakiad Mikrobiologii Molekulamej, Marodowy Instytut Lekdaw)

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Marty Biedrzyckiej zostala wykonana w Zakladzie
Mikrobiologii Molekularnej w Naredowym Instytucie Lekow w Warszawie pod kierunkiem dr hab. n. med.
Radoslawa lzdebskiego. Tematyka pracy jest zbieina z zakresem zainteresowan promotora, kidre obejmujg
m.in. antybloykooporme szczepy pateczek rzedu Enterobacterales, w tym szozegdlnie szczepy opome na
antybiotyki beta-laktamowe nowe] generacji. Wage tej temaryki podkredla faki, fe szczepy
Emterobacterales produkujgce karbapenemazy sq w wigkszodéci odpowiedzialne za obecny kryzys zwigzany z
antybiotykoopormnoscig bakterii na swiecie. Wybar przez doktorantke jako obiektu badan szczepow z rodzaju
Klebsiella wytwarzajgcych karbapenemazy i bedgcych jednymi z najbardziej ekspansywnych i trudnych lub
wrecz niemozliwych do leczenia sprawciw coraz szerzej rozprzestrzeniajgcych sie zakazen wwazam za
bardzo trafny i odpowiadajqcy na potrzebe zrozumienia ewolucji i mechanizmdw ekspansji tych szczepiw
oraz niesionych przez nie determinantdw antybiotykoopomodci | winulenci. Jest to szczegdlnie istotne
biorac pod wwage, e Polska naleiy do krajéw dotknistych rosngcym problemem rozprzestrzeniania sie
seczepow Kilebsiello pneumonia i Klebsiello oxytoco opomych na karbapenemy. Dodatkowo, migracje
ludnodcl, twrystyka | miedzynarodowy handel towarami stwarzajy nowe okazje dla rozprzesirzeniania sle
szczegilnie zjadliwych klondw tych bakterii, a poznanie mechanizmdw ich rozprzestrzeniania i czynnikdw
mu spreyjajqcych moie pomoc w preyszlosci w opracowaniu odpowiednich srodkdw zapobiegawczych lub
umotliwiajgcych wezesna detekcje zagrozed.



Rozprawa zostala przygotowana w jezyku angielskim. W jej sklad wchodza: lista publikacii
wigczenych do rozprawy, streszczenie (w jezyku polskim i anglelskim), obszemny wstep zawierajcy
wprowadzenie do tematyki rozprawy | oméwienie wlqczonych do rozprawy publikacjl, zblorcza dyskusja
wynlkdw przedstawionych w publikacjach w $wietle danych literaturowych, opis celu i zakresu badai
preedstawionych w rozprawie, cztery oryginalne publikacje bedgce podstawq rozprawy wraz @ materiatami
uzupetniajgcymi do kazdej publikacji, konkluzje wraz z kndtkim podsumowaniem najwainiejszych wynikdw
przedstawionych w rozprawie, liczacy at 309 pozycii spis literamury, oraz ofwiadczenia wspdlautorow
publikacji wiczonych do rozprawy dotyczace udzialy w przygotowaniu publikacji,

Wezysikie publikacje wlaczone do rozprawy =3 publikacjami wieloautorskimi (6-7 awtordw).
Pierwszym autorem wszystkich z nich jest mgr Marta Biedrzycka, co dwiadezy o jej dominujacym udziale w
preygotowaniu tych publikacji | znajduje potwierdzenie w odwiadczeniach wspolamtordw. Wszystkie
omawiane publikacje ukazaly sie w uznanych miedzynarodowych czasopismach vjstych w bazie Web of
Science: Joumal of Antimicrobial Chemotherapy (praca z 2021 r., IF=4,1; 24 cytowania); European Journal
of Clinical Microbiology & [nfectious Diseases (prace z 2023 i z 2024 r., IF=4,818, 10 i 4 cytowania) i
Infectionus Disease Therapy (praca z 2025 r., [F=5,6; B cytowad), i byly jui w zwigzku z tym ocenione przez
specjalistow. Dwa czasopisma, w ktdrnych zostaly opublikowane (). Antimicr Chemother i Infect Dis Ther)
sklasyfikowano w pierwszym kwartylu (1), a jedno (Eur J Clin Microbiol Infect Dis) w drugim kwartylo
(Q2) czasopism z danej dyscypliny, Laczny wspdlezynnik oddzialywania wymienionych czasopism w roku
publikacji wyniost 15,313, Omawiane publikacje doczekaly sie w sumie 46 cytowan, co Swiadczy o
docenieniu ich wartodel przez frodowisko naukowe, tym bardziej, e pochodzy one z okresu ostatnich phecin
lat.

Wezysikie whyczone do rozprawy publikacje sq spijne tematycznie. Ich zbiorczym celem bylo
wyjasnienie mechanizméw bedacych podiedem rozpreestrzeniania sig w Polsce na przestrzeni lar 2006-2019
szczephw Klebsiella spp. wytwarzajacych karbapenemazy, a takie mechanizmdw rozprzestrzeniania sig tych
srczepdw w czasie plerwszego roku petnoskalowe] wojny w Ukrainie w latach 2022-2023. To ostatnie
uwaiam za stczegdlnie cenng czedt pracy ze wzgledu na wykorzystanie unikalnej z punkt widzenia
historycznego okazji zbadania udzialu naplywu duiej grupy ludnosci z zewngtrz w ksztaltowanio polskiej
populacji szczepiw Klebsiella spp. opomych na karbapenemy. We wszystkich publikacjach jako material do
analiz posluzyly setki lub tysigce szczepdw Klebsiello spp. zebranych w wymienionych okresach z terenu
calej Polski przez Krajowy Osrodek ds. Lekowrailiwodci Drobnoustrojow Narodowego Instytutu Lekdw.
Spodrdd nich, na podstawie typowania molekulamego iflub pordwnaweze] elektroforezy pulsacyjnej (PFGE)
oraz analizy PCR z wykorzystaniem markera wskagnikowego, a takie analizy wratliwodcl na antybiotykd,
wyblerane byly do dalszych analiz i sekwencjonowania genomowego ckrelone szczepy produkujice
karbapenemazy. Sekwencje genomdw zebranych szczepdw zosiaty ustalone na podstawie zhodenia kritkich
odczyidw fragmentdw sekwencji, w razie porrzeby uzupeinionych o diugie odczyty. Okreslone w ramach
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przygotowania publikacji sekwencije genomowe zostaly zdeponowane w bazie danych NCBI, wraz z
charakterystyky szczepdw, 2z ktrych pochodzily. Ich szczepdlowa analiza bicinformatyczna pod kitem
pokrewienstwa filogenetycznego, obecnodci profagéw i plazmidéw oraz innych mobilnych elementdw
genetycznych, a takie serotypéw, oraz determinantdw antybiotykoopomodci | wirulencji pozwolila na
sformulowanie unikalnych i ciekawych wnioskiw doryczacych mechanizmdéw i kerunkdw ekspansji
szezepaw reprezentujgcych dominujjce i najbardziej istotne z punkin widzenia epidemiologicznego klony
Klebsiella spp. biorgce udzial w rozprzestrzenlaniu gendw karbapemenaz oraz nieslonych przez nle eech
genetycznych, a takze zrdinicowania struktury klomalnej ich populacji w Polsce w badanym przedziale
czasowym. Ma podstawie uzyskanych wynikow modliwe bylo (1) opisanie wystgpowania poszczegdlnych
typdw sekwencyjnych i izolatdw kodujgcych rdine typy karbapenemaz oraz rdine nosniki tych gendw, (2)
ujawnienie zwigrku poszczegdlnych grup szczepdw z konkretnymi ogniskami zakaied, (3) odtworzenie
drizew filogenetycznych polskich izolatow na tle izolatow z innych krajow przygotowane w oparciu o analizg
SNP dla poszezegalnych typiw sekwencyjnych, (4) pordwnania sekwencji i map genomowych plazmiddw i
integrondw niosgcych geny karbapenemaz wykryte w badanych szczepach z sekwencjami podobnych
elementdw dostgpnymi w bazach danych. Zbiorczo, dane te pozwolily na poznanie komplelsowe|
epidemiologii kodujgcych karbapenemazy szczepiw Klebsiella spp. w Polsce w okresie ostamich 20 lat i
znacznie poszerzyly wiedze na temat rozprzestrzeniania siz w Polsce tych szczepdw | sposobdw
pozyskiwania przez nie determinantdw antybiotykoopornodci. Co istotne ujawnily tei jakie elementy
genetyczne pelnily dominujagca mle w rozprzestrzenianiu sie gendw dla poszczegdlnych typdw
karbapenemaz pomigdzy szczepami kompleksu K. preuminioe i K. oxytoco w badanym przez doktorantke
okresie lub w pozyskiwaniu tych gendw od innych bakterii.

Kritki opis publikacji wlaczonych do rozprawy popreedzony jest obszemym wstepem podzielonym
na kilka podrozdziabdw. Doktorantka przedstawila w nich m. in. ogdlng charakterystyke szcrepdw
kompleksu Klebsiella pneumoniae | Klebsiells oxytoca, na kidrych zogniskowana byla jej praca,
rridnicowanie tych szezepdw, historle ich odkrywania | klasyfikacji, zwiazek z réinymi typami infekejl,
rozprzestrzenienie w rodnych Srodowiskach | rejonach Swiata | zagroienia zwigzane z ich naturalng i
nabywang antyblotykoopomodcly. Wymienlta réwnie: geny oraz  mechanizmy zwigzane 2
antybictykoopomodcia v poszezegdinych gamnkdw zaliczanych do tych komplekséw. Szczegdlnie ciekawe
jest naswietlenie mechanizmdw nabywania przez te szczepy opornoici na karbapenemy i problemu
ogolnoswiatowego jaki stwarzajq szczepy, kidre tq opomosé nabyly. Doktorantka omawia rdwniei podzial
karbapenemaz na rdzne typy, preypuszczalne irddia poszczegdlnych typdw tych enzymiw oraz dymamike
ich rozprzestrzeniania. Oddzielne podrozdzialy poswigcone sq czynnikom wirulencji szczepow kompleksu
K. preumoniae | K. oxytoca | rochomym elementom genetycznym bilorgcym udzial w rozprzestrzenianiu
ohreslonych czynnikdw wirulencji i gendw kodujgcych karbapenemazy. Doktorantka omawia tef strukture
populacji i klonalnosé Klebsiella spp. Ostatni podrozdzial wstepu podwiecony jest molekolame
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epidemiologii szczepdw Klebsiella spp. produkujacych karbapenemazy, co nawigzuje bezpodrednio do tredci
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy. Moim 2danle wstep sam w sobie mdghy byd wyslany do
publikacji w czasopiSmie jako oddzielna praca przegladowa. Szeroko | clekawie przedstawia on problem
szczepow Klebsiella spp. opomych na karbapenemy w Polsce | na $wiecle w powiazaniu z danymi
historycznymi, epidemiologicznymi i informacjami z zakresu genetyki i blologii Klebsiella spp.

Gldwnym celem badai opisanych w pierwszej publikacji pt. ,Dissemination of Klebsiella
preumonige 5T147 NDM-1 in Poland, 2015-19" wchodzace] w sklad rozprawy byla ocena skali
rozprzestrzeniania sig w Polsce klonu K, pneumoniae ST147 produkujacego karbapenemaze typu NDM-1.
W wyniku analizy genoméw 126 szezepdw wybranych do analizy PFGE | 47 szczepdw wybranych spodndd
blisko 10 tysigcy izolatdw do dalszych analiz wykazano obecnod€ tego klono w 33 szpitalach w 20 miastach
raénych rejondw Polski, wykryto ich cechy wspdlne i rdinicujace, co pozwolilo m. in. na wykrycie wérdd
nich wyodrebnionego clustra szczepéw o duiej homogennoéci genomicznej zwigzanych z ogniskiem
zakaien w Warszawie i na Mazowszu i powiqzac jego pojawienie sig w Polsce z atakiem terrorystyczoym w
Tunezji w 2015 roku.

Celem badan przedstawionych w drugiej publikacji pt. ,Multiple regional outbreaks caused by
global and local VIM-producing Klebsiella pneumonige clones in Poland, 2006-2019", byto charakterystyka
genomowa szczepiow K. pneumoniae wyizolowanych w Polsce w latach 2006-2019 i produkojgcych
karbapenemaze typu VIM. Analizg objeto 214 izolatow z 86 centrow medycznych z 49 miast
reprezentujgcych niemal cala Polske. Pozwolilo to oceni¢ zroinicowanie klondw produkujgcych
karbapenemaze typu VIM i odpowiedzialmych za ogniska infekcji w réznych rejonach Polski w badanym
okresie. Za najciekawszy wynik tych analiz uwaiam wykazanie, ie mimo podobiefistwa szczepiw
wyizalowanych z rdinych ognisk infekcji w Polsce do izolatdw z innych krajdw eurapejskich, wigkszodc z
nich nabyla determinanty lekoopomoéci na migjscu od bakteril innych gatunkéw przez horyzontalny transfer
gendw, co pokazuje potgge i niespodziewany dynamike lokalnego powstawania klondw odpowiedzialnych
za ogniska zakaZer.

Badania przedstawione w tzeclej publikacji pt ,.Country-wide expansion of a VIM-1
carbapenemase-producing Klebsiella oxytoca ST145 lineage in Poland, 2009-2019",mialy na celu okreglenie
roli szczepdw kompleksu K. oxytoca w rozprzestrzenianiu sie w Polsce gendw kodujgcych karbapenemazy
typu VIM. Analize preeprowadzono @ wykorzystaniem 106 szczepow tego kompleksu wyizolowanych w
latach 20089-2019 w 60 centrach z 35 miast reprezentujgcych wszystkie rejony Polski. Pozwolila ona na
wykrycie dominujgcego typu szczepdw K. oxytoca (5T145) kodujgcych karbapenemazy typu WIM-1 oraz
zidentyfikowanie integrondw niosgce gen dla tej karbapenemazy w badanej grupie szczepdw. Szczegdlnie
ciekawa jest obserwacja, ie najczescie] wystepujace szezepy K. oxytoco niosace integron In237-like i
pochodzaee najprawdopodobniej 2 Grecji, w procesie ewolucji w Polsee utracily w wyniku szeregu rinych
delecjl fragment chromosomu niosgcy naturalny gen [-laktamazy bldu., charakterystyczny dla tego gatunku
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bakterii i bgdacy genem wskainikowym w identyfikacji jej szczepdw. Jaki zatem marker gemetyczny w
swietle powyiszych obserwacji moina by alternatywnie uiywad jake pojedynczy marker we wstepne
identyfikacji szczepdw K. oxytoca?

Wyniki analiz podsumowane w czwartej publikacji pt. ,,Carbapenemase-producing Emterobacterales
from patients amriving from Ukrzine in Poland, March 2022-February 2023" pokazujg w dobitny sposdb jak
istomny wplyw na ksztaltowanie polskiej populacji szezepdw Klebsiella spp. produkujacych karbapenemazy
mialy wydarzenia historyczne, a konkretnie duzy naplyw ochodicow z Ukrainy pomiedzy lutym 2022 i
lutym 2023. Szczegolnie cickawe, a jednoczesnie zatrwatajgce jest ujawnienie w niej wirdd tych szczepow
znaczgcej liczhy izolatdw niosgoych hybrydowy plazmid pNDM-MAR zawierajgcy  determinanty
lekoopomodci i hyperwirulencji. Chociaz przeprowadzone w ramach tej publikacji apalizy dotyczyly
genomdw 65 szczepdw produkujgcych karbapenemazy wyizolowanych od pacjentdw z Ukrainy i
hospitalizowanych w Polsce, pordwnanie wynikdw tych analiz z dostepnymi wynikami analiz innych
szczepow Klebsieflo spp. z tego okresu przeprowadzone przez mgr Biedrzycky w dyskusji jej rozprawy
doktorskiej ujawnilo znaczacy role szczepdw ukraifiskich w pozyskiwaniu nowych cech genetycznych przez
polskq populacje, w tym we wzbogaceniu polskiej populacji w szczegdlnie zjadliwe szczepy.

Kaida z publikacji poswiecona jest wyodrebnionej grupie izolatdw Kiebsielln spp. kodujacych
karbapenemazy. Jednak razem stanowia one opis cech charakterystycznych, kierunkdéw ewolucji oraz zmian
rachodzgeych w dominujgoej ceesci populacji. Widad o szczegbinie po przeczytaniu obszerne) dyskusji, w
kideej dokiorantka stworzyla calociowy obraz populacjl | zachodzaeych w jej obrebie zmian w badanym
przez nig okresle na podstawle indywidualnych wynikéw. Wyniki oplsane we wigczonych do rozprawy
publikacjach zostalty w niej przedstawione w te wynikdw podobnych analiz w rdinych rejoenach
geograficenych 1 przedyskutowane z wynikami opublikowanych i nieopublikowanych, ate dostepnych dla
niej, analiz w Polsce z ostatniego okresu, Ogdlnie, praca jest wartosciowym i unikalnym whladem w
charakterystyke polskiej populacji Kiebsiella spp. produkujgcych karbapenemazy i dynamiki zachodzacych
w niej zmian, a gléwne zaloione cele przedstawionych w niej badan zostaly osiggnigte m.in, poprzez oceng
w badanym okresie skali rozprzestrzeniania sie pochodzacego z Tunezji genotypu ST147 K. pneumonige i
okredlenie pozycji filogenetycznej tego genotypu w globalnej populacji 5T147 K. pneumonioe, okreslenie
struktury klonalnej populacji szczepdw K. pneumoniae produkujacych karbapenemazy typu VIM, okreslenie
roli kompleksu K. oxytoco w epidemiologii Enterobacterales produkujacych karbapenemazy typu VIM, oraz
charakterystyke izolardw K. preumonioe produkujacych karbapenemazy | pozyskanych od pacjentiw z
Ukrainy leczonych w Polsce w plerwszym roku pelnoskalowe] wojny w Ukrainie. Ponadto, przedstawione
dane pozwolily zidentyfikowaé typy genetyczne szcrepdw Klebsiella spp., oraz mobilne elementy
genetyczne 0 najwickszym udziale w rozprzestrzenianiu sie opomodci na karbapenemy w Polsce w badanym
okresie.



MNawiqzujac do metod | wynikdw przedstawionych w rozprawie oraz do treéci rozprawy mam kilka pytas do
doktorantki.

1. Cele i zalotenia pracy s3 wymienione w rozprawie po wstepie, omdwieniu trefci publikacji
wechodzqcych w sklad rozprawy | dyskusji otrzymanych wynikdw. Co sklonilo doktorantke do takiej
organizacji tekstu? Czy nie leple| bylo by umiedcié spis celdw pracy po wstepie, ale przed
oméwieniem tresci publikacl i dyskusja wynikow.

2. Duia czest analiz genomowych byla wykonana z wykorzystaniem zhoden selowencji z krdtkich
odczytdw. Jakie sg ograniczenia analiz przeprowadzanych na tej podstawie i co najczescie] gubid sie
w tego typu skladkach sekwencji?

3. Istoma role w ewolucii czesdci analizowanych szczepdw odegraly elementy profagowe. Czy moina
na podstawie preeprowadzonych analiz powiedzied cof wiecej o tych elementach, ich potencjale
kodujgcym, funkcjonalnodei i pochodzeniu?

4. Najczestszym nosnikiem genu bla.w. okazal sig integron In237-like zlokalizowany w mozailkowym
rejonie chromosomu niosgcych go szezepdw K. oxytoca 5T145, wraz z innymi genami
lekoopomoscl. Czy na podstawle pordwnad rejondw niesacych ten integron w rGinych szezepach
moZna przedledzic jego najczesisza droge horyzontalnego ransferu | okreslic czy jest gléwnie
elementem przenoszenym samodzielnie i integrujacym z okreslonym rejonem genomu, czy ted
przenoszony jest preferencyjnie razem z innymi genami mozalkowego bloku genomu, w kidrym sie
znajduje?

5. Czy na podstawie wynikiw przedstawionych analiz moina preewidzied chofby ogdlnie jaki bedzie
w najbliiszym okresie najprawdopodobniejszy kierunek zmian w polskiej populacji szczepiw
Klebsiella spp. produkujgcych karbapenemazy.

Podsumowanie

Po zapoznaniu sig 2 rozprawg doktorsky mgr Marty Biedrzyckiej stwierdzam, ze spelnia ona warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wytszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Dyscypliny MNauk Medycenych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenle mgr Mary Bledrzyckie] do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczednie z uwagi na wysoky wartodd naukews | spijnodé wynikdw, a takie ich
prrydatnos¢ dla oceny ksztaltowania populacji szczepdw Kiebsiello spp. w Polsce, Europie i na fwiecie
wnoszg 0 wyrdinienie rozprawy stosowng nagrods. Nadmienlam jednoczednle, ie rozprawa dokrorska mgr
Marty Biedrzyckiej = nawigzky spelnia wymogi kwalifikujgce j3 do wyrdinienia. Mgr Biedrzycka jest
pierwszym autorem wszystkich czterech wlgczonych do rozprawy publikacii, przy czym dwie z tych
publikacji zostaly opublikowane w czasopismach zaliczonych do pierwszego kwartylu (Q1), a dwie w
czasopismach zaliczonych do druglego kwartylu (Q2) w swoje] deledzinle.



