. Instytut BiochemiiiBiofizyki
Polska Akademia Nauk
. Fawireioegn a0 G- 006 Warssawa: Tel: «8 220 552 71 &8, Fac +88 £ 550 21 80, e-msk secoraraie §0hh was pl g Peww b s pl

Prof. dr hab. Malgorzata Lobocka,
Pracownia Biologii Bakteriofagdw,
Instyout Biochemii | Biofizyki PAN,
Ul Pawinskiego SA

02-106 Warszawa,

Tel.: 022-592-1300 lub 022-592-1303,
Fax: 022-823-7150

E-mail: lobocka@ibb.waw.pl

Warszawa, 31. 08, 2022

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawla Urbanowicza pt.:
sMechanizmy szerzenia sig enzymatycznej opornodci na karbapenemy wirdd palecrek
Pseudomonas aeruginosa wywolujgcych zakaienia szpitalne w Polsce - badania molekularne i
genomiczne”
Promotor: prof. dr hab. n. med. Marek Gniadkowski (Zaklad Mikrobiologii Molekulamej,
Marodowy Instytut Lekow, Warszawa)

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Pawla Urbanowicza zostala wykonana
w Zakladzie Mikrobiologii Molekulame] w Narodowym Instytucie Lekiw w Warszawie pod
kierunkiem prof, dr hab, Marka Gniadkowskiego, od lat zajmujgcego sig badaniem mechanizmow
pojawiania sie i rozprzestrzeniania antybiotykoopomych szczepdw bakterii wirdd sprawcow
zakater szpitalnych. Rozprawa mgr Urbanowicza dcisle wpisuje sie w zakres rych badan, a podjety
w niej tematyksy uwatam za niezwykle waing z punkin widzenia epidemiologicznego, z uwagi na
riezrozumialy w chwili podjecia opisanych w rozprawie badad duiy wzrost zakaten szpitalnych
spowodowanych przez szczepy P oeruginosa opome na dzialanie karbapenemdw. Rozprawa
zostata przygotowana w jezyku angielskim. W jej sklad wchodzy: streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), wstep zawierajacy krdtkie omdwienie wiaczonych do rozprawy publikacji, opis celu §
zakresu badafi, cziery publikacie bedace podstawy rozprawy (w ym wzy oryginalne prace
eksperymentalne i jedna praca przeglagdowa), dyskusja wynikiw preedstawionych w wymienionych
publikacjach, konkluzje, spis literatury, liczacy 198 pozycji, oraz oswiadczenia wspdlautordw prac
dotyczgce udzialu mgr Urbanowicza w przygotowaniu katdej =z publikacji.

Trey z whgczenych do rozprawy publikacji zostaly opublikowane w renomowanych



migdznarodowych czasopismach o wysokim wspolczynniku oddziabywania, ujetych w bazie Web of
Science (Joumal of Amntimicrobial Chemotherapy, [F=5758, 2 publikacje, oraz Antimbcrobial
Agents and Chemotherapy, [F=5, 938, jedna publikacja), a jedna w polskojezycznym czasopisémie
Kosmos. Opublikowane prace eksperymentalne byly w zwigzhu z tym juz wysoko ocenione przez
specjalistow. Mimo, ie zostaly one opublikowane w ciggu ostatnich trzech lat, kazda z nich zostala
juz zacytowana, W sumie prace te byly cytowane 21 razy, co swiadczy o ich wysokiej wartosci
naukowej. Chociai wszystkie prace sy wieloautorskie, mgr Urbanowicz jest plerwszym autorem
kakdej z nich, a jego udzial w tworzeniu kazdej z prac byl dominujacy (50-70%), co wynika ze
zgodnych ofwiadczen pozostalych wspdlautordw.

Wszystkie cztery wlaczone do rozprawy publikacje s3 spdjne tematycznie i dotyczy ujetych
w tytule rozprawy zagadnienien zwigzanych 2 mechanizmami rozprzestrzeniania sig enzymatycznej
opomosci na karbapenemy wsrdd szpitalnych izolatdéw Psevdomonas ceruginosa wywolujacych
zakatenia. Rozprawa opatrzona jest pigtnastostronicowym wstepem. Doktorant nakreslit w nim
problemy jakie stwarza P geruginosa z punktu widzenia medycznego i uzasadnil dlaczego bakteria
ta zostala wlyczona do patogendw tzw. grupy ESKAPE odpowiedzialnych za wighkszosc
stwarzajgcych problemy terapeutyczne zakagern zwigzanych z antybiotykoopomodcia. Podsumowal
tet naturalne cechy czynigoe nawet Srodowiskowe izolaty P geruginosa malo podamymi na
dzialanie szeregu antyblotykdw | stwarzajgce drodowisko sprzyjajace nabywaniu droga
horyzontalnego transferu gendw dodatkowych opomosci, w tym opomoéci na karbapenemy
warunkowanej przez metalo-fi-lakiamazy (MBL) i rozprzestrzeniajgeej sig wérdd polskich izolatdw
szpitalnych P aeruginosa w szybkim tempie, Omowil poszczegdlne typy metalo-[-laktamaz oraz
ruchome elementy genetyczne zaangatowane w przenoszenie gendw kodujacych te enzymy, ze
szczegdlnym podkresleniem roll integrondw, plazmiddw i mobilnych wysp genomowych. Zwrdcit
uwageé na klonalnodé populacji P aeruginosa oraz na akumulacje gendw antybiotykoopomosci
nebywanych drogg horyzontalnego transferu w stosunkowo niewielkiej liczbie klonow, rozwatajgc
moiliwe przyczyny takiego zjawiska. Szczegdlnie duio uwagi podwiecl szczepom P geruginoza
kodujgcym metalo-f-laktamazy (MBL) i izolowanym na przestrzeni ostamiego cwlerdwiecza w
Palsce, prezentujgc w klarowny sposdb tho prowadzonych przez siebie badan. Ostatnia czeéc wstgpu
zawiera krdtkie omdwienle publikacji wehodzacych w skiad rozprawy.

Celem badari opisanych w rozprawie mgr. Pawla Urbanowicza bylo wyjasnienie
mechanizmdw odpowiedzialnych za szybki wzrost w Polsce, w latach 2005-2015, infekcji
szpitalnych powodowanych przez szczepy P oeruginosa produkujgee MBL oraz okredlenie
charakteru tego wzrostu. Za teoretyczne przygotowanie do rozpoczecia i prowadzenia badaf w ym
zakresie moina uznaé opublikowany przez doktoramta we wspélpracy z promotorem i
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chronologicznie pierwszg z publikacii zaprezentowanego w rozprawie cyklu prac - prace
preegladowy w  czasopigmie Kosmos pt.  “Cigikozbrojny” FPseudomonas aoeruginosa:
mechanizmy lekoopornesd i ich the genetyczne. Praca ta jest wantodclowym merytoryczaie |
wszechstronnym omdwieniem poruszonej tematyki, ktdre czyta sig z dutym zainteresowaniem, m.
in. ze wzgledu na umiejeme wplecenle informacjl o szczepach P geruginosa opormnych na coraz to
nowe antybiotyki w kontekst historii ich odkrywania. Dodatkowo stanowi doskonale wprowadzenie
do badan eksperymentalnych przedstawionych w pozostalych trzech publikacjach.

Materialem  wyjiciowym do badan preedstawionych w pracach eksperymentalnych
zawartych w rozprawie byla kolekcja blisko 454 szczepow P ceruginozra produkujgcych metalo-f3-
laktamazy i reprezentujgcych kliniczne izolaty z 212 szpitali w 127 miastach z calej Polskl, z okresu
od roku 2005 do 2015 oraz 4 szczepy MBL z kolekcji archiwalne] z lat 2000-2004. Badane szczepy
wybrano z wigkszej kolekcji polskich izolavdw P. aeruginesa produkujacych metalo-f-laktamazy
(MPPA) na podstawie analizy ich pulsotypow. W pierwsze) z prac cyldu pt. Molecular and
genomic epidemiology of VIM/IMP-like metallo-f-lactamase-producing Fseudomonas
aeruginosa genotypes in Poland, opublikowanej w 2021 roke w Joumal of Antimicrobial
Chemaotherapy dokonano na szeroks skale szezegdlowej analizy melekulamej tych szczepiw
rozszerzone] o analize sekwencjl genomowych 163 wybranych izolatéw i uzupelnionej o analize
zidentyfikowanych elementéw mobilomu oraz o dane epidemiclogiczne dotyczace m.in. miejsc i
okresu izolacji, czy typu zwigzanej z kaidym szczepem infekcji. Pozwolito to na wyciggniecie
unikalnych wnioskdw dotyczacych struktury badanej populacji P aeruginosa, dominujgcych w
réeénych rejonach Polski typéw selowencyjnych (ST) | pulsotypdw te] bakteril, powiazai pomigdzy
typami ST/pulsoty pami poszczegslnych szczepdw, a kodowanymi przez te szczepy typami metalo-
f-laktamaz i innych determinantéw antybiotykoopomosci, rodzajem mobilnych elementdw
genetycznych niosgcych poszczegdlne determinanty antybiotykoopomoscl. Dodatkowych danych
dostarczyly analizy pordwnawcze, filogenetyczne | korelacyjne szczepdw o dominujacych typach
ST 2z wykorzystaniem sekwencjl genomowych szczepdw o takich samych typach ST
zdeponowanych w bazie danych GenBank. Dopiero przeprowadzona w ramach tej pracy analiza na
tak szerokq skale doprowadzita do obserwacji, ée szybkie rozprzestrzenianie sie w Polsce zakaden z
udzialem szczepow P. geruginosa kodujacych MBL ma charakter klonalny. Mozna je przypisad
ghiwnie szczepom naletacym do 4 z 52 badanych typdw ST, a w szczegdlnodcl szczepom typu
§T235 i ST211, stanowigcym ponad polowe zbadanych izolatdw. Sukces ewolucyjny szczepow o
tych wiadnie typach ST okazal sie by€ skorelowany ze szczegolnie duiq liczbg w ich genomach
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rodziny VIMAMEP, zlokalizowanych w obrebie ruchomych elementdw genetycznych. Co ciekawe o
ile szczepy dwidch ghdwnych dominujacych typéw 5T charakteryzowaly sie duiym zrienicowaniem
klonalnym, o tyle szczepy dwidch pozostabych dominujgcych typdw 5T okazaly sie znacznie mniej
zrdinicowane klonalnie w obreble swoich typiw | wladnle spoéréd nich moina byl wylonié
genotyp epidemiczny, kiory indywidualnie odnidst najwiekszy sukces ewolucyjny. Na tle
rainicowania genetycznego omawianych szczepdw szczegdlnie interesujgca jest zamieszczona w
dyskusji rozprawy proba przesledzenia toku ewolucji szczepdw o podobnych genotypach w obrebie
dominujgcych typdw ST | ustalenia ich irddia pojawienia si¢ w Polsce. Z kolei analiza wybranych
spodrdd pozostatych typdw ST rdwniei doprowadzila do wnloskdw pokazujgcych prawdopodobne
drogi | chronologie importw/eksportu szczepiw tych typiw pomiedzy Polska i innymi krajami.
Rownie wainym aspektem przeprowadzonych analiz bylo odkrycie niespodziewanego bogactwa i
rdinicowania ruchomych elementdw genetycznych, w seczegdlnodcl integronow, obecnych w
komdrkach badanych szczepdw oraz wskazanie ich dominujgcego udziatu w w rozpreestrzenianiu
sk enzymatyczne) opomoécl na karbapenemy w naszym kraju.

Diruga z preedstawionych prac cyklu pt. Epidemic territorial spread of IncP-Z-type VIM-
2 carhapenemase-encoding megaplasmids in nosocomial Psewdomonas aeruginosa
populations, opublikowana w 2021 roku w Journal of Antimicrobial Chemotherapy, zogniskowana
jest na wyjasnienin mechanizmu rozprzestrzeniania sle enzymatyczne] opomodcl na karbapenemy
kodowanej przez integrony zlokalizowane w duiych plazmidach. Chot role integrondw w tym
procesie dostrzedono jud wczedniej, dopiero postep technik sekwencjonowania z wykorzystaniem
dhugich odczytdw umoiliwit dokladne poznanie i analize ich glhownych nosnikow jakimi okazaty sig
megaplazmidy. W pracy przedstawiono analize scharakteryzowane] w poprzedniej publikacii
populac|i 454 szezepdw P. aeruginosa kodujacych metalo-f-laktamazy pod katem obecnodel w ich
komorkach jednego 2 najczescie]  wystepujacych  integrondw  odpowiedzialnych za
rozpreestrzenianie sig gendw MBL, integronu Ind61, Obecnosc tego integronu wykazano ai w 80
szczepach badanej populacji reprezentujgcych zadziwiajaco zrdnicowans pule, zardwno pod
wigledem miejsca i czasu izolacji oraz typu powodowanej infekcji, jak i pulsotypiw i typdw
sekwencji. Wszystkie te szczepy mialy fenotyp MDR, a integron Ind461 w wigkszodcl z nich byt
zlokalizowany w samoprzekazywalnych megaplazmidach o genomach rozmiardw 300-550 tys. par
rasad i replikonie z grupy IncP-2. Szczegdlowa analiza sekwencji DNA reprezentatywnej grupy
zidentyfikowanych megaplazmidéw pozwaolita na wykrycie ich zrddnicowania pod wzgledem
zarawno ladunku gendw niesionych przez badane plazmidy jak i gendw w obrebie integronu Ind61,
w tym determinantdw opomoéci na antybiotyki i inne czynniki stresowe. To z kolei, w polaczenin z
analiza pordwnawczg badanych plazmiddw pozwaolibo na sformutowanie wainych wnioskiw
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dotyczacych szlakdéw i Zrodel nabywania enzymatycznej opomodci na karbapenemy przez
poszczegolne szczepy/grupy szczepdw. Jednym z najbardziej istotmnych, choc niespodziewanych,
jest wykazanie, #e zrdinicowanie integrondw klasy 1 kodujgcych metalo-P-laktamazy VIM/AMP i
bedgcych jednym z gléwnych czynnikdw transmisji enzymatycznej opomosci na karbapenemy
wirdd badanych szczepow moidna przypisac ewolucji tych integronow wewnatrz polskiej populacii
MPPA.

Cykl prac eksperymentalnych preedstawionych w rozprawle zamyka, plerwsza w kolejnosci
chronologiczne] ukazania sie w drukn publikacja z 2019 roku w Journal of Antimicrobial
Chemotherapy pt. Pseudomenas aeruginosa with NDM-1, DIM-1 and PME-1 p-lactamases,
and RmtD3 165 rRNA methylase, encoded by new gemomic islands, w przypadku kidrej
doktorant jest nie tylko pierwszym, ale | korespondujgcym autorem. W pracy tej, wydrukowane] w
dziale listdw do edytora, zawaro doglebng analize genetyczng | filogenetyczna plerwszego w
Polsce fzolam P. eeruginosa produlujacego zardwno metalo-B-laktamaze typo NDM jak i DIM,
ktorych kombinacja w tym okresie w komérkach jednego szczepu uznawana byka za rzadka. Zostal
on pozyskany w 2014 roku ze spojowki zakaionego pacjenta, ktory nigdzie nie podroiowal.
Wykazano, 2e reprezentuje jedyny klon ST234 w polskiej kolekcji P aeruginosa, charakteryzuje sig
niemal pan-genomowym profilem antybiotykoopomodel | jest wratliwy tylko na kolistyne, spodrid
panelu antybiotykdw standardowo wykorzystywanych do badaf lekowrailiwodci P. aeruginosa.
Wiekszoé z 25 gendw antybiotykoopomodci zlokalizowano w dwach nowych chromosomalnych
wyspach genomowych (GI), ktdrych strukture w peini okreflono. Poszukiwanie powigzan
filogenetycznych badanego szczepu ze szczepami P geruginosa o okreslone] sekwencji genomowej
wskazalo na brak jego bliskich krewnych w lokalnych kolekcjach i pokrewierstwo z izolatem z
Ghany, co zwraca uwage na prakiycznie niezauwaialne rozprzesirzenianie sie klondw P
oeruginosa o ekstremalnie szerokim spektrum opomosgci na antybiotyki i trudnym do odoworzenia
szlaku rozprzestrzeniania sie. Warto podkreslic, ze wymieniona publikacja jest pierwszq publikacjy
zawierajacy tak wszechstronna analize genomiczng klinicznego szezepu P oeruginosa
wyizolowanego w Polsce.

Prace eksperymentalne wchodzgoe w sklad rozprawy stanowia razem niemal wyczerpujaca
analize populacji polskich izolatbw P oeruginosa koedujgcych metalo-P-laktamazy |
odpowledzialnych za rozprzestrzenianie sig¢ opomosci na karbapenemy, wyizolowanych na
przestrzeni ponad 10 lat. Reprezentujy jedng z niewielu analiz narodowych przeprowadzonych na
Swiecie na tak szeroka skale. Dzigki systematycznemu podejscin do charakterystyki populacji
szczepiw F. aeruginosa kodujacych enzymatyczng opomnosé na karbapenemy prace te pozwalajg



na okreslenie zakresu | mechanizméw szybkiego rozprzesirzenlania sig tych szczepdw w polskich
szpitalach, co bylo celem rozprawy, a takie makrelajy ten problem w Polsce na tle sytuaci
globalne] | w innych krajach swiata. Wykorzystane metody, zardwno molekulame jak i
bioinformatyczne, sq zgodne z najnowszymi $wiatowymi standardami. Na uwage zashuguje ted
przemyslana strategia zardwno prowadzenia prac jak i kolejnodei publikowania ich wynikiw
poczynajac od pracy przegladowe], poprzez analize genomiczng i fenotypowa jednego szczepu, a
koficzac na globalnych analizach duiej populacji szczepdw. To ostatnie zwijzane jest scifle z
urmiejemym doborem reprezentatywnych izolatdw do badan i ich wstepng charakierysivke z
wykorzystaniem metod diagnostycznych przed preejéciem do analizy genomicznej i pordwnawczej,
a takie umiejetnym wyluskaniem z danych genomowych informacji kluczowych z punktu widzenia
epidemiologicznego i pozwalajgcych na wyjadnienie mechanizmu rozprzestrzeniania  sig
enzymatyczne] opomnofci na karbapenemy. Wobec ogromu danych jakie dostarcza analiza
sekwencji genomu nawet jednego szczepu bakterii wybdr taki nie jest rzeczq oczywisty, a dobor
odpowiednich metod bicinformatycznych w analizie wymaga doswiadczenia.

Ty faionila dn doslch
1. W przedstawione] rozprawie, zardwno we wlaczonych do nlej publikacjach jak @ w dyskusji, mgr
Urbanowicz skupil si¢ m. in. na wykryciu i przesledzeniu na podstawie danych molekulamych i
filogenetycznych ewolucji szczepdw klinicznych P aeruginosa w kierenku nabywania opornodci na
kolejne antybiotyki, podkreélajac, Ze jest to stosunkowo szybki proces stymulowany szerokim
stosowaniem antybiotykdw w wspiiczesnej medycynie. Moina sobie wyobrazié, ze przy braku
selekcji  szezepdw  amybiotykoopomych poprzez  zaprzestanie stosowania  okredlonych
antyblotykéw, moiznaby liczyé na gubienie gendw zwigzanych z antybiotykoopomosciy przez
szczepy, kidre nabyly takie geny droga horyzontalnego transferu. Czy wiadomo co$ na temat
ewenmalnego rachodzenia takiego whadnie procesu i czy moina bylo dostrzec jego Slady w danych
uzyskanych w wyniku przeprowadzonych analiz?

2. Moina sig spodziewad, ie integrony obecne w plazmidach zdolnych do ich przekazywania
{mating +) powinny by¢ bardziej rozpowszechnione od tych, kidre nie mogly by¢ przekazywane.
Czy tak rzeczywidcie bybo? Czy znane 5§ przypadki przenoszenia integrondw rezydujacych w
plazmidach P aeruginosa innymi drogami niz koniugacja, np. poprzez transdukcje z udzialem
bakteriofagdw?

3. Szereg opisanych w publikacji (2) megaplazmidéw z integronem IndB1 zawieralo akcesoryjny
rejon kodujgcy dodatkowe biatka replikacyjne I partycyjne. Tylko w przypadku jednego plazmidu
zaobserwowano, e dodatkowe biatko replikacyjne powinno zastepowac to wlasciwe ze wzgledu na
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sekwencje Insercyjny wstawlong w gen dla whadciwego blatka. Podobnego stwierdzenia
dotyczacego pozostalych plazmidéw nie ma we wspomniane] publikacjl. Zakladam wiec, ie
wymienione plazmidy maja po dwa zestawy bialek replikacyjnych i partycyinych, co mode
sugerowal lepsze przystosowanie do replikacji w rdinych warunkach wzrostu bakterii lub w
raznych gospodarzach. Czy cos na ten temat wiadomo, albo czy opisano funkcje dodatkowych
biatek replikacyjnych w przypadku innych plazmidéw Pseudomanas.

4. Przy metodzie skiadania sekwencji genomowych z tzw. krdtkich odczytbw korzysia sie
standardowo z juz zlozonych sekwencji genomowych jak najblizej spokrewnionych szezepdw jako
matrycy. Jednak czesto w takich przypadkach gubione sq przy skladaniu te elementy genomu
dodatkowego, ktdre nie majq odpowiednikow w genomie szczepu matrycy. Jak sobie poradzono z
tym problemem w przypadku skladania sekwencji szczepdw MPPA opisanych w publikaciji (1).

Uwagi ed ki

W wielu zdaniach numery odnognikdw literaturowych podane s w nawiasach po kropce
kofnczgcej zdanie, lub po przecinku, a nie jak powinno to by¢, przed kropka, czy tei przed
przecinkiem (np. str. 26, 115).

Podsumowanie

Po zapoznaniu si¢ z rozprawy doktorska mgr Pawla Urbanowicza stwierdzam, Ze spelnia
ona warunki okreslone w ar. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i
nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytein Medycznego o dopuszczenie mgr Pawla Urbanowicza do dalszych etapiw praewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na duie znaczenie naukowe wynikiw przedstawionych w
rozprawie, ich znaczacy wklad w ogdlnoswiatows wiedze na temat mechanizmiw
rozprzestrzeniania sie enzymatycznej opornosci ma karbapenemy wirdd szpitalnych szczepow P
geruginosa oraz ich klarowny opls mimo zlozonodcl podjete] tematyki badad, wnloskuje o
wyrdinienie rozprawy stosowng nagroda.
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