Recenzja pracy magistra Pawla Urbanowicza
pt. Mechanizmy sterzenia sie enzymatycenej opornodc na karbapenemy wirdd patecrek
Preudomaonas aeruginosa wywolujgoych rakatenia szpitalne w Polsce - badania molekularme i
genomiczne” na stopier doktora nauk medycenych

Prredmiotem pracy doktorskiej mgr Pawla Urbanowicza jest bardzo aktualny problem opornodci na
karbapenemy wirdd pateczek Psewdomonas aeruginose odpowiedzialnych za zakaienia szpitalne w
Polsce. P, oeruginosg nalety do najczestszych caynnikéw etiologicznych zakeied u pacjentdw
hospitalizowanych, rwiaszcza w oddziafach intensywnej terapil, gdzie wywoluje rapalenia phuc
wigzane z mechaniczng wentylacjy, zakaienia krwi i uktadu moczowego orat w addzialach leczenia
oparzeri, gdzie |est gldwnym patogenem zakaien ran. Infekcle P. seruginosa obarczone s wysokim
ryzykiem rzgonu (20-50%), co wynika 2 liczrych ceynnikdw zjadiwofci oraz wysokie| lekoopomodci
tego drobnoustroju. P oeruginoso wykatuje naturalng opormosd na wiele dostepnych lekdw
prieciwbakteryjrych, a ponadto charakteryzuje sie ogromng tatwosicig nabywania gendw opormosci.
W ostatnich latach cbserwule sig dynambcznie narastajgcq opornoid paleciek Pseudomonas na
wizystkie istotne terapeutycinie grupy antybiotykdw, w tym najwainiejsze w lecznictwie szpitalnym
= karbapenemy. Wirdd izolatdw inwazyjnych opornodé na te grupe beta-laktamdw preekracza w
Polsce 20%. Spofréd rodnych mechaniomdw opornoéci palecrek ropy btekitnej na karbapsnemy,
najwainiejsze | najgroiniejsze jest wytwarzanle metalo-beta-laktamaz [MBL), t]. enzymdw rdolnych
do hydrodizy niemal wezystkich antybiotykdw beta-laktameowych, Praca mgr P. Urbanowicza stanowi
prabe wyjainienia genetycznego podioia szerzenia sig wiw mechanizmu cpornodci w naszym kraju.

Praca doktorska stanowl spajny tematycznie cykl & publikac)i (3 oryginalnych i 1 poglgdowej) i skiada
sig 1 nastepujgcych cedci: informacii o finasowaniu badan, spisu trefci, wykaru publikaci, listy
skrotdw, stresicienia w jervku polskim i angielskim, wprowadzenia, celdw, kopii opublikowanych
prac, dyskusji, wnioskdw, piEmiennictwa oraz odwiadczern wspblautordw okreflajacych ich
procentowy whkiad w przygotowanie publikaci. 2 wyjgtkiem streszczenia, jedne] z publikac)i
wechodegee] w skisd cyklu oraz  odwladczen, wszystkie pozostale ceefcl rozprawy  zostaty
priygotowana w jezyku angielskim.

We wprowadzeniu doktorant omdwil kliniczne znaczenie pateczek P. oeruginoso, mechanizmy
opornodcl tego drobnaoustroju e sxczegdinym  uwighednieniem nabytych beta-laktamasz,



scharakteryzowat ruchome elementy genetyczne bedace nodnikiem gendw metalo-beta-laktamaz,
strukture populagi i klonalnodé, oraz wezedniejsze badania dotyczqce molekularne) epidemiclogii
szczepdw wytwarzajgoych MBL w Polsce. Wprowadzenie stanowl dobre uzasadnienie celowodc
podjetych prre: Kandydata badah, W tej czgici znalazfo sig rdwnied kritkie streszczenie prac
wehodegeych w sklad oykiu publikacji, co nie jest najfortunniejsoym umiejscowieniem (wniki 55
przedstawione przed celami) = dla wiekszej przejroystodci lepiej byloby, gdy ten fragment zostat
wylaczony jako osobna credé przed ub po cyklu publikacji.

Doktorant postawil sobie bardzo ambitne zadanie wyjadnienia mechanizmdw dynamicznego wrostu
czestosci zakazen wywolywanych przez paleczki P. ogruginoss wytwarzajgce metalo-beta-laktamazy
(MEL-producing P. seruginosa, MPPA) w polskich szpitalach w latach 2005-2015 1 sformulowst 3 cele
srciegdiowe, tj. 1) okredlenie struktury klonalne] MPPA, identyfikacie genotypbw epldemicznych oraz
ckredlenie ich wystepowania | pochodzenia; 2] scharakteryzowanie integrandw kodujgcych MBL oraz
analize filogenetyczng wielkoczgstkowych koniugacyjnych plazmiddw zawierajgcych geny MBL; 3}
ridentyfikowanie unikalnych genotypdw MPPA | ocena ewentualnych zagroden epidemicznych. Swoje
badania Kandydat prowadzil w ramach grantdw noeukowych Narodowego Centrum Nauki,
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego, Ministerstwa Zdrowia, czeskie] Agencji Badan Zdrowia
oraz Federaci Europejskich Stowarryszed Mikroblologiczrych,

Wyiej wymienione cele zostaly realizowane | raprerentowane w pracach  oryginalnych
wehodzgoych w skiad rozprawy doktorskiej.

MNa cykl publikacji skdadajq sig 3 prace oryginalne: "Maolecular and genomic epidemiology of VIMIMP-
like metallo-f-lactamase-producing Pseudomonas aeruginosa genotypes in Poland”, opublikowana w
J Antimicrob Chemother {IF 5,76}, “Epldemic territorial spread of IncP-2-type VIM-2 carbapenemase-
encoding megaplasmids in nosacomial Prevdomanas aeruginoso populations” raprerentowana w
Antimicrob Agents Chemother [IF 5,2) oraz Pieudomonas aeruginosa with NDM-1, DIM-1 and PME-
1 f-lactarmases, and RmtD3 165 rANA methylase, encoded by new genomic islands™ prredstawiona w
J Antimicrob Chemother (IF 544), a takie praca poglgdowa . Cigikorbrojny” Pseudomonas
gerugingsa: mechanizmy lekooparnadel | ich tho genetyczne” opublikowana w perlodyku Kosmos,

We wiazystkich publikacjach Doktorant jest pleraszym autorem, a jego potwierdzony ofwiadczeniami
winystkich wipdlautordw uwdzial wynidst odpowiednio 55%, 50%, G0% i T0%. Ponadioc wszyscy
wipdlautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie wiw prac w rozprawie doktorskie] mgr Urbanowicza.



W swoich badaniach opublikowanych w whw pracach oryginalnych Kandydat podjagl sie sicregdiowej
analizy molekularne] | genomiczne] reprerentatywne] grupy 454 klinkcznych szczepdw MPPA
pochodzgoych 2 212 srpitali pe 127 miast z rdinych regiondw kraju. Soczepy pochodzity ghdwnie od
pacjentdw hospitalizowanych w latach 2005-2015 w oddziatach intensywne] terapii, internistycanych
i chirurgicznych | byly lzolowane 2 zakaien wkltadu ocddechowego, mociowego, skdry | tkanek
miekkich oraz krwi,

Badania mgr P. Urbanowicza wykazaly znaczne zrdinicowanie i specyficznodd polskich szezepdw
MPPA. Ogromna wheksrodd anallzowanych lzolatdw naleiafa do crterech typdw sekwencyjnych, w
tym dwdch obserwowanych od diuisrego crasu klondw pandemicznych. W obreble dominujgcych
klondw Kandydat zidentyfikowal 10 genotypdw o podwyiszonym potencjale epidemicznym,
cdpowiedzialmych za ponad potowe wszystkich zakaten, a wirdd nich genotypy unikalne dla naszego
kraju, w tym, co wykazaly analizy pordwnawcrze, obecne w polskich szpitalach ju? od wezesnych lat
2000, Doktorant dokfadnie scharakteryzowal metalo-beta-laktamazy badanej populacii MPPA
wykazujgc, e wiekszodd z nich naleiata do rodziny VIM {najczestszym wariantem enzymu byla Wi-
2], a wsrystkie geny MBL znajdowaty sie w integronach klasy 1, ktdre wykarywaly bardzo dude
rrdinicowanie strukturaine (wiele elementdw ridentyfikowano po raz plerwszy, & Inacina ich crgl
bvla wykrywana tylko w siczepach polskich). Ponadto badania Kandydata udokumentowaly, e
rownolegle do epidemii klonalnych MPPA, jui od 2000 roku zachodzito horyzontalne
rozprzestrzenianie sie megaplazmiddw z grupy IncP-2, zawierajgcych charakterystyczny integron
nicsgcy gen kodujacy VIM-2, co bylo najwigkszq opisang do tej pory .epidemiq plazmidu” u P
aeruginosa, W trakcie swoich badan mgr Urbanowice zidentyfikowat rdwnie: unikalny izolat paleczki
ropy biekitnej zawlerajgcy ai 25 nabytych gendw opomosc, wirdd ktorych znajdowaly sie readko
opisywane u tego gatunku MBL typu DIM-1 | NDM, wykazujge prry tym jego pokrewiedstwo re
seczepami ¢ tachodnie] Afrvki. Znalezisko to sugervje odrebne pochodienie sicrepu | wikaruje na
zagrofenia zwigzane z latwym do przeoczenia importem grofnych patogendw z zagranicy.

Powyisze badania Kandydata wyjasnlajg molekularne podicte gwaltownego werostu czestoscl MPPA
izolowanych w Police, wikazujgc, fe gldwng priveryng tego zjawiska byle ekspansia klonalna
genotypdw o podwyiszonym potencjale epidemiczanym powstatych w wyniku wielotorowej ewoluci
rachodzgcej w frodowisku szpitalnym, ktdrej towarzyszyla epidemia megaplazmiddw kodujgcych
MBL. Obserwacje Doktoranta majg bardzo dule naczenle poznawcze oraz praktyczne, wskazujg
bowiem na sposdb powstawania | drogi szerzenia sig tych drobnoustropiw, a tym samym podrednlo
na potencjalne modliwosc kontrali wywohywanych priez nie takazen,



Doktorant zrealizowat wizystkle zatoione cele badawcze, a uzyskane wynlkl podsumowal w T w petni
uprawnionych wnioskach | poddal analizie w dyskusji, w ktdrej odnidst sie do aktualnego
pidmiennictwa. Sposdb jej prreprowadienia fwiadczy o dojrzaledd Kandydata. Ponadto dokonal on
krytycznej  analizy ograniczed prowadzonych badad. Zwrdcil uwage, na potencjalnie niepelng
reprezentatywnodé badanych srczepiw, nie odrwierciedlajgcy rzeczywistej proporcli pomigdry
izolatami sporadycinymi | epidemicznymi (pochodzacymi ze szpitalnych ognisk epidemiczmgch).
Zauwaiyl takie, e e wrgledu na retrospektywny charakter badan kolekeji pochodrgeej z lat 2005-
2015, uzyskane wyniki nie muszy odzwlerdedlad aktualne] epidemiologii MPPA w Polsce. Powyisza
refleksjs iwiadcry o reetelnodcl | wnikliwodc Doktoranta.

W podsumowaniu stwierdzam, e recenzowana rozprawa doktorska mgr Pawta Urbanowicza spefnia
warunkl okreflone w art, 187 Ustawy = dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o srkolnictwie wytszym | nauce
(Dz. U, 2018 por. 1668). Wchodigce w jej skfad publikacje $3 spdjne tematycinie, zostaly
zaprezentowane w czasoplsmach zagranicznych o wysokim wspdiczynniku oddziabywania, a
preedstawione w nich wyniki majg ogromng wartoié poznawcerg — poglebiajg wiedze na temat
mechanicmdw odpowiedzislnych za niezwykle grofne zjawiko, jakim jest rozprrestrzenianie sie
opornodci na karbapenemy wirdd palecrek Pseudomonas oeruginosa w polskich szpitalach. Skladam
ratem wniosek do Wysokie] Rady Dyscypliny Mauk Medyconych Warstawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr Pawla Urbanowicza do dalszych etapdw przewedu doktorskiego.

Rédwnoczednie re wigledu na ogromne walory naukowe pracy prezentujycej nowe, bardzo cenne
informacje na temat epidemiologii zakaien wywohpwanych przez wytwarzajgce metalo-beta-
laktamazy paleczkl Psewdomenags ouerigingso w Polsce skladam wniosek do Wysokie) Rady o jej
wyrdinienie. Drighi prreprowadrone] proer Doktoranta wniklivwej analizie mobekularmo-genomiczneg
reprezentatywne] kolekcji szczepdw MPPA  moiliwe bylo poznanie mechanizmdw warunkujgoych
wirost crestodcl wystepowania tych bardzo grofnych drobnoustrojow w polskich szpitalach w
pierwszych dwbch dekadach XXI wigku. Zrozumienie podioa tego nieberpiecznego zjawiska jest
nigzbednym warunkiemn do prdb jego ograniczenia. Na podkredlenie zastuguje rdwnied fakt, e wyniki
badari Doktoranta zostaly opublikowane w wicdgoych czasopismach mikrobiologicznych, o wysokim
wipdiczynniku oddziabkywania, co dwiadczy o ich uznaniu na arenike miedzynarodowe] | odzwierciedla
Wage poruszanego problemu.



