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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pawfa Urbanowicza zawiera cykl
crterech publikacji wraz z wprowadzeniem, omdwieniem celu badan | uzyskanych wynikaw,
dyskusjg, wnioskami oraz umieszczonym na poczatku pracy wykazem skrétow, streszczeniem
w jezyku polskim i jezyku angielskim, pismiennictwem a takie oiwiadczeniami wspdtautordw
@ ich udziale w publikacjach zawartych w rozprawie. Praca doktorska napisana jest w jezyku
angielskim, streszczenie | jedna z ujetych w rozprawie publikacji jest w jezyku polskim.

Prace wchodzace w skfad rozprawy doktorskiej obejmujg ten sam obszar badawezy
tworzac spéjng tematycznie rozprawe. Sumaryczna wartosé wskainikdw bibliometrycznych
publikacji zawartych w rozprawie wynosi: 16,771 Impact Factor | 420 punktéw MNISW.
Kluczowe prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych takich jak
Journal of Antimicrobial Chemotherapy czy Antimicrobiol Agents and Chemotherapy,
co potwierdza wagg podjgtego tematu rozprawy oraz duie zaangazowanie na polu naukowym
Doktoranta. We wszystkich pracach byl pierwszym autorem.

Rozprawa doktorska mgr Pawla Urbanowicza dotyczy bardzo wainego tematu,
jednego z najwigkszych Swiatowych probleméw medycznych - wystepowania wieloopernych
szczepow Pseudomonas aeruginosa wytwarzajgoych metalo-B-laktamazy, karbapenemazy



MBL (MPPA), o klonalnym rozprzestrzenianiu sie | wysokim potencjale epidemicznym,
odpowiedzialne za zakaienia szpitalne. Z powodu wieloopornodci | pandemicznego
charakteru, w ciggu ostatnich |at staly sie ogromnym zagrozeniem dla chorych. Cigiki przebieg
przypadkéw zakaiern siczepami PDR (pandrug-resistant), ze wzgledu na brak opcji
terapeutycznych moie prowadzic do wielu zgondw osdbh hospitalizowanych., Szczepy
F. geruginosg z powodu szerckich moiliwosci pozyskiwania gendw determinujgcych rdine
mechanizmy opornosci, w tym kluczowy dia tego oportunistycznego patogenu - MBL,
na przestrzeni ostatnich lat staly sie ogromnym problemem terapeutyczaym na calym Swiecie,
Nabycie opornosci na karbapenemy - leki Jostatnie] szansy” stosowane wobec wieloopornych
paleczek Gram-ujemnych stwarza bardzo powaine zagroienie, szczegdlnie z powodu
ogromnego potencjalu infekcyjnego tego drobnoustroju. Zagrotenie pacjentdw w Srodowisku
szpitalnym P aeruginosa MBL i genetycrna specyfika genotypdw epidemicznych tego gatunku,
powigzana z klonalnym rozprzestrzenianiem sie, powoduje, ie zaobserwowana bardzo
niepokojgca rwickszajaca sie liczha przypadkdw zakaten paleczkami P oeruginoso staje sie
podstawa prowadzenia wielu badar molekularnych, analiz genomicznych i epidemicznych.
Prace w tym zakresie sg niezwykle cenne | bardzo waine takie w podejmowaniu dziatan
ograniczajacych rozprzestrzenianie sig P oeruginosa MBL w rdinych regionach naszego kraju.
stwarza to koniecznos srczegotowych badan szczepdw  wystepujgcych w Polsce,
pokrewienistwa ich typow sekwencyjnych | klonéw pandemicznych oraz analizy roli
elementdw genetycznych w transferze gendw w powigzaniu z pochodzeniem izolatow
wywodzacych sie z innych rejondw geograficznych. Temat rozprawy doktorskiej, jest bardzo
aktualny, wainy oraz wysoce uzasadniony.

Wprowadzenie do rozprawy doktorskiej zawiera bardzo dobrze opisane priez
Doktoranta kluczowe zagadnienia charakteryzujgce zakres tematyczny pracy. Autor
przedstawit znaczenie kliniczne P. oeruginoso podkreslajac udziat tego patogenu
w zakaieniach szpitalnych, w zapaleniu ptuc zwigzanym z wentylacjg mechaniczng (2 miejsce
wirdd crynnikéw etiologicznych VAP), zakazeniu ukiadu moczowego (3 miejsce jako przyczyna
ZUM osdb cewnikowanych), w zakaieniu tkanek podskdrnych | tkanek migkkich. Smiertelnodé
w cigikich prrypadkach zakazenia lodyska naczyniowego krwi moZe prowadzic nawet do 50%
przypadkow Smiertelnych. Lekoopornosc  szczepdw P. geruginosa stanowi podstawowy
czynnik determinujgcy zagrozenie niepowodzeniem  antybiotykoterapii  pacjentdw
hospitalizowanych. W podrozdziale charakteryzujgcym opornosé P. geruginosa na srodki
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przeciwdrobnoustrojowe oraz nabyte przez te paleczki Gram-ujemne p-laktamazy - ich
aktywnosc i epidemiologig, Autor przedstawia w bardzo przystepny spossb, ogdine zasady
wystepujgce] lekoopornodd P. aeruginosa. Zwraca uwage na naturalng opornoéé na liczne leki
przeciwbakteryjne, ktéra moie byé modyfikowana do wysckiej ekspresji | zwigzana
z mutacjami, co w konsekwencji moze prowadzic do fenotypu MDR (multidrug-resistant)
P. geruginosa. Nastgpnie analizuje chronologicznie odkrywane w kolejnych latach gidwne
mechanizmy opornosci, szczegolnie kluczowe dia gatunku nabyte f-laktamazy MBL, naleigce
do klasy B, ktore stanowig specyficzng gatad w drzewie ewolucyjnym B-laktamaz
wymagajgcych jonow ZN2+ jako kofaktoréw. Wiajemne relacje miedzy nabytymi MBL
z wybranymi grupami — IMP i VIM zostaly przez Autora przedstawione w postaci drzewa
filogenetycznege na Rycinie 1. W dalsze] czedci podrozdziatu Doktorant prredstawia
najwatniejsze etapy identyfikaci nabytych MBL, 2z uwzglednieniem ich doktadne]
nomenklatury, filogrup i rdinych wariantdw, uwzgledniajgc specyfike ich wystepowania
w réznych krajach np.: dominujgcy w Brazylii MBL Typ SPD, w Azji DIM | 5IM , czy specyficzne
dla Niemiec Typy GIM | HMEB | MBL TYP CAM-1 w Ameryce péinccnej.

Bardzo istotne, we wprowadzeniu do rozprawy, jest scharakteryzowanie ruchomych
elementow genetycznych rwigzanych z genami MBL. Obejmujg one integronowe kasety
genowe, ktdre zawierajq kilka typdw MBL (VIM, IMP, DIM) oraz duia rétnorodnodd innych
elementéw zawierajgcych geny kodujgce MBL [np.: transpozon Tnl25). Mimo pewnych
niestabilnoici 2 powodu muin. insercji, wyciec i rekombinacji kaset, mogg one by¢ cennymi
markerami melekularnymi wytwarzania MBL w badaniach epidemicznych. Schematyczna
struktura intergrondw klasy 1, ktdre sg pochodnymi transpozonu Tnd02, zostata zaawarta na
Rycimie 2. Autor przedstawil rowniei znaczenie plazmidéw, autonomicznych,
samoreplikujgcych sig elementéw genetycznych, w przenoszeniu gendw determinujacych
cechy MDR P. geruginoso. Dzigki wdrozeniu WGS i sekwecjonowaniu catych genoméw
P. geruginosa moiliwa jest ocena jego potencjatu zmiennodci, powigzanego 2 udzialem
plazmidow, wysp genomowych, determinant metabolicznych, wirulencji oraz wysokiej
elastycznosci genetyczne] tego gatunku. Kolejny podrozdzial charakteryzuje strukture
populacji szczepdw P. aeruginosa i jego kionalnoéé. Badania genomiczne pozwalaja,
wyrdzniajac 4 = 5 filogenetycznych grup, réiniacych sle zawartodcig okredlonych markerdw
molekularnych, gendw opornosci | wirulencji, co umoiliwia analize klondw powigzanych
zwystgpowaniem w okreslonych srodowiskach, szczegdinie szpitalnym. Bardzo dobrze zostata
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przedstawiona Rycina 3 obrazujaca drzewo fllogenetyczne oparte na SNP, 1311 izolatdw
P. geruginosa 1 kolorystycznie odréinionymi grupami tych izolatéw. Réwniei Rycina 4
obrazujgca rozmieszczenie klonu 5T235, najbardziej rozpowszechnionego 2 opisanymi
karbapenemazami, oraz Rycina 5 dotyczaca klonu ST111. Bardzo istotnym w konteksicie
tematu rozprawy doktorskiej jest kolejny podrozdziat omawiajgcy epidemiologie molekularng
MPPA w Polsce. Poczgwszy od lat 1980-1990 przeprowadzone badania polskich izolatéw
klinicznych wskazujg na niskie w owych czasach wskainiki opornoscl na antybiotyki, ktdre
w kolejnych latach 1996-2003 wykazaty wyrainy wzrost. Pierwszy izolat zawierajacy blavim-4
w ramach oryginalnego integronu In238 pojawit sie w Warszawie w 1998 roku. W 2004 roku
ukazalo sig opracowanie dotyczace polskich szczepdw, sklasyfikowanych w oémiu odrebnych
pulsotypach produkujgce VIM-2 lub VIM-4. Po tym czasie sytuacja w Polsce dramatycznie sie
pogorszyfa. W latach 2005-2010 | 2011-2015 zgloszono odpowiednio 410 | 904 przypadkow
infekcjl iflub kolonizacli MPPA. tacznie 1314 szczepdw zgtoszonych z catego kraju z 258
szpitali, stato sig podstawa do przeprowadzenie badan. Wybdr ostatecznie 454, z puli
tgromadzonych izolatow, dotyczyt potwierdzonych szczepdw MPPA, uzyskanych z 212 szpitali
{127 miast z wszystkich regiondw Polski). Byly one izolowane gldwnie z OIT (n=184;45%) oraz
Oddziatéw internistycznych [n=92; 23%] i chirurgicznych (n=77; 19%).

Celem rozprawy doktorskiej bylo wyjasnienie charakteru | mechanizméw
ekstensywnego wzrostu w polskich szpitalach zakaien P. oeruginosa wytwarzajacego MBL
(MPPA) w okresie 11 lat, 2005-2015, z uwzglednieniem uzyskanych obserwacji z wezesniej
wykonanych badai w latach 2000-2004, odnoszgc sie do znaczenia klonalnego
rozprzestrzeniania sig genotypow epidemicznych, horyzontalnego transferu gendw MBL
i selekcji (de novofimport). Cel ten miat zostaé osiagniety poprzez kompleksowa
charakterystyke molekularng i genomiczng izolatow MPPA, I3cznie z przedstawicielami
z wezesnej fazy wystapienia MPPA w Polsce, 2000-2004.

Doktorant przedstawil trzy cele szczegotowe obejmujgce: a) ujawnienie struktury
klonalnej populacji MPPA, ridentyfikowanie genotypow epidemicznych z ich rozkladem
czasowym i geograficznym oraz analizg moiliwego ich pochodzenie poprzez: analize
filogenetyczng wagledem miedzynarodowych szczepéw P, geruginosa; b} aby
scharakteryzowac integrony kodujgce MBL w MPPA - zidentyfikowanie elementdw
rozprzestrzeniajgcych sig w catej populacji, zwtaszcza, gdy sq przenoszone przez duie plazmidy
koniugacyjne cbserwowane od poczgtku 2000 roku i przeprowadzenie analizy strukturalne
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i filogenetyczne] plazmidéw; ¢} zidentyfikowanie izolatow MPPA o unikalnych genotypach,
ktdre mogly pojawié sig w kraju przez niedawng transmisje | wykonanie ich szczegotowej
charakterystyki, oceniajac  zagrotenie  epidemiczne  spowodowane — modliwym
rozprzestrzenieniem sig w kraju.

Fierwsza z oryginalnych publikacji wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej
»Urbanowicz P, lzdebski R, Baraniak A, Zabicka D, Hryniewicz W, Gniadkowski M. (2021)
Molecular and genomic epidemiclogy of VIM/IMP-like metallo-B-lactamaseproducing
Pseudomonas aeruginosa genotypes in Poland. J Antimicrob Chemother. 76 (9):2273-2284 %,
przedstawia badania izolatéw MPPA z podstawowymi danymi epidemiologicznymi | ogding
charakterystyka obejmujaca typowanie, analize gendw i integrondw MBL oraz identyfikacje
poloienia integrondw w obrebie chromosoméw lub plazmiddw. lzolaty MPPA zostaty
typowane za pomocg PFGE, nastgpnie MLST. Geny bla VIM/IMP MEL zostaly zamplifikowane
i zsekwencjonowane w obrebie integronu klasy I. Ich lokalizacja zostala oceniona za pomocy
testéw hybrydyzacji nukleazy 51. Zostal tez przeprowadzony krdtki odczyt WGS 163 izolatdw,
a genomy zostaly poddane analizie filogenetycznej i opornodciowej opartej na SNP. Bardzo
wainym efektem przeprowadzonych badan byto przedstawieni ogdlnego obrazu populacii
MPPA w Polsce od 2005 do 2015 roku w pordwnaniu z okresem 1998 - 2004, wskazujacego
na wiele wspélnych | specyficznych cech izolatdw. Byta te jedna z najwiekszych
przeprowadzonych analiz  molekularnych/genomowych MPPA. Rozprzestrzenianie sie
multiklonalne zostato uznane za gldwny czynnik odpowiedzialny za rozlegly ekspansje MPPA
w Polsce. Réinorodnosc izolatow, zilustrowana przez integrony 52 ST i 46 MBL, byta
prawdopodobnie najwiekszg jaka kiedykolwiek zostata zacbserwowana w Polsce. Analiza
migdzyregionalnego rozprzestrzenianie sig 10 gtownych genotypdw (5T/pulsotyp-integron),
ktdre byly kluczowe dla ogdlnege wzrostu MPPA (ok.60%), dostarczyla wainych informaci
umozliwiajgcych zrozumienie ich pochodzenia. Na szczegding uwage zastuguje uzyskana
informacja o roli 57273 z integronu In 249, ktéry byt najbardziej ekspansywnym genotypem
epidemii MPPA {ok.15% wszystkich izolatdw) | prawdopodobnie reprezentowat nowy odkryty
klon, swiadczacy o intensywnej ewolucji MPPA w polskich szpitalach, Przeprowadzone
badania przyczynily sie rowniei do poszerzenia ogdlnej wiedzy na temat klonalnodci
i filogenezy dwdch pandemicznych kiondw P. geruginosa — ST235 i ST111. Stwierdzenie
wystgpowania identycznych integronéw w roenych ST, wskazalo na ich prawdopodobna
transmisjg z plazmidami/ICE, ze spektakularnym przykiadem Ind61, ktéry rozprzestrzenit sie
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na plazmidach typu Inc-2 na 5T (ok.18%]} w kilku regionach. Uzupetnieniem pierwszej z prac
ujetych w rozprawie byly cztery tabele (S1-54) zawierajgcych dane dotyczace np.:
analizowanych izolatdw w zakresie szczegdtowych informacjl ich pochodzenia, liczh SNP
miedzy badaniami MPPA ST 235, 5T 111, ST 273 | odpowiednimi szczepami referencyjnymi
oraz dziewieciu rycin (51- 59) swietnie opracowanych graficznie obrazufgcych np.: regionalne
i geograficzne rozmieszczenie badanych izolatdw, czy opracowane drzewa filogenetyczne
zawierajgce pulsotypy | intergrony, oparte na SNP MPPA z 15 (5T654), 27 (5T273), 29 (5T111}
lub 59 (ST 235) zsekwencjonowanych polskich izolatdw MPPA.

Druga praca ,Urbanowicz P, Bitar |, lzdebski R, Baraniak A, Literacka E, Hrabak ),
GniadkowskiM. (2021) Epidemic territorial spread of IncP-2-type VIM-2 carbapenemase-
encedingmegaplasmids in nosocomial Pseudemonas aeruginose populations. Antimicrob
Agents Chemother. 65(4):e02122-20 “, zostala zainspirowana analizg lokalizacji i kodowania
MEL w catej zgromadzonej kolekcji MPPA. Stwierdzono, ze najbardziej dominujacym typem
integronu byt Ind61. W wyniku przeprowadzonych badari, integron ten zostal mnaleziony
w B0 izolatach 355T i 55 pulsotypach, uzyskanych z 49 szpitali w 33 miastach 11 wojewddztw
Polski. Kompleksowa analiza plazmidéw, transferu koniugacyjnege craz testdw S1/PFGE
i hybrydyzacji wykazala | ze zdecydowana wigkszost tych szczepdw (ok. 85%) posiada
megaplazmidy z Ind61. W celu uzyskania pelnej charakterystyki tych czgsteczek, 19 izolatdw
zostalo rsekwencjonowanych i poddanych analizie filogenetyczne] oparte] na pelimorfizmie
pojedynczego nukleotydu (SNFP). Utworzyly one podgrupe w rodzinie megaplazmiddw typu
IncP-2, obserwowanych na catym Swiecie | nadajgce opornoddftolerancie na wiele czynnikow
stresowych sSrodowiska, w tym na antybiotyki. Badania te zostaly zrealizowane
we wspdltpracy z czeskim zespolem prof. J. Hrabaka z Centrum Blomedycznego w Pilinie
oraz w ramach grantu FEMS,

Przeprowadzone badania udowodnily, Ze wraz z rozprzestrzenianiem sie poliklondw,
rownie: rozpowszechnienie sie plazmiddw odegrato niezwykla role w epidemiologii MPPA
w Polsce, co poprzez wykonane badania doprowadzite do udokumentowania najwiekszego
~wybuchu plazmidow” P. oeruginosa, jakie zostalo opracowane w okreflonym czasie
| obszarze wystepowania. Badania te przyezynily sic w bardzo wainym zakresie
do poszerzenia wiedzy na temat plazmidéw typu IncP-2, na ktorych temat obserwuje sie
zwiekszong liczbe badan, ze wegledu na szersze i coraz powszechnie|sze stosowanie WCS.
Publikacja rowniez zawiera szeroky dokumentacje w postaci dotaczonych pieciu tabel (51-55)
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zawierajgcych  mun. wzory wrailiwodci na drodki  przeciwdrobnoustrojowe oémiu
reprezentatywnych izolatdw MPPA posiadajgcych rdzne plazmidy pPUV i ich transkoniugaty,
czy cechy klonalnych izolatéw MPPA : integronem Ind61 oraz cztery ryciny {51-54)
z przedstawionym np.: rozmieszczeniem w Polsce Ind61 MPPA w latach 2033-15, ilustrujgce
terytorialne rozprzestrzenienie sie IncP-2 podobne do pBT2436 megaplazmidu pPLYV,
opracowanych bardzo przejrzyicie, éwietnie graficznie, co bardzo wzbogaca obraz uzyskanych
wynikow i zakres tematyczny pracy.

Trzecia praca , Urbanowicz P, lzdebski R, Baraniak A, Zabicka D, Zidtkowski G,
Hryniewicz W, Gniadkowski M. [2019) Pseudomonas aeruginosa with NDM-1, DIM-1 and PME-
1 P-lactamases, and RmtD3 165 rRNA methylase, encoded by new genomic islands.
J Antimicrob Chemother, 74(10):3117-3119 *, zawiera badania obejmujgce dokladna analize
izolatu P. geruginosa uzyskanego ze spojowek oka 82-letniego pacjenta z zapaleniem wnetrza
gatki ocznej, hospitalizowanego w polskim szpitalu. Sekwencjonowanie izolatu ujawnito
obecnosc genéw bio NDM-1 | bla DIM-1, ktérych identyfikacja u P. oeruginosa
do tej pory byta bardzo rzadko raportowana. Stwierdzono, ze jest on oporny na wszystkie leki
przeciwdrobnoustrojowe 2 wyjatkiem kolistyny. Na podstawie szczegdlowej analizy genomu
stwierdzono, ie  |ego opornosd bylta jedng z najbardzie] zeionych ze wzgledu
na obecnosé 25-ciu nabytych gendw AMR, zlokalizowanych na chromosomie, kodowanych
w obrgbie nleznanych dotad wysp genomowych. Zbadany | opisany izolat okazal sig jedynym
w 1biorze polskich MPPA przedstawicielem sporadyeznego klonu 5T234, kidry poprze:
przeprowadzong filogenezg oparta na 5NP w dostepnej miedzynarodowej bazie danych,
wskazywal na najblisze pokrewierfstwo ze szezepami Ghany z zachodnie] Afryki. Polska
odmiana tego hiper epidemicznego szczepu mogta ewaluowaé na innym kontynencie, jednak
pamimo pokrewieristwa z innymi izolatami afrykariskimi, miejsce i czas jego importu pozostaje
nieznany. Prredstawiona praca jest bardzc wainym efektem przeprowadzonych badan
i bezposrednio potwierdza pojawienie sie skrajnie pod wzgledem MDR genotypu/fenotypu
wirdd  klinicznych  izolatéw w  Polsce.  Jest rownied przyktadem  badan,
w ktarych zastosowanie WGS umoiliwia wykrycie kombinacji wielu cech AMR w jednym
izolacie klinicznym, i co jest niestychanie wazne, rutynowa diagnostyka mikrobiologiczna mote
prowadzic do pominigcia w toku standardowego postgpowania tego typu szczepy
o wysokim potencjale lekoopornodci. Fakt przeprowadzenia badan, ktére ujawnity ten

unikalny w skali kraju izolat oraz wykonane w szerokim zakresie badania genomiczne,
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profesjonalnie zinterpretowane | opracowane graficznie , rwracajy uwage na ogromny
potencjal badawczy osrodka naukowego, z ktérego wywodzi sie Doktorant, Swietne
ukierunkowanie jego badar przez promotora oraz wskazuje na ogromne mozliwodc
prowadzenia dalszych badarh w tym zakresie, co jest niestychanie waine w naszym kraju
ze wigleddw narastajacych problemdw epidemiologicznych.

Czwarta publikacja ., Urbanowicz P, Gniadkowski M. (2017) “Cieikozbrojny”
Pseudomonas aeruginosa: mechanizmy lekoopornosci i ich tlo genetyczne. Kosmos 66(1): 11-
29" jest pracy przegladowy napisang w jezyku polskim i kierewang do polskiego czytelnika.
Zawiera obszerne informacje dotyczace P. ceruginosa, poprzez rys historyczny obejmujacy
etapy odkry¢ antybiotykow, mechanizméw powstawania lekoopornodci bakterii, skupia sie
na charakterystycznych cechach P, geruginoso. Prredstawia znaczenie kliniczne i udziat
w zakazeniach ludzi. Waing czescig pracy jest w bardzo przystepny sposob przedstawienie
cech genomu P. aeruginosa oraz cech wirulenci i ich roli w patogenezie z uwzglednieniem
regulacji ich wytwarzania. Bardzo waine w omdwionym temacie, jest obszerne przedstawieni
w jasny, zrozumialy sposob, zasad opomnoici naturalnej, mutacyjnej oraz kodowanej przez
geny nabyte, charakterystyczne| dla tego gatunku. Struktura populacji izolatdw ze érodowiska
szpitalnego poprzedza podsumowanie omawiajace terapie zakaier P. oeruginosa | zwigzane
z nimi nowe nadzieje. Praca jest bardzo cenng pozyc|g umotliwiajgcy ceytelnikowi zapoznanie
5ig 7 najwainiejszymi, aktualnymi informacjami charakteryzujgcymi P,  seruginosa
z uwzglgdnieniem wainego molekularnego aspektu lekoopornosci,

Ze wzgledu na charakter przegladowy tej publikacji, w moim odezuciu powinna
rnajdowac sig jako pierwsza, wprowadzajac w temat kolejnych oryginalnych publikacji
zawlerajgcych szczegdlowe badania genetyczne izolatdw polskich P. aeruginosa MBL.

Dyskusjg napisang przez Doktoranta oceniam bardzo wysoke. Wykazuje sie gleboka
wiedzy teoretyczng w obszarze tematyki rozprawy doktorskiej oraz umiejetnosc interpretacl
| analizy uzyskanych wynikdw nowoczesnymi metodami genetyki melekularny. Wprowadzajac
do  analizy uzyskanych wynikdw badad  wiasnych, Doktorant odnosi sie
do badan autordw z innych rejondw geograficanych. Wskazuje na wage uzyskanych wynikéw
na tle ogolne| sytuaci epidemicznej £. geruginosa na swiecle. Jednoczednie podkredla wage
stosowanych metod badawczych, ktére jak np.. WGS porwala na zbadanie i lepsze
zrozumienie klonalnej zmiennodci bakterii patogennych, identyfikacje ich rezerwuardw oraz
wrorcow genetycznych, ruchomych elementdw uczestniczacych w transferze gendow
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opomnosci. Stworzyto to nowe moiliwodcl badawcze o ogromnej precyz)i i niezawodnodci
w dochodzeniach epidemiologicznych. W dyskusji Autor wskazuje, ie ekspansja okredlonych
genotypow w polskich szpitalach, ma 2wigzek z ogromng presjg selekcyjng rdznych
antybiotykdw, co skutkuje w konsekwencji klonalnym charakterem ekspansji MPPA w Polsce.
Ta wielokierunkowa ewolucja szezepéw, dzieki przeprowadzonym badzniom doprowadzita
do wyodrebnienia 10 genotypow epidemicznych rozprzestrzeniajgeych sie w kraju. Autor
podkresla wplyw na duia role we wzrodcie przypadkdw zakazerh MPPA, megaplazmiddw
kodujgcych MBL. Rozprawa przedstawia unikatowy sytuacje epidemiolegiczng, wskazujgcy na
wystgpowanie w Polsce nieslychanie niebezpiecznych izolatéw P. aeruginoso. Wszystkie
polskie izolaty ST654 tworzyly csobny klaster, niezaleinie od ich pulsotypdw i zawartodci
integrondw. Autor rwraca uwage réwnied na udzial w identyfikacji po raz plerwszy
specyficanych izolatéw (np.: MPPA 2 IMP-like MBL, IMP-7) oraz na udckumentowanie
najwigkszego zarejestrowanej w kraju rozprzestrzeniania sie plazmidéw kodujgcych MBL
P. geruginoso. Doktorant podsumowujgc uzyskane wyniki badad | pordwnujac je z danymi
z pimiennictwa wykazat ich nowatorstwo | wage uzyskanych informacji o P. oeruginosa
dla oceny sytuacli epidemiczne| w kraju.

W zwigzku 2 tym mam pytanie: czy na podstawie przeprowadzonych badan zawartych
w rozprawie doktorskie] moina prognozowad skale dalszego rozprzestrzeniania sie
epidemicznych izolatéw MPPA?

Przedstawione koficowe wnioski rozprawy doktorskiej 53 bardzo dobrze sformufowane
i adekwatne do uzyskanych wynikow. Zawarte w siedmiu punktach, dotycza podsumowania
uzyskanych kluczowych efektdw, nowatorskich w kraju wynikdw badar, wykazujac na bardzo
waine informacje kenieczne dla oceny podioia genetycznego rozprzestrzeniajgcych sie
w kraju epidemicznych szczepdw P. geruginoso wytwarzajacych metalo-p-laktamazy, MBL.

Przeprowadzone badania byly finansowane ze srodkow uzyskanych z grantéw
przyznanych przez; NCN w ramach konkursu OPUS, Ministerstwo Nauki | Szkolnictwa
Wyiszego, NPOA przez Ministerstwo Zdrowia, natomiast badania wykonane w Czechach byty
sfinansowane z grantow przyznanych przez czesky Agencje Badan Zdrowia, a takie Research
and Training Grant, otrzymanego od Federacji Europejskich Stowarzyszet Mikrobiclogicznych

W podsumowaniu stwierdzam, ii rozprawa doktorska mgr Pawla Urbanowicza jest
na bardzo wysokim poziomie, potwierdza Swietne przygotowanie teoretyczne i praktyczne
Doktoranta. Bardzo dobrze przedstawit on w szerokim zakresie dokladng charakterystyke
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wykonanych badad molekularnych i genomicznych wraz ich w petni profesjonalng
interpretacjg. Malezy réwniez podkreslic nowatorstwo | trafnosé wyboru tematu, ktéry
w aspekcie coraz wigkszego rozprzestrzeniania sie epidemicznych MDR  siczepdw
P. geruginosa MBL s3 niestychanie waine w podejmowaniu dziatar ograniczajgcych ich
transmisjc w Srodowisku szpitalnym w Polsce. Waine jest rdwnie: bardzo dute
zaangazowanie Doktoranta, dokfadnosC w przeprowadzonych analizach i ich interpretacjach,
swietne przygotowanie w zakresie nowoczesnych molekularnych i genomicznych metod
badawczych. Bardzo wysoko oceniam znajomodci nowoczesnego warsztatu naukowego
I umigjgtnosci postugiwania sig réinymi metodami badawczymi.

Stwierdzam, te przedioiona mi do recenzji rozprawa doktorska na stoplen doktora
nauk medycznych i nauk o 2drowiu w dyscyplinie nauki medyczne mgr Pawta Urbanowicza pt.
«Mechanizm szerzenia sie enzymatycznej opornoéci na karbapenemy wérdd paleczek
Pseudomonas aeruginosa wywolujgcych zakaienia szpitalne w Polsce — badania molekularne
i genomiczne” spelnia wszystkie ustawowe wymagania i kryteria stawiane tego typu
rozprawom.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668).

W zwigzku z powyiszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Pawta Urbanowicza
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zglaszam wniosek o wyrdinienie rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na jej
Ogromne znaczenie w poznaniu i scharakteryzowaniu wystepujacych w polskich izolatach
sapitalnych P. aeruginosa MBL,  molekularnych mechanizméw  wielolekoopornotei,
nowatorskl | szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich wysokie znaczenie naukowe,
pornawcze oraz stworzenie moiliwoici poprzez uzyskang wiedze, podejmowania dziatad
ograniczajacych rozprzestrzenianie sig¢ MDR F. oeruginosa MBL w kraju,

KEEROWNIK
Katedry s Aakiadu Mikrobeedogn |ekarshoe)
Unisers ety Medyesmepo w il ublinie

Lublin 20.06.2022
Prof dar heb, a. divd. Aling M. Olendar

10



