Streszczenie

Przybierajagce na sile zjawisko opornosci na antybiotyki jest jednym z
najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Sposrod wielu grup bakterii opornych na
antybiotyki, pateczki Enterobacterales wytwarzajace karbapenemazy (CPE) stanowig jedno z
gléwnych zagrozen dla zdrowia publicznego na $wiecie. Kompleks gatunku Klebsiella
pneumoniae (KpSC) nalezy do najwazniejszych klinicznie CPE i jest obiektem szerokich badan
nad czynnikami i mechanizmami swojej ekspansji. Drugg istotng grupg jest kompleks gatunku
Klebsiella oxytoca (KoSC), ktory wspotdzieli z KpSC szeroka pule gendéw wirulencji i
opornosci na antybiotyki. Gatunki nalezace do KoSC, cho¢ przyémiewane przez KpSC, takze
przyczyniaja si¢ do rozprzestrzeniania karbapenemaz na skale globalna, jednak ich faktyczna
rola w szerzeniu determinantéw lekoporno$ci nie zostala wystarczajaco poznana. Od ponad
dekady Polska jest krajem silnie dotknietym problemem opornosci na karbapenemy, Na
caloksztalt sytuacji epidemiologicznej w kraju dominujacy wptyw ma KpSC, jednak KoSC
takze odgrywa w niej istotng role.

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie czynnikow i mechanizmow

stojacych za ekspansja Klebsiella spp. wytwarzajacych karbapenemazy (CP Klebsiella spp.) w
Polsce, w okresie 2009-2019, oraz w czasie pierwszego roku pelnoskalowej wojny w Ukrainie
(luty 2022-luty 2023). Szczegdélny nacisk potozono na rozprzestrzenienie klonalne,
horyzontalny transfer mobilnych elementéw genetycznych (MGEs) i potencjalny import
nowych genotypow. Niniejsza dysertacja sktada si¢ z czterech prac oryginalnych,
przeprowadzonych na reprezentatywnej grupie izolatow klinicznych, zebranych z terenu catego
kraju przez Krajowy Osrodek ds. Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojow, z wykorzystaniem analiz
bioinformatycznych sekwencji genomowych. Zastosowana metodologia opierata si¢ przede
wszystkim na technologii tzw. krotkich odczytéw, wykorzystanej w analizach populacyjnych,
ktora zostala uzupelniona o sekwencjonowanie w technologii tzw. dlugich odczytow,
pozwalajace na doktadne scharakteryzowanie konkretnych /ocus lub MGEs przyczyniajacych
si¢ do rozprzestrzeniania karbapenemaz.

Przedstawione analizy podkreslity zroznicowanie struktury klonalnej polskiej populacji
KpSC wytwarzajacych karbapenemazy, zdominowanej w duzej mierze przez kilka tzw.
swiatowych klonow wysokiego ryzyka. W poczatkowej fazie epidemii CPE w Polsce, klon K.
pneumoniae ST147 uznawany byt za jeden z mniej istotnych. Jego rosngca role zaobserwowano
w latach 2015-2019, kiedy to wytwarzajacy karbapenemazg typu NDM-1 genotyp ST147-
Tni25F pochodzenia tunezyjskiego rozprzestrzenit si¢ z jednego z warszawskich szpitali

powodujac regionalne ognisko na terenie miasta i na Mazowszu. Ponadto, kilka



spokrewnionych, ale nie zaliczonych do ogniska organizmow ST147-Tn/25F
zidentyfikowanych w tamtym czasie w innych miastach, reprezentowato ten sam genotyp
pochodzacy z endemicznych rejonéw basenu Morza Srodziemnego, ktére zostaty
najprawdopodobniej wprowadzone do Polski na skutek niezaleznych importéw przez polskich
turystow. W tym samym czasie, ST147 odegrat takze istotng rolg w szerzeniu karbapenemaz
typu VIM. Genotypy tego klonu z r6znymi wariantami integronéw zawierajacych geny blavim
nazwane odpowiednio: ST147-In916, ST147-In2245 oraz ST147-In238 wywotaly regionalne
ogniska na terenach wojewo6dztw matopolskiego, slaskiego i lubelskiego. Pézniej, po eskalacji
wojny w Ukrainie, izolaty ST147 wytwarzajace karbapenemazy typu NDM-1/-5 i/lub OXA-48
byly jednymi z najczesciej izolowanych od pacjentéw przybywajacych z tamtych terenow.
Podczas poczatkowej fazy wystepowania klonu ST147 w Polsce, cala 6wczesna populacja CPE
byta zdominowana przez endemiczny genotyp K. pneumoniae ST11-Tnl25A wytwarzajacy
NDM-1. Niniejsza dysertacja ukazata takze szerszy kontekst epidemiologiczny wystepowania
ST11-Tni25A w Europie, ktory byl wykrywany takze u pacjentow 1 migrantow
przybywajacych z Ukrainy.

W ramach rozprawy poczyniono takze kilka waznych obserwacji epidemiologicznych
dotyczacych klonu K. pneumoniae ST395, bedacego w Polsce istotnym producentem
karbapenemaz typu OXA-48 juz od 2013 roku. Na wzrost liczby przypadkéw K. pneumoniae
ST395 w Polsce w ostatnich latach wplyw mogta mie¢ migracja pacjentéw z Ukrainy, wsrod
ktorych izolaty ST395 wytwarzajace karbapenemazy typu NDM-1 i/lub OXA-48 stanowity
najliczniejsza grupe CPE i wykazaly bliskie pokrewienstwo genetyczne z organizmami ST395
zidentyfikowanymi na terenie Rosji 1 izolowanymi od ukrainskich uchodzcéw wojennych w
innych krajach europejskich. Innym scharakteryzowanym genotypem K. pneumoniae,
wywodzacym si¢ prawdopodobnie z Europy Wschodniej byt ST307 wytwarzajacy
karbapenemazy typu NDM-1 lub KPC-2/-3, ktory stanowit druga pod wzgledem liczebnosci
grupe izolatéw CPE od pacjentéw przybywajacych z Ukrainy. Poza aspektem charakterystyki
klonalnej izolatow K. pneumoniae wytwarzajacych karbapenenemazy wyizolowanych od
pacjentéw migrujacych z terenu z Ukrainy, zwrocono takze uwage na stosunkowo czeste
wystepowanie genetycznych determinantéw hiperwirulencji K. pneumoniae (hvKP) obecnych
w klonach ST23, ST147, ST307 i ST395, wynikajace prawdopodobnie z nabycia hybrydowych
plazmidow typu IncFIB+HI1B pNDM-MAR, faczacych geny AMR 1 wirulencji.

Sposrdod innych przedstawionych ,.klonow wysokiego ryzyka” K. pneumoniae ST437 i
ST392 przyczynily si¢ w Polsce do ekspansji karbapenemaz typu VIM. Genotyp ST437-In238

byl najliczniejszy wsrod wszystkich izolatow K. pneumoniae wytwarzajacych VIM w latach



2009-2019 1 obejmowat Igcznie ponad 25% wszystkich przypadkow. Wywotat on rozlegla
epidemi¢ regionalng w wojewodztwie lubelskim, ktéora w ciggu zaledwie jednego roku
rozprzestrzenita si¢ na 16 placowek tego regionu. ST392-In1667 natomiast spowodowat
regionalne ognisko epidemiczne w siedmiu szpitalach wojewoddztwa kujawsko-pomorskiego.
Co ciekawe, analizy filogenetyczne ST437 1 ST392 w kontekscie migdzynarodowym wykazaty,
ze oba wyzej wymienione genotypy byty prawdopodobnie rodzimego pochodzenia.

KoSC odegral szczegdlnie wazng role we wczesnej fazie rozprzestrzeniania si¢ w Polsce
karbapenemaz typu VIM. Trwajgca dekade (2009-2019) i obejmujaca kilka regionow ekspansja
genotypu K. oxytoca ST145-In237 byta jednym z najbardziej niezwyktych zjawisk w catej
epidemiologii VIM w kraju, bezprecedensowym rowniez w skali migdzynarodowej. Inng
unikalng 1 niezaobserwowang wczesniej cechg tego genotypu byly czeste delecje fragmentdéw
chromosomu, obejmujace naturalny gen B-laktamazy blaoxy, uwazany za swoisty dla KoSC 1
historycznie wykorzystywany do identyfikacji gatunkowej. Mimo, ze nie udalo si¢
jednoznacznie okresli¢ molekularnych mechanizmow tego zjawiska, postawiona w niniejszej
pracy hipoteza delecji indukowanej przez fagi, wydaje si¢ by¢ prawdopodobng przyczyna.

W rozprawie podkreslono rowniez role horyzontalnego transferu réznego rodzaju
MGEs w rozprzestrzenianiu si¢ karbapenemaz. Do najwazniejszych z nich naleza trzy
pochodne transpozonu Tn/25 przenoszacego geny blaxpm. Wariant Tnil25A,
charakterystyczny dla endemicznej w Polsce linii K. pneumoniae ST11, zostalt wykryty takze
w organizmach reprezentujacych ten klon pochodzenia ukrainskiego. Istotne powigzania z
Europa Wschodnig zaobserwowano réwniez dla wariantu Tn/25K, dominujacego w réznych
klonach K. pneumoniae zebranych od pacjentéw przybywajacych z Ukrainy. Tn/25F natomiast
zostal wykorzystany jako marker molekularny dla wspomnianego wczesniej genotypu ST147-
Tnl25F rozprzestrzeniajacego si¢ w Warszawie 1 na Mazowszu. Horyzontalny transfer genow
kodujacych VIM byt uwarunkowany przede wszystkim przez plazmidy przenoszace integrony
In238 1 In916, oba o szerokim rozprzestrzenieniu mi¢dzygatunkowym. Praca ta przyczynita si¢
ponadto do scharakteryzowania kilku typow plazmidéw przenoszacych karbapenemazy. Byty
to przede wszystkim plazmidy typu IncFIIk+IncFIBk, IncA, IncL i IncFIB+HI1B, o wysokim
stopniu podobienstwa do czasteczek tego typu obserwowanych wezesniej w Polsce i za granica.

Przedstawione wyniki, wykazaly jednoznacznie, ze ekspansja wytwarzajacych
karbapenemazy pateczek Klebsiella spp. w Polsce byta zjawiskiem wysoce dynamicznym i
ksztaltowanym przede wszystkim przez: klonalne rozprzestrzenianie si¢ genotypow
epidemicznych, migdzygatunkowy horyzontalny transfer MGEs zawierajacych geny

karbapenemaz, oraz import nowych linii epidemicznych wskutek podrézy i migracji. Wszystkie



cztery prace oryginalne tworzgce rozprawe opisaty ztozong epidemiologi¢ CP Klebsiella spp.
w Polsce na przestrzeni ostatnich 20 lat i znaczaco przyczynity si¢ do poglebienia wiedzy na

temat sytuacji CPE w kraju.



