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WYKAZ SKROTOW

ARB Bakterie wielolekooporne (ang. antibiotic resistant bacteria)

ARG Geny warunkujace oporno$¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki
(ang. antibiotic resistance genes)

CFU Jednostka okreslajaca liczbe bakterii (ang. colony forming unit)
COS Centralna Oczyszczalnia Sciekéw w Koziegtowach
CPE Bakterie z rodzaju Enterobacteriaceae oporne na karbapenemy (ang.

carbapenem-resistant Enterobacteriaceae)

ddPCR Emulsyjny PCR (ang. droplet digital PCR)
DDST Test dwoch krazkow (ang. double-disc synergy test)
ERIC Enterobakteryjne powtarzajace si¢ sekwencje zgodnosci (ang.

enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences)

ESBL B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ang. extended-
spectrum B-lactamases)

HGT Horyzontalny transfer genow (ang. horizontal gene transfer)

MBL Metalo-B-laktamazy (ang. metallo-f-lactamases)

MDR Wielolekoopornos$¢ (ang. multi drug resistant)

MGE Ruchome elementy genetyczne (ang. mobile genetic elements)

MRSA Oporny na meticyling Staphylococcus aureus (ang. methicillin-resistant

Staphylococcus aureus)

NGS Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing)

NTC Kontrola bez matrycy (ang. no template control)

PBP Biatko wigzace penicyling (ang. penicillin-binding protein)

PCoA Analiza gtownych wspotrzednych (ang. principal coordinate analysis)

PCR Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

qPCR PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative PCR)

TDS Zawartos¢ substancji statych rozpuszczonych

VBNC Zywe, nichodowalne bakterie (ang. viable but non-culturable)

VRE Enterokoki oporne na wankomycyng (ang. vancomycin resistant
enterococci)

WWTP Oczyszczalnia $ciekdéw (ang. wastewater treatment plant)



STRESZCZENIE

Wystepowanie u bakterii lekoopornosci jest niekwestionowanym problemem w
leczeniu zakazen 1, wg WHO, jednym z trzech najpowazniejszych globalnych zagrozen w
XXI wieku. Powszechne i1 niekontrolowane stosowanie antybiotykéw, nie tylko w celach
terapeutycznych, lecz réwniez w rolnictwie i hodowli zwierzat, spowodowato narastanie
liczby szczepdéw opornych na stosowane terapeutyki. Genetyczne podstawy oporno$ci
stanowig geny warunkujace odpowiednie mechanizmy opornos$ci, natomiast za pojawienie
fragmenty DNA, w obrebie ktorych wiaczane sg kasety genowe warunkujace opornos¢ na
antybiotyki i1 chemioterapeutyki. Istotnym jest fakt, Zze wystepujac na ruchomych
elementach genetycznych, integrony moga by¢ przenoszone pomiedzy komorkami
jednego, badz réznych gatunkoéw bakterii na drodze horyzontalnego transferu genow (HGT
— ang. horizontal gene transfer).

Srodowisko wodne, a w szczegodlnosci srodowisko oczyszczalni $ciekow, stwarza
znakomite warunki do rozprzestrzeniania si¢ opornych bakterii. Duza liczba szczepow
bakteryjnych, pochodzacych z réznych zrddel, sktadniki odzywcze, antybiotyki w
stezeniach subletalnych, w znaczacy sposdb przyczyniaja si¢ do przenoszenie gendéw
opornos$ci pomiedzy komdrkami bakteryjnymi na drodze horyzontalnego transferu genéw,
co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia ich czgstosci i pojawienia si¢ bakterii
wieloopornych takze w $cieku oczyszczonym.

Celem niniejszej pracy byta jako$ciowa i ilosciowa analiza rezystomu $ciekow
miejskich Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Koziegtowach koto Poznania. Badania
dotycza okreslenia rodzaju i1 czgstosci wystgpowania gendw integrazy integronow klasy 1
(intl1) oraz genow warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe i1 karbapenemowe
(blactx-m, blatem, blasnv, blaoxa-1, blaoxa-as, blaces, blavim, blanpwm, blaxec, ampC, blapua,
blacmy 1 mecA) oraz glikopeptydowe (vand) w genomach bakterii hodowalnych, a takze w
metagenomie $ciekéw. Badania metagenomiczne opierajgce si¢ na analizie calkowitego
DNA, uwzgledniajag obecnos$¢ bakterii niechodowalnych, mogacych stanowi¢ do 99%
mikroorganizméw obecnych w srodowisku wodnym.

Wykazano, ze w $ciekach na kazdym etapie oczyszczania, rowniez w S$cieku

oczyszczonym obecne sg bakterie z genami stwarzajacymi najwicksze zagrozenie dla



zdrowia publicznego, m.in. warunkujagcymi wytwarzanie [B-laktamaz o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL — ang. extended-spectrum [-lactamases) — blactx-m-15,
karbapenemaz — blanpm, blaviv, blaces 1 blaoxa-4s, a takze wankomycynoopornych
enterokokow (vanA) i Staphylococcus aureus opornych na meticyling (mecA) oraz, ze w
trakcie oczyszczania $ciekoOw nastgpuje zwiekszenie czestosci wystepowania tych bakterii.
Ponadto stwierdzono, Ze proces oczyszczania §ciekdw prowadzi do zwigkszenia czgstosci
wystepowania integronow klasy 1 i gendow opornos$ci: blactx-m, blatem, blaces, blasnv,
blaoxa-4s 1 mecA w rezystomie S$cieku oczyszczonego. Zwigkszanie czestosci
wystepowania genow blacrx-m, blatem, blaoxa-1, blaoxa-as, blanpm, blaxec, vanA 1 mecA w
metagenomowym DNA juz w $cieku z komory napowietrzania, moze wskazywa¢ na
wzmozong selekcje 1 procesy horyzontalnego transferu genéw w osadzie czynnym. Istotne
korelacje miedzy czestosciag wystepowania gendow w metagenomowym DNA, wskazuja, ze
w procesie horyzontalnego transferu, geny opornosci moga by¢ przenoszone razem, za
posrednictwem mobilnych elementow genetycznych. Badania sktadu populacji
bakteryjnych w $cieku wykazaly réznice pomiedzy poszczegdlnymi etapami oczyszczania
oraz zwigzek miedzy sktadem populacji, a rezystomem $cieku.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy, stwierdzono istotng role
oczyszczalni $cieckow w zwiekszaniu puli genéw rezystomu Srodowiskowego. Wyniki
badan metagenomicznych w polaczeniu z analiza oparta na metodach hodowlanych
dostarczyly szczegotowych informacji na temat ograniczonej skutecznos$ci procesOw
oczyszczania $ciekdOw w eliminacji bakterii antybiotykoopornych i gendéw opornosci,
wskazujac tym samym na potrzebe opracowania efektywnej strategii i wdrozenia
dodatkowych metod dezynfekcji $ciekdw, w celu ograniczenia narastania i

rozprzestrzenianie si¢ opornosci na antybiotyki w srodowisku.



ABSTRACT

The occurrence of drug resistance in bacteria is an unquestionable problem in the
treatment of infections and, according to the WHO, one of the three most serious global
threats in the 2Ist century. Intensive and uncontrolled use of antibiotics not only
therapeutically in human and veterinary medicine, but also in animal breeding and
agriculture, have provoked the worldwide spread of resistant bacteria. Genetic bases of
resistance are genes that determine the appropriate mechanisms of resistance and integrons
are responsible for the emergence and spread of multidrug antibiotic resistance among
bacterial. Integrons are natural systems mediating the capture of gene cassettes that code
for antibiotic resistance. It is essential that integrons are embedded in mobile genetic
elements, such as transposons or plasmids and they can be transferred by horizontal gene
transfer (HGT) between strains of the same or even different species.

Water environment, especially urban wastewater treatment plants, creates excellent
conditions for spreading of resistant bacteria. The features of this environment, like the
high number of bacteria originating from different sources, nutrients and the presence of
trace concentrations of antibiotics, may significantly facilitate the transfer of antibiotic
resistance genes among bacteria by horizontal gene transfer, which leads to increase their
frequency and emergence of multidrug resistant strains in the effluent.

The aim of this study was the qualitative and quantitative analysis of the municipal
wastewater resistome of Central Wastewater Treatment Plant in Koziegtowy near Poznan.
The research concerns determine the type and frequency of integrase genes (int/l/) and
genes conferring resistance to P-lactam and carbapenem antibiotics (blactx-m, blatem,
blasnv, blaoxa, blaoxa-as, blaces, blaviv, blanpwm, blaxec, ampC, blapua, blacmy and mecA)
and glycopeptide (vanA) in the genomes of culturable bacteria, as well as in the wastewater
metagenome. Traditional approach based on analysis of DNA isolated from bacteria
cultured from wastewater samples is limited to certain groups of microorganisms and does
not take into consideration viable but non-culturable bacteria that can make up even 99%
of all microorganisms present in water.

The results of these studies indicate that in wastewater at each stage of treatment,
also in final effluent are present of bacteria with genes that pose the greatest threat to

public health, including genes of extended spectrum beta-lactamases (ESBL) — blactx-m-15,



carbapenemases — blanxpwm, blaviv, blaces, blaoxa-4s, as well as enterococci resistance to
vancomycin (vanAd) and Staphylococcus aureus resistance to methicillin (mecA4) and that
during the wastewater treatment there is an increase of the frequency of these bacteria.

Moreover, it was found that the wastewater treatment process leads to increased
frequency of class 1 integrons and resistance genes: blactx-m, blatem, blaces, blasnv,
blaoxa-as and mecA in resistome of final effluent. Increase in the frequency of the blactx-m,
blatem, blaoxa-1, blaoxa-as, blanpm, blaxec, vanA and mecA genes in metagenomic DNA
already in the aeration tank may indicate enhanced selection and processes of horizontal
gene transfer in activated sludge. Significant correlations between the frequency of genes
in metagenomic DNA indicate that in the horizontal transfer process, resistance genes can
be transferred together, via mobile genetic elements. Analysis of the composition of
bacterial populations in the wastewater showed differences between the individual stages
of treatment and the relationship between the composition of the population and the
resistome of wastewater.

Based on the results obtained in this study, a significant role of wastewater
treatment plants in increasing the pool of environmental resistome genes was found.
Quantitative metagenomic analysis combined with analysis based on culturable methods
provided significant information on the limited effectiveness of wastewater treatment
processes in the elimination of antibiotic-resistant bacteria and resistance genes, which
indicates the need to develop an effective strategy and implement additional methods of
wastewater disinfection, in order to limit the increase and spread of antibiotic resistance in

the environment.



1. WSTEP
1.1. Opornos¢ bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki

Pojawienie si¢ 1 rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki wérod bakterii stato sie
niekwestionowanym problemem globalnym i jednym z najwigekszych zagrozen dla zdrowia
publicznego w XXI wieku (WHO, 2000; 2015; 2017a). Powszechne, nadmierne i
niekontrolowane stosowanie antybiotykow, nie tylko w celach terapeutycznych, lecz takze
w rolnictwie 1 hodowli zwierzat, spowodowato staty i szybki wzrost liczby szczepow
opornych na stosowane leki (Van Boeckel 1 wsp., 2014).

Opornos$¢ jest to ,zdolno$¢ mikroorganizméw do przeciwstawiania si¢
chemioterapeutykowi” (HMSO, 1999). Wyr6zniamy dwa typy opornosci bakterii na
antybiotyki 1 chemioterapeutyki: naturalng i nabytg. Oporno$¢ naturalna, zwana inaczej
wrodzong, jest statla dla rodziny, rodzaju czy gatunku i wynika z braku swoistych
receptorow lub niskiego powinowactwa do antybiotyku, niemozno$ci penetracji i
transportu leku przez $ciang komorkowa oraz wytwarzania enzymow inaktywujacych
antybiotyki (Hawkey, 1998; 2009). Nabyta opornos¢ polega ze zmianach w genomie
bakterii zwigzanymi z mutacjami oraz z transferem genow zachodzacym migdzy
bakteriami (Taylor i wsp., 2011). Zroédlem opornosci bakterii na antybiotyki sa mutacje
punktowe w genach, bedacych celem dziatania antybiotykéw lub w genach
regulatorowych, czego przyktadem moze by¢ oporno$¢ na rifamycyny, czy
fluorochinolony (Perry i Wright, 2013). Nabyta lekoopornos$¢ bakterii chorobotwoérczych
znajduje swoje zrodto gtownie u bakterii glebowych (D'Costa i wsp., 2006; Forsberg 1
wsp., 2012; Jiang i wsp., 2017). Wiele gendéw opornos$ci na istotne klinicznie antybiotyki u
bakterii nalezacych do Proteobacteria, rowniez patogennych, pochodzi od Actinobacteria,
gléwnie Streptomyces sp. bedacych producentami antybiotykéw (D’Costa i wsp., 2006;
Allen 1 wsp., 2010; Jiang 1 wsp., 2017). Gen opornosci na chloramfenikol, cmux,
zidentyfikowany w genomach szczepow klinicznych Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
oxytoca 1 Enterobacter asburiae, a takze gen oporno$ci na linezolid, /mrA, wystepujacy u
szczepoOw wyizolowanych od zwierzat hodowlanych, wykazuja wysokie podobienstwo

sekwencji do genow Streptomyces sp. (Jiang i wsp., 2017).



Przyjmuje si¢, ze wigkszos¢ Srodowisk 1 organizméw odgrywa istotng role w
przeplywie bakterii opornych i genéw opornosci na antybiotyki (ARG — ang. antibiotic
resistance genes). Przeplyw ten jest dwukierunkowy, prowadzac do wprowadzania
naturalnych genow opornosci wystepujacych u bakterii Srodowiskowych do bakterii
patogennych dla cztowieka i zwierzat 1 vice versa — istotnych gendéw opornosci do
mikroorganizméw S$rodowiskowych (Stokes i Gillings, 2011). Przenoszenie si¢ genow
opornos$ci na antybiotyki wsrdd bakterii odbywa si¢ na drodze horyzontalnego transferu
genow (HGT - ang. horizontal gene transfer). W procesach HGT geny opornosci,
zlokalizowane czesto w obrebie mobilnych elementow genomu, przekazywane sa
pomiedzy bakteriami w procesach koniugacji, transdukcji poprzez fagi czy transformacji
(Ochman 1 wsp., 2000; Thomas 1 Nielsen, 2005; Brown-Jaque 1 wsp., 2018; Wu 1 wsp.,
2018). Selekcje szczepéw opornych stymuluja nie tylko obecne w srodowisku antybiotyki
w stezeniach subinhibicyjnych, ale réwniez inne czynniki, takie jak pestycydy, $rodki
przeciwporostowe, czwartorzedowe zwigzki amoniowe, detergenty oraz metale cigzkie
(Baker-Austin 1 wsp., 2006; Amos i wsp., 2014; Gillings i wsp., 2015). Procesy
utrzymywania si¢ i rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki wzmagane s3 poprzez
koselekcje, czyli selekcjonowanie roznych determinant genetycznych zlokalizowanych na
tym samym elemencie genetycznym i selekcje krzyzowa majaca miejsce wtedy, gdy ten
sam gen oporno$ci odpowiedzialny jest za oporno$¢ na rézne antybiotyki i metale cigzkie
(Gao 1 wsp., 2012; Baker-Austin i wsp., 2006; Martinez, 2012).

Dowodem na znamienny wplyw lateralnego transferu naturalnych genéw opornosci
ze $rodowiska do patogenow jest dynamiczne rozprzestrzenianie si¢ genu blactx-m,
warunkujacego opornos¢ na szerokie spektrum B-laktamow, pochodzacego z genomu
srodowiskowych szczepéw Kluyvera sp. (Humeniuk i wsp., 2002), czy genu blaoxa-4s
pochodzacego z genomu Shewanella oneidensis 1 warunkujgcego opornos¢ na
karbapenemy (Zong i wsp., 2012). Gen gnrA zwigzany z plazmidem niosagcym oporno$¢ na
fluorochinolony, pochodzi od §rodowiskowych szczepéw Shewanella algae (Poirel 1 wsp.,
2005). Geny opornosci na wankomycyne, obecnie wystepujace u szczepdw Enterococcus
sp. 1 Staphylococcus sp., znajduja swoje zréodto w genomach bakterii glebowych m. in.

Paenibacillus popilliae (Patel 1 wsp., 2000).



W 2017 roku WHO opublikowato po raz pierwszy liste opornych bakteryjnych
patogendow stanowigcych najwicksze zagrozenie dla zdrowia ludzkiego i wymagajacych
bezzwlocznych badan dotyczacych nowych lekow. Do patogendéw ,.krytycznych” (priority 1:
critical) o szczegolnie niebezpiecznych mechanizmach opornosci, zaliczaja si¢ oporne na
karbapenemy szczepy bakterii Acinetobacter baumannii i P. aeruginosa oraz oporne na
karbapenemy Enterobacteriaceae wytwarzajace B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL — ang. extended-spectrum [B-lactamases). Duze zagrozenie stanowig
takze oporne na wankomycyne szczepy Enterococcus faecium, szczepy Staphylococcus
aureus oporne na meticyling i wankomycyne, szczepy Helicobacter pylori oporne na
klarytromycyn¢ oraz bakterie z rodzaju Campylobacter 1 Salmonella oporne na
fluorochinolony, a takze szczepy Neisseria gonorrhoeae oporne na cefalosporyny trzeciej
generacji i fluorochinolony (WHO, 2017b). Opréocz wzmozenia badan dotyczacych
nowych opcji terapeutycznych i kontroli zakazen w $rodowiskach szpitalnych, jedng ze
strategii przeciwdzialania rozprzestrzeniania si¢ opornosci jest identyfikacja drég migracji
bakterii z istotnymi mechanizmami opornosci w S$rodowisku. Badania takie dotycza
wystepowania nie tylko bakterii opornych w ekosystemach, w ktérych funkcjonuje
cztowiek 1 zwierzeta, ale rowniez genéw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki

tworzacych tzw. rezystom.

1.2. Charakterystyka rezystomu

Pojecie rezystomu zostalo wprowadzone w celu zrozumienia pojawiania i
zaskakujaco szybkiego tempa rozprzestrzeniania si¢ opornosci bakterii na antybiotyki i
chemioterapeutyki u szczepow istotnych dla zdrowia ludzkiego (Wright, 2007). Rezystom
oznacza zbidr wszystkich genow opornosci na antybiotyki, ktore znajduja si¢ w genomach
bakterii chorobotworczych, niechorobotworczych producentoéw antybiotykow, kryptyczne

geny opornosci oraz prekursory genéw opornosci (Wright, 2007) (Rycina 1).



Producenci
antybiotykow

Prekursory genow opornosci

Rycina 1. Schemat rezystomu (wedlug Wright, 2007).

Te ostatnie to geny kodujace biatka z umiarkowang aktywnoscia przeciwantybiotyczng
lub z niewielkim powinowactwem do antybiotyku, ktore w przypadku wystgpienia
odpowiedniej presji selekcyjnej moga sta¢ si¢ efektywnymi genami opornosci (Wright,
2007). Znanych jest ponad 23 000 gendéw opornosci na antybiotyki, ktore zaklasyfikowano
do prawie 400 rodzajéw. Warunkuja one opornos¢ na ponad 240 antybiotykéw m. in. na
amiglikozydy, p-laktamy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy, tetracykliny i
glikopeptydy oraz wystgpowanie pomp transportowych (https://ardb.cbcb.umd.edu/). Jest
to jednak utamek rzeczywistej liczby gendéw, nie uwzgledniajacy w pelni rezystomu
bakterii glebowych.

Badania opierajace si¢ na oznaczaniu genetycznych determinant oporno$ci u
bakterii hodowalnych sg ograniczone i nie uwzgledniaja bakterii niehodowalnych (VBNC
— ang. viable but non-culturable), stanowiacych 99% mikroorganizmow obecnych w
srodowisku wodnym (Amann i wsp., 1995). Dopiero badanie metagenomu
(Srodowiskowego DNA), pozwala na doktadng analiz¢ genomoéw wszystkich
mikroorganizméw wystepujacych w Srodowisku (Handelsman i wsp., 1998). IloSciowa

analiza ARG w metagenomowym DNA wraz z badaniami opierajgcymi si¢ na analizie



DNA wyizolowanego z bakterii hodowalnych, moze wskaza¢ rzeczywiste czgstosci
wystepowania istotnych ARG.

Pierwsze badania rezystomu dotyczyly mikroorganizméw glebowych, u ktérych
wykazano obecnos$¢ prekursorow genow opornosci na aminoglikozydy i wankomycyne,
wystepujace obecnie u bakterii chorobotworczych (D’Costa 1 wsp., 2006). W
przekrojowych badaniach metagenomowego DNA wyizolowanego z probek gleby
pochodzacych z lat 1940-2008 zaobserwowano wzrost czestosci wystepowania genow
oporno$ci na antybiotyki, w tym szczegOlnie na tetracykliny i B-laktamy — antybiotyki
stosowane powszechnie w rolnictwie (Knapp i wsp., 2010). W przypadku pojedynczych
gendw opornos$ci na tetracykliny (zetO) odnotowano 15-krotny wzrost czgstosci od lat 70-
tych do 2008 roku.

W $rodowisku wodnym, podobnie jak w glebowym, bytuja mikroorganizmy
charakteryzujace si¢ naturalng oporno$cia na antybiotyki. Dodatkowo wplyw
zanieczyszczen pochodzenia antropogenicznego zwigksza czestos¢ wystepowania i
rozprzestrzeniania si¢ opornosci nabytej. W wielu srodowiskach wodnych takich jak wody
powierzchniowe, rzeczne, gruntowe, morskie, akwakultury, $cieki, a nawet w systemach
uzdatniania wody wystepuja bakterie z genami opornosci na B-laktamy, aminoglikozydy,
glikopeptydy, fluorochinolony, tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, streptograminy,
ryfamycyny, sulfonamidy i chloramfenikol. Obecno$¢ bakterii opornych i ARG w
srodowiskach wodnych stanowi trwate zanieczyszczenie organiczne i podobnie jak metale
cigzkie, moze zagraza¢ zdrowiu publicznemu (Zhang 1 wsp., 2009; Wright, 2010). Presja
selekcyjna spowodowana stosowaniem antybiotykdw w rolnictwie i hodowli ryb, zwigksza
czestos¢ wystepowania genow opornosci, takze u patogenow, takich jak Escherichia coli i
Salmonella sp. w $rodowisku wodnym 1 ma udzial w cyrkulacji genéw opornosci do
srodowiska naturalnego i1 z niego do Srodowiska klinicznego (Wright, 2010). Efektem
nawozenia 1 nawadniania sg oporne na antybiotyki bakterie, ktore pochodza z owocow i
warzyw (Quiroz-Santiago i wsp., 2009; Berger 1 wsp., 2010).

Bakterie oporne na antybiotyki wykrywano takze u dzikich zwierzat. U dzikow z
terenoOw poOinocnej Portugalii, stwierdzono bakterie Enterococcus sp. oporne na
glikopeptydy, makrolidy 1 tetracykliny, u gryzoni z pdétnocno-zachodniej Anglii, szczepy

Enterobacteriaceae oporne na B-laktamy 1 tetracykliny, w odchodach mew z rezerwatu
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przyrody w Portugalii, stwierdzono wystepowanie szczepow E. coli opornych na [3-
laktamy, w tym szczepy z genami blactx-m 1 blatem oraz z integronami, u ryb akwariowych
pochodzacych z Singapuru, Kolumbii, Gujany 1 Brazylii, oznaczono szczepy Aeromonas
sp. z integronami oporne na fluorochinolony 1 aminoglikozydy, natomiast u much z Los
Angeles w Kalifornii wyizolowano szczepy Providencia sp. oporne na makrolidy,
polipeptydy, tetracykliny i chloramfenikol (Gilliver 1 wsp., 1999; Kadavy i wsp., 2000;
Poeta 1 wsp., 2007; Poeta 1 wsp., 2008; Verner-Jeftreys 1 wsp., 2009). Bakterie oporne na
antybiotyki 1 ARG u zwierzat pochodzily glownie od czlowieka, ktorego mikroflora takze

stanowi rezerwuar bakterii opornych (Osterblad i wsp., 2001; Sommer i wsp., 2009).

1.3. Drogi rozprzestrzeniania si¢ bakterii opornych na antybiotyki i chemioterapeutyki

w Srodowisku

Obecnos$¢ bakterii opornych na antybiotyki (ARB — ang. antibiotic-resistant
bacteria), gendw opornosci, w tym genoéw zawartych w integronach, w S$rodowisku
uwazana jest za nowo powstaly rodzaj zanieczyszczenia biotycznego 1 problem
ekologiczny (Young, 1993; Martinez, 2009). Integrony i ARG, okre§lane mianem
zanieczyszczenia ksenogenetycznego (ang. xenogenetic pollutants), sa indykatorem presji
selekcyjnej wywotanej stosowaniem antybiotykéw w danej populacji i jednoczes$nie
zagrozenia opornoscig szczepdw chorobotwoérczych, ktorej mozna spodziewaé sie w tej
populacji (Gillings, 2013).

Badania dotyczace rozprzestrzeniania si¢ opornych bakterii wskazuja na ich
potencjalng droge wiodaca od gospodarstw domowych, zakladow farmaceutycznych,
przemystowych, szpitali, poprzez Scieki szpitalne, $cieki miejskie, Scieki przemystowe do
wod powierzchniowych (Rycina 2) (Rizzo 1 wsp., 2013; Czekalski 1 wsp., 2014; Stalder 1
wsp., 2014; Harnisz i wsp., 2015).
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Rycina 2. Drogi rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki w $rodowisku (wedlug

Stalder 1 wsp., 2012).

Centralng role w rozprzestrzenianiu si¢ bakterii opornych pelnia oczyszczalnie
scieckow (WWTPs — ang. wastewater treatment plants). W S$rodowisku oczyszczalni
sciekow panujg doskonate warunki do selekcji i lateralnego transferu ARG 1 integronow
opornosci (Wright, 2007; Berglund i wsp., 2015; Xu i wsp., 2015; Lorenzo i wsp., 2018).
Ze wzgledu na duza liczbge szczepdw bakteryjnych, pochodzacych z roznych zrodet,
sktadniki odzywcze i niskie stezenia antybiotykow, a takze obecno$¢ detergentow i metali
cigzkich, oczyszczalnie $ciekow petnig rolg ,,punktow zapalnych” (ang. hot spots) w
przeptywie ARG 1 integronéw opornosci do srodowiska (Czekalski i wsp., 2012; Stalder 1
wsp., 2012; Ma i wsp., 2013; Rizzo i wsp., 2013; Berglund i wsp., 2014). Obecnos¢
antybiotykow w $§rodowisku oczyszczalni $ciekdw w stezeniach nizszych niz st¢zenia
hamujace wzrost bakterii przyczynia si¢ bowiem nie tylko do selekcji szczepéw opornych
na antybiotyki, ale réwniez do zwigkszenia czestosci HGT pomigdzy szczepami danego
gatunku, a nawet roznych gatunkoéw, co w konsekwencji prowadzi do pojawienia si¢
bakterii lekoopornych, takze w $cieku oczyszczonym (Gullberg i wsp., 2011; Novo i wsp.,

2013; Amos i wsp., 2014; Gillings i wsp., 2015). Srodowisko oczyszczalni $ciekow sprzyja
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zardwno przekazywaniu ARG z bakterii chorobotwodrczych do srodowiska jak 1 odwrotnie
— ze $rodowiska do patogendw. W zwiagzku z tym, w §cieku oczyszczonym, ktorego
odbiornikiem sg wody rzeczne, wystepuja bakterie stwarzajace najwigksze zagrozenie dla
zdrowia publicznego; bakterie wytwarzajace [-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL), karbapenemazy i metalo-B-laktamazy, a takze bakterie oporne na
wankomycyn¢ i meticyling (Nagulapally 1 wsp., 2009; Picdo i wsp., 2013; Wan i Chou,
2014).

1.4. Metagenomika

Pojecie ,,metagenomika” (synonim — genomika S$rodowiskowa, genomika
populacji) wprowadzone zostato po raz pierwszy przez Handelsmana i wsp. w 1998 roku
na okre$lenie metody umozliwiajacej badanie bior6znorodno$ci mikroorganizmow
opierajac si¢ na charakterystyce i identyfikacji wszystkich, w tym niehodowalnych,
bakterii srodowiskowych. Rozwo6j metagenomiki wynikat z ograniczen jakie niesie za sobg
klasyczna mikrobiologia polegajaca na hodowli drobnoustrojow oraz konieczno$ci
zdobycia informacji o drobnoustrojach nichodowalnych, stanowiacych ogromna wigkszos¢
we wszystkich srodowiskach na Ziemi (Handelsman, 2004). Metagenomika stanowi zatem
cenne zrodto wiedzy o nowych taksonach, zréznicowaniu genetycznym populacji
bakteryjnych w biosferze, wplywie mikroorganizméw na $rodowisko i odwrotnie, a takze
pozwala odkry¢ nieznane dotad geny, ich warianty 1 produkty bez konieczno$ci
prowadzenia ich hodowli (Jones i wsp., 2010; Shi i wsp., 2013; Garner i wsp., 2018).

Podstawa badan metagenomicznych jest analiza catkowitego DNA
mikroorganizmdéw wyizolowanego z danego Srodowiska, nazywanego metagenomowym
DNA 1lub s$rodowiskowym DNA. Metagenomika obejmuje trzy gloéwne strategie

metodyczne:
* metagenomike celowang, bazujaca na reakcji PCR (ang. target-based metagenomics,

PCR-based metagenomics). Metoda ta polega na oznaczaniu i analizie gendw, a takze ich

wzglednej 1 bezwzglednej zawartosci w metagenomie Srodowiskowym. Takie podejscie
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wymaga znajomosci sekwencji analizowanych gendéw 1 nie pozwala na odkrycie nowych

gendw, np. opornosci na antybiotyki (Wright, 2010; Penders i wsp., 2013).

* metagenomike funkcjonalng (ang. functional metagenomics), ktéora polega na
klonowaniu DNA do odpowiednich wektoréw, tworzenie bibliotek genowych, selekcji
klonow 1 analizie ekspresji wklonowanych gendéw lub ich produktow. Metagenomika
funkcjonalna nie wymaga znajomos$ci sekwencji badanych gendéw, w zwigzku z czym
mozliwe jest wykrywanie nowych genow. Dzigki tej metodzie opisano m. in. nowe geny
opornosci na antybiotyki, w tym acetylotransferazy aminoglikozydowe, B-laktamazy oraz
pompy biatkowe wypompowujace chloramfenikol (Riesenfeld i wsp., 2004; Allen 1 wsp.,
2009; Lang 1 wsp., 2010). Ograniczeniem tej metody jest to, ze nie wszystkie geny
ulegaja ekspresji heterologicznej (Allen i wsp., 2009; Handelsman, 2004; Shmieder i
Edwards 2012; Penders i wsp., 2013).

» metagenomike przez sekwencjonowanie (ang. sequence-based metagenomics). Metoda
pozwala na bezposrednie sekwencjonowanie DNA wyizolowanego z préobek
srodowiskowych i1 poréwnanie uzyskanych sekwencji ze zdeponowanymi w bazach
danych. W ten sposdb mozliwa jest analiza sekwencji gendéw opornosci na antybiotyki, a
takze roznorodnosci taksonomicznej w danym $srodowisku na podstawie sekwencji genu

16S rRNA (Allen i wsp., 2009; Shmieder i Edwards 2012; Penders i wsp., 2013).

1.5. Integrony opornosci

Jedng z kluczowych rdl w pojawieniu i1 rozprzestrzenianiu si¢ lekoopornosci petnia
integrony (Cambray 1 wsp., 2010; Stokes 1 Gillings, 2011; Gillings, 2014; 2017; Stalder 1
wsp., 2014). Integrony to fragmenty DNA, w obrgbie ktérych otwarte ramki odczytu
zawarte w egzogennych kasetach genowych konwertowane sg w funkcjonalne geny.
Wszystkie integrony opisane do tej pory sktadaja si¢ z trzech kluczowych elementow
koniecznych do wiaczania egzogennych genow: genu intl, kodujacego integraze, nalezaca
do rodziny rekombinaz tyrozynowych, pierwszorzegdowego miejsca rekombinacji attl i

promotora Pc, ktéry skierowany w przeciwnym kierunku, umozliwia transkrypcje regionu
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zawierajacego attl kaset genowych (Rycina 3) (Mazel, 2006; Gillings, 2014). Integrony sa
strukturami ewolucyjnie starymi 1 wystepuja w genomach bakterii réznych srodowisk.
Podzielono je na dwie gléwne grupy: superintegrony, zawierajace do 200 kaset genowych,
kodujacych w duzej czg¢sci bialtka o nieznanych funkcjach oraz mobilne integrony
sktadajace si¢ z 10 kaset, ktore zazwyczaj determinujg oporno$¢ na antybiotyki (Stalder i
wsp., 2012). Integrony réznig si¢ sekwencjami genu integrazy, wbudowanymi kasetami
genowymi 1 lokalizacja w genomie. Z calej grupy, kilka klas odgrywa role w

rozprzestrzenianiu gendéw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki (Gillings, 2017).

5'CS Region zmienny 3'CS
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Rycina 3. Schemat integronu klasy 1.

Dzigki integronom, bakterie mogg gromadzi¢ roézne kasety genowe i nabywac
opornos¢ na kilka klas antybiotykow. Istotnym jest fakt, ze wystepujac na ruchomych
elementach genetycznych, integrony moga by¢ przenoszone pomiedzy komorkami
jednego, badz roznych gatunkéw bakterii na drodze horyzontalnego transferu genow,
powodujac transformacj¢ komorki wrazliwej na antybiotyki w wielolekooporna.

W oparciu o homologi¢ sekwencji aminokwasowej integrazy wyrdznia si¢ 5 klas
integronow, zwiazanych z genami opornosci na antybiotyki. Szczegélne znaczenie w
rozprzestrzenianiu si¢ wielolekooporno$ci majg integrony klasy 1 (Cambray i wsp., 2010;
Gillings, 2018). Integrony klasy 1 zwiazane sa z funkcjonalnymi i niefunkcjonalnymi
transpozonami Tn4(02, znajdujacymi si¢ w obrebie wigkszych transpozonow Tn2/. Klasa 2
integronéw zwigzana jest z Tn7. Gen integrazy klasy 2 integronu zawiera zazwyczaj
mutacj¢ nonsensowng w kodonie 179, ktérej efektem jest niefunkcjonalne biatko.
Rearanzacje kaset genowych sa mozliwe przy rozpoznaniu miejsca a#tl2 przez integrazy

klasy 1. Integrony klasy 3, podobne, jezeli chodzi o sekwencje aminokwasowg integrazy
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do integrondéw klasy 1, zlokalizowane w obrebie transpozondw, stanowig grupe mniej
powszechng, o niewielkim znaczeniu klinicznym, jednak mogace stanowi¢ wazng pulg
wcigz niepoznanych elementéw w ekosystemach S$rodowiskowych (Gillings, 2014).
Integrony klasy 4 zwigzane sa z ruchomym elementem koniugacyjnym SXT u Vibrio
cholerae. Integrony klasy 5 wystepuja w obrgbie transpozonu, w strukturze plazmidu
pRSV1 u Aliivibrio salmonicida (Mazel, 2006).

Najbardziej rozpowszechnione sg integrony klasy 1, wystepujace u wielu gatunkow
bakterii Gram-ujemnych 1 kilku Gram-dodatnich (Combray 1 wsp., 2010). Wystepuja one
ze znaczng czgstoscig u szczepdw bakterii klinicznych; wykrywane sa u 22 - 59% bakterii
Gram-ujemnych.

Szczegbdlng strukture genetyczng stanowig kasety genowe, ktore sg mobilnymi
elementami integronow. Moga one wystepowaé w formie liniowej jako element integronu
lub jako kolista czasteczka wystepujaca w cytoplazmie. Kasety genowe nie maja
promotora, nie kodujag mechanizmu umozliwiajacego ich przenoszenie si¢, maja
pojedyncza otwartg ramke odczytu oraz sekwencje attC (okreslang dawniej jako element
59-be), ktora stanowi miejsce rekombinacji ze strukturg att/ integronu. Dotychczas opisano
kasety genowe warunkujace oporno$¢ na antybiotyki wszystkich podstawowych grup: B-
laktamy, aminoglikozydy, trimetoprim, makrolidy, linkozamidy rifampicyneg,
chloramfenikol oraz czwartorzegdowe zwigzki amonowe (Partridge i wsp., 2009; Cambray i
wsp., 2010).

W $rodowisku naturalnym geny integrazy integronéw klasy 1 sg nie tylko
markerem poziomu opornosci na antybiotyki, oraz stopnia zagrozenia opornoscig
szczepdw chorobotworczych, ktorej mozna spodziewac si¢ w danej populacji, ale rowniez
antropogenicznego zanieczyszczenia srodowiska (Gillings 1 wsp., 2015; 2017). Ze wzgledu
na powszechne wystgpowanie w genomach bakterii komensalnych ludzi 1 zwierzat
domowych, wysoka czestos¢ wystepowania w $ciekach, a takze dzieki wysoce
konserwatywnej sekwencji DNA, integrony klasy 1 uznaje si¢ za $rodowiskowy marker
zanieczyszczen zwigzanych z dziatalnos$cig cztowieka (Gillings 1 wsp., 2015). Ponadto, w
trakcie procesu oczyszczania $ciekéw integrony nie sg eliminowane i degradowane, a
czestos¢ ich wystgpowania wzrasta w wodach odbierajacych $cieki oczyszczone z

obszarow wysoce zaludnionych, w zwiazku z czym, uznawane s3 za trwatle
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zanieczyszczenia, podobnie jak obecno$¢ metali cigzkich, antybiotykéw 1 Srodkow
dezynfekujacych (Burch i wsp., 2014; Gillings i wsp., 2015).

Integrony uczestnicza w rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na antybiotyki w
srodowisku zwigzanym z czlowiekiem na drodze HGT. Integrony z genem blaiwvp,
oryginalnie opisane u klinicznych szczepdéw P. aeruginosa, odnotowano w genomach
szczepdw P. fluorescens wyizolowanych ze §ciekéw (Pellegrini i wsp., 2009). Kasety
genowe warunkujgce opornos¢ na trimetoprim i chinolony zidentyfikowano w integronach
srodowiskowych szczepow Acinetobacter sp. 1 Aeromonas sp. (Kumar 1 wsp., 2010; Xia 1
wsp., 2010). Ponadto, wykazano, ze kliniczne integrony obecne s3 u komensalnych
bakterii dzikich zwierzat, gromadzac nowe kasety genowe. Dowodem jest integron klasy 1
u szczepu E. coli wyizolowanego od dzikiego renifera, ktory zawierat kaset¢ opornosci na
aminoglikozydy (ant(37)-la), a takze nabyl nowg o nieznanej dotad funkcji,
zidentyfikowang wczesniej u bakterii Xanthomonas sp. (Sunde, 2005). Zjawisko
przenoszenia si¢ opornosci z bakterii klinicznych do komensalnych stanowi
niebezpieczenstwo ze wzgledu na generowanie nowych fenotypdéw opornosci patogenow

oportunistycznych.
1.6. Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki -laktamowe

Antybiotyki B-laktamowe sa najczgsciej stosowanymi antybiotykami w leczeniu
wielu zakazen bakteryjnych (Bush 1 Jacoby, 2010; Cho i wsp., 2014). Wspo6lng ich cecha

jest obecnos¢ w czasteczce pierscienia B-laktamowego, ktérego rozerwanie powoduje

zanik aktywnosci antybiotyku (Rycina 4).
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Rycina 4. Ogdlny wzor penicylin (wedlug Aharonowitz i wsp., 1992).

Bakteriob6jczy mechanizm dzialania B-laktaméw polega na blokowaniu biatek
PBP (ang. penicilin-binding proteins), ktdre uczestnicza w procesie biosyntezy Sciany
komoérkowej bakterii (Livermore, 1995). W efekcie, bakterie o uszkodzonej strukturze
sciany komorkowej ulegaja lizie (Bush i Jacoby, 2010; Cho i wsp., 2014). Wyro6znia si¢

cztery gtdéwne mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki B-laktamowe (Rycina 5).

[ ]
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Rycina 5. Gtowne mechanizmy oporno$ci na antybiotyki B-laktamowe.
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Pierwszy z nich wystepuje zarowno u bakterii Gram-dodatnich jak 1 Gram-
ujemnych i zwigzany jest z biatkami PBP. Mechanizm opornosci polega na produkcji
nowego biatka PBP2’ lub PBP2a, ktore cechuje obnizone powinowactwo do antybiotykow
B-laktamowych (Cho i wsp., 2014).

Drugi mechanizm charakterystyczny dla bakterii Gram-ujemnych, wynika ze
zmniejszenia przepuszczalno$ci oston komoérkowych dla antybiotyku, na skutek
zmniejszenia liczby bialek porynowych znajdujgcych si¢ w blonie zewnetrznej. W
konsekwencji antybiotyk jest transportowany do przestrzeni periplazmatycznej komorki w
nizszych stezeniach (Wright, 2011).

Kolejnym powszechnym mechanizmem opornosci na B-laktamy u bakterii Gram-
ujemnych jest produkcja pomp (ang. efflux pump), ktéore uczestnicza w aktywnym
wypompowywaniu antybiotyku z komorki bakteryjnej. Jest to czesto wystepujacy
mechanizm opornosci u szczepoéw klinicznych i jednocze$nie najstabiej zbadany (Wright,
2011; Blair 1 wsp., 2015).

Glownym i najbardziej niepokojacym mechanizmem oporno$ci na antybiotyki -
laktamowe jest ich enzymatyczna hydroliza zachodzaca dzigki produkcji B-laktamaz przez
bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie (Livermore 1 Woodford, 2006; Blair i wsp., 2015).
Mechanizm ten znany jest od 1940 roku, gdy odkryto pierwszg B-laktamaze inaktywujaca
penicyling (Wright, 2011; Blair i wsp., 2015). Enzymy tego typu rozktadaja pierscien -
laktamowy dwuetapowo: w pierwszym etapie zachodzi acylacja z utworzeniem estru
serynowego, w drugim deacylacja skutkujaca inaktywacjg pierscienia (Naas 1 wsp., 2008).
Aktywno$¢ hydrolityczna B-laktamaz zalezy przede wszystkim od rodzaju enzymu, liczby
substytucji w tancuchu aminokwasowym, ktore zwigkszaja spektrum substratowe, a takze
poziomu ekspresji gendw kodujacych B-laktamazy (Wright, 2011; Blair i wsp., 2015). Przy
klasyfikacji B-laktamaz stosuje si¢ dwa systemy: funkcjonalny opracowany przez Bush 1
Jacoby’ego, opierajacy si¢ na porownaniu szybkosci hydrolizy réznego typu B-laktamaz i
wrazliwosci B-laktamaz na inhibitory, oraz strukturalny, wprowadzony przez Amblera
(Ambler, 1980; Bush 1 Jacoby; 1995, 2010). Wedtug klasyfikacji funkcjonalnej enzymy
podzielone sg na trzy grupy: cefalosporynazy kodowane chromosomalnie, B-laktamazy
serynowe podzielone na 12 podgrup, i metalo-p-laktamazy. Klasyfikacja strukturalna

opiera si¢ na sekwencji aminokwasowej 1 dzieli B-laktamazy na cztery klasy: A, C i D
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wykorzystujg seryng¢ do hydrolizy p-laktamow, metaloenzymy z klasy B wymagaja
obecnos$ci dwuwartosciowego jonu cynku (Ambler, 1980; Bush i Jacoby; 1995, 2010).

Tabela 1. Wybrane elementy klasyfikacji funkcjonalnej i strukturalnej p-laktamaz
(Nikonorow i wsp., 2013).

Wrazliwos$é na

Grupa A
funkcjonalna Klasa inhibitory
. strukturalna Wybrane substraty Wybrane enzymy
(wg Bushii .
(wg Ambler) Klawulanian
Jacoby) tazobaktam EDTA
Cefalosporynazy AmpC E. coli i
1 ﬁefa'osporyny 1 N Nie P aeruginosa CMY-2, FOX-1,
) MIR-1, P99
1 C
Te I(flefl"i‘/';”pory“y G Nie Nie  GC1, CMY-37
Penicyliny z
2a wyjatkiem Tak Nie  PCI
izoksazolilowych
Penicyliny i . SHV-1, TEM-1, TEM-2, TLE-1
2b cefalosporyny (I) Tak Nie (TEM-90)
Penicyliny, CTX-M-15, CTX-M-44 (TOHO-1),
2be cefalosporyny (I, I, Tak Nie  PER-1, SFO-1, SHV-5, TEM-10,
A I, 1IV), monobaktamy TEM-26, VEB-1
Penicyliny i . . TEM-30, TEM-76, TEM-103,
2pr cefalosporyny (I) Nie Nie SHV-10, SHV-26
Penicyliny,
2ber cefalosporyny (I, I, Nie Nie  TEM-50, TEM-68, TEM-89
I, 1IV), monobaktamy
2
2c Karboksypenicyliny Tak Nie  PSE-1, CARB-3
Penicyliny .
2d izoksazolilowe Staba Nie  OXA-1, OXA-10
Penicyliny,
2de D cefalosporyny (1, II, Staba Nie  OXA-11, OXA-15
1, 1v)
Penicyliny, .
2df karbapenemy Staba Nie  OXA-23, OXA-48
%6 Cefalosporyny (I, Il Tak Nie  CepA
I, 1V)
A
. IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1,
2f Karbapenemy Tak Nie GES-1
Penicyliny,
3a cefalosporyny (1, II, Nie Tak  IMP-1, LI, NDM-1, VIM-1
3 B 1, 1V), karbapenemy
3b Karbapenemy Nie Tak  CphA, Sfh-1

*liczbami rzymskimi oznaczono generacje cefalosporynaz
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1.7. Bakterie wytwarzajace B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym

(ESBL)

Szerokie stosowanie antybiotykow p-laktamowych, wprowadzonych do
powszechnego uzytku w latach 1950 i 1960 doprowadzito do szybkiej selekcji szczepow
wieloopornych na te antybiotyki (Medeiros, 1997; Magiorakos i wsp., 2012). Pierwszymi
zidentyfikowanymi B-laktamazami o aktywnos$ci penicylinaz byty TEM-1 i SHV-1 u
szczepow E. coli 1 K. pneumoniae (Paterson i Bonomo, 2005; Bush 1 Jacoby, 2010).
Jednakze wraz z wprowadzaniem cefalosporyn III generacji w latach 80-tych XX wieku,
juz po trzech latach wyosobniono szczepy wytwarzajace B-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL) (Knothe 1 wsp., 1983). Enzymy te maja zdolnos$¢ do
hydrolizy penicylin, monobaktamoéw oraz cefalosporyn I-V generacji (z wyjatkiem
cefamycyn) i hamowane sg przez inhibitory B-laktamaz (Bush 1 wsp., 1995; Rokosz i wsp.,
2001; Wright, 2011). Wytwarzanie B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym
jest obecnie jednym z najistotniejszych klinicznie i epidemiologicznie mechanizmow
oporno$ci u pateczek Enterobacteriacae i pomimo pojawiania si¢ innych mechanizmow,
nadal pozostaje gldéwnym zZrédlem opornosci paleczek jelitowych na antybiotyki -
laktamowe (Canton 1 wsp., 2008; Blair i wsp., 2015).

Wszystkie opisane dotychczas B-laktamazy roznig si¢ sekwencja aminokwasowq i
zakresem hydrolizowanych substratéw (Naas i1 wsp., 2008). Geny kodujace ESBL
zlokalizowane s3 czgsto w obrebie mobilnych elementéw genetycznych (MGE — ang.
mobile genetic elements), najcze¢$ciej w strukturze plazmidéw koniugacyjnych,
transpozonéw 1 kaset integronowych, co umozliwia wyzszy poziom ekspresji, a takze
rozprzestrzenianie, pomiedzy szczepami jednego badz roznych gatunkéw bakterii
(Hopkins 1 wsp., 2006; Jacoby 1 Bush, 2005; Coque i wsp., 2008; Poirel 1 wsp., 2008;
Marcade i wsp., 2009). Szczepy wytwarzajace ESBL czesto wykazuja opornos¢ in vitro na
polaczenia B-laktaméw z inhibitorami, pomimo ze ESBL sg hamowane przez inhibitory f-
laktamaz (kwas klawulanowy, sulbaktam, tazobaktam) (Livermore, 1995; Gniadkowski 1
wsp., 2009).

Bakterie wytwarzajace ESBL, wykrywane s3 na catym $wiecie 1 gtdéwnie zwigzane

sa z zakazeniami szpitalnymi (Blair 1 wsp., 2015). Szacuje si¢, ze az 80% szpitalnych
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szczepOw paleczek Gram-ujemnych produkuje B-laktamazy. U szczepéw wytwarzajacych
ESBL, czgsto stwierdza si¢ wystgpowanie wiecej niz jednego typu B-laktamazy (Paterson i
Bonomo, 2005).

Enzymy typu ESBL wykrywa si¢ u wielu szczepdw z rodziny Enterobacteriaceae,
gléwnie u E. coli 1 K. pneumoniae, ale takze u Salmonella 1 Shigella oraz u wielu paleczek
niefermentujacych, np. z rodziny Pseudomonodaceae (Rokosz i1 wsp., 2001; Paterson i
Bonomo, 2005; Canton i wsp., 2008). Wszystkie enzymy ESBL posiadaja w miejscu
aktywnym reszte serynowg i zaliczane sg do klasy A i D wedlug Amblera (Paterson 1

Bonomo, 2005; Bush i Jacoby, 2010).

1.8. Paleczki Gram-ujemne wytwarzajace cefalosporynazy AmpC

Wiele bakterii Gram-ujemnych posiada naturalnie wystepujace, gatunkowo-
specyficzne cefalosporynazy AmpC o zré6znicowanym poziomie aktywnosci, zaliczane do
klasy C wedlug Amblera (Bush i Jacoby, 2010). Wytwarzaja je gtéwnie bakterie z rodzaju
Acinetobacter, Pseudomonas oraz pateczki z rodziny Enterobacteriaceae, m. in. E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella spp. i
Providencia spp. Ekspresja enzymow AmpC jest indukowana przez B-laktamy, jednak w
przypadku produkcji konstytutywnej, w wyniku mutacji genu naturalnie wystepujacego
(derepresja) lub nadprodukcji enzymu, obserwowana jest opornos¢ réwniez na
cefalosporyny III generacji. Zatem uwaza si¢, ze cefalosporynazy AmpC hydrolizuja
wszystkie penicyliny, cefalosporyny (z wyjatkiem lekow IV generacji) i aztreonam, a takze
nie s3 one podatne na dziatanie inhibitorow f-laktamowych, zwlaszcza kwasu
klawulanowego (Barlow i Hall, 2002; Hopkins i wsp., 2006; Hawkey 1 Jones, 2009). W
latach 2005-2006 u szczepow Klebsiella spp. 1 E. coli zidentyfikowano nabyte warianty
naturalnie wystepujacych cefalosporynaz AmpC, mianowice DHA i CMY. Kodowane
plazmidowo nabyte warianty tych genéw sa rownie niebezpieczne jak B-laktamazy o
rozszerzonym spektrum substratowym, jednak ze wzgledu na mniejsza czestos$¢ 1 szybkos¢
rozprzestrzeniania, nie stanowig one wielkiego zagrozenia klinicznego (Philippon i wsp.,

2002; Jacoby, 2009). Najczgsciej wystepujacymi wariantami gendéw cefalosporynaz u
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szczepow klinicznych, izolowanych na calym Swiecie s3 DHA-1 1 CMY-2 (Ding 1 wsp.,

2008; Jacoby, 2009; Fatemi i wsp., 2018; Hennequin i wsp., 2018).

1.9. p-laktamazy klasy A

B-laktamazy typu ESBL pochodza od enzymoéw SHV-1 i TEM-1, ktére byly
pierwszymi zidentyfikowanymi B-laktamazami o szerokim spektrum dziatania (ang. broad-
spectrum [-lactamases) (Paterson i Bonomo, 2005; Bush i Jacoby, 2010). Natomiast
obecnie znanych jest ponad sto wariantow TEM i SHV, ktorych wigkszos¢ zaliczana jest
takze do ESBL.

Wsrod szczepow Enterobacteriaceae, najczesciej wystepujacymi genami
warunkujagcymi mechanizm ESBL sg geny z rodziny CTX-M, dotychczas opisano 168
wariantow (Borgogna 1 wsp., 2016). Sposrod tych enzymoéw wyrdznia si¢ pie¢ gtdéwnych
rodzin genéw CTX-M, a mianowicie CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-
M-25, réznigce si¢ sekwencja aminokwasowa. Kazda z grup zawiera wiele wariantow
gené6w CTX-M, ponadto istnieja co najmniej cztery warianty genéw o strukturze
hybrydowej z bialkami nieznanego pochodzenia. Kazdy wariant CTX-M pochodzi
prawdopodobnie od szczepdéw z rodziny Kluyvera, ktore w bardzo szybkim tempie
rozprzestrzenily si¢ wsréd szczepéw nalezacych do innych rodzajow paleczek
Enterobacteriaceae (D’ Andrea i wsp., 2013; Blair 1 wsp., 2015). U szczepdéw szpitalnych
jak 1 pozaszpitalnych najczesciej stwierdza si¢ E. coli wytwarzajagce ESBL z rodziny CTX-
M, a dokladnie jego wariant CTX-M-15, ktory wystepuje najczgsciej wsrdd szczepow
izolowanych z ludzkich zakazen na catym $wiecie (Pitout i wsp., 2005; Coque i wsp.,
2008; Bush, 2013; Blair i wsp., 2015).

B-laktamazy ESBL typu GES (ang. guiana extended-spectrum) po raz pierwszy
wykryto u P. aeruginosa w Gujanie francuskiej (Dubois i wsp., 2002). Odmiany tego
enzymu zostaly opisane réwniez w Europie, Potudniowej Afryce, Azji i na Bliskim
Wschodzie u szczepoéw Enterobacteriaceae (Poirel 1 wsp., 2000; Vourli 1 wsp., 2004).
GES-1 wykazuje niski poziom aktywnosci katalitycznej wobec wigkszosci substratow i
tatwo ulega zahamowaniu przez kwas klawulanowy (Patel 1 Bonomo, 2013). Geny te sa

czesto zlokalizowane w obrebie integronéw klasy 1 na plazmidach (Poirel 1 wsp., 2000). Z
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tej grupy enzymoéw ESBL wywodzg si¢ nowe warianty [-laktamazy o aktywnosSci
karbapenemaz (Wstep 1.11.1.).

Enzymy ESBL typu PER wykazuja tylko 26% identyczno$ci ze znanymi f-
laktamazami ESBL. Pomimo tego, rownie skutecznie hydrolizuja penicyliny, szerokie
spektrum cefalosporyn i1 aztreonam oraz sg podatne na dziatanie kwasu klawulanowego.
Pierwszym zidentyfikowanym enzymem byt PER-1 u P. aeruginosa, nast¢gpnie enzymy te
oznaczono u bakterii z rodzaju Salmonella 1 Acinetobacter (Nordmann 1 wsp., 1993;
Vahaboglu 1 wsp., 1998; 2001). Wariant PER-2 wykryto u S. enferica serowar
Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis 1 Vibrio cholerae (Bauernfeind i
wsp., 1996; Petroni i wsp., 2002). B-laktamazy typu PER-1 odnotowuje si¢ gtownie w
Turcji, Francji, Wloszech 1 Belgii, natomiast wariant PER-2 stwierdzono w Ameryce
Potudniowej (Bauernfeind i wsp., 1996; Vahaboglu i wsp., 1997; Paterson i Bonomo,
2005).

Kodowang plazmidowo B-laktamaze typu VEB zidentyfikowano po raz pierwszy
we Francji, a nastgpnie w Tajlandii, Kuwejcie i Chinach u szczepéw E. coli, K.
pneumoniae, E. cloacae, E. sakazakii 1 P. aeruginosa izolowanych od chorych ludzi (Naas
1 wsp., 1999; Poirel 1 wsp., 1999; Tribuddharat i Fennewald, 1999; Girlich i wsp., 2001).
Enzymy typu VEB charakteryzuja si¢ 38% homologia 1 takim samym zakresem
substratowym jak PER-1. Wykazuja wysoki stopien hydrolizy cefalosporyn III generacji i

aztreonamu.

1.10. p-laktamazy klasy D

Enzymy ESBL typu OXA, hydrolizuja kloksacyling i oksycyling, a w mniejszym
stopniu cefalosporyny. Najczgsciej identyfikowany jest wariant OXA-1, ktory nie
hydrolizuje cefalosporyn III generacji, u szczepdw P. aeruginosa, E. coli 1 K. pneumoniae,
rzadziej u innych pateczek Gram-ujemnych (Yan i wsp., 2006). Do enzyméw ESBL
zaliczane sg warianty OXA-10, -11, -14, 15, -16, -17, -18, -19, -28, -31, -32, -35, -45, ktére
hydrolizujag dodatkowo cefalosporyny III generacji 1 monobaktamy (Paterson 1 Bonomo,
2005). Z tej grupy enzymoOw wywodza si¢ enzymy OXA-48 hydrolizujace karbapenemy
(Wstep 1.11.3)).
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1.11. Bakterie Enterobacteriaceae wytwarzajace f-laktamazy o aktywnosci

karbapenemaz

W ostatnich latach z coraz wigkszym niepokojem odnotowywane jest pojawienie
si¢ 1 bardzo szybkie rozprzestrzenianie szczepow pateczek Enterobacteriaceae
wytwarzajacych karbapenemazy. Wprowadzone do lecznictwa w 1980 roku karbapenemy,
to jedna z najnowszych generacji B-laktaméw o najszerszym spektrum dziatania, sposrod
wszystkich antybiotykéw. W swojej strukturze zawierajg atom wegla w pozycji 1 zamiast
atomu siarki oraz nienasycony pigciocztonowy pier§cien polaczony z pierScieniem [-
laktamowym, co odrdznia je od penicylin i cefalosporyn (EI-Gamal i Oh, 2010). Istotng
cechg tej grupy antybiotykow jest to, ze nie sg one hydrolizowanie przez B-laktamazy o
rozszerzonym spektrum substratowym 1 cefalosporynazy AmpC. Szerokie
rozprzestrzenianie si¢ pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajacych ESBL, spowodowalo,
ze karbapenemy staty sie lekami ostatniej szansy przy leczeniu najpowazniejszych infekc;ji
bakteryjnych wywotywanych przez bakterie gram ujemne. Wséroéd pateczek jelitowych
Enterobacteriaceae opornych na karbapenemy (CPE - ang. carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae) jest wiele gatunkéw zdolnych do wywotywania réznych typoéw
zakazen, w Polsce sg to gtownie K. pneumoniae 1 E. coli. Opornos$¢ tych bakterii moze
wynika¢ nie tylko z produkcji réznych karbapenemaz, ale takze z wystgpowania
jednoczesnie dodatkowych mechanizméw opornosci, mianowicie wytwarzania ESBL 1
obnizania przepuszczalno$ci oston komorkowych dla antybiotykow. Karbapenemazy
wykazuja roznorodnos¢ molekularng i epidemiologiczng. Naleza do trzech strukturalnych
klas B-laktamaz sklasyfikowanych przez Amblera, tj. klasy A, B oraz D (Bush 1 Jacoby,
2010, Patel i Bonomo, 2013).

1.11.1. Karbapenemazy klasy A
Najniebezpieczniejszymi karbapenemazami s3 enzymy z rodziny KPC (ang.
Klebsiella pneumoniae carbapenemase), po raz pierwszy zidentyfikowane w 1996 roku w

USA (Patel i Bonomo, 2013). Najczgsciej, produkowane sg przez szczepy K. pneumoniae,

jednak obecnie identyfikuje si¢ je rowniez u Pseudomonas spp., A. baumannii i innych
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pateczek niefermentujgcych. Dotychczas oznaczono 12 typow karbapenemaz KPC, z
ktoérych wiekszos¢ stanowia KPC-2 i KPC-3 (Bush i Jacoby, 2010). Enzymy te maja
najszersze spektrum substratowe sposrdd wszystkich B-laktamaz. Skutecznie hydrolizuja
wszystkie dostepnie klinicznie [B-laktamy, najaktywniej penicyliny 1 cefalosporyny I
generacji. Wysoka oporno$¢ szczepow wytwarzajacych karbapenemazy KPC wynika z
obecnosci dodatkowych mechanizméw opornosci tj. redukcja liczby czy utrata poryn oraz
wytwarzanie ESBL. Gen blaxpc zlokalizowany jest w obrebie transpozonu Tn4401 z grupy
Tn3 (Bush 1 Jacoby, 2010). Plazmidy zawierajace blaxpc majg r6zng wielkos¢ 1 nalezg do
réznych typow, a wiele z nich zawiera dodatkowe geny warunkujace oporno$¢ na
aminoglikozydy. Jednak glownym czynnikiem odpowiedzialnym za wzrost czgsto$ci
wystepowania szczepéw wytwarzajacych KPC jest hiperepidemiczny klon K. pneumoniae
ST258, ktéry po raz pierwszy pojawil si¢ w USA, nastepnie zostat przeniesiony do Izraela,
Grecji 1 wielu miejsc na catym $wiecie (Rycina 6). W 2008 roku zostat wykryty réwniez w
Polsce (Nikonorow i wsp., 2013). W wyniku zakazenia szczepami KPC(+), $§miertelno$¢
wynosi nawet 50% (Juda i Malm, 2013).

Karbapenemazy GES to typ B-laktamaz wywodzacych si¢ od enzymow ESBL.
GES-1 jest hamowany przez imipenem i kwas klawulanowy, natomiast jego pochodne
GES-2 1 GES-5 wykazuja swoisto$¢ karbapenemaz 1 efektywnie hydrolizujg imipenem
(Patel i Bonomo, 2013).

Pozostate typy karbapenemaz klasy A izolowane s3 znacznie rzadziej i nie stanowig
tak powaznego problemu jak KPC. Karbapenemaza Nmc-A (ang. non-metallo-
carbapenemase-A) jest chromosomalnie kodowana, niebedaca metaloenzymem -
laktamaza wyizolowang z Enterobacter cloacae we Francji. Obecnie wystepowanie tego
enzymu jest rzadko odnotowywane (Patel 1 Bonomo, 2013). Enzymy IMI (ang. imipenem-
resistant) a doktadnie wariant IMI-1 zostal wyizolowany z chromosomu E. cloacae na
potudniowym wschodzie USA. Jego wariant IMI-2 znaleziono w plazmidach
srodowiskowych szczepow E. asburiae w rzekach USA (Patel i Bonomo, 2013).
Karbapenemaza SME (ang. Serratia marcescens enzyme) zostata po raz pierwszy opisana
w 1982 roku u szczepu S. marcescens wyizolowanego od pacjenta w Londynie, a nast¢pnie
w USA, Kanadzie i Szwajcarii. Chromosomalnie kodowana karbapenemaza SME nadal,

cho¢ z niskg czestotliwoscia wystepuje w Ameryce Poinocnej. Karbapenemazami
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wystepujacymi u szczepow izolowanych z prob srodowiskowych byty SFC (ang. S.
fonticola enzyme) 1 BIC (Girlich i wsp., 2010; Patel i Bonomo, 2013). Pierwotnie
wyizolowane z S. fonticola w Portugalii, pdZniej znalezione u P. fluorescens pochodzacych

z Sekwany (Patel i Bonomo, 2013).

. Sporadyczne wystgpowanie producentow KPC .Epidemie wywolane przez producentow KPC

D Nieznane wystgpowanie producentow KPC .Endemiczne wystgpowanie producentow KPC

Rycina 6. Geograficzne wystepowanie producentéw KPC (Nordmann i Poirel, 2014).

1.11.2. Karbapenemazy klasy B

Klasa B obejmuje enzymy okreslane jako metalo-pB-laktamazy (MBL — ang.
metallo-B-lactames). Sa to P-laktamazy, ktére nie maja reszty serynowej w centrum
aktywnym 1 wymagaja jonow cynku jako kofaktorow reakcji hydrolizy pier§cienia f-
laktamowego (Wright, 2011). Zalezno$¢ od jonéw cynku powoduje hamowanie ich przez
EDTA oraz inne czynniki chelatujace jony dwuwartosciowe, natomiast inhibitory [3-
laktamowe nie dziataja na te grupe enzymoéw (Patel i Bonomo, 2013). Wszystkie [-
laktamazy nalezace do MBL wykazuja zdolno§¢ do hydrolizy karbapeneméw, a takze
penicylin i1 cefalosporyn. Nie rozkladajg natomiast monobaktamow. Pierwsze enzymy

MBL stwierdzono i opisano u niefermentujacych pateczek P. aeruginosa w 1988 roku w
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Japonii (Bush 1 Jacoby, 2010). Od 2001 roku szczepy wytwarzajace MBL pojawiaja si¢
réwniez wsérdd Enterobacteriaceae na terenie Europy. Najbardziej powszechnymi
rodzinami metalo-fB-laktamaz s3 enzymy IMP, VIM oraz NDM. Latwos$¢ ich
rozprzestrzeniania wynika z umiejscowienia gendw opornosci na ruchomych fragmentach
DNA (Patel i Bonomo, 2013; Blair i wsp., 2015). Geny blamp 1 blavim zazwyczaj
zlokalizowane sa w obrgbie integronéw klasy 1, ktoére z kolei zlokalizowane sa w
transpozonach, co umozliwia im przemieszczanie pomig¢dzy szczepami (Walsh 1 wsp.,
2005). Wielkie zagrozenie jakie niesie ze sobg szybkos$¢ rozprzestrzeniania si¢ szczepow
wytwarzajacych MBL obrazuje sytuacja, ktéra miata miejsce w Grecji. Szczep K.
pneumoniae wytwarzajacy enzym VIM-1 w zaledwie pie¢ lat rozprzestrzenit si¢ na ok.
50% populacji szpitalnych tego gatunku. Do tej pory zostato opisane 37 wariantow VIM, z
ktorych najczestszy — VIM-2 izolowany jest na calym $wiecie. Duzy niepokoj wzbudza
réwniez zidentyfikowany u wieloopornego szczepu K. pneumoniae enzym NDM-1, w
2008 roku w Szwecji, u pacjenta wczesniej hospitalizowanego w Indiach. Niedlugo po
pierwszym odkryciu ukazaty si¢ liczne doniesienia o szybkim rozprzestrzenianiu si¢
szczepow NDM-1(+) wérdd innych gatunkow Enterobacteriaceae (Patel i Bonomo, 2013;
Blair i wsp., 2015). Za zrodio tych bakterii uznaje si¢ Indie, Pakistan i Bangladesz, skad
szczep NDM(+) zostal przeniesiony do Wielkiej Brytanii i innych pafhstw Europy oraz
USA, Australii, krajow Zatoki Perskiej i Afryki (Rycina 7) (Nordmann i Poirel, 2014).
Analiza prob wody z wodociggdéw publicznych w Indiach wykazata, ze Zrédlem NDM-1
moze by¢ srodowisko, szczegdlnie wody z terenow wokot New Delhi (Patel 1 Bonomo,
2013). Obecnos¢ genu blanpm-1 stwierdzono takze u bakterii zjadliwych takich jak Vibrio

cholerae (Walsh i wsp., 2005).
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. Sporadyczne wystgpowanie producentow NDM-1 .Epidemie wywolane przez producentéw NDM-1

D Nieznane wystgpowanie producentow NDM-1 .Endemiczne wystgpowanie producentow NDM-1

Rycina 7. Geograficzne wystgpowanie producentow NDM-1 (Nordmann i Poirel, 2014).

1.11.3. Karbapenemazy klasy D

B-laktamazy hydrolizujace karbapenemy klasy D (CHDL — ang. carbapenem-
hydrolyzing class D B-lactamases) obejmuja niejednorodng grupe enzymow zdolnych do
hydrolizy karbapenemow, penicylin i cefalosporyn I generacji, niewrazliwych na inhibitory
B-laktamaz oraz hamowanych in vitro przez NaCl. Karbapenemazy CHDL pochodzg od
enzymow ESBL typu OXA. W 1980 roku po raz pierwszy, naturalnie wystepujace enzymy
CHDL stwierdzono u przedstawicieli niefermentujacych Acinetobacter sp., gtownie u
szczepOW A. baumannii, u ktérych stanowia gtowne zrodto opornosci na karbapenemy
(Evans i Amyes, 2014; Mitchell 1 wsp., 2015). Pierwszym opisanym nabytym wariantem
naturalnie wystepujacych enzyméw CHDL byt OXA-23 (Evans i Amyes, 2014). W 2001
roku w Turcji zidentyfikowano kodowany plazmidowo, nowy rodzaj OXA-48 zwigzany
wylacznie z Enterobacteriaceae. Pomimo, ze enzymy CHDL majg stosunkowo staba
aktywno$¢ wobec karbapenemow, wysoka ekspresja i czesta obecno$¢ innych

mechanizmdéw opornosci takich jak zmiany struktury biatek blony zewngtrzne;,
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zwigkszenie liczby kopii genu, ekspresja innych karbapenemaz, czy zwigkszony wyplyw
lekow, powoduje, ze szczepy OXA-48(+) sa wysoce oporne na B-laktamy i inne grupy
lekow (Mitchell 1 wsp., 2015). Gen blaoxa-4s zlokalizowany jest w obrebie transpozonu
Tnl999 1 rozprzestrzenia si¢ wsrdd Enterobacteriaceae gtdwnie za pomoca
koniugacyjnego transferu specyficznych grup plazmidow (Poirel i wsp., 2005). Za rejon
endemiczny dla szczepéw OXA-48(+) uznaje si¢ Indie, Turcje, Afryke Potnocng oraz kraje
wschodniej i potudniowej czgéci Morza Srodziemnego, skad naptywaja do Europy (Rycina

8) (Patel i Bonomo, 2013; Nordmann i Poirel, 2014).

. Sporadyczne wystgpowanie producentow OXA-48 . Epidemie wywotane przez producentow OXA-48

D Nieznane wystgpowanie producentow OXA-48 . Endemiczne wystgpowanie producentow OXA-48

Rycina 8. Geograficzne wystepowanie producentow OXA-48 (Nordmann i Poirel, 2014).

1.12. Bakterie Staphylococcus aureus oporne na meticyling (MRSA)

Bakterie z rodzaju Staphylococcus to Gram-dodatnie ziarenkowce, o $rednicy 0,5
do 1,5 um. W preparatach mikroskopowych wystepuja pojedynczo, w parach lub tworza
charakterystyczne uktady gron (Kloos i Bannerman, 1999; Gé6tz i wsp., 2006). Gronkowce

sa w wiekszosci wzglednymi beztlenowcami, a optymalna temperatura ich wzrostu wynosi
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od 30 do 35°C. Bakterie te sg nieprzetrwalnikujace, nie wykazuja ruchu, zwykle sa
katalazo-dodatnie, fermentuja glukoze oraz wytwarzaja oksydaze (Szewczyk, 2005).

Bakterie z rodzaju Staphylococcus naleza do jednych z najbardziej
rozpowszechnionych drobnoustrojow w przyrodzie. Majga zdolnos¢ kolonizacji 1
utrzymywania si¢ w réznych srodowiskach, ale najczg$ciej ich rezerwuarem sa ludzie i
zwierzeta (Migdzobrodzki 1 wsp., 2008). Stanowia gtowny sktadnik naturalnej mikroflory
skory 1 bton sluzowych gérnych drég oddechowych cztowieka i zwierzat. Najliczniejszym
1 najpowszechniej spotykanym gatunkiem jest Staphylococcus epidermidis, ktorego mozna
wyizolowac¢ ze skory, a przede wszystkim z nosogardzieli. Gronkowce moga wystgpowac
zardbwno w powietrzu, kurzu, w wodzie, glebie, a takze w produktach spozywczych (G6tz 1
wsp., 2006; Miedzobrodzki i wsp., 2008). Wiele gatunkoéw z rodzaju Staphylococcus od lat
znajduje si¢ na czele listy drobnoustrojow powodujacych zakazenia szpitalne. Wynika to
nie tylko z ich szerokiego rozprzestrzeniania i powszechnej kolonizacji skory 1 §luzéwek
cztowieka, ale takze z latwego nabywania gendéw opornosci na wiele grup antybiotykow
(Szewczyk, 2005).

Staphylococcus aureus jest glownym czynnikiem etiologicznym zakazen
szpitalnych 1 pozaszpitalnych. Najczestszymi infekcjami wywolywanymi przez S. aureus
sq zakazenia skory 1 tkanek migkkich, ale takze zakazenia uktadu oddechowego, uktadu
pokarmowego, uktadu moczowego, zakazenia szpiku, kosci i stawOw oraz zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych 1 posocznice (Szewczyk, 2005). Obecnie ponad 95% szczepow S.
aureus wystepujacych w §rodowisku szpitalnym opornych jest na penicyling, ktorg
wprowadzono do powszechnego uzycia w latach 40-tych XX wieku. W 1942 roku
wyizolowano szczep S. aureus oporny na penicyling, ktdérego niewrazliwo$¢ wynikala z
produkcji penicylinazy kodowanej przez geny plazmidowe (Spink i Ferris, 1945; Jevons,
1961). W latach 60-tych XX w. opracowano potsyntetyczng penicyling czyli meticyling,
niepodatng na dziatanie penicylinazy. Dwa lata po jej wprowadzeniu, pojawily si¢
pierwsze szczepy S. aureus oporne na meticyling (MRSA — ang. methicillin-resistant S.
aureus) (Jevons, 1961). W Polsce pierwsze szczepy MRSA wyizolowano w 1964 roku,
jeszcze przed wprowadzeniem w naszym kraju meticyliny do uzytku. Szczepy S. aureus
wykazuja oporno$¢ na wszystkie kliniczne stosowane antybiotyki B-laktamowe, jak 1

rowniez na wiele innych grup antybiotykow (Blair i wsp., 2015). Obecnie w wielu

31



szpitalach w USA 1 Europie Zachodniej odsetek szczepéw MRSA siega 90% (Markiewicz 1
Kwiatkowski, 2010). Opornos¢ szczepow MRSA determinowana jest obecnoscig genu
mecA, kodujacego biatko wigzace penicyling, zwane PBP2a lub PBP2’, ktére w
przeciwienstwie do PBP, wykazuje obnizone powinowactwo do antybiotykow [3-
laktamowych, jednocze$nie zachowujac funkcje katalityczne biatek PBP (Satta i wsp.,
1991). Gen mecA wchodzi w sklad kasety SCCmec (ang. staphylococcal cassette
chromosome mec), bedacej mobilnym elementem genetycznym, ktéora moze by¢
przekazywana miedzy szczepami jednego lub réznych gatunkéw bakterii na drodze
horyzontalnego transferu genéw (Hanssen 1 Ericson, 2006; Blair i wsp., 2015).
Pochodzenie kaset SCCmec oraz mechanizm ich nabywania nie jest w petni poznany.
Kaseta SCCmec zawiera kompleks genow mec, rekombinaz ccr, geny regulujace
aktywno$¢ genu mecA oraz regiony towarzyszace: J1, J2 1 J3, ktéore moga zawierad
sekwencje niekodujace, sekwencje insercyjne, plazmidy i transpozony, w ktorych czesto
obecne sg geny warunkujgce opornos$¢ na rozne klasy antybiotykéw. Obecnie opisano 11
typow kaset SCCmec, réznigcych si¢ sekwencja genu mecA oraz rodzajem gendow

rekombinaz (Rycina 9) (Mlynarczyk i Mlynarczyk, 2008; Shore i Coleman, 2013).

Kompleks genow mec Kompleks gendéw ccr

R

J1

Rycina 9. Schemat kasety SCCmec: mecA — gen oporno$ci na meticyline, mecRI i mecl —
geny regulatorowe, ccrB2 i ccrA2 — geny rekombinaz, J3, J2 1 J1 — regiony towarzyszace

(wedtug Berglund 1 wsp., 2009).
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1.13. Bakterie z rodzaju Enterococcus oporne na wankomycyne (VRE)

Bakterie z rodzaju Enterococcus to Gram-dodatnie ziarenkowce, osiagajace
rozmiar do 2,5 um. Bakterie te sg wzglednie beztlenowe i zdolne do wzrostu w szerokim
zakresie temperatur, optymalna temperatura ich wzrostu wynosi 35°C (Szewczyk, 2005).
Enterokoki nie produkuja przetrwalnikow, nie wytwarzaja oksydazy oraz sa koagulazo-
ujemne (Oladipo 1 wsp., 2013). Bakterie te to komensale wchodzace w sktad mikroflory
dolnego odcinka uktadu pokarmowego ludzi 1 zwierzat. Ze wzgledu na duze zdolnoS$ci
adaptacyjne i odporno$¢ na niekorzystne warunki $rodowiska, enterokoki wystepuja
powszechnie w glebie, wodach powierzchniowych, §ciekach, na ro$linach, owocach,
warzywach 1 migsie (Giraffa, 2002). Obecnie, enterokoki staly si¢ czynnikiem
etiologicznym wielu zakazen w $rodowiskach szpitalnych, gléwnie u pacjentéw z
niedoborem odpornosci lub poddawanych dtugotrwatej antybiotykoterapii (Murray, 1997;
Cetinkaya 1 wsp., 2000; Mundy i wsp., 2000). Szczepy Enterococcus sp. powoduja
powazne zakazenia takie jak: infekcje uktadu moczowego, wsierdzia, ran, drog zétciowych
oraz zapalenia otrzewnej 1 zakazenia krwi (O’Driscoll i Crank, 2015). Gatunek
Enterococcus faecalis stat si¢ istota przyczyng zakazen szpitalnych i zazwyczaj wykazuje
wielolekowa opornos¢ (Oladipo 1 wsp., 2013).

Narastajagca oporno$¢ na antybiotyki PB-laktamowe spowodowata konieczno$¢
szukania nowych, skutecznych antybiotykow w leczeniu najpowazniejszych infekcji
bakteryjnych. Ogromne nadzieje wigzano z wprowadzong do lecznictwa w 1958 roku
wankomycynga. Wankomycyna, podobnie jak teikoplanina, to antybiotyk nalezacy do grupy
glikopeptydow, aktywnych glownie wobec bakterii Gram-dodatnich i zaliczanych do
antybiotykOw ostatniej szansy w leczeniu najpowazniejszych zakazen wywolywanych
przez wielolekooporne szczepy Enterococcus sp. (Kawalec 1 wsp., 2007; Werner 1 wsp.,
2008). Mechanizm dzialania wankomycyny polega na blokowaniu biosyntezy $ciany
komoérkowej bakterii. W wyniku wigzania si¢ antybiotyku bezposrednio z D-alanylo-D-
alaninowymi peptydami koncowymi, co uniemozliwia dziatanie trans peptydazy, nast¢puje
zahamowanie polimeryzacji peptydoglikanu (Wilhelm i Estes, 1999). Po latach skutecznej
antybiotykoterapii wankomycyna, w 1988 roku po raz pierwszy zidentyfikowano szczepy

Enterococcus sp. o nabytej opornosci na wankomycyne 1 teikoplanine (Krawczyk i wsp.,
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2004). Opornos¢ szczepow z rodzaju Enterococcus na wankomycyn¢ (VRE - ang.
vancomycin resistant enterococci) polega na zmianie miejsca docelowego dzialania
antybiotyku, a mianowicie w wyniku syntezy zmienionych prekursorow mureiny, D-
alanino-D-mleczanu 1 D-alanino-D-seryny. Dipeptydy te wlaczane sa zamiast D-alanylo-
D-alaniny w tancuch prekursora, co uniemozliwia wankomycynie blokowanie syntezy
peptydoglikanu (Gholizadeh i Courvalin, 2000). Dotychczas opisano dziewie¢ gtownych
fenotypoéw opornosci enterokokéw na wankomycyneg: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE,
VanG, VanL, VanM oraz VanN (Gholizadeh 1 Courvalin, 2000; Mckessar 1 wsp., 2000;
Boyd i wsp., 2008; Xu i wsp., 2010; Lebreton i wsp., 2011). Ze wzgledu na czgstosé
wystepowania 1 szybko$¢ rozprzestrzeniania miedzy komoérkami enterokokdéw za pomoca
plazmidow 1 transpozonow najwigksze znaczenie kliniczne 1 epidemiologiczne majg
szczepy VRE o fenotypie VanA i VanB, notowane najczeséciej wsrdd gatunkow E. faecalis
(85-90%) i E. faecium (10-15%) (Ruoft i wsp., 1990; Cetinkaya i wsp., 2000; O’Driscoll i
Crank, 2015). Fenotyp VanA charakteryzuje szczepy oporne na wysokie stezenia
wankomycyny i teikoplaniny. Natomiast szczepy o fenotypie VanB wykazuja opornos¢ na
roézne stezenia wankomycyny i1 wrazliwo$¢ na teikoplaing. Geny vanA i vanB warunkujgce
fenotyp VanA i1 VanB zlokalizowane sa w obrgbie operonu van w strukturze transpozonow
Tnl546, Tni1549, Tni547 1 Tn5382 na plazmidzie lub w chromosomie (Gholizadeh i
Courvalin, 2000). Molekularny mechanizm opornosci na antybiotyki glikopeptydowe, w
szczegbdlnosci na wysokie stezenia wankomycyny, wynika ze ztozono$ci kompleksu gendw
w operonie van. W sklad operonu warunkujacego fenotyp VanA, w obrebie transpozonu
Tnl546, wchodzi siedem genow opornosci na antybiotyki glikopeptydowe (vand, vanH,
vanX, vanY, vanZ, vanS i vanR), promotory Py 1 Pr, ktore umozliwiajg transkrypcje genow
van, oraz dwie ramki odczytu (ORF1 i ORF2) (Gholizadeh i Courvalin, 2000; Courvalin,
2005; Przybylski, 2007) (Rycina 10). Geny vanS 1 vanR warunkujg indukcje opornosci w
obecnosci antybiotyku glikopeptydowego. Biatko btonowe VanS ulega fosforylacji w
obecnosci glikopeptydow, po czym nastgpuje ufosforylowanie produktu genu vanR, ktory
aktywuje transkrypcje genow vanH, vanA, vanX, vanY 1 vanZ. Bialko VanH redukuje
pirogronian do D-mleczanu, z kolei VanA jest ligazg odpowiedzialng za powstanie
terminalnych dipeptydow D-alanino-D-mleczanu, co uniemozliwia wigzanie si¢

antybiotyku glikopeptydowego (Arthur i wsp., 1991; Przybylski, 2007). Utworzenie
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dipeptydu D-alanino-D-mleczanu warunkuje takze gen vanX, ktoéry koduje DD-
dipeptydaze, hydrolizujaca D-Ala-D-Ala, natomiast VanY jest DD-karboksypeptydaza,
usuwajacg koniec D-Ala (Brandt i wsp., 2000; Méndez-Alvarez i wsp., 2000; Przybylski,
2007). Szczepy o fenotypie VanA wystepuja najczesciej w Europie, USA i Potudniowej

Korei, natomiast fenotyp VanB w Singapurze i Australii (Suzuki i wsp., 2014).

Pr PH

Rycina 10. Schemat operonu VanA (wedtug Przybylski, 2007).

35



2. CEL PRACY

Celem pracy byla jakosciowa i iloSciowa analiza rezystomu $ciekow miejskich
Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Kozieglowach koto Poznania. Badania dotyczyly
okreslenia rodzaju i czgsto$ci wystgpowania gendw integrazy integronow klasy 1 (intl])
oraz geno6w warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe i karbapenemowe
(blactx-m, blatem, blasnv, blaoxa-1, blaoxa-s, blaces, blaviv, blanowm, blakec, ampC, blapua,
blacmy 1 mecA) oraz glikopeptydowe (vanAd) w genomach bakterii hodowalnych, a takze w
metagenomie $ciekow. W Polsce prowadzi si¢ niewiele badan dotyczacych rezystomu
oczyszczalni §ciekow 1 jego wpltywu na rezystom Srodowiskowy.

Przetestowano nastepujace hipotezy badawcze:

1. W trakcie procesu oczyszczania $ciekow zachodzi selekcja i zwigkszenie czestosci
wystepowania wielolekoopornych szczepdéw w $cieku oczyszczonym.

2. Czgstos¢ wystepowania ARG w $cieku oczyszczonym zwieksza si¢ na skutek transferu
ARG pomiegdzy szczepami w §rodowisku oczyszczalni Sciekow.

3. W mikrobiomie $cieku oczyszczonego obecne s3 wielolekooporne bakterie oraz
geny warunkujace wytwarzanie B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym
(ESBL), karbapenemaz, a takze oporno$¢ na wankomycyne i meticyline.

4. Czesto$¢ wystepowania gendw opornosci na antybiotyki i integronéw zwigzana jest ze
zmianami sktadu populacji mikroorganizmow.

Zadania badawcze majace na celu zweryfikowanie powyzszych hipotez
obejmowaty:

1. Sezonowy pobdr probek oraz okreslenie fizykochemicznych i mikrobiologicznych
wskaznikow $ciekow.

2. Selekcje 1 identyfikacj¢ bakterii wytwarzajacych ESBL, karbapenemazy, szczepoéw
VRE i MRSA oraz bakterii z integronami.

3. Oznaczenie wariantow gendw opornosci na antybiotyki u bakterii hodowalnych.

4. Okreslenie liczby kopii 1 czestosci wystgpowania gendéw opornosci na antybiotyki 1
integraz integronow klasy 1 w metagenomie Scieckowym.

5. Oznaczenie roznorodnosci taksonomicznej w metagenomie $ciekOw na poszczegolnych

etapach ich oczyszczania.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Pobor materialu

Materiatem do badan byty proby $cieku pobierane sezonowo z osadnika wstepnego
(Sciek surowy po oczyszczaniu mechanicznym), kanalu wylotowego ($ciek oczyszczony) i
komory napowietrzania Centralnej Oczyszczalni Sciekéw w Koziegtowach. Proby $cieku
(10 L) pobierano w odlegtosci 0,5 m od krawedzi zbiornika, z glebokosci ok. 0,5 m, a
nastgpnie transportowano w jatlowych pojemnikach w temperaturze 4°C do laboratorium w
Zaktadzie Mikrobiologii UAM 1 niezwlocznie poddawano dalszym procedurom. Pobory
$cieku surowego, oczyszczonego oraz z komory napowietrzania przeprowadzono osiem
razy: od marca 2015 r. do styczniu 2017 r. za wyjatkiem wiosny 2016 r. Miejsce poboru

materialu oznaczono na rycinie 11.
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Rycina 11. Miejsce poboru materiatu i obszar sptywu sciekow do COS. X — Centralna
Oczyszczalnia Sciekow w Koziegtowach. Koordynaty GPS: Kozieglowy: 52.4495 °N,
16.9811 °E (https://earth.google.com/web/).
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3.1.1. Centralna Oczyszczalnia $ciekow w Kozieglowach

Centralna Oczyszczalnia Sciekow (COS) zlokalizowana jest w potnocno-
wschodniej czgsci powiatu poznanskiego w Koziegtowach w gminie Czerwonak (Rycina
12). COS jest oczyszczalnig mechaniczno-biologiczna, ktéra pozwala na przyjecie 200 000
m? $ciekéw na dobe. Scieki doptywaja do COS systemami kanalizacyjnymi z Poznania,
Swarzedza, Lubonia, Tarnowa Podgornego, Suchego Lasu oraz cz¢sci Gminy Czerwonak.

Oczyszczony $ciek przyjmuje rzeka Warta (http://www.aquanet.pl).

Rycina 12. Centralna Oczyszczalnia §ciekow w Kozieglowach (http://www.aquanet.pl).

3.1.2. Parametry fizykochemiczne Sciekow

Pomiary pH, przewodnosci, zawarto$ci substancji stalych rozpuszczonych (TDS —

ang. total dissolved solids), oraz zasolenia okreslano wieloparametrowym miernikiem

przeno$nym OrionStar A329 (Thermo Scientific).
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3.2. Analiza bakterii hodowalnych
3.2.1. Oznaczenie ogdlnej liczby bakterii

Ogo6lng liczbe bakterii heterotroficznych okreslono metoda posiewu
powierzchniowego. W tym celu wykonywano szereg rozcienczen probek sciekéw od 10-!
do 105 w 0,85% NaCl. Z kazdego rozcienczenia pobierano 100 pl zawiesiny i posiewano
na powierzchni¢ podtoza agarowego BHI (bioMérieux), w dwoch powtdrzeniach. Plytki
inkubowano w temperaturze 30°C, 18-24 h, a nastgpnie zliczano kolonie. Do wyznaczenia
ogoblnej liczby bakterii w 1 ml (CFU/ml) uwzgledniono warto$ci mieszczace si¢ w szeregu
<10;300>. Ogolng liczbg heterotroféw wyznaczano wedtug wzoru (Harrigan 1 McCance,

1976):

C
(Ni+0,1N,) e d ea

L =

C — suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia,

N — liczba ptytek z pierwszego liczonego rozcienczenia,

Nz — liczba ptytek z drugiego liczonego rozcienczenie,

d — wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu (najnizszemu) liczonemu
rozcienczeniu,

o — objetos¢ rozcienczenia probki posiewana na 1 ptytke.

3.2.2. Oznaczanie liczby bakterii grupy coli

W celu oznaczenia liczby bakterii grupy coli wykorzystano podtoze chromogenne
Brilliance™ E.coli/Coliform Selective Agar (Oxoid). Probki §$ciekéw rozcienczano w
0,85% NaCl w szeregu od 10° do 10-5. Na powierzchni¢ podtoza posiewano 100 ul

zawiesiny kazdego rozcienczenia, w dwoch powtorzeniach. Plytki inkubowano w
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temperaturze 37°C przez 18-24 h. Po inkubacji zliczano kolonie barwy fioletowej, typowe
dla E. coli, ze wzgledu na zdolno$¢ wytwarzania -galaktozydazy i B-glukoronidazy oraz
kolonie barwy roézowej, typowe dla pozostalych bakterii grupy coli, dzigki produkcji B-
galaktozydazy. Do wyznaczenia liczby E. coli 1 bakterii grupy coli w 1 ml (CFU/ml)
uwzgledniono wartosci mieszczace si¢ w szeregu <10;300>. Liczbe E. coli i bakterii grupy

coli wyznaczano wedtug wzoru (Materiat i metody 3.2.1.).

3.2.3. Oznaczenie liczby bakterii S. aureus

Liczbe bakterii S. aureus oznaczono na podtozu Baird-Parkera Agar (Oxoid). Dla
prob Scieku 1 osadu wykonywano szereg rozcienczen (10-! - 104) w 0,85% NaCl. Na
powierzchni¢ podtoza posiewano 100 pl zawiesiny kazdego rozcienczenia, w dwoch
powtorzeniach. Po inkubacji w 37°C zliczano kolonie barwy brazowej ze strefa proteolizy

typowe dla bakterii S. aureus 1 wyznaczono liczbg bakterii wedtug wzoru (Materiat 1

metody 3.2.1.).

3.2.4. Oznaczenie liczby bakterii z rodzaju Enterococcus

Bakterie z rodzaju Enterococcus oznaczono na podtozu Slanetza i Bartley (Oxoid).
Wykonano szereg rozcienczen prob scieku 1 osadu (10-1- 10-4) w 0,85% NaCl. Posiewano
100 pl zawiesiny kazdego rozcienczenia, w dwoch powtorzeniach na powierzchnie
podtoza i inkubowano w 37°C (4 h) 1 44°C (44 h). Po inkubacji zliczano kolonie barwy
rozowo-fioletowej typowe dla bakterii z rodzaju Enterococcus 1 wyznaczono liczbe

bakterii wedtug wzoru (Material i metody 3.2.1.).

3.2.5. Barwienie metoda Grama

W celu potwierdzenia przynaleznos$ci taksonomicznej bakterii, wykonywano
barwienie metodg Grama. Na utrwalony preparat nanoszono fiolet gencjany na 2-3 minuty,
ptyn Lugola przez 1,5 do 2 minut, odbarwiano 90% etanolem z dodatkiem acetonu przez

30 s i dobarwiano fuksyng przez 20 s.
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3.2.6. Test na obecnos$¢ oksydazy cytochromowej

Test na obecno$¢ oksydazy cytochromowej przeprowadzano za pomocg paskoéw
bibutowych nasaczonych N,N,N’,N’ tetrametylo-p-fenylenodiaming (Oxidase Strip,
Oxoid). Badany szczep hodowano na podtozu agarowym BHI przez 18-24 h w temp. 37°C.
Za dodatni wynik testu uznawano fioletowe zabarwienie paska pojawiajace si¢ w ciggu 5 s

po zetknieciu z kolonig bakteryjna.

3.2.7. Oznaczanie wrazliwoS$ci bakterii na antybiotyki metodg krazkowo-

dyfuzyjnag

Z 24-godzinnej hodowli szczepu na podlozu agarowym BHI przygotowywano
zawiesing komoérek w 0,85% roztworze NaCl o gestosci réwnej 0,5 w skali McFarlanda.
Za pomocg jalowej wymazowki rozprowadzono inokulum na podtozu statym Muellera-
Hinton (bioM¢érieux) 1 nakladano krazki bibutowe nasgczone antybiotykami. Plytki
inkubowano 18+2 godziny w 35+1°C. Po inkubacji mierzono strefy zahamowania wzrostu
bakterii wokot krazkéw 1 interpretowano wedlug rekomendacji EUCAST v. 3.0 (2016).
Badano wrazliwos$¢ bakterii na nastgpujace antybiotyki:

- karbapenemowe dla szczepéw karbapenemoopornych, CPE, CPE typu OXA-48 i
wytwarzajacych ESBL: meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), ertapenem (10 pg),

- temocyline (30 ng) dla szczepow CPE typu OXA-48,

- cefoksytyne (30 ug) dla szczepéw MRSA,

- wankomycyne (30 pug) dla szczepéw VRE.

3.2.8. Oznaczenie wytwarzania B-laktamaz o rozszerzonym spektrum

substratowym (ESBL) — metoda dwoch krazkow

Wytwarzanie [-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL)
okreslano przy pomocy testu dwoch krazkow (DDST — ang. double-disc synergy test) z
uzyciem cefotaksymu (30 pg), ceftazydymu (30 pg) i amoksycyliny z kwasem

klawulanowym (30 pg). Krazek wysycony amoksycyling z kwasem klawulanowym
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uktadano w odleglosci nie wigkszej niz 2 cm od krazka z cefotaksymem 1 ceftazydymem 1
inkubowano 18+2 godzin w temperaturze 35+1°C. O produkcji ESBL $wiadczylo wyrazne
powickszenie strefy zahamowania wzrostu wokél krazka z cefotaksymem lub

ceftazydymem od strony krazka amoksycyliny z kwasem klawulanowym (Gniadkowski 1

wsp., 2009).

3.2.9. Oznaczanie liczby gronkowcow opornych na meticyling (MRSA)

Podloze chromID™ MRSA Medium (bioMérieux) przeznaczone jest do
wykrywania opornych na meticyling bakterii S. aureus (MRSA). W celu wyizolowania
szczepoOw MRSA, probki $cieku surowego 1 z komory napowietrzania o objetosci 0,1 ml
oraz $cieku oczyszczonego o objetosci 0,1 ml i 1 ml posiewano bezposrednio na podtoze
chromogenne. Dodatkowo, probki $cieku oczyszczonego o objetosci 10 ml saczono przez
filtry membranowe o S$rednicy porow 0,45 pum (Sartorius Stedim), nastgpnie filtry
umieszczano na podtozu chromID™ MRSA Medium i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 24 h. Zliczano typowe czerwone kolonie bakterii, bedace potencjalnymi izolatami
MRSA i przesiewano na wybiorczo-roznicujace podtoze Chapmana (Oxoid) 1 inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 h. Kolonie typowe dla S. aureus przesiewano na podtoze
agarowe BHI, inkubowano 18-24 h w 37°C i przygotowano preparaty mikroskopowe
barwione metoda Grama (Materiat i metody 3.2.5.). Nastepnie oznaczano wrazliwos¢
bakterii na meticyling metoda krazkowo-dyfuzyjng (Materiat i metody 3.2.7.). Szczepy
oporne przesiewano na podloze agarowe BHI i1 inkubowano 24 godziny w 37°C. Z
wyselekcjonowanych szczepdw izolowano DNA (Materiat i metody 3.2.15.) 1
przeprowadzono multipleksowa reakcje PCR, w celu wykrycia obecno$ci genu nuc,
kodujacego nukleaze u S. aureus oraz mecA, warunkujagcego opornos¢ na meticyling
(Materiat 1 metody 3.2.18.). Liczbe bakterii MRSA w jednostce objgtosci szacowano na
podstawie procentu jaki stanowily szczepy z potwierdzonym mechanizmem opornosci
wsrod szczepdw wyhodowanych na podtozu chromogennym po podaniu odpowiedniej
objetosci proby, jako potencjalne szczepy MRSA. Czestos¢ wystepowania szczepow
MRSA szacowano na podstawie liczby bakterii MRSA w stosunku do liczby S. aureus
(Materiat i metody 3.2.3.).
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3.2.10. Oznaczanie liczby wankomycynoopornych szczepow Enterococcus sp.

(VRE)

Do wykrywania enterokokow wykazujacych nabyta oporno$¢ na wankomycyne
(VRE) wykorzystano podtoze chromID™ VRE Medium (bioMérieux), z jednoczesnym
réznicowaniem E. faecium 1 E. faecalis. Po 24-godzinnej inkubacji w 37°C kolonie E.
faecium maja barwe fioletowa, a kolonie E. faecalis barwe niebiesko-zielong
(www.biomerieux.pl).

W celu oznaczenia liczby bakterii VRE, probki $ciekéw posiewano bezposrednio
na podtoze chromogenne w obj¢tosci: 1 ml, 10 ml ($ciek oczyszczony) 1 0,1 ml (Sciek
surowy 1 $ciek z komory napowietrzania). Plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 h. Typowe kolonie potencjalnych bakterii VRE zliczano i przesiewano na podioze
wybiodrczo-réznicujgce Slanetza i Bartley i inkubowano w temperaturze 37°C (4 h) 1 44°C
(44 h). Kolonie barwy rozowo-fioletowej, typowe dla bakterii Enterococcus sp.,
przesiewano na podtoze agarowe BHI i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C. Po
inkubacji przygotowano preparaty mikroskopowe barwione metoda Grama, w celu
potwierdzenia morfologii ziarenkowcéw Gram(+) (Material i metody 3.2.5.). Nastepnie
oznaczano wrazliwos¢ bakterii na wankomycyne metoda kragzkowo-dyfuzyjng (Materiat i
metody 3.2.7.). Szczepy oporne przesiewano na podtoze agarowe BHI i inkubowano 24
godziny w 37°C. Z wyselekcjonowanych szczepdw izolowano DNA (Materiat i metody
3.2.15.) 1 przeprowadzono reakcje PCR, w celu stwierdzenia obecnos$ci genu vand, vanB i
vanC wystepujacych u szczepéw VRE (Materiat i metody 3.2.19.). Dopiero na tej
podstawie szacowano liczbe bakterii VRE, uwzgledniajac procent jaki stanowity szczepy
VRE wsrdod potencjalnych szczepdw VRE wyizolowanych z podloza chromogennego.
Czestos¢ wystepowania szczepoéw VRE szacowano na podstawie ich liczby w stosunku do

liczby bakterii z rodzaju Enterococcus (Material i metody 3.2.4.).
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3.2.11. Oznaczanie liczby bakterii wytwarzajacych p-laktamazy o rozszerzonym

spektrum substratowym (ESBL)

Do wykrywania bakterii grupy coli wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL) uzyto podloza chromogennego Brilliance ESBL Agar
(Oxoid). Podloze to pozwala na wstepng identyfikacje E. coli, rodzajow Klebsiella,
Enterobacter, Serratia 1 Citrobacter (grupa KESC) oraz rodzajow Proteus, Morganella 1
Providencia (grupa PMP) po 24-godzinnej inkubacji (www.oxoid.com).

W celu wyizolowania szczepow wytwarzajacych ESBL, probki $cieku
oczyszczonego o objetosci 10 ml 1 100 ml saczono przez filtry membranowe o $rednicy
poréw 0,45 um, umieszczane nastgpnie na powierzchni podtoza. Probki §cieku surowego 1
scieku z komory napowietrzania o obje¢tosci 0,1 ml i 1 ml posiewano bezposrednio na
powierzchni¢ podloza chromogennego. Plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
18-24 h. Zliczano typowe kolonie bakterii potencjalnie wytwarzajacych ESBL: E. coli o
barwie fioletowej, KESC o barwie rézowej i PMP o barwie brunatnej. Pojedyncze,
wyodrgbnione kolonie potencjalnych izolatow wytwarzajacych ESBL przesiewano na
podtoze agarowe BHI i1 inkubowano w temperaturze 35°C przez 24 h. Po inkubacji
wykonywano test na obecno$¢ oksydazy cytochromowej (Material 1 metody 3.2.6.).
Szczepy oksydazo-ujemne przesiewano na podloze agarowe BHI, inkubowano 24 godziny
w 37°C, i wykonywano oznaczenia wytwarzania ESBL metoda dwoch krazkow (Materiat 1
metody 3.2.8) 1 wrazliwosci na antybiotyki karbapenemowe (meropenem, ertapenem i
imipenem) metoda krazkowo-dyfuzyjng (Materiat i metody 3.2.7.). Szczepy wytwarzajace
ESBL przesiewano na podtoze agarowe BHI i inkubowano 24 godziny w 37°C. Po
inkubacji przeprowadzono izolacje¢ DNA (Materiat i metody 3.2.15.), w celu wykonania
reakcji ERIC-PCR wykluczajacej obecnos¢ izolatow bedacych klonami (Material 1 metody
3.2.16.). Na podstawie procentu jaki stanowity potwierdzone szczepy wytwarzajace ESBL
wsrod szczepow wyizolowanych z podloza chromogennego jako potencjalnie
wytwarzajace ESBL, szacowano liczbg bakterii wytwarzajacych ESBL w jednostce
objetosci Scieku. Czesto$¢ wystepowania szczepodw wytwarzajacych ESBL szacowano na

podstawie ich liczby wzgledem liczby bakterii grupy coli (Material i metody 3.2.2.).
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3.2.12. Oznaczenie liczby bakterii karbapenemoopornych (CPE)

W celu oznaczenia liczby 1 wyizolowania szczepow bakterii grupy coli
wytwarzajacych karbapenemazy (CPE) zastosowano poditoze chromID™ CARBA Medium
(bioMérieux). Probki $cieku surowego rozcienczano w 0,85% NaCl i posiewano 0,1 ml
rozcienczen od 10! do 10-3, natomiast $ciek z komory napowietrzania i §ciek oczyszczony
posiewano bezposrednio w objetosci 0,1 1 1 ml. Dodatkowo, 10 ml $cieku oczyszczonego
saczono przez filtry membranowe o Srednicy porow 0,45 pm, filtry umieszczano na
powierzchni podioza chromogennego i inkubowano 24 godziny w 37°C. Po inkubacji
liczono typowe kolonie bakterii z grupy KESC (kolonie koloru niebieskiego), oraz E. coli
(kolonie burgundowe). Potencjalnie oporne na karbapenemy kolonie bakterii grupy KESC
i1 E. coli przesiewano na podtoze agarowe BHI i inkubowano 24 h w 37°C. Po inkubacji
wykonywano test na obecno$¢ oksydazy cytochromowej (Material i metody 3.2.6.).
Szczepy oksydazo-ujemne przesiewano na podtoze agarowe BHI i inkubowano 24 godziny
w 37°C. Nastepnie wykonywano oznaczanie wrazliwosci bakterii na antybiotyki
karbapenemowe (meropenem, ertapenem 1 imipenem) metoda krazkowo-dyfuzyjna
(Materiat 1 metody 3.2.7.). Szczepy oporne na karbapenemy przesiewano na podtoze
agarowe BHI 1 inkubowano 24 godziny w 37°C. Po inkubacji przeprowadzono izolacj¢
DNA (Material i metody 3.2.15.) w celu wykonania reakcji ERIC-PCR i wykluczano z
analiz izolaty begdace klonami (Materiat i metody 3.2.16.). Na podstawie procentu jaki
stanowity szczepy CPE wsérdd potencjalnych szczepéw CPE wyizolowanych z podioza
chromogennego szacowano liczbe bakterii karbapenemoopornych w jednostce objetosci
scieku. Czgsto$¢ wystgpowania szczepéw CPE obliczano na podstawie ich liczby

wzgledem liczby bakterii grupy coli (Materiat i metody 3.2.2.).

3.2.13. Oznaczenie liczby bakterii karbapenemoopornych typu OXA-48 (CPE
typu OXA-48)

Do wykrywania bakterii grupy coli wytwarzajacych karbapenemazy typu OXA-48
(CPE typu OXA-48) zastosowano podtoze chromID™ OXA-48 Medium (bioMérieux).
Obecnos¢ trzech substratow chromogennych w tym podlozu daje mozliwos$¢ identyfikacji

najczesciej izolowanych CPE: E.coli i grupy KESC (www.biomerieux.pl).
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Probki $cieku oczyszczonego o objetosci 10 ml 1 100 ml sgczono przez filtry
membranowe o $rednicy poréw 0,45 um, nastepnie filtry umieszczono na powierzchni
podtoza. Natomiast $ciek z komory napowietrzania i $ciek surowy posiewano
bezposrednio w objetosci 1 ml 1 inkubowano 24 godziny w 37°C. Po inkubacji liczono
typowe kolonie bakterii z grupy KESC (kolonie koloru niebieskiego), oraz E. coli (kolonie
burgundowe). Potencjalnie oporne na karbapenemy kolonie z grupy KESC 1 E. coli
przesiewano na podtoze state BHI i inkubowano 24 h w 37°C. Po inkubacji wykonywano
test na obecnos$¢ oksydazy cytochromowej (Material i metody 3.2.6.). Szczepy oksydazo-
ujemne przesiewano na podloze agarowe BHI i inkubowano 24 godziny w 37°C.
Nastepnie oznaczano wrazliwo$¢ bakterii na antybiotyki karbapenemowe (meropenem,
ertapenem 1 imipenem) i1 temocyling metoda krazkowo-dyfuzyjng (Materiat 1 metody
3.2.7.). Szczepy oporne na karbapenemy i temocyline przesiewano na podtoze agarowe
BHI i inkubowano 24 godziny w 37°C. Po inkubacji przeprowadzono izolacj¢ DNA
(Materiat 1 metody 3.2.15.), w celu wykonania reakcji ERIC-PCR, wykluczajacej obecnos¢
szczepow bedacych klonami (Material i metody 3.2.16.). Na podstawie procentu jaki
stanowity szczepy CPE typu OXA-48 wsrdd szczepéw wyizolowanych z podtoza
chromogennego jako potencjalne szczepy CPE typu OXA-48 szacowano liczbe bakterii z
tym mechanizmem oporno$ci w jednostce objetosci $Scieku. Czgstos¢ wystepowania
szczepéw CPE typu OXA-48 obliczano na podstawie ich liczby wzgledem liczby bakterii
grupy coli (Materiat i metody 3.2.2.).

3.2.14. Przechowywanie szczepow bakteryjnych
Material pobrany z 24-godzinnych hodowli szczepdéw na podtozu agarowym BHI,
posiewano na agar odzywczy z chlorkiem sodu (agarek amerykanski, Emapol) do

przechowywania szczepodw bakteryjnych, inkubowano 24 godziny w 30°C. Po inkubacji

przechowywano w temperaturze pokojowe;.
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3.2.15. Przygotowanie matrycowego DNA

Genomowy DNA izolowano metoda gotowanych lizatow z kolonii (Grape i wsp.,
2005). Szczepy z odpowiednimi mechanizmami opornosci przesiewano na podtoze
agarowe BHI i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C. Nastgpnie materiat z kolonii
bakterii zawieszano w 30 pl jalowej wody dejonizowanej 1 ogrzewano przez 2 min. w
temperaturze 95°C. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -20°C. Dla prob
ze wszystkich poborow i lokalizacji przygotowywano po 96 lizatéw losowo wybranych
kolonii bakterii heterotroficznych 1 po 96 lizatow bakterii grupy coli. Ponadto
przygotowano lizaty szczepéw z mechanizmami opornosci MRSA, VRE, wytwarzajacych

ESBL, szczepéw CPE i1 CPE typu OXA-48.

3.2.16. Okreslanie polimorfizmu genetycznego szczepow metoda ERIC-PCR

W celu wyeliminowania szczepow bedacych klonami zastosowano reakcje PCR
przy uzyciu starterow ERIC1 i1 ERIC2 komplementarnych do enterobakteryjnych
powtarzajacych si¢ migdzygenowych sekwencji zgodnosci (ERIC — ang. enterobacterial
repetitive intergenic consensus) (Versalovic i wsp., 1991).

Sekwencje starterow:

ERIC1: 5> ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3’
ERIC2: 5> AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3°

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

DNA matrycowy 2 ul
10 x bufor do PCR (Novazym) o sktadzie: 2,5 ul
750 mM Tris HCI pH 8,8

200 mM NH4(S04)2

0,1% Tween
25 mM MgCl,
5 mM dNTP mix (Novazym) (200 uM)
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Startery: ERIC1 1 ERIC2
Taq polimeraza DNA (Novazym)

Jalowa woda dejonizowana

Warunki reakcji:
Denaturacja poczatkowa
30 cykli obejmujacych:
- Denaturacje

- Hybrydyzacje

- Elongacje

Wydtuzanie koncowe

(0,6 uM)
1U
do 25 pl

94°C, 30s

94°C, 30s

50°C, 1 min
72°C, 6 min
72°C, 8 min

Wszystkie reakcje PCR prowadzono w termocykleach C1000™oraz MyCycler (Bio-Rad),

stosujgc dwukrotne powtdérzenia prob badanych.

3.2.17. Wykrywanie genow integraz

Obecnos¢ integronow okreslano stosujac amplifikacje genow trzech klas integraz:

intll, intl2 oraz intl3 w multipleksowej reakcji PCR przy uzyciu trzech par starterow

(Oligo.pl) o sekwencjach komplementarnych do sekwencji fragmentow gendéw

poszczeg6lnych klas integraz.

Sekwencje starterow (Dillon 1 wsp., 2005):

Intl f: 5 CAGTGGACATAAGCCTGTTC 3’
Intl r: 5 CCCGACGCATAGACTGTA 3°

Int2 f: 5 CACGGATATGCGACAAAAAG 3’
Int2 r: 5> GATGCAAACGAGTGACGAAA 3°
Int3 f: 5 GCCTCCGGCACGCACTTTCAG 3’
Int3 r: 5> ACGGATCTGCCAAACCTGAC 3°
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Sklad mieszaniny reakcyjnej (Koelman i wsp., 2001):

DNA matrycowy 2 ul

10 % bufor do PCR (Novazym) 5ul

5 mM dNTP mix (Novazym) 0,5 ul (100 uM)
Starter Int1f (0,25 uM)
Starter Intlr (0,25 uM)
Starter Int2f (0,25 uM)
Starter Int2r (0,25 uM)
Starter Int3f (0,25 uM)
Starter Int3r (0,25 uM)
Taq polimeraza DNA (Novazym) 2U
Jatlowa woda dejonizowana do 25l

Warunki multipleksowej reakcji Int-PCR:

Denaturacja poczatkowa 94°C, 5 min
30 cykli obejmujacych:

- Denaturacje 94°C, 1 min
- Hybrydyzacje 59°C, 1 min
- Elongacje 72°C, 1 min
Wydhizanie koncowe 72°C, 1 min

Wielko$¢ produktow: intll — 160 pz, intl2 — 788 pz, intl3 — 979 pz.

3.2.18. Identyfikacja szczepow S. aureus opornych na meticyling (MRSA)

Identyfikacje szczepow S. aureus opornych na meticyling okreslono stosujac
reakcj¢ multipleksowego PCR w celu amplifikacji fragmentéw trzech gendw: 16S rRNA,
nuc (kodujacego nukleaze u S. aureus) 1 mecA, ktory jest czes$cig kasety SCCmec u
szczepow MRSA. Sekwencje starterow uzyte do reakcji (Predari i wsp., 1991; Poulsen i

wsp., 2003):
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16s-F: 5 GTGCCAGCAGCCGCGGTAA 3°
16s-R: 5" AGACCCGGGAACGTATTCAC 3’
nuc-F: 5> TCAGCAAATGCATCACAAACAG 3°
nuc-R: 5> CGTAAATGCACTTGCTTCAGG 3’
mecA-F: 5 GGGATCATAGCGTCATTATTC 3’
mecA-R: 5" AACGATTGTGACACGATAGCC 3’

Sklad mieszaniny reakcyjnej:
DNA matrycowy

10 x bufor do PCR (Novazym)
5 mM dNTP mix (Novazym)
Starter 16s-F

Starter 16s-R

Starter nuc-F

Starter nuc-R

Starter mecA-F

Starter mecA-R

Taq polimeraza DNA (Novazym)

Jalowa woda dejonizowana

Warunki multipleksowej reakcji PCR:
Denaturacja poczatkowa

30 cykli obejmujacych:

- Denaturacje

- Hybrydyzacje

- Elongacje

Wydhuzanie koncowe

Wielko$¢ produktow: 16S rRNA — 886 pz, nuc — 255 pz, mecA — 527 pz.

2 ul

2,5 ul

0,5 ul (100 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)
1U

do 25 ul

94°C, 5 min

94°C, 30s

55°C, 30s

72°C, 1 min
72°C, 10 min

50



3.2.19. Identyfikacja wankomycynoopornych szczepow Enterococcus sp. (VRE)

Identyfikacje szczepdw Enterococcus sp. opornych na wankomycyne okreslono
stosujgc reakcje PCR trzech rodzajow gendéw vanA, vanB i vanC. Sekwencje starterow

uzyte do reakcji (Patel i wsp., 1997, Dutka-Malen 1 wsp., 1995):

vanA-F: 5> CATGACGTATCGGTAAAATC 3’
vanA-R: 5 ACCGGGCAGRGTATTGAC 3°
vanB-F: 5 ATGGGAAGCCGATAGTC 3’
vanB-R: 5 GATTTCGTTCCTCGACC 3’
vanCI1-F: 5> GGTATCAAGGAAACCTC 3°
vanCI1-R: 5> CTTCCGCCATCATAGCT 3’

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

DNA matrycowy 2ul

10 x bufor do PCR (Novazym) 2,5 ul

5 mM dNTP mix (Novazym) 0,5 ul (100 uM)
Starter vanA-F (0,25 uM)
Starter vanA-R (0,25 uM)
Starter vanB-F (0,25 uM)
Starter vanB-R (0,25 uM)
Starter vanC1-F (0,25 uM)
Starter vanC1-R (0,25 uM)

Taq polimeraza DNA (Novazym) 1U

Jalowa woda dejonizowana do 25 ul
Warunki reakcji PCR:

Denaturacja poczatkowa 94°C, 4 min

30 cykli obejmujacych:

- Denaturacj¢ 94°C, 30s

- Hybrydyzacje 45-48°C, 1 min
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- Elongacje 72°C, 1 min

Wydhizanie koncowe 72°C, 5 min

Wielkos¢ produktow: vand — 885 pz, vanB — 647 pz, vanC — 822 pz.

3.2.20. Identyfikacja genow kodujacych B-laktamazy i karbapenemazy

W celu identyfikacji gendéw kodujacych B-laktamazy 1 karbapenemazy
przeprowadzono reakcje amplifikacji z zastosowaniem starterow komplementarnych do

fragmentow gendw (Tabela 2).

Tabela 2. Sekwencje nukleotydowe starteréw uzywanych w reakcjach PCR do
identyfikacji genow kodujacych ESBL, cefalosporynazy AmpC i karbapenemazy oraz
genu 16S rRNA, wielko$¢ oczekiwanych produktow 1 temperatura hybrydyzacji w
poszczegolnych reakcjach PCR.

Wielko§¢é Temperatura

produktu hybrydyzacji PiSmiennictwo

Gen Sekwencja startera

16SF1502: 5° AGAGTTTGATCATGGCTCAG

16s 3 o Acinas i wsp.,
'RNA 1484 pz 47°C 1997

16SR1502: 5° GGTTACCTTGTTACGACTT 3'

P1C: 5 TTAATTCGTCTCTTCCAGA 3’

blactx-m 1000 pz 50°C Gnladk$sz\é38kt; i
P2D: 5° CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG 3’ Wwsp.,
SHV-A: 5" ACTGAATGAGGCGCTTCC 3 . .
blasnv 300 pz 50°C Gnladk;);\éssm [
SHV-B: 5 ATCCCGCAGATAAATCACC 3’ wsp., a
TEM-F: 5 ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 3’ . ;
blatem 1150 pz 49°C Saegétl)xvsp.,
TEM-R: 5> ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 3’
OXA-F: 5 ACACAATACATATCAACTTCGC 3’ . .
blaOXA-1 813 pz 49°C Saegzoéxlspi
OXA-R: 5 AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 3’
OXA48F: 5’ TGTTTTTGGTGGCATCGAT 3’ L
blaoxa-4s 177 pz 47°C Monteiro i
wsp., 2012

OXA48R: 5° GTAAMRATGCTTGGTTCGC 3’
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Gen

blaces

blaves

blaper

ampC

blacmy

blapna

blawvp

blakpc

blanpm

blavim

Sekwencja startera

GES-F: 5 TTCCATCTCAAGGGATCACC 3’

890 pz
GES-R: 5 GCGTCAACTATTTGTCCGTG 3’
VEB-F: 5 GTTAGCGGTAATTTAACCAGATAG
3 1070 pz
VEB-R: 5’ CGGTTTGGGCTATGGGCA 3’
PER-1-A: 5 TGACGATCTGGAACCTTT 3’
900 pz
PER-1-B: 5 AACTGCATAACTACTCC &
ampCF: 5° CCTCTTGCTCCACATTTGCT 3’
189 pz
ampCR: 5’ ACAACGTTTGCTGTGTGACG 3’
CMY25F: 5 CAATGTGTGAGAAGCAGTC 3’
CMY2DR: 5 CGCATGGGATTTTCCTTGCTG 1432 pz
3!
DHAMF: 5° AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
3!
404 pz
DHMAR: 5° CCGTACGCATACTGGCTTTGC
3!
IMP_F: 5 GTACAGTCTATGCCTCG 3’
750 pz
IMP_R: 5° GTAMGTTTCAAGAGTGATGC 3’
KPC_F: 5> FGCTACACCTAGCTCCACCTTC
8 988 pz
KPC_R: 5> ACAGTGGTTGGTAATCCATGC 3’
NDM-F: 5 GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 3’
621 pz
NDM-R: 5 CGGAATGGCTCATCACGATC 3’
VIM-B: 5 ATGGTGTTTGGTCGCATATC 3’
509 pz

VIM-F: 5 TGGGCCATTCAGCCAGATC 3’

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

matrycowy DNA
10 x bufor do PCR (Thermo Scientific) z dodatkiem 20mM MgCl»

5 mM dNTP mix (Novazym)

Starter F
Starter R

Dream Taq Polymerase 5U/ul (Thermo Scientific)

Wielko$¢ Temperatura
produktu hybrydyzaciji

50°C

50°C

50°C

50°C

47°C

47°C

49°C

48°C

48°C

49°C

PiSmiennictwo

Mendonca i
wsp., 2009

Aragén i wsp.,
2008

De Champs i
wsp., 2002

Szczepanowski
i wsp., 2009

Hanson i wsp.,
2002

Perez-Perez i
Hanson 2002

Qin i wsp.,
2008

Qin i wsp.,
2008

Poirel i wsp.,
2011

Tato i wsp.,
2007

2 ul

2,5 ul

0,5 pl (100 uM)
(0,25 uM)
(0,25 uM)

1U
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Jalowa, dejonizowana woda do 25 ul

Warunki reakcji:

Denaturacja poczatkowa 95°C, 3 min

30 cykli obejmujacych:

- Denaturacje 95°C, 30s

- Hybrydyzacje 47-50°C, 1 min
- Elongacje 72°C, 1 min
Wydhuzanie koncowe 72°C, 7 min

3.2.21. Elektroforeza w zelu agarozowym

Produkty amplifikacji reakcji PCR poddawano rozdziatowi w 1,5% zelu
agarozowym (2% w przypadku produktéw reakcji ERIC-PCR) w buforze TBE (0,089 M
Tris; 0,089 M H3BOs3; 0,0025 M EDTA) przy napigciu 5 V/ecm. Do studzienek podawano 5
ul produktu oraz 10x stezony bufor obcigzajacy (50% 10xTBE; 40% glicerol; 0,0025 M
btekit bromofenolowy; woda). Zastosowanym wzorcem masowym byta mieszanina
fragmentow DNA Nova DNA Ladder Mix (Novazym) lub Mass Ruler DNA Ladder Mix
(Fermentas). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w aparacie MultiSub Maxi Duo
(Cleaver Scientific Itd.) lub Vari-Gel TVG (Scie-Plas). Po zakonczeniu elektroforezy, zel
barwiono bromkiem etydyny (1 pg/ml, Sigma) przez 20 min 1 ogladano na
transilluminatorze UV przy dtugosci fali 312 nm. Zdjecia wybarwionych zeli zapisywano
w formacje graficznym TIFF stosujac system do dokumentacji zeli BioPrint 99. 04 (Vilber-

Lourmat, Francja).
3.2.22. Sekwencjonowanie fragmentow DNA

Produkty uzyskane w reakcjach amplifikacji fragmentow poszczegdlnych gendéw
oporno$ci poddano sekwencjonowaniu w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii

Molekularnej UAM w sekwenatorze Genetic Analyzer 3130xl (Applied Biosystems).

Uzyskane w ten sposob dane poddano analizie w programie FinchTV v.1.4.0 (Geospiza), a

54



nastepnie wykorzystano algorytm pordéwnujacy sekwencje nukleotydowe w programie
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) z sekwencjami w bazie GenBank, ktora jest

cz¢scig NCBI (National Center for Biotechnology Information).

3.3. Przygotowanie metagenomowego DNA

3.3.1. Zageszczanie materialu

Przed przystgpieniem do izolacji metagenomowego DNA proby S$cieku
zageszczano. W zaleznosci od rodzaju, materiat zaggszczano przy zastosowaniu filtracji
lub wirowania:
 Sciek surowy — 300 ml préby saczono kolejno przez filtry o §rednicy poréw 8 i 0,45 um
(Milipore), nastepnie filtry cigto, przenoszono do jalowych probowek typu Falcon o
pojemnosci 50 ml i1 przechowywano w temperaturze -80°C. Przed izolacjg DNA proby
rozmrazano, dodawano ok. 25-30 ml NaCl lub PBS (tak, aby filtry byly zanurzone),
nastgpnie wytrzasano ok. 30 min. Filtry usuwano, a pozostala zawiesing wirowano
15-20 min., 5000 rpm (4600xg). Supernatant usuwano, a osad poddawano
odpowiednim procedurom izolacji DNA,

» Sciek z komory napowietrzania — 500 ml $cieku pobranego z komory napowietrzania
wirowano przy 3500 rpm (4600xg) przez 55 min.,

» Sciek oczyszczony — 3 1 $cieku sagczono kolejno przez filtry o srednicy porow 8 1 0,45

um (Milipore). Dalsza cz¢$¢ zageszczania, jak w przypadku prob $cieku surowego.
3.3.2. Izolacja metagenomowego DNA
Metagenomowy DNA z zageszczonych prob przygotowywano poprzez gotowanie
(Johnson i1 Brown, 1996). W zaleznosci od rodzaju proby stosowano nastepujace

procedury:

Izolacja metagenomowego DNA ze Scieku surowego i oczyszczonego:

1. Do probowek z osadem, uzyskanym po zaggszczaniu prob, dodawano 1 ml wody.
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2. Préby wytrzasano, a nastepnie gotowano 10 min. w temperaturze 100°C w tazni
wodne;j.
3. Probowki wirowano 2 min., 14 000 rpm (18 000xg).

4. Supernatanty zebrano 1 przenoszono do nowych probowek o pojemnosci 2 ml.

Izolacja metagenomowego DNA ze Scieku z komory napowietrzania:

1. Do proboéwek o pojemnosci 2 ml odwazano 1 g osadu i dodawano 1 ml NaCl.

2. Probowki z osadem wytrzgsano 10 min., a nastgpnie gotowano 10 min. w temperaturze
100°C w tazni wodne;.

3. Probowki wirowano 5 min. w temperaturze 18°C, 14 000 rpm (18 000xg).

4. Supernatanty zebrano do nowych probowek o pojemnosci 2 ml.

Stezenie DNA okreslano przy uzyciu spektrofotometru Nano-100 Micro-
Spectrophotometr (Allsheng) na podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 260 nm.
Celem wyznaczenia stopnia zanieczyszczenia preparatoéw biatkami i innymi zwigzkami
mierzono réwniez absorbancj¢ przy diugosci fali 280 i 230 nm. Stosunek A260/A280
informuje o zanieczyszczeniach bialkami, natomiast A260/A230 o zanieczyszczeniach
innego rodzaju, np. solami, weglowodorami czy zwigzkami organicznymi. Do dalszych
analiz wykorzystywano preparaty DNA, ktorych wartosci wspolczynnika A260/280
miescily si¢ w przedziale 1,8-2,0, natomiast warto$ci wspotczynnika A260/230 wynosity

ok.2,2.

3.3.3. Okreslenie rozcienczen preparatow metagenomowego DNA

Celem dobrania rozcienczenia proby niezbednego do uzyskania produktu reakcji
PCR, ktérego koniecznos$¢ wynika z zanieczyszczenia preparatow metagenomowego DNA
inhibitorami reakcji PCR, przeprowadzono reakcj¢ amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA
z wykorzystaniem pary starterow: 16S0341 1 16S0785 (Klindworth 1 wsp., 2013).
Oczekiwana wielko$¢ amplikonu wynosi 464 pz.

Sekwencje starterow:

56



165-0785: 5> GACTACAVGGGTATCTAATCC 3’
165-0341: 5> CCTACGGGNGGCWGCAG 3’

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

DNA matrycowy 2ul

10 x bufor do PCR (Novazym): 2,5ul

2 mM dNTP mix (Novazym) (200 uM)
Starter 16S-0785 (0,25 uM)
Starter 16S-0341 (0,25 uM)
Taq polimeraza DNA (Novazym) 0,5U
Jalowa woda dejonizowana do 15 pl
Warunki reakcji:

Denaturacja poczatkowa 94°C, 3 min
34 cykli obejmujace:

- Denaturacje 94°C, 45s

- Hybrydyzacje 52°C, 30s

- Elongacje 72°C, 30s
Wydhizanie koncowe 72°C, 3 min

Produkty amplifikacji reakcji PCR poddawano rozdziatowi w 1,5% zelu agarozowym

(Materiat i metody 3.2.21.).

3.4. Oznaczenie liczby kopii genéw w metagenomowym DNA

Ilosciowa analize gendw integraz i warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki B-
laktamowe, glikopeptydowe oraz genu 16S rRNA w DNA metagenomowym uzyskanym
ze $cieku surowego, scieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego, okreslano na
podstawie amplifikacji gendw z wykorzystywaniem metody real-time PCR (qPCR — ang.
quantitative polymerase chain reaction) z zastosowaniem barwnika SYBR Green oraz

emulsyjnego PCR (ddPCR — ang. droplet digital PCR) z zastosowaniem EvaGreen.
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3.4.1. Klonowanie produktow PCR przy uzyciu zestawu pGEM-T Easy Vector

Systems (Promega)

Klonowaniu zostaty poddane produkty otrzymane w wyniku reakcji PCR, ktorych
wiaczenie do plazmidowego DNA miato postuzy¢ jako standard w reakcji qPCR. W
trakcie reakcji klonowania wykonano nastepujace etapy:

* Przeprowadzenie reakcji ligacji pGEM-T Easy Vector Systems

W celu uzyskania wektora zawierajacego insert DNA przygotowano mieszaning do

ligacji wedtug tabeli 3, a nastepnie inkubowano 16 h w temperaturze pokojowe;.

Tabela 3. Sktad mieszaniny ligacyjne;.

Skladniki reakcji Mieszanina reakcyjna
Wektor 1wl
Insert DNA (rozcienczony 10x%) I-1,5u
Bufor do ligacji Sul
Ligaza TADNA 0,5 pl
Woda do 4,5 ul

* Transformacja chemicznie kompetentnych komorek E. coli DH5a.

1. Przygotowano mieszaning wg tabeli 4 i inkubowano w lodzie przez 30 minut:

Tabela 4. Sktad mieszaniny do transformacji.

Skladniki reakcji Mieszanina reakcyjna Kontrola+ Kontrola-

Komérki TOPO 10 ul 5l 5l
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Skladniki reakcji Mieszanina reakcyjna Kontrola+ Kontrola-

Plazmidowe DNA (CCC)- - 1l ——
pGEM- (5 ng/ ul)

Mix ligacyjny 2 ul — —

3. Przeprowadzono Heat-Shock w temperaturze 42°C przez 30 sekund. Nastepnie probki
inkubowano w lodzie przez 2 minuty.

4. Do probek dodawano po 100 pl ogrzanej do 37°C plynnej pozywki SOC bez
antybiotyku 1 inkubowano 1 h w 37°C.

5. W tym czasie na powierzchni¢ podioza LA z ampicyling (100 pg/ml) podawano i
rozprowadzano 10 ul IPTG (24 mg/ml) 1 60 pl X-Gal (20 mg/ml).

6. Na plytki wysiewano komorki po transformacji, kontrole ujemng oraz dodatnig i

inkubowano przez ok. 16 h w 37°C.

Biale kolonie przesiewano na podtoze state BHI 1 inkubowano 24 godziny w 37°C.
Po inkubacji pojedyncze kolonie przesiewano na agarki amerykanskie w celu
przechowania ich do dalszych analiz (Material i metody 3.2.14.). W celu potwierdzenia
wynikéw klonowania przeprowadzono reakcje PCR ze starterami specyficznymi dla

wklonowanych genéw, a otrzymane amplikony poddawano sekwencjonowaniu.

3.4.2. Izolacja plazmidowego DNA

Do 15 ml kolb podawano 5 ml jatowej, pltynnej pozywki LB oraz ampicyliny o
stezeniu 100 mg/ml. Do tak przygotowanych kolb przenoszono jalowym tipsem
wyselekcjonowane kolonie bakteryjne zawierajagce plazmid z odpowiednim insertem.
Hodowle prowadzono przez noc z wytrzasaniem 200-250 rpm w temperaturze 37°C.
Nastepnego dnia z uzyskanej zawiesiny bakteryjnej izolowano plazmidowy DNA z
wykorzystaniem zestawu do izolacji plazmidéw GeneJET Plasmid Miniprep System
(Thermo Scientific). Zawiesing bakteryjng z catonocnej hodowli wirowano przez 2 minuty
przy 8000 rpm (6000%g). Supernatant zlewano a osad bakterii zawieszano w 250 ul

roztworu do zawieszania z RNazg A. Zawiesing przenoszono do nowych 1,5-ml probowek
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polietylenowych, do ktérych dodawano 250 pl buforu lizujacego. Zawiesing bakteryjng
mieszano przez delikatne, szesciokrotne odwracanie probowki. Nastepnie do mieszaniny
podawano 350 pl roztworu neutralizujacego, mieszano przez delikatne, szeSciokrotne
odwracanie 1 wirowano przy 14 000 rpm (18 000xg) przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. Uzyskany supernatant przenoszono na kolumne wiagzaca plazmid. Kolumne
wirowano przez 1 minut¢ przy 14 000 rpm (18 000%g), przemywano 500 pl roztworu
phluczacego, ponownie wirowano 1 minut¢ 1 powtdrnie przemywano 500 upl roztworu
phuczacego. Po ostatnim przemyciu proby wirowano 1 minute przy 14 000 rpm (18 000xg)
po czym kolumng¢ przenoszono do nowej 1,5 ml probowki polietylenowej podajac na
srodek ztoza 50 pl buforu elucyjnego. Probowke inkubowano 45 minut w temperaturze
pokojowej po czym wirowano przez 2 minuty przy 14 000 rpm (18 000xg). Uzyskany
supernatant zawierat plazmid pGEM-T Easy z wklonowanym insertem. Plazmidowe DNA
przechowywano w temperaturze -20°C.

W celu sprawdzenia skuteczno$ci przeprowadzonej izolacji plazmidowego DNA
wykonywano rozdzial elektroforetyczy otrzymanego preparatu w 0,7% zelu agarozowym.
Roéwnolegle przeprowadzano reakcje PCR, z wykorzystaniem plazmidowego DNA i
starterow specyficznych dla wklonowanych gendéw. Analize produktéw reakcji PCR
przeprowadzono za pomocg elektroforezy agarozowej (Materiat 1 metody 3.2.21.), a

nastepnie produkty PCR sekwencjonowano (Material i metody 3.2.22.).

3.4.3. Real-time PCR

W celu oznaczenia liczby kopii genu intll, intIIKL (gen integrazy klasy 1
wystepujacy u szczepdw klinicznych), vand, mecA, blactx-m, blasnv, blatem, blaoxa-1,
blaoxa-s, blages, oraz genu 16S rRNA w metagenomowym DNA przeprowadzono reakcje¢
qPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction) z analiza przyrostu ilosci produktu w
czasie rzeczywistym, ktorego detekcja na podstawie poziomu fluorescencji prowadzona
jest w kazdym cyklu reakcji amplifikacji. Dokladne wyznaczenie liczby kopii badanego
genu mozliwe byto dzigki sporzadzeniu krzywej standardowej o znanej liczbie kopii genu
badanego oraz pomiarowi fluorescencji, ktéra wzrasta wraz z iloScig amplifikowanego
fragmentu DNA w fazie przyrostu wyktadniczego (Mackay, 2004). Detekcja wzrostu

fluorescencji odbywa si¢ w cyklu, w ktorym jej sygnat przekracza warto$¢ graniczng (Ct —
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ang. treshold cycle). Reakcje qPCR przygotowano stosujac trzykrotne powtoérzenia prob
badanych, ktore stanowity trzykrotne powtorzenia biologiczne.

Do ilo$ciowych oznaczen liczby kopii genow metoda qPCR wybrano geny
najczesciej warunkujace okreslone mechanizmy lekoopornosci wystepujace w genomach
bakterii hodowalnych wyosobnionych ze $cieku, a rownocze$nie najbardziej istotne dla

zdrowia publicznego.

o Przygotowanie krzywej standardowej do reakcji qPCR

Jako standardy do reakcji qPCR zastosowano plazmidowe DNA z wklonowanym
fragmentem analizowanych genow. Inserty uzyskano w reakcji PCR z zastosowaniem
DNA bakterii wyizolowanych z probek Sciekoéw 1 starterow specyficznych dla badanego
genu (Tabela 2). Klonowane inserty byty wigksze niz fragmenty oznaczanych gendéw w
reakcji qPCR 1 zawieraty w sobie sekwencje¢ produktu amplifikacji reakcji qPCR. W
przypadku genu int/] jako standard do reakcji gPCR wykorzystano liniowy fragment DNA
— produkt amplifikacji uzyskany w reakcji PCR z zastosowaniem starteréw specyficznych
dla genu intl1 (Tabela 2).

W celu przygotowania standardéw oznaczono spektrofotometrycznie st¢zenie
plazmidowego DNA z wklonowanym insertem produktu amplifikacji stosujac Nano-100
Micro-Spectrophotometer (Allsheng), a nastepnie sporzadzono seri¢ rozcienczen od 102 do
109 liczby kopii genu/ul. Przeliczenie stezen DNA na liczbe kopii danego genu
wykonywano z uzyciem algorytmu DNA Copy Number and Dilution Calculator (Life
Technologies) (https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/
molecular- biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/

thermo- scientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html).

» Kontrola jakosci reakcji gPCR

W celu zwerytfikowania danych uzyskiwanych w czasie reakcji ilosciowego PCR
zastosowano kontrole pozytywna, negatywna, czystosci odczynnikéw (NTC - ang. no
template control), a takze kontrole¢ wewngtrzng, ktora stanowito DNA wyizolowane z

bakterii, zawierajagcych zrekombinowany plazmid z wklonowanym fragmentem
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analizowanego genu. Reakcj¢ uznano za prawidtowa, gdy liczba kopii genu byta taka sama
jak wartos¢ CFU/ml bakterii z wklonowanym fragmentem badanego genu, oznaczana
metoda posiewu powierzchniowego. Interpretacja wynikow prowadzona byla w oparciu o
analizy krzywej topnienia. Specyficzno$¢ reakcji okreslano na podstawie wydajnosci
reakcji (E — ang. efficiency) w przedziale od 90%-110% oraz wspoiczynnika nachylenia
krzywej standardowej (S — ang. slope), ktorego idealna wartos¢ 3,32 wskazuje wydajnosé
rowng 100%. Ponadto, oceniano wartos¢ wspotczynnika korelacji (R"2), ktory wskazuje
stopien blisko$ci punktow wartosci badanych préb z linig regresji krzywej standardowe;j, a
jego idealna warto$¢ to 1. Reakcj¢ przeprowadzono w aparacie CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System (BioRad) i analizowano z wykorzystaniem programu CFX
Manager 3.0 (Bio-Rad). Sekwencje nukleotydowe zastosowanych w reakcji qPCR
starterow do oznaczenia liczby kopii badanych gendéw oraz 16S rRNA przedstawiono w
tabeli 5. Startery dla genu blaoxa-1, wykrywajacych takze jego pochodne oraz dla blaces
zaprojektowano wykorzystujgc program Primer3 (Rozen 1 Skaletsky 2000).

Liczbe kopii analizowanych genéw w ml obliczano uwzgledniajac uzyskang
objetos¢ DNA po izolacji, rozcienczenie proby do reakcji qPCR oraz objetos¢ Scieku z
ktérego izolowano metagenomowy DNA. Liczbe kopii gendw w jednostce objetosci (ml)
sciecku z komory napowietrzania uzyskano, przeliczajac mas¢ osadu uzyskanego po
wirowaniu $cieku z komory napowietrzania (Material i metody 3.3.1.) na objetos¢ proby z
ktorej byla uzyskana. Czgsto$¢ wystepowania bakterii z poszczegdlnymi genami obliczano
w odniesieniu do liczby kopii genu 16S rRNA, zakladajac, ze w jednej komorce

bakteryjnej wystepuja Srednio cztery kopie genu 16S rRNA (Stalder i wsp., 2014).

N i liczba kopii genu
Czestos¢ wystepowania genu [%]= — — x100%
liczba kopii genu 16S rRNA /4

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Metagenomowy DNA Sul
Supermix SsoAdvanced™ (Bio-Rad) 10 pl
Starter F (0,25 uM)
Starter R (0,25 uM)
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Jalowa woda dejonizowana do 20 pl

Warunki reakcji:

Denaturacja poczatkowa 95°C, 3 min
40 cykli obejmujace:

- Denaturacje 95°C, 15s

- Hybrydyzacj¢ (z pomiarem fluorescencji) 60°C, 20s

Analiza krzywej topnienia w zakresie od 65°C do 95°C, z pomiarem fluorescencji co

0,5°C.

3.4.4. Emulsyjny PCR

W celu przeprowadzenia iloSciowej analizy rzadko wystepujacych genow
karbapenemaz i metalo-B-laktamaz o istotnym znaczeniu dla zdrowia publicznego (blakec,
blavim i blanpm) wykorzystano metode ddPCR (ang. droplet digital PCR). Metoda ta oparta
jest na technologii emulsyjno-kropelkowej, dzieki czemu nast¢puje rozbicie pojedynczej
reakcji PCR na ok. 20 000 kropli zawierajacych pojedyncza czasteczke matrycy. W efekcie
mozliwa jest bardzo czula i1 precyzyjna detekcja nawet pojedynczej czasteczki DNA.
System odczytuje poziom fluorescencji czasteczek docelowych (dodatnich) 1 pozostatych
(negatywnych), w oparciu o ktére generowana jest bezwzgledna liczba czasteczek
docelowych w probce, bez konieczno$ci odniesienia do krzywych standardowych czy genu
referencyjnego (w przeciwienstwie do real-time PCR). W celu zweryfikowania danych
uzyskiwanych w czasie reakcji ddPCR zastosowano kontrol¢ pozytywna, negatywna i
NTC.

W pierwszym etapie przygotowano mix reakcyjny z matrycowym DNA i
przeprowadzono frakcjonowanie probki na poszczegdlne reakcje z uzyciem oleju do
generowania kropli (QX200 Droplet Generator Oil for EvaGreen-BioRad) w QX200
Droplet Generator. Wygenerowang emulsje przenoszono na 96-dotkowe ptytki i zgrzewano
folig w aparacie PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad). Nastepnie przeprowadzono reakcje PCR
w termocyklerze C1000 TouchTM Thermal Cycler z wysokoprofilowym blokiem 96-Deep
Well Reaction Module (Bio-Rad). Odczyt bezwzglednej liczby czastek docelowych

przeprowadzono z zastosowaniem QX200 Droplet Reader (Bio-Rad) i analizowano z
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wykorzystaniem programu QuantaSoft (Bio-Rad). Sekwencje nukleotydowe
zastosowanych w reakcji ddPCR starterow do oznaczenia liczby kopii genu blaxpc, blavim i
blanpm przedstawiono w tabeli 5. Startery dla genu blavim zostaly zaprojektowane przez
firm¢ Novazym. Czgsto$¢ wystepowania bakterii z poszczegdlnymi genami obliczano

wedtug wzoru (Material i metody 3.4.3.).

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Metagenomowy DNA Sul
QX200™ dd PCR™ Eva Green Supermix (Bio-Rad) 10 ul
Starter F (0,1 uM)
Starter R (0,1 uM)
Jalowa woda dejonizowana do 20 pl
Olej do generowania kropli 70 ul
Warunki reakcji:

Denaturacja poczatkowa 95°C, 5 min
40 cykli obejmujace:

- Denaturacje 95°C, 30s

- Hybrydyzacje 55°C, 1 min
- Elongacje 72°C, 30s
Stabilizacja sygnatu 4°C, 5 min
Stabilizacja sygnatu 90°C, 5 min

Tabela 5. Sekwencje nukleotydowe starterow uzywanych w reakcjach qPCR 1 ddPCR,

wielkos¢ produktu i temperatura hybrydyzacji.

Wielko$¢ Temperatura

Gen Sekwencja startera produktu hybrydyzacii PiSmiennictwo
16s 16sF: 5° GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA 3’ 147 o s0°C Maeda i wsp.,
rRNA P 2003

16sR: 5> ACGTCRTCCMCACCTTCCTC 3’

intl1f: 5> CAGTGGACATAAGCCTGTTC &
intl1 160 pz 60°C
intl1r: 5 CCCGACGCATAGACTGTA 3’

Dillon i wsp.,
2005
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Gen Sekwencja startera

intl1F165 : 5> CGAACGAGTGGCGGAGGGTG
3’
intl1KL
intl1R476: 5 TACCCGAGAGCTTGGCACCCA
3’

VanA-F: 5 CTGTGAGGTCGGTTGTGCG 3’
vanA

VanA-R: 5 TTTGGTCCACCTCGCCA 3’

mecA-F: 5° GAATGCAGAAAGACCAAAGC 3’
mecA

mecA-R: 5 TTCTTTGGAACGATGCCTAT 3’

CTX-F: 5’
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 3’
blactx-m

CTX-R: 5> ATCACKCGGRTCGCCGGRAT 3’

SHV-F: 5 CGCTTTCCCATGATGAGCACCTTT
3!
blasuv
SHV-R: 5 TCCTGCTGGCGATAGTGGATCTTT
3!

TEM-F: 5’
GCKGCCAACTTACTTCTGACAACG &
blatem

TEM-R: 5’ CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA
3!

OXA-F: 5 TATGGCATTTGATGCGGAAA 3’
blaoxa-1

OXA-R: 5° CTTGCGAAACCCAAACAACA 3’

OXA48F: 5 TGTTTTTGGTGGCATCGAT 3’
blaoxa-s

OXA48R: 5° GTAAMRATGCTTGGTTCGC 3’

GES-F: 5 AGCGACAATGGGGCTACTAA 3’
blages

GES-R: 5’ TATCTCTGAGGTCGCCAGGT 3’

KPC_F: 5 CAGCTCATTCAAGGGCTTTC 3’
blakpc
KPC_R: 5° GGCGGCGTTATCACTGTATT 3’

NDM-F: 5 GATTGCGACTTATGCCAATG 3’
blanpm

NDM-R: 5 TCGATCCCAACGGTGATATT 3’

VIM-B: 5 TCCGTGATGGTGATGAGT 3’
blavim
VIM-F: 5 GCTCGATGAGAGTCCTTCTA 3’

Wielkos$¢é
produktu

311 pz

64 pz

126 pz

300 pz

110 pz

247 pz

137 pz

177 pz

131 pz

195 pz

188 pz

262 pz

Temperatura
hybrydyzacji

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

55°C

55°C

55°C

PiSmiennictwo

Gillings i wsp.,
2015

Volkmann i
wsp., 2004

Kim i wsp.,
2013

Onnberg i
wsp., 2011

Xi i wsp., 2009

Xi i wsp., 2009

Wrtasne

Monteiro i
wsp., 2012

Wiasne

Subirats i wsp.,
2017

Subirats i wsp.,
2017

Novazym
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3.5. Analiza skladu populacji mikroorganizmow wystepujacych w sciekach

Sktad populacji bakteryjnych w S$ciekach na rdéznych etapach oczyszczania
oznaczono z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji (NGS — ang. next-
generation sequencing). Przeprowadzono sekwencjonowanie regionu zmiennego V4 genu
16S rRNA w metagenomie $cieku w technologii Ion Torrent z wykorzystaniem systemu

Ion PGM (Thermo Scientific). Podczas sekwencjonowania przeprowadzono nast¢pujace

etapy:

1. Przygotowanie biblioteki jednoniciowego DNA za pomoca rekacji PCR z

wykorzystaniem starterow fuzyjnych dla regionu V4 genu 16S rDNA.

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Metagenomowy DNA 1l
Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen) Sul
Starter V4F (A49-A64) (0,25 uM)
Starter V4R (P165, P786, P333) (0,25 uM)
Jalowa woda dejonizowana do 10 pl

Warunki reakcji:

Denaturacja poczatkowa 95°C, 5 min
30 cykli obejmujace:

- Denaturacje 95°C, 30s

- Hybrydyzacje 58°C, 30s

- Elongacje 72°C, 20s
Wydhizanie koncowe 72°C, 7 min

Produkty amplifikacji reakcji PCR poddano rozdzialowi w 1,5% zelu agarozowym
(Materiat i metody 3.2.21.).
W kolejnym etapie polaczono produkty PCR w jedng bibliotek¢ DNA. Nastepnie,

w celu wyizolowania biblioteki DNA przeprowadzono elektroforeze w 3% zelu
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agarozowym. Po rozdziale elektroforetycznym produkt DNA wycinano z zelu i
oczyszczano z wykorzystaniem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen), wg instrukcji
podanej przez producenta zestawu. Oznaczenie doktadnej wielko$ci 1 jakos$ci biblioteki
DNA przeprowadzono przy uzyciu elektroforezy kapilarnej w systemie TapeStation firmy
Agilent Technologies. Nastepnie rozcienczono bibliotek¢ do 100 pM przy pomocy Qubit
dsDNA HS Assay Kit z wykorzystaniem fluorometra Qubit® 2.0 i przygotowano
biblioteke DNA do amplifikacji wedlug ponizszego schematu (Ion PGM™ Hi-Q™

Template Kit):
Biblioteka DNA 6,5 ul (100 pM)
Jalowa woda dejonizowana do 25 ul

2. Amplifikacja biblioteki w procesie reakcji PCR (reakcja tancuchowa polimerazy w
emulsji wodno-olejowej), przy uzyciu zestawu lon PGM™ Hi-Q™ QT2 Kit. Reakcje

przeprowadzono zgodnie z protokolem producenta.

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Jalowa woda dejonizowana 25 ul
Ion PGM™ Hi-Q™ Enzyme Mix 50 ul
Biblioteka DNA 25 ul
Ion PGM™Hi-Q™ISPs 100 pl
Ion PGM™ Hi-Q™ Reagent Mix 800 ul

3. Sekwencjonowanie przez synteze z detekcja zmiany pH w ukladzie scalonym,
spowodowane uwalnianiem H* w trakcie wbudowania nukleotydoéw, przeprowadzono z

uzyciem lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit wedlug protokotu producenta.

4. Dane w formacie FASTQ poddano obrébce wycinania adapteréw 1 analizowano przy

pomocy programu Geneious.
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3.6. Analiza statystyczna

Powigzania migdzy og6lng liczbg bakterii hodowalnych, czgstosciag wystgpowania
bakterii z mechanizmami opornosci, a takze czesto$cig wystepowania genow u bakterii
hodowalnych, a miejscem poboru i porg roku okres§lano testem Kruskala-Wallisa i testem
U Manna-Whitney'a. Korelacje miedzy og6lna liczba bakterii, czestoscia wystepowania
bakterii z mechanizmami oporno$ci 1 czgstoScig wystepowania gendéw u  bakterii
hodowalnych, a parametrami fizykochemicznymi wody oraz miedzy czgstoscia
wystepowania bakterii z mechanizmami opornosci i czgstoscia wystepowania genow
okreslano testem korelacji rang Spearmana.

Zwiazek miedzy liczbg kopii gendéw, a miejscem poboru i1 porg roku okreslano
testem Kruskala-Wallisa i testem U Manna-Whitney’a. Korelacje miedzy czestoscia i
liczba kopii gendw, a parametrami fizykochemicznymi wody oraz mi¢dzy liczba kopii 1
czestoscig poszezegdlnych gendw okreslano testem korelacji rang Spearmana. Testowanie
statystycznej istotnosci roznic pomiedzy czestoSciami wystgpowania gendow 1 typem
taksonow w probkach metagenomowego DNA a miejscem poboru przeprowadzono
stosujac test-t 1 wielowymiarowa analiz¢ wariancji MANOVA (ang. multivariate analysis
of variance). W celu zbadania zréznicowania 1 wptywu struktury populacji na czestosé
wystepowania poszczegolnych genéw przeprowadzono analize gltéwnych wspdtrzednych
(PCoA - ang. principal coordinate analysis) i analiz¢ klastrowania hierarchicznego (ang.
hierarchical clustering), ktéra przedstawia powigzania i podobienstwa pomiedzy czestoscia
wystepowania poszczegélnych gendéw i1 rodzajem taksonéw w probkach w postaci
dendrogramow. Dodatkowo stopiefn zrdéznicowania populacji bakteryjnych w $ciekach na
réznych etapach procesu oczyszczania oceniono stosujagc wskaznik bioréznorodnosci
Shannona (ang. Shannon diversity index). Przyjeto poziom istotnosci statystycznej P <
0,05. Obliczenia przeprowadzano w programie Statistica 12 (StatSoft) i w programie R

(http://R-project.org).
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3.7. Sklad podlozy mikrobiologicznych

Podloze agarowe na wyciggu mézgowo sercowym (BHI, Oxoid):

* Hydrolizat mozgow cielecych 125 ¢

*  Wyciag z serc wolowych 50g

* Pepton 10g

* Dekstroza 2g

* NaCl 5¢g

* NaHPO4 25¢g

* Agar (Biocorp) 15¢g

* Woda dejonizowana do 1000 ml

pH 7,4; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.

Podloze chromogenne Brilliance™ E.coli/Coliform Selective Agar (Oxoid):

* Pepton 8g
* NaHPOq4 22¢
* NaCl S5¢g
* KH2PO4 1.8¢g
* Siarczyn sodowo-laurylowy 0,1g

Mieszanka chromogenow (Rose-Gal + X-Glu) 0,35 g

Agar 10,6 g

Woda dejonizowana do 1000 ml



pH 6,7 + 0,2; podloze rozpuszczano w aparacie Kocha w temperaturze 100°C.

Podloze agarowe Baird-Parkera (ang. Baird-Parker Agar, Oxoid):

*  Trypton 10g

* Lab-Lemco Powder 5.0 5¢g

* Ekstrakt drozdzowy lg

* Pirogronian sodu 10g

* Glicyna 12¢

* Chlorek litu 5¢g

* Agar 20¢g

* Emulsja zo6ttka jaja z tellurynem potasu 50 ml

*  Woda dejonizowana do 1000 ml

pH 6,8 = 0,2; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.

Podloze agarowe Slanetza i Bartley (ang. Slanetz and Bartley Medium, Oxoid):

Tryptoza 20g
* Ekstrakt drozdzowy S5¢g
*  Glukoza 2¢g
*  KoHPO42H20 4g
*  Azydek sodu 04¢g
* Chlorek tetrazoliowy 0,lg

Agar 10g



pH 7.2 + 0,2; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.

Woda dejonizowana

do 1000 ml

Podloze agarowe Chapmana (ang. mannitol Salt Agar, Oxoid):

pH 7.4 + 0,2; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.

Podloze chromogenne Brilliance ESBL Agar (Oxoid):

pH7A4.

Wyciagg wolowy

Pepton

NaCl

D-Mannitol

Czerwien fenolowa (0,2%)

Agar

Woda dejonizowana

Pepton

NaCl

Bufory fosforanowe

Mieszanka chromogenow

Mieszanka antybiotykdéw

Agar

Woda dejonizowana

3g

10g

75 g

10g

12,5 ml

I5¢g

do 1000 ml

4g

0,28 g

18¢g

do 1000 ml
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Podloze chromogenne ChromID CARBA (bioMérieux):

pH74.

Podloze chromogenne ChromID OXA-48 (bioMérieux):

pH 7 4.

Podloze chromogenne ChromID VRE (bioMérieux):

Pepton

Weglowodany

L-tryptofan

Bufor fosforanowy

Mieszanka chromogenow

Mieszanka odzywcza

Mieszanka selektywna

Agar

Woda dejonizowana

Pepton

Weglowodany

Tlenek tytanu

Mieszanka chromogenow

Mieszanka antybiotykoéw

Agar

Woda dejonizowana

18¢g

lg

09¢g

lg

l4¢g

28¢g

03¢g

18¢g

do 1000 ml

I5¢g

2¢g

19 ml

I5g

do 1000 ml
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pH72.

Podloze chromogenne ChromID MRSA (bioMérieux):

pH7.3.

Bulion SOC:

Kazeina i Pepton

Pepton z serc (bydlecych lub $§winskich)

Skrobia kukurydziana

Chlorek sodu

Mieszanka chromogenow

Mieszanka selektywna

Agar

Woda dejonizowana

Pepton

Tris

Mieszanka chromogenow

Mieszanka selektywna

Agar

Woda dejonizowana

Trypton

Ekstrakt drozdzowy

NaCl

6g

0,12 ¢

52,3 mg

15¢g

do 1000 ml

20,1 g

0,65¢g

0,4¢g

4,1 mg

13 g

do 1000 ml

2%

0,5%

0,05%
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. KCl 2.5 mM

. MgCl, 10 mM
. MgSO4 10 mM
. Glukoza 20 mM
. Woda dejonizowana do 1000 ml

pH = 7,0; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.
Bulion sterylizowano w autoklawie, a nastepnie dodawano roztwor glukozy sterylizowany

przez saczenie przez filtr 0,22 uM (Sartorius Stedim).

Agar Luria (LA) z dodatkiem ampicyliny (Atlas i Parks, 1993):

. Wyciag drozdzowy 5¢g

. Pepton- trypton 10 g

. NaCl 5¢g

. NaOH [1 M] 4 ml

. Agar 15¢g

. Woda dejonizowana do 1000 ml

pH = 7,5; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.
Roztwoér ampicyliny przygotowano w stezeniu 1 g/ml wody dejonizowanej sterylizowano

przez saczenie. Nastepnie podawano do podloza iaw stezeniu 100 pg/ml.

Podloze ptynne LB Broth Lennox (BioShop):

. Wyciag drozdzowy 5¢g
. Pepton- trypton 10g
. NacCl S5¢
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. Woda dejonizowana

pH = 7.5; warunki sterylizacji: 121°C, 1 atm., 15 min.

Podloze agarowe Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Agar, bioMérieux):

do 1000 ml

. Ekstrakt wotowy 300 g

. Kwasny hydrolizat kazeiny 175¢

. Skrobia I,5¢g

. Agar 17¢g

. Woda dejonizowana do 1000 ml
pH 7,3 £ 0,1; warunki sterylizacji: 117°C, 3/4 atm., 15 min.
Agarek Amerykanski (Emapol):

. Enzymatyczny hydrolizat tkanek migsnych 5 g

. Ekstrakt migsny 3g

. NaCl 5¢g

. Agar I5¢g

. Woda dejonizowana do 1000 ml
pH7,3+0,1.
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4. WYNIKI

4.1. Parametry fizykochemiczne $ciekow

Wartosci pH $ciekow, przewodnosci, zawartosci substancji statych rozpuszczonych

(TDS) oraz zasolenia przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Parametry fizykochemiczne $cieku surowego, §cieku z komory napowietrzania 1

Scieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czas poboru

| - marzec
2015 (zima)

Il - maj 2015
(wiosna)

lll - lipiec
2015 (lato)

IV - listopad
2015 (jesien)

V - luty 2016
(zima)

VI - lipiec
2016 (lato)

Miejsce poboru

Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek oczyszczony
Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek oczyszczony
Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek oczyszczony
Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek oczyszczony
Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek oczyszczony

Sciek surowy

pH

7,26

7,24
7,29

7,18

7,18

7,38

6,7

7,26

7,46
7,29

7,15

7,3

7,31

7,19

7,34

7,21

Przewodnosé
[MS/cm]

1783

1424

1440

2041

1423
1414

1735

1488
1036

1071

1229

1238

1956

1482

1420

1952

TDS
[Ppm]

874

698

706

1000

698

693

851

729

802

525

603

607

951

672

703

957

Zasolenie
[ppt]

0,937

0,75

0,759

1,077

0,755

0,751

0,922

0,793

0,87
0,572

0,651

0,651

1,003

0,662

0,694

1,039
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Przewodnosé TDS Zasolenie

Czas poboru Miejsce poboru pH [uS/em] [ppm] [opt]
Sciek z komory
napowietrzania 6,96 1402 688 0,747
Sciek oczyszczony 7,36 1377 675 0,737
VII - listopad < .
2016 (jesieri) Sciek surowy 7,21 1929 946 1,015
Sciek z komory
napowietrzania 7,08 1285 630 0,681
Sciek oczyszczony 7,25 1338 656 0,708
VIIl - styczen . .
2017 (zima) Sciek surowy 7,25 1996 978 1,053
Sciek z komory
napowietrzania 7,12 1458 715 0,773
Sciek oczyszczony 7,24 1524 747 0,801

4.2. Ogolna liczba bakterii heterotroficznych

Ogolna liczba bakterii heterotroficznych wyhodowanych ze S$cieku surowego
miescita si¢ w przedziale od 2,7x105 do 1,8x107 CFU/ml, ze $cieku z komory
napowietrzania od 9,7x104 do 1,7x107 CFU/ml oraz ze $cieku oczyszczonego od 7,3x103
do 1,4x106 CFU/ml (Tabela 7). Srednio ze wszystkich pobordw, najwyzsza liczbe bakterii
odnotowano w $cieku surowym (6,7x106 CFU/ml), nieco nizsza w S$cieku z komory
napowietrzania (4,0x10¢ CFU/ml), natomiast najnizsza w $cieku oczyszczonym (2,1x105
CFU/ml). Szczegétowe dane przedstawiono w tabeli 7, natomiast rycina 13 przedstawia
sezonowe zmiany ogolnej liczby bakterii heterotroficznych wyizolowanych z probek
sciekow.

W trakcie procesu oczyszczania SciekOw nastgpita redukcja ogoélnej liczby bakterii
heterotroficznych $rednio o 96,7% (Tabela 8). Najwieksza redukcje ogodlnej liczby bakterii
pomiedzy $ciekiem surowym a oczyszczonym zaobserwowano wiosng (99,9%), natomiast
najnizszg w trzech poborach zimowych (92,8%). Procentowe wartosci redukcji ogolnej

liczby bakterii przedstawia tabela 8.
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B Wwiosna Lato Jesien B Zima

1,00E+07

1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

CFU/ml

Miejsce poboru

Rycina 13. Sezonowe zmiany ogdlnej liczby bakterii heterotroficznych wyhodowanych ze
Scieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w

Koziegtowach.

Tabela 7. Ogoélna liczba bakterii heterotroficznych, grupy coli, E. coli, bakterii
Enterococcus sp. 1 S. aureus wyhodowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Liczba bakterii (CFU/mI)

Bakterie Bakterie , Enterococcus

Czas poboru heterotroficzne grupy coli E. coli sp. S.aureus

| - marzec 2015 1,21x107 1,99x108  7,76x104 1,45x104 1,60x104
Il - maj 2015 6,67x106 1,80x10¢  7,33x104 1,50x104 2,70x104

Il - lipiec 2015 8,64x106 1,40x108 9,91x104 2,41x104 1,41x105

. P
2 IV - listopad 1,76x107 2,15x106  2,45x105 3,15x104 3,67x104
3 2015
=]

@ V-luty2016 ~ 390x105  827x105 350x10¢  1,28x104  1,60x105
[}]

5 Vi-lipiec 2016 4,25x108  1,08x105 1,15x105  6,15x10°  1,00x10¢

o -2I(I)S1tgpad 2,73x105  1,97x105 550x10%  590x10°  2,65x104
VIO SWOZOn  265x105  B50x10¢ 185x10¢  1.82x10¢  2,43x10¢
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Czas poboru

Srednia
+=SD

| - marzec 2015
Il - maj 2015
Il - lipiec 2015

IV - listopad
2015

V - luty 2016
VI - lipiec 2016

VII - listopad
2016

Sciek z komory napowietrzania

VIII - styczen
2017

Srednia
+=SD

| - marzec 2015

Il - maj 2015
> 1l - lipiec 2015
Q IV - listopad
S 2015
S
N V - luty 2016
o
f, VI - lipiec 2016
3 VII - listopad
2016
VIII - styczen
2017
Srednia
*SD

*NO — nie oznaczono.

Bakterie

6,72x106

+5,96x106

1,65x107
1,23x106

1,85x106

6,15x1086

1,30x108

4,45%106

9,68x104

1,77x105

3,97x106

+5,48x106

1,35x106
1,35x106

4,15x104

1,19x105

1,08x105

7,27x108

8,35x103

2,04x104

2,08x105

+4,65x105

Liczba bakterii (CFU/mI)

Bakterie

heterotroficzne grupy coli

1,19x106

2,65x105
1,35x104

1,39x105

4,42x105

1,65x105

1,36x106

5,80x104

5,95x104

3,13x105

4,29x108

3,02x108

3,91x108

4,21x103

8,95x103

5,74x108

4,50x103

7,25x108

5,23x103

E. coli

8,36x104

+7,85x105 +7,57x10%

4,41x103
1,26x103

5,71x103

6,00x108

2,50x103

7,90x105

8,00x102

9,05x108

1,02x105

+4,45x105 +2,78x105

2,55x102
1,85x102

3,60x102

3,05x102

4,15x102

3,50x102

0

2,00x102

2,59x102

+1,97x108 +1,31x102

Enterococcus

sp.
1,60x104

+8,64x103

1,20x104
7,25x108

1,05x104

6,45x103

1,83x104

2,49%x108

1,04x103

NO*

8,30x103

+5,92x103

1,40%102
1,25%102

2,20x102

1,80x102

4,45%x102

2,50x101

4,90x101

8,90x10*

1,59x102

+1,32x102

S.aureus

5,52x104

+5,96x104

7,33x108
8,05x108

3,54x104

1,10x104

2,73x108

8,00x108

2,50x10!

2,30x108

9,35x103

+1,11x104

3,65x103
6,50x10!

2,90x102

1,20x102

1,60x10°

1,00x10?

1,15x101

1,15x101

5,22x102

+1,27x103
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Tabela 8. Redukcja ogolnej liczby bakterii heterotroficznych, grupy coli, E. coli, bakterii
Enterococcus sp. 1 S. aureus wyhodowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegltowach.

Redukcja ogdlnej liczby bakterii [%]

Czas poboru het:'?)lz:z;:zzne g?::;;e;i::" E.coli Enterococcus sp. S.aureus

| - marzec 2015 88,80 99,80 99,70 99,00 77,20

Il - maj 2015 99,90 99,80 99,70 99,20 99,80

Il - lipiec 2015 99,50 99,70 99,60 99,10 99,80

IV - listopad 2015 99,30 99,80 99,90 99,40 99,70

V - luty 2016 97,20 98,90 98,80 96,50 99,90

VI - lipiec 2016 99,80 99,50 99,70 99,60 99,90
VII - listopad *

2016 96,90 97,70 NO 99,20 99,90

VIl - styczen 92,30 91,50 98,90 99,50 99,90

2017
Srednia 96,71 98,34 99,47 98,94 97,01

*NO — nie oznaczono.

4.3. Liczba bakterii grupy coli

Liczba bakterii grupy coli oraz E. coli, wyhodowanych na podtozu chromogennym
Brilliance™ E.coli/Coliform Selective Agar, miescita si¢ w przedziatach odpowiednio: od
3,0x103 w $cieku oczyszczonym do 2,2x10¢ CFU/ml w $cieku surowym oraz od 0,0 w
scieku oczyszczonym do 7,9%105 CFU/ml w $cieku z komory napowietrzania (Tabela 7).
Najwyzsza $rednig liczbe bakterii grupy coli odnotowano w $cieku surowym (1,2x106
CFU/ml), z kolei najnizsza $rednig w $cieku oczyszczonym (5,2x103 CFU/ml). Najwyzsza
srednig liczbe bakterii E. coli odnotowano w $cieku z komory napowietrzania (1,0x103
CFU/ml), natomiast najnizszg w $cieku oczyszczonym (2,6x102 CFU/ml) (Rycina 14).

W trakcie procesu oczyszczania $ciekow nastgpita redukcja liczby bakterii grupy
coli 1 E. coli $rednio o 98,3% 1 99,5%. Najwyzsza redukcje liczby bakterii grupy coli

pomiedzy Sciekiem surowym a oczyszczonym zaobserwowano wiosng (99,8%), natomiast

80



E. coli jesienia (99,9%). Najnizszg S$rednig redukcje bakterii grupy coli 1 E. coli
odnotowano zima (odpowiednio 96,7% 1 99,1%) (Tabela 8).

B Wiosna Lato Jesien M Zima
1,00E+07
1,00E+06
— 1,00E+05
£
~
o)
S
1,00E+04
1,00E+03 I | I |
1,00E+02 - - - | L
g. coli SS* g. coli KN g. coli SO E. coli SS E. coli KN E. coli SO

*g_coli SS — bakterie grupy coli w $cieku surowym,

g. coli KN — bakterie grupy coli w Scieku z komory napowietrzania,
g. coli SO — bakterie grupy coli w $cieku oczyszczonym,

E. coli $S — bakterie E.coli w $cieku surowym,

E. coli KN — bakterie E.coli w $cieku z komory napowietrzania,

E. coli SO — bakterie E.coli w $cieku oczyszczonym.

Rycina 14. Sezonowe zmiany liczby bakterii grupy coli i E. coli wyhodowanych ze $cieku

surowego, scieku z komory napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

4.4. Liczba bakterii S. aureus

Liczba bakterii S. aureus, wyhodowanych na podtozu Baird-Parkera miescila si¢ w
przedziale od 1,0x10! CFU/ml w $cieku oczyszczonym do 1,6x105 CFU/ml w $cieku
surowym (Tabela 7). Srednio najwyzsza liczbe bakterii odnotowano w $cieku surowym
(5,5%10% CFU/ml), natomiast najnizsza §rednig w $cieku oczyszczonym (5,2%102 CFU/ml)
(Rycina 15).

W procesie oczyszczania Sciekow liczba bakterii S. aureus we wszystkich poborach

zostata zredukowana $rednio o 97,0% (Tabela 8). Najwyzsza redukcje liczby bakterii S.

81



aureus pomiedzy S$ciekiem surowym a oczyszczonym zaobserwowano latem (99,9%),

natomiast najnizsza zimg (92,3%) (Tabela 8).

B Wiosna @ Lato Jesien M Zima
1,00E+05
1,00E+04
__ 1,00E+03
(S
£
D
!
o
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00 - - -
Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

Miejsce poboru

Rycina 15. Sezonowe zmiany liczby bakterii S. aureus wyhodowanych ze $cieku

surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

4.5. Liczba bakterii z rodzaju Enterococcus

Liczba bakterii Enterococcus sp. wyhodowanych na podlozu Slanetza i Bartley
miedcita si¢ w przedziale od 2,5x10! CFU/ml w $cieku oczyszczonym do 3,2x104 CFU/ml
w $cieku surowym (Tabela 7). Srednio najwyzsza liczbe bakterii odnotowano w $cieku
surowym (1,6x104 CFU/ml), natomiast najnizsza $rednig w $cieku oczyszczonym (1,6x102
CFU/ml) (Rycina 16).

W trakcie procesu oczyszczania Sciekdw nastgpita redukcja ogdlnej liczby bakterii
z rodzaju Enterococcus sp. we wszystkich poborach $rednio o 98,9% (Tabela 8).
Najwyzsza redukcje¢ ogdlnej liczby bakterii Enterococcus sp. pomigdzy $ciekiem surowym
a oczyszczonym zaobserwowano latem (99,4%), natomiast najnizsza zima (98,3%) (Tabela

8).
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B Wwiosna 7 Lato Jesien B Zima

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

CFU/mi

Miejsce poboru

Rycina 16. Sezonowe zmiany liczby bakterii z rodzaju Enterococcus wyhodowanych ze
scieku surowego, S$cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w

Koziegtowach.

4.6. Liczba meticylinoopornych szczepow S. aureus (MRSA)

Meticylinooporne szczepy S. aureus wyizolowano w pieciu poborach: I, V, VI, VII
i VIII. Liczba bakterii MRSA miescila si¢ w przedziale: od 4,0 CFU/100ml w $cieku
oczyszczonym do 2,6x103 CFU/100ml w $cieku surowym (Tabela 9). Najwyzsza $rednia
liczbe bakterii MRSA odnotowano w $cieku surowym (1,2x103 CFU/100ml), z kolei
najnizsza srednig w $cieku oczyszczonym (1,8x10! CFU/100ml) (Rycina 17).

Czesto$¢ wystepowania szczepow MRSA obliczono na podstawie stosunku liczby
bakterii opornych na meticyling do liczby bakterii S. aureus. Najwyzsza $rednig czgstosé
wystepowania MRSA we wszystkich poborach, stwierdzono w $cieku oczyszczonym
(1,2%), nizsza w $cieku z komory napowietrzania (0,6%), a najnizszg w $cieku surowym

(0,04%) (Tabela 9).
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Tabela 9. Liczba bakterii MRSA 1 czesto$¢ wystgpowania szczepéw MRSA wsrod S.

aureus wyhodowanych ze $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.

Miejsce poboru

Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek
oczyszczony

*NO — nie oznaczono.

Czas poboru

| - marzec 2015

Il - maj 2015
V - luty 2016
VI - lipiec 2016

VIl - listopad 2016
VIII - styczen 2017

Srednia
+*SD

| - marzec 2015

Il - maj 2015
V - luty 2016
VI - lipiec 2016

VII - listopad 2016
VIII - styczen 2017

Srednia
+SD

| - marzec 2015

Il - maj 2015
V - luty 2016
VI - lipiec 2016

VIl - listopad 2016
VIII - styczenr 2017

Srednia
+*SD

Liczba bakterii MRSA
[CFU/100ml]

NO*
2,60x108
1,20x103
3,00x102
1,40x103
4,00x102

1,18x103
+9,28x102

NO
2,00x102
0
0
6,75x101
2,00x102

9,35x101
+1,01x102

NO
3,00x101
0
0,42x101
5,25%101
0,40x101

1,81x101
+2,26x101

Czestosé wystepowania
MRSA wsréd S. aureus

[%]
NO
0,09630
0,00750
0,03000
0,05288
0,01646

0,04063
+0,03551

NO
0,02485
0
0
2,70000
0,08696

0,56236
+1,19550

NO
0,46154
0
0,41700
4,56522
0,34783

1,15832
+1,91315
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1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02
1,00E+01 I
1,00E+00 .

MRSA SS* MRSA KN MRSA SO

CFU/100ml

*MRSA SS — bakterie MRSA w $cieku surowym,
MRSA KN - bakterie MRSA w $cieku z komory napowietrzania,
MRSA SO — bakterie MRSA w $cieku oczyszczonym.

Rycina 17. Sezonowe zmiany liczby bakterii MRSA wyhodowanych ze $cieku surowego,

scieku z komory napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

4.7. Liczba wankomycynoopornych szczepow bakterii Enterococcus sp. (VRE)

Bakterie z rodzaju Enterococcus oporne na wankomycyne wyizolowano w szesciu
poborach: I, II, V, VI, VII i VIII. Liczba szczepow VRE, miescita si¢ w przedziale: od
2,0x10! CFU/100ml w $cieku oczyszczonym do 1,4x104 CFU/100ml w $cieku z komory
napowietrzania (Tabela 10). Najwyzsza $rednig liczbg bakterii VRE odnotowano w $cieku
surowym 1 $cieku z komory napowietrzania (3,6x103 CFU/100ml), z kolei najnizszag w
scieku oczyszczonym (6,0x10! CFU/100ml) (Rycina 18).

Czesto$¢ wystepowania szczepdw VRE obliczono na podstawie stosunku liczby
izolatow opornych na wankomycyn¢ do liczby bakterii Enterococcus sp. Najwyzsza
srednig czestos¢ wystepowania szczepow VRE odnotowano w $cieku z komory
napowietrzania (1,0%) (Tabela 10). Zaobserwowano wyzsza czestoS¢ w $cieku

oczyszczonym (0,6%) w stosunku do czestosci w Scieku surowym (0,4%).
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Tabela 10. Liczba bakterii VRE 1 czgsto$¢ wystepowania szczepdéw VRE wsrod izolatow
Enterococcus sp. wyhodowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i

$cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Liczba bakterii VRE Czestos¢ wystepowania VRE

Miejsce pobor Czas pobor srod Enterococcus sp.
ejsce poboru zas poboru [CFU/100ml] w ] ussp
| - marzec 2015 0 0
Il - maj 2015 5,00x101 0,00332
] V - luty 2016 8,10x103 0,63192
Sciek surowy
VI - lipiec 2016 7,25x103 1,17886
VII - listopad 2016 9,00%x102 0,15254
VIII - styczen 2017 5,20%103 0,28571
Srednia 3,58x103 0,37539
+SD +3,71x103 +0,45791
| - marzec 2015 0 0
Il - maj 2015 9,00x101 0,01241
Sciek z komory V - luty 2016 1,35%104 0,73698
napowietrzania VI - lipiec 2016 4,50x103 1,80723
VII - listopad 2016 2,40x103 2,30769
VIII - styczen 2017 1,00x103 NO*
Srednia 3,58x103 0,97286
+SD +5,14x103 +1,04911
| - marzec 2015 2,00x101 0,14286
Il - maj 2015 0 0
. - 2
Sciek V - luty 2016 2,30x10 0,51685
oczyszczony VI - lipiec 2016 5,00%101 2,00000
VIl - listopad 2016 0 0
VIII - styczen 2017 6,00x101 0,67416
Srednia 6,00x101 0,55564
+SD +8,69x101 +0,76021

*NO — nie oznaczono.
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1,00E+04

1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01 I
1,00E+00

VRE $S* VRE KN VRE SO

CFU/100mi

*VRE SS — bakterie VRE w $cieku surowym,
VRE KN - bakterie VRE w $cieku z komory napowietrzania,
VRE SO — bakterie VRE w $cieku oczyszczonym.

Rycina 18. Sezonowe zmiany liczby bakterii VRE wyhodowanych ze Scieku surowego,

scieku z komory napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegltowach.

4.8. Liczba bakterii grupy coli wytwarzajacych p-laktamazy o rozszerzonym

spektrum substratowym (ESBL)

W celu oznaczenia bakterii grupy coli wytwarzajacych p-laktamazy o
rozszerzonym spektrum substratowym zastosowano podioze chromogenne Brilliance
ESBL Agar. Bakterie izolowano w szesciu poborach (od marca 2015 do lipca 2016 roku).

Liczba bakterii wytwarzajacych ESBL wynosita: od 0,3 CFU/ml w $cieku
oczyszczonym do 4,3x103 CFU/ml w $cieku surowym (Tabela 11). Najwyzszg Srednig
liczbe bakterii wytwarzajacych ESBL odnotowano w $cieku surowym (2,4x103 CFU/ml), z
kolei najnizszg w $cieku oczyszczonym (1,6x101 CFU/ml) (Rycina 19). Szczepy bakterii
wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym nalezaty do grupy
coli (KESC i E. coli).

Czesto$¢ wystepowania szczepéw wytwarzajacych ESBL obliczono na podstawie
stosunku liczby bakterii wytwarzajacych ESBL do liczby bakterii grupy coli. Najwigksza

czesto§¢ odnotowano w $cieku z komory napowietrzania (0,5%) (Tabela 11).
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Zaobserwowano wzrost czg¢stoSci wystepowania szczepow wytwarzajacych ESBL w
scieku oczyszczonym (0,4%) w stosunku do $cieku surowego (0,2%) (Tabela 11).
Wyizolowano tacznie 492 szczepy wytwarzajace ESBL: 263 ze $cieku surowego,

93 ze Scieku z komory napowietrzania, natomiast ze Scieku oczyszczonego — 136.

Tabela 11. Liczba bakterii wytwarzajagcych ESBL 1 czgsto$¢ ich wystepowania wsrod
bakterii grupy coli wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i

Scieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czestosé wystepowania

Liczba bakterii bakterii wytwarzajacych

Miejsce poboru Czas poboru wytwarzglj:quclyclh ESBL ESBL wéréd bakterii
[ mi] grupy coli [%]
| - marzec 2015 1,90x103 0,09543
Il - maj 2015 1,90%103 0,10582
] [l - lipiec 2015 4,32x103 0,30850
Sciek surowy
IV - listopad 2015 5,60x102 0,02610
V - luty 2016 1,30x103 0,15714
VI - lipiec 2016 4,10x103 0,38059
Srednia 2,35x103 0,17893
+SD +1,53x103 +0,13682
| - marzec 2015 2,20x101 0,00830
Il - maj 2015 3,40x102 251015
Sciek z komory Il - lipiec 2015 2,30x102 0,16606
napowietrzania |y _jistopad 2015 1,20%103 0,27180
V - luty 2016 1,20%102 0,07253
VI - lipiec 2016 1,10x103 0,08088
Srednia 5,02x102 0,51829
+SD +5,14x102 +0,98005
| - marzec 2015 3,30x101 0,76923
Il - maj 2015 2,40x101 0,79404
Sciek Il - lipiec 2015 0,79x101 0,20230
oczyszczony IV - listopad 2015 0,88x10" 0,20927
V - luty 2016 0,03x101 0,00335
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Czestosé wystepowania

Liczba bakterii bakterii wytwarzajgcych

Miejsce poboru Czas poboru wytwarzgli:alljc/yclh ESBL ESBL wsrod bakterii
[CFU/m] grupy coli [%]
VI - lipiec 2016 2,10x101 0,36617
Srednia 1,58x10" 0,39073
+SD +1,22x101 +0,32404
B Wiosna Lato Jesien Zima
1,00E+04
1,00E+03
£
S~
D 1,00E+02
o
©)
1,00E+01
1,00E+00 - -
ESBL SS* ESBL KN ESBL SO

*ESBL $S — bakterie wytwarzajace ESBL w $cieku surowym,
ESBL KN — bakterie wytwarzajace ESBL w $cieku z komory napowietrzania,
ESBL SO — bakterie wytwarzajace ESBL w $cieku oczyszczonym.

Rycina 19. Sezonowe zmiany liczby bakterii grupy coli wytwarzajacych ESBL
wyhodowanych ze $cieku surowego, S$cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.
4.9. Liczba bakterii grupy coli opornych na karbapenemy (CPE i CPE typu OXA-48)
W celu oznaczenia bakterii grupy coli opornych na antybiotyki karbapenemowe

(CPE 1 CPE typu OXA-48) uzyto podt6z chromogennych: chromID CARBA i chromID

OXA-48. Bakterie izolowano podczas sze$ciu poborow od marca 2015 do lipca 2016 roku.
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Liczba karbapenemoopornych bakterii grupy coli, wahata si¢ odpowiednio: od 2,0
CFU/ml w $cieku oczyszczonym do 2,2x104 CFU/ml w $cieku z komory napowietrzania
(Tabela 12). Sposrod wszystkich poboréw, najwyzsza S$rednig liczbe bakterii
karbapenemoopornych odnotowano w $cieku surowym (5,3x103 CFU/ml), z kolei
najnizsza $rednig w $cieku oczyszczonym (1,5x101 CFU/ml) (Rycina 20).

Liczba bakterii karbapenemoopornych bakterii grupy coli typu OXA-48, miescita
si¢ w przedziatach odpowiednio: od 0,6 CFU/100ml w $cieku oczyszczonym do 4,0x103
CFU/100ml w $cieku surowym (Tabela 12). Najwyzsza $rednig liczbe bakterii CPE typu
OXA-48 odnotowano w $cieku surowym (1,4x103 CFU/100ml), z kolei najnizsza $rednia
w $cieku oczyszczonym (3,5 CFU/100ml) (Rycina 20).

Czesto$¢ wystepowania szczepow opornych na karbapenemy obliczono na
podstawie stosunku liczby bakterii opornych do liczby bakterii grupy coli. Srednia czgsto$é
wystepowania baterii CPE, byla najwyzsza w $cieku z komory napowietrzania (1,0%),
nastepnie w Scieku oczyszczonym (0,4%) 1 najnizsza w Scieku surowym (0,3%) (Tabela
12). W przypadku szczepow karbapenemoopornych typu OXA-48 czestosci $rednie w
poszczegolnych poborach byly nizsze, jednakze zaobserwowano nieco wyzsza czesto$¢ w
scieku oczyszczonym (0,001%) niz w Scieku surowym (0,0009%) 1 $cieku z komory

napowietrzania (0,00003%) (Tabela 12).

Tabela 12. Liczba bakterii grupy coli opornych na karbapenemy 1 czgsto$¢ ich
wystepowania wsrdd bakterii grupy coli wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z

komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach.

Czestosé Czestosc
Liczba wystepowania Liczba bakterii wystepowania
“:;?3:3 Czas poboru  bakterii CPE* bakterii CPE CCI;)I(E ;}'4%“ b%‘;ﬂ!;gsvi:gdpu
[CFU/mI]  wsrod bal'ft‘i/’“ [CFU/ml]  bakterii grupy coli
grupy coli [%] [%]
S - g;r;ec 1,12x10¢ 0,56376 0,20x10" 0,00010
o
1
=2
(7 Il -maj 2015 1,60x10° 0,08911 4,00%10" 0,00223
[ 11l - lipiec
3 20T 5,50x10° 0,39286 1,10x101 0,00079
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Czestosé

Liczba wycs:tz::(t):faénia Liczba bakterii wystepowania
Miejsce . . - CPE typu bakterii CPE typu
pobory ~ CZaspoboru baxterl COET - baklerll CPE OXA-48 OXA-48 wsrod
[CFU/mI] wsrod bakterit [CFU/mI] bakterii grupy coli
grupy coli [%] [%]
2z Velsopad 1 108 0,51877 0,54x10 0,00025
o
> V-luty 2016  9,00x102 0,10879 NO* NO
-E VI - lipiec
(5] 3 1
S 2016 1,51x10 0,13970 0,98x10 0,00091
Srednia 5,31x103 0,30217 1,36x10" 0,00086
+SD +4,83%10° +0,21576 +1,52x10" +0,00084
©
= | - marzec
c 2
§ o1s 7,50x10 0,28302 0 0
§ Il - maj 2015  7,40x101 0,54633 0 0
2 Ill - lipiec
e 2015 0 0 0 0
e
o IV - listopad "
2 o 2,20x10 4,98301 0 0
S
N V-luty 2016  2,90x10' 0,01753 NO NO
© .
3 V1 - lipiec 1,58x108 0,11581 0,22x10 0,00016
2016
Srednia 4,07x103 0,99095 4,40x10- 0,00003
+SD +8,80x10° +1,96626 +0,84x10-1 +0,00007
| - marzec ]
ois 4,00x10 0,93240 0 0
§ Il - maj 2015  0,19x10! 0,06130 8,010 0,00265
N
N .
N H-lbiec g 50x10r 0,12804 1,0x102 0,00026
3 2015
N
o _ .
o IV-listopad 5 5641 0,85612 8,0x10°2 0,00190
x 2015
? V-luty 2016  0,50x10! 0,00559 NO NO
VI - lipiec 0,90x10! 0,15693 6,0x103 0,00010
2016
Srednia 1,54x10° 0,35673 3,52x102 0,00098
+SD +1,71x10 +0,42016 +4,11x102 +0,00121

*CPE — bakterie oporne na karbapenemy,

*NO — nie oznaczono.
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B Wiosna Lato Jesien

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

CFU/ml

1,00E+00

1,00E-01

1,00E-02

1,00E-03

Zima

CPE $s* CPE KN CPE SO OXA-48 SS OXA-48 KN

*CPE SS — bakterie CPE w $cieku surowego,

CPE KN — bakterie CPE w $cieku z komory napowietrzania,

CPE SO — bakterie CPE w $cieku oczyszczonym,

OXA-48 SS — bakterie CPE typu OXA-48 w $cieku surowym,

OXA-48 KN — bakterie CPE typu OXA-48 w $cieku z komory napowietrzania,
OXA-48 SO — bakterie CPE typu OXA-48 w $cieku oczyszczonym.

OXA-48 SO

Rycina 20. Sezonowe zmiany liczby bakterii grupy coli opornych na karbapenemy

wyhodowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Koziegtowach.
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4.10. Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki

Rycina 21. A- Oznaczenie wytwarzania ESBL metoda dwoéch krazkow. Szczep nr 101
wyizolowany ze $cieku oczyszczonego w trakcie poboru VI. B- Okreslenie opornosci na
karbapenemy. Szczep K. pneumoniae nr 38 wyizolowany ze §cieku oczyszczonego w

poborze V.

Sposrod szczepéw wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego 53
(20,2%) izolaty wykazywaty oporno$¢ rowniez na karbapenemy. Stwierdzono najwyzsza
czestos¢ opornosci na meropenem (13,4%), nizsza na ertapenem (11,8%), a najnizsza
zaobserwowano w przypadku imipenemu (3,3%). Ze $cieku z komory napowietrzania, 15
(16,1%) szczepow wytwarzajacych ESBL, opornych byto na karbapenemy. Najwyzsza
Srednig czgstos¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe stwierdzono w przypadku
meropenemu (20,2%), nizsza na ertapenem (7,4%), a najnizsza na imipenem (5,2%).
Natomiast w przypadku izolatow wytwarzajacych ESBL ze $cieku oczyszczonego, 26
(19,1%) bylo opornych na karbapenemy. Zaobserwowano wyzsza czestos¢ opornosci na
antybiotyki karbapenemowe niz w $cieku z komory napowietrzania. Najwyzsza $rednig
czesto$¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe stwierdzono w przypadku ertapenemu
(13,9%), nastgpnie na imipenem (7,3%) i meropenem (3,1%). Sposréod wszystkich
szczepow wytwarzajacych ESBL, zaobserwowano wzrost oporno$ci na ertapenem i

imipenem w $cieku oczyszczonym w stosunku do $cieku surowego 1 $cieku z komory
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napowietrzania. Najwyzszy odsetek szczepdéw opornych na wszystkie trzy antybiotyki
karbapenemowe (imipenem, meropenem 1 ertapenem) zaobserwowano w $cieku
oczyszczonym (69,3%), nizszy w Scieku surowym (55,0%), natomiast najnizszy w $cieku z
komory napowietrzania (51,1%).

Odnotowano istotny statystycznie wzrost $redniej opornosci bakterii
wytwarzajacych ESBL na ertapenem (p=0,049) pomigdzy wiosng a latem i1 latem a
jesienig, oraz spadek opornosci (p=0,049) pomigdzy latem a zimg oraz jesienig a zimg
(Rycina 22). Szczegdlowe wyniki opornosci na antybiotyki karbapenemowe szczepow

wytwarzajacych ESBL przedstawiono w tabeli 13.
Tabela 13. Czesto$¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe szczepow bakterii grupy

coli wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Opornosé na antybiotyki [%]

Czas poboru Miejsce poboru szl;i::ggw Imipenem Meropenem Ertapenem
Sciek surowy 36 28 0 28
|-marzec ~ Sciekzkomory -, 20,0 10,0 0
2015 napowietrzania
Sciek 14 14,3 0 0
oczyszczony
Srednia 20 12,4 3,3 0,9
Sciek surowy 48 0 33,3 10,4
Sciek z komory
Il-maj2015  napowietrzania 23 4.3 4.3 4.3
Sciek 20 5,0 5,0 5,0
oczyszczony
Srednia 30 3,1 14,2 6,6
Sciek surowy a1 0 0 26,8
Sciek z komory
Il - lipiec 2015  napowietrzania 15 6,7 6,7 20,0
Sciek 22 0 0 13,6
oczyszczony
Srednia 26 2,2 2,2 20,2
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Opornos¢ na antybiotyki [%]

Czas poboru Miejsce poboru szI::i::z?)w Imipenem Meropenem Ertapenem
IV - listopad Sciek surowy 29 17,2 34 20,7
2015 -
Sciek z komory
napowietrzania S 0 0 20,0
Sciek
oczyszczony 34 838 0 32,4
Srednia 23 8,7 1,1 24,3
Sciek surowy 39 0 43,6 10,3
Sciek z komory
V-luty 2016  napowietrzania  ° 0 100,0 0.0
Sciek
oczyszczony 10 10,0 0 10,0
Srednia 19 3,3 47,9 6,8
Sciek surowy 70 0 0 0
Sciek z komory
VI - lipiec 2016 napowietrzania 32 0 0 0
Sciek
oczyszczony 36 5,6 13,9 22,2
Srednia 46 1,9 4,6 7,4
Sciek surowy 44 3,3 13,4 11,8
) Sciek z komory
Srednia napowietrzania 16 5,2 20,2 7,4
Sciek 23 7.3 3,1 13,9

oczyszczony



M Imipenem Meropenem Ertapenem

60,0

48,0

36,0

[%]

24,0

12,0

0,0 | I I I I I I

Wiosna Lato Jesien Zima | Wiosna Lato Jesien Zima | Wiosna Lato Jesien Zima

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek surowy Sciek oczyszczony

Rycina 22. Sezonowe zmiany czgstoSci opornosci na antybiotyki karbapenemowe
szczepoOw wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Sposrod wszystkich 59 szczepdw karbapenemoopornych wyizolowanych ze $cieku
surowego, najwyzsza oporno$¢ zaobserwowano na ertapenem, ktéra stanowita 69,0%,
nizszg na imipenem (55,6%) i najnizsza na meropenem (29,9%). W przypadku 66 izolatow
ze $cieku z komory napowietrzania, najwyzsza oporno$s¢ odnotowano dla ertapenemu
(73,6%), nizsza dla meropenemu (44,7%) 1 najnizszg dla imipenemu (20,6%). Natomiast
sposrod 73 szczepdéw karbapenemoopornych wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego,
najwyzszy odsetek szczepow wykazywat oporno$¢ na ertapenem (77,7%), nastepnie na
imipenem (50,6%) 1 najnizszy na meropenem (31,6%) (Rycina 21. B). Zaobserwowano
wzrost oporno$ci na ertapenem i meropenem w $cieku oczyszczonym w stosunku do
Scieku surowego, oraz na imipenem w stosunku do $cieku z komory napowietrzania.

Najwyzszy odsetek szczepéw opornych na wszystkie trzy antybiotyki

karbapenemowe (imipenem, meropenem i ertapenem) zaobserwowano w $cieku surowym
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(21,2%), nizszy w Scieku oczyszczonym (17,2%), natomiast najnizszy w Scieku z komory
napowietrzania (11,7%). Szczegdtowe wyniki opornosci szczepdéw karbapenemoopornych

przedstawiono w tabeli 14 1 na rycinie 23.

Tabela 14. Czgsto$¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe szczepow CPE
wyizolowanych ze S$cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Liczba

Opornos$¢ na antybiotyki [%]

Czas poboru Miejsce poboru szczepow Imipenem Meropenem Ertapenem
Sciek surowy 1 54,5 36,4 90,9
|-marzec ~ Sciekzkomory ., 16,7 41,7 833
2015 napowietrzania
Sclek 23 65,2 39,1 95,7
oczyszczony
Srednia 15 45,5 39,1 90,0
Sciek surowy 2 100,0 100,0 100,0
Sciek z komory
Il - maj 2015 napowietrzania 2 50,0 100,0 1000
Sclek 6 83,3 16,7 83,3
oczyszczony
Srednia 3 77,8 72,2 94,4
Sciek surowy 5 40,0 0 60,0
Il -lipiec ~ Sciekzkomory 4 NO* NO NO
2015 napowietrzania
Sciek 6 33,3 16,7 83,3
oczyszczony
Srednia 6 36,7 8,3 71,7
IV - listopad  Sciek surowy 3 33,3 0 66,7
2015 .
Sciek z komory 0 0 93,8
napowietrzania
Sciek 5 80,0 20,0 60,0
oczyszczony
Srednia 8 37,8 6,7 73,5
Sciek surowy 35 5,7 42,9 62,9
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Czas poboru

V - luty 2016

Srednia

VI - lipiec
2016

Srednia

Srednia

Miejsce poboru
Sciek z komory
napowietrzania

Sciek
oczyszczony

Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania

Sciek
oczyszczony

Sciek surowy

Sciek z komory
napowietrzania
Sciek
oczyszczony

*NO — nie oznaczono.

Liczba
szczepow

33

16

28

17

10

13

Opornosé na antybiotyki [%]

Imipenem

2,3

6,1

4,7

100,0

33,3

35,3

56,2

55,6

20,6

50,6

Meropenem

79,8

50,0

57,6

0

471

15,7

29,9

44,7

31,6

Ertapenem

23,9

50,9

45,9

33,3

66,7

94,1

64,7

69,0

73,6

77,7
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[%]

B Imipenem Meropenem Ertapenem

100,0
80,0
60,0
40,
) | | | |
0,0 I
Wiosna

o

o

Lato Jesien Zima | Wiosna Lato Jesien Zima |Wiosna Lato Jesien Zima

Sciek z komory

a v Sciek oczyszczony
napowietrzania

Sciek surowy

Rycina 23. Sezonowe zmiany czestosci opornosci na antybiotyki karbapenemowe
szczepow CPE wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i

$cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Sposrod 52 szczepoéw karbapenemoopornych typu OXA-48 wyizolowanych ze
scieku surowego, wszystkie (100%) wykazaly oporno$¢ na ertapenem, 54,6% na
imipenem, a na meropenem 54,1%. Prawie wszystkie szczepy oporne byly na temocyling
(99,0%). W przypadku pigciu izolatow ze $cieku z komory napowietrzania, wszystkie
oporne byly na ertapenem (100%) i temocyling (100%), natomiast na meropenem 60,0%
szczepow, a na imipenem 40,0%. Natomiast sposrod 10 szczepdéw CPE typu OXA-48
wyizolowanych ze S$cieku oczyszczonego, najwyzszy odsetek szczepdw wykazywat
oporno$¢ na ertapenem (87,5%), nastgpnie na imipenem (75,0%) 1 najnizszy na
meropenem (62,5%). Wszystkie szczepy oporne byly na temocyling (100%).
Zaobserwowano wzrost oporno$ci na imipenem i meropenem w $cieku oczyszczonym w
stosunku do $cieku surowego i scieku z komory napowietrzania.

Szczepy izolowane ze S$cieku oczyszczonego wykazywaly najwyzsza, 56,3%

oporno$¢ na wszystkie cztery analizowane antybiotyki (imipenem, meropenem, ertapenem
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1 temocyling). Sposrdd szczepow izolowanych ze §cieku z komory napowietrzania 40,0%
izolatow opornych bylo na wszystkie cztery antybiotyki, natomiast ze §cieku surowego

39,3%. Szczegotowe wyniki przedstawiono w tabeli 15 1 na rycinie 24.

Tabela 15. Czesto$¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe szczepoéw CPE typu
OXA-48 wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i §cieku

oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Opornosé na antybiotyki [%]

Liczba

Czas poboru Miejsce poboru szczepow Imipenem Meropenem Ertapenem Temocylina
Sciek surowy 20 0 10,0 NO 95,0
|-marzec Sciekzkomory ., NO NO NO NO
napowietrzania
2015
Sciek NO NO NO NO NO
oczyszczony
Srednia 20 0,0 10,0 NO 95,0
Sciek surowy 7 42,9 42,9 100,0 100,0
Il-maj  Sclekzkomory  ng NO NO NO NO
2015 napowietrzania
Sciek 2 0 50,0 50,0 100,0
oczyszczony
Srednia 5 21,4 46,4 75,0 100,0
Sciek surowy 8 87,5 25,0 100,0 100,0
- lipiec ~ Sciekzkomory 4 NO NO NO NO
2015 napowietrzania
Sclek 2 100,0 0 100,0 100,0
oczyszczony
Srednia 5 93,8 12,5 100,0 100,0
IV - listopad  Sciek surowy 4 100,0 100,0 100,0 100,0
2015 :
Sciek z komory
napowietrzania NO NO NO NO NO
Sciek 4 100,0 100,0 100,0 100,0
oczyszczony
Srednia 4 100,0 100,0 100,0 100,0
Sciek surowy 14 42,9 92,9 100,0 100,0
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Opornos$é na antybiotyki [%]

Czas poboru Miejsce poboru szlj::sgw Imipenem Meropenem Ertapenem Temocylina
VI-lipiec ~ Sciekzkomory 40,0 60,0 100,0 100,0
2016 napowietrzania
Sciek 1 100,0 100,0 100,0 100,0
oczyszczony
Srednia 7 61,0 84,3 100,0 100,0
Sciek su rowy 1 54,6 54,1 100,0 99,0
) Sciek z komory
Srednia napowietrzania 5 40,0 60,0 100,0 100,0
Sciek 2 75,0 62,5 87,5 100,0
oczyszczony
*NO — nie oznaczono.
M Imipenem [ Meropenem Ertapenem B Temocylina

100,0

75,0

[%]

50,0

25,0

0,0

Wiosna Lato Jesien  Zima | Wiosna Lato Jesien  Zima | Wiosna Lato Jesien  Zima

Sciek z komory

Sciek surowy napowietrzania Sciek oczyszczony

Rycina 24. Sezonowe zmiany czgsto$ci opornosci na antybiotyki karbapenemowe
szczepow CPE typu OXA-48 wyizolowanych ze S$cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach.
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Srednie czgstosci opornoscei dla szczepoéw wytwarzajacych ESBL, CPE i CPE typu
OXA-48, wyizolowanych ze wszystkich poboréw przedstawiono na rycinie 25. Najwyzsza
czgstos$¢ opornosci na antybiotyki karbapenemowe wsrod szczepow wytwarzajacych ESBL
odnotowano dla meropenemu (12,2%), nastepnie dla ertapenemu (10,9%), natomiast
najnizszg dla imipenemu (5,2%). Szczepy CPE wykazaly najwyzsza oporno$¢ na
ertapenem (73,4%), natomiast najnizszag na meropenem (35,2%). Niemal wszystkie
szczepy CPE typu OXA-48 byly oporne na temocyling, stanowigc 99,7% opornosci
wzgledem tego antybiotyku. Wysoka czesto§¢ opornosci odnotowano rowniez w
przypadku ertapenemu (95,8%).

Najwigcej szczepow wytwarzajacych ESBL, CPE i1 CPE typu OXA-48, opornych
na karbapenemy odnotowano w $cieku oczyszczonym, stanowigc odpowiednio 46,5%,
53,3% 1 75,0%, mniej w $cieku surowym (odpowiednio 43,8%, 51,5% i 69,6%), natomiast
najmniej w $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 42,9%, 46,1%, 66,7%).

Najwyzsza opornos$¢ na antybiotyki karbapenemowe odnotowano dla szczepow
wytwarzajacych ESBL w sezonie jesiennym, stanowigc 47,1%, natomiast najnizszg w
sezonie wiosennym (41,6%) (Rycina 26). Odwrotne wyniki uzyskano dla szczepow CPE,
ktore wykazywaty najwigksza opornos¢ wiosna, stanowigc 81,5%, natomiast najmniejsza
jesienig (39,3%). Szczepy typu OXA-48 wykazaty 100% opornosci na antybiotyki

karbapenemowe jesienig, natomiast najmniejsza opornos¢ zimag (35,0%) (Rycina 26).

102



M Imipenem [ Meropenem Ertapenem

100,0

75,0

25,0

N

Ss* KN S0 $s KN S0 s KN 30
ESBL CPE CPE typu OXA-48

*SS — ciek surowy,
KN — $ciek z komory napowietrzania,

SO — $ciek oczyszczony.

Rycina 25. Srednie czesto$ci opornosci na antybiotyki karbapenemowe szczepdéw bakterii
grupy coli wytwarzajacych ESBL i karbapenemoopornych wyizolowanych ze $cieku

surowego, Scieku z komory napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

B Wiosna [ Lato Jesien M Zima
100,0
75,0
X 500
) u J J J
0,0
ESBL CPE typu OXA-48

Rycina 26. Sezonowe zmiany czgstoSci opornosci na antybiotyki karbapenemowe
szczepOw bakterii grupy coli wytwarzajacych ESBL 1 karbapenemoopornych
wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania i S$cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.
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4.11. Okreslanie polimorfizmu genetycznego szczepow metodg ERIC-PCR

W celu wyeliminowania szczepow bedacych klonami przeprowadzono analize
podobienstwa genetycznego z wykorzystaniem ERIC-PCR, dla 549 szczepéw
wytwarzajacych ESBL, 212 szczepéw CPE i1 117 szczepoéw CPE typu OXA-48. Szczepy o
podobienstwie genetycznym powyzej 95% uznano za identyczne i wyeliminowano z
dalszej analizy.

W wyniku reakcji ERIC-PCR otrzymano od dwoch do szesnastu prazkéw o
wielkosciach od 200 do 3000 pz. Przykladowy wynik elektroforetycznego rozdziatu
produktow ERIC-PCR przedstawiono na rycinie 27. Dendrogramy uzyskano przy
zastosowaniu wspotczynnika Dice’a 1 metody grupowania UPGMA. Przyktadowy
dendrogram przedstawiono na rycinie 28, pozostale dendrogramy umieszczono w
Zalacznikach niniejszej pracy (Zataczniki 1-16).

Szczepy nalezace do jednego skupienia mialy taki sam profil ERIC, co wskazuje na
to, ze sg one identyczne genetycznie i traktowane odtad byly jako jeden. W wyniku analizy
podobienstwa genetycznego szczepéw wytwarzajagcych ESBL, odrzucono tacznie 57
izolatow: osiem szczepow z I poboru, pie¢ z II poboru, 13 z III poboru, cztery z IV poboru,
cztery z V poboru 1 23 z poboru VI (Rycina 28, Zataczniki 1-5). Po wyeliminowaniu
identycznych szczepow pozostato 60 szczepow z I poboru, 91 z II poboru, 78 z I1I poboru,
68 z IV poboru, 57 z V poboru i 138 z poboru VI, co tacznie stanowi 492 wytwarzajacych
ESBL.

W przypadku szczepow karbapenemoopornych, wyeliminowano tacznie 14
izolatow z dalszych analiz: osiem szczepow z I poboru, jeden z IV poboru i pig¢ z V
poboru (Zataczniki 6-11). Po wyeliminowaniu szczepéw bedacych klonami, pozostato 46
szczepow z I poboru, 10 z II poboru, 11 z III poboru, 24 z IV poboru, 84 z V poboru i 23 z
poboru VI.

W przypadku szczepéw karbapenemoopornych typu OXA-48, odrzucono lacznie
50 izolatow: 12 szczepow z 1 poboru, dziewie¢ z II poboru, sze$¢ z III poboru, 13 z IV
poboru i 10 z poboru VI (Zataczniki 12-16). Po wyeliminowaniu szczepdéw bakteryjnych

bedacych klonami, pozostato 20 szczepdéw z I poboru, dziewie¢ z II poboru, 10 z III
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poboru, osiem z IV poboru i 20 z poboru VI. Dalszym analizom poddano tacznie 265

szczepow karbapenemoopornych (198 szczepow CPE i1 67 szczepow CPE typu OXA-48).

2 34 5 6 78 9 10 1

Rycina 27. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji ERIC-PCR w 2% zZelu
agarozowym. Sciezka: M - wzorzec mas (200 pz, 300 pz, 400 pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz,
800 pz, 900 pz, 1031 pz, 1500 pz, 2000 pz, 2500 pz, 3000 pz, 4000 pz, 5000 pz, 6000 pz,
7000 pz, 8000 pz, 9000 pz i 10000 pz), §ciezki 1 — 12- szczepy wytwarzajace ESBL z VI

poboru.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
ERIC | ERIC |

8 g 3 3

2 m 3 © 2 2 ° 3
g b 3 8 8 8 R 2 8 8

I | ESBL 20s

| | ESBL 30
IR
| ESBL 23s

ESBL 1e
ESBL 6e
ESBL 15¢
IR
| | ESBL 8e

(. ESBL 44s
| I ESBL 47s
| | ESBL 43s
| | ESBL 51s
— || | ESBL 38s

i

[ | ESBL 90
Rycina 28. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow bakterii grupy coli

i

il I ESBL 110
TN ESBL50s
[ 1 eseees
1101 || eseuae
| | || ESBL 49s
| | | ESBL 21s
I | ESBL 39s
Nl ESBL 33s
(- ESBL 36s
[ ESBL 37s
1] ESBL 26s
[ ESBL 8o
11 | ] ESBL 9s
] | ESBL 10s
ESBL 50
ESBL 16e
| ESBL 19s
| ESBL 17s
| ESBL 1s
|
|

ESBL 14s
| ESBL 18s

|| ESBL 7e

| ESBL 2s

| | ESBL 11s
| | ESBL 8s

| | ESBL 12e
| I ESBL 2e
I ESBL 11e

| ] ESBL 4e
| | ESBL 10e

| | ESBL 3e
| ESBL 41s
I ESBL 3s
HiN ESBL 4o
[ ESBL 6s
|| ESBL 13s

| I ESBL 5e
1] ESBL 27s
| ESBL 1o
| ESBL 20
| 1] ESBL 13e
| ESBL 9e
| ESBL 29s
ESBL 40s
|l ESBL 30s

I | ESBL 100
| | ESBL 7s

| | ESBL 32s

11 ESBL 25s
[ | ESBL 31s
| ESBL 15s
(. ESBL 16s

{1 | mm i

wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze S$cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach w I poborze. Legenda:
ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL, s — S$ciek surowy, o — $cieck z komory

napowietrzania, e — §ciek oczyszczony.

106



4.12. Wykrywanie genow integraz

Obecnos$¢ integrondéw w genomach bakterii heterotroficznych oznaczano
przygotowujac lizaty z wybranych losowo 96 kolonii. Podobnie oznaczono czesto$¢
wystepowania integronéw u bakterii grupy coli (siedem poboréw), wybierajac losowo po
96 kolonii. Lizaty poddane byly multipleksowej reakcji PCR z wykorzystaniem starterow
komplementarnych do genéw trzech klas integraz.

Obecnos¢ gendw integrazy klasy 1 (Rycina 29) odnotowano w genomach bakterii
wyizolowanych ze wszystkich analizowanych probek S$ciekéw, rowniez ze Scieku
oczyszczonego. Nie stwierdzono wystgpowania integrondw klasy 2 1 3. Szczegdtowe
wyniki czestosci wystepowania integronéw klasy 1 w genomach bakterii heterotroficznych

przedstawiono w tabeli 16.

Rycina 29. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktow amplifikacji
gendw trzech klas integraz obecnych w genomach bakterii grupy coli izolowanych z §cieku
oczyszczonego. Produkt amplifikacji integrazy klasy 1 o wielkosci 160 pz obecny jest w
sciezkach ponumerowanych. M: marker (100 pz, 200 pz, 300 pz, 400 pz, 500 pz, 600 pz,
700 pz, 800 pz, 900 pz, 1000 pz, 1500 pz).
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Tabela 16. Czgstos¢ wystepowania integronéw klasy 1 u bakterii heterotroficznych, a
takze u bakterii grupy coli wyizolowanych ze S$cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czestosé wystepowania integronéw klasy 1

[%]
Czas poboru Bakterie heterotroficzne g?:;;e;i:"
| - marzec 2015 24,0 32,3
Il - maj 2015 41,7 49,0
1l - lipiec 2015 44,8 24,0
} IV - listopad 2015 33,3 27,1
Sciek surowy
V - luty 2016 26,0 20,8
VI - lipiec 2016 17,7 24,0
VII - listopad 2016 11,5 20,8
VIII - styczen 2017 21,9 NO*
Srednia 27,6 28,3
| - marzec 2015 27,1 30,2
Il - maj 2015 26,0 27,1
1l - lipiec 2015 34,4 27,1
Sciek z komory IV - listopad 2015 31,3 22,9
napowietrzania V - luty 2016 18,8 15,6
VI - lipiec 2016 27,1 27,1
VIl - listopad 2016 16,7 22,9
VIII - styczen 2017 29,2 NO
Srednia 26,3 24,7
| - marzec 2015 6,3 27,1
Il - maj 2015 36,5 22,9
Il - lipiec 2015 28,1 21,9
i IV - listopad 2015 31,3 13,5
Sciek oczyszczony
V - luty 2016 17,7 35,4
VI - lipiec 2016 11,5 24,0
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Czestosé wystepowania integronéw klasy 1

[%]
. . Bakterie
Czas poboru Bakterie heterotroficzne grupy coli
VII - listopad 2016 8,3 23,0
VIII - styczen 2017 29,2 NO
Srednia 21,1 24,0
*NO - nie oznaczono.
B Wiosna I Lato Jesien M Zima
50
41,7
37,5 36,5
31,3 30,8
26,0
S poq 240 24,0 250
19,8 19,8
17,7
12,5
0 - - .
Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

Miejsce poboru

Rycina 30. Sezonowe zmiany cz¢stosci wystgpowania integronoOw klasy 1 u bakterii
heterotroficznych wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i

$cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Rycina 30 obrazuje sezonowe zmiany czgstosci wystepowania integrondéw klasy 1 u
heterotrofow w $cieku na réznych etapach procesu oczyszczania. Najwyzsze czgstosci
wystepowania integronow u bakterii heterotroficznych ze $cieku surowego i ze Scieku
oczyszczonego odnotowano wiosng (odpowiednio 41,7% i 36,5%), natomiast ze $cieku z

komory napowietrzania latem (30,8%). Najnizsze czgsto$ci wystgpowania genow integrazy
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klasy 1 u bakterii heterotroficznych ze Scieku surowego i $cieku z komory napowietrzania
zaobserwowano w sezonie jesiennym (22,4% i 24,0%), natomiast ze §cieku oczyszczonego
zimg (17,7%). Jesienig 1 zimg odnotowano wzrost czesto$ci wystgpowania integrondw u
bakterii izolowanych ze $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 24,0% 1 25,0%) w
stosunku do $cieku surowego (odpowiednio 22,4% 1 24,0%). Natomiast wiosng, czestos$¢
wystepowania integronéw u heterotrofow izolowanych ze §cieku oczyszczonego (36,5%)

byta wyzsza niz w $cieku z komory napowietrzania (26,0%).

M wiosna [ Lato Jesien B zima

50 49,0

37,5
313
26,6 27,1 271
X 25 24,0-24,0 22,9 22,9 22,9 23,0
18,3

12,5

0

Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

Miejsce poboru

Rycina 31. Sezonowe zmiany czgsto$ci wystepowania integronow klasy 1 u bakterii grupy
coli wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach w trakcie siedmiu poborow.

Na rycinie 31 przedstawiono sezonowe zmiany czestosci wystepowania integronéw
klasy 1 u bakterii grupy coli wyizolowanych ze $cieku na roéznych etapach procesu
oczyszczania. Najwyzsza czgsto$¢ wystepowania integronéw u bakterii ze $cieku
surowego odnotowano wiosng (49,0%), a najnizszg latem 1 jesienig (24,0%), ze Scieku z
komory napowietrzania najwyzsza wiosng 1 latem (27,1%), a najnizsza jesienig i zimg

(22,9%). W $cieku oczyszczonym najwyzsza czesto$¢ odnotowano zimag (31,3%), a
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najnizsza jesienig (18,3%). W miesigcach letnich stwierdzono wyzsza czgsto$¢
wystepowania genow integraz u bakterii grupy coli izolowanych ze $cieku z komory
napowietrzania (27,1%) w stosunku do $cieku surowego (24,0%).

Najwyzsza Srednig czgstos¢ wystgpowania integronow klasy 1 w genomach bakterii
heterotroficznych, bioragc pod uwage wszystkie pobory, odnotowano u bakterii ze $cieku
surowego (27,6%), nastepnie ze Scieku z komory napowietrzania (26,3%) 1 ze $cieku
oczyszczonego (21,1%). Podobne wyniki uzyskano dla bakterii grupy coli (Tabela 16 i
Rycina 32).

B Sciek surowy [ Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony
29,00 27,6 28,3
26,3
24,7 240
21,75 21,1
X 14,50
7,25
0,00
Bakterie heterotroficzne Bakterie grupy coli

Rycina 32. Srednia czesto$é wystepowania integronéw klasy 1 u bakterii
heterotroficznych, a takze u bakterii grupy coli wyizolowanych ze $cieku surowego, §cieku

z komory napowietrzania i $§cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

4.13. Identyfikacja genu mecA

Czesto$¢ wystepowania gendw mecA badano w pigciu poborach, u 41 szczepow S.
aureus izolowanych na podtozu chromID™ MRSA: cztery szczepy z Il poboru, 18 z V,
cztery z VI, 12 z VII i trzy z VIII. Lizaty uzyskane z pojedynczych kolonii poddane byty
multipleksowej reakcji PCR z wykorzystaniem komplementarnych starterow do genow
16S rRNA, nuc 1 mecA (Rycina 33). Ostateczng identyfikacje szczepow MRSA

potwierdzita obecnos¢ zarowno genu mecA (gen opornosci na meticyling) jak i genu nuc,
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specyficznego dla szczepoéw S. aureus. Szczegdtowe wyniki czgstosci wystgpowania
genow mecA przedstawiono w tabeli 17. Produkty amplifikacji analizowanych genow
mecA poddano sekwencjonowaniu. Uzyskane sekwencje nukleotydowe zgodne byly z

sekwencjami DNA zdeponowanymi w bazie GenBank (KY856922.1).

Rycina 33. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktéw amplifikacji
genow 16S rRNA (886 pz), nuc (255 pz), mecA (527 pz) u szczepdw izolowanych ze
scieku surowego w trakcie poboru II. Produkty amplifikacji potwierdzajace obecnos¢
szczepow MRSA obecne w $ciezkach ponumerowanych. M: marker (200 pz, 300 pz, 400
pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz, 800 pz, 900 pz, 1031 pz, 1500 pz, 2000 pz, 2500 pz, 3000 pz,
4000 pz, 5000 pz, 6000 pz, 7000 pz, 8000 pz, 9000 pz i 10000 pz).

Najwyzsza $rednig czestos¢ wystepowania gendOw mecA w genomach izolatow
odnotowano w $cieku surowym (36,7%), nastepnie w $cieku z komory napowietrzania
(26,3%), natomiast najnizszg w $cieku oczyszczonym (10,8%) (Tabela 17, Rycina 34).
Wsréd szezepow z genem mecA, 19,8% wyizolowanych ze $cieku surowego miato gen
nuc, zatem uznano je za szczepy MRSA. Nizsza czgsto$¢ wystepowania szczepow MRSA
odnotowano u gronkowcow ze $cieku z komory napowietrzania (8,5%), natomiast

najnizsza ze $cieku oczyszczonego (7,9%).
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Tabela 17. Czgsto$S¢ wystepowania gendw mecA u S. aureus oraz vanA u szczepOw

Enterococcus sp. wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i

$cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czas poboru

| - marzec 2015

Il - maj 2015
i V - luty 2016
Sciek surowy
VI - lipiec 2016

VIl - listopad 2016
VIII - styczen 2017
Srednia

| - marzec 2015

Il - maj 2015
Sciek z komory V- luty 2016
napowietrzania VI - lipiec 2016

VII - listopad 2016
VIII - styczen 2017
Srednia

| - marzec 2015

Il - maj 2015
Sciek V - luty 2016
oczyszczony VI - lipiec 2016

VII - listopad 2016
VIII - styczen 2017
Srednia

*NO — nie oznaczono.

Czestos¢ wystepowania genéw [%]

mecA

NO*
12,5 (n=2)
100,0 (n=18)
15,4 (n=4)
25,0 (n=4)
6,3 (n=1)
36,7
NO
25,0 (n=1)
0
0
100,0 (n=1)
6,3 (n=1)
26,3
NO
33,3 (n=1)
0
0
14,3 (n=7)
6,3 (n=1)
10,8

vanA

0
12,5 (n=1)
18,2 (n=2)
26,3 (n=5)
2,5 (n=1)
5,6 (n=2)

10,9

0
6,3 (n=1)
25,0 (n=8)
16,7 (n=5)
20,0 (n=3)
2,9 (n=1)

11,8
25,0 (n=1)

0
25,0 (n=8)
5,6 (n=2)

0
14,3 (n=2)

11,7
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B Sciek surowy [ Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

40 36,7
30
X 20
10,8
10
0
mecA
Gen

Rycina 34. Srednia czesto$¢ wystgpowania gendw mecA u szczepdw S. aureus
wyizolowanych ze S$cieku surowego, S$cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.

4.14. Identyfikacja genow vanA

Obecnos¢ gendw van analizowano u szczepdw Enterococcus sp. wyizolowanych w
sze$ciu poborach na podtozu chromogennym chromID™ VRE. Wyselekcjonowano jeden
szczep z I poboru, dwa z I, 18 z 'V, 12 z VI, cztery z VII i pig¢ z VIII, tacznie 42 szczepy
VRE, ktore poddano dalszym analizom. DNA uzyskane z pojedynczych kolonii poddane
byto reakcji PCR z wykorzystaniem komplementarnych starterow do genow vanA, vanB 1
vanC. W genomach wszystkich analizowanych szczepéw wankomycynoopornych
odnotowano wyltacznie gen vanAd (Rycina 35). Szczegdétowe wyniki czestosci
wystepowania gendOw vand w genomach bakterii Enterococcus sp. przedstawiono w tabeli
17. Produkty amplifikacji analizowanych gendéw vand poddano sekwencjonowaniu.
Uzyskane sekwencje nukleotydowe zgodne byly z sekwencjami DNA zdeponowanymi w

bazie GenBank (KY856922.1).
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Rycina 35. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktow amplifikacji
genu vanA (885 pz) u szczepdw izolowanych ze §cieku surowego i $cieku oczyszczonego
w trakcie poboru V. Produkty amplifikacji obecne w $ciezkach ponumerowanych. M:
marker (200 pz, 300 pz, 400 pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz, 800 pz, 900 pz, 1031 pz, 1500 pz,
2000 pz, 2500 pz, 3000 pz, 4000 pz, 5000 pz, 6000 pz, 7000 pz, 8000 pz, 9000 pz i 10000

p2).

Najwyzsza $rednig czesto$¢ wystepowania genu vand odnotowano w $cieku z
komory napowietrzania (11,8%) i jednoczenie wyzsza czgstos¢ wystgpowania genu vanAd u
szczepow VRE izolowanych ze Scieku oczyszczonego (11,7%) niz ze Scieku surowego

(10,9%) (Rycina 36).

B Sciek surowy [ Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony
11,9 11,8
11,7
11,6
X 11,3
11 10,9
10,7
vanA
Gen

Rycina 36. Srednia czgsto$¢ wystgpowania genu vanAd u szczepdw Enterococcus sp.
wyizolowanych ze $cieku surowego, S$cieku z komory napowietrzania i S$cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.
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4.15. Identyfikacja genow kodujacych p-laktamazy i karbapenemazy

Wystepowanie gendw kodujacych B-laktamazy, karbapenemazy i cefalosporynazy
w genomach bakterii wytwarzajagcych ESBL 1 opornych na karbapenemy, wyizolowanych
w szeSciu poborach, analizowano za pomocag reakcji PCR z uzyciem starterow
komplementarnych do fragmentow badanych gendéw. W genomach bakterii
wytwarzajacych ESBL oznaczano wystepowanie siedmiu genow P-laktamaz i trzy geny
cefalosporynaz, natomiast u szczepow CPE oznaczano wystepowanie pigciu gendow
karbapenemaz, trzech B-laktamaz i trzech genoéw cefalosporynaz. U szczepéw CPE typu
OXA-48 oznaczono wystepowanie pieciu genow karbapenemaz (Tabela 18). Przyktadowe
rozdzialy elektroforetyczne produktoéw amplifikacji ww. gendw przedstawiono na rycinie

37.

1 23"Maw

— o0 o

Rycina 37. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktéw amplifikacji
gendw blactxm (1000 pz) 1 blasuv (300 pz) u szczepdw wytwarzajagcych ESBL
wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego w trakcie poboru II (A), blatem (1150 pz) i
blaoxa-1 (813 pz) u szczepéw wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego
w trakcie poboru III (B), blaces (890 pz) u szczepéw CPE wyizolowanych ze $cieku
surowego w trakcie poboru III (C), blanpm (621 pz) u szczepdw wyizolowanych ze Scieku

oczyszczonego w trakcie poboru V (D), ampC (189 pz) 1 blapua (404 pz) u szczepdw
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wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze §cieku oczyszczonego w trakcie poboru I (E) 1
blacmy (1432 pz) u szczepéw CPE wyizolowanych ze $cieku surowego w trakcie poboru V
(F), blavim (509 pz) u szczepdéw CPE wyizolowanych ze $cieku surowego i oczyszczonego
w trakcie poboru IV (QG), blaoxa-4s (177 pz) u szczepow CPE typu OXA-48
wyizolowanych ze $cieku surowego w trakcie poboru III (H). Produkty amplifikacji
obecne w $ciezkach ponumerowanych. M (A, D, H): marker (100 pz, 200 pz, 300 pz, 400
pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz, 800 pz, 900 pz, 1000 pz, 1500 pz), M (B, C, E, F, G): marker
(200 pz, 300 pz, 400 pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz, 800 pz, 900 pz, 1031 pz, 1500 pz, 2000
pz, 2500 pz, 3000 pz, 4000 pz, 5000 pz, 6000 pz, 7000 pz, 8000 pz, 9000 pz i 10000 pz).

Tabela 18. Czestos¢ wystepowania gendéw P-laktamaz 1 cefalosporynaz w genomach
szczepow wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czestos¢ wystepowania genow [%)]

Czas Liczba

poboru  szczep6w blactx-m blatem blasav blaoxa-1 blaces ampC  blapua = blacmy

marzec 36 80,1 61,1 83 278 28 528 0 2,8
2015
Il - maj
015 48 50,0 42 63 292 21 646 0 0
2 I -
2 lipiec a1 90,2 341 122 415 0 53,7 0 0
5 2015
(/7]
_%_‘: IV -
&3 listopad 29 80,6 29,0 161 22,6 0 64,5 0 0
2015
V - luty
2016 39 744 487 12,8 333 26 897 0 0
VI -
lipiec 70 30,0 357 257 557 14 571 0 0
2016
Srednia 44 676 355 136 350 1,5 63,7 0,0 0,5
| -
marzec 10 60,0 20,0 20,0 10,0 20,0 40,0 0 0
2015
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Sciek oczyszczony

Sciek z komory napowietrzania

Czas
poboru

Il - maj
2015

I -
lipiec
2015

v -

listopad
2015

V - luty
2016

VI -
lipiec
2016

Srednia

| -
marzec
2015

Il - maj
2015

i -
lipiec
2015

v -

listopad
2015

V - luty
2016
VI -
lipiec
2016

Srednia

Liczba
szczepow

23

15

32

16

14

20

22

34

10

39

23

blacTtx-m

34,8

86,7

60,0

87,5

9,4

56,4

57,0

40,0

72,7

75,0

70,0

14,3

54,8

Czestos¢ wystepowania genéw [%]

blatem blasuv blaoxa-1

13,4

26,7

20,0

75,0

9,4

27,4

14,3

5,0

45,5

52,8

50,0

31,4

33,2

13,3

20,0

25,0

15,6

15,7

10,0

13,6

5,6

20,0

5,7

9,2

4,3

46,7

75,0

75,0

35,2

7,1

25,0

36,4

27,8

50,0

54,3

33,4

blaces

6,7

20,0

9,4

9,4

9,1

1,5

ampC  blapHa

43,5

33,3

40,0

37,5

46,9

40,2

92,9

70,0

81,8

61,1

50,0

57,1

68,8

4,3

0,7

7,1

5,0

4,5

2,8

blacmy

5,0

0,8
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B Sciek surowy M Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony

70,00 67,6 68,8
63,7
56’454,8
52,50
40,2
—_ 35,5
X 35,00 33,2 350352334
27,4
17,50 13,615'7
9,2 9,4
1,5 1,5 0,7 2'8 0’5 0’8
0,00 L =
blactx-m blatem blashv blaoxa-1 blages ampC blapha blacmy
Geny

Rycina 38. Srednie czestosci wystepowania genow p-laktamaz i cefalosporynaz w
genomach szczepdéw wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z

komory napowietrzania i1 $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach.

Obecnos¢ genow B-laktamaz odnotowano w genomach szczepdéw wytwarzajacych
ESBL pochodzacych ze wszystkich analizowanych prébek $ciekdéw, rowniez w $cieku
oczyszczonym. Nie stwierdzono obecno$ci gendow blaves i blaper. Szczegdlowe wyniki
czestosci wystepowania genéw blactx-m, blatem, blasuv, blaoxa-1, blaces, ampC, blapua 1
blacmy przedstawiono w tabeli 18 i na rycinach 38 i 40.

Najczgsciej wystepujacym genem P-laktamaz u szczepéw wytwarzajacych ESBL
byl gen blactx-m. Najwyzsza $rednig czesto$¢ jego wystgpowania odnotowano u izolatow
ze Scieku surowego (67,6%), w przypadku szczepéw wyosobnionych ze $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego, gen blacrx-m miato odpowiednio, 56,4% 1 54,8%
izolatow (Rycina 38). Na rycinie 40 przedstawiono sezonowe zmiany czgstosci
wystepowania genu blactx-m u bakterii izolowanych ze §cieku na roznych etapach procesu
oczyszczania. Najwyzsza czesto$¢ wystepowania genu blactx-m odnotowano u izolatow ze
scieku surowego 1 $cieku oczyszczonego jesienia (odpowiednio 80,6%, 75,0%), a ze Scieku

z komory napowietrzania zimg (73,8%). Najnizsza czestos¢ wystepowania genu blactx-m
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zaobserwowano wiosng zarOwno u szczepoéw wyosobnionych ze $cieku surowego, scieku z
komory napowietrzania jak i $cieku oczyszczonego (odpowiednio 50,0%, 34,8%, 40,0%).
W sezonie wiosennym 1 jesiennym zaobserwowano wyzsza czesto$¢ wystepowania genu
blactx-m u szczepoOw pochodzacych ze Scieku oczyszczonego (odpowiednio 40,0% 1
75,0%), niz ze $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 34,8% 1 60,0%).

Kolejnym genem p-laktamaz wystgpujacym z wysoka czestoscia u szczepow
wytwarzajacych ESBL byt gen blatem. Najwyzszg $rednig czgstos¢ wystgpowania blatem
odnotowano u izolatow ze S$cieku surowego (35,5%). Podobng S$rednig czestosce
wystepowania blatem stwierdzono u bakterii wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze
scieku oczyszczonego (33,2%) 1 byla ona wyzsza od warto$ci uzyskanych dla izolatow ze
scieku z komory napowietrzania (27,4%) (Rycina 38). Najwyzsza czgsto$¢ wystgpowania
genu blatem odnotowano u izolatow ze $cieku surowego i z komory napowietrzania zima
(odpowiednio 54,9% 1 47,5%), a ze $cieku oczyszczonego jesienig (52,8%). W sezonie
letnim 1 jesiennym zaobserwowano wyzsza czgstos¢ wystepowania genu blatem u bakterii
wytwarzajacych ESBL izolowanych ze $cieku oczyszczonego (odpowiednio 38,0% i
52,8%) w stosunku do $cieku surowego (odpowiednio 34,9% i 29,0%) i $cieku z komory
napowietrzania (odpowiednio 18,1% 1 20,0%). Wyzsza czesto$¢ wystgpowania genu
blatem odnotowano takze wiosng dla $cieku z komory napowietrzania (13,4%) w
porownaniu ze $ciekiem surowym (4,2%) (Rycina 40).

Najwyzsza S$rednig czesto§¢ wystepowania genu blaoxa-1 zaobserwowano u
izolatéw z komory napowietrzania (35,2%), nastgpnie u bakterii wytwarzajacych ESBL
izolowanych ze $cieku surowego (35,0%) 1 $cieku oczyszczonego (33,4%) (Rycina 38).
Najwyzsze wartosci czestosci wystgpowania genu blaoxa-1 odnotowano u izolatow ze
Scieku surowego, $cieku z komory napowietrzania 1 $cieku oczyszczonego latem
(odpowiednio 48,6%, 60,9% 1 45,0%). Zaréwno latem jak 1 zimg, czestos¢ wystepowania
genu blaoxa-1 u szczepow wyizolowanych ze S$cieku z komory napowietrzania
(odpowiednio 60,9% 1 42,5%) byla wyzsza niz ze $cieku surowego (odpowiednio 48,6% i
30,6%). U bakterii wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku z komory
napowietrzania w sezonie jesiennym, nie stwierdzono wystepowania genu blaoxa-1. W tym

sezonie zaobserwowano rowniez wyzszg czgstos¢ wystepowania genu blaoxa-1 u bakterii
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wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego (27,8%) w poréwnaniu ze Sciekiem surowym
(22,6%) (Rycina 40).

W przypadku genu blasnv najwyzsza $rednig czestos¢ odnotowano u szczepow
wyizolowanych ze $cieku z komory napowietrzania (15,7%), nastgpnie ze scieku surowego
(13,6%), natomiast najnizsza ze $cieku oczyszczonego (9,2%) (Rycina 38). W przypadku
sezonowej zmienno$ci, czg¢stos¢ wystepowania genu blasyy odnotowana u izolatéw ze
scieku surowego malata od lata do wiosny, natomiast wzrastala u szczepow ze Scieku z
komory napowietrzania od lata do zimy (Rycina 40). Czgsto$¢ wystepowania genu blasuv
odnotowana u izolatow ze $cieku oczyszczonego utrzymywata si¢ wiosng, latem i zimg na
tym samym poziomie (10,0%).

Gen blages wystepowatl u wytwarzajacych ESBL bakterii grupy coli z najnizsza
czestoscia. Najwyzszg Srednig czgstos¢ odnotowano u szczepow wyizolowanych ze $cieku
z komory napowietrzania (9,4%), a identyczna wynoszaca 1,5%, ze $cieku surowego i
scieku oczyszczonego (Rycina 38). Nie stwierdzono blaces u szczepéw wyizolowanych
jesienig ze $cieku surowego oraz wiosng ze $cieku z komory napowietrzania. Natomiast u
szczepow wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego gen blages odnotowano jedynie latem i
zaobserwowano wtedy wyzsza czgsto$¢ (5,0%) jego wystgpowania niz w Scieku surowym
(0,7%). Latem 1 zimg odnotowano wyzsze czg¢stosci wystepowania genu blages u bakterii
wyosobnionych ze $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 8,1% 1 10,0%) w
porownaniu ze $ciekiem surowym (odpowiednio 0,7% 12,7%) (Rycina 40).

Wiosna, latem i zimg zaobserwowano wyzsze czestosci wystepowania genu ampC
u szczepéw wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego (odpowiednio 70,0%, 69,0% i
71,5%) w pordwnaniu ze $ciekiem surowym (odpowiednio 64,6%, 55,4% 1 71,3%) 1
sciekiem z komory napowietrzania (odpowiednio 43,5%, 40,1%, 38,8%) (Rycina 40).

Geny cefalosporynaz blapua 1 blacmy wystgpowaly z niewielka czestoscia.
Obecnos¢ genu blapua odnotowano u bakterii wyizolowanych jedynie ze S$cieku
oczyszczonego z czestoscig wynoszaca 2,8% 1 ze Scieku z komory napowietrzania (0,7%).
Nie stwierdzono genu blapua u szczepéw wyizolowanych ze §cieku surowego. Natomiast
obecno$¢ genu blacmy odnotowano u izolatéw ze $cieku oczyszczonego (0,8%) z wyzsza
czestoscig w pordwnaniu ze $ciekiem surowym (0,5%). Nie stwierdzono genu blacmy u

szczepOw wyizolowanych ze Scieku z komory napowietrzania (Rycina 38).
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U 360 (73,2%) szczepdéw wytwarzajacych ESBL stwierdzono wystepowanie w
genomie wigcej niz jednego genu P-laktamaz lub cefalosporynaz. Czesto$¢ wystepowania
genow u takich szczepdw przedstawiono na rycinie 39. Najwyzsza czgstos¢ wystepowania
dwoch lub wigcej gendow odnotowano w genomach bakterii wyizolowanych zimg ze $cieku
surowego (89,7%). Wiosng odnotowano wyzsza czesto$¢ wystgpowania przynajmniej
dwodch gendw u szczepow wyosobnionych ze $cieku oczyszczonego (60,0%) w stosunku
do $cieku surowego (54,2%) 1 $cieku z komory napowietrzania (21,7%). W sezonie letnim,
jesiennym 1 zimowym zaobserwowano wyzsza czgsto$¢ u szczepoOw wyosobnionych ze
scieku oczyszczonego (odpowiednio 68,9%, 76,5% 1 75,0%) niz ze $cieku z komory
napowietrzania (odpowiednio 68,1%, 60,0% 1 66,7%). U szczepéw wykazujacych
przynajmniej dwa geny p-laktamaz, cztery geny miat jeden szczep (3,8%) ze Scieku
surowego w sezonie wiosennym, siedem szczepdéw (7,7%) w letnim, trzy (13,0%) w
jesiennym 1 sze$¢ (8,6%) w zimowym. W przypadku $cieku z komory napowietrzania, po
cztery geny [-laktamaz mialy trzy szczepy wyizolowane latem 1 pig¢ szczepdw
wyosobnionych zima (odpowiednio 9,3% 1 41,7%), natomiast w $cieku oczyszczonym
latem, jesienig i zimg takich izolatow byto odpowiednio siedem (16,6%), trzy (11,5%) i
dwa (11,1%), przy czym jeden z nich miat pigciu réznych gendéw [-laktamaz i gen

cefalosporynazy (blactx-m, blatem, blasuv, blaoxa-11blapua).

9.0 89,7
, 81,5 79,3 765 750
68,1 66,7 68,9
67,5 60,0 60,0
54,2

21,7

Wisona Lato Jesien Zima Wisona Lato Jesien Zima Wisona Lato Jesien Zima

Sciek z komory

napowietrzania Sciek oczyszczony

Sciek surowy

Rycina 39. Sezonowe zmiany czgstosci wystepowania szczepow wytwarzajacych ESBL z
przynajmniej dwoma genami opornosci na antybiotyki B-laktamowe u szczepdw w

zalezno$ci od miejsca poboru $cieku i pory roku.
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*SS — $ciek surowy,
KN — $ciek z komory napowietrzania,

SO — $ciek oczyszczony.

Rycina 40. Sezonowe zmiany czegsto$ci wystepowania gendw -laktamaz i
cefalosporynazy AmpC u szczepow wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku

surowego, $cieku z komory napowietrzania i Scieku oczyszczonego COS w Kozieglowach.
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B Sciek surowy [ Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony
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0,0 I | | 1 1 4 I

blaces blavum  blanom  blaoxa-1 blactx-m  blatem blasnv ampC  blapua  blacmy
Geny

Rycina 41. Srednia czesto$ci wystgpowania gendw pB-laktamaz, karbapenemaz i
cefalosporynaz w genomach szczepow CPE wyizolowanych w trakcie wszystkich
poborow ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego

COS w Koziegtowach.

Szczegotowe wyniki czgstosci wystepowania gendw  blaces, blavim, blanpwm,
blaoxa-1, blactx-m, blatem, blasuv, ampC, blapua 1 blacmy w genomach bakterii
Enterbacteriaceae opornych na karbapenemy przedstawiono w tabeli 19 i rycinach 41 1 43.
Nie wyosobniono izolatu z genem blaxpc W zadnym z pobordw.

Najczesécie] wystepujacym genem karbapenemaz byt blaces (30,3%), kolejno
blavim (7,8%), blanpm (6,2%) 1 blaoxa-1 (5,0%). Najwyzsza Srednig czgsto$¢ wystepowania
genu blaces, wyzsza niz w $cieku surowym (34,5%) i $cieku oczyszczonym (19,5%),
odnotowano u izolatow ze $cieku z komory napowietrzania (36,8%) (Rycina 41). Na
rycinie 43 przedstawiono sezonowe zmiany czestosci wystgpowania genu blaces u bakterii
wyizolowanych ze $cieku na réznych etapach procesu oczyszczania. Wszystkie izolaty ze

scieku surowego i $cieku z komory napowietrzania pobierane wiosng, miaty gen blages. W
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sezonie jesiennym zaobserwowano wyzsza cz¢sto$¢ wystepowania genu blages u bakterii
karbapenemoopornych wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego (40,0%) w pordwnaniu
ze $ciekiem z komory napowietrzania (6,3%) 1 Sciekiem surowym (0,0%).

W przypadku genu blaviv, najwyzsza S$rednig czestos¢ wystepowania u
analizowanych szczepow CPE stwierdzono u bakterii ze Scieku oczyszczonego (12,7%), w
porownaniu ze $ciekiem surowym (8,3%) i1 z komory napowietrzania (2,5%) (Rycina 41).
Potowa szczepow CPE (50,0%) wyizolowanych wiosng ze $cieku surowego 1 Scieku
oczyszczonego miata gen blaviv (Rycina 43). W sezonie jesiennym zaobserwowano
wigksza liczbg szczepow z genem blavim w $cieku oczyszczonym (20,0%) w stosunku do
Scieku z komory napowietrzania (12,5%). Natomiast latem szczepy z genem blavim
wyizolowano jedynie ze $cieku oczyszczonego z czestoscig wynoszacg 3,0%. Nie
odnotowano szczepow CPE z genem blavim w sezonie zimowym.

Najwyzsza S$rednig czestos¢ wystgpowania genu blanpm u szczepéw CPE
stwierdzono w $cieku oczyszczonym (9,2%), nastepnie w Scieku surowym (8,3%) 1 Scieku
z komory napowietrzania (1,2%) (Rycina 41). Potowa szczepéw CPE (50,0%)
wyizolowanych wiosng ze $cieku surowego miata gen blanpm (Rycina 43). W sezonie
zimowym zaobserwowano wigksza liczbe szczepéw z genem blanpm w Scieku
oczyszczonym (12,5%) w stosunku do $cieku z komory napowietrzania (3,0%). Latem
natomiast, szczepy z genem blanpm wyizolowano jedynie ze $cieku oczyszczonego z
czestosciag wynoszaca 3,0%. Nie odnotowano szczepéw CPE z genem blanpm w poborach
jesiennych.

W przypadku genu blaoxa-1, stwierdzono najwyzsza S$rednig czgsto$¢ jego
wystepowania u szczepow wyizolowanych ze $Scieku oczyszczonego (8,0%), kolejno ze
scieku z komory napowietrzania (4,2%) 1 $cieku surowego (2,9%) (Rycina 41). Latem,
szczepy z genem blaoxa-1 wyizolowano jedynie ze $cieku oczyszczonego z czestoscig
wynoszaca 15,0%, natomiast jesienig, jedynie ze $cieku z komory napowietrzania z
czestoscia wynoszaca 6,3% (Rycina 43). W sezonie zimowym zaobserwowano wigksza
liczbe szczepow z genem blaoxa-1 w $cieku oczyszczonym (9,4%) niz w $cieku surowym i
scieku z komory napowietrzania (odpowiednio 8,6% 1 7,4%). Nie odnotowano szczepow

CPE z genem blaoxa-1 w sezonie wiosennym.
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U szczepow opornych na karbapenemy, oprocz obecnosci genow karbapenemaz,
oznaczono réwniez wystepowanie genow warunkujacych wytwarzanie ESBL oraz genow
cefalosporynaz. W przypadku gendéw kodujacych ESBL, u najwigkszej liczby szczepow
(49,5%) stwierdzono obecnos¢ genu blacrx-m, nastepnie blatem (8,1%) 1 blasnv (2,0%).
Najwyzsza $rednig czegstos¢ wystgpowania blactx-m odnotowano w $cieku surowym,
nastepnie w §cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonym (odpowiednio 11,3%,
10,3% 1 5,0%) (Rycina 41). Natomiast najwyzszg $rednig czgsto$¢ wystepowania blatem
odnotowano w $cieku surowym (9,4%), a nastgpnie w $cieku oczyszczonym (5,0%) 1 w
scicku z komory napowietrzania (1,2%) (Rycina 41). W przypadku genu blasnv,
zwigkszong czesto$¢ odnotowano u szczepdéw ze Scieku surowego i $cieku oczyszczonego
(1,0%) w stosunku do $cieku z komory napowietrzania (0,6%) (Rycina 41). W przypadku
sezonowej analizy czgstosci, geny blactx-m, blatem 1 blasuv odnotowano u izolatow latem i
zimg. Wyzsza czegsto$¢ wystepowania blactx-m zaobserwowano u szczepow opornych na
karbapenemy wyosobnionych w sezonie letnim ze $cieku z komory napowietrzania
(33,3%) w porownaniu ze Sciekiem surowym (16,7%) (Rycina 43). Natomiast w
przypadku genu blatem, zaobserwowano wyzsza czesto$¢ wstepowania u szczepow
wyizolowanych zimg ze S$cieku oczyszczonego (3,2%) niz ze S$cieku z komory
napowietrzania (3,0%) (Rycina 43). Gen blasnv wystgpowal z najwyzsza czestoscia u
bakterii wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego w sezonie letnim (3,0%) (Rycina 43).

Srednia czesto$¢ wystepowania genu ampC wérdéd szczepéw opornych na
karbapenemy wynosita 56,7% u izolatéw ze Scieku surowego, 50,5% u szczepow ze Scieku
oczyszczonego, a 43,4% ze $cieku z komory napowietrzania (Rycina 41). Jesienig i zimg
zaobserwowano wyzsza czesto$¢ wystepowania ampC u szczepoOw wyizolowanych ze
Scieku oczyszczonego (odpowiednio 80,0% 1 71,2%) w stosunku do $cieku surowego
(odpowiednio 66,7% 1 58,4%) 1 $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 43,8% 1
44,9%) (Rycina 43).

Geny cefalosporynaz blapua 1 blacmy wystepowaly z nizsza czestoscig. Z
najwyzszg czgstoscig wynoszaca 3,5% blapua odnotowano u bakterii wyizolowanych ze
scieku oczyszczonego i ze $cieku z komory napowietrzania (1,7%) (Rycina 41). Nie
stwierdzono go u szczepow wyizolowanych ze $cieku surowego. Gen blacmy odnotowano

jedynie u izolatéw ze Scieku oczyszczonego (0,7%) (Rycina 41).
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Czestos¢ wystepowania dwoch lub wigcej gendw karbapenemaz, B-laktamaz i
cefalosporynaz obecnych w genomach bakterii grupy coli opornych na karbapenemy
stwierdzono u 54 (27,3%) szczepdéw (Rycina 42). W sezonie wiosennym, wszystkie
szczepy ze Scieku surowego mialy dwa lub wigcej genow w genomie, a w Scieku z komory
napowietrzania odnotowano o potowe nizsza czestos¢ CPE z wigcej niz dwoma genami
(50,0%). Jesienig odnotowano wzrost czg¢stosci przynajmniej dwdch genow u szczepow
wyosobnionych ze S$cieku oczyszczonego (60,0%) w stosunku do $cieku z komory
napowietrzania (12,5%) 1 $cieku surowego (0,0%). W grupie szczepow wykazujacych
przynajmniej dwa geny opornosci, dwa (12,5%) wyizolowane zimg ze $cieku surowego
miaty cztery geny opornosci (blactx-m, blaces, blaoxa-11ampC) 1 dwa (22,2%) szczepy ze

scieku z komory napowietrzania, réwniez w tym sezonie (blactx-m, blatem, blaoxa-1 1

amp().

100,0 100,0

75,0
60,0
50,0

37,5
34,8 33,3 30.4

25,0 23,1
20,0 6,7
2,5

0,0

Wiosna Lato Jesien Zima Wiosna Lato Jesien Zima Wiosna Lato Jesien Zima

Sciek surowy Sciek z komory Sciek oczyszczony
napowietrzania

Rycina 42. Czestos¢ wystgpowania szczepow CPE z przynajmniej dwoma genami
oporno$ci na antybiotyki B-laktamowe i karbapenemowe u szczepéw w zalezno$ci od

miejsca poboru $cieku i pory roku.
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*SS — $ciek surowy,
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SO — $ciek oczyszczony.

Rycina 43. Czesto$¢ wystepowania gendw [-laktamaz, karbapenemaz i cefalosporynaz
AmpC u szczepow CPE wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania i §cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.
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Tabela 20. Czesto$¢ wystgpowania genow [-laktamaz i1 karbapenemaz w genomach
szczepow CPE typu OXA-48 wyizolowanych ze $cieku surowego, $Scieku z komory

napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Czestos¢ wystepowania genéw [%]

Czaspoboru %R blaoxa-ss blaces blanom
| - marzec 2015 20 50,0 0 30,0
Il - maj 2015 7 100,0 0 0
Il - lipiec 2015 8 100,0 0 0
Sciek surowy v -zlig;tc;pad A 1000 0 0
V - luty 2016 NO* NO NO NO
VI - lipiec 2016 14 64,3 71 14,3
Srednia 1 82,9 1,4 8,9
| - marzec 2015 NO NO NO NO
Il - maj 2015 NO NO NO NO
; Il - lipiec 2015 NO NO NO NO
Sciek z komory
napowietrzania IV - listopad NO NO NO NO
2015
V - luty 2016 NO NO NO NO
VI - lipiec 2016 5 40,0 0 0
Srednia 5 40,0 0 0
| - marzec 2015 NO NO NO NO
Il - maj 2015 2 100,0 0 0
i Il - lipiec 2015 2 100,0 0 0
oczysscziilz(ony IV - listopad 4 100.0 0 0
2015 ’
V - luty 2016 NO NO NO NO
VI - lipiec 2016 1 100,0 0 0
Srednia 2 100,0 0 0

*NO — nie oznaczono.
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Czestosci wystepowania genow blaoxa-s, blaces 1 blanom w genomach bakterii
Enterbacteriaceae typu OXA-48 przedstawiono w tabeli 20, rycinie 44 1 45. Nie
stwierdzono wystepowania gendw blavim i blaoxa-1.

Najczesciej, cho¢ nie w 100%, wystepujacym genem karbapenemaz wsrdd
analizowanych szczepow byt gen blaoxa-ss, nastepnie blaces i blanpm, przy czym dwa
ostatnie geny stwierdzono jedynie u szczepow izolowanych ze $cieku surowego — blages w
sezonie letnim (1,4%), blanom W sezonie letnim i zimowym (8,9%). U izolatow ze Scieku
surowego analizowanych zimg, 20,0% szczepoéw mialo dwa geny kodujace karbapenemazy
(blaoxa-48 1 blanpm), natomiast latem, dwa geny miato 10,0% szczepdéw (jeden szczep miat

gen blaoxa-4s1 blanpm oraz jeden szczep miat gen blaoxa-481 blaces).

M Sciek surowy M Sciek z komory napowietrzania Sciek oczyszczony
100,0 100.0
82,9

75,0
X 50,0

40,0
25,0
0,0

blaoxa-4s
Geny

Rycina 44. Srednia czesto$¢ wystepowania genu blaoxa4s W genomach szczepow CPE
typu OXA-48 wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania i

Scieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.
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Rycina 45. Sezonowe zmiany czgstosci wystgpowania genu blaoxa-48 u szczepow CPE
typu OXA-48 wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania i

Scieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

4.16. Sekwencjonowanie produktéw PCR

Produkty amplifikacji analizowanych genow f-laktamaz, karbapenemaz i
cefalosporynaz poddano sekwencjonowaniu. Uzyskane sekwencje nukleotydowe zgodne
byty z sekwencjami DNA zdeponowanymi w bazie GenBank. Dominujagcym genem [3-
laktamaz byl blactxmv. W obrebie grupy gendw blactx-m najczgsciej wystepujacym
wariantem byt gen blactxm-15 (KY640562.1) (Tabela 21). Ponadto stwierdzono obecnos¢
wariantow genow: blatem-1 (AF188200.1), blasuv-11 (MF414190.1), blaoxa-1
(NG_049392.1), blaces-1 (AF156486.1) 1 blaces-s (DQ902344.1), ampC (HQ419012.1),
blapua-o (KY115612.1) i blacmy2 (NG_048814.1) (Tabela 21). U szczepow wytwarzajacych
karbapenemazy stwierdzono najczg¢s$ciej obecno$¢ wariantow genow: blavim-i
(KU665641.1), blanpm-1 (MF774796.1) 1 blaoxa-4s (KY862014.1) (Tabela 21). Na ich
podstawie mozliwe bylo zidentyfikowanie pozostalych produktéw reakcji PCR.

Zidentyfikowane dzigki sekwencjonowaniu produkty przedstawiono na rycinie 53.
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Tabela 21. Warianty gendéw [-laktamaz, karbapenemaz i1 cefalosporynaz uzyskane w

wyniku sekwencjonowania.

Warianty genéw

blactx-m blatem blaswv  blaoxa-1  blages blawm  blanom @ blapua  blacmy

blactx-m-1 blages-1
'’ blatem-1, blasuv.1, blaoxa-1, * | blavim-1, blapha-1,
-3, -12, -15, -5, -7, -11, blanpm-1 blacmy-2
-2,-3,-20 11, -12 -5 -4 -9
-36, -169 -14

4.17. Oznaczenie liczby kopii genow w metagenomowym DNA

W celu wyeliminowania wptywu inhibitorow i uzyskania produktu w reakcji qPCR,
wykonano rozcienczenia metagenomowego DNA i przeprowadzono reakcje amplifikacji
fragmentu genu 16S rRNA w reakcji PCR. Produkty tej reakcji uzyskano przy 20-krotnym
rozcienczeniu metagenomowego DNA wyizolowanego ze S$cieku surowego i
oczyszczonego 1 80-krotnym ze S$cieku z komory napowietrzania. Wyniki rozdziatu
wybranych prob nierozcienczonego i rozcienczonego metagenomowego DNA ze $cieku

surowego 16S rRNA przedstawiono na rycinie 46.

Rycina 46. Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA
o wielkosci 464 pz dla o$miu probek metagenomowego DNA uzyskanego ze $cieku
surowego z V poboru. Sciezki: 1-4 — nierozcienczone metagenomowe DNA ze $cieku

surowego, 5-8 — metagenomowe DNA ze $cieku surowego rozcienczone 20-krotnie. M —
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wzorzec mas (od dotu: 100 pz, 200 pz, 300 pz, 400 pz, 500 pz, 600 pz, 700 pz, 800 pz, 900
pz, 1000 pz i 1500 pz).

W celu okreslenia liczby kopii gendw opornosci na antybiotyki P-laktamowe i
glikopeptydowe metoda qPCR w metagenomowym DNA przygotowywano krzywe
standardowe stosujac seri¢ rozcieficzen liniowego fragmentu genu int// oraz
plazmidowego DNA z wklonowanym fragmentem badanego genu: int//IKL, blactx-m-15,
blatem-1, blasuv-11, blaces-1, blaoxa-1, blaoxa4s, vanA 1 mecA. Specyficzno$¢ reakcji oceniano
na podstawie analizy krzywej topnienia. Pojedynczy pik krzywej topnienia wskazuje na
obecno$¢ specyficznego produktu, poniewaz kazdy dwuniciowy odcinek DNA ma
charakterystyczng dla siebie temperature topnienia.

Na rycinach 47 i 48 przedstawiono krzywa standardowg oraz krzywa topnienia dla
reakcji amplifikacji metoda qPCR genu 16S rRNA.

Standard Curve

Cq

O  Standard
X Unknown
—— SYBR  E=%85% R"2=0,557 Slope=-3,225 y-int=35271

Rycina 47. Krzywa standardowa dla reakcji amplifikacji metoda qPCR genu 16S rRNA.
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Rycina 48. Krzywa topnienia produktu amplifikacji genu kodujacego 16S rRNA metoda
qPCR.

Specyficznos¢ reakcji ddPCR oceniano na podstawie analizy bezwzglednej liczby
kropli w probce, w ktorych znajduje si¢ zamplifikowany fragment badanego genu (krople
pozytywne) 1 pozostalych (krople negatywne), mierzonej w oparciu o poziomu
fluorescencji. Wyraznie oddzielone krople pozytywne (kolor niebieski) powyzej progowe;j

intensywnosci, wskazuja na obecnos¢ specyticznego produktu (Rycina 49).
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Rycina 49. Analiza iloSciowa genu blanpm metoda ddPCR w metagenomowym DNA
wyizolowanym ze $cieku surowego w trakcie poboru I'V. Kolorem niebieskim oznaczono

pozytywne krople w probce.

Liczba kopii genu 16S rRNA w metagenomowym DNA miescita si¢ w przedzialach
od 1,9x107 do 9,2x108 kopii/ml w $cieku surowym, od 1,0x108 do 4,1x10% kopii/ml w
sciecku z komory napowietrzania oraz od 5,3x105 do 5,4x106 kopii/ml w $cieku
oczyszczonym. Szczegotowe dane dotyczace liczby kopii genu 16S rRNA przedstawiono
w tabeli 22 i na rycinie 50. Liczby kopii genow intll, intlIKL, blactx-m, blatem, blasuv,
blaces, blaoxa-1, blaoxa4s, vanA 1 mecA oznaczone metoda qPCR oraz blanpwm, blaviv, blaxpec

oznaczone metodg ddPCR przedstawiono w tabeli 22 1 na rycinie 51.
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Rycina 50. Liczba kopii genu 16S rRNA w metagenomie $cieku surowego, $cieku z

komory napowietrzania oraz $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.

Liczba kopii genu int/ll w metagenomie $cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania oraz $cieku oczyszczonego miescita si¢ kolejno w przedziatach: od 2,1x106
do 1,2x108 kopii/ml, od 7,1x106do 1,4x108 kopii/ml oraz od 7,2x104 do 6,5%105 kopii/ml.
Zakresy liczby kopii genu int/1KL wynosily odpowiednio: 1,2x105 do 1,6x107 kopii/ml, od
9,4x105 do 1,1x107 kopii/ml oraz od 1,7x104 do 2,4x105 kopii/ml. Liczba kopii genu
blactx-m w metagenomie $cieku surowego miescita si¢ w przedziale od 9,3x102 do 3,7x104,
od 2,8x104 do 3,8x105 kopii/ml w $cieku z komory napowietrzania oraz od 1,5%102 do
3,3x103 kopii/ml w metagenomie $cieku oczyszczonego. Zakresy liczby kopii genu blatem
wynosity: od 6,3x104 do 1,7x10¢ kopii/ml w $cieku surowym, 5,3x105 do 2,1x10¢ kopii/ml
w Scieku z komory napowietrzania oraz od 4,1x103 do 2,8x10% kopii/ml w $cieku
oczyszczonym. Liczba kopii genu blages miescita si¢ odpowiednio w przedziatach: od
2,3%105 do 4,7x10¢ kopii/ml, od 1,4x104 do 3,4x106 oraz od 3,6x104 do 2,5x105 kopii/ml.
Zakresy liczby kopii genu blasnvy wynosilty odpowiednio: od 1,8x104 do 1,1x106 kopii/ml,
od 3,5x102 do 1,4x106¢ kopii/ml oraz od 2,4x103 do 6,0x103 kopii/ml. Liczba kopii genu
blaoxa-1 miescita si¢ kolejno w przedziatach: od 2,7x106 do 8,3x107 kopii/ml, od 2,6x107
do 1,3x108 kopii/ml oraz od 2,9%104 do 3,1x105 kopii/ml. Natomiast zakresy liczby kopii

138



genu blaoxa-4s wynosity odpowiednio: 1,2x105 do 3,6x106 kopii/ml, 3,7x10¢ do 5,7x107
kopii/ml oraz od 1,6x103 do 1,6x104 kopii/ml. Liczba kopii genu vand w metagenomie
Scieku surowego miescita si¢ w przedziale od 5,7%103 do 9,3x104 kopii/ml, od 3,5%104 do
4,5%106 kopii/ml $cieku z komory napowietrzania oraz od 4,9%10! do 7,0x102 kopii/ml
scieku oczyszczonego. Zakresy liczby kopii genu mecA wynosity odpowiednio: 3,1x103 do
3,7x104 kopii/ml, 4,8x104 do 1,7x10¢ kopii/ml oraz od 1,8x102 do 1,7x103 kopii/ml.
Natomiast liczba kopii genu blanom W metagenomie Scieku surowego, oczyszczonego,
scieku z komory napowietrzania oznaczonego metoda ddPCR miescita si¢ odpowiednio w
przedziatach: od 1,7x104 do 6,9%105 kopii/ml, od 4,8%x105 do 4,0x107 kopii/ml oraz od 2,0
do 1,4x103 kopii/ml. Zakresy liczby kopii genu blaviv wynosity odpowiednio: od 1,1x104
do 4,3x104 kopii/ml, 4,4x103 do 2,5x104 kopii/ml oraz od 3,0 do 7,0 kopii/ml. Liczba kopii
genu blaxpc miescita si¢ odpowiednio w przedziatach: od 4,0x103 do 6,6x104 kopii/ml, od
3,5x104 do 3,6x105 kopii/ml oraz od 3,0 do 4,0 kopii/ml.

Odnotowano wzrost liczby kopii genu int// w metagenomie $cieku z komory
napowietrzania w stosunku do liczby kopii genu w DNA metagenomowym $cieku
surowego w sezonie jesiennym. Podobne wyniki uzyskano dla genu int/IKL i blatem
jesienig i1 zima, blaoxa-1 latem, jesienig 1 zima,, blaces zima. Natomiast w przypadku genow
blactx-m, blasuv, vanA, mecA, blaoxa4s, blanxpm 1 blaxec, wzrost liczby kopii gendow w
metagenomie $cieku z komory napowietrzania w stosunku do liczby kopii genéw w DNA
metagenomowym S$cieku surowego wystepowal we wszystkich sezonach. Liczba kopii genu
blaviv latem byla taka sama zardbwno w metagenomie $cieku z komory napowietrzania jak 1

$cieku surowego (Rycina 51).
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Liczba kopii Liczba kopii Liczba kopii Liczba Kopii Liczba kopii
blasnv/ml blactx-m/ml

Liczba kopii
blakpc/ml

Liczba kopii

1,0E+08
1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02
1,0E+00

intl1/ml

1,0E+06
. 1,0E+04
1,0E+02
1,0E+00

1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02
1,0E+00

1,0E+09
1,0E+06
1,0E+03

blaoxa-1/ml

1,0E+00

1,0E+07
1,0E+05

vanA/ml

1,0E+03
1,0E+01

1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02
1,0E+00

blanow/mll

1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02
1,0E+00

§s*

B Wiosna

KN

Miejsce poboru

B Lato

8| T

Al

Miejsce poboru

Miejsce poboru

KN

Miejsce poboru

KN

Miejsce poboru

KN

Miejsce poboru

KN

Miejsce poboru

Liczba kopii Liczba Kopii Liczba kopii Liczba kopii Liczba kopii

Liczba kopii

mecA/ml blaoxa-as/ml blages/ml blatem/ml Intl1KL/mlI

blavim/ml

Jesien B Zima
1,0E+08
1,0E+06
1,0E+04
1,0E402

1,0E+00 -
$s KN $o

Miejsce poboru
1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02

1,0E+00 -
$s KN $o

Miejsce poboru
1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02

1,0E+00 -
$s KN $o

Miejsce poboru
1,0E+08
1,0E+06

1,0E+04
1,0E+02 II I
1,0E+00 -

$s KN $o

Miejsce poboru

1,0E+06
1,0E+04
1,0E+02

1,0E+00
SS KN SO

Miejsce poboru

1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01

1,0E+00
SS KN SO

Miejsce poboru

*SS — Sciek surowy,
KN — Sciek z komory napowietrzania,

SO — Sciek oczyszczony.

Rycina 51. Liczba kopii genow intl1, intl1KL, blactx-wm, blatem, blasnv, blaces, blaoxa-1,

blaoxass, vanA i mecA oznaczona metoda qPCR oraz blanpwm, blaviv, blakpc oznaczona metoda

ddPCR w metagenomie $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania oraz $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach.
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Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych gendw obliczona zostala na podstawie
liczby kopii genu 16S rRNA, przy zalozeniu, ze w jednej komoérce bakterii wystepuja
Srednio cztery kopie genu 16S rRNA (Stalder i wsp., 2012) (Material i metody 3.4.3.).

W tabeli 23 oraz na rycinach 52 1 53 przedstawiono czestosci wystepowania genow
intll, intlIKL, blactx-m, blatem, blaces, blasuv, blaoxa-1, blaoxa4s, blanom, blaviv, blakec,
vanA oraz mecA w poszczegdlnych miesigcach i porach roku w metagenomie $cieku
surowego, $cieku z komory napowietrzania oraz $cieku oczyszczonego, wyrazone w
procentach. Najwyzszg S$rednig czestoS¢ wystepowania genu intl/l stwierdzono w
metagenomie $cieku oczyszczonego (48,6%) 1 jednocze$nie zaobserwowano wzrost
czestosci w $cieku oczyszczonym w stosunku do Scieku surowego (48,1%) 1 Scieku z
komory napowietrzania (35,4%). Najwyzsza $rednig czgsto$¢ wystepowania ,,klinicznego”
genu intll odnotowano w $cieku oczyszczonym (14,4%), z kolei najnizszag w $cieku z
komory napowietrzania (3,2%). Podobna tendencje wzrostu czestoSci w metagenomie
Scieku oczyszczonego (3,3%) w stosunku do $cieku z komory napowietrzania (0,8%) 1
scieku surowego (0,7%) odnotowano dla genu blarem. Dla genu blages i blasuv réwniez
stwierdzono wzrost czesto$ci wystgpowania w $cieku oczyszczonym (odpowiednio 21,1%
1 0,9%) w stosunku do $cieku surowego (odpowiednio 2,1% 1 0,4%) 1 $cieku z komory
napowietrzania (odpowiednio 0,4% 1 0,3%). W przypadku gendw blactxm, blaoxa-4s oraz
mecA zaobserwowano najwyzsze S$rednie czestosci wystepowania w $cieku z komory
napowietrzania (odpowiednio 0,6%, 12,4% 1 0,2%) 1 w $cieku oczyszczonym (odpowiednio
0,1%, 1,4% 1 0,1%) w poréwnaniu z czgstoscig w Scieku surowym (0,01%, 1,2% 1 0,02%).
Podobne wyniki uzyskano dla genéw blaoxa-1, blanpm, blaxec oraz vanA- najwyzsza czgsto$¢
w $cieku z komory napowietrzania (odpowiednio 45,4%, 12,3%, 0,2% 1 0,3%), nastepnie w
Scieku surowym (odpowiednio 35,7%, 0,4%, 0,03% 1 0,3%), najnizsza w $cieku oczyszczonym
(odpowiednio 18,9%, 0,2%, 0,001% 1 0,07%). W przypadku genu blaviv stwierdzono spadek
czegstosci wystgpowania w Scieku oczyszczonym (0,001%) w stosunku do $cieku surowego
(0,08%). Bioragc pod uwage powyzsze wyniki, w metagenomie $cieku surowego
odnotowano najwyzsza $rednig czesto$¢ wystepowania genu intll i blaoxa-1, w Scieku z
komory napowietrzania z najwigksza czestoscig wystepowaty blaoxa-1 1 intll, natomiast w

scieku oczyszczonym intll 1 blaces. Najnizsza czgsto$¢ wystgpowania w Scieku surowym
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Czestos¢ wystepowania genu

Czesto$¢ wystepowania genu

Czestos¢ wystepowania genu

odnotowano dla gendéw blacrx-m i mecA, w $cieku z komory napowietrzania blaviv 1 blaxrc,

natomiast w $cieku oczyszczonym gendéw blaxpc i blaviv (Tabela 23).

100,0

1,0

10,000

1,000

0,100

blactx-m [%]

0,010

0,001

10,00

0,01

B Wiosna

KN

Miejsce poboru

B Lato

$o

Czestos¢ wystepowania genu

$s KN so
Miejsce poboru
I - I I = w
$s KN $o

*§S — Sciek surowy,

KN — Sciek z komory napowietrzania,

Miejsce poboru

SO — Sciek oczyszczony.

Czestos¢ wystepowania genu

Czestos¢ wystepowania genu

Jesien

100,0

10,0

intlTKL [%]

1,0

10,0

1,0

blatem [%]

0,1

100,00

10,00

1,00

blaces [%]

0,10

0,01

B Zima

SS KN SO

Miejsce poboru

$s KN $o

Miejsce poboru

Ss KN SO

Miejsce poboru

Rycina 52. Czgstos¢ wystepowania gendw intll, intl1 KL, blactx-m, blatem, blaces, blasuv

oznaczona metoda qPCR w ml metagenomu S$cieku surowego, $cieku z komory

napowietrzania oraz $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.
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Czestos¢ wystepowania genu Czestosé wystepowania genu Crestosé wystepowania genu

Czestos$¢ wystepowania genu
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I ]
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$s KN $o

Miejsce poboru

53. Czgsto$¢ wystgpowania gendw blaoxa-1, blaoxa4s, vanA 1 mecA oznaczona

metoda qPCR oraz blanpm, blaviv, blaxpc oznaczona metoda ddPCR w ml metagenomu

scieku surowego, $cieku z komory napowietrzania oraz $cieku oczyszczonego COS w

Koziegtowach.
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4.18. Wyniki analizy skladu populacji mikroorganizméw wystepujacych w Sciekach

Stopien zroéznicowania sekwencji regionu zmiennego V4 genu 16S rRNA, ktory
jest obecny u wszystkich bakterii, umozliwil okreslenie sktadu mikrobiologicznego w
badanych probkach do poziomu rodzin i rodzajéw. Analiza tych sekwencji pozwolila na
okreslenie sktadu populacji bakterii wystepujacych w danych probkach i oznaczenie
procentowego udziatu poszczegdlnych taksonow w $ciekach na roznych etapach procesu
oczyszczania.

Analiza danych NGS wykazata, ze lacznie uzyskano 645 779 dobrej jakosci
odczytow sekwencji genu 16S rRNA, co stanowilo facznie 73% uzytecznych sekwencji.
Na podstawie analiz podobienstwa sekwencji 16S rRNA, ktére przedstawiono na rycinach
54, 55 1 56, okre$lono procentowa zawartos¢ poszczegdlnych taksonow w probkach
(Rycina 57). Uzyskane wyniki wykazaly, Zze populacja mikroorganizméw wystepujacych w
probkach $cieku surowego ze wszystkich poborow, sktadata si¢ z 31 rodzin w obregbie
czterech dominujacych typoéw bakterii, ktére stanowitly ponad 1% taksondéw bakterii
wystepujacych w badanej probce. Dominujagcymi rodzinami w probkach $cieku surowego
byty Campylobacteraceae, Moraxellaceae (Proteobacteria) (Rycina 57). Wyniki uzyskane
dla probek $cieku z komory napowietrzania wykazaty, ze populacja mikroorganizméow w
probkach ze wszystkich poborow, sktadata si¢ z 29 rodzin w obrebie pigciu dominujacych
typow Dbakterii. Dominujagcymi rodzinami bakterii w probkach $cieku z komory
napowietrzania bylty Chitinophagaceae 1 Sapromonadaceae (Bacteroidetes), choc
najczesciej wystepujacym typem byty Proteobacteria (Rycina 57). Wyniki uzyskane dla
probek Scieku oczyszczonego wykazaly najwieksza liczbe taksondw 1 jednocze$nie
najwigksze ich zrdznicowanie. Populacja mikroorganizmow wystepujacych w $cieku
oczyszczonym w probkach ze wszystkich pobordéw, skladata si¢ z 49 rodzin w obrebie
pigciu dominujacych typow bakterii. Najczgéciej notowano rodziny Pseudomonadaceae 1
Comamonadaceae (Proteobacteria) (Rycina 57). Szczegdélowe dane procentowego udziatu
poszczegbdlnych taksondw bakterii w probkach na réznych etapach procesu oczyszczania

sciekodw przedstawiono na rycinie 57.
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Rycina 54. Procentowa zawarto$¢ liczby odczytow sekwencji genow 16S rRNA w

metagenomie $cieku surowego COS w Kozieglowach.
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Rycina 55. Procentowa zawarto$¢ liczby odczytow sekwencji genow 16S rRNA w

metagenomie $cieku z komory napowietrzania COS w Koziegtowach.
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Rycina 56. Procentowa zawartos¢ liczby odczytow sekwencji

metagenomie $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach.
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Rycina 57. Procentowy udziat taksonow bakterii wyst¢pujacych w badanych prébkach
scieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w

Kozieglowach w trakcie o§miu poborow.
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4.19. Analiza statystyczna

Test Kruskala-Wallisa nie wykazal zwigzku pomiedzy liczba bakterii hodowalnych,
a takze liczbg bakterii z mechanizmami opornosci, a poborami i porami roku. Test ten nie
wykazal rowniez zwigzku migdzy czgstoscig wystepowania bakterii z mechanizmami
oporno$ci a poborami i porg roku, a takze pomiedzy czgsto$ciag wystepowania gendw a
poborami. Odnotowano roznice istotne statystycznie (P< 0,05) w ogdlnej liczbie bakterii
hodowalnych 1 bakterii z mechanizmami opornosci pomiedzy Sciekiem surowym, sciekiem
z komory napowietrzania i $ciekiem oczyszczonym. Liczba bakterii heterotroficznych
malata istotnie pomiedzy $ciekiem surowym a oczyszczonym (p=0,001) oraz pomigdzy
sciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym (p=0,005). Liczba bakterii
grupy coli malata istotnie pomiedzy $ciekiem surowym a S$ciekiem z komory
napowietrzania (p=0,020), $ciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym
(p<0,001), a takze pomigdzy $ciekiem surowym a Sciekiem oczyszczonym (p<0,001).
Liczba baterii E. coli malata istotnie pomiedzy Sciekiem surowym a $ciekiem z komory
napowietrzania (p=0,030), $ciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym
(p<0,001), a takze pomigdzy $ciekiem surowym a Sciekiem oczyszczonym (p<0,001).
Liczba bakterii Enterococcus sp. malata istotnie pomiedzy $ciekiem surowym a
oczyszczonym (p<0,001), a takze pomigdzy Sciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem
oczyszczonym (p=0,010). Liczba bakterii S. aureus malala istotnie pomiedzy $ciekiem
surowym a $ciekiem z komory napowietrzania (p=0,005), pomigdzy $ciekiem z komory
napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym (p=0,005), a takze pomiedzy Sciekiem surowym
a oczyszczonym (p<0,001). Liczba bakterii CPE malala istotnie pomiedzy S$ciekiem
surowym a $ciekiem oczyszczonym (p=0,002). Liczba bakterii CPE typu OXA-48 malala
istotnie pomiedzy $ciekiem surowym a $ciekiem z komory napowietrzania (p=0,020), a
takze pomiedzy Sciekiem surowym a oczyszczonym (p=0,008). Liczba bakterii MRSA
malala istotnie pomig¢dzy S$ciekiem surowym a S$ciekiem z komory napowietrzania
(p=0,008), a takze pomiedzy $Sciekiem surowym a oczyszczonym (p=0,008). Liczba baterii
wytwarzajacych ESBL malata istotnie pomigdzy $ciekiem surowym a $ciekiem z komory
napowietrzania (p=0,009), $ciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym

(p=0,009), a takze pomiedzy $ciekiem surowym a $ciekiem oczyszczonym (p=0,002).
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Zaobserwowano roznice istotne statystycznie w czestosci wystepowania bakterii
CPE typu OXA-48 pomigdzy miejscami poboru, ktérych czgstos¢ malata istotnie
pomiedzy Sciekiem surowym, a $ciekiem z komory napowietrzania (p=0,020).

Czesto$¢ wystepowania genu blactx u szczepow wytwarzajagcych ESBL malata
istotnie (p=0,049) pomigdzy sezonem zimowym a wiosennym, zimowym a letnim, a takze
jesiennym a wiosennym. Czgsto$¢ wystepowania genu blaoxa-1 U SzCzepoOw
wytwarzajacych ESBL wzrastata istotnie (p=0,049) pomigdzy zima a latem, jesienig a
zimg, wiosng a latem oraz malata pomiedzy latem a jesienig.

Réznice istotne statystycznie odnotowano takze dla czgstosci wystepowania genu
ampC u szczepdw wytwarzajacych ESBL, ktora malata pomiedzy $ciekiem surowym a
sciekiem z komory napowietrzania (p=0,004), natomiast wzrastata pomiedzy $ciekiem z
komory napowietrzania a $ciekiem oczyszczonym (p=0,004).

Warto$ci wspolczynnika korelacji rang Spearmana pomiedzy liczba bakterii
hodowalnych i liczbg bakterii z mechanizmami opornosci przedstawiono w tabeli 24.
Stwierdzono wystepowanie korelacji umiarkowanych (r od 0,475 do 0,579), silnych (r od
0,604 do 0,795 ) i bardzo silnych (r od 0,803 do 0,917).

Tabela 24. Warto$ci wspotczynnika korelacji rang Spearmana miedzy liczbg bakterii
hodowalnych i liczbg bakterii z mechanizmami opornosci. Kolorem czerwonym

zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Liczba bakterii [CFU/mI]

Bakterie Bgl::g)i/e Ecoli EMerococcus o .ireus *CPE t(\:l::llls MRSA  VRE = ESBL
heterotroficzne coli Sp- OXA-48
Bakterie
heterotroficzne 1,000
Bakterie grupy
coli 0,870 1,000
E.coli 0,795 0,917 1,000
fg’e’“"“"s 0,772 0,760 0,689 1,000
S. aureus 0,791 0,763 0,781 0,803 1,000
CPE 0,604 0,736 0,631 0,697 0,546 1,000
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Liczba bakterii [CFU/mI]

Bakterie

hetgril::ziiizne g(l:'gﬁy E.coli
e ypu 0,328 0,561 0,579
MRSA 0,371 0,445 0,429
VRE 0,102 0346 0,475
ESBL 0,676 0,809 0,785

*CPE — bakterie karbapenemooporne,

Entens);f)ccus S. aureus
0,375 0,380
0,359 0,733
0,348 0,308
0,619 0,819

CPE typu OXA-48 — bakterie karbapenemooporne typu OXA-48,

MRSA — bakterie S. aureus oporne na meticyling,

VRE — bakterie Enterococcus sp. oporne na wankomycyne,

ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL.

*CPE

0,406

0,203

0,561

0,617

CPE

typu
OXA-48

1,000

0,486

0,389

0,565

MRSA

1,000

0,068

0,695

VRE ESBL

1,000

0,259 1,000

Wartos$ci korelacji rang Spearmana pomiedzy liczba bakterii, a parametrami

fizykochemicznymi wody przedstawiono w tabeli 25. Umiarkowane korelacje odnotowano

migdzy liczbg bakterii z grupy coli a przewodnoscia, a takze migdzy liczbg S. aureus a

przewodnoscig, TDS 1 zasoleniem oraz pomiedzy liczbg bakterii wytwarzajacych ESBL a

zasoleniem. Z kolei silne korelacje zaobserwowano pomiedzy liczbg MRSA a

przewodnoscia, TDS 1 zasoleniem oraz pomiedzy liczba bakterii wytwarzajacych ESBL a

przewodnoscig. Ujemne korelacje odnotowano pomigdzy liczbg bakterii heterotroficznych,

E. coli, CPE i wytwarzajacych ESBL a pH.

Tabela 25. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana migdzy liczba bakterii

hodowalnych i liczbg bakterii z mechanizmami oporno$ci, a parametrami

fizykochemicznymi wody. Kolorem czerwonym zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Liczba bakterii [CFU/mI]

pH
E:tlgf;;‘:oficzne 0,378
Bakterie grupy coli -0,491
E.coli -0,454
Enterococcus sp. -0,256
S. aureus -0,250

Przewodnosc¢

0,290

0,419
0,386
0,385

0,498

TDS

0,167

0,259
0,334
0,239

0,442

Zasolenie

0,144

0,243
0,320
0,198

0,448
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Liczba bakterii [CFU/mI]

*CPE
CPE typu OXA-48
MRSA

VRE

ESBL

pH
-0,484
-0,230
-0,094
-0,404

-0,683

*CPE — bakterie karbapenemooporne,

CPE typu OXA-48 — bakterie karbapenemooporne typu OXA-48,

Przewodnosc¢

MRSA — bakterie S. aureus oporne na meticyling,

0,333
0,322
0,630
0,320

0,611

VRE - bakterie Enterococcus sp. oporne na wankomycyne,

ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL.

TDS
0,041
0,355
0,674
0,171

0,439

Zasolenie
0,012
0,365
0,787
0,075

0,523

Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana pomiedzy czestoscig

wystepowania bakterii z mechanizmami opornosci przedstawiono w tabeli 26.

Odnotowano silng korelacje pomiedzy czesto$cia wystgpowania bakterii wytwarzajacych

ESBL a szczepami MRSA. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy czesto$cig wystepowania

pozostatych analizowanych bakterii.

Nie odnotowano réwniez korelacji pomiedzy czestoscia wystgpowania szczepow z

mechanizmami oporno$ci a parametrami fizykochemicznymi wody (Tabela 27).

Tabela 26. Wartosci wspolczynnika korelacji rang Spearmana mig¢dzy czestoscia

wystepowania bakterii z mechanizmami opornosci.

istotne korelacje (P < 0,05).

Czestos¢ wystepowania bakterii [%]

*CPE
CPE 1,000
CPE typu OXA-48 -0,393
ESBL 0,335
MRSA 0,322
VRE -0,183

*CPE — bakterie karbapenemooporne,

CPE typu OXA-48 — bakterie karbapenemooporne typu OXA-48,

ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL,

CPE typu OXA-48

1,000
0,084
0,543

0,017

Kolorem czerwonym zaznaczono

ESBL

1,000
0,712

-0,049

MRSA

1,000

-0,219

VRE

1,000
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MRSA — bakterie S. aureus oporne na meticyling,

VRE — bakterie Enterococcus sp. oporne na wankomycyne.

Tabela 27. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana migdzy czestoscia
wystepowania bakterii z mechanizmami opornos$ci, a parametrami fizykochemicznymi

wody. Kolorem czerwonym zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Czestosé wystepowania bakterii [%]

pH Przewodnosé TDS Zasolenie
*CPE -0,205 -0,280 -0,264 -0,199
CPE typu OXA-48 0,201 0,069 0,189 0,215
ESBL 0,033 -0,009 0,094 0,248
MRSA 0,142 -0,391 -0,280 -0,039
VRE -0,187 -0,124 -0,180 -0,233

*CPE — bakterie karbapenemooporne,

CPE typu OXA-48 — bakterie karbapenemooporne typu OXA-48,
ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL,

MRSA — bakterie S. aureus oporne na meticyling,

VRE — bakterie Enterococcus sp. oporne na wankomycyne.

Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana pomiedzy czestoscig
wystepowania genow w genomach bakterii hodowalnych z poszczegdlnymi
mechanizmami oporno$ci przedstawiono w tabeli 28. Umiarkowane korelacje pomigdzy
czestosciami  wystepowania gendéw odnotowano w przypadku: blactxm a blatem u
szczepOdw wytwarzajacych ESBL, blaviv a blaxpmu szczepdw CPE oraz pomigdzy blapua u
szczepoOw wytwarzajacych ESBL a blapua u szczepow CPE, blapua u szczepow
wytwarzajacych ESBL a blacmy u szczepéw CPE, blaoxa-1 a blactx-m u szczepow CPE, blatem
a ampC u szczepéw CPE. Silne korelacje pomiedzy czgstoSciami wystgpowania gendow
odnotowano w przypadku: blaoxa-1 u szczepow wytwarzajacych ESBL a blactx-m 1 blatemu
szczepow CPE, blaoxa-1 a blatem 1 blasuv u szczepéw CPE, blactx-m a blasuv u szczepow
CPE, blatem a blasuv u szczepdw CPE oraz ampC u szczepéw wytwarzajacych ESBL a
blaoxa4s u szczepow CPE typu OXA-48. Bardzo silne korelacje pomiedzy czestosciami
wystepowania genéw odnotowano w przypadku: blactx-m a blatem u szczepéw CPE oraz

pomigdzy ampC u szczepdw CPE a vand u szczepébw VRE. Ujemne korelacje pomiedzy
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czestosciami wystegpowania gendw odnotowano w przypadku: intll u bakterii
heterotroficznych a blactx-m 1 blatemu szczepdw CPE, blasuv u szczepéw wytwarzajacych
ESBL a blaces u szczepéw CPE, blaces a blatemu szczepow CPE, mecA u szczepéw MRSA a
blaoxa-1 u szczepow wytwarzajagcych ESBL oraz pomiedzy blacmy u szczepdw
wytwarzajacych ESBL a vand u szczepow VRE. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy

czestosciami wystepowania pozostatych gendw.
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Wartosci korelacji rang Spearmana pomigdzy czgsto$cig wystgpowania genow w
genomach bakterii hodowalnych, a parametrami fizykochemicznymi wody przedstawiono
w tabeli 29. Zaobserwowano umiarkowane korelacje pomigdzy czg¢stoscia wystepowania

genu ampC u szczepow wytwarzajagcych ESBL a warto$ciami pH.
Tabela 29. Wartosci wspolczynnika korelacji rang Spearmana mig¢dzy czestoScia

wystepowania gend6w w genomach bakterii hodowalnych, a parametrami

fizykochemicznymi wody. Kolorem czerwonym zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Czestosé wystepowania genéw [%]

pH Przewodnos¢ TDS Zasolenie
:Lttlér:ti:zlf(i::ezr:ych 0,122 -0,020 0,022 0,037
intl1 u bakterii grupy coli -0,115 0,235 0,252 0,196
*ESBL blactx-m -0,006 0,118 -0,007 -0,084
ESBL blarem 0,277 0,052 0,028 -0,096
ESBL blasuv -0,167 -0,047 -0,107 -0,199
ESBL blaoxa-1 -0,004 0,211 0,195 0,138
ESBL blaces -0,240 0,029 0,200 0,225
ESBL ampC 0,534 -0,009 0,293 0,320
ESBL blapha 0,360 -0,238 0,040 0,126
ESBL blacmy 0,270 0,087 0,087 0,159
CPE blages -0,192 0,081 0,264 0,362
CPE blavim 0,136 -0,163 -0,212 -0,132
CPE blanpm 0,246 0,154 0,041 -0,030
CPE blaoxa-1 0,253 -0,026 -0,196 -0,299
CPE blactx-m 0,045 0,254 0,123 0,088
CPE blarem 0,268 0,293 0,187 0,102
CPE blasnv 0,253 0,162 -0,090 -0,055
CPE ampC 0,110 0,225 -0,001 -0,154
CPE blapha 0,291 -0,193 0,145 0,129
CPE blacmy 0,077 0,102 0,102 0,102
CPE typu OXA-48 blaoxa-as 0,338 -0,152 0,064 0,082
MRSA mecA 0,005 0,072 0,107 0,257
VRE vanA -0,186 0,118 0,060 -0,107

*ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL,
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CPE - bakterie karbapenemooporne,
CPE typu OXA-48 — bakterie karbapenemooporne typu OXA-48,
MRSA - bakterie S. aureus oporne na meticyling,

VRE — bakterie Enterococcus sp. oporne na wankomycyne.

Odnotowano réznice istotne statystycznie (P< 0,05) w liczbie kopii genu 16S rRNA
pomigdzy S$ciekiem surowym, S$ciekiem z komory napowietrzania i $ciekiem
oczyszczonym. Liczba kopii genu 16S rRNA malata istotnie pomiedzy $ciekiem surowym
a oczyszczonym (p<0,001) oraz pomiedzy $ciekiem z komory napowietrzania a $ciekiem
oczyszczonym (p<0,001). Test Kruskala-Wallisa nie wykazat r6znic istotnych statystycznie
w liczbie kopii pozostalych genow w metagenomowym DNA ze $cieku surowego, Scieku z
komory napowietrzania i $cieku oczyszczonego. Test ten nie wykazal rowniez zwigzku
migdzy liczba kopii gendéw a pora poboru.

W tabeli 30 przedstawiono zaleznosci miedzy liczbg kopii poszczegdlnych genow
intll, intl1KL, blactx-wm, blatem, blasny, blaces, blaoxa-1, blaoxa-s, blanpm, blaviv, blakec,
vanA oraz mecA. Nie stwierdzono korelacji migedzy liczba kopii genu blaces a blaxpc.
Natomiast korelacje pomigdzy liczba kopii pozostatych gendéw byly umiarkowane (r od

0,407 do 0,598), silne (r od 0,603 do 0,793) lub bardzo silne (r od 0,801 do 0,921).

Tabela 30. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana miedzy liczba kopii genow

w metagenomowym DNA. Kolorem czerwonym zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Liczba kopii genéw/ml

intl1 intl1KL = blactxm blatem blaces blaswv  blaoxa1 = blaoxass vanA mecA blaow blavm  blakec

intl1 1,000

intl1KL 0,897 1,000

blactx-m 0,823 0,777 1,000

blarem 0,861 0,902 0,867 1,000

blaces 0,660 0,790 0,532 0,658 1,000

blasnv 0,603 0,643 0,768 0,724 0,667 1,000
blaoxa- 0,882 0,903 0,891 0917 0,736 0,771 1,000

blaoxa-s 0,712 0,701 0,909 0,828 0,444 0,757 0,828 1,000

vanA 0,633 0,593 0,805 0,724 0,482 0,817 0,808 0,872 1,000
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Liczba kopii genéw/ml

intl1 intl1KL = blactxm blatem blaces blasw  blaoxa1 blaoxass vanA mecA blaom blavm  blakec

mecA 0,773 0,703 0,921 0,793 0,587 0,821 0,877 0910 0,885 1,000

blanpm 0,682 0,604 0826 0,712 0,407 0,702 0,734 0912 0,831 0,858 1,000

blavim 0,595 0,542 0,492 0,524 0,527 0,634 0,517 0,561 0,534 0,542 0,551 1,000
blakec 0,641 0,604 0,845 0,769 0,381 0,732 0,715 0,905 0,801 0,857 0,844 0,598 1,000

Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana pomiedzy czestoscia
wystepowania genow w metagenomowym DNA przedstawiono w tabeli 31. Umiarkowane
korelacje pomiedzy czgsto$ciami wystepowania genéw odnotowano w przypadku: intll a
intl KL, blatem; blactx-m a blasnv; blaces a blasnv, blaoxa-1 a blaoxa-4s, blaxowm 1 blaviv; vanA
a blaxpc oraz pomiedzy mecA a blanpm. Natomiast silne korelacje pomiedzy czestosciami
wystepowania genow odnotowano w przypadku: intlIKL a blatem 1 blaces; blactxm a
blatem 1 mecA;, blaoxa-1 a blakec; blaoxa4s a vanA, mecA, blanpm 1 blaxec; vanA a mecA 1
blaxpm oraz pomigdzy blaxom a blaxec; 1 blavim a blaxpc. Ujemne korelacje pomigdzy
czestosciami wystepowania gendw odnotowano w przypadku: intl1 KL a blaoxa-as, blanpm,
blaviv 1 blaxpc oraz pomiedzy blaces a blaoxa-1, blaoxa4s, blanpm, blaviv 1 blaxpc. Nie
stwierdzono korelacji pomiedzy czestoscia wystgpowania genu blasyy a pozostaltymi

genami.

Tabela 31. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana migdzy czestoscia
wystepowania genow w metagenomowym DNA. Kolorem czerwonym zaznaczono istotne

korelacje (P < 0,05).

Czestos¢ wystepowania genéw [%]
intl1  int1KL  blactxm blatem blaces blaswy  blaoxa1 = blaoxass vanA mecA blanom  blavm  blakec
intl1 1,000
intltKL 0,593 1,000
blactx-m 0,292 0,353 1,000
blarem 0,434 0,600 0,650 1,000
blaces 0,213 0,671 0,162 0,498 1,000

blasnv -0,181 0,145 0,432 0,343 0,517 1,000
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Czestos¢ wystepowania genéw [%]
intl1  int1KL  blactxm

blaoxa-+ 0,385 -0,225 0,246

blaoxa4s -0,094 -0,424 0,400

vanA -0,253 -0,383 0,301
mecA -0,007 -0,055 0,661
blanpm -0,074 -0,540 0,183

blavim -0,090 -0,633 -0,380

blakec -0,132 -0,695 -0,010

blarem

0,202

0,087

0,178

0,357

-0,042

-0,290

-0,237

blaces = blasuv

-0,460 -0,243

-0,614 -0,003

-0,202 0,309

-0,039 0,295

-0,563 -0,041

-0,523 -0,283

-0,753 -0,258

blaoxa-1

1,000

0,550

0,257

0,244

0,539

0,557

0,691

blaoxass  vanA

1,000

0,731

0,617

0,748

0,218

0,670

1,000

0,672

0,685

0,006

0,431

mecA blaom  blavim

1,000

0,485

-0,259

0,217

1,000

0,363 1,000

0,697 0,731

blakec

1,000

Wartos$ci korelacji rang Spearmana pomig¢dzy liczba kopii gendw a parametrami

fizykochemicznymi wody przedstawiono w tabeli 32. Zaobserwowano ujemng korelacje

miedzy liczba kopii analizowanych genéw, z wyjatkiem genu blaviv, a wartosciami pH.

Umiarkowang korelacj¢ odnotowano pomigdzy warto§ciami przewodnosci a liczba kopii

genow blages 1 blayiv. Nie zaobserwowano korelacji migdzy wartosciami TDS 1 zasolenia,

a liczba kopii badanych genow.

Tabela 32. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana migdzy liczba kopii genow

w metagenomowym DNA, a parametrami fizykochemicznymi wody. Kolorem czerwonym

zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Liczba kopii genéw/ml

pH
intl1 -0,518
intlKL -0,584
blactx-m -0,728
blarem -0,683
blaces -0,439
blasnv -0,717
blaoxa-1 -0,688
blaoxa-as -0,727
vanA -0,672

Przewodnosé
0,361
0,366
0,173
0,306
0,417
0,397
0,330
0,117

0,230

TDS
0,154
0,171
-0,081
0,125
0,278
0,166
0,101
-0,077

-0,008

Zasolenie
0,127
0,151
-0,091
0,124
0,245
0,157
0,087
-0,063

0,010
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Liczba kopii genéw/ml

mecA
blanpm
blavim

blakpc

pH
-0,721
-0,698
-0,392

-0,744

Przewodnosé
0,198
0,008
0,487

0,157

TDS
-0,011
-0,241
0,346

-0,012

Zasolenie
-0,011
-0,187
0,346

0,001

Wartosci korelacji rang Spearmana pomiedzy czesto$cig wystgpowania genow, a

parametrami fizykochemicznymi wody przedstawiono w tabeli 33. Zaobserwowano

ujemne korelacje pomiedzy czesto$cig wystepowania genow blaoxa4s, blanpm 1 blakec a

warto$ciami pH, umiarkowang pomiedzy czgstoscia genu blartem a pH oraz silng korelacje

miedzy czgsto$cig wystgpowania genu int//IKL 1 blages a pH $ciekdw. Umiarkowane

korelacje odnotowano takze pomiedzy czgstoscig genu blaviv a warto$ciami przewodnosci,

TDS i zasolenia.

Tabela 33. Wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana migdzy czestoscia

wystepowania gendw w metagenomowym DNA, a parametrami fizykochemicznymi wody.

Kolorem czerwonym zaznaczono istotne korelacje (P < 0,05).

Czestos¢ wystepowania genéw, obliczona na podstawie 16S rRNA [%]

intl1
intl1KL
blactx-m
blarem
blaces
blasnv
blaoxa-1
blaoxa-as
vanA
mecA
blanpm
blavim

blaxkpc

pH
0,343
0,605
0,186
0,493
0,712
0,269
-0,270
-0,408
-0,184
-0,066
-0,477
-0,318

-0,561

Przewodnosé

-0,148
-0,304
-0,313
-0,240
-0,155
-0,089
0,222
-0,118
-0,164
-0,313
-0,095
0,492

0,196

TDS
-0,064
-0,153
-0,261
-0,047

0,080
0,036
0,150
-0,161
-0,200
-0,274
-0,326
0,434

0,084

Zasolenie

-0,121
-0,214
-0,280
-0,062
0,044
0,023
0,136
-0,139
-0,160
-0,281
-0,257
0,461

0,116
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Wielowymiarowa analiza wariancji wykazata rdznice istotne statystycznie
(p=0,003) w sktadzie taksonomicznym pomiegdzy $ciekiem surowym, $ciekiem z komory
napowietrzania i §ciekiem oczyszczonym, jak roOwniez w czesto$ci wystepowania genow
(p<0,001) w trzech miejscach poboru. Czgstos¢ wystepowania genu blanpm (t-test,
p=0,041) wzrastata istotnie pomigdzy S$ciekiem surowym a S$ciekiem z komory
napowietrzania. Czgsto$¢ wystgpowania gendw blaces (t-test, p<0,001) wzrastala istotnie
pomiedzy S$ciekiem z komory napowietrzania a S$ciekiem oczyszczonym. Natomiast
czgsto$¢ wystepowania genow blaces (t-test, p<0,001), mecA (t-test, p<0,001), intlIKL (t-
test, p=0,002), blatem (t-test, p=0,018) wzrastata istotnie pomigdzy $ciekiem surowym a
oczyszczonym.

Analiza PCoA jest metoda przedstawiania wielowymiarowych danych w postaci
zbiorow w przestrzeni zredukowanej do dwoch wymiaréw, ktorej celem jest wyrazenie
zrbznicowania przy pomocy malej liczby wspolrzgdnych (Kenkel, 2006). Wynikiem
analizy PCoA sg wykresy przedstawiajgce rozmieszczenie badanych prob: struktury
populacji bakteryjnej (Rycina 59 A) i czgstosci wystepowania gendw (Rycina 59 B), w
przestrzeni dwoéch wspotrzegdnych gldéwnych. Natomiast analiza klastrowania
hierarchicznego polega na podziale danych na grupy skupien, wzgledem bliskosci
podobienstwa, przedstawionych w postaci dendrogramu (Rycina 59 A i B). Na podstawie
przestrzennego rozmieszczenia badanych prob (PCoA) oraz klastrowania hierarchicznego
mozliwe bylo okreslenia stopnia zrdéznicowania, a takze powigzan pomigdzy czestoscia
wystepowania gendéw jak 1 sktadem populacji bakteryjnych w prébkach metagenomowego
DNA $ciekow na réznych etapach procesu oczyszczania.

Na podstawie wykresow rozmieszczenia analizowanych danych w uktadzie dwoch
wspotrzednych gtownych, stwierdzono, ze struktura taksonomiczna populacji bakteryjnych
dzielita si¢ na trzy grupy (Rycina 59 A). Grupy te wyraznie koreluja z podzialem prob ze
wzgledu na miejsce poboru, tj. pomigdzy S$ciekiem surowym, S$ciekiem z komory
napowietrzania i $ciekiem oczyszczonym. Najbardziej homogenng, pod wzgledem sktadu
taksonomicznego, grupe stanowil Sciek z komory napowietrzania, natomiast sklad
populacji w dwoéch pozostatych grupach byl nieco bardziej zréznicowany. W grupie
stanowigce] gtownie probki Scieku surowego znajdowata si¢ rowniez probka $cieku

oczyszczonego z poboru V (E5), co wskazuje na podobienstwo sktadu populacji w
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stosunku do populacji w $cieku surowym. Natomiast w grupie, w ktorej dominowaly
probki Scieku oczyszczonego, znalazta sie takze probka $cieku surowego (S7), §wiadczaca
o niewielkim stopniu zréznicowania sktadu populacji, wzgledem $cieku oczyszczonego.
Zupehie odrebng probka pod wzgledem roznorodnosci taksonomicznej byt $ciek z komory
napowietrzania z poboru V.

Podobne wyniki rozmieszczenia przestrzennego otrzymano dla czesto$ci
wystepowania genow w probkach $ciekow, ktore rowniez dzielity si¢ na 3 grupy (Rycina
59 B). Grupy te wykazuja wyrazne zrdznicowanie czestoSci wystgpowania genow
pomigdzy S$ciekiem surowym, S$ciekiem z komory napowietrzania i S$ciekiem
oczyszczonym. Najbardziej jednorodng grup¢ stanowit $ciek oczyszczony, natomiast sktad
populacji w dwoch pozostatych grupach byt znacznie zréznicowany. W grupie stanowiacej
gléwnie probki $cieku surowego znajdowaty si¢ rowniez dwie probki $cieku z komory
napowietrzania (O1 i OS), co wskazuje na podobienstwo czgstosci wystgpowania genow w
stosunku do populacji w $cieku surowym. Natomiast w grupie, w ktorej dominowaly
probki Scieku z komory napowietrzania, znalazty si¢ takze probki $cieku surowego (S5,
S6, S7), $wiadczace o niewielkim stopniu zrdznicowania, w stosunku do $cieku z komory
napowietrzania. Zupehie odrebnymi probkami pod wzgledem réznorodnosci genowej byt
sciek z komory napowietrzania z poboru VII 1 VIII.

Dendrogramy klastrowania hierarchicznego wykazaty trzy gléwne klastry zaréwno
w przypadku skladu populacji jak i czestosci wystepowania gendw, ktorych, pojedyncze
skupienia wykazuja podobienstwo migdzy sobg i1 jednoczesnie zdecydowanie wigksze
zrdéznicowanie wzglgdem grup powstalych w wyniku analizy PCoA. Na podstawie
dendrogramu czgsto$ci wystepowania gendw 1 wykresu PCoA dla zmienno$ci
taksonomicznej, zaobserwowano zwigzek zmiany skladu populacji bakteryjnych ze
zmienno$cig czesto$ci wystepowania gendw w poszczegdlnych probkach 1 odwrotnie.

Stopien zrdéznicowania skladu populacji bakteryjnych pomiedzy S$ciekiem
surowym, $ciekiem z komory napowietrzania i $ciekiem oczyszczonym okreslono przy
pomocy wskaznika roznorodnosci biologicznej Shannona (ang. Shannon diversity index).
Stwierdzono, ze w trakcie procesu oczyszczania S$ciekow dochodzi do zwigkszenia
zrdznicowania skladu taksonomicznego, gdyz najbardziej zréznicowanym (najwigksza

wartos¢ H), pod wzgledem sktadu populacji jest $ciek oczyszczony, ktorego warto§¢ w
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teScie Shannona wynosita 3,107. Nizsze wskazniki réznorodno$ci uzyskano dla Scieku

surowego (2,489) i cieku z komory napowietrzania (2,486) (Rycina 58).

35 g

Shannon Index, H
—_ N
o) re))

o
©

0,0

Sciek surowy Sciek z komory napowietrzania  Sciek oczyszczony

Miejsce poboru

Rycina 58. Stopien zroznicowania sktadu populacji bakteryjnych pomiedzy miejscami

poboru okreslony przy pomocy wskaznika réznorodnos$ci biologicznej Shannona.
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Rycina 59. A- Wykres PCoA analizy skladu taksonomicznego w probkach $cieku
surowego, $cieku z komory napowietrzania i §cieku oczyszczonego, dla osSmiu poboréw
oraz dendrogram klastrowania hierarchicznego czgstosci wystgpowania genow w ww.
probkach metagenomowego DNA. B- Wykres PCoA analizy czgstosci wystepowania
genow w probkach metagenomowego DNA S$cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego, dla o§miu poboréw oraz dendrogram klastrowania
hierarchicznego sktadu taksonomicznego w ww. probkach metagenomowego DNA.
Legenda: S — $ciek surowy, O — $ciek z komory napowietrzania, E — $ciek oczyszczony,
1-8 — numer poboru. Kolorowe symbole przy oznaczeniach prob obrazujg wspolne proby
zaroOwno dla wykreséw PCoA jak 1 dendrograméw. Na czerwono zaznaczono

wyodrebnione grupy na wykresach PCoA oraz grupy klastréw na dendrogramach.
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5. DYSKUSJA

Naduzywanie i nieracjonalne stosowanie antybiotykow spowodowato gwattowne
narastanie opornosci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe ws$rdd klinicznie istotnych
bakterii, rozprzestrzeniajacych si¢ rowniez w $rodowisku, szczegodlnie wodnym (Van
Boeckel i wsp., 2014; Turano i wsp., 2016; Conte i wsp., 2017; Lamba i wsp., 2017;
Osinska i wsp., 2017). Obecnos¢ w §rodowisku bakterii opornych na antybiotyki, genow
opornosci i integronéw stanowi zanieczyszczenie biotyczne oraz bezposrednie zagrozenie
dla zdrowia publicznego (Martinez, 2009; Nascimento 1 wsp., 2017). Analiza
wystepowania ARG 1 integronéw — markeréw wieloopornosci w genomach bakterii
hodowalnych w polaczeniu z analiza ilosciowa ARG obecnych w metagenomowym DNA 1
analizg sktadu populacji bakteryjnych na réznych etapach oczyszczania sciekow miata na
celu dostarczenie informacji na temat rodzaju i czgstosci wystgpowania istotnych dla
zdrowia publicznego determinant opornos$ci, jak rowniez identyfikacje drogi
rozprzestrzeniania si¢ opornosci 1 potencjalnego udzialu $cieku oczyszczonego w
zwigkszaniu réznorodnosci i czgstosci wystgpowania gendw rezystomu srodowiskowego.

Proces oczyszczania $ciekdw znaczaco obniza liczbe bakterii, lecz nie eliminuje ich
zupelnie (Munir i wsp., 2011; Mokracka 1 wsp., 2012; Turolla i wsp., 2018). W
przeprowadzonych badaniach, najwyzsza S$rednig liczbe bakterii heterotroficznych
odnotowano w $cieku surowym (6,7x10¢ CFU/ml), najnizsza w $cieku oczyszczonym
(2,1x105 CFU/ml), natomiast w $cieku z komory napowietrzania $rednia ta byla
nieznacznie nizsza niz w S$cieku surowym i wynosita 4,0x106 CFU/ml. W procesie
oczyszczania $cieku redukcja liczby bakterii heterotroficznych wynosita $rednio 96,7%.
Odnotowano istotny spadek (p=0,001) ogolnej liczby bakterii heterotroficznych pomigdzy
Sciekiem surowym a oczyszczonym oraz pomiedzy $ciekiem z komory napowietrzania a
sciekiem oczyszczonym. Powyzsze wyniki sg pordwnywalne z wcze$niejszymi badaniami
dotyczacymi tej samej oczyszczalni, jak rowniez innych polskich oczyszczalni (Koczura i
wsp., 2012; Bondarczuk i Piotrowska-Seget, 2017; Osinska i wsp., 2017; Piotrowska 1
wsp., 2017; Korzeniewska i Harnisz, 2018). W dwoch oczyszczalniach $ciekéw z okregu
brukselskiego liczba bakterii heterotroficznych w §cieku surowym i $cieku oczyszczonym
byla o rzad wielko$ci wyzsza niz w COS, co wiaza¢ si¢ moze z wielko$cia populacji i

systemem operacyjnym tychze oczyszczalni (Lorenzo i wsp., 2018). Bardziej efektywng
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redukcje liczby bakterii w $cieku oczyszczonym (99,5%), zaobserwowat Turolla 1 wsp.
(2018) w trzech oczyszczalniach w Mediolanie, przy czym nie odnotowano znaczacego
wptywu dodatkowych metod dezynfekcji na liczbg bakterii heterotroficznych w $cieku
oczyszczonym (1£1,1x104 CFU/ml).

Interesujagcym byto poréwnanie liczby bakterii heterotroficznych uzyskanych z
zastosowaniem metod hodowlanych z liczbg bakterii szacowanych na podstawie liczby
kopii genu 16S rRNA w metagenomowym DNA. W badaniach wtasnych najwigksza
srednig liczbe kopii 16S rRNA odnotowano w $cieku z komory napowietrzania, (1,0x10°
kopii/ml), natomiast najmniejsza w $cieku oczyszczonym (2,5x106 kopii/ml). Srednia
redukcja liczby kopii genu 16S rRNA w procesie oczyszczania $cieku byta istotna
statystycznie 1 wynosita 99,5%. W badaniach dotyczacych zielonogorskiej mechaniczno-
biologicznej oczyszczalni $ciekéw uzyskano podobny procent redukcji przy zblizonej
Sredniej liczbie kopii genu 16S rRNA w $cieku surowym i o rzad nizszej w $cieku
oczyszczonym, co prawdopodobnie ma zwigzek z réwnowazng liczbg mieszkancow
(Makowska 1 wsp., 2016). Podobny rzad wielkosci liczby kopii genu 16S rRNA w $cieku
surowym oczyszczalni w Zywcu zostat istotnie zredukowany w procesie oczyszczania,
cho¢ w S$cieku oczyszczonym byt o dwa rzedy wigkszy niz w badaniach wilasnych
(Bondarczuk 1 Piotrowska-Seget, 2019). Jednak redukcja liczby kopii genu 16S rRNA nie
zawsze jest statystycznie istotna. W $cieku oczyszczonym 13 oczyszczalni z terenu Warmii
1 Mazur, uzyskano od 2,1x10¢ do 3,0x 107 kopii/ml i nie odnotowano istotnego
zmniejszenia liczby kopii 16S rRNA w procesie oczyszczania $ciekow (Korzeniewska 1
Harnisz, 2018). O rzad wielko$ci wyzsze wartosci liczby kopii genu 16S rRNA w $cieku
oczyszczonym (2,83+0,6x107 kopii/ml) wykazano w oczyszczalni $cieckéw w Tianjin
(Yang 1 wsp., 2016b). W badaniach przyszpitalnej oczyszczalni Sciekow w Royal Oak w
stanie Michigan, USA, liczba kopii genu 16S rRNA w $cieku oczyszczonym byta wyzsza o
dwa rzgdy wielkosci (Walia 1 wsp., 2016). Podobnie w oczyszczalni w Jinan w Chinach,
uzyskano znacznie wyzsza liczbe kopii genu 16S rRNA w $cieku oczyszczonym (1010
kopii/ml) (Wang i wsp., 2017).

Poréwnujac liczbe bakterii hodowalnych ze $cieku surowego i $cieku z komory
napowietrzania z liczba mikroorganizméw szacowang na podstawie liczby kopii genu 16S

rRNA (liczba kopii genu 16S rRNA/4), stwierdzono roznice odpowiednio, o dwa i trzy
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rzedy wielko$ci. Réznice podobnego rzedu stwierdzano dla prob wod powierzchniowych 1
scieku z oczyszczalni $ciekow (Czekalski i wsp., 2012; Gao 1 wsp., 2012; Makowska i
wsp., 2016). Liczba bakterii hodowalnych ze §cieku oczyszczonego byta nizsza o rzad
wielkosci od liczby bakterii szacowanej na podstawie liczby kopii genu 16S rRNA.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze tak jak w przypadku wielu $rodowisk, wickszos¢
mikroorganizmoéw pochodzacych z oczyszczalni §ciekéw jest nichodowalna w warunkach
laboratoryjnych (Amann i wsp., 1995).

Bakterie grupy coli sg mikroorganizmami wskaznikowymi do oceny poziomu
zanieczyszczenia $ciekow bakteriami, réwniez chorobotwoérczymi, zwigzanymi z
cztowiekiem i zwierzetami. Srednia liczba bakterii tej grupy wyizolowanych ze $cieku
surowego (1,2x106 CFU/ml) stanowila az 82,1% liczby bakterii heterotroficznych. Srednio
o rzad nizsze warto$ci CFU/ml zaobserwowano dla bakterii grupy coli izolowanych ze
sciecku z komory napowietrzania (3,1x105 CFU/ml), a o trzy rzedy ze $cieku
oczyszczonego (5,2x103 CFU/ml). Stopien redukcji liczby bakterii grupy coli w procesie
oczyszczania byt istotny 1 wynosit 98,3%. Nieco mniejsze wielkosci liczby bakterii grupy
coli notowano wczesniej dla tej samej oczyszczalni, a pordwnywalne z innymi
oczyszczalniami na terenie Polski (Mokracka 1 wsp., 2012; Korzeniewska 1 Harnisz, 2013).
Liczby bakterii grupy coli wyizolowane ze S$cieku oczyszczonego oczyszczalni z
odmiennych regionéw klimatycznych sg poréwnywalne do uzyskanych w badaniach
wlasnych np. oczyszczalnia §cieckow w Tunezji (6,7+0,8x103 CFU/ml), badZ nizsze:
srednio o 1-2 rzedy wielko$ci w $cieku oczyszczonym z pigciu oczyszczalni $ciekdw na
potudniu Afryki (Osuolale i Okoh, 2017; Souissi i wsp., 2018).

Liczba bakterii £. coli w badaniach wtasnych byta $rednio najwyzsza w $cieku z
komory napowietrzania, a stopien redukcji w trakcie procesu oczyszczania wynosit 99,5%.
Stwierdzono istotny spadek liczby bakterii grupy coli 1 E. coli, (p<0,001) pomig¢dzy
Sciekiem surowym a oczyszczonym. Skuteczno$¢ redukcji tych bakterii byta na podobnym
poziomie dla innych oczyszczalni mechaniczno-biologicznych w Polsce (ponad 99%),
cho¢ bezwzgledna liczba E. coli w $cieku oczyszczonym w oczyszczalniach $ciekow
Gdansk Wschod i Gdansk Degbogorze oraz w Toruniu i na Warmii i Mazurach byta wyzsza
(Paluszak 1 wsp. 2003; Kotlarska i wsp., 2015; Korzeniewska i Harnisz, 2018). Nizsze

wartosci odnotowano w badaniach Luczkiewicz 1 wsp. (2010). Badania prowadzone w
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miejskiej 1 szpitalnej oczyszczalni §ciekow w Japonii, wskazujg niemal identyczng liczbe
E. coli w $cieku oczyszczonym (2,4x102 CFU/ml - 5,3x102 CFU/ml), podobnie jak w
najnowszych doniesieniach pochodzacych z Brukseli, ktére w mechaniczno-biologicznej
oczyszczalni wykazujg zblizong redukcje wynoszaca 99,1% (4,6x104 CFU/ml 1 4,3x102
CFU/ml) (Yamashita i wsp., 2017; Lorenzo i wsp., 2018). Ponadto Turolla i wsp. (2018)
wykazali, ze stosowanie dodatkowych metod dezynfekcji (kwasu nadoctowego,
promieniowania UV 1 podchlorynu sodu) w oczyszczalni $ciekow w Mediolanie
catkowicie redukuje liczbe bakterii E. coli w $cieku oczyszczonym (3+1,2x104 CFU/ml w
scieku surowym, 545,9x10 CFU/ml przed dezynfekcja i brak E. coli w $cieku po
dezynfekcji).

Srednia liczba bakterii z rodzaju Enterococcus i S. aureus w $cieku surowym byta o
2 rzgdy wielkosci nizsza od liczby bakterii grupy coli (odpowiednio 1,6x104 CFU/ml i
5,5%x104 CFU/ml) 1 byla redukowana odpowiednio o 98,9% 1 97,0%. Stwierdzono istotny
spadek (p<0,001) liczby Enterococcus sp. oraz S. aureus pomigdzy $ciekiem surowym a
oczyszczonym. Podobne wartosci liczby bakterii z rodzaju Enterococcus i nieco wyzszy
stopien redukcji odnotowano w badaniach prowadzonych w oczyszczalniach $ciekow w
Toruniu i w Gdansku (odpowiednio 99,5%, 99,9%) (Paluszak i wsp., 2003; Luczkiewicz i
wsp., 2013). Analiza statystyczna wykazata umiarkowane korelacje pomiedzy liczba
bakterii grupy coli a przewodno$cia, a takze liczbg S. aureus a przewodnoscia, zawarto$cia
substancji stalych rozpuszczonych i zasoleniem. Nie wykazano zwigzku pomigdzy liczba
bakterii hodowalnych, a poszczegdlnymi poborami i porami roku.

W badaniach wtasnych we wszystkich poborach wyizolowano lacznie 840
szczepdw z istotnymi mechanizmami oporno$ci, w tym 492 szczepy wytwarzajace ESBL,
198 szczepéw CPE, 67 szczepéw CPE typu OXA-48, 42 szczepy VRE 1 41 szczepow
MRSA.

Oporno$¢ na antybiotyki [B-laktamowe 1 karbapenemowe stwarza ogromne
problemy w medycynie, wynikajace z braku pozytywnego skutku dziatania B-laktamow,
ktore stosowane sg w leczeniu najpowazniejszych infekcji wywotywanych przez bakterie
Gram-ujemne. Ponadto, opornos$¢ na B-laktamy czesto zwigzana jest rowniez z opornoscia
na inne grupy antybiotykow takie jak aminoglikozydy i fluorochinolony, co znacznie

ogranicza mozliwosci terapeutyczne (Naquin i1 wsp., 2017). Bakterie grupy coli
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wytwarzajace ESBL, obecne byty w $cieku na wszystkich badanych etapach oczyszczania,
1 co istotne, réwniez w $cieku oczyszczonym, w ktorym wystgpowaly ze zwigkszong
czestoscig w stosunku do ogdlnej liczby bakterii grupy coli (0,39%), w poréwnaniu ze
Sciekiem surowym (0,18%). Podobny trend wzrostu czgstosci uzyskano dla szczepéw CPE
i CPE typu OXA-48: czestos¢ w $cieku oczyszczonym wynosita odpowiednio 0,36% i
0,001%, natomiast w $cieku surowym 0,30% 1 0,0009%. W S$cieku oczyszczonym
odnotowano rowniez zwigkszenie czestosci wystgpowania szczepow VRE 1 MRSA
(odpowiednio 0,56% 1 1,16%) w stosunku do liczby bakterii z rodzaju Enterococcus 1
liczby S. aureus w poréwnaniu do $cieku surowego (odpowiednio 0,38% i 0,04%). Tak
wiec, mechaniczno-biologiczna oczyszczalnia $ciekéw nie tylko nie eliminuje bakterii z
ww. mechanizmami oporno$ci, ale zwigksza czesto$s¢ ich wystepowania w Scieku
zrzucanym do Warty, jednej z trzech najwigkszych rzek w Polsce. Zwigkszajaca si¢
czesto$¢ wstgpowania bakterii opornych w $cieku oczyszczonym zwigzana moze by¢ z
obecnoscig biofilmu, ktory wg. Lépesovej 1 wsp. (2018) w duzej czesci tworzony jest przez
bakterie grupy coli, a z kolei szczegdlny potencjat do jego tworzenia maja bakterie
wielooporne. Ponadto zjawisko rosngcej czestosci szczepow lekoopornych w $cieku
oczyszczonym wskazywa¢ tez moze na selekcje 1 procesy HGT w $cieku na
wczesniejszym etapie oczyszczania czyli w komorze napowietrzania, co z kolei zwigzane
jest z niewielkimi st¢zeniami antybiotykow, chemioterapeutykow i innych zanieczyszczen
(Michael i wsp., 2013; Mao i wsp., 2015).

Analiza lekowrazliwosci wskazuje, ze wsrdd szczepéw wytwarzajagcych ESBL,
najwigksza czegstos¢ opornosci zaobserwowano w przypadku cefotaksymu (92,6%) i
ceftazydymu (85,0%) co znajduje uzasadnienie w rodzaju i czgstosci gendw
warunkujacych ESBL. Uzyskane wyniki sa wyzsze od wynikdéw przedstawionych przez
Ojer-Usoz 1 wsp. (2014), ktore wykazywaly 81,3% szczepow opornych na cefotaksym 1
67,2% opornych na ceftazydym ws$rod szczepow Enterobacteriaceae wytwarzajacych
ESBL wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego w Navarra w Hiszpanii. Ponadto szczepy
izolowane ze S$cieku oczyszczonego charakteryzowaly si¢ wyzsza opornoscig na te
antybiotyki niz izolaty ze $cieku surowego. Odnotowano wzrost opornosci bakterii
wytwarzajacych ESBL na ertapenem (p=0,049) pomiedzy wiosng a latem i latem a

jesienig, oraz spadek opornosci (p=0,049) pomiedzy latem a zimg oraz jesienig a zimg. W
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przypadku szczepow CPE najwyzsza opornos¢ 1 jednoczesny wzrost opornosci u izolatow
ze $cieku oczyszczonego w stosunku do $cieku surowego obserwowano dla ertapenemu
(77,7%), natomiast u szczepéw CPE typu OXA-48 dla imipenemu (75,0%) i meropenemu
(62,5%).

Poczatkowo uwazano, ze integrony odgrywaja kluczowa rolg w rozprzestrzenianiu
si¢ wielolekoopornosci gtéwnie w $rodowiskach szpitalnych (Cambray i wsp., 2010; Lupo
1 wsp., 2012). Obecnie wiadomo, zZe szczepy z integronami wystepuja z wysoka czestoscia
w $rodowisku naturalnym (Gillings 1 wsp., 2008a; 2014; 2015). Ze wszystkich
analizowanych prob $cieku w o§miu poborach, wyizolowano lacznie 4 320 szczepow, w
tym 2 304 szczepy bakterii heterotroficznych (po 96 izolatow z kazdej probki $cieku i
kazdego poboru) 1 2 016 szczepoéw bakterii z grupy coli, u ktorych badano wystepowanie
integroné6w. Dominujaca klasg integronéw u szczepdéw Srodowiskowych byly integrony
klasy 1, nie stwierdzono integrondéw klasy 2 i 3. Obecnos¢ integronu klasy 1 w genomie
zwigzana jest ze zjawiskiem wieloopornosci u bakterii (Leverstein-van Hall 1 wsp., 2003).
Bakterie z integronami obecne byty w probkach ze wszystkich rodzajoéw scieku, jednakze
w trakcie procesu oczyszczania dochodzito do zmniejszenia ich czegsto$ci w genomach
bakterii heterotroficznych i bakterii grupy coli. Najwigksza czestosci wystgpowania genow
integraz klasy 1 w genomach bakterii heterotroficznych odnotowano w $cieku surowym
(27,6%), natomiast najmniejsza, cho¢ nadal na wysokim poziomie, w $cieku
oczyszczonym (21,1%). Podobne wyniki uzyskano dla bakterii grupy coli, cho¢ czestos$¢
integronéw w genomach bakterii izolowanych ze §cieku oczyszczonego bylta nieco wyzsza
(24,0%) niz u bakterii heterotroficznych. Znacznie nizsze czgstoSci wystepowania
integronow u bakterii Enterobacteriaceae odnotowano w tej samej oczyszczalni $ciekow w
2012 roku (Mokracka 1 wsp., 2012). Wyniki z oczyszczalni $ciekow w Zielonej Gorze
wskazuja nizsze czg¢stosci wystepowania integrondOw zar6wno u bakterii heterotroficznych
jak 1 grupy coli ze $cieku oczyszczonego (Makowska i wsp., 2016). W badaniach
dotyczacych integrondow u E. coli izolowanych z dwoch mechaniczno-biologicznych
oczyszczalni scieckow w Gdansku, stwierdzono wystepowanie zaréwno integronéw klasy 1
i klasy 2, z czego integrony klasy 1 wystepowaly z nieco wyzsza czestos$cig niz w

badaniach wiasnych (odpowiednio 28,6% 1 38,3% u izolatéw ze $cieku surowego oraz
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26,5% 1 37,1% ze Scieku oczyszczonego) (Kotlarska i wsp., 2015). Podobny trend redukc;ji
czestosci wystepowania gendéw integraz odnotowata Osinska i wsp. (2017).

Analiza statystyczna wykazata, ze czgsto§¢ wystepowania integronow byta ujemnie
skorelowana z genami blactx-m 1 blatem u szczepow CPE. Oznacza¢ to moze, zZe te geny u
szczepow CPE nie wystepuja w strukturze integronéw 1 jezeli szczep ma w genomie
blactx-m 1 blatem to raczej nie ma integronu. Analiza statystyczna nie wykazata zwigzku
pomiedzy czestoscig wystepowania integronéw u bakterii hodowalnych, a poszczegdlnymi
poborami 1 porami roku, cho¢ zwigkszong czegsto$¢ wystepowania integrondow w wodach
powierzchniowych wigzano z nizszg temperaturg i porg zimowa (Koczura i wsp., 2016).
Pomimo tego, ze proces oczyszczania $ciekOw zmniejsza czestos¢ wystepowania bakterii z
integronami opornosci, to jednak w $cieku oczyszczonym nadal pozostaja na wysokim
poziomie, co wskazuje na ryzyko zwigzane z rozprzestrzenianiem si¢ determinant
wielooporno$ci w srodowisku (Ben i1 wsp., 2017).

Analiza dotyczaca ARG w genomach bakterii z istotnymi mechanizmami opornosci
wykazata ich obecnos$¢ u szczepoéw izolowanych ze wszystkich probek, rowniez ze $cieku
oczyszczonego. Wsrdd pateczek grupy coli wytwarzajacych ESBL, dominujacym (59,6%)
byt gen blactx-m. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach Conte i1 wsp. (2017)
dotyczacych szczepow E. coli wytwarzajacych ESBL izolowanych z przyszpitalnej
oczyszczalni $ciek6w w Parand w Brazylii. W badaniach wtasnych ponad potowa
szczepdw wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego miata ten gen
(54,8%). Istnieje wiele doniesien o bardzo szerokim rozprzestrzenianiu si¢ genow z
rodziny blactx-m z bakterii pochodzacych ze szpitali do $rodowisk wodnych, poprzez
scieki (Tacdo i wsp., 2012; Picdo et al., 2013; Oliveira i wsp., 2014; De Araujo i wsp.,
2016; Dropa 1 wsp., 2016; Turano i wsp., 2016; Campana i wsp., 2017; Yang 1 wsp., 2017).
W badaniach wlasnych dominujagcym wariantem genetycznym byt blactx-m-15, ktory jest
najczesciej wystepujacym genem u szczepow klinicznych izolowanych z ludzkich zakazen
(Zarfel 1 wsp., 2013; Ben Said 1 wsp., 2016; Borgogna i wsp., 2016). Gen blactx-Mm-15
pojawit si¢ prawdopodobnie w wyniku mutacji genu blactx-m-3 (Poirel 1 wsp., 2002). B-
laktamazy CTX-M obecnie dominujg w Polsce i1 byly po raz pierwszy zidentyfikowane w

1990 roku jako CTX-M-3 (Gniadkowski i wsp., 1998b; Livermore i wsp., 2007). Produkt
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genu blactx-m-15 wykazuje 100 razy wigkszg aktywnos$¢ wobec ceftazydymu niz f-
laktamaza CTX-M-3 (Cartelle i wsp., 2004).

U szczepdw wytwarzajacych ESBL stwierdzono wysoka Srednig czgstos¢ genow
blaoxa-1 (34,5%), blatem (32,0%), blasnv (12,8%), blaces (4,1%), blapua (1,2%) i1 blacmy
(0,4%), wsrdéd ktorych dominowaly warianty: blaoxa-1, blatem-1, blasuv-11, blacges-1,
blapua-9 1 blacmy-2. Wysokiej czestoSci wystepowania gendw gatunkowo-specyficznych
cefalosporynaz ampC (58,2%) towarzyszyl wzrost czestosci ich wystepowania u szczepow
pochodzacych ze $cieku oczyszczonego (68,8%) w stosunku do $cieku surowego (63,7%).
Gen naturalnie wystepujacej cefalosporynazy ampC, odnotowany byl w badaniach
Manageiro 1 wsp. (2014) u 20% szczepow identyfikowanych jako E. coli, pochodzacych ze
scieku oczyszczonego w oczyszczalni scieckow w Portugalii. W genomach 20% szczepow
C. freundii stwierdzono rowniez wystgpowanie genu nabytej cefalosporynazy blacmy-2
(Manageiro 1 wsp., 2014). Amador i wsp. (2015) i Galan-Sanchez i wsp. (2014) odnotowali
wspotwystepowanie mechanizmow wytwarzania ESBL 1 AmpC u izolatow klinicznych
pochodzacych od pacjentéw hiszpanskich szpitali. W badaniach Galan-Sanchez i wsp.
(2014) zaobserwowano, ze sposrod wszystkich szczepow wytwarzajacych ESBL, 78,2%
wytwarzalo tez AmpC przy obecno$ci gendw: blatem (51,9%), blasuv (6,3%), blaoxa-1
(3,8%) 1 blactx-m (3,8%). Autorzy stwierdzili takze, ze najpowszechniej
rozprzestrzeniajgcymi si¢ cefalosporynazami wsrod szczepow klinicznych sa blapua i
blacmy (kazdy z czestoscig 1,9%), ktére z nieco mniejszymi czgstosciami odnotowano
rowniez u szczepoOw ESBL w badaniach wtasnych.

W badaniach dotyczacych gendéw P-laktamaz u szczepow Enterobacteriaceae
wytwarzajacych ESBL wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego w Navarra w Hiszpanii
odnotowano wyzsze czgstosci genow blactx-m (67,4%), blatem (47%) 1 blasny (17,4%)
oraz znacznie nizsze genu blaoxa-1 (8,3%) (Ojer-Usoz 1 wsp., 2014). W doniesieniach
pochodzacych z Czech, dotyczacych ARG obecnych u szczepow wytwarzajacych ESBL
izolowanych ze $cieku oczyszczonego przyszpitalnej, mechaniczno-biologicznej
oczyszczalni $ciekow z dezynfekcja dwutlenkiem chloru, stwierdzono znacznie wyzsze
czestosci wystepowania gendw blatem (57,1%) 1 blasuv (19,0%) oraz o wiele nizsze blacrx-
M (33,3%) (Roderova i wsp., 2016). Natomiast w oczyszczalni §ciekow w Wietnamie

dominujacym byt gen blatem, ktory wystepowatl u niemal wszystkich szczepow
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wytwarzajacych ESBL (97%), wysoka czestos¢ stwierdzono réwniez dla genu blactx-m
(76%) (Lien i wsp., 2017).

W analizach dotyczacych ARG u szczepow CPE zidentyfikowano geny: blaces.s,
ze $rednia czestoscia (30,3%), a takze blavim-1 (7,8%) 1 blanpm-1 (6,2%). Geny blavim-1 1
blaxpm-1 z najwigksza czestoscig wykryte byly u szczepow wyizolowanych ze $cieku
oczyszczonego. Gen blaviv.1, najczesciej odnotowywany jest w strukturze integronu klasy
1 (Walsh 1 wsp., 2003). Karbapenemaza GES-5, raportowana byla u 25% szczepow
zidentyfikowanych jako K. pneumoniae wyizolowanych ze S$cieku oczyszczonego
zrzucanego do rzeki w Portugalii (Manageiro i wsp., 2014). Z duzo nizsza cze¢stoscia
(3,8%) stwierdzono wystepowanie genu blages-s u szczepow K. pneumoniae
wytwarzajacych ESBL wyosobnionych ze szpitalnych §ciekéw oczyszczonych w Brazylii
(Conte i wsp., 2017). W badaniach prowadzonych przez Zurfluh i wsp. (2017) odnotowano
gen blavim-1 (7,8%) u szczepow CPE w $cieku surowym, przy czym nie zaobserwowano
zwigkszenia czestosci w Scieku oczyszczonym. Szczepy CPE z genami blanpwm-1
odnotowano takze w $cieku oczyszczonym oczyszczalni $cieckow w Chinach (Yang i wsp.,
2016b). Niepokojace jest to, ze byly one identyfikowane nie tylko u bakterii
Enterobacteriaceae tj. E. coli 1 Shigella sonnei, ale takze u E. faecium, Acinetobacter
seohaensis 1 Wautersiella falsenii, co §wiadczy o szerokim rozprzestrzenianiu si¢ tego genu
wsrod oportunistycznych patogenow nalezacych do réznych rodzajow i rodzin, stwarzajac
powazne konsekwencje dla zdrowia publicznego (Yang i wsp., 2016b). W badaniach
wlasnych w genomach szczepéw CPE stwierdzono réwniez wstgpowanie genow
warunkujagcych mechanizm ESBL, a mianowicie: blactx-m-15 (8,8%), blatem (5,2%),
blaoxa-1 (5,0%) 1 blasuv (0,9%). Ponadto zaobserwowano obecno$¢ naturalnie
wystepujacych genow ampC (50,2%) 1 ich nabytych wariantow blapua (1,7%) oraz blacmy
(0,2%), ktore wystepowaly ze zwigkszong czgstoscig u szczepoOw izolowanych ze $cieku
0CZyszczonego.

Zwigkszong czesto$¢ wstepowania gendw blaoxa-4g odnotowano u izolatow CPE
typu OXA-48 izolowanych ze Scieku oczyszczonego (100%) w poréwnaniu do $cieku
surowego (82,9%). Wzrost czestosci wstepowania genow blaoxa-as u izolatow CPE ze

Scieku oczyszczonego odnotowano takze w badaniach Zurfluh i wsp. (2017). Nieliczne
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doniesienia dotyczace CPE typu OXA-48, dotycza obecnosci bakterii z genami blaoxa-48 W
scieku oczyszczonym w stanie Luizjana w USA (Naquin i wsp. 2017).

Stwierdzono, ze prawie 70% szczepow wytwarzajagcych ESBL 1 ponad 32%
szczepoOw CPE wykazywato obecno$¢ przynajmniej dwoch genow [-laktamaz. Ponadto
zaobserwowano znaczne zwigkszenie czgstosci wstgpowania przynajmniej czterech genow
oporno$ci na antybiotyki P-laktamowe ws$rdd szczepdéw wytwarzajacych ESBL
izolowanych ze $cieku oczyszczonego (13,7%), w porownaniu do $cieku surowego (7,8%).
Jeden szczep wyosobniony ze $cieku oczyszczonego wykazywal obecnos¢ pigciu roznych
genow [-laktamaz (blactx-m-1s, blatem-1, blasnv-11, blaoxa-1 1 blapua-s). Wspdtwystepowanie
genoéw réznych B-laktamaz odnotowano takze we wcezesniejszych badaniach, co wskazuje
na wystgpowanie jednocze$nie roznych mechanizmoéw opornosci na antybiotyki (Ojer-
Usoz i wsp., 2014; Nascimento i wsp., 2017; Zurfluh i wsp., 2017).

W badaniach niniejszej pracy, dotyczacych analizy gendéw opornosci u szczepow
Enterococcus sp. odnotowano zwiekszong czesto$¢ wystepowania genu vand w genomach
bakterii wyosobnionych ze $cieku oczyszczonego (11,7%) w stosunku do $cieku surowego
(10,9%). Szczepy VRE izolowano takze ze $cieku oczyszczonego oczyszczalni Sciekow w
Brnie, w ktérych stwierdzono znacznie wyzsza czestos¢ genu vanAd (86,0%) u
enterokokow (Oravcova i1 wsp., 2017). W badaniach wtasnych, w przypadku szczepow S.
aureus, czgsto$¢ wstepowania genu mecA u szczepdw wyizolowanych ze $cieku
oczyszczonego (10,8%) byta nizsza niz w $cieku surowym (36,7%). Uzyskane wyniki
korespondujg z badaniami mechaniczno-biologicznej oczyszczalni Sciekow z dezynfekcja
chlorem lub promieniowaniem UV w USA, w ktérych réwniez zaobserwowano silng
redukcje gendw mecA u szczepdw S. aureus wyizolowanych ze $cieku oczyszczonego
(Rosenberg Goldstein 1 wsp., 2012).

Analiza statystyczna wykazata, ze czgsto$ci wystepowania badanych gendéw byty
umiarkowanie, silnie, bardzo silnie 1 ujemnie ze sobg skorelowane. Ponadto stwierdzono,
ze czgstosci wystgpowania gendOw ampC 1 blapua u bakterii wytwarzajagcych ESBL byty
umiarkowanie skorelowane z wartosciami pH. Nie odnotowano zwigzku pomiedzy
czestosciag wystepowania gendw u bakterii hodowalnych, a poszczegdlnymi poborami.
Czesto$¢ wystepowania genu blactx u szczepow wytwarzajacych ESBL malata (p=0,049)

pomiedzy zimg a wiosng, zimg a latem, a takze jesienig a wiosng. Czgsto$¢ wystepowania
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genu blaoxa-1 u szczepow wytwarzajagcych ESBL wzrastala (p=0,049) pomiedzy zimg a
latem, jesienig a zimg, wiosng a latem oraz malata pomigdzy latem a jesienig. Istotne
roznice odnotowano takze dla czestosci wystepowania genu ampC u szczepow
wytwarzajacych ESBL, ktora malata pomigdzy $ciekiem surowym a $ciekiem z komory
napowietrzania, natomiast wzrastata pomiedzy $ciekiem z komory napowietrzania a
Sciekiem oczyszczonym (p=0,004).

Obecno$¢ bakterii z integronami i1 genami opornos$ci w Scieku oczyszczonym
wskazuje na istnienie drogi rozprzestrzeniania si¢ ARG w $rodowisku, wiodaca poprzez
oczyszczalni¢ Sciekow. Geny PB-laktamaz, a takze vanAd i mecA kodowane plazmidowo,
ulegajg transmisji wsrod szczepoéw ze sSrodowisk szpitalnych do wod powierzchniowych na
drodze HGT (Dropa 1 wsp., 2016; Conte 1 wsp., 2017; Yamashita 1 wsp., 2017). Liczne
badania wykazaly, ze geny blactx-m-15, a co najistotniejsze réwniez blaxec 1 blanpm-1,
zlokalizowane sa w obrgbie grupy plazmidéw IncF, odpowiedzialnych za pojawienie si¢ 1
globalne rozprzestrzenianie gendw kodujacych P-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) i karbapenemazy, a takze wirulencj¢ bakterii (Coque 1 wsp., 2008;
Gonullu i1 wsp., 2008; Carattoli, 2009; Wibberg i wsp., 2013; Calisto i wsp., 2011;
Kumarasamy 1 Kalyanasundaram, 2012; Bevan 1 wsp., 2017). Niepokojacy jest fakt, ze
plazmidy te sg stabilne 1 utrzymuja si¢ w komorce bakteryjnej nawet pomimo braku presji
selekcyjnej, wywotywanej obecno$cig antybiotykéw (Carattoli, 2009). Najczgsciej
wystepuja u klinicznych szczepdéw paleczek Enterobacteriaceae, w tym u E. coli, S.
enterica, K. pneumonia, Y. pestis 1 Y. pseudotuberculosis, ale takze rozprzestrzeniaja si¢
wsrod szczepow srodowiskowych (Carattoli 1 wsp., 2001; Szczepanowski 1 wsp., 2005;
Marcadé i wsp., 2009; Garcia-Fernandez 1 wsp., 2010; Villa i wsp., 2010; Yang i wsp.,
2016b). Dodatkowo niektore geny opornosci, w tym blactx-m czy blacmy wystgpowaé
moga w sasiedztwie sekwencji ISEcpl badz pokrewnych, ktore to zawierajac silny
promotor zwigkszaja ekspresj¢ genow zlokalizowanych ponizej (Poirel 1 wsp., 2008).
Sekwencje typu ISEcpl moga inicjowac transpozycje tych fragmentéw i w konsekwencji
zwiekszac rozprzestrzenianie genéw opornosci (Partridge, 2011).

Ze wzgledu na ograniczenia metod hodowalnych, ktoére nie daja pelnej
charakterystyki rezystomu S$rodowiskowego, przeprowadzono analizy ilosciowe ARG 1

integronéw opornosci obecnych w metagenomie Scieckowym. Ilo$ciowe oznaczenia ARG w
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metagenomowym DNA wskazujg rzeczywiste czegstosci wystepowania istotnych ARG na
poszczegolnych etapach oczyszczania, zwlaszcza w §cieku oczyszczonym. Geny integrazy
klasy 1, B-laktamaz, a takze mecA 1 vanA stwierdzono we wszystkich probkach
metagenomowego DNA, rowniez w $cieku oczyszczonym. Sposrdéd analizowanych genow
najwicksze S$rednie liczby kopii uzyskano dla genu intll i blaoxa-1, ktore w $cieku
surowym 1 w S$cieku z komory napowietrzania byly mniejsze o rzad wielkosci od
szacowanej liczby bakterii na podstawie genu 16S rRNA. W S$cieku oczyszczonym
najwickszg $rednig liczbe kopii genu stwierdzono dla intll, blaces i blaoxa-1, ktore
wystepowaty u 11,4% 1 4,4%, 4,1% szacowanej liczby bakterii w §cieku oczyszczonym.
Geny integrazy int/l obecne s3 w S$rodowisku naturalnym 1 wykazuja pewne
zroznicowanie sekwencji (Gillings 1 wsp., 2008b). Ilosciowe wyniki uzyskane z
wykorzystaniem uniwersalnych starteréw, mogly zawyzy¢ faktyczne ilosci integronow
oporno$ci w metagenomowym DNA $cieku. Ze wzgledu na wysoka liczbe kopii genu intl]
w metagenomie Scieku, zdecydowano si¢ na analizy ilosciowe gendéw integraz typowych
dla bakterii klinicznych int//KL. Najmniejsza $rednig liczb¢ kopii w metagenomie $cieku
oczyszczonego odnotowano dla genu blavim 1 blaxec. Pozostate geny roznily si¢ od
szacowanej liczby bakterii o 2-4 rzedy wielkosci w $cieku surowym oraz o 1-3 w $cieku z
komory napowietrzania i w §cieku oczyszczonym. Najwyzszg liczbg kopii genow blactx-wm,
blatem, blasnv, blaoxa-1, blaoxa-4s, blanpm, blakpec, vand 1 mecA odnotowano w $cieku z
komory napowietrzania, natomiast najnizsza w $cieku oczyszczonym. W przypadku genu
intll, intlIKL, blaces 1 blaviv najwyzsza liczba kopii stwierdzona zostata w $cieku
surowym, najnizsza w $cieku oczyszczonym. Liczba kopii genu intl/ w zielonogorskiej
oczyszczalni Sciekow byla nizsza o trzy rzedy wielkosci w $cieku surowym i o dwa rzedy
wielko$ci w $cieku oczyszczonym (Makowska i wsp., 2016). W $cieku oczyszczonym
przyszpitalnej oczyszczalni Sciekow w Michigan, USA, stwierdzono wystepowanie genow
blactx-v W wyzszej koncentracji (103 kopii/ml), blatem na podobnym poziomie (104 kopii/
ml) 1 blasuv w nizszej liczbie kopii genu (102 kopii/ml) (Walia i wsp., 2016). W badaniach
dotyczacych ARG obecnych w metagenomie oczyszczalni $ciekow w Indiach
zaobserwowano znacznie wyzsze wartosci liczby kopii genow intll, blactx-m, blatem 1
blanpm w $cieku surowym 1 oczyszczonym (Lamba i Ahammad, 2017). Potwierdza to, ze

Indie sg gléwnym regionem wystgpowania genow opornosci na B-laktamy i1 karbapenemy
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w wysokiej koncentracji, ze wzgledu na sprzyjajacy klimat, przeludnienie i niski poziom
warunkéw sanitarnych (Nordmann i Poirel, 2014). Wyzsza liczbe kopii genu blanpm
odnotowano takze w $cieku oczyszczonym oczyszczalni §ciekoéw w Tianjin w Chinach
(103 kopii/ml) (Yang i wsp., 2016b). W badaniach dotyczacych genéw opornosci na
karbapenemy prowadzonych w Katalonii, w hiszpanskiej oczyszczalni $ciekoéw
odnotowano o rzad wielkoS$ci nizsze liczby kopii gendw blaxrc 1 blanpm w $cieku surowym
oraz o dwa rzedy wielkoSci wyzsze warto$ci liczby kopii ww. genow w S$cieku
oczyszczonym, natomiast genu blaoxa-ss nie zidentyfikowano (Subirats 1 wsp., 2017).
Genu blaoxa-as podobnie jak blaviv nie udalto si¢ takze zidentyfikowa¢ w Chinach (Yang i
wsp., 2016a). Liczbe kopii genu blakpc W tej samej oczyszczalni odnotowano na wyzszym
poziomie w $cieku oczyszczonym (103 kopii/ml), natomiast genu blaces na podobnym
poziomie (105 kopii/ml) (Yang i wsp., 2016a). W badaniach dotyczacych genow
karbapenemaz w $ciekach oczyszczonych pochodzacych z tunezyjskich szpitali
zaobserwowano znacznie wyzsze liczby kopii genu blaxpc (9,3%104 — 8,5x105 kopii/ml),
blanpm (3,7x106 — 2,6x107 kopii/ml) 1 blaoxa-as (6,410 — 1,6x107 kopii/ml) (Nasri i wsp.,
2017).

Analiza genu mecA w oczyszczalni Sciekow w Gothenburgu w Szwecji wykazata
duzo nizsza liczbe kopii genu, ktéra wynosita 6,0x10! kopii/ml w $cieku surowym 1
0,5%10 kopii/ml w $§cieku oczyszczonym (Bdorjesson i wsp., 2009). Redukcja liczby kopii
genu mecA w trakcie procesu oczyszczania $cieckOw obserwowana byta rowniez w regionie
Srodkowoatlantyckim i Srodkowo-Zachodnim Stanéw Zjednoczonych (Rosenberg
Goldstein i wsp., 2012). Natomiast w badaniach McConnell i wsp. (2018) prowadzonych
w Kanadzie Atlantyckiej w mechaniczno-biologicznej oczyszczalni $ciekow, gen mecA
odnotowano w podobnej koncentracji (102 kopii/ml) w $cieku oczyszczonym, natomiast
vanA stwierdzono ponizej poziomu detekcji, w przeciwienstwie do badan wtasnych, gdzie
liczba kopii genu vand byla na wysokim poziomie i wahatla si¢ od 2,8x104 kopii/ml w
scieku surowym do 3,0x102 kopii/ml w $cieku oczyszczonym.

Analiza statystyczna wykazata, ze liczby kopii badanych genow byly
umiarkowanie, silnie i bardzo silnie ze sobg skorelowane, oprocz blaces 1 blaxpc. Ponadto

zaobserwowano, ze liczba kopii gendw byla ujemnie skorelowana z pH $ciekéw. Nie
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zaobserwowano natomiast istotnego zwigzku miedzy miejscem poboru, porg roku, a liczbg
kopii gen6w opornosci.

Reasumujac stwierdzono, ze w trakcie oczyszczania $ciekoOw zmniejsza si¢ liczba
kopii badanych genéw w metagenomowym DNA w $cieku oczyszczonym w stosunku do
scieku surowego. Jednakze Sciek oczyszczony stanowié moze rezerwuar genow opornosci,
ktére rozprzestrzeniaja si¢ w Srodowisku (Berglund i wsp., 2015; Xu 1 wsp., 2015;
Bondarczuk 1 Piotrowska-Seget, 2019).

W badaniach wlasnych stwierdzono, Zze najczesciej wystepujacymi genami byty:
intll > blaces > intl1KL > blatem > blaoxa-4s > blasnv > blactx-m > mecA. Czgstos¢ ich,
obliczona w odniesieniu do liczby kopii genu 16S rRNA, wzrastata w metagenomie $cieku
oczyszczonego w stosunku do Scieku surowego. Ponadto, zaobserwowano, Zze wzrost
czestosci gendw blactx-m, blatem, blaoxa-as 1 mecA ma miejsce juz w metagenomym DNA
scieku z komory napowietrzania, co moze wskazywaé na to, ze wlasnie tam zachodza
wzmozone procesy HGT i selekcji izolatow z genami opornosci. Procesy selekcji zwigzane
sa z obecno$cia w Sciekach antybiotykdw w stezeniach subinhibicyjnych, $ladowych
stezen metali cigzkich czy innych zwigzkow np. triklosanu (Michael 1 wsp., 2013; Kulkarni
1 wsp., 2017). W niniejszych badaniach nie analizowano ich zawarto$ci w $ciekach,
wiadomym jednak jest, ze juz niewielkie ich stezenia stymuluja selekcje (Tello 1 wsp.,
2012; Gullberg 1 wsp., 2014; Bengtsson-Palme i Larsson, 2016b). Czestos¢ wystepowania
gendw blaoxa-1, blanowm, blakrec 1 vanA, wzrasta w komorze napowietrzania, jednak maleje
w metagenomie $cieku oczyszczonego. Zwigkszona czgsto$¢ wystepowania genow intll
oraz intl1KL podkresla role integrondw w rozprzestrzenianiu si¢ wielolekoopornosci w
srodowisku na drodze HGT. Geny int/lIKL powszechnie wystepujace u szczepow
klinicznych r6znig si¢ nieznacznie sekwencja nukleotydowa od genow integraz
wystepujacych wsrdd szczepow srodowiskowych, od ktorych pochodzg (Gillings 1 wsp.,
2015; 2017). Zaréwno ,kliniczne” integrony jak i1 $rodowiskowe stanowia wskaznik
zanieczyszczenia antropogenicznego. Jednakze integrony kliniczne sa uniwersalnymi
markerami presji selekcyjnej wywolywane] przez zanieczyszczenia pochodzenia
antropogenicznego (Gillings i wsp., 2015). Dodatkowo wystgpowanie ich na elementach
mobilnych oraz zawarto$¢ gendw opornosci na $rodki dezynfekcyjne i metale cigzkie, a

takze obecnos¢ determinant opornosci na szeroki zakres antybiotykow, stwarza mozliwo$¢
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nieograniczonego rozprzestrzeniania si¢ wsrod szczepoOw bytujacych najczesciej w
srodowisku zwigzanym z czlowiekiem, a co najistotniejsze, takze w S$rodowiskach
szpitalnych (Gillings 1 wsp., 2015; 2017).

We wczesniejszych badaniach dotyczacych ARG w zielonogorskiej oczyszczalni
sciekdw odnotowano wzrost czestosci wystepowania integrondw opornosci w Scieku
oczyszczonym, jednakze warto$¢ ta byla znacznie nizsza (5,14% =+ 7,27%) niz w
Centralnej Oczyszczalni Sciekéw w Koziegtowach (Makowska i wsp., 2016). W badaniach
tych stwierdzono réwniez, ze Sciek oczyszczony ma wplyw na zwigkszenie czgstosci
wystepowania integronow w wodzie odbiornika (Makowska i wsp., 2016). Zwickszenie
czestosci genu intll, blatem 1 blactx-m W trakcie oczyszczania §ciekow, obserwowano takze
w badaniach Borgogna 1 wsp. (2016) 1 Wang 1 wsp. (2017). Przy czym wartosci te nigdzie
nie osiagaly tak wysokiego poziomu jak w Centralnej Oczyszczalni Sciekow w
Koziegtowach. Duzo nizsze wartosci liczby kopii blactx-m/16S tRNA (104), blatem/16S
rRNA (10-5) oraz blasuv/16S rRNA (10-5) obserwowano w szpitalnym $cieku
oczyszczonym w Michigan, USA (Walia i wsp., 2016). W badaniach prowadzonych w
szpitalnej, mechaniczno-biologicznej z dezynfekcja chlorem, oczyszczalni $ciekow w
Rumunii, réwniez stwierdzono nizsze rezultaty wartosci liczby kopii blasuv/16S rRNA
(10-3) 1 blavim/16S rRNA (10-5) w $cieku oczyszczonym (Szekeres i wsp., 2017). Wyniki
najnowszych badan przeprowadzonych przez Freeman i wsp. (2018) w Kanadzie,
wskazujg wigkszy udzial genu int// w poréwnaniu z blactx.m W metagenomie Scieku
oczyszczonego 1 jednoczesny wzrost czestosci ww. genow w wodzie rzeki odbiornika
scieku oczyszczonego. W badaniach tych nie stwierdzono zwickszenia czgstosci
wystepowania genow vanA i mecA w metagenomie $cieku oczyszczonego (Freeman i wsp.,
2018). Ilosciowa analiza ARG obecnych w metagenomie S$cieku oczyszczonego w
Hiszpanii, wykazata kumulacj¢ gendéw blaxec 1 blanpm determinujacych opornos¢ na
karbapenemy, w przeciwienstwie do badan wiasnych, w ktérych odnotowano spadek
czestosci ww. gendw (Subirats 1 wsp., 2017). W badaniach tych nie stwierdzono réwniez
wystepowania genu blaoxa-4s, W miejskiej oczyszczalni $ciekOw, natomiast
zaobserwowano w szpitalnym §cieku oczyszczonym na znacznie nizszym poziomie niz w
badaniach wlasnych, w ktorych odnotowano kumulacj¢ genu blaoxa-4s W metagenomie

scieku oczyszczonego (Subirats 1 wsp., 2017).
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Wielowymiarowa analiza wariancji wykazala rdznice istotne statystycznie w
czestosci wystepowania gendéw (p<0,001) pomiedzy miejscami poboru. Czesto$¢ genu
blaxpm (t-test, p=0,041) wzrastata istotnie pomig¢dzy Sciekiem surowym a $ciekiem z
komory napowietrzania, czegsto$¢ gendw blaces (t-test, p<0,001) wzrastata istotnie
pomiedzy S$ciekiem z komory napowietrzania a S$ciekiem oczyszczonym. Natomiast
czestos¢ gendw blaces (t-test, p<0,001), mecA (t-test, p<0,001), intlIKL (t-test, p=0,002),
blatem (t-test, p=0,018) wzrastata istotnie pomig¢dzy Sciekiem surowym a oczyszczonym.
[loSciowa analiza ARG 1 integronow w metagenomowym DNA wykazala, ze geny blarewm,
blactx-m, blasnv, blaces, blaoxa-1, blaoxa-4s, blaxpm, blaxec, blaviv, vanA oraz mecA sa
umiarkowanie, silnie i ujemnie skorelowane ze sobg i co najistotniejsze, z genami intl// 1
intl1 KL, ktore najczesciej wystepuja u szczepoéw klinicznych. Ze wzgledu na to, ze geny te
czesto zlokalizowane sg na plazmidach i w strukturze integronow, wskazuje to na
mozliwo$¢ wspotwystepowania ww. ARG 1 rozprzestrzeniania si¢ ich na drodze HTG za
posrednictwem integronéw (Wang 1 wsp., 2017). Obecnos¢ ARG w srodowisku moze by¢
zatem silnie skorelowana z wystgpowaniem integronéw (Gillings 1 wsp., 2015).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w trakcie oczyszczania $ciekéw dochodzi do
zwigkszenia czgstosci wystepowania integronéw Srodowiskowych 1 klinicznych, a takze
istotnych dla zdrowia publicznego gendéw opornosci na antybiotyki B-laktamowe 1
karbapenemowe. Jednocze$nie badania te dowodza skutecznego usuwania niektorych
gendw opornosci, co jest zgodne z wezedniejszymi doniesieniami (Yang i wsp., 2014a).

Wyniki sekwencjonowania nowej generacji genu 16S rRNA w metagenomie
sciekow, wskazuja na przewage bakterii nalezacych do typu Proteobacteria, w tym
glownie klasy Gammaproteobacteria (rodziny Campylobacteraceae, Moraxellaceae,
Aeromonadaceae) w $cieku surowym. Rodziny Campylobacteraceae 1 Moraxellaceae
zostaly okreslone jako dominujace taksony w $Scieku surowym w oczyszczalni scieckow w
Szwecji (Bengtsson-Palme i wsp., 2016a). McLellan i wsp. (2010) oraz Ye i Zhang (2013)
stwierdzili, ze Proteobacteria stanowig ponad potowg¢ mikroorganizmoéw obecnych w
scieku surowym w USA 1 Hong Kongu. Dodatkowo McLellan 1 wsp. (2010) oraz Novo i
wsp., (2013) zaobserwowali, ze wsrdd Proteobacteria, dominujacg klas¢ stanowi
Gammaproteobacteria, podobnie ja w badaniach wiasnych. W metagenomie $cieku z

komory napowietrzania dominowat typ Bacteroidetes (rodzina Chitinophagaceae), a takze
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Proteobacteria 1 nalezaca do niego klasa Betaproteobacteria (rodzina Comamonadaceae).
Podobne rezultaty otrzymano z analizy probek pochodzacych z oczyszczalni $ciekow w
Chinach (Ye 1 Zhang, 2013). W metagenomie $cieku oczyszczonego réwniez dominowat
typ Proteobacteria, a wsrod nich klasa Betaproteobacteria oraz nalezaca do niej rodzina
Comamonadaceae, rodzina Pseudomonadaceae nalezaca do klasy Gammaproteobacteria i
rodzina Campylobacteraceae nalezaca do klasy Epsilonproteobacteria. Najczesciej
dominujace taksony pokrywaja si¢ z oznaczonymi w $ciekach oczyszczonych w Szwecji 1
Chinach (Ye i Zhang, 2013; Yang i wsp., 2014; Bengtsson-Palme 1 wsp., 2016a; Tang 1
wsp., 2016). Wysoki udziat Proteobacteria w $ciekach na réznych etapach oczyszczania,
wynika przede wszystkim z obecno$ci przedstawicieli rodzin Campylobacteraceae,
Moraxellaceae 1 Comamonadaceae, ktore stanowig bakterie Srodowisk wodnych 1
glebowych, bakterie komensalne, a takze oportunistyczne patogeny zwigzane z
cztowiekiem 1 zwierzetami (Lastovica 1 wsp., 2014; Teixeira i Merquior, 2014; Willems,
2014).

Na podstawie analiz metagenomicznych stwierdzono, ze populacje bakteryjne
wszystkich probek z o$miu poboréw skladaty si¢ z bakterii nalezacych do: 31 rodzin w
obrgbie czterech dominujacych typow w $cieku surowym, 29 rodzin w obrgbie pieciu
dominujacych typow w Scieku z komory napowietrzania oraz 49 rodzin w obrgbie pieciu
dominujacych typow w $cieku oczyszczonym. Na podstawie wynikow wielowymiarowe;j
analizy wariancji stwierdzono, ze badane probki metagenomowego DNA réznily si¢
statystycznie (p=0,003) pod wzgledem skladu taksonomicznego pomigdzy S$ciekiem
surowym, $ciekiem z komory napowietrzania i $ciekiem oczyszczonym. Wyniki analizy
PCoA i hierarchicznego klastrowania wskazuja na zwigzek migdzy zmiang sktadu
populacji bakteryjnych i czgstoscia wystepowania gendéw na roznych etapach procesu
oczyszczania $ciekow. OkreSlenie stopnia zrdznicowania populacji bakteryjnych
wskaznikiem bior6znorodnos$ci Shannon, pomigdzy trzema miejscami poboru, pozwolito
na wskazanie $cieku oczyszczonego jako najbardziej zrdéznicowanego pod wzgledem
sktadu populacji bakteryjnych. Podobne rezultaty odnotowano w oczyszczalni $cieckow w
Chinach (Tang i wsp., 2016). Zwickszenie zréznicowania taksonomicznego w trakcie
procesu oczyszczania $ciek6w moze by¢ zwigzane z tworzeniem si¢ biofilmow w

srodowisku oczyszczalni §ciekéw (Wakelin 1 wsp., 2008; Peng i wsp., 2017).
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6. PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki wskazujg na istnienie drdg rozprzestrzeniania si¢ opornych
bakterii 1 ARG oraz integronéw wiodacych od szpitali, poprzez $cieki szpitalne, Scieki
miejskie, do wod powierzchniowych. Na podstawie wynikow uzyskanych w niniejszej
pracy, wykazano znaczny udzial oczyszczalni $ciekéw 1 uwalnianych $ciekow
oczyszczonych w zwigkszaniu rezystomu $rodowiskowego. Proces oczyszczania §ciekow
zmniejsza ogolng liczbe bakterii i liczbe bakterii grupy coli, enterokokéw 1 S. aureus
jednak nie eliminuje bakterii opornych, poniewaz presja selekcyjna 1 procesy
horyzontalnego transferu gendéw prowadza do zwigkszenia w $cieku oczyszczonym
czestosci wystepowania bakterii stwarzajacych najwieksze zagrozenie dla zdrowia
publicznego, a mianowicie: bakterii zawierajacych integrony, wytwarzajacych p-laktamazy
o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL), wytwarzajacych karbapenemazy (CPE),
metalo-B-laktamazy, a takze szczepow VRE i1 MRSA. Ponadto, proces oczyszczania
sciekow prowadzi do zwigkszania czestosci wystepowania gendéw integraz klasy 1 oraz
blactx-m, blatem, blaces, blasuv, blaoxa-as 1 mecA w metagenomie $cieku oczyszczonego,
ktory zasila rezystom wod powierzchniowych. W badaniach stwierdzono, ze czgstos$¢
wystepowania gendw ma zwiazek ze zmianami sktadu populacji mikroorganizmow.

Analiza 1 kontrola drég rozprzestrzeniania si¢ wielolekoopornosci w Srodowisku
wodnym, poprzez $cieki, jest kluczowym elementem oceny zagrozenia dla zdrowia
publicznego, jakie niosa obecne w S$cieku oczyszczonym bakterie z genami opornosci,
integrony 1 determinanty oporno$ci na antybiotyki ostatniej szansy, stosowane przy
leczeniu najpowazniejszych infekcji bakteryjnych. Wyniki badan metagenomicznych w
polaczeniu z analiza oparta na metodach hodowlanych dostarczaja szczegdlowych
informacji na temat ograniczonej skuteczno$ci procesOw oczyszczania $ciekOw przy
usuwaniu zanieczyszczen biotycznych, wskazujac tym samym na potrzebe opracowania
skutecznej strategii i wdrozenia dodatkowych metod dezynfekcji S$ciekéw, w celu

ograniczenia narastania i rozprzestrzenianie si¢ opornosci na antybiotyki w §rodowisku.
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. WNIOSKI

. W $cieku oczyszczonym obecne sa bakterie z genami stwarzajacymi najwicksze
zagrozenie dla zdrowia publicznego, m.in. warunkujgcymi wytwarzanie B-laktamaz o
rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL) — blactx-m-15, karbapenemaz- blanpwm,
blavim, blaces 1 blaoxa-as, vanA 1 mecA.

. W trakcie oczyszczania $ciekoOw nastepuje zwickszenie czgstosci wystepowania bakterii
wytwarzajacych [-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL),
karbapenemazy, szczepdw VRE i MRSA.

. Proces oczyszczania $ciekdOw w oczyszczalni mechaniczno-biologicznej prowadzi do
zwiekszenia czestosci integronow klasy 1 1 niektorych gendw opornosci: blacrx-wm,
blatem, blaces, blasuv, blaoxa-as 1 mecA w rezystomie $cieku oczyszczonego.

. Zwigkszanie czgstoSci wystepowania genow blactx-m, blatem, blaoxa-1, blaoxa-as,
blanpm, blaxpc, vanA 1 mecA w metagenomie $cieku zachodzi w komorze
napowietrzania, co moze wskazywa¢ na wzmozong selekcje¢ i procesy horyzontalnego
transferu gendw w osadzie czynnym.

. Istotne korelacje miedzy czgstoscig wystgpowania gendw w metagenomowym DNA,
wskazuja, ze w procesie horyzontalnego transferu, geny opornosci moga byc¢
przenoszone wraz z innymi genami istotnymi dla zdrowia publicznego, za
posrednictwem integronow.

. W trakcie procesu oczyszczania Sciekow dochodzi do zmian sktadu taksonomicznego w
scieku oczyszczonym.

. Wystepuje zwigzek miedzy sktadem populacji bakteryjnych, a rezystomem $cieku.

. Obecnos¢ bakterii wieloopornych i genéw opornosci w $cieku oczyszczonym wskazuje
na istnienie drogi rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci w srodowisku wiodace;j

poprzez oczyszczalnie Sciekdw.
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Zalacznik 1. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw bakterii grupy
coli wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach w II poborze. Legenda:
ESBL - bakterie wytwarzajagce ESBL, s — $ciek surowy, o — $ciek z komory

napowietrzania, e — $ciek oczyszczony.
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Zalacznik 2. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw bakterii grupy
coli wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach w III poborze. Legenda:
ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL, s — S$ciek surowy, o — $cieck z komory

napowietrzania, ¢ — §ciek oczyszczony.
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Zalacznik 3. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepdéw bakterii grupy
coli wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach w IV poborze. Legenda:
ESBL - bakterie wytwarzajagce ESBL, s — $ciek surowy, o — $ciek z komory

napowietrzania, e — $ciek oczyszczony.
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Zalacznik 4. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw bakterii grupy
coli wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory
napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Kozieglowach w V poborze. Legenda:
ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL, s — S$ciek surowy, o — $cieck z komory

napowietrzania, e — $ciek oczyszczony.
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napowietrzania i $cieku oczyszczonego COS w Koziegtowach w VI poborze. Legenda:

ESBL — bakterie wytwarzajace ESBL, ESBL/CARB — bakterie wytwarzajace ESBL 1
karbapenemooporne, s — $ciek surowy, o — Sciek z komory napowietrzania, e — Sciek

Zalacznik 5. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw bakterii grupy
coli wytwarzajacych ESBL, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory

0czyszczony.
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Zalacznik 6. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow

CPE,

wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach w I poborze. Legenda: CARB — bakterie

karbapenemooporne, s — $ciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e — $ciek

0Czyszczony.
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Zalacznik 7. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepéw CPE,
wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w II poborze. Legenda: CARB — bakterie
karbapenemooporne, s — $ciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e — Sciek

0czyszczony.
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Zalacznik 8. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw CPE,
wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w III poborze. Legenda: CARB — bakterie
karbapenemooporne, CARB/ESBL — bakterie karbapenemooporne i wytwarzajace ESBL, s

— $ciek surowy, o — §ciek z komory napowietrzania, e — $ciek oczyszczony.
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Zalacznik 9. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow CPE,
wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania 1 S$cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w IV poborze. Legenda: CARB — bakterie
karbapenemooporne, CARB/ESBL — bakterie karbapenemooporne i wytwarzajace ESBL, s

— Sciek surowy, o — §ciek z komory napowietrzania, e — §ciek oczyszczony.

210



Dice (DpL1.00%) (Tl 1.0%-1.0%) (HS0.0% S0.0%) [0.0%-100.0%]
ERIC Il

ERIC Il

Il

Il
[T

CARB 1380
CRE 4s

CARB 1270
CRE 3s

CARB 1250
CARB 44s
CARB 1310
CARB 79s
CARB 47s
CARB 41s
CARB/ESBL 46s
CARB/ESBL 530
CARB 1280
CARB 1450
CARB 1300
CARB 1470
CARB 1610
CARB 1630
CARB 1260
CARB 73s
CARB 76s
CARB/ESBL 520
CARB 1620
CRE 2s

CARB 114e
CARB 1320
CARB 48s
CARB 1290
CARB 1360
CARB/ESBL 560
CARB/ESBL 570
CARB 108e
CARB 1400
CARB 43s
CARB/ESBL 44s
CARB/ESBL 540
CRE 38e

CARB 92e
CARB/ESBL 28s
CARB/ESBL 62e

CARB/ESBL 2s
CARB/ESBL 510
CARB 1460
CARB 1480
CARB/ESBL 580
CARB/ESBL 590
CRE7s

CRE 32¢

CRE 36e
CARB/ESBL 47s

CARB/ESBL 40s
CARB/ESBL 42s
CARB 67s
CARB 69s
CARB 1180
CARB 102e
CARB 1170
CARB/ESBL 25s
CARB/ESBL 39s
CARB 104e
CARB/ESBL 365
CARB/ESBL 50s
CARB/ESBL 33s
CARB/ESBL 37s
CARB 91e
CARB/ESBL 24s
CARB 89e
CARB/ESBL 600
CARB/ESBL 31s
CARB/ESBL 35s
CARB/ESBL 325
CARB/ESBL 38s
ARB/ESBL 30s
CARB/ESBL 29s
CARB/ESBL 550
CRE 1s

CRE 37e

CARB 1160
CARB 90e
CARB 113e
CARB 1190

B I I I I I S I I I I i D T e I I e I A I e D I I R I R I I

Zalacznik 10. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow CPE,
wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w V poborze. Legenda: CARB — bakterie
karbapenemooporne, CRE - bakterie karbapenemooporne, CARB/ESBL - bakterie
karbapenemooporne i wytwarzajace ESBL, s — $ciek surowy, o — S$ciek z komory

napowietrzania, e — $ciek oczyszczony.
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Zalacznik 11. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow CPE,

wyizolowanych ze $cieku surowego, S$cieku z komory napowietrzania 1 S$cieku

oczyszczonego COS w Kozieglowach w VI poborze. Legenda: CARB — bakterie

karbapenemooporne, CARB/ESBL — bakterie karbapenemooporne i wytwarzajace ESBL, s

— $ciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e — §ciek oczyszczony.
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Zalacznik 12. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepow CPE typu
OXA-48, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i1 $cieku
oczyszczonego COS w Koziegtowach w 1 poborze. Legenda: OXA-48 — bakterie
karbapenemooporne typu OXA-48, s — $ciek surowy, o — §ciek z komory napowietrzania, e

— Sciek oczyszczony.
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Zalacznik 13. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepoéw CPE typu
OXA-48, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania i $cieku
oczyszczonego COS w Koziegtowach w II poborze. Legenda: OXA-48 — bakterie
karbapenemooporne typu OXA-48, s — $ciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e
— §ciek oczyszczony.
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Zalacznik 14. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepéw CPE typu
OXA-48, wyizolowanych ze $cieku surowego, Scieku z komory napowietrzania i $cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w III poborze. Legenda: OXA-48 — bakterie
karbapenemooporne typu OXA-48, s — sciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e

— $ciek oczyszczony.
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Zalacznik 15. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepéw CPE typu
OXA-48, wyizolowanych ze $cieku surowego, $cieku z komory napowietrzania 1 $cieku
oczyszczonego COS w Kozieglowach w IV poborze. Legenda: OXA-48 — bakterie
karbapenemooporne typu OXA-48, s — sciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e

— §ciek oczyszczony.
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Zalacznik 16. Dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne szczepdéw CPE typu
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OXA-48, wyizolowanych ze $cieku surowego, §cieku z komory napowietrzania i $cieku

oczyszczonego COS w Koziegtowach w VI poborze. Legenda: OXA-48 — bakterie

karbapenemooporne typu OXA-48, s — Sciek surowy, o — $ciek z komory napowietrzania, e

— §ciek oczyszczony.
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