Streszczenie

Glownymi zrédtami wzbierajacej na sile antybiotykoopornosci w glebie sg dodatki glebowe,
takie jak poddane obrobce osady Sciekowe oraz obornik pochodzenia zwierzecego,
suplementacja ktorymi ma na celu popraweg wartosci uzytkowej gleby. Naduzywanie
antybiotykow zaréwno w medycynie ludzkiej, jak 1 weterynaryjnej powoduje, iz duze ilosci
tych zwigzkow oraz produktéw ich transformacji pojawia si¢ w odchodach ludzi i zwierzat, po
czym trafiajg one wraz z obornikiem lub poddanymi procesom stabilizacji osadami §cieckowymi
do gleby. Te 1 wiele innych wspotwystepujacych zanieczyszczen sg przyczyng ksztattowania
antybiotykoopornosci w srodowisku glebowym. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto
zbadanie zroznicowania determinantow antybiotykoopornos$ci w nawozonej glebie oraz ocena
ryzyka ich transmisji do sgsiadujacych sktadowych srodowiska jakimi s3 woda gruntowa oraz
ro$liny uprawne. Badania sktadajace si¢ na t¢ rozprawe ztozone sg z 4 etapow. Kazdy z nich

zostat zakonczony publikacja w czasopismie naukowym.

Pierwszy etap badan miat na celu ocene efektywnosci poszczegolnych etapéw mechaniczno-
biologicznych oczyszczalni §ciekow w usuwaniu gendw integrazy oraz okreslenie wpltywu
sciekOw oczyszczonych na jako§¢ wody rzecznej stanowiacej ich odbiornik. Obiektem badan
byly $cieki pochodzace z réznych etapéw oczyszczania pobierane sezonowo na terenie dwoch
oczyszczalni $ciekow, osady $ciekowe oraz woda rzeczna przed oraz po zrzucie $ciekdéw
oczyszczonych. W materiale genetycznym wyizolowanym z pobranych probek oznaczano 3
geny integrazy (intll, intl2, intI3) z wykorzystaniem reakcji PCR. Badane geny byty obecne w
genomowym DNA probek pochodzacych ze wszystkich etapow oczyszczania oraz w probkach
wody rzecznej zarowno przed jak 1 po zrzucie Sciekdw oczyszczonych. Wyniki wskazuja, ze
wybrane oczyszczalnie Ssciekow (WWTPs) nie sg skuteczne w eliminacji gendw integrazy
determinujacych wlaczanie do genomu bakteryjnego genéw opornosci na antybiotyki (ARGs),
co w efekcie moze sprzyjac rozprzestrzenianiu zjawiska antybiotykoopornosci szczegolnie w

srodowisku wodnym oraz glebowym.

Celem etapu drugiego byto usystematyzowanie wiedzy dotyczacej obecnosci wybranych
mikrozanieczyszczen w osadach $ciekowych po procesie stabilizacji oraz okreslenie ich
wplywu na $rodowisko oraz organizmy zywe w wyniku wprowadzania do gleby tych
zanieczyszczen razem z osadami §ciekowymi. Badania powstaty w oparciu o przeglad literatury
dotyczacej tematyki zanieczyszczen w osadach $ciekowych, pochodzacej z lat 2010-2020,

dostepnej w najbardziej popularnych wyszukiwarkach Google Scholar oraz Pubmed.



Publikacja odnosi si¢ do 183 pozycji literaturowych Scisle zwigzanych z celem pracy. Wyniki
wskazuja, ze wszystkie ze znanych metod przetwarzania osadoéw Sciekowych majacych za
zadanie ich stabilizacje w celu wtornego wykorzystania jako nawozu nie s3 w pelni efektywne
pod katem eliminacji zanieczyszczen takich jak antybiotyki, niesteroidowe leki
przeciwzapalne, metale ci¢zkie czy genetyczne determinanty antybiotykooporno$ci. W wyniku
tego dochodzi¢ moze do wzajemnych interakcji pomi¢dzy wspomnianymi zanieczyszczeniami,
ktére promuja rozprzestrzenianie zjawiska antybiotykoopornosci w glebie. Zbidr informacji
dotyczacych jakosci poddanych oczyszczaniu osadéw $ciekowych sklania takze do refleksji na
temat bezpieczenstwa organizmoéw zywych zasiedlajgcych nawozong glebe. Dostgpne badania
wskazujg, ze stopniowa akumulacja nawet niewielkich ilo$ci metali cigzkich wystawia
organizmy glebowe na toksyczne oddziatywanie tych zwigzkow, co wplywa na inaktywacje
i/lub $mier¢ organizmoéw, przyczyniajac si¢ do zubozenia terenow uprawnych. Wykazano
takze, ze wszystkie rozpatrywane zanieczyszczenia moga by¢ pobierane przez ro$liny uprawne,

stwarzajac ryzyko zwigzane z ich konsumpcja.

W trzecim etapie badan oceniano wptyw nawozenia gleby obornikiem drobiowym i bydlecym
na zawarto$¢ wybranych antybiotykow, metali cigzkich, gendw antybiotykoopornosci (ARGs)
oraz genow integrazy w glebie, wodzie gruntowej oraz roslinach uprawnych. Badano takze
korelacje pomiedzy réznymi typami zanieczyszczen. Eksperyment prowadzono w Stacji
Dydaktyczno-Eksperymentalnej, Tomaszkowo, Polska. Wybrana do badan gleba nie byla
suplementowana obornikiem ani antybiotykami przez ostatnie 10 lat. Wyznaczone poletka
badawcze odpowiednio suplementowano wybranym obornikiem z lub bez dodatku
antybiotykow oraz obsiewano pietruszka. Poziom koncentracji antybiotykdw analizowano z
wykorzystaniem metody HPLC-MS/MS, pomiar koncentracji metali cigzkich wykonano
metoda HGAAS i ICP-OES, natomiast kwantyfikacje genow integrazy i ARGs
przeprowadzono metodg Real-Time PCR (qPCR). Probki obornika, gleby oraz roslin
uprawnych charakteryzowaly sie najwyzsza koncentracja Zn (10%-10° ng gsm™) i Cu (103-10°
ng gsm>). Gleba suplementowana obornikiem charakteryzowata sie wysokim stezeniem
doksycykliny oraz enrofloksacyny. Geny integrazy wystgpowaty w wysokiej liczebnosci w
probkach obornika (10°%-10%° kopii gsm™) oraz gleby (107-102 kopii gsm™). Sposréd wszystkich
badanych genéw, najbardziej popularnymi byty sull, sul2, blatem oraz geny integrazy. Gen
sull jako jedyny wystgpowal w probkach pochodzacych ze wszystkich badanych $rodowisk
(od 102 kopii mL? w probkach wody gruntowej do 10! kopii gam™ w probkach obornika

drobiowego). Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze obornik zwierzgcy moze



wplywaé na wzrost koncentracji metali cigzkich w srodowisku glebowym oraz ich kumulacje
w roslinach uprawnych, co moze oddziatywaé na zdrowie ludzi oraz zwierzat
wykorzystujacych te rosliny do celow konsumpcyjnych. Ponadto wysoka liczebno$¢ genow
integrazy i ARGs oraz ich wzajemne korelacje z metalami ciezkimi niosg powazne ryzyko

szybkiego rozprzestrzeniania antybiotykoopornosci w srodowisku.

Czwarty etap stanowi uzupehienie trzeciego etapu prezentowanych badan, majac na celu ocene
ryzyka transmisji ARGs i bakterii bedacych nosiciclami ARGs do nawozonej gleby oraz
endomikrobiomu ros$lin uprawnych przeznaczonych do spozycia w formie nieprzetworzone;.
Badania rozszerzono o analiz¢ mobilnych elememtow genetycznych zwigzanych z mobilnoscia
ARGs charakterystycznych dla mikroorganizméw zaliczanych do grupy ESKAPEE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., Escherichia coli) o szczegélnym
znaczeniu klinicznym. Badania prowadzono z zastosowaniem metody sekwencjonowania
nowej generacji (Next-Generation Sequencing, NGS) wykonanej przez Macrogen (Seoul,
Korea) z wykorzystaniem TruSeq DNA PCR-Free Kit (Illumina Inc., San Diego, California,
USA). Pozwolito to na zdeponowanie 32 probek metagenomicznych w bazie danych ENA pod
numerem akcesyjnym No. PRJEB48283. Obornik drobiowy charakteryzowat si¢ okoto 4 razy
wicksza catkowitg liczbg ARGs (555 ppm) niz obornik bydlecy (140 ppm), co znalazio
odzwierciedlenie w glebie po jej nawozeniu. Obornik drobiowy spowodowal wigkszy wzrost
koncentracji ARGs (196.4 ppm) w nawozonej glebie w pordwnaniu z obornikiem bydlecym
(137.8 ppm) bezposrednio po nawozeniu. Suplementacja obornikiem drobiowym spowodowata
w najwigkszym stopniu wzrost licznoSci gendw opornosci na tetracykliny (9%),
aminoglikozydy (3.5%), sulfonamidy (3%), bacytracyng (2%), chloramfenikol (2%) oraz grupe
makrolidy-linkozamidy-streptograminy (MLS) (1%). Badania dowodza takze, ze metale
cigzkie stajg si¢ silniejszym promotorem antybiotykoopornosci w srodowisku w poréwnaniu z
antybiotykami, ktore wplywajg bardziej na podtrzymanie zroznicowania ARGs w glebie niz na
wzrost ich liczno$ci. Na skutek nawozenia, wprowadzone do gleby duze ilosci sekwencji
insercyjnych (ISs), w tym zwigzane z mobilnos$cia ARGs w populacji patogenéw ESKAPEE,
wykazujg stabilno$¢ przez nawet kilka miesiecy, co wskazuje, iz obornik szczegodlnie
pochodzenia drobiowego, stwarza ogromne ryzyko szybkiego transferu ARGs w srodowisku.
Wpltywa on takze w wysokim stopniu na wzrost zréznicowania rezystomu i mobilomu w

metagenomie bakterii izolowanych z upraw, a gromada Proteobacteria staje si¢ szczeg6lnie



zaangazowana w rozprzestrzenianie licznych gendéw antybiotykoopornosci W uprawach

przeznaczonych do spozycia przez ludzi i zwierzeta.

Zbior wynikoéw badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wykazal, ze zar6wno
dodatek poddanych stabilizacji osadow $ciekowych jak i obornika pochodzenia zwierzgcego
do gleby stanowi ryzyko kontaminacji §rodowiska naturalnego zanieczyszczeniami o wysokiej
trwato$ci, toksycznos$ci oraz potencjale szerzenia zjawiska antybiotykoopornosci. Ponadto
badania podkreslajg potrzebe nowelizacji istniejacych lub wprowadzenia nowych uregulowan
prawnych dotyczacych ochrony s$rodowiska w kontek$cie wykorzystywania nawozow

naturalnych jako dodatkow glebowych.



