Obecnie ludzie na calym $wiecie s3 zmuszeni stawic¢ czota zjawisku antybiotykoopornosci.
Ten szeroko rozpowszechniony problem stanowi dzisiaj jedno z najwigkszych zagrozen zdrowia
publicznego, wynikajacych glownie z naduzywania antybiotykéw w medycynie, weterynarii oraz
rolnictwie. Scieki doptywajace do oczyszczalni $ciekow (WWTPs) zawieraja antybiotyki i/lub
metale ciezkie (HMs), ktore moga by¢ czynnikami wywotujacymi presje selekcyjna. Scieki z
regionOW 0 wyzszym stopniu urbanizacji oraz uprzemystowienia charakteryzuja si¢ wyzsza
koncentracjag tych zanieczyszczen w poréwnaniu do Sciekow z regionow  slabiej
uprzemystowionych. Dodatkowo, doptyw S$ciekow szpitalnych do sieci kanalizacyjnej
doprowadzajacej Scieki komunalne do WWTP réwniez stanowi bardzo istotny czynnik indukujacy
rozprzestrzenianie determinantow antybiotykoopornosci o znaczeniu klinicznym. Oczyszczalnie
sciekow nie posiadajg systemow, ktore eliminowalyby materiat genetyczny ze $ciekow. Poprzez
staty napltyw materialu genetycznego, w tym gendéw antybiotykoopornosci (ARGs), ekosystemy
wodne stanowig idealne srodowisko do nabywania i rozprzestrzeniania ARGs z powodu ciagglego
zanieczyszczenia tych ekosystemow zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi pochodzenia
antropogenicznego.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu pochodzenia $ciekéw komunalnych na
antybiotykooporno$¢ bakterii bytujacych w $ciekach i wodzie rzecznej bedacej odbieralnikiem
sciekow oczyszczonych oraz okreslenie efektywnosci procesu fotolizy wptywajacej na degradacje
antybiotykow i determinantéw antybiotykoopornosci w oczyszczonych $ciekach komunalnych.

W pierwszym etapie badan skupiono si¢ na wystepowaniu gendow opornosci na tetracykliny
w probkach Sciekow, osadow Sciekowych oraz wody rzecznej bedacej odbiornikiem $ciekow
oczyszczonych z dwoch WWTPs roznigcych si¢ charakterystyka sciekéw doptywajacych. WyniKki
wskazuja na wystepujace roznice w czestosci pojawiania si¢ gendw opornosci w zaleznosci od
charakterystyki §ciekow doplywajacych. WWTP zlokalizowana w regionie wysoce turystycznym
z bogatym zalesieniem i charakteryzujacej si¢ 2%-wym doplywem $ciekoéw szpitalnych oraz 8%
doptywem $ciekéw przemystowych (WM-WWTP), wykazano brak redukcji wystgpowania genu
tet(A) po procesie oczyszczania. W przypadku genu tet(M) odnotowano sezonowe zmiany jego
obecnosci, a mianowicie w probkach osadu czynnego, §ciekdw oczyszczonych, wody rzecznej oraz
osadow S$ciekowych. Wykonane badania potwierdzaja brak mozliwosci usuwania ARGs w
procesie technologicznym oczyszczania $ciekdw wykorzystanym przez WWTPs. W drugiej
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sciekow przemystowych oraz 0.4%-wym udzialem doptywajacych $ciekdéw szpitalnych (S-
WWTP), cechowata si¢ brakiem eliminacji genéw badanych po procesie oczyszczania. Nie
zaobserwowano tam réwniez zmian sezonowych wystgpowania badanych genéw. Ponadto geny z
grupy tetracyklin byly obecne we wszystkich prébkach wody rzecznej. Do wydajnego redukowania
genoéw antybiotykoopornosci ze $ciekdw wymagana jest modyfikacja procesu oczyszczania.
Celem drugiego etapu badan byta ocena wptywu udzialu $ciekéw industrialnych oraz
szpitalnych na zjawisko antybiotykoopornosci w sciekach komunalnych oczyszczanych w
badanych WWTPs (S-WWTP powigzanej z doptywem $ciekow przemystowych oraz WM-WWTP
powigzane] z doplywem S$ciekéw szpitalnych). Do tego celu wykorzystano wyniki z
przeprowadzonych analiz zaleznosci pomiedzy zanieczyszczeniami takimi jak antybiotyki 1 HMs
a determinantami antybiotykoopornosci oraz wyniki okre§lajace réznorodno$¢ gendow
warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem genow
karbapenemaz, podczas procesu oczyszczania. Zaobserwowano niewiele istotnych zaleznosci
pomiedzy koncentracja antybiotykow w badanych probkach a wystepowaniem w nich ARGs. Z
kolei stezenie HMs korelowalo z koncentracja ARGs, co potwierdza istotng role HMs w
promowaniu wystepowania zjawiska lekoopornosci. Zauwazono réwniez wystepowanie istotnych
zaleznosci (p<0.05) pomigdzy liczebnoscig genow integrazy a liczebnoscia ARGs oraz
koncentracja HMs. Probki z S-WWTP charakteryzowaly si¢ wyzszym zanieczyszczeniem
metalami ci¢zkimi oraz wigkszg iloscig istotnie statystycznych korelacji pomiedzy badanymi
zmiennymi w porownaniu do probek pochodzacych z WM-WWTP. Poréwnujgc probki sciekow z
dwoch oczyszczalni charakteryzujacych sie doptywem $ciekow szpitalnych na réznym poziomie,
stwierdzono wigkszg roznorodno$¢ typow genow warunkujacych oporno$¢ na beta-laktamy w
Sciekach z wyzszym udzialem procentowym $ciekow szpitalnych (58 typow) w poroéwnaniu do
sciekow z mniejszym udzialem (52 typy). W probkach z obu oczyszczalni dominujagcymi genami
beta-laktamaz byty typy blaoxa, blaces, blageL, blacia oraz blatem. Warto zwroci¢ uwagg, ze geny
blakpc oraz blanom zostaty stwierdzone tylko w nieoczyszczonych $ciekach komunalnych o
wigkszej zawartosci Sciekow szpitalnych. W Sciekach charakteryzujacych si¢ wyzszym udziatem
Sciekow szpitalnych zaobserwowano 94 korelacje, podczas gdy w $ciekach z mniejszym udziatem
zanotowano 41 korelacji, pomigdzy czestotliwosciag wystepowania gendw integrazy oraz genow
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zatem ciagle zagrozenie zycia i zdrowia ludzi, poprzez przenoszenie zanieczyszczen takich jak
geny antybiotykoopornosci, antybiotyki czy HMs do srodowiska.

W badaniach prowadzonych w trzecim etapie skupiono uwage na okresleniu obecno$ci
determinantow opornos$ci na antybiotyki u szczepéw Acinetobacter sp. wyizolowanych z probek
sciekow w poszczeg6lnych etapach procesu oczyszczania oraz probek wody rzecznej. Nastepnie,
przy uzyciu narz¢dzi molekularnych, takich jak jakosciowa i ilosciowa reakcja PCR oraz analiza
metagenomiczna, okreslono obecno$é genéw opornosci na antybiotyki beta-laktamowe (klasy B i
D Amblera), sekwencji insercyjnej I1SAbal, genow integrazy klasy I, II i Il oraz strukture
taksonomiczng. Szczepy Acinetobacter sp. oraz A. baumannii najczesciej okreslano w probkach
sciekow 1 wody rzecznej pobranych w czerwcu 1 wrzesniu. Wsrdéd analizowanych genow
opornosci, najwyzsza czgstoscig wystgpowania u szczepdéw Acinetobacter sp. wykazywat gen
blaoxa-s1, natomiast analiza metagenomiczna wskazata, ze gen blaoxa-ss wystepowat najliczniej w
badanych probkach. W obrebie 13 szczepow stwierdzono obecno$¢ kompleksu ISAbal/blaoxa-si,
co potwierdza wystepowanie szczepow opornych na karbapenemy w analizowanych prébkach.
Brak redukcji liczby izolatbw Acinetobacter sp. niosgcych geny oporno$ci na antybiotyki w
probkach $ciekéw oczyszczonych w poréwnaniu do sciekow doptywajacych sugeruje, ze procesy
oczyszczania stosowane w oczyszczalni SciekOw sg nieefektywne.

Celem czwartego etapu bylo okreslenie efektywnosci usuwania antybiotykow oraz
determinantow antybiotykoopornos$ci ze $ciekow oczyszczonych wskutek zastosowania procesu
fotodegradacji. Wykazano, ze zastosowane nas§wietlania $wiatlem stlonecznym oraz wykorzystanie
dodatkowo fotokatalizatora (TiO) istotnie wptywa na zmniejszenie ilosci antybiotykow oraz
ARGs w $ciekach. Wykazano, ze analizowane metody sa w stanie wyeliminowac od 52% do 69%
badanych zwigzkéw antybakteryjnych oraz od 84% do 90% badanych genéw. Wdrozenie tych
metod do ciggu technologicznego oczyszczania §ciekdw moze powodowac istotne poprawienie
jakosci sciekow oczyszczonych wprowadzanych do srodowiska naturalnego.

Biorac pod uwage zebrane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze sktad $ciekoéw oczyszczanych w
WWTPs, kreowany poprzez ich pochodzenie, istotnie wptywa na zjawisko antybiotykoopornosci.
W prébkach pochodzacych z WWTP zlokalizowanej w regionie wysoce uprzemystowionym
charakteryzujacym si¢ wysokim zanieczyszczeniem HMs, okreslono wigcej istotnych zaleznosci
pomiedzy HMs a determinantami opornosci niz w probkach uzyskanych z WWTP zlokalizowanej
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indukujaca problem antybiotykoopornosci. Natomiast w $ciekach pobranych z WWTP majace;j
wickszy doptyw $ciekéw szpitalnych (2%), w poréwnaniu do WWTP majacej mniejszy udziat
owych $ciekéw (0.4%), zaobserwowano czgstsze wystgpowanie gendéw opornosci o znaczeniu
istotnym klinicznie. Ostatecznie, stwierdzono, ze wykorzystanie procesow fotokatalizy oraz
fotodegradacji w usuwaniu mikrozanieczyszczen ze $ciekdw oczyszczonych istotnie wptywa na
ograniczenie rozprzestrzeniania zjawiska opornosci poprzez degradacj¢ antybiotykow oraz

redukcje liczebnosci wystgpujacych w $ciekach determinantéw opornosci.



