Wplyw wybranych lekow przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu,
rozpowszechnienie genow lekoopornosci oraz mikrobiom zaangazowany w procesy
fermentacji metanowej gnojowicy bydlecej

Streszczenie

Wraz ze wzrostem zapotrzebowania na przyjazng dla Srodowiska energi¢ alternatywna,
fermentacja metanowa/ biometanizacja (ang. AD — anaerobic digestion) stala si¢ popularng
metoda stabilizacji materii organicznej z rdéznorodnych substratow. Instalacje takie jak
biogazownie (ang. BP — biogas plants) sg szeroko rozpowszechnione zaréwno w Europie, jak
rowniez w Polsce, a ich liczba stale rosnie. Calkowita liczba inzynieryjnych projektow
biogazowych na $wiecie wynosi 132 000, z czego 17 783 zlokalizowanych jest w Europie.

W Polsce w 2021 r. dziatato juz 128 biogazowni rolniczych.

Proces biometanizacji w warunkach beztlenowych jest atrakcyjng technologia stosowang
do higienizacji i stabilizacji odpadow organicznych oraz do produkcji energii przyjaznej
srodowisku jakim jest biogaz. Substraty jakimi sg odpady organiczne poddawane procesowi
AD nie ulegaja calkowitemu rozktadowi, powstaje odpad jakim jest masa pofermentacyjna
— poferment (ang. D — digestate). Poferment najczeSciej wykorzystywany jest jako nawoz
organiczny na nieuzytki rolne. W celu zapewnienia bezpieczenstwa sanitarnego $rodowiska,
istotna jest zawarto§¢ w pofermencie srodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz produktow
przemian tych zwigzkow, ktore trafiajg tam z substratéw AD. Poniewaz antybiotyki nie sa
w petni metabolizowane przez organizm czlowieka oraz zwierzat trafiajag one do substratow
AD, najczesciej z oczyszczalni $ciekdw oraz odchodow zwierzecych. Wskutek powszechnego
wystepowania antybiotykow w substratach, istnieje mozliwo$¢ ich wptywu na mikrobiom
zaangazowany Ww procesy AD, niekorzystne zmiany w spotecznos$ci drobnoustrojow,
zahamowanie wzrostu i rozwoju metanogenoéw odpowiedzialnych za produkcje metanu (CHa)
oraz wzrost liczby gendéw lekoopornosci (ang. ARGs — antibiotic resistance genes)
w pofermencie, a co si¢ z tym wigze szerzenie zjawiska antybiotykoopornosci
(ang. AR — antibiotic resistance) w srodowisku glebowym po nawozeniu jej pofermentem.
W literaturze jest niewiele informacji na temat sktadu masy pofermentacyjnej. Pomimo,
iz poferment zawiera skladniki odzywcze 1 substancje organiczne, ktore mogg sprzyjac
wzrostowi upraw, stosowanie go na glebach uprawnych moze znacznie zwigkszy¢ liczebno$¢
ARGs w mikrobiomie gleby. Dlatego nie mozna bagatelizowac znaczenia badan dotyczacych
poziomu antybiotykéw 1 ich obecnosci w pofermencie z biogazowni rolniczych, wptywu

farmaceutykow na mikrobiom zaangazowany w procesy AD oraz rozprzestrzenianie ARGs



w masie pofermentacyjnej. Wazne jest poznanie biordéznorodno$ci mikrobiomu
zaangazowanego w proces AD i odpowiedZ spotecznosci drobnoustrojow na antybiotyki
zawarte w substratach AD i masie pofermentacyjnej. Zarowno bakterie jak i Archaea,
zaangazowaneé w proces AD moga stanowi¢ potencjalne zrdédto mobilnych elementow

genetycznych (ang. MGEs — mobile genetic elements) i ARGs.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badano jednostkowy oraz synergistyczny
wpltyw wybranych lekow przeciwdrobnoustrojowych na proces fermentacji beztlenowe;j
prowadzonej w warunkach mezofilnych w uktadzie technologicznym na skal¢ laboratoryjng
oraz bezposrednio w biogazowniach rolniczych. W pracy badano obecno$¢ pozostatosci
antybiotykow nalezacych do klasy beta-laktaméw (amoksycylina, ampicylina), tetracyklin
(tetracykliny,  oksytetracykliny,  doksycykliny, chlorotetracyklina),  sulfonamidow
(sulfametoksazol, sulfonamid), fluorochinolonéw (enrofloksacyna, cyprofloksacyna),
antybiotykéw z grupy MLS (makrolidy — linkozamidy — streptograminy) i inhibitoréw
reduktazy dihydrofolianowej (trimetoprim) w pofermencie pobranym zarowno z uktadu
technologicznego jak i bezposrednio z wybranych biogazowni rolniczych w Polsce. W ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej badano takze sktad mikrobiomu masy pofermentacyjnej oraz
zachodzace w mikrobiomie zmiany wsrdd spotecznosci drobnoustrojéw nalezacych zarowno
do domeny Bacteria jak i Archaea. Celem niniejszych badan byta réwniez analiza dotyczaca
wystepowania ARGs niosgcych lekoopornos¢ na antybiotyki nalezace do klasy betalaktamow,
tetracyklin, fluorochinolonow, sulfonamidow, grupy MLS, oraz gendéw integrazy klasy 1 oraz
2 w pobranych probkach pofermentu. Zaplanowane badania pozwolily uzyska¢ informacje
odno$nie odpowiedzi drobnoustrojéw na jednostkowa oraz synergistyczng suplementacje
srodkow przeciwdrobnoustrojowych wprowadzanych do wsadu bioreaktorow AD, zmianach
zachodzgcych w mikrobiomie zaangazowanym w proces AD, jakosci mikrobiologicznej
uzyskanego po procesie AD pofermentu oraz skuteczno$ci procesu AD w eliminacji ARGs.
Innowacyjne metody biologii molekularnej i metagenomiki pozwolity uzyskac¢ szeroki zakres
informacji na temat jako$ci badanego pofermentu, zarowno w uktadzie technologicznym jak
1 bezposrednio pochodzacym z procesu AD prowadzonego w biogazowniach rolniczych
pracujacych na skalg¢ przemystowa w oparciu o réznorodne substraty. Na podstawie
otrzymanych wynikow badan podjgto probe odpowiedzi na pytanie, czy fermentacja metanowa
biomasy organicznej jest bezpieczna dla srodowiska naturalnego w przypadku odprowadzania
masy pofermentacyjnej do gleby oraz czy proces ten moze ograniczy¢ wprowadzanie srodkow

farmaceutycznych do gleby i rozprzestrzenianie ARGs w pofermencie, glebie oraz szeroko



pojetym srodowisku. Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolity okresli¢, czy proces
AD oprécz wytwarzania przyjaznej Srodowisku energii prowadzi takze do catkowitego
usuni¢cia ARGs i antybiotykow, niezaleznie od sktadu substratowego poszczegolnych probek

pofermentu. Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej podzielono na trzy

etapy.

W | etapie eksperymentu w ukladzie technologicznym AD, w warunkach
laboratoryjnych zbadano indywidualny wptyw o$miu $rodkoéw przeciwdrobnoustrojowych
nalezacych do klasy beta-laktaméw (AMO — amoksycylina, AMP — ampicylina), tetracyklin
(OXY —oksytetracyklina, TET —tetracyklina, CHLOR — chlorotetracyklina), fluorochinolonéw
(ENRO - enrofloksacyna), sulfametoksazoli (SMX - sulfametoksazol) i pochodne
nitroimidazolu (MET — metronidazol) na wydajno$¢ produkcji biogazu w procesie AD
gnojowicy bydlecej, ktory to proces prowadzono w warunkach mezofilnych. Zbadano
mikrobiom zaangazowany w proces AD, obecnos¢ i liczbg genow mcrA, MSC i MST swoistych
dla Archaea oraz liczebno$¢ gendéw opornosci na antybiotyki w pofermencie pochodzacym
z substratu eksponowanego na wybrane $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Indywidualny dodatek
antybiotykow do substratu w bioreaktorach procesowych AD istotnie obnizyt produkcje
biogazu. Zadawana jednostkowo do wsadu bioreaktorow AMO, nalezaca do Kklasy
betalaktamow, spowodowala najwigkszy, 75% spadek produkcji CHs w porownaniu
z probkami kontrolnymi bez dodatku antybiotyku. Wprowadzane indywidualnie do
bioreaktorow ENRO, TET, OXY i CHLOR takze zmniejszyty ilo§¢ wytwarzanego biogazu
odpowiednio o 36, 39, 45 i 53%. Wyniki wysokowydajnego sekwencjonowania 16S rRNA
wykazaty, ze we wszystkich badanych probkach pofermentu ws$réd mikroorganizmow
dominowaty te nalezace do domeny Bacteria. Ponadto, antybiotyki doprowadzity do
zmniejszenia liczebnosci genow mcrA, MSC, MST charakteryzujacych metanogeny nalezace
do domeny Archaea. Srodki przeciwdrobnoustrojowe indukowaly rowniez wzrost liczby
genow opornosci na tetracykliny. Po przeprowadzonym pierwszym etapie badan
wywnioskowano, ze antybiotyki zadawane indywidualnie do wsadu bioreaktorow zmniejszaty
wydajno$¢ procesu AD i znaczaco obnizaly objeto$¢ uzyskiwanego CHa, jednocze$nie

stymulujac wzrost liczby ARGs w probkach pofermentu.

W 11 etapie eksperymentu AD prowadzonego w bioreaktorach beztlenowych uktadu
technologicznego na skale laboratoryjng zbadano dlugoterminowy (417 dni), synergistyczny
efekt $srodkow przeciwdrobnoustrojowych na AD gnojowicy bydlecej. Przy wykorzystaniu

analiz metagenomicznych i bioinformatycznych zbadano rozpowszechnienie ARGs i zmiany



w biordéznorodnosci drobnoustrojéw w pofermencie gnojowicy bydlecej, ktorg to gnojowice
bydleca jako wsad bioreaktora eksponowano na mieszaning lekéw wybranych na podstawie
wynikoéw uzyskanych w ramach pierwszego etapu, tj. AMO, ENRO oraz MET. Farmaceutyki
zadawano do wsadu bioreaktorow w zmiennych, wzrastajgcych stezeniach. W prowadzonym
eksperymencie analizowano efektywno$¢ produkcji CHs a z wykorzystaniem analiz
metagenomicznych badano mikrobiom zaangazowany w proces AD i zachodzace w nim
zmiany w spotecznosci drobnoustrojow. Podobnie jak w pierwszym etapie prowadzonym w
ramach niniejszej dysertacji badan, wsrod drobnoustrojow dominowaty mikroorganizmy
nalezace do domeny Bacteria. Bacteroidetes, Firmicutes i Actinobacteria byty najliczniejszymi
grupami bakterii w probkach. Domena Archaea reprezentowana byla glownie przez
metanogenne rodzaje Methanothrix i Methanosarcina oraz rzad Methanomassiliicocales.
Ekspozycja na zadawang do wsadu bioreaktorow mieszanine antybiotykow hamowata wzrost
i rozwdj mikroorganizméw metanogennych we wsadzie bioreaktora AD. Antybiotyki
wprowadzane synergistycznie w mieszaninie do wsadu bioreaktoréw procesu AD wplynety
réwniez na obfitos¢ 1 czestos¢ wystgpowania ARGS w probkach pofermentu, w ktérych
zidentyfikowano i sklasyfikowano facznie siedemnascie rodzajow ARGS. Najliczniej
zidentyfikowano geny kodujace opornos¢ na tetracykliny, antybiotyki MLS i aminoglikozydy,
a takze geny opornosci wiclolekowej. Antybiotyki synergistycznie oddziatywaty na bakterie
homoacetogenne i metanogeny oraz zmniejszaly efektywnos$¢ produkcji CHas. Jednakze
wywotany mieszaning antybiotykow okresowy spadek produkcji CH4 zostat zminimalizowany
w obecnosci wysoce lekoopornych mikroorganizmow w bioreaktorach AD, ktére wykorzystaty
produkty metabolizmu lekoéw jako zrédto wegla jednoczesnie produkujac substraty do etapu

metanogenezy w procesie AD, niezbedne drobnoustrojom metanogennym do produkcji CHa.

W 111 etapie eksperymentu prowadzonego w warunkach in vivo w dziatajacych na skalg
przemystowa biogazowniach rolniczych, poferment pochodzacy z wybranych do badan
biogazowni rolniczych pracujacych w oparciu o roznorodne substraty tj. osad $ciekowy,
gnojowice bydlgca oraz substraty ro$linne, badano pod katem obecnosci wybranych
13 antybiotykow nalezacych do klasy betalaktaméw (AMO — amoksycylina), tetracyklin
(TET, OXY, DOXY, CHLOR), sulfonamidéw (SMX, SMD - sulfonamid), fluorochinolonéw
(ENRO, CIP — ciprofloksacyna), makrolidow (CLR - klarytromycyna), linkozamidéw
(CLD - klindamycyna) i streptogramin oraz inhibitorow reduktazy kwasu dihydrofoliowego
(TRIM — trimetoprim). W probkach pofermentu badano takze obecno$¢ genow niosacych

lekoopornos$¢ na betalaktamy (blatem, blaoxa, cfxA), tetracykliny (tetA, tetM), sulfonamidy



(sull, sul2), fluorochinolony (aac 6'-1b-cr, gepA) i grupe lekow MLS (ermF). W pracy badano
takze geny integrazy klasy 1 oraz 2 (intll oraz intl2). Geny oporno$ci na antybiotyki obecne
w substratach przetwarzanych podczas AD w biogazowniach rolniczych moga przedostaé si¢
do pofermentu, ktory jest uzywany jako nawéz w agrokulturze.  Srodki
przeciwdrobnoustrojowe i ARGs mogg by¢ przenoszone na grunty rolne, co moze zwigkszac
ich koncentracje w $rodowisku. Na podstawie rezultatow uzyskanych w ramach
przeprowadzonego trzeciego etapu badan stwierdzono, ze srodki przeciwdrobnoustrojowe nie
zostaly wyeliminowane podczas procesu AD. Ich st¢zenia roznity si¢ w probkach pofermentu
otrzymanych z réznych substratow oraz we frakcji ptynnej i statej poszczegolnych probek.
Ponadto probki masy pofermentacyjnej otrzymane z substratow pochodzenia roslinnego
charakteryzowaty si¢ wysokimi stgzeniami ARGS. Wysokie st¢zenia gendéw integrazy rzedu do
107 kopii w 1 gramie pofermentu moga réowniez wskazywaé, ze MGES s3 zaangaZowane
W rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki. Wyniki powyzszych badan sugeruja, ze ryzyko
zanieczyszczenia gleby antybiotykami, i ARGS moze by¢ stosunkowo wysokie

w gospodarstwach, w ktorych poferment z biogazowni rolniczych jest uzywany jako nawoz.

Wyniki niniejszej dysertacji doktorskiej pozwalaja okreslic, w jaki sposob $rodki
przeciwdrobnoustrojowe wptywaja na proces AD z réznorodnych substratow i na zmiany
w roznorodnoséci biologicznej drobnoustrojow oraz w koncentracji liczby genow
funkcjonalnych i ARGs w pofermencie. Praca zawiera roéwniez technologiczne i praktyczne
informacje na temat procesu AD, w ktorym substraty eksponowane sa na okreslone stezenia

lekéw przeciwdrobnoustrojowych.



