Mechaniczno-biologiczne oczyszczalnie S$ciekOw stanowig istotne zrodlo bakterii
antybiotykoopornych (ARB) oraz genéw antybiotykoopornosci (ARGs), ktére przedostajac si¢
wraz ze $ciekami odptywajacymi do rzek moga by¢ dalej rozpowszechniane w $rodowisku.
Wraz z bioaerozolem emitowanym podczas mieszania i1 napowietrzania S$ciekow w
bioreaktorach z osadem czynnym moze réwniez dochodzi¢ do transmisji genetycznych
determinantéw antybiotykoopornosci do gornych dréog oddechowych pracownikow
oczyszczalni $ciekow, co stwarza potencjalne ryzyko zdrowotne oraz moze wspieraé
rozprzestrzenianie antybiotykoopornosci za posrednictwem horyzontalnego transferu genow.
Celem pracy bylo okreslenie czy konwencjonalna oczyszczalnia Sciekow przyczynia si¢ do
transmisji  potencjalnie  chorobotworczych — mikroorganizmoéw  oraz  genetycznych
determinantéw antybiotykooporno$ci do s$rodowiska wodnego oraz do gornych drog
oddechowych pracownikow oczyszczalni. Badania wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej

zostaty podzielone na 4 etapy, w ramach ktorych opublikowano tacznie 4 artykuly.

W pierwszym etapie badan skupiono si¢ na analizie wystgpowania genow
warunkujacych oporno$¢ na leki beta-laktamowe w wodzie rzecznej, osadzie Sciekowym oraz
w Sciekach pozyskanych z kolejnych etapéw oczyszczania $ciekow pochodzacych z dwoch
oczyszczalni $ciekow wykorzystujacych technologie osadu czynnego. Probki badawcze
pobierano w dwoch sezonach badawczych (lato, jesien). W DNA wyizolowanym z probek
okreslono z wykorzystaniem standardowej tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
wystepowanie genéw opornosci na beta-laktamy (blatem, blaoxa, blaskv). Geny blatem, blaoxa
oraz blasnv zidentyfikowano we wszystkich analizowanych probkach $ciekéw z oczyszczalni
usytuowanej na terenie zalesionym. W oczyszczalni §ciekOw na terenie zurbanizowanym, w
obu sezonach w probkach $ciekow zidentyfikowano geny blatem oraz blaoxa. Gen blashv
obecny byt w Sciekach pobieranych w sezonie jesiennym na wszystkich etapach oczyszczania,
natomiast nie wykryto go w $ciekach oczyszczonych pozyskanych w sezonie letnim. W obu
sezonach w probkach wody rzecznej przed zrzutem S$ciekéw z oczyszczalni na terenie
zalesionym zidentyfikowano geny blatem oraz blasnv. W wodzie po zrzucie Sciekdw w sezonie
letnim zaobserwowano wystepowanie genu blaoxa oraz nie wykryto obecnosci genu blasqy. W
sezonie jesiennym w wodzie rzecznej po zrzucie S$ciekOw stwierdzono wystepowanie
wszystkich analizowanych genow. W probkach wody rzecznej przed zrzutem S$ciekow z
oczyszczalni na terenie zurbanizowanym w sezonie jesiennym zidentyfikowano obecno$é¢
wszystkich analizowanych genoéw, za§ w sezonie letnim nie zaobserwowano wylacznie

obecnosci genu blaspv. W wodzie po zrzucie $ciekow oczyszczonych w obu sezonach



zidentyfikowano obecnos¢ genow blaTtem oraz blaoxa, za$ nie zidentyfikowano obecnosci genu
blashv. Zaobserwowane zalezno$ci mogg sugerowac, iz procesy oczyszczania Sciekow nie
usuwajg catkowicie genow antybiotykoopornosci ze $ciekoOw, co moze stwarzaé ryzyko

transmisji tych genow do srodowiska wodnego.

Celem badan drugiego etapu byta analiza wystepowania antybiotykoopornych oraz
wirulentnych szczepoéw z rodzaju Staphylococcus w probkach wody rzecznej, $ciekow oraz
wymazoéw z goérnych drég oddechowych pracownikow oczyszczalni $ciekow. Do badan
pobrano probki wody rzecznej przed i po zrzucie $ciekow, $cieki nieoczyszczone, Scieki z
bioreaktora z osadem czynnym, $cieki oczyszczone, a takze wymazy z nosa i gardla od
pracownikow oczyszczalni oraz od grupy kontrolnej. Probki pobierane byty trzy razy w ciagu
roku (zima, lato, jesien). Nastepnie, z probek wyizolowano genomowe DNA i wykonano
identyfikacj¢ genu nukleazy oraz genéw antybiotykoopornosci. Probki postuzyty rowniez do
hodowli bakterii z rodzaju Staphylococcus, w rezultacie czego uzyskano 249 szczepoéw
bakteryjnych, u ktoérych z wykorzystaniem PCR analizowano wystgpowanie genu nukleazy
(nuc), genow wirulencji oraz genéw antybiotykoopornosci. Sposrod analizowanych szczepow
z rodzaju Staphylococcus niemalze we wszystkich analizowanych probkach co najmniej jeden
szczep posiadat gen nuc. Sposrod wszystkich analizowanych szczepéw pochodzacych ze
sciekow, wody rzecznej oraz wymazdw od grupy kontrolnej nie zidentyfikowano genu mecA,
ktory warunkuje oporno$¢ na metycyling. Gen ten obecny byt u szczepéw wyizolowanych z
wymazow z gornych drég oddechowych od pracownikdéw oczyszczalni $ciekow. Gen vanA
odpowiedzialny za oporno$¢ na wankomycyne, W najwigkszym odsetku zidentyfikowano u
szczepOw ze SciekOw z bioreaktora z osadem czynnym (49%). Sposrod gendéw wirulencji w
najwiekszej liczbie zidentyfikowano gen hla oraz pvl i sasX, za$ najrzadziej wykrywano tstl i
sec. W kolejnej czesci badan w ramach tego etapu prac wykonano analiz¢ pokrewienstwa
filogenetycznego pomiedzy wszystkimi szczepami z rodzaju Staphylococcus. Wykonano
dendrogramy na podstawie wzorcow elektroforetycznych ERIC-PCR i rozpowszechnienia
analizowanych genow, co miato na celu wykaza¢ pokrewienstwo migdzy szczepami ze Sciekow
oczyszczonych oraz wody rzecznej po zrzucie $ciekoOw oraz migdzy szczepami ze $ciekow |
wymazami od pracownikoOw oczyszczalni $ciekow. Zaobserwowano wysokie podobienstwo
genetyczne pomiedzy szczepami ze $ciekoOw z bioreaktora z osadem czynnym i szczepami
izolowanymi od pracownikow. Wyniki te moga sugerowa¢ wystepowanie potencjalnej
transmisji tych mikroorganizméw wraz z bioaerozolem emitowanym podczas napowietrzania i

mieszania $ciekow w bioreaktorach z osadem czynnym do goérnych drég oddechowych



pracownikow oczyszczalni sciekow. W ostatniej czg$ci badan w ramach tego etapu prac, w celu
zbadania koncentracji genow nuc, mecA, vanA and gacA/B wykonano analiz¢ gPCR w DNA
srodowiskowym probek. Gen nuc w najwigkszej koncentracji wykryto w $ciekach
nieoczyszczonych (7.76 x 10% to 5.87 x 10* gene copies/mL) oraz w $ciekach z bioreaktora z
osadem czynnym (2.72 x 10° to 1.82 x 10* gene copies/mL). Gen mecA zidentyfikowano w
probkach $ciekdéw nieoczyszczonych w kazdym z badanych sezondéw w zakresie koncentracji
od 3.05 x 10? do 2.68 x 10° gene copies/mL. Gen vanA zidentyfikowano w probkach $ciekow
nieoczyszczonych we wszystkich sezonach badawczych (§rednio 8.28 x 10° gene copies/mL),
za$ gacA/B zostat wykryty we wszystkich probkach z wyjatkiem probek $ciekdéw z bioreaktora
z osadem czynnym (1.02 x 10% to 6.97 x 10° gene copies/mL). Wyniki badan wykazuja, ze
oczyszczalnie $ciekow sg zrodtem gendow antybiotykoopornosci, za$ $cieki oczyszczone

odplywajace do rzeki mogg wptywac na ich rozprzestrzenianie w srodowisku.

Badania przeprowadzone w etapie trzecim miaty na celu okreslenie stopnia potencjalne;
transmisji wybranych zanieczyszczen wraz ze Sciekami 0czyszczonymi do wody rzecznej oraz
wraz z bioaerozolem emitowanym podczas napowietrzania i mieszania $ciekoéw do goérnych
drog oddechowych pracownikdéw oczyszczalni $ciekéw. Analizie poddano probki wody
rzecznej przed i po zrzucie $ciekow, $cieki nieoczyszczone, $cieki z bioreaktora z osadem
czynnym, Scieki oczyszczone, a takze wymazy z nosa 1 gardla od pracownikdéw oczyszczalni
oraz od grupy kontrolnej. Probki pobierane byty trzykrotnie w ciggu roku (zima, lato, jesien)
ze wzgledu na potencjalne réznice w spozyciu antybiotykdw w rdéznych sezonach. W
uzyskanym materiale genetycznym identyfikowano geny warunkujace antybiotykoopornos¢,
geny oporno$ci na metale cigzkie oraz geny integrazy z wykorzystaniem metody PCR.
Ponadto, w probkach zbadano koncentracj¢ wybranych parametréw fizykochemicznych, metali
ciezkich oraz antybiotykow popularnie stosowanych w lecznictwie. Wszystkie z 17
analizowanych ARGs wykryto w co najmniej jednej probece $ciekow lub wody rzecznej. W
probkach $ciekoOw najwyzsze stezenia osiggnely geny odpowiedzialne za oporno$¢ na beta-
laktamy oraz antybiotyki z grupy MLS. Zaobserwowano spadek koncentracji wickszosci ARGs
podczas kolejnych etapow oczyszczania $ciekow. W probkach wody rzecznej wykryto 13
sposrdd 17 badanych ARGs oraz zaobserwowano, ze wszystkie ARGs w probkach DRW
wystepowaly w stezeniach wyzszych w poroOwnaniu do ich stezen wystepujacych w URW.
Sposrod gendw integrazy dominowat gen intll, natomiast w przypadku genéw opornosci na
metale ci¢zkie zidentyfikowano wylacznie gen cnrA. Kolejng czgscig badan w ramach tego
etapu bylo okreslenie relatywnych koncentracji (gene copies/16S rRNA copies) wybranych



pieciu genow antybiotykoopornosci — blatem, AmpC, sull, ermF, mefA oraz genu integrazy
klasy pierwszej — intll w DNA wyizolowanym z probek wymazéw od pracownikow
oczyszczalni Sciekow oraz od 0sob z grupy kontrolnej nie zwigzanych z WWTP. Stwierdzono,
ze wiekszo$¢ analizowanych gendéw wystepuje w wyzszych stezeniach w DNA z wymazow
pobranych od personelu oczyszczalni niz od grupy kontrolnej. W probkach wymazéw z gardta
dominowaty geny ermF (2.62 x 102-7.45 x 10 gene copies/16S rRNA copies) oraz mefA
(1.54 x 101-4.84 x 107 gene copies/16S rRNA copies), za§ w probkach z wymazéw z nosa
dominowaty geny intl1 (5.81-7.72 x 10 gene copies/16S rRNA copies) oraz sull (1.74-2.62
x 10 gene copies/16S rRNA copies). Wszystkie badane geny obecne w DNA z probkach
wymazow od pracownikow oczyszczalni zidentyfikowano rowniez w DNA pochodzacym ze
scickdbw z bioreaktora z osadem czynnym. Pracownicy mechaniczno-biologicznych
oczyszczalni §ciekow, w ktorych wystepuje intensywna emisja bioaerozoli, s3 narazeni na
ryzyko przeniesienia do gornych drég oddechowych ARGS ze §ciekow. Analiza wspodtczynnika
korelacji Spearman’a wykazata wiele statystycznie istotnych pozytywnych korelacji miedzy
koncentracja wybranych parametrow fizycznych, a stezeniem analizowanych ARGs. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze srodowiskowe parametry fizykochemiczne
moga mie¢ wptyw na zmiany obecnosci i liczby ARGs w zbiornikach wodnych oraz na ich
transmisje w srodowisku. Istotne znaczenie ma gtdwnie obecnos$¢ pozostatosci antybiotykow i
produktow ich rozpadu (TPs). Stwierdzono, ze probki Sciekow nieoczyszczonych i
oczyszczonych zawieraja 13 z 16 analizowanych antybiotykdw, za$ najwyzszymi st¢zeniami w
probkach sciekéw nieoczyszczonych charakteryzowatly sig: trimetoprim (2.45-1643.74 ng/L),
cyprofloksacyna (92.16-306.79 ng/L), klarytromycyna (69.30-401.79 ng/L), sulfametoksazol
(118.82-160.27 ng/L) oraz doksycyklina (16.44-97.91 ng/L). Zaobserwowano, ze probki
sciekOw oczyszczonych zawieraly wszystkie antybiotyki zidentyfikowane w S$ciekach
nieoczyszczonych. W wodzie rzecznej ponizej punktu zrzutu $ciekow stezenia wigkszosci
analizowanych antybiotykow byly wyzsze niz w probkach przed ich zrzutem. Skuteczno$¢
usuwania lekow w procesie technologicznym byla zréznicowana w zalezno$ci od rodzaju
antybiotyku i pory roku. W sezonie zimowym oraz letnim zaobserwowano catkowite usunigcie
lewofloksacyny oraz wysoki stopien usunigcia sulfadiazyny (87.7-94%), sulfametoksazolu
(81.8-84%) i cyprofloksacyny (79.6-82.6%). W probkach §ciekéw nieoczyszczonych stgzenia
wszystkich metali cigzkich miescily si¢ w granicach dopuszczalnych przez obowigzujace w
Polsce wytyczne (MEIN 2019), natomiast w $ciekach z bioreaktora z osadem czynnym
zawarto$¢ cynku (1.47-2.39 mg/L) w kazdej z probek przekroczyla wartosci progowe (<1

mg/L). Procesy oczyszczania $ciekow stosowane w uktadzie technologicznym oczyszczalni



doprowadzity do duzego spadku zawartosci HMs w §ciekach oczyszczonych, co moze by¢
wynikiem ich kumulacji w osadach $ciekowych usuwanych z oczyszczalni. W badaniach
zaobserwowano statystycznie istotne pozytywne korelacje migdzy koncentracjami genow
integrazy trzech klas, a szeroka gama ARGs, pomigdzy koncentracjami genu cnrA oraz 12
ARGs, a takze miedzy koncentracjami genoéw integrazy i st¢zeniem antybiotykow. Wykazano
réwniez pozytywne istotne statystycznie korelacje (r = 0.60-0.96) migdzy koncentracjg ARGS,
a stgzeniem metali ciezkich, sposrod ktorych wyrdzniaty sie zawarto$¢ cynku oraz miedzi.

Wyniki potwierdzaja wazng rol¢ integronow w rozpowszechnianiu antybiotykoopornosci.

Celem przeprowadzonych badan w etapie czwartym byto okreslenie: 1) czy w
oczyszczalni §ciekow wykorzystujacej technologi¢ osadu czynnego dochodzi do transmisji
czynnikow antybiotykooporno$ci wraz z bioaerozolem wytwarzanym podczas oczyszczania
$ciekow do gornych drog oddechowych pracownikéw oczyszczalni, a takze 2) czy wraz ze
$ciekami oczyszczonymi odptywajacymi do rzeki mogg one przedostawac si¢ do zbiornikoéw
wod powierzchniowych. Do badan pobrano probki wody rzecznej, Sciekow oraz wymazow od
pracownikow oczyszczalni $ciekow, ktore poddano glebokiemu sekwencjonowaniu nowej
generacji. W probkach okreslano zawarto$¢ genow antybiotykoopornosci oraz mobilnych
elementow genetycznych, a takze sktad taksonomiczny mikroorganizmow. Najwigksze
zroznicowanie taksonomiczne zaobserwowano w probkach $ciekdw nieoczyszczonych, a
najmniejsze w probkach $ciekdw oczyszczonych. Dominujacymi gromadami bakteryjnymi
byly Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria oraz Bacteroidetes. Probki URW
charakteryzowaty sie nizszg biordéznorodno$cig w porownaniu do probek DRW. W wymazach
od pracownikéw zaobserwowano podobny sktad taksonomiczny mikroorganizmow,
dominantami byly glownie Firmicutes i Actinobacteria i Bacteroidetes. Wzgledna obfitos¢
ARGs wahala sie od 2.88 x 10 kopii genéw/16S rRNA do 1.27 kopii genéw/16S rRNA w
probkach z UWW; od 1.3 x 107* kopii genéw/16S rRNA kopii do 9.0 x 1072 kopii genow/16S
rRNA kopii w probkach AS; i od 2.62 x 107 kopii genu/16S rRNA kopii do 7.3 x 10 kopii
genu/16S rRNA kopii w probkach TWW. Dominujacymi typami ARGs byly geny opornosci
wielolekowej, a nastepnie geny kodujace oporno$¢ na leki z grupy MLS, beta-laktamy oraz
tetracykliny. Liczebno$¢ ARGs w probkach wody wahata sie od 1.84 x 107 kopii genow/16S
rRNA do 2.244 kopii genow/16S tRNA kopii w probkach URW oraz od 9.98 x 10 do 1.83
kopii gené6w/16S rRNA kopii w probkach DRW. W probkach wody najbardziej licznie
wystepowaly geny opornosci wielolekowej, geny kodujace opornos¢ na beta-laktamy, MLS

oraz aminoglikozydy. Zaobserwowano wigksza roznorodnos¢ ARGs w prébach DRW w



poréwnaniu do URW. Koncentracja ARGs w wymazach z nosa wahata si¢ od 3.96 x 10> gene
copies/16S rRNA copies do 4.61 x107* gene copies/16S rRNA copies, natomiast w wymazach
z gardla od 1.38 x 10~ gene copies/16S rRNA copies do 1.57 x 10! gene copies/16S rRNA.
W wymazach z nosa dominowaty geny opornosci na leki MLS, aminoglikozydy oraz
chloramfenikol, natomiast w gardle — geny opornosci na beta-laktamy, tetracykliny i
antybiotyki z grupy MLS. Zidentyfikowane rodziny sekwencji insercyjnych wystepowaty w
najwigkszej liczbie w $ciekach nieoczyszczonych, a do najliczniej wystepujacych zaliczono
IS3, 1S4 i 1S21. W probkach wody po zrzucie zaobserwowano wigkszg liczebnos¢ IS niz w
wodzie przed zrzutem Sciekow, a najbardziej rozpowszechnionymi byty 1S3, IS4 oraz 1S5. W
wymazach z nosa i gardta zaobserwowano zblizone warto$ci IS, dominowaly za$ 1S3, ISL3 i
IS30. Analiza ARGs w kontekscie transmisji determinantow antybiotykooporno$ci oraz
mikroorganizméw wraz ze $ciekami do wody rzecznej wykazata, ze wzgledna liczebnos¢
prawie wszystkich badanych ARGs byla wyzsza w probkach DRW w poréwnaniu do ich ilosci
w probkach URW. Ponadto probki DRW zawieraly ARGs, ktore nie zostaly wykryte w
probkach URW. W probkach URW i DRW najliczniejszymi ARGs byty bacA, bcrA, emrE,
mexD, aph(3")-1, sull, tetQ oraz ermF. Zaobserwowano rowniez, ze 8 z 10 analizowanych
rodzin 1S wystepowato liczniej w probkach DRW w porownaniu z URW. Analiza
wspoélczynnika korelacji, wykazata, ze zidentyfikowane gromady bakterii skorelowane sg ze
stezeniami analizowanych ARGs oraz sekwencjami insercyjnymi. Analiza danych w
konteks$cie transmisji mikroorganizméw oraz determinantow antybiotykoopornosci do gornych
drég oddechowych pracownikow oczyszczalni $ciekéw wykazata, ze cze$¢ z ARGs
zidentyfikowano w wymazach z nosogardzieli w koncentracji zblizonej do ich koncentracji w
probkach $ciekéw. W wymazach z nosa dominowaty ermC, ermX, ant(2")-1, sull, natomiast w
gardle przewyzszaly cfxA2, tetM, tetQ oraz ermB. Zaobserwowano pozytywne istotne
statystycznie korelacje miedzy koncentracjami ARGs, a liczebnos$cia gromad
mikroorganizméw, ktore zidentyfikowano zaréwno w wymazach od pracownikow oraz w
sciekach. W préobkach wymazow od pracownikow oczyszczalni zidentyfikowano sekwencje
insercyjne, ktore nie sg charakterystyczne dla ludzkiego mikrobiomu, a zostaly wykryte w
probkach $ciekow nieoczyszczonych i z bioreaktora z osadem czynnym. Wyniki wskazuja, ze
odprowadzanie $ciekow zwigksza pulg genetycznych determinantéw antybiotykoopornosci w
wodach powierzchniowych, a takze wskazuja na niebezpieczenstwo ich transmisji do gornych
drog oddechowych pracownikow oczyszczalni §ciekéw. Przeprowadzone badania wskazujg, ze
wraz z emisja bioaerozoli podczas oczyszczania $cieckow moze dochodzi¢ do transmisji

antybiotykoopornych mikroorganizmow oraz determinantéw antybiotykoopornosci do gérnych



drog oddechowych pracownikow oczyszczalni Sciekow, co moze stanowi¢ zagrozenie
zdrowotne i epidemiologiczne. Badania podkreslaja potrzebe wdrozenia srodkow ochronnych
I zapobiegawczych dla pracownikow oczyszczalni $ciekdéw, a takze opracowania i wdrozenia
nowych technologii oczyszczania $ciekdOw w celu zminimalizowania emisji bioaerozolu.
Ponadto, badania wykazaty, ze wraz ze $ciekami oczyszczonymi odptywajacymi z oczyszczalni
sciekow moze dochodzi¢ do odprowadzania do rzeki szerokiej gamy antybiotykoopornych oraz
potencjalnie chorobotworczych mikroorganizméw, determinantoéw antybiotykoopornosci oraz

zanieczyszczen chemicznych.



