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Streszczenie
pracy doktorskiej pt. ,,Zmiany antybiotykoopornos$ci bakterii w procesie oczyszczania

Sciekow metoda osadu czynnego”.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ zjawisku opornosci bakterii na
antybiotyki, w tym rozprzestrzenianiu si¢ drobnoustrojow lekoopornych, zaréwno w
warunkach klinicznych, jak 1 w $rodowisku. Dostgpne dane sugeruja, ze oczyszczalnie
sciekow, do ktorych trafia znaczna czes¢ pozostatosci antybiotykéw oraz ich metabolitow,
powinny byc¢ traktowane jako potencjalne zréodlo wtdrnego zanieczyszczenia srodowiska
bakteriami lekoopornymi.

Badania podjete w niniejszej pracy mialy na celu przesledzenie i scharakteryzowanie
zmian antybiotykoodpornosci bakterii zachodzacych w trakcie procesu oczyszczania sciekow
metoda osadu czynnego. Wykorzystano w nich scieki pochodzace z dwoch oczyszczalniach
sciekow: ..Czajka™ w Warszawie, oraz miejskiej oczyszczalni w Grudziadzu. Przeprowadzono
analize iloSciowa i jakosciowa bakterii opornych na wybrane antybiotyki, wystepujacych w
probkach sciekow pobranych na roéznych etapach oczyszczania. Wyizolowano dominujace
szczepy bakterii antybiotykoopornych. okreslono ich profile lekoopornosci na podstawie
antybiogramow i oszacowano skale wystepowania zjawiska wieloopornosci. Podjeto takze
probe oceny wplywu obecnosci wybranych antybiotykow w $ciekach na wystepowanie i
selekcjonowanie si¢ bakterii antybiotykoopornych w osadzie czynnym, na podstawie
doswiadczen prowadzonych w warunkach laboratoryjnych. Zakres badan obejmowal rowniez
oceng wystgpowania enzymow odpowiedzialnych za opornos$é na antybiotyki B-laktamowe,
takich jak karbapenemazy, metalo-p-laktamazy, cefalosporynazy, i [-laktamazy o
rozszerzonym spektrum substratowym. W celu przesledzenia wystgpowania w $ciekach
wybranych genéw warunkujacych antybiotykooporno$é postuzono sie technikami biologii
molekularnej: detekcja gendéw metoda PCR, badaniami ilosciowymi metoda qPCR oraz
sekwencjonowaniem.

Przeprowadzone badania pozwolily na pozytywne zweryfikowanie przyjetych tez

badawczych. Stwierdzono, ze Scieki miejskie zawieraly znaczne ilosci bakterii lekoopornych,



ktorych liczebnosé mogla jeszcze wzrastaé w trakcie procesu oczyszezania sciekow. W
przypadku  wigkszo$ci  antybiotykéw miejscem  wystgpowania najwigkszej liczby
drobnoustrojéw lekoopornych byty komory napowietrzania. Znaczne ilosci bakterii opornych,
zwlaszcza na niektére antybiotyki P-laktamowe, wystgpowaly roéwniez w  Sciekach
oczyszczonych. W przypadku oczyszczalni w Grudziadzu w sciekach oczyszezonych
zaobserwowano wzrost liczby szczepdéw opornych na doksycykling, gentamycyne i
ryfampicyne w poréwnaniu ze Sciekami dostarczanymi do oczyszczalni. W oczyszczalni
..Czajka” podobny efekt zaobserwowano dla lekoopornosci na gentamycyne i nitrofurantoing.
Wykazano, ze podczas oczyszczania $ciekow metoda osadu czynnego dochodzi do
selekcjonowania si¢ szczepow wieloopornych, jak rowniez zwigkszania si¢ zakresu
lekoopornosci wyrazonego jako srednia liczba antybiotykow nieskutecznych wobec szczepow
pochodzacych z probek na danym etapie oczyszcezania $ciekow. Stwierdzono, ze w $ciekach
oczyszczonych bakterie antybiotykooporne stanowily znaczny odsetek ogélnej liczby bakterii
— w przypadku bakterii opornych na penicyling przekroczyt on 50%, natomiast dla bakterii
opornych na antybiotyki PB-laktamowe nowej generacji meropenem i imipenem —
odpowiednio 8.8% i 6.4%. Identyfikacja dominujacych szczepoéw bakterii opornych wykazata
obecno$¢  gatunkow:  Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Acinetobacter
baumani/calcoaceticus, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas hydrophila, Burkholderia
cepacia, Serratia sp., Salmonella sp. i Escherichia coli. Do gatunku E.coli nalezalo 2.8%
wszystkich bakterii lekoopornych wystepujacych w sciekach oczyszczonych.

Eksperymenty laboratoryjne udowodnily, ze w obecnosci podwyzszonych st¢zen
antybiotykow w osadzie czynnym w stosunkowo krotkim czasie moze dochodzi¢ do
intensywnego namnazania si¢ bakterii opornych na antybiotyki oraz selekcjonowania si¢
szczepdw wieloopornych. Najwiekszy wzrost zaobserwowano w przypadku liczby bakterii
opornych na penicyling i nitrofurantoine.

Na podstawie badan enzymatycznych u niektorych szczepow bakterii wyizolowanych
z probek $ciekow stwierdzono aktywnos¢ enzymow odpowiedzialnych za opornos¢ na
antybiotyki B- laktamowe. Aktywnos¢ karbapenemaz oznaczana z uzyciem testu Blue-Carba
odnotowano w przypadku 97% bakterii wieloopornych.

Do badan dotyczacych genetycznych uwarunkowan lekoopornosci bakterii w procesie
oczyszczania $ciekow wybrano dziesie¢ genow: blaTEMI, blaGES, blaPERI, blaOXAS5S,
blaOXA48, blaOXA 1, Intl, Int 3, blaCTXM1, blaSHV. Wyniki badan przeprowadzonych z
uzyciem technik biologii molekularnej potwierdzity wysoka czesto$¢ wystepowania genow

antybiotykoopornosci, zwlaszcza genoéw blaTEMI. Analiza sekwencji nukleotydowych



genow blaTEMI wystepujacych u bakterii na réznych etapach oczyszczania wykazala ich
wzajemne podobienstwo na poziomie 40-100%. Stwierdzono, ze sekwencjonowanie
produktéw reakcji PCR jest niezbedne do uzyskania wiarygodnej identyfikacji badanych
genow opornosci, pozwalajac na uniknigcie wynikow falszywie pozytywnych.

Badania ilosciowe przeprowadzone metoda qPCR potwierdzily utrzymywanie si¢
wysokiej zawartosci genow opornosci na antybiotyki B-laktamowe i ich przechodzenie do

sciekow oczyszczonych.
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