Scieki oczyszczane przez obiekty komunalne pracujace w technologii oczyszczania
osadem czynnym s3 S$rodowiskiem, w ktorym wystepuje ogromna roéznorodnosé
mikrobiologiczna. Obok saprotroficznych bakterii bioracych udziat w oczyszczaniu $ciekdéw
znajduja si¢ rowniez bakterie potencjalnie chorobotworcze 1 chorobotworcze, ktore przedostajg
si¢ do tych obiektow wraz ze $ciekami. Ponadto, w zwigzku z wystepowaniem w $ciekach
antybiotykdw dochodzi do wzmozonej selekcji bakterii opornych na dziatanie tych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych. Mechanizmy oporno$ci bakterii na antybiotyki kodowane sg przez
geny opornosci, ktore w odpowiednich warunkach moga by¢ przekazywane z jednej bakterii
do drugiej. Beztlenowe bakterie z grupy Bacteroides fragilis (BFG) naleza do potencjalnych
patogendw czlowieka i charakteryzuja si¢ powszechng opornoscig na wiele grup antybiotykdéw
stosowanych w terapiach antybiotykowych.

W pracy okreslono wplyw oczyszczania $ciekdw w technologii osadu czynnego na
lekoopornos¢ bakterii z grupy Bacteroides fragilis i ich rozprzestrzenianie w $rodowisku.

Z podloza Bacteroides Bile Esculin Agar wyizolowano tacznie 319 szczepodw
0 charakterystycznym wygladzie kolonii, z ktérych 250 wykazywalo charakterystyczng dla
tych drobnoustrojow oporno$¢ na kanamycyne, kolistyng i wankomycyng. Reakcja PCR
wykazata, ze tylko 135 z badanych szczepow posiadato specyficzny dla BFG gen bfr.
Natomiast w wyniku identyfikacji za pomoca MALDI-TOF MS tylko 123 izolaty zostaly
ostatecznie zidentyfikowane do gatunku lub grupy BFG. Najczgsciej izolowanymi gatunkami
byty Parabacteroides distasonis (51,22% szczepow) oraz B. fragilis (30,01%). Wsrod
badanych szczepow BFG odnotowano wysoki odsetek izolatbw opornych na wiele
antybiotykow stosowanych w lecznictwie, w tym cyprofloksacyne (97,56% szczepow),
erytromycyne (44,71% szczepdw), ampicyling (35,77% szczepow) czy tez tetracykline
(32,52% szczepoéw). Najwicksza antybiotykoopornoscia cechowaty si¢ szczepy izolowane ze
sciekow z oczyszczalni. Badania wykazaty powszechng obecnos¢ gendow kodujacych opornosé
na tetracykliny (97,78% wszystkich szczepow opornych fenotypowo na tetracykliny),
makrolidy, linkozamidy 1 streptograminy (81,97% wszystkich szczepoéw opornych fenotypowo
na erytromycyne) oraz chloramfenikol (100% wszystkich szczepéw opornych fenotypowo na
chloramfenikol). Geny kodujace opornos¢ na P-laktamy i fluorochinolony byly mniej
rozpowszechnione wsérdd badanych izolatow. Szczepy BFG wyizolowane z probek $ciekow
pochodzacych z oczyszczalni charakteryzowaty sie najwigksza réznorodnoscig genow
opornos$ci na antybiotyki.

W probkach §ciekéw, pobranych z 12 oczyszczalni $ciekoéw, zidentyfikowano cztery

dominujace gromady bakterii: Proteobacteria (20,4-53,4%), Firmicutes (16,1-47,6%),



Actinobacteria (4,1-40,8%) oraz Bacteroidetes (2,4-15,7%). Klasa Bacteroidia stanowita od
<1,0% do 8,2% wszystkich bakterii oznaczonych w badanych probkach $ciekéw pochodzacych
z oczyszczalni. Udzial klasy Bacteroidia w populacji bakterii Scieckowych w probkach $ciekow
doptywajacych 1 odptywajacych z oczyszczalni byt na podobnym poziomie, co §wiadczy o ich
zdolnosci do przetrwania procesu oczyszczalnia $ciekOw z wykorzystaniem technologii
Z udziatem osady czynnego.

Srednie koncentracje genéw bfr oraz markera HF183/BacR287 (specyficznego dla
odludzkiego szczepu BFG) byly na zblizonym poziomie i wahaly si¢ od 10°% kopii w 1 ml
$ciekow doptywajacych do 10* kopii w 1 ml écickéw odptywajacych z oczyszczalni. Liczba
kopii genow specyficznych dla BFG oraz E. coli i E. faecalis w badanych probkach, zwlaszcza
sciekow pochodzacych z olsztynskiej oczyszczalni oraz wody rzeki Lyny, byty na zblizonym
poziomie. W probkach $ciekéw pobranych z 12 badanych oczyszczalni oraz wody rzeki Lyny
najwyzsza koncentracjg charakteryzowaly si¢ geny kodujace oporno$¢ na tetracykliny, bata-
laktamy oraz antybiotyki z grupy MLS (makrolidy, linkozamidy i streptograminy).
Zaobserwowano wysoka korelacje obfitosci genéw specyficznych dla BFG wzglgdem genow
charakterystycznych dla E. coli i E. faecalis oraz wszystkich badanych genow
antybiotykoopornosci i genéw kodujacych integrazy. Uzyskane wyniki dowodza uzytecznosci
genoéw specyficznych dla BFG nie tylko w badaniach wystepowania antropogenicznego
fekalnego zanieczyszczenia, ale rowniez jako wskaznika zanieczyszczenia Srodowiska genami
kodujacymi antybiotykooporno$¢ u drobnoustrojow.

Dwie sposrdd 12 analizowanych oczyszczalni $ciekow, wykazywaty wysoka zdolno$¢
redukcji (efektownos¢ > 93%) wszystkich badanych genoéw kodujacych lekoopornos¢.
Oczyszczalnie te pracowaty w systemie podwyzszonego usuwania biogenéw a wiek osadu
i hydrauliczny czas zatrzymania $ciekow w bioreaktorze byt stosunkowo krotki. Z drugiej
strony, w S$ciekach oczyszczonych, pobranych z oczyszczalni charakteryzujacej si¢
najdluzszym wiekiem osadu, wykazano wzrost obfitosci niemal wszystkich badanych genow
w $ciekach po procesie oczyszczania.

Analiza wplywu oczyszczalni na zanieczyszczenie odbiornika Sciekdw oczyszczonych
wykazata istotny wzrost liczby kopii genéw specyficznych dla BFG, E. coli oraz 7 z 11 genoéw
antybiotykoopornosci w probkach wody rzecznej pobranej za punktem zrzutu Sciekow
oczyszczonych, co potwierdza udziat oczyszczalni w zanieczyszczeniu wody rzecznej tymi
genami.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania poszerzaja wiedz¢ na temat
wplywu oczyszczalni $ciekéw pracujacych w technologii osadu czynnego na wystepowanie



oraz lekoopornos¢ bakterii z grupy Bacteroides fragilis i ich transmisje do $rodowiska.
Wskazuja one takze na mozliwo$¢ zastosowania genéw specyficznych dla tej grupy bakterii
W ocenie antropogenicznego zanieczyszczenia srodowiska wodnego.



