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Abstract: Antibiotic resistance of microorganisms is a phenomenon widely reviewed in literature that could lead to the
outbreak of diseases difficult to control by available pharmaceuticals, or even an epidemic. Wastewater treatment plants
act as specific reservoirs of resistance, as contained in the wastewater antibiotics, antibiotic resistance bacteria and
antibiotic resistance genes could lead to the phenomenon of spread of resistance - inside wastewater treatment plant, but
also among strains that dwell in the environment, after the discharge of inadequately treated wastewater to the receiver.
Technological systems in working treatment plants do not stop sufficiently the transfer of determinants of resistance to
the environment, or do not provide the effective disposal. Therefore, it is necessary to look for new solutions or
methods for wastewater treatment and monitoring of treated sewage, sludge and atmospheric air around treatment plants
in the aspect of antibiotic resistance.
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Wprowadzenie pozostawieniu  przy zyciu mikroorganizmow,
okreslanych mianem antybiotykoopornych, wykazuja-
Antybiotyki sg obecnie powszechnie wykorzystywanymi cych cechy pozwalajace im na przezwyciezenie nieko-
w medycynie terapeutykami. Konsekwencjg tak szero- rzystnego wptywu antybiotykow.
kiego ich zuzycia jest przedostawanie si¢ antybiotykow Patogenne 1 zarazem oporne mikroorganizmy nie
(chemioterapeutykow) do $rodowiska naturalnego i podlegajg leczeniu dostgpnymi na rynku farmaceuty-
interakcje z bytujacymi w glebie, wodach powierzchnio- kami, wymuszajac na producentach syntezy nowych
wych i podziemnych oraz powietrzu atmosferycznym form lekéw o innych mechanizmach dziatania bakterio-
mikroorganizmami. Antybiotyki mogg przedostawaé si¢ bojczego/bakteriostatycznego. Projektowanie nowych
do $rodowiska w postaci odpadéw medycznych antybiotykow wydaje si¢ by¢ nieskuteczne w ujeciu
(wytwarzanych réwniez juz w procesie produkcji lekow) dlugofalowym - po pewnym czasie, m.in. na skutek
oraz ze $ciekami - zaréwno szpitalnymi, jak i komunal- niewladciwego uzywania antybiotykow w terapii
nymi. Cze$¢ przyjmowanych lekow nie jest meta- (niekontrolowane, np. zbyt niskie stgzenia antybiotykow,
bolizowana (lub jest metabolizowana niecalkowicie) w niepowodujgce uszkodzenia komorki bakteryjnej, ale
organizmach ludzi i zwierzat i trafia do systemow umozliwiajace wyksztatcenie mechanizméw obronnych)
oczyszczania $ciekow w formie zblizonej do pierwotnej mikroorganizmy adaptuja si¢ do niekorzystnych
[3, 4]. Poza celami terapeutycznymi, antybiotyki sg warunkéw  (obecno$ci nowych antybiotykow w
wykorzystywane w wielu krajach w hodowli zwierzat, srodowisku). Ponadto, mikroorganizmy sa w stanie
jako np. dodatki do paszy, co ulatwia ich przedostawanie przekazywaé sobie determinanty opornosci (np. geny
si¢ do srodowiska. warunkujace oporno$¢). W efekcie, kolejne grupy lekow
Obecno$¢ antybiotykow w $rodowisku naturalnym ma tracg skutecznosc.
wpltyw nie tylko na funkcjonowanie ekosystemow Wzrost zainteresowania badaczy zjawiskiem antybio-
(antybiotyki moga by¢ postrzegane jako rodzaj Zanie- tykooporno$ci wigze si¢ ze znaczng $miertelnoscia (lub
czyszczen chemicznych). Podstawowym zagrozeniem utrudnieniem leczenia) pacjentéw  zainfekowanych
dla zdrowia i zycia ludzi i zwierzat jest zjawisko tzw. opornymi szczepami. Oczyszczalnie $ciekOw zaczynaja
presji selekcyjnej, polegajacej na eliminacji drobnoustro- by¢ postrzegane jako rezerwuary oporno$ci - miejsca, w
jow nieprzystosowanych do zycia w warunkach ktorych zjawisko rozprzestrzeniania opornosci jest
obecnoéci antybiotykow (wrazliwych na antybiotyki) i szczegoblnie intensywne ze wzgledu na specyfike i
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sposob  funkcjonowania obiektow, za$ antybiotyki,
antybiotykooporne drobnoustroje i geny warunkujace
opornos¢ - postrzegane sg jako nowy rodzaj szczeg6lnie
niebezpiecznych zanieczyszczen, dotychczas bagatelizo-
wanych w stosowanych technologiach systemow
oczyszczania $ciekow.

Opis zagadnienia

Zjawisko rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci
Gloéwnym problemem zwigzanym z przedostawaniem si¢
antybiotykdow do $rodowiska jest ich nieuniknione
rozcienczenie. Ilosci lekdéw, zrzucanych do odbiornika
Sciekow oczyszczonych (np. do zbiornika wody
powierzchniowej) moga by¢ zbyt male, aby stanowié
realne zagrozenie dla drobnoustrojow - w rezultacie
stezenia ponizej] wartosci minimalnego st¢zenia
hamujacego (MIC - Minimal Inhibitory Concentration)
w polaczeniu ze stosunkowo dlugim czasem zalegania
antybiotykdéw w $rodowisku, np. zaadsorbowanych na
osadach dennych (czas potowicznego rozpadu zalezy od
budowy czasteczek chemicznych leku i jest bardzo
zréznicowany - niektore antybiotyki szybko roz-
puszczaja si¢ w wodzie) sprzyja adaptacji mikroorga-
nizméw - wyksztatlceniu cech opornosci. Co wigcej,
oporne mikroorganizmy moga przekazywac¢ drobno-
ustrojom wrazliwym determinanty opornosci na wiele
sposobow. Naleza do nich tzw. pionowy transfer genow,
czyli przekazywanie zmodyfikowane]j informacji gene-
tycznej kolejnym pokoleniom komoérek potomnych oraz
horyzontalny transfer genéw, czyli wymiana informacji
genetycznej pomigdzy wspdtistniejacymi  komorkami
tego samego lub innych gatunkéw. Bakterie moga
wymienia¢ migdzy soba material genetyczny (m.in.
sekwencje kodujace geny warunkujace opornos$¢ na
antybiotyki) na wiele sposobow [2, 16]:

- podczas koniugacji (przekazywania plazmidow — poza-
genomowego DNA; geny odpowiedzialne za antybio-
tykooporno$¢ czy wirulencje czesto umiejscowione sg
wlasnie na plazmidach, co utatwia przekazywanie tych
cech kolejnym drobnoustrojom);

- podczas transformacji DNA (pobieranie DNA ze $ro-
dowiska do komdrki, dzigki udowodnionemu w
eksperymencie Griffitha chemizmowi kwaséw nukleino-
wych);

- podczas transdukcji (przekazywanie DNA za posred-
nictwem wirusoéw - bakteriofagow);

- za posrednictwem mobilnych elementéw genetycz-
nych, do ktérych nalezg: plazmidy (koniugacja - jak
wyzej), integrony i transpozony.

Do mechanizméw opornosci komorek bakteryjnych
naleza m.in. [16]:

- modyfikacja celu dziatania leku, np. danego enzymu,
miejsca docelowego w komorce;

- inaktywacja leku dzieki wytwarzanym przez komorke
oporng enzymom;

- zahamowanie/ograniczenie transportu leku do komorki
wykazujacej opornosé;

- wytworzenie alternatywnego szlaku metabolicznego,
petiacego podobng lub t¢ sama funkcje, co szlak
inaktywowany  przez lek  Iub ograniczenie
zapotrzebowania komorki na metabolity wytwarzane w
zahamowanym szlaku;

- zwickszenie stgzenia inaktywowanej przez lek sub-
stancji;

- aktywne usuwanie antybiotyku z komoérki bakteryjnej
za pomocg pompy komdrkowe;.

Zaréwno mechanizmy opornosci komoérek bakteryjnych,
jak 1 sposoby przekazywania determinantéw opornosci,
zostaly szeroko opisane w literaturze [5, 16] a ich
szczegOtowa charakterystyka nie jest celem niniejszego
opracowania.

W kontekscie oczyszczania S$ciekow (szpitalnych, z
przemystu farmaceutycznego, a takze ogédtu Sciekow
bytowo-gospodarczych/komunalnych), za rodzaj zanie-
czyszczenia uwaza si¢ nie tylko antybiotyki - w litera-
turze coraz czg$ciej uznaje si¢ za zanieczyszczenia
réwniez uodpornione mikroorganizmy (bakterie antybio-
tykooporne) oraz geny warunkujace oporno$¢ (obecne
nie tylko w komdrkach drobnoustrojow, ale tez w
postaci  pozakomdérkowego DNA). Takie wolne
czasteczki DNA  niosace informacje  genetyczna
umozliwiajacg wyksztalcenie mechanizméw opornosci
moga by¢ nabyte, jak wspomniano, np. na drodze
transformacji DNA 1 przyczynia¢ si¢ do powstania
szczepow opornych. W tabeli 1 przedstawiono rodzaje
zanieczyszczen przyczyniajacych si¢ do rozprzestrze-
niania opornosci w systemach oczyszczania $ciekow i w
srodowisku.

Tab. 1. Rodzaje zanieczyszczen wptywajacych na zjawisko antybiotykoopornosci, mozliwe interakcje i efekty.

Rodzaj

. . Antybiotyki (sub-MIC)
zanieczyszczenia:

Mikroorganizmy antybiotykooporne

Geny warunkujace
opornos¢

Presja selekcyjna; adaptacja

Mozliwe interakcje: [mikroorganizmoéw; losowe mutacje

Przekazanie opornosci: pionowy i
horyzontalny transfer genow

Transformacja DNA przez
bakterie wrazliwe

DNA
Efekt: Mlquorganlzmy - Rozprzestrzenianie opornosci RElEE Opornosct, dellgzs
antybiotykooporne w $ciekach rozprzestrzenianie
W badaniach nad rozprzestrzenianiem si¢ antybioty- spowodowanych ~ wprowadzeniem do  pozywek
kooporno$ci w  systemach oczyszczania $ciekow antybiotykow (tzw. antybiogramy) oraz metody mole-
najczesciej stosuje si¢ metody hodowlane, oparte (w kularne, oparte na izolacji genomowego i/lub

ogélnym zarysie) na izolacji kultur bakteryjnych i
obserwacji stref zahamowania wzrostu drobnoustrojow
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plazmidowego DNA i wykrywaniu sekwencji nukleo-
tydowych kodujacych geny warunkujace opornosé
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(rowniez iloSciowo), np. za pomocg technik PCR i
ilosciowego PCR (qPCR, PCR w czasie rzeczywistym).
Analiz¢ PCR z powodzeniem wykorzystano do badan
antybiotykoopornosci probek Srodowiskowych osadu
czynnego [23]. Techniki hodowlane pozwalaja na
zbadanie jedynie niewielkiej czgséci catkowitej populacji
bakteryjnej [2], ich =zaletg jest jednak czgSciowe
odzwierciedlenie bioréznorodnosci mikroorganizmow
zdolnych do wzrostu w organizmie cztowieka [3].

Oczyszczalnie Sciekow jako rezerwuary determinantow
opornosci

Na liczebnos¢ antybiotykoopornych bakterii oraz genéw
warunkujacych oporno$¢ w $ciekach moze mie¢ wptyw
uktad technologiczny oczyszczalni S$ciekow, sktad
sciekow docierajacych do oczyszczalni oraz warunki jej
eksploatacji. Oczyszczone $cieki, postrzegane jako
bezpieczne dla §rodowiska naturalnego, zrzucane sg do
odbiornikow takich jak np. wody powierzchniowe,
gleby. Pomimo spelnienia przez operatorow oczysz-
czalni $ciekow wymogoéw dotyczacych maksymalnych
warto§ci stgzen wegla organicznego, azotu ogodlnego,
fosforu ogolnego, metali cigzkich i innych zanie-
czyszczen, regulowanych aktami prawnymi obowia-
zujacymi w danym rejonie $wiata, nieefektywne
usuwanie  determinantéw  lekoopornosci  stanowi
powazny 1 niezauwazalny "gotym okiem" (w
przeciwienstwie do np. fatwo dostrzegalnych zawiesin
lub powodujacych eutrofizacje zbiornikow wody stojacej
pierwiastkéw biogennych) problem $rodowiskowy.
Bouki in. podaje np., ze w wielu badaniach wykryto
gwaltowny wzrost liczebnosci opornych mikroorga-
nizméw i gendéw warunkujacych oporno$¢ ponizej
punktow zrzutu $ciekdw z oczyszczalni (rzeki Arga w
Hiszpanii oraz Tamma w Japonii) [4]. Geny blagyy 1
blanpy (opornos$¢ na B-laktamy) wykryto tez w osadach
rzeki Kaweri w Indiach, do ktorej trafiaja S$cieki
szpitalne [6]. Obserwacje te dostarczajg kolejnych
dowodéw na to, iz oczyszczalnie S$ciekow stanowia
zrodto rozprzestrzeniania si¢ antybiotykooporno$ci w
srodowisku. Kontrola wplywu $ciekéw zrzucanych do
wod plynacych na jako§¢ wody jest utrudniona ze

Zagrozenie
epidemiologiczne
— obnizenie / brak

skutecznosci
antybiotykow

Dalsze
rozprzestrze -
nianie si¢
opornosci

Przekazanie opornosci
mikroorganizmom
bytujgcym

w srodowisku

wzgledu na sam charakter odbiornika (wysoka
zmienno$¢);  nalezy  ponadto  wykluczy¢  tlo
zanieczyszczen - obecnos¢ w rzece substancji doprowa-
dzanych (okresowo) z punktowych zrodet zaniemczysz-
czen powyzej punktu poboru probek.

Badania mikroorganizméw  zasiedlajacych komory
oczyszczalni dowodza powszechnosci zjawiska antybio-
tykooporno$ci w systemach oczyszczania S$ciekow.
Przyktadowo, Huang i in. wykazali, ze sposrod
wszystkich bakterii heterotroficznych zasiedlajacych
oczyszczalni¢ $cieckow w Beijing (Chiny) 63%, 47%,
55%, 69%, 2,6% 1 11% byto opornych odpowiednio na
dziatanie: penicyliny, ampicyliny, cefalotyny,
chloramfenikolu tetracykliny i rifampicyny [10],
powszechnie stosowanych w Chinach farmaceutykow.
Badacze potwierdzili tez obecnos$¢ bakterii wykazu-
jacych opornos¢ wielolekowa w odptywie z oczysz-
czalni. Bouki i in. wskazuja np., ze oczyszczalnie
Sciekdw sa w stanie usuna¢ mikroorganizmy oporne z
podobna skutecznoscig, z jaka usuwaja drobnoustroje
wrazliwe; nie unieszkodliwiaja i nie zatrzymuja jednak
W wystarczajagcym stopniu  genéow warunkujacych
opornos¢ [4].

Konsekwencja obecno$ci antybiotykéw w systemach
oczyszczania SciekOw jest ich rozcienczenie w calej
objetosci $ciekéw docierajacych do oczyszczalnia, a co
za tym idzie - presja selekcyjna w komorach osadu
czynnego (i innych urzadzeniach odpowiedzialnych za
biologiczne oczyszczanie S$ciekow). Mikroorganizmy,
ktorym udaje si¢ zaadoptowa¢ do obecnosci
antybiotykow, z latwoscia przekazuja nabyte cechy
sgsiednim komoérkom. Na szybko$¢ przekazywania
determinantéw oporno$ci migdzy bakteriami wptyw ma
wysoka gestos¢ 1 biordznorodnos¢ drobnoustrojéow osadu
czynnego. W rezultacie, warunki panujace w oczysz-
czalni $ciekow przyczyniaja si¢ do rozprzestrzeniania
determinantéw opornosci. Ponadto, czas przebywania
ktaczkéw osadu czynnego w komorze (wiek osadu) to
potencjalny czas adaptacji mikroorganizméw do
obecnych w $ciekach antybiotykéw. Na rys. 1 przed-
stawiono schemat rozprzestrzeniania opornosci na
antybiotyki za posrednictwem oczyszczalni Sciekow.

Antybiotyki
w systemach
oczyszczania

Sciekow
\7

Presja selekeyjna;
wyksztalcenie si¢
mechanizméw opornosci

Przekazanie
mechanizmdw opornosci
innym mikroorganizmom

bytujacym w oczyszczalni

7
~rzut sciekow wraz
/ Z opornymi

drobnoustrojami do

srodowiska

Rys. 1. Schemat rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci za posrednictwem systemow oczyszczania §ciekow.
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Osady 7 biologicznych oczyszczalni sciekow i bioaerozol
Jjako Zrodla antybiotykoopornosci

Jednym ze sposobdéw zagospodarowania osadow nad-
miernych powstajacych we wszystkich biologicznych
oczyszczalniach $ciekow jest ich wykorzystanie jako
nawozOw Ww rolnictwie. W kwestii bezpieczenstwa
uzytkowania gruntdw rolnych nawozonych osadami
powstalymi w oczyszczalniach szczegdlng uwage
zwroécono m.in. na zawarto§¢ w nich metali ciezkich,
bagatelizujac aspekt mikrobiologiczny. Poza mozli-
woscig wprowadzenia do gruntéw wielu drobnoustrojow
patogennych, na uwage zastuguje przede wszystkim
problem antybiotykoopornos$ci. Dotyczy on obecnosci w
osadach nie tylko opornych mikroorganizmow
(patogennych lub nieszkodliwych dla zdrowia i zycia
ludzi i zwierzat), ale réowniez gendéw warunkujacych
oporno$¢ oraz samych antybiotykow, mogacych
stanowi¢, po wprowadzeniu (w ilo$ciach §ladowych lub
sub-MIC) do $rodowiska naturalnego, zrédlo adaptacji i
dalszego rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci.
Co istotne, opornos¢ na antybiotyki moze by¢
przenoszona pomiedzy bakteriami razem z opornoscia
na, obecne w osadach, metale cigzkie za sprawa dwoch
zjawisk: lokalizacji genéw warunkujacych oporno$¢ na
oba rodzaje zanieczyszczen na tych samych mobilnych
elementach genetycznych (bliskie sgsiedztwo sprzyja
wspolnemu  przemieszczaniu  si¢  genow)  oraz
wykorzystywaniem przez mikroorganizmy tych samych
mechanizmow obronnych wobec metali cigzkich i
antybiotykow [3]. Co wigcej, Mao i in. wykazali, iz
najwiecej genéw warunkujacych opornos¢ na antybio-
tyki przedostaje si¢ z oczyszczalni Sciekow do
srodowiska za posrednictwem odwodnionych osadow
[15].

Fermentacja i stabilizacja osadow wapnem przyczynia
sic do spadku liczebnosci antybiotykoopornych
drobnoustrojow, jednak nie likwiduje sekwencji DNA
gendw kodujacych mechanizmy opornosci. Wysokie
zageszczenie  sasiadujacych  ze  sobg  komorek
bakteryjnych w osadach czynnych i nadmiernych sprzyja
rozprzestrzenianiu si¢ opornosci [3]. Konieczne jest
zatem zainicjowanie bardziej szczegétowego monito-
ringu aspektu mikrobiologicznego osadoéw zagospodaro-
wywanych rolniczo, ze szczegdlnym uwzglednieniem
okreslania potencjalu rozprzestrzeniania opornosci na
bytujace w nawozonej glebie szczepy srodowiskowe.
Ryzyko rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci w
srodowisku zwykle kojarzone jest z przedostawaniem si¢
opornych mikroorganizméw, genéw warunkujacych
opornos¢ lub antybiotykdéw do wod i gleb stanowigcych
odbiorniki  $ciekdw  oczyszczonych. Determinanty
opornosci moga rowniez przedostawaé si¢ z oczysz-
czalni bezposrednio do powietrza (podczas mechanicz-
nego oczyszczania $ciekow surowych lub napowiet-
rzania osadéw czynnych na etapie biologicznym, jak
réwniez odrywania si¢ komdrek bakteryjnych z rucho-
mych tarcz zt6z biologicznych) w postaci bioaerozolu, a
dalej - do otaczajacych obiekt elementow Srodowiska
naturalnego.

W badaniach Korzeniowskiej i in. wyizolowano 167
szczepow E. coli ze S$ciekow szpitalnych 1 147 ze
Sciekow komunalnych. Odpowiednio 37,1% i 17,7% z

nich stanowilo szczepy zdolne do wytwarzania -
laktamaz o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL).
Te ceche wykazywalo tez 18,4% szczepow E. coli
wyizolowanych z rzeki - odbiornika §ciekow oczyszczo-
nych oraz 25,6% wyizolowanych z powietrza. W celu
wykrycia kolonii okreslanych mianem ESBL postuzono
si¢ synergicznym, podwojnym testem krazkowym
wykorzystujac kombinacj¢ cefotaksymu, ceftazydymu i
cefpodoksymu z kwasem klawulanowym, uznajac za
wynik pozytywny zwickszenie $rednicy strefy inhibicji
wzrostu 0 > 5 mm w pordwnaniu do krazkéw bez kwasu
klwulanowego. Jako kontrole wykorzystano szczepy
ATCC E. coli (25922) i Klebsiella pneumoniae
(700603). Ekstrahowano genomowe i plazmidowe DNA
z E.coli wykazujacych zdolno$¢ do wytwarzania -
laktamaz o rozszerzonym spektrum dzialania, a
nastgpnie poddano je analizie PCR z wykorzystaniem
starterow zaprojektowanych do amplifikacji genow
warunkujacych oporno$¢ na B-laktamazy: blacryu
(naleche do grupy 1.1 9), blaSHv, blaTEM, blaOXA.
Uzyskane na zelu agarozowym, wybarwione bromkiem
etydyny prazki o oczekiwanych dlugosciach byly
nastepnie sekwencjonowane. Obecnos¢ gendéw kodu-
jacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania
wykazano w 66,4% sposrod przebadanych kolonii,
natomiast w 33,6 % stwierdzono jedynie geny blatgm. 1
blaoxa.1, nie nalezace do ESBL [12]. B-laktamazy naleza
do powszechnie stosowanych i stosunkowo tatwo
dostepnych antybiotykow, zatem prawdopodobienstwo
ich przedostawania si¢ do $ciekdw (zwlaszcza szpital-
nych) jest znaczne, a warunki panujace w oczyszczal-
niach, w tym zjawisko selekcji mikroorganizmow
opornych, sprzyja przekazywaniu determinantéw opor-
no$ci na te grupe lekow. W powietrzu atmosferycznym
na terenie oczyszczalni $ciekow wykryto tez geny sul2,
warunkujgce oporno$¢ na kotrimoksazol oraz geny
integronow klasy pierwszej [14].

Wplyw stezenia antybiotykéw na determinanty
opornosci w oczyszczalniach $ciekow

Szczegolne znaczenia dla zjawiska rozprzestrzeniania si¢
lekoopornosci ws$rdd mikroorganizméw maja $cieki z
przemystu farmaceutycznego, bogate w antybiotyki i
inne medykamenty - jednak o st¢zeniach ponizej progu
bakteriobdjczego (bakteriostatycznego), umozliwiaja-
cych przetrwanie drobnoustrojow i jednoczesng ich
adaptacje.

W eksperymencie Aydin i in. badano wptyw roztworow
imitujacych $cieki z przemystu farmaceutycznego, pod-
dawanych oczyszczaniu w dwodch beztlenowych sek-
wencyjnych reaktorach wsadowych (SBRs, sequencing
batch reactors), zawierajacych odpowiednio kombinacje
sulfametoksazolu, tetracykliny i erytromycyny oraz
sulfametoksazolu i tetracykliny na czgsto§¢ wystepo-
wania gendw warunkujacych oporno$¢ wsrod mikro-
organizméw  zasiedlajacych reaktory. Za pomoca
ilosciowej techniki PCR w czasie rzeczywistym badano
obecnos$¢ gendw kodujacych oporno$¢ na wszystkie z
obecnych w $ciekach antybiotyki: sull, sul2, sul3, ermA,
ermF, ermB, msrA, ered, tetA, tetB, tetC, tetD, tetE,
tetM, tetS, tetQ, tetW, tetX oraz obecno$¢ gendéw kodu-
jacych integrony klasy pierwszej intl, postrzeganych
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jako indykatory horyzontalnego transferu genow
(integrony naleza do tak zwanych mobilnych elementow
genetycznych). Zaden z genéw warunkujacych oporno$é
na antybiotyki nie zostal wykryty w osadzie czynnym
wykorzystanym do zaszczepienia reaktorow; nie
wykryto tez zadnego z nich w probkach pobranych z
reaktora kontrolnego przez caly czas trwania
eksperymentu. Wraz z kolejnymi cyklami pracy
reaktorow, trwajagcymi 30 dni kazdy, sukcesywnie
zwigkszano stezenia antybiotykdéw: stezenia sulfame-
toksazolu zwigkszano w zakresie 0,5+40 mg-l'l, zas
erytromycyny i tetracykliny w zakresie 0,1+3 mg-1™".
Wraz ze wzrostem stezenia antybiotykoéw, obserwowano
wzrost stezenia gendéw warunkujacych opornos¢ i
pojawianie si¢ w pozniejszych cyklach kolejnych,
wczesniej nie wykrywanych, sekwencji genéw. Wyzsze
warto$ci stgzenia gendow opornosci na sulfametoksazol i
tetracykling w reaktorze, do ktorego doptywat roztwor
zawierajacy roéwniez erytromycyne $wiadcza o syner-
gicznym  wplywie mieszaniny antybiotykéw na
rozprzestrzenianie si¢ opornos$ci. Wykazano ponadto
korelacje pomiedzy wystgpowaniem gendw intl oraz
sull 1 sul2, co wskazuje na ich obecno$¢ w obrgbie
integronow klasy pierwszej [1].

Zalezno$¢ miedzy stezeniem antybiotykow a gendow
warunkujacych  oporno$¢ w  doptywajacych  do
oczyszczalni $ciekach nie zawsze jest oczywista. W
eksperymencie Xu i in. mierzono st¢zenia tetracyklin
(oksytetracykliny, tetracykliny i chlorotetracykliny),
dziesigciu sulfonamidow oraz chinolonéw (ofloksacyny,
enrofloksacyny, cyprofloksacyny i norfloksacyny) za
pomoca chromatografii cieczowej - tandemowej
spektrometrii mas (LC-MS/MS) oraz odpowiadajacych
im determinantdw opornosci, genow: tetd, tetB, tetE,
tetW, tetM, tetZ, sull, sul2, sul3, gryA, parC, qnrC i
gnrD za pomocg iloSciowej techniki PCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem SYBR Green jako
barwnika. Wykazano znaczng zalezno$¢ miedzy
wartosciami  fetB/16S tRNA i tetW/16S tRNA a
stezeniem tetracyklin, brak zaleznosci miedzy sulfona-
midami a genami kodujacymi opornos¢ na t¢ grupe
antybiotykow oraz negatywna korelacje migdzy
enrofloksacyna a wartos$cig gnrC/16S rRNA. W przy-
toczonym eksperymencie roéznorodno$¢ ani liczebnosé
gené6w warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki nie
zmienialy si¢ znaczaco na drodze ukladu techno-
logicznego oczyszczania $ciekow [21]. Jednakze Mao i
in. zaobserwowali wyrazng wspoélzaleznos¢ migdzy
zmierzonymi stgzeniami antybiotykow, jak roéwniez
stezeniami metali cigzkich, a liczebno$cig odpowia-
dajacych im gendéw  warunkujacych  opornosc.
Efektywnos¢ usuwania antybiotykow w badanych
oczyszczalniach wahata si¢ w szerokich przedziatach (od
50 do 98 %) [15]. Natomiast Novo i in. podaja wiele
przyktadow eksperymentow, w ktorych nie wykazano
zalezno$ci migdzy stezeniem antybiotykéw w $ciekach
surowych a liczebno$cia gendw warunkujacych opor-
nos$¢ czy opornych mikroorganizméw [19]. Sprzeczne
doniesienia na ten temat unaoczniaja, jak wiele kwestii
wymaga wyjasnienia i rzetelnego zbadania.

Wedtug Novo i in., na rozprzestrzenianie si¢ determi-
nantdw opornosci ma wplyw m.in. struktura populacji
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bakteryjnych zasiedlajacych komory biologicznych
oczyszczalni $ciekow. Badacze wykazali zaleznos¢
mig¢dzy stezeniem tetracykliny w $ciekach surowych a
rozpowszechnieniem opornosci na antybiotyki (bez
wyraznej korelacji ukierunkowanej na oporno$¢ na
tetracykling) oraz zalezno§¢ migdzy st¢zeniami antybio-
tykow  nalezacych  do  tetracyklin,  penicilin,
sulfonamidéw, chinolonéw i liczebnoscia hodowlanych,
antybiotykoopornych bakterii w $ciekach surowych a
liczebno$cia Epsilonproteobacteria w $ciekach oczysz-
czonych; natomiast w stosunku do liczebnosci
powszechnie spotykanych w systemach oczyszczania
Scieckow Gamma-, Betaproteobacteria 1 Firmicutes
obecnych w $ciekach oczyszczonych, zaleznoé¢ ta byta
odwrotnie proporcjonalna [19]. Badanie wpltywu
antybiotykdw na bioréznorodnos¢ osadu czynnego jest
wyzwaniem niezwykle trudnym, poniewaz ze wzgledu
na charakter medium, jakim sg $cieki, nie ma mozliwosci
wyeliminowania wplywu ogromnej gamy innych
substancji w nich obecnych, wywolujacych interakcje w
uktadach technologicznych oczyszczania $ciekow. Tlo
zanieczyszczen moze zatem zaburza¢ obraz bezposred-
niego oddziatywania antybiotykoéw na osad czynny.

Wplyw dezynfekcji sciekow na zjawisko
antybiotykoopornosci

Juz w drugiej potowie XX wieku stwierdzono, ze pro-
cesy dezynfekcji moga wplywac¢ na udziat mikroorga-
nizméw opornych w ogolnej puli drobnoustrojow w
$ciekach oczyszczonych. Mimo, iz wyniki poszcze-
golnych eksperymentéw roznity sie od siebie,
zauwazono ogo6lng tendencj¢ w kierunku wzrostu
opornosci populacji, zwlaszcza w procesie chlorowania.
Hunag i in. dopatrywali si¢ przyczyny tej rozbiezno$ci w
roznicach w dawkach dezynfektantu i sposobach
chlorowania [4, 11]. Proby zastgpienia chlorowania
dezynfekcja promieniami UV nie przyniosly oczeki-
wanego rezultatu; nie stwierdzono tez zmniejszenia
liczebnoS$ci genéw opornosci w oczyszczanych $ciekach
za pomocg promieni ultrafioletowych [4]. Zjawisko
reaktywacji oporno$ci mikroorganizméw po procesie
chlorowania mozna ttumaczy¢ presja selekcyjng drezyn-
fektanta - zdolne do przetrwania sa tylko te komorki,
ktére sa w stanie wyksztatci¢ mechanizmy obronne, jak
np. niespecyficzne pompy molekularne, zabezpieczajace
dodatkowo komorke przed wniknigciem czynnika
bakteriobdjczego - a zatem, proporcja drobnoustrojow
opornych w populacji wzrasta; z opornych komorek, na
drodze  pionowego transferu gendéw  (podzialy
komoérkowe 1 przekazywani informacji genetycznej
nastgpnym pokoleniom) powstaja kolejne, posiadajace
determinanty opornosci. Niewtlasciwie prowadzony
proces dezynfekcji moze wigc przyczyni¢ sie¢ w kon-
sekwencji do reaktywacji zjawiska opornosci w danej
populacji.

Wigksza przezywalno§¢ mikroorganizméw opornych, w
porownaniu do ogoélu populacji bakteryjnych w
oczyszczalniach SciekdOw po procesie dezynfekcji
chlorem zostata potwierdzona réwniez w badaniach Mao
i in.. Wniosek ten wysnuto na podstawie analiz gene-
tycznych: badano geny specyficzne dla opornosci na
tetracykliny, sulfonamidy, chinolony i makrolidy oraz
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sekwencje 16S rRNA (w celu okreslenia liczebnosci
catkowitej populacji bakteryjnej). Wykazano redukcje
liczebnosci genéw warunkujacych oporno$é w zakresie
89,0+99,8%, jednak liczebno$¢ 12 sposrdd 23 przeba-
danych ilosciowo sekwencji genow zwigkszyla si¢ w
odplywie i odwodnionym osadzie w poréwnaniu do ich
liczebnosci w $ciekach doptywajacych do oczyszczalni.
Stwierdzono ponadto niewystarczajaca skuteczno$é
uktadéw technologicznych dwoch przebadanych oczysz-
czalni w usuwaniu antybiotykdw i znaczaca korelacje
pomigdzy ich stezeniami a liczebno$cia gendw
warunkujacych oporno$¢ (odniesiona do liczebnosci
genow 16S rRNA). W badanych oczyszczalniach na
uktad technologiczny biologicznego etapu oczyszczania
sktadaty si¢ kolejno procesy beztlenowe, anoksyczne i
klasyczna, tlenowa komora osadu czynnego. Oczysz-
czone S$cieki dezynfekowane byly chlorem. W celu
okreslenia  wptywu  chlorowania na  opornosc¢
hodowlanych bakterii, probki oczyszczonych s$ciekow
pobranych przed zastosowaniem dezynfekcji i
natychmiast po inkubowano na podlozu agarowym w
37°C przez 48 h, zliczajac jtk; jednocze$nie prowadzono
hodowle na podiozach réznicujacych z sulfonamidem,
erytromycyna, tetracykling i cyprofloksacyng (w steze-
niach odpowiednio 50, 50, 10 i 10 mg-1""). Wykazano, iz
oporne drobnoustroje byly mniej podatne dezynfekcje,
mimo iz podejrzewa si¢, ze za oporno$¢ na antybiotyki i
chlor odpowiedzialne sg inne mechanizmy. Proces chlo-
rowania unieszkodliwit 85+6% i 88+£5% catkowitej, he-
terotroficznej mikroflory bakteryjnej (odpowiednio w
dwoch oczyszczalniach) i znacznie mniej jtk bakterii
antybiotykoopornych (wzgledem sulfonamidu:
42+3/65+5%, erytromycyny: 55+6/78+9%, tetracykliny:
41£5/79+6% 1 cyprofloksacyny:  55+6/77+8%,
odpowiednio dla dwoch oczyszczalni). Podobnie jak
eksperymencie Xu i in., do pomiaru st¢zenia antybio-
tykow wykorzystano LC-MS/MS. W obu oczyszczal-
niach obserwowano wzrost sumarycznych stezen gendéw
warunkujacych oporno$¢ na etapie biologicznego
oczyszczania (w pierwszej z oczyszczalni stgzenia
wzrosty rowniez w osadniku wstgpnym, co moze
$wiadczy¢ o zanieczyszczeniu komory mikroorga-
nizmami) i wyrazny spadek w osadniku wtornym.
Stezenia genoéw nieznacznie wzrastaly w ciagu uktadu
biologicznego etapu oczyszczania, jednak na kazdym
etapie oczyszczania $ciekow (rowniez przed i po ciagu
biologicznym) obserwowano wyrazng korelacj¢ miedzy
stezeniami gendéw a sekwencjami 16S rRNA, moéwia-
cymi wprost o liczebnosci populacji bakteryjnej w
urzadzeniach jednostkowych uktadu. Stosunkowo wyso-
kie st¢zenia (w odniesieniu do g suchej masy) gendéw
wykrywane byly w odwodnionym osadzie - glownie za
sprawa opadajacych w procesie sedymentacji bakterii
[15].

Propozycje rozwiqzan technologicznych
usprawniajqcych usuwanie determinantow
antybiotykoopornosci ze sciekow

Antybiotyki sa usuwane ze $ciekow na drodze biode-
gradacji 1 adsorpcji, jednak efektywno$¢ ich usuwania
zalezy glownie od budowy chemicznej, warunkujacej
m.in. trwato$¢, czy podatnos¢ na hydrolize czasteczek

lekéw. Zhou i in. wykazali na przyklad, ze sulfonamidy,
makrolidy, trimetoprym, chloramfenikol i linkomycyna
byly usuwane ze Sciekow na drodze biodegradacji, zas
tetracykliny i fluorochinolony ulegaty adsorpcji na
ktaczkach osadu czynnego [22]. Wedlug innych
doniesien literaturowych, chinolony stanowia przyktad
grupy antybiotykow silnie adsorbujgcych na klaczkach
osadu czynnego i nierozpuszczajacych si¢ w wodzie
[19].

W celu poprawy efektywnosci usuwania antybiotykow w
systemach oczyszczania $ciekéw, Michael i in. propo-
nuja zastosowanie procesoOw membranowych, adsorpcji
na weglu aktywnym, zaawansowanych procesow
utleniania lub ich kombinacji [18]. Z kolei Mao i in.
zalecajg zmniejszenie stosunku substancji pokarmowych
(tadunku zanieczyszczen) do ilosci mikroorganizmow
oraz zwigkszenia czasu przetrzymania S$ciekow w
komorach fermentacyjnych w celu ograniczenia zja-
wiska rozprzestrzeniania opornosci wsrod bakterii w
oczyszczalniach $ciekéw. Autorzy proponuja tez
wstegpne podczyszczanie Sciekow z antybiotykow i
metali ciezkich [15]. Proponowanym rozwigzaniem jest
rowniez wstepna dezynfekcja $ciekéw szpitalnych,
dostarczajacych  najwigksze ilosci  determinantow
opornosci do systemow oczyszczania Sciekow [12]; w
badaniach nad drogami przekazywania opornosci
wykazano np., ze po raz pierwszy zidentyfikowane w
bakteriach z rodzaju Aeromonas spp. geny oporno$ci na
chinolony i pB-laktamazy (aac(6')-1b-cr 1 blaoxa)
wystepowaly w odpowiednio 58% 1 56% wyizo-
lowanych ze $ciekéw szpitalnych szczepow [20].

Mao i in. wskazuja natomiast, powolujac si¢ na
McKinney i1 Pruden, iz pomimo znacznych kosztéw
eksploatacji uktadow wyposazonych w dezynfekcje
promieniami UV, zwigzanych m.in. z konieczno$cia
zastosowania odpowiednio wysokich intensywnosci
promieniowania do usuni¢cia sekwencji nukleotydowych
kodujacych geny warunkujace opornosé¢ [17], metoda ta
moze przynies¢ pozadane skutki w polgczeniu z
fotokataliza wytwarzajaca reaktywne formy tlenu,
umozliwiajac dodatkowo utlenianie pozostatych w Scie-
kach, niepodatnych na rozklad zanieczyszczen organicz-
nych przy ograniczeniu ryzyka powstawania ubocznych
produktow dezynfekcji chlorem [15]. W badaniach Du i
in. prze$ledzono zmiany stezen gendéw warunkujacych
oporno$¢ w ciagu technologicznym oczyszczalni pracu-
jacej w ukladzie beztlenowo/anoksyczno/tlenowym z
bioreaktorem membranowym. Stwierdzono spadek
stezenia w odptywie ze strefy beztlenowej i anoksycznej,
nastepnie - wzrost w odptywie ze strefy tlenowej i nagly
spadek w odptywie z bioreaktora. Pordbwnanie wartosci
stezen w odplywach 1 osadach wytworzonych w
kolejnych etapach oczyszczania $ciekow wskazuje, iz w
rzeczywisto§ci oczyszczalnia nie usuwa genowych
determinantdéw opornosci - s3 one jedynie przenoszone
pomiedzy ciecza nadosadowg a osadami [8]. Wyniki
otrzymane przez Li i in. wskazuja, iz antybiotyki i geny
warunkujace oporno$¢ sa w gléwnej mierze usuwane ze
Sciekow na drodze biologicznego oczyszczania, nato-
miast antybiotykooporne mikroorganizmy - na drodze
proceséw mechanicznych. Dezynfekcja $ciekow promie-
niami UV nie przyczynita si¢ wyraznie do poprawy
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skutecznosci. Co wiecej, rowniez w tym badaniu
wykryto znaczne ilosci genow warunkujacych opornosé i
opornych jtk w osadach z oczyszczalni (odpowiednio
10" kopii-g™ i 10% jtk-ml™), co sugeruje ich transfer ze
Sciekow do osadoéw, bez docelowego unieszkodliwienia
[13].

Podsumowanie

Obecno$¢ determinantdéw opornosci w  $rodowisku,
spowodowana gldwnie nierozwaznym uzywaniem
antybiotykdw wynikajacym z niedostatecznie kontrolo-
wanego dostepu do nich, a takze przez niewystarczajaco
skuteczne oczyszczanie S$ciekOw stanowi powazne
zagrozenie epidemiologiczne. Na skal¢ problemu
szybko$ci adaptacji mikroorganizméw do obecnosci
antybiotykow  wskazuja ~ chociazby  obserwacje
Korzeniewskiej i in. - wzrost opornosci na cefotaksym,
ceftazydym, gentamycyne, tobramycyn¢ i amkacyne na
przestrzeni 10 lat (autorzy poréwnuja badania z 2003
roku do badan wlasnych, z roku 2013) [12].

Trudno$ci w poréwnywaniu ze sobg wynikoéw badan
przeprowadzonych przez rézne zespoly eksperymen-
tatorow wynikajg m.in. z odmiennosci warunkéw, w
jakich przeprowadzane byly testy (czas badania,
zastosowane techniki i1 sprzgt, uktad technologiczny
oczyszczalni $ciekow, sezonowos¢ por roku - nie zawsze
uwzgledniana w projektowaniu eksperymentow, a takze
lokalizacja oczyszczalni i klimat, w ktéorym ona pracuje).
Osad czynny, stanowigcy podstawowe medium
badawcze, charakteryzuje si¢ ogromng bioréznorod-
noscia zasiedlajacych go mikroorganizméw, co réwniez
moze utrudni¢ proby analizy porownawczej wynikow
badan. Korzeniewska i in. wskazuja ponadto, ze pewne

przekazanie cech opormosci

B

przekazanie cech wirulencji

niescistosci moga pojawic si¢ juz przy samej konstrukcji
testow na antybiotykooporno$¢, ze wzgledu na rdézne
standardy proponowane przez EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) i
CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute).

Okreslanie oczyszczalni $ciekdéw mianem "rezerwuarow
opornosci"” ma swoje uzasadnienic pod wieloma
wzgledami. Na zdolno$¢ bakterii do przezwyci¢zania
niekorzystnych warunkow, jakie stwarza obecnos$¢ w
otaczajacym je Srodowisku antybiotykdéw, mogg mieé
wplyw tez inne substancje obecne w $ciekach, jak np.
metale cigzkie; za zjawisko to moze odpowiadaé
wspolny dla antybiotykow i metali cigzkich mechanizm
"pozbywania si¢" niepozadanych sktadnikéw z komorek
(pompy) [15]. Co wigcej, po przedostaniu si¢ Sciekow
zawierajacych antybiotykooporne szczepy, geny warun-
kujace oporno$¢ czy nieunieszkodliwione antybiotyki do
srodowiska, rolg rezerwuaru opornosci moga przejac
szczepy Srodowiskowe. Raz nabyta oporno$¢ moze
trwac "w uspieniu" posrod niechorobotworczych szcze-
pow srodowiskowych; problem pojawia si¢ jednak po
przekazaniu determinantéw oporno$ci na szczepy
patogenne. Zjawisko opornosci szczepéw Srodowis-
kowych nie powinno zatem zosta¢ zbagatelizowane,
gdyz predzej czy pozniej jego skutki moga wplynaé na
pojawienie si¢ epidemii, ktdrych nie da si¢ zwalczy¢ za
pomoca dostepnych farmaceutykow. Przekazywanie
informacji genetycznej moze tez dziata¢ w drugg strong -
oporne szczepy sSrodowiskowe moga naby¢ cechy
wirulencji, w konsekwencji stajac sie zarazem oporne i
chorobotworcze. Rys. 2 przedstawia uproszczony sche-
mat ilustrujacy przekazywanie cech opornosci i

wirulencji.

Rys. 2. Przekazywanie cech opornosci i wirulencji miedzy mikroorganizmami.

Ponadto, w kontekscie antybiotykooporno$ci na uwage
zastuguje tez zjawisko powstawania biofilmow
bakteryjnych. W badaniach Emami i in. potwierdzono, iz
Pseudomonas aeruginosa tworzace biofilm bakteryjny
sa bardziej oporne na dzialanie tobramycyny, pipera-
cyliny, gentamycyny i imipenemu niz bakterie wolno
zyjace, a takze, iz ze zdolnoscig do tworzenia biofilméw
koreluje oporno$¢ wielolekowa [9].

Rozwazajac niewatpliwa kwesti¢ zagrozenia zdro-
wotnego, jaka stanowi zjawisko antybiotykoopornosci i
jej rozprzestrzeniania w oczyszczalniach $ciekéw, nie
nalezy zapomina¢, iz sama obecno$¢ antybiotykow w
scickach moze przyczyni¢ si¢ do spadku wydajnosci
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funkcjonowania zaprojektowanych uktadow
technologicznych [19]. Za procesy usuwania azotu i
fosforu, takie jak asymilacj¢, amonifikacje, nitryfikacje i
denitryfikacje oraz wzmozong biologiczna defosfatacje
(lub defosfatacje denitryfikacyjng) odpowiadaja spe-
cyficzne gatunki mikroorganizméw, zdolne do
przeksztatcania form azotu i fosforu na drodze przepro-
wadzanych reakcji metabolicznych - obecnos$¢ antybioz-
tykow moze zaburzy¢ ich szlaki metaboliczne, wptynaé
na liczebno$¢ populacji czy znacznie zmieni¢ warunki
panujace w komorach oczyszczalni, a w konsekwencji -
obnizy¢ wydajnos¢é. Widoczny w literaturze wzrost
zainteresowania badaczy kwestig antybiotykoopornosci
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w systemach oczyszczania $ciekOw powinien zaowoco-
waé opracowaniem nowych, usprawniajacych prace
oczyszczalni rozwigzan technologicznych i przyczynié
si¢ do zmniejszenia ryzyka epidemiologicznego. Poza

staly monitoring mikrobiologiczny uwzgledniajacy
aspekt antybiotykoopornosci i wzmozona kontrola
przyjmowania lekow czy zagospodarowywania odpadow
medycznych.

skuteczniejszym oczyszczaniem $ciekow, konieczny jest
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