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Wykaz skrotow:

AR antibiotic resistance, antybiotykooporno$¢

ARB antibiotic-resistant bacteria, antybiotykooporne bakterie

ARG(S) antibiotic resistance gene(s), gen(y) warunkujacy(/e) antybiotykooporno$é

DGGE denaturing gradient gel electrophoresis, elektroforeza w gradiencie czynnika
denaturujacego

dNTPs trifosforany deoksyrybonukleotydow

GBS Group B Streptococcus, paciorkowiec grupy B

HACEK Haemophilus, Aggregatibacter (wczeéniej Actinobacillus),

Cardiobacterium, Eikenella, Kingella, bakterie nalezace do naturalnej
mikroflory jamy ustnej, ktore moga wywotywaé infekcyjne zapalenie

wsierdzia
HGT Horizontal Gene Transfer, horyzontalny transfer genéw
Jtk jednostki tworzace kolonie
MFP Membrane Fusion Protein, rodzina biatek
MGE(s) Mobile Genetic Elements, ruchomy(/e) element(y) genetyczny(/e)
MIC Minimal Inhibitory Concentration, najmniejsze stezenie antybiotyku

hamujace wzrost drobnoustroju

MRSA methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus, oporny na metycyling
Staphylococcus aureus

OMF Outer Membrane Factor, rodzina biatek

PBP(s) Penicillin Binding Protein(s), biatko(/a) wiazgce penicyling

PCR polymerase chain reaction, tancuchowa reakcja polimerazy

gPCR quantitative polymerase chain reaction, iloSciowa tancuchowa reakcja
polimerazy

RLM rownowazna liczba mieszkancow

RND Resistance Nodulation Cell Division, nadrodzina biatek

SSU Small Subunit, mata podjednostka rybosomu

Wykaz skrotow 1
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l. WSTEP

Naduzywanie antybiotykow w medycynie, weterynarii i hodowli zwierzat
przyspieszyto rozprzestrzenianie si¢ opornosci na te zwigzki wsrdéd mikroorganizmow.
Obecnie antybiotykooporno$¢ stanowi problem globalny, co powoduje koniecznosé
podejmowania odpowiednich dziatah o zasiggu mig¢dzynarodowym. Latwe i szybkie
rozprzestrzenianie si¢ bakterii antybiotykoopornych jest m. in. zwigzane z duza
mobilno$cig spoteczenstw, ale takze z genetyczng plastycznoscig bakterii. Pojawianie sig¢
tzw. szczepow wielolekoopornych, niewrazliwych na leki ostatniej szansy stawia pod
znakiem zapytania rozwo6j medycyny. Istnieje zagrozenie, ze przeprowadzanie rutynowych
operacji chirurgicznych, stosowanie chemioterapii, czy transplantacje organéw wskutek
powszechnego wystepowania patogendw opornych na wiele antybiotykéw stang sie
zabiegami duzego ryzyka. Antybiotykooporno$¢ nie tylko zwigksza koszty leczenia,
ale przede wszystkim przyczynia si¢ do wigkszej $miertelnosci.

Intensyfikacja badan nad omawianym zjawiskiem przyczynita si¢ do ujawnienia
istotnej  roli  bakterii  $rodowiskowych ~w  rozwoju 1  rozprzestrzenianiu
antybiotykoopornosci. Stwierdzono m. in., ze geny ja warunkujgce istniaty w genomach
mikroorganizméw $rodowiskowych na dlugo przed wprowadzeniem pierwszych
antybiotykow, a biatka kodowane przez te geny pelnig funkcje w innych procesach
metabolicznych. Udokumentowano takze kluczowa role ruchomych elementow
genetycznych ~w  nabywaniu przez patogeny nowych genéw  kodujacych
antybiotykooporno$¢ od szczepow srodowiskowych. W ostatnich latach w literaturze
swiatowej podjeto réwniez ozywiong dyskusje na temat roli oczyszczalni Sciekow
W rozprzestrzenianiu zjawiska antybotykoopornosci. Ze wzgledu na bogactwo ruchomych
elementow genetycznych niosgcych antybiotykoopornos¢ odkrywanych w genomach
bakterii zasiedlajacych oczyszczalnie Sciekow, zaktady te uwaza si¢ za rezerwuary genéw

warunkujacych antybiotykoopornos¢.

Wstep 2
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Il.  PRZEGLAD LITERATURY

11.1. Antybiotykoopornosé wsrod bakterii

»Nie jest trudno uzyska¢ mikroby oporne
na penicyling w laboratorium poprzez
ekspozycje bakterii na st¢zenia antybiotyku,
ktore jej nie zabijaja i to samo moze mied
miejsce wewnatrz organizmu.”

sir Alexander Fleming, Nobel Lecture,
1945

Oporno$¢ bakterii na antybiotyki (= antybiotykoopornos¢) okresla si¢ jako
zdolno$¢ mikroorganizmow do przeciwstawienia si¢ toksycznym wilasciwosciom tych
lekow. Wyr6znia si¢ opornos¢ wrodzong (naturalng niewrazliwo$¢ bakterii spowodowang
np. brakiem miejsca uchwytu antybiotyku w komorce) oraz nabytg (wskutek mutacji lub
na drodze horyzontalnego transferu genéw) (HGT, ang, Horizontal Gene Transfer) (Davies
i Davies, 2010; www.who.int/antimicrobial-resistance/en).

O pojawianiu si¢ opornych na antybiotyki szczepow bakterii ostrzegal juz sir
Alexander Fleming. Co wigcej, wyniki badan ostatnich lat jednoznacznie wskazuja,
ze antybiotykooporne szczepy nie wyewoluowaty dopiero w tzw. ,.erze antybiotykow”,
ale funkcjonowaly juz w czasach prehistorycznych (Aminov i Mackie, 2007). Obecnos¢
gendéw warunkujgcych oporno$¢ na antybiotyki (ARGS, ang. antibiotic resistance genes)
stwierdzono m. in. w pochodzacej sprzed 30000 lat wiecznej zmarzlinie.
Z wykorzystaniem technik metagenomiki funkcjonalnej uzyskano ekspresjc ARG
liczacego 5 000 lat. ARGs izolowano takze z mikrobiomu andyjskiej mumii (datowanej na
980-1170 n.e.), czy ze szkieletow znalezionych w $redniowiecznym klasztorze (950-200
n.e.). Te fragmenty antycznego DNA czgsto wykazywaly homologie z obserwowanymi
u wspotczesnych szczepéw patogennych genami warunkujacymi antybiotykoopornosé
(Perry i in., 2016). Uwaza si¢, ze obecnos¢ wielu ARGs w $rodowisku moze by¢ $cisle
zwigzana z mikroorganizmami produkujgcymi antybiotyki. Funkcja tych gendow jest
ochrona producentow antybiotykéw przed ich wlasnymi metabolitami. Nastepnie

te wtasnie ARGs droga horyzontalnego transferu mogly zostaé rozprzestrzenione wsrod

Przeglad literatury 3
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szczepdw Srodowiskowych. O ile obecno$s¢ ARGs u drobnoustrojéw wytwarzajacych
antybiotyki i bakterii narazonych na ich bezposredni wptyw wydaje si¢ by¢ uzasadniona,
zaskakuje znaczgcy udzial ARGs w genotypach mikroorganizméw zasiedlajacych nisze
0 niewielkim narazeniu na interakcje z producentami antybiotykéw. Prawdopodobnym
wyjasnieniem tego zjawiska jest petnienie przez ARGs innych funkcji metabolicznych niz
tylko ochrona przed szkodliwym dziataniem zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych
(Aminov i Mackie, 2007). Za przyktad takiego genu moze postuzy¢ aac(2')-la kodujacy
u Providencia  stuartii  acetylotransferaz¢  aminoglizydowa, ktdra  uczestniczy
w modyfikowaniu peptydoglikanu. Ze wzgledu na podobienstwo struktury chemicznej
gentamycyny do substratu tego enzymu, dochodzi do rozpoznania czasteczki
aminoglikozydu i jego inaktywacji na drodze acetylacji (Martinez i in., 2009). Co wigcej
wykazano hormetyczne wlasciwosci zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych. W niskich
stezeniach antybiotyki nie tylko nie wykazuja toksycznosci, ale przyczyniaja si¢ do
wzrostu poziomu transkrypcji gendow nie zwigzanych ze stresem, co moze korzystnie
wptywa¢ na mikroorganizmy. Dopiero wyzsze koncentracje lekow wywoluja odpowiedz
na stres, a takze uruchamiajg procesy zwigzane z utratg zywotnosci bakterii (Martinez,
2008). Powyzsze fakty pozwalaja zobaczy¢ role antybiotykow i ARGs w zupetnie nowej
perspektywie. Dotad antybiotyki i antybiotykooporno$¢ (AR, ang. antibiotic resistance)
byly pojmowane w kategoriach ,,bron” i ,tarcza”. Cho¢ ta perspektywa jest nadal aktualna
dla medycyny, stanowi ona jedynie wycinek zdecydowanie bardziej ztozonych zaleznosci,
jakie majg miejsce w $rodowisku naturalnym, gdzie antybiotyki wystepuja w stezeniach
znacznie nizszych od dawek terapeutycznych. Zrozumienie tych zaleznosci moze pomaoc
W prognozowaniu rozwoju i rozprzestrzeniania AR wsréd patogenow.

Zaproponowano, ze genomy bakterii $rodowiskowych stanowig swoisty
rezerwuar genow warunkujacych opornos¢ na antybiotyki (ang. environmental antibiotic
resistome), ktory moze by¢ dostgpny rowniez dla patogenow (Wright, 2007).
Z dotychczasowych badan wynika, ze S$rodowiskowy rezerwuar ARGs jest znacznie
bogatszy od puli tych genéw obserwowanej u szczepdéw patogennych (Rahube i Yost,
2010). Tego, jak istotng role w nabywaniu AR przez bakterie chorobotworcze odgrywaja
szczepy srodowiskowe, dowiodly analizy filogenetyczne. Wykazaty one horyzontalny
transfer wielu ARGs od bakterii srodowiskowych do szczepdéw o znaczeniu klinicznym.

Co ciekawe zrodtem tych genow nie byty genomy bakterii produkujacych antybiotyki,

Przeglad literatury 4
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a zdarzenia transferu genow mialy miejsce stosunkowo niedawno (Aminov i Mackie,
2007). Ten obecnie obserwowany przyspieszony proces rozprzestrzeniania AR wsrod
patogenow jest przypisywany masowej konsumpcji antybiotykow 1 wszystkim zwigzanym
z nig konsekwencjom. Naduzywanie oraz niewlasciwe wykorzystanie zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych w medycynie, rolnictwie 1 weterynarii doprowadzito
do powstania silnej presji selekcyjnej faworyzujacej antybiotykooporne szczepy. Ponadto
nieprzestrzeganie srodkow bezpieczenstwa w wielu zaktadach produkujacych antybiotyki
przyczynito si¢ do uwalniania znacznych ich ilosci do srodowiska. Wcigz rosnace stezenia
antybiotykow w s$rodowisku wynikaja rowniez z faktu, ze wigkszo$¢ przyjmowanych
lekow zostaje wydalona z organizmow ludzi i zwierzat w formie niezmienionej
(Bondarczuk i in., 2016). Udokumentowano, ze w obecnosci subletalnych stezen
antybiotykow zwigksza si¢ u bakterii czestos¢ HGT (Aminov i Mackie, 2007).

Podsumowujac oporno$¢ na antybiotyki jest cecha, ktoéra funkcjonuje
U mikroorganizméw od milionéw lat. Geny ja warunkujace ewoluowaly nie tylko
u bakterii wytwarzajgcych antybiotyki, a ich produkty mogly speinia¢ inne funkcje
W metabolizmie komorkowym. Jednakze nastanie tzw. ,,ery antybiotykéw” doprowadzito
do przyspieszenia procesu przenoszenia ARGs z genomoéw bakterii srodowiskowych
do szczepow chorobotworczych oraz nabywania opornosci przez patogeny na drodze
mutacji. | to wlasnie w tym antropologicznym kontekscie zjawisko AR stanowi jedno
z najwickszych zagrozen XXI wieku. Zatem poznanie srodowiskowego rezerwuaru ARGs
jawi sie jako szansa na przewidzenie nowych mechanizmow opornosci, jakie w przysztosci
mogg naby¢ patogeny.

Zidentyfikowane do tej pory mechanizmy warunkujace AR zdumiewaja
roznorodnoscig 1 zlozonoscig. Opornos¢ na dany antybiotyk moze by¢ warunkowana
poprzez kilka odrgbnych proceséw, a jeden mechanizm moze nadawac¢ opornos¢ na wiele
lekéw (tzw. wielolekoopornos¢). Do omawianych mechanizméw mozna zaliczy¢ m. in.:
modyfikacje sktadnikow komoérki, ktéore stanowig cel dziatania antybiotykow,
enzymatyczng inaktywacje antybiotykdw, zmniejszenie przepuszczalno$ci oston
komorkowych, usuwanie lekéw z komorki, nadekspresje enzymu inhibowanego przez
antybiotyk, wytworzenie alternatywnego szlaku metabolicznego. Wiele z tych proceséw
zostalo szczegdotowo opisanych na poziomie molekularnym (Krysta i in., 2011).

Ze wzgledu na to, iz w niniejsze] pracy badania skupiaty si¢ przede wszystkim
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na opornosci bakterii na antybiotyki PB-laktamowe w kolejnych rozdziatach zostanie
przedstawiona charakterystyka tej grupy lekéw oraz mechanizmy warunkujace na nie

opornos¢.

11.2. Antybiotyki p-laktamowe i ich mechanizm dzialania

»Kiedy obudzitem si¢ tuz po S$wicie 28
wrzesnia 1928 roku, na pewno nie
planowatem zrewolucjonizowaé catej
medycyny poprzez odkrycie pierwszego
antybiotyku (...), ale przypuszczam, ze to
wlasnie uczynitem” sir Alexander Fleming

(Kendall, 1994).

Odkrycie penicyliny G przez sir Alexandra Fleminga w 1928 roku mozna $miato
uzna¢ za punkt zwrotny w historii ludzkos$ci, a odkryta przez niego grupa antybiotykow —
B-laktamy - to  wcigz  najpowszechniej  stosowana  klasa  zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych (Bush i Bradford, 2016). Swoja popularno$¢ zawdzigczaja
przede wszystkim niskiej toksycznosci wzgledem ludzi i zwierzat oraz (w przypadku B-
laktaméw chemicznie modyfikowanych) szerokiemu spektrum dziatania (Carlier i in.,
2015). Antybiotyki B-laktamowe stanowig liczng grupg lekow, podzielong na cztery
podgrupy: penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy i monobaktamy. Cechg wspolng tych
wszystkich zwigzkow jest zawarto$¢ pierscienia fB-laktamowego (Rys. 1), ktory decyduje
o0 ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Struktura przestrzenna wspomnianego pierscienia
przypomina sekwencj¢ D-Ala-D-Ala w peptydzie taczacym tancuchy mureiny. Ze wzgledu
na to podobienstwo, B-laktamy sg mylnie rozpoznawane przez biatka wigzace penicyling
(PBPs, ang. Penicillin Binding Proteins), ktore biora udziat w ostatnich etapach tworzenia
mureiny. Zwigzanie czasteczki antybiotyku w centrum aktywnym PBPs zaburza synteze

$ciany komorkowej (Mainardi i in., 2008; Drawz i Bonomo, 2010).
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Rys. 1. Struktura penicyliny G z zaznaczonym strzatka pierScieniem [3-
laktamowym (zrodto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imagefly.cgi?cid=5904&wi
dth=500&height=500)

W obrgbie wspomnianych enzyméw PBP wyodrgbniono trzy klasy: A, B i C. Do
klasy A zaliczono enzymy uczestniczace w polimeryzacji peptydoglikanu poprzez reakcje
transpeptydacji oraz transglikozylacji. Biatka wykazujace aktywnos$¢ transpeptydazy
| katalizujace tworzenie wigzan migdzy peptydami sgsiadujgcych tancuchow cukrowych
w mureinie zgrupowano w klasie B. Klasa C charakteryzuje si¢ aktywnoscig
karboksypeptydazy (czasami rowniez endopeptydazy) i moze bra¢ udzial w zmianie
stopnia usieciowania mureiny (Powell i in., 2009). W obr¢bie domen transpeptydazy
oraz karboksypeptydazy znajduja si¢ konserwatywne sekwencje: (K/H)(S/T)G, SXXK
oraz SXN wspottworzace centrum aktywne. Kluczowym elementem mechanizmu
katalitycznego tych enzymow jest, wchodzaca w sktad motywu SXXK, seryna. Atakuje
ona grupe karbonylowg przedostatniej D-alaniny w pentapeptydzie potaczonym
Z fancuchem cukrowym mureiny, powodujac odlgczenie ostatniej D-alaniny. W wyniku
reakcji acylacji powstaje zwigzany kowalencyjnie kompleks (produkt posredni)
Z wigzaniem estrowym taczacym seryn¢ 1 przedostatnia D-alaning. W przypadku
transpeptydaz wigzanie estrowe jest nastgpnie atakowane przez grup¢ aminowa trzeciej
reszty aminokwasowej w kolejnym pentapeptydzie, zwigzanym z sgsiadujagcym tancuchem
cukrowym. W ten sposob powstaje wigzanie sieciujgce mureing (Rys. 2). Natomiast
w przypadku DD-karboksypeptydaz dochodzi do hydrolizy produktu posredniego
(Bondarczuk i in., 2014).
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Rys. 2. Sieciowanie mureiny przez biatka wigzace penicyling (opis w tekscie).
Skroty: GLU- N-acetyloglukozoamina; MUR — kwas N-acetylomuraminowy (Bondarczuk
iin., 2014)

W sytuacji, gdy w srodowisku zycia bakterii pojawia si¢ -laktam, znajdujaca si¢
w centrum aktywnym PBP seryna, atakuje grup¢ karbonylowg w pierScieniu -
laktamowym antybiotyku. Otwarcie pierscienia prowadzi do utworzenia kompleksu
z acylowanym enzymem, ktorego hydroliza przebiega na tyle wolno, ze dochodzi
do efektywnego zablokowania aktywno$ci enzymu. Jednoczesne zahamowanie syntezy
peptydoglikanu oraz konstytutywne procesy zwigzane z jego degradacja doprowadzaja
do uszkodzenia $ciany komorkowej, zwigkszenia jej przepuszczalnosci, a w ostatecznosci

do lizy komoérki (Bondarczuk i in., 2014).
11.2.1. Charakterystyka ampicyliny

Jednym z antybiotykow B-laktamowych jest ampicylina (Rys. 3).

H
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Rys. 3. Struktura ampicyliny (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
image/imagefly.cgi?cid=6249&width=500&height=500)
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Ampicylina zostata zatwierdzona do uzytku w 1963 roku (Bush i Bradford, 2016).
Nalezy do penicylin pétsyntetycznych, jest przedstawicielem aminopenicylin. Wykazuje
aktywno$¢ wzgledem Streptococcus spp., wielu szczepdéw z rodziny Enterobacteriaceae,
wtym z rodzaju Shigella. Podaje si¢ ja doustnie lub dozylnie. Najwyzsze stezenie
W osoczu osigga po 2 godzinach od podania. Czgsto stosowana w kombinacji z innymi
lekami, np. inhibitorami B-laktamaz lub przedstawicielami innych grup antybiotykow.

Wskazania stosowania ampicyliny to zapalenie wyrostka sutkowego; dur
brzuszny i dur rzekomy u dzieci bedacych przewleklymi nosicielami; ostre zapalenie
pecherzyka zblciowego; zapalenie wsierdzia wywotane przez enterokoki lub a-
hemolizujace streptokoki, a takze bakterie z grupy HACEK (Haemophilus,
Aggregatibacter (wczesniej Actinobacillus), Cardiobacterium, Eikenella, Kingella); ostre
zapalenie otrzewnej; odmiedniczkowe zapalenie nerek; zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych wywotane przez Haemophilus influenzae lub Listeria monocytogenes;
okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa w przypadku stwierdzenia u cigzarnej
nosicielstwa paciorkowcow z grupy B (GBS — ang. Group B Streptococcus); zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych 1 sepsa u noworodkow
(http://apps.who.int/medicinedocs/en/d/Js5406e/16.3.html#Js5406e.16.3; monografia
AHFS w: https://www.drugs.com/monograph/ampicillin-sodium.html; 31.01.2017).

11.3. Mechanizmy opornosci na antybiotyki -laktamowe

»Moga nadej§¢ czasy, kiedy kazdy bedzie
moglt kupi¢ penicyling w sklepie. Wtedy
istnieje niebezpieczenstwo, ze nieswiadomy
cztowiek moze przyjmowac niedostateczne
dawki antybiotyku i eksponujgc bakterie na
subletalne stezenia leku, doprowadzi do ich
oporno$ci.” sir Alexander Fleming, Nobel
Lecture, 1945

Obecnie znane s3 cztery grupy mechanizmoéw warunkujgcych opornosé
na antybiotyki p-laktamowe: (1) produkcja p-laktamaz, (2) obnizenie powinowactwa

PBPs, (3) aktywne usuwanie leku z komorki oraz (4) modyfikacje przepuszczalnosci oston
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komorkowych. Sposrod tych czterech, najwigksze znaczenie kliniczne ma produkcja B-

laktamaz — enzymow inaktywujgcych omawiane leki.
11.3.1. Enzymatyczna inaktywacja p-laktamow

Najwazniejsza rolg w opornosci bakterii na omawiang grupe antybiotykow
odgrywaja B-laktamazy — enzymy, ktore katalizujg hydrolize pierscienia -laktamowego.
Enzymy te byly znane jeszcze przed leczniczym zastosowaniem penicyliny.
Wprowadzaniu kolejnych generacji B-laktaméw towarzyszylo szybkie pojawianie si¢
opornych na nowe leki szczepow produkujacych dotad nieznane B-laktamazy. Obecnie
zidentyfikowano ponad 2000 unikalnych sekwencji aminokwasowych tych biatek.
Ogromna roznorodnos¢ B-laktamaz w potaczeniu z ich czesta lokalizacja na ruchomych
elementach genetycznych sprawia, ze stanowig one jedno z najpowazniejszych zagrozen
dla wspotczesnej antybiotykoterapii, ktéra jak wspomniano, jest w duzej mierze oprata
na B-laktamach (Bonomo, 2016).

Obecnie funkcjonuja dwa systemy klasyfikacji B-laktamaz, ktore dzielg te biatka
na cztery grupy. Jeden z nich zostat oparty na homologii sekwencji aminokwasowych
(klasy A-D, system Amblera), natomiast drugi na profilach substratow i inhibitoréw (grupy
1-4, system Jacoby-Bush). W klasach/grupach A, C, D/1, 2, 4 zebrano enzymy z seryng
w centrum aktywnym (tzw. B-laktamazy serynowe), natomiast klasa/grupa B/3 zawiera
zalezne od cynku metalo-B-laktamazy (Drawz i Bonomo, 2010).

B-laktamazy to bakteryjne hydrolazy, ktore najprawdopodobniej wyewoluowaty
z PBPs. Podobnie jak PBPs, rozpoznaja czgsteczke B-laktamu, a nastepnie znajdujaca si¢
W centrum katalitycznym seryna atakuje grupg karbonylowa w pierscieniu p-laktamowym,
skutkujac otwarciem pierscienia i acylacja enzymu. Jednakze dzigki udzialowi czasteczki
wody, dochodzi do szybkiej deacylacji enzymu. W ten sposob zostaje uwolniony
nieaktywny antybiotyk z otwartym pierscieniem B-laktamowym oraz enzym, ktory moze
wigza¢ kolejne czasteczki leku (Rys. 4). Opisany wyzej og6élny mechanizm dotyczy
serynowych [B-laktamaz, a etapy posrednie oraz reszty aminokwasowe posredniczace
W procesie r6znig si¢ pomiedzy poszczegolnymi klasami enzyméw. Natomiast odmienny
mechanizm obserwuje si¢ U metalo-p-laktamaz. W reakcji hydrolizy bierze udziat grupa

hydroksylowa z czgsteczki wody koordynowanej przez cynk (Drawz i Bonomo, 2010).
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Rys. 4. Inaktywacja antybiotyku p-laktamowego katalizowana przez B-laktamazg
serynowg (Bondarczuk i in., 2014)

11.3.2. Zmniejszenie powinowactwa PBPs do antybiotykow p-laktamowych

Podczas gdy [-laktamazy stanowig najwigkszy problem w leczeniu infekcji
wywolanych przez bakterie Gram-ujemne, w opornosci obserwowanej u Gram-dodatnich
patogenow duze znacznie kliniczne maja modyfikacje Struktury PBPs, ktore prowadza
do obnizenia powinowactwa tych bialek do czasteczek antybiotykow. Przyktadowo
u opornych szczepoéw S. pneumoniae obserwuje si¢ zmienione PBPla, PBP2b, PBP2x
i rzadziej PBP2a, natomiast S. sanguis, S. oralis oraz S. mitis posiadaja wariant PBP2b
nabyty na drodze horyzontalnego transferu genu pbp2b od S. pneumoniae. Cho¢ obecnie
wiadomo, ze oporno$¢ na metycyling wsrod Staphylococcus spp. w tym MRSA
(ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus) moze mie¢ bardziej ztozone podtoze,
jest ona czegsto nabywana horyzontalnie wraz z genem mecA, ktory koduje PBP2a (rowniez
oznaczane jako PBP2”). Ta transpeptydaza katalizuje sieciowanie mureiny w obecnosci

wysokich st¢zen penicylin i cefalosporyn (Zapun i in., 2008; Bonomo, 2016).
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11.3.3. Usuwanie antybiotykéw B-laktamowych z komorki

Kolejnym mechanizmem opornosci na B-laktamy jest eksport tych antybiotykow
przez biatka nalezgce do systemu efflux. Dobrze poznane systemy odpowiedzialne
za oporno$¢ wielolekowa (w tym na B-laktamy) u bakterii Gram-ujemnych to imponujace,
trojsktadnikowe kompleksy MexAB-OprM u P. aeruginosa oraz AcrAB-TolC u E. coli
(Rys. 5). Funkcjonalny kompleks si¢ga od btony komorkowej, poprzez peryplazme az po
blone zewnetrzng. W blonie komoérkowej zakotwiczony jest antyporter (MexB/AcrB)
nalezacy do nadrodziny RND (ang. Resistance Nodulation Cell Division), kanal w btonie
zewngtrznej tworzy biatko OprM/TolC z rodziny OMF (ang. Outer Membrane Factor),
siegajace w glab peryplazmy. Trzeci skladnik kompleksu MexA/AcrA, przedstawiciel
rodziny MFP (ang. Membrane Fusion Protein), scala oba wcze$niej wymienione
komponenty i uszczelnia ich potaczenie. Nie wykluczono aktywnego udziatu tego biatka
w eksporcie substratu (Murakami i Nakashima, 2002; Symmons i in., 2009). Omoéwione
kompleksy usuwajg szkodliwe substancje z peryplazmy do s$rodowiska zewngtrznego.
W ten sposob ograniczaja interakcje toksyn ze sktadnikami komorkowymi wrazliwymi na

ich dziatanie (tj. miejscami uchwytu antybiotykoéw takimi, jak PBPS).

M PEIIICIEIC
\ blona
| zewngtrzna |

przestrzen e, Y6 ) o

peryplazmatyczna

Rys. 5. Model trojsktadnikowego systemu u bakterii Gram-ujemnych (objasnienie

w teksScie) (Bondarczuk i in., 2014)
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11.3.4. Modyfikacja przepuszczalnos$ci oston komoérkowych

Aby antybiotyki B-laktamowe moglty wykazywac toksyczno$¢ wzgledem bakterii,
musza pokona¢ barier¢ $ciany komorkowej i zosta¢ rozpoznane przez zakotwiczone
w btonie komoérkowej PBPs (Sauvage i in., 2008). Ze wzglgdu na ich hydrofilowy
charakter, leki te moga przenika¢ przez blong zewngtrzng bakterii Gram-ujemnych poprzez
poryny. Modyfikacja tych transbtonowych biatek lub represja/obnizenie poziomu ich
ekspresji to kolejny mechanizm odpowiedzialny za obnizenie wrazliwosci bakterii na
antybiotyki, w tym B-laktamy. Zaobserwowano go u takich patogenéw, jak: Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Serratia
marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter cloacae, Proteus rettgeri (Providencia rettgeri), Shigella dysenteriae,
i Salmonella enterica. Przykladowo poryna OprD to gltowna droga wnikania
karbapenemow do komorek P. aeruginosa, a jej utrata skutkuje opornoscia tej bakterii na

imipenem (Papp-Wallace i in., 2011).

11.4. Rola oczyszczalni SciekoOw w rozprzestrzenianiu

antybiotykoopornosci

W ostatniej dekadzie podj¢to zywa dyskusje na temat roli oczyszczalni Sciekow
W rozZwoju i rozprzestrzenianiu opornosci bakterii na antybiotyki (Bouki i in., 2013;
Michael i in., 2013; Rizzo i in., 2013). Do oczyszczalni wraz z pochodzacymi z réoznych
zrodet $Sciekami (komunalnymi, szpitalnymi, przemyslowymi) dostaja si¢ antybiotyki
i antybiotykooporne bakterie (ARB, ang. antibiotic-resistant bacteria). Znaczne
zageszcezenie bakterii w osadzie czynnym sprzyja procesom horyzontalnego transferu
gendw. Z powodu obecnosci farmaceutykow, metali cigzkich i1 innych zwigzkow
umozliwiajacych koselekcje w komorze osadu czynnego moze panowac presja selekcyjna
faworyzujaca oporno$¢ na antybiotyki (Serensen i in., 2005; Zhang i in., 2009; Mao i in.,
2015). Pomimo intensyfikacji badan, kwestia potencjalnego rozprzestrzeniania
antybiotykooporno$ci poprzez oczyszczalnie S$ciekow nadal pozostaje nierozwigzana.
Wyniki prowadzonych w tym zakresie badan sg rozbiezne, co moze wynikaé ze specyfiki
oraz ogromnej ztozonosci proceséw zachodzacych w poszczegdlnych oczyszczalniach,

odmiennych Zrédet i charakteru Sciekow, a takze roznic w zastosowanych technikach
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badawczych oraz w wybranych do analiz genéw i grup mikroorganizmow (Christgen i in.,
2015; Zhang i in., 2015). Analiza wynikow uzyskanych na przetomie ostatnich lat pozwala
jednak na wylonienie pewnych ogdlnych trendow, ktore moga wskazac kierunek dalszych
badan.

W 2015 roku ukazata si¢ praca Mao i in. (2015), ktérzy monitorowali obecnos¢
ponad 20 ARGs na poszczegdlnych etapach procesu technologicznego oczyszczania
scieckow w dwoch zaktadach. Badania wykazaty, ze o ile porownanie ilosci ARGs (qPCR,
ang. quantitative polymerase chain reaction, ilosciowa tancuchowa reakcja polimerazy)
pomigdzy oczyszczonymi a surowymi S$ciekami wskazuje na ich istotng redukcje,
to zawarto$¢ niektorych genéw w $ciekach oczyszczonych oraz osadzie §cieckowym tacznie
przewyzsza warto$¢ poczatkowg wprowadzong wraz ze $ciekami surowymi. Analiza liczby
kopii genow na poszczegdlnych etapach oczyszczania $ciekow wykazata, ze w komorze
osadu czynnego podczas napowietrzania zdecydowanie wzrasta liczba bakterii (>16S
rRNA), w tym ARB oraz ARGs, natomiast najwigksza redukcje mikroorganizmow z fazy
wodnej przypisuje si¢ sedymentacji komorek, ktore trafiajg do osadow $ciekowych
w osadniku wtérnym (Li i in., 2015b; Mao i in., 2015). Mimo Ze najwigcej kopii ARGS (az
do 10" w 1 g s. m.) obserwowano w probach suszonego osadu $cickowego,
w odprowadzanych do zbiornikéw wodnych $ciekach oczyszczonych warto$¢ ta byla
wcigz wysoka i wynosita do 10° kopii w 1 ml (Mao i in., 2015). W innej pracy
porownywano zawarto$¢ ARGs w $ciekach oczyszczonych z zastosowaniem bioreaktorow
pracujagcych w roznych warunkach: tlenowych, beztlenowych i ich kombinacji (Christgen
I in., 2015). Cho¢ redukcje ogolnej zawartosci ARGs w Sciekach obserwowano w kazdych
warunkach, to najmniejszy ubytek (62,6%) uzyskano podczas procesu beztlenowego.
Warunki tlenowe i mieszane dawaty lepsze, zblizone efekty (82,8-85,3%), jednakze
w Sciekach oczyszczonych zwigkszal si¢ procentowy udzial gendéw warunkujgcych
opornos¢ wielolekowa (Christgen i in., 2015). Podobnie poréwnanie stopnia usuwania
ARB i ARGs w dwoch zaktadach oczyszczania $ciekow w Chinach wykazato, ze komora
napowietrzania dawala najlepsze efekty w usuwaniu ARGs, a gtowna role w redukcji ARB
odgrywaty procesy fizyczne w osadnikach (Li i in., 2015b).

Analiza zjawiska antybiotykoopornosci w $rodowisku oczyszczalni, jak i w
Sciekach oczyszczonych, ktore sg nastepnie odprowadzane do wod powierzchniowych jest

niezwykle wazna, ale nie mniej istotne jest okreslenie losu uwalnianych ARGs i ARB
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w naturalnych ekosystemach. Pozwala ono bowiem ustali¢ realny wptyw oczyszczalni
na rozprzestrzenianie AR w §rodowisku.

Przeprowadzone dotad badania nad utrzymywaniem si¢ ARGs oraz ARB
w $rodowiskach wodnych nie przynosza prostej odpowiedzi. Przyktadowo analiza wod
Missisipi nie wykazata istotnego wpltywu odprowadzania S$ciekdw oczyszczonych
na zawarto§¢ ARGs, mimo iz na badanym odcinku znajdowato si¢ az 14 oczyszczalni
Sciekow. Zaproponowany przez autorow matematyczny model przeptywu wod Missisipi
wyjasnia, ze glowna przyczyng znikomego oddzialywania S$ciekow oczyszczonych
na wzrost udzialu ARGS w rzece jest niski udziat tych sciekow w ogolnej masie wody.
Ponadto model sugeruje istnienie niezdefiniowanych, innych niz rozcienczenie,
mechanizmow, ktore powoduja znaczne obnizenie (od 75 do 831 krotne) zawartosci ARGs
w wodzie w porownaniu do wprowadzanych sciekow oczyszczonych (LaPara i in., 2015).
Podobnie analiza wod jeziora przeprowadzona przez Li i in. (2015b) wykazata, ze efekt
uwalniania ARGs wraz ze $ciekami oczyszczonymi maleje wraz z odlegloscia od rur
spustowych, co moze by¢ zwigzane z rozcienczeniem gendéw w zbiorniku. Natomiast
analiza biofilmu tworzacego si¢ w mniejszych ciekach wodnych w péinocno-wschodniej
cze$ci Hiszpanii potwierdzita zwickszony udziat ARGs ponizej miejsca zrzutu $ciekow
oczyszczonych. Ponadto wykazano, ze obserwowane efekty byly tym wigksze, im wigkszy
byt udziat Sciekow oczyszczonych w przeptywie badanych strumieni (Proia i in., 2015).
Podobnie, wzrost zawartosci ARGs oraz ARB w wyniku odprowadzania S$ciekoéw
oczyszczonych udokumentowano w osadach rzecznych w Wielkiej Brytanii (Amos i in.,
2014a; Amos i in., 2014b) oraz w wodach rzeki Huron w Stanach Zjednoczonych (Zhang
i in., 2009). Co istotne, w tych ostatnich pracach badano zjawisko antybiotykoopornosci
u bakterii z grupy coli oraz z rodzaju Acinetobacter. Wyniki mogg zatem wskazywac na
tendencj¢ do kumulowania ARGs w komorkach bakterii potencjalnie chorobotworczych,
ktore sa narazone na kontakt z wyzszymi st¢zeniami antybiotykow (Zhang i in., 2009;
Amos i in., 2014a).

Liczba bakterii w tym ARB jest znacznie redukowana w procesie oczyszczania
sciekow (Li i in., 2015b). Przypuszczalnie duza cz¢$¢ bakterii patogennych w naturalnym
srodowisku odbierajacym $cieki oczyszczone traci swoja zywotno$¢. Wykazano,
Ze rozprzestrzenianie podstawowego rezystomu (ang. core resistome) obserwowanego

w $rodowisku oczyszczalni do naturalnych Srodowisk wydaje si¢ by¢ ograniczone i w

Przeglad literatury 15



Opornos$¢ na antybiotyki beta-laktamowe. .. Kinga Bondarczuk

duzej mierze jest zalezne od mobilnosci poszczegoélnych genoéw (Munck i in., 2015).
Zatem istotny problem z punktu widzenia zdrowia publicznego zwigzany
Z rozprzestrzenianiem antybiotykoopornosci wydaje si¢ leze¢ w jednorazowym transferze
nowego ARG do patogennych szczepow z puli genow bakterii $rodowiskowych.
Raz nabyty ARG/bakteria go niosgca moze si¢ rozprzestrzeni¢ na globalng skale, jak to
miato miejsce w przypadku PB-laktamazy New Delhi (Ashbolt i in., 2013). Szczego6lng
zdolnos$¢ do propagacji pomiedzy nieraz filogenetycznie odleglymi bakteriami majg geny
zlokalizowane na ruchomych elementach genetycznych (MGEs, ang. Mobile Genetic
Elements).

Roéznorodne ruchome elementy genetyczne niosace oporno$¢ na antybiotyki sa
izolowane z oczyszczalni s$ciekow na calym $wiecie. Stad tez coraz czgéciej
0 oczyszczalniach Sciekow mowi sie jako o kolejnych rezerwuarach gendw warunkujacych
antybiotykooporno$¢ (Szczepanowski i in., 2009; Mao i in.,, 2015). Do najczgsciej
identyfikowanych w oczyszczalniach $cieckow MGEs niosacych oporno$¢ na antybiotyki
nalezg plazmidy, integrony i transpozony. Wyniki badan wskazujg, ze ruchome elementy
genetyczne s3 w znacznym stopniu eliminowane podczas procesu oczyszczania Sciekow,
jednakze moze dochodzi¢ do =zwigkszania czgstoSci  wystepowania MGES
W poszczegdlnych komadrkach bakterii (Ma i in., 2013; Makowska i in., 2016).

W probkach pochodzacych z roéznych etapéw oczyszczania $ciekdéw
zidentyfikowano plazmidy nalezgce do roéznych grup niezgodnosci. Co interesujgce,
sekwencje plazmidow wystepujacych w mikroflorze oczyszczalni z réznych krajow sg
czgsto bardzo zblizone lub prawie identyczne, lub tez wskazuja na reorganizacje
poznanych juz plazmidéw opornosciowych. To wskazuje na dominacjg pewnych
wektorow W niesieniu AR wsérod bakterii zwigzanych z tym specyficznym $rodowiskiem
(Schliiter i in., 2007; Szczepanowski i in., 2008; Smalla i in., 2015; Bengtsson-Palme i in.,
2016). Ustalono réwniez, ze sposrod trzech klas integrondw zaangazowanych
W rozprzestrzenianie ARGs, to integrony klasy 1 sg najcze¢$ciej identyfikowane u opornych
bakterii. Obserwowano rowniez wigksza czestoS¢ wystgpowania tej klasy integrondow
w odbiornikach $ciekéw oczyszczonych (Aubertheau i in., 2016; Makowska i in., 2016).

W obliczu globalnego problemu szerzenia si¢ AR ws$rdéd patogenéw oraz ze

$wiadomoscia, ze oczyszczalnie $Sciekow stanowig rezerwuar ARB i ARGs, badania nad
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losem ARBs i MGEs kodujacych ARGS na poszczeg6élnych etapach oczyszczania $ciekow,

a takze w odbiornikach $ciekéw oczyszczonych wydajg si¢ zasadne i naglace.

11.5. Metody wykorzystywane do badania antybiotykoopornosci

W oczyszczalniach Sciekow i Srodowisku

11.5.1. Metody hodowlane

Techniki  wykorzystywane w  badaniach nad antybiotykoopornoscia
U mikroorganizmdéw bytujacych w oczyszczalniach $ciekdw 1 srodowisku mozna podzieli¢
na klasyczne metody wymagajace hodowli tych drobnoustrojow (hodowlane) oraz metody
niehodowlane.

Posiew mikroorganizméw na podloza zawierajace antybiotyki pozwala na szybka
ocen¢ udzialu antybiotykoopornych szczepoéw w danej populacji. Obecnie dostepne sa
selekcyjne podioza, ktore utatwiaja hodowle $cisle okreslonej grupy bakterii. Takie
podioza usprawniajg identyfikacje gatunkow chorobotworczych. Potwierdzenie fenotypu
antybiotykooporno$ci na podtozu mikrobiologicznym daje pewnos¢, ze ARGs wystepujace
w genomach izolatow ulegaja ekspresji. Mozliwe jest wykrycie nieznanych jeszcze ARGs
I nie ma watpliwosci co do gospodarza genu. Ponadto uzyskanie czystych kultur szczepow
opornych na antybiotyki pozwala na ich dalsza charakterystyke. Migdzy innymi mozna
oznaczy¢ profile opornosci izolatdbw oraz najmniejsze stezenie antybiotyku hamujace
wzrost drobnoustroju (ang. MIC, minimal inhibitory concentration). Do tego celu
wykorzystuje si¢ jedng z wymienionych technik: krazkowo-dyfuzyjng, seryjnych
rozcienczen (w podtozu pltynnym lub statym), E-test lub techniki zautomatyzowane.
Metoda krazkowo-dyfuzyjna polega na nanoszeniu bibutowych krgzkow nasgczonych
antybiotykiem na ptytke z podtozem, na ktére uprzednio posiano badany szczep. Miarg
wrazliwos$ci szczepu jest strefa zahamowania wzrostu wokot krazka obserwowana po
okresie inkubacji (wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu koreluje z wartoscig MIC).
W kolejnej technice seryjnych rozcienczen stosuje si¢ zestaw podilozy ptynnych lub
statych, ktore zawierajg Okreslone stezenia antybiotykow. W przeciwienstwie do tej
metody, E-test umozliwia okreslenie wartosci MIC na pojedynczej ptytce. Jest to mozliwe,
gdyz na szalce z posianym szczepem umieszcza si¢ pasek nasgczony gradientem stezen

danego antybiotyku. Linia strefy zahamowania wzrostu sygnalizuje warto$¢ MIC.
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Dostepne sa rowniez automatyczne Systemy do oznaczania lekowrazliwosci takie, jak
Vitek2 czy MicroScan® WalkAway (Bouki i in., 2013; Rizzo i in., 2013; Bajaj i in., 2016).
Okreslenie profilu antybiotykoopornosci szczepu pozwala na wytypowanie potencjalnych
ARGs warunkujacych obserwowang ceche, ktére nastepnie moga by¢ wykrywane technika
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) czy Southern blot.

11.5.2. Metody niehodowlane

Podstawowym ograniczeniem metod hodowlanych jest fakt, ze zdolno$¢
do wzrostu na podtozach mikrobiologicznych wykazuje tylko 1% mikroorganizméw
srodowiskowych. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ ominig¢cie etapu hodowli
mikroorganizmow i analiza materialu genetycznego izolowanego bezposrednio
Z pobranych probek. Dlatego aby uzyska¢ pehiejszy obraz danego srodowiska, konieczne
jest zastosowanie takze metod nichodowlanych.

Etapem, ktory w tego typu metodach przysparza sporo trudnosci jest uzyskanie
odpowiedniej koncentracji 1 czystoSci kwasow nukleinowych. Wyizolowany
metagenomowy DNA jest najczes$ciej wykorzystywany jako matryca w rdéznych
odmianach metody PCR. Stosuje si¢ startery flankujace znane ARGs lub sondy
hybrydyzujace do znanych ARGs i wykrywa jakosciowo lub ilo§ciowo w analizowanym
materiale. Czgsto stosowana technika qPCR dostarcza wartosciowych danych na temat
zmian liczby kopii ARGs na poszczegdlnych etapach oczyszczania $ciekow (Rizzo i in.,
2013).

Od kilku lat coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS, ang. next generation sequencing). Sekwencjonowaniu poddaje si¢
cale metagenomy lub plazmidowe metagenomy izolowane z réznych etapoéw oczyszczania
$ciekow i odbiornikow Sciekow oczyszczonych. W ten sposob mozna monitorowaé ARGs
I MGEs w procesie oczyszczania S$ciekow oraz §ledzi¢ ich los w $rodowisku.
Ograniczeniem NGS jest uzyskiwanie krotkich odczytow sekwencji, zaleznos¢ tej metody
od PCR (powielanie ograniczen tej metody, lacznie ze zwielokrotnionym namnazaniem
bardziej popularnych w $srodowisku sekwencji), mozliwos¢ identyfikacji tylko znanych
genow, a takze problem z przypisaniem gendw do organizmow, z ktérych pochodza
(Bengtsson-Palme i in., 2014, Li i in., 2015a; Bengtsson-Palme i in., 2016; Ellington i in.,
2016).
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Metoda, ktoéra pozwala na badanie MGEs niosagcych ARGs jest egzogenna
izolacja plazmidow. Mozna ja przeprowadzi¢ na drodze Kkoniugacji dwu- lub
trojsktadnikowej pomigdzy aktywna, badang mikroflora (dawcy) a odpowiednio dobranym
biorcg plazmidow. Innym sposobem jest izolacja plazmidow z badanej probki, a nastgpnie
wprowadzenie ich do biorcy za pomocg transformacji. Zaleta tej metody jest pozyskanie
funkcjonalnych plazmidow oporno$ciowych, na ktorych mozna zidentyfikowaé nowe
ARGs. Posiadanie naturalnych plazmidow R pozwala na poznanie ich rzeczywiste]
biologii i ekologii. Jednakze i w tym wypadku, nie uzyskuje si¢ informacji
0 mikroorganizmie, z ktérego pochodzi wektor. Duzym ograniczeniem jest konieczno$é
wyboru biorcy plazmidow — w zaleznosci od zastosowanego szczepu wyizolujemy tylko te
wektory, ktore moga si¢ replikowac i1 ulega¢ ekspresji w komorce gospodarza (Schliiter

i in., 2007; Riber i in., 2014; Adamczuk i in., 2015; Smalla i in., 2015).
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I11. CELPRACY

Szerzaca si¢ antybiotykoopornos¢ stawia pod znakiem zapytania przysztosé wielu
terapii. Wyniki badan ostatnich lat wskazujg, ze oczyszczalnie SciekdOw mogg przyczyniaé
si¢ do rozprzestrzeniania mikroorganizmow opornych na antybiotyki, a takze ulatwiaja
kontakt bakterii patogennych 1 $rodowiskowych. Wcigz niejasny pozostaje los
antybiotykoopornych  bakterii oraz gendw warunkujagcych antybiotykooporno$¢
w srodowiskach otrzymujacych $cieki oczyszczone. Dlatego celem badan bylo okreslenie
losu tych genéw 1 bakterii na poszczegolnych etapach oczyszczania S$ciekow
w oczyszczalni $ciekow w Zywcu oraz w odbiorniku pochodzacych z tego zaktadu
Sciekow oczyszczonych — Jeziorze Zywieckim. W pracy w sposob szczegolny skupiono sie
na opornosci bakterii na B-laktamy, ktore sa obecnie najczgsciej wykorzystywana grupa
substancji  przeciwdrobnoustrojowych, a z drugiej strony oporno$¢ na te klase
antybiotykow stanowi powazny problem w leczeniu infekcji.

Badania obejmowaly:

1. Oznaczenie liczebno$ci hodowlanych frakcji mikroorganizméw w badanych

srodowiskach

2. Izolacje 1 wstepng charakterystyke plazmidow niosacych oporno$¢ na f3-

laktamy

3. Oznaczenie bioréznorodnosci zespoldw bakterii oraz genow warunkujacych

antybiotykoopornos¢ w metagenomach badanych srodowisk.
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IV. MATERIALY | METODY

IV.1. Materialy

Jezioro Zywieckie (Zbiornik Tresna) to najwiekszy (10 km?) i najwyzej potozony
zbiornik zaporowy utworzony w kaskadzie rzeki Soty. Jego najwazniejsze funkcje sg
zwigzane z magazynowaniem wody, przejmowaniem fali powodziowej i wyrdwnywaniem
poziomu wod w rzece ponizej zapory. Ponadto w okresie letnim jezioro jest intensywnie
wykorzystywane w celach rekreacyjnych, jako kapielisko oraz do sportow wodnych.
Wystepowanie w zbiorniku ryb przyczynito si¢ rowniez do popularyzacji indywidualnego
wedkarstwa. Potozony najnizej w kaskadzie Soty zbiornik w Czancu stanowi rezerwuar
wody pitnej dla mieszkancow Bielska-Biatej i Gornego Slaska (Chylak i Kulikowski,
2009).

Podstawowe znaczenie dla ochrony Jeziora Zywieckiego ma oczyszczalnia
Sciekow w Zywcu, nalezaca do Miejskiego Przedsiebiorstwa Wodociaggdéw i Kanalizacji
Sp. z 0. 0. Zaktad odbiera écieki z siedmiu gmin powiatu zywieckiego (Zywiec, Gilowice,
Jelesnia, Koszarawa, Lipowa, Lodygowice, Radziechowy-Wieprz). Dopuszczalne
obcigzenie oczyszczalni tadunkiem zanieczyszczen wynosi 209 366 RLM (réwnowazna
liczba mieszkancow), a maksymalny przeptyw 42 tys. m®/dobe. Zastosowano w nigj
metode mechaniczno-biologiczng z usuwaniem biogenow. Pierwszy etap procesu
mechanicznego to usuwanie kamieni, zwiru i piasku oraz odtluszczanie. Nastepnie $cieki
odprowadza si¢ do osadnika pierwotnego, skad trafiaja do reaktorow C-Tech i1 sa
oczyszczane biologicznie metodg osadu czynnego. Jednocze$nie fosfor jest strgcany
siarczanem zelaza. Na ostatnim etapie w dekanterach pozostaje osad, a $cieki oczyszczone
wptywaja do Jeziora Zywieckiego  (http://www.mpwik-zywiec.pl/uslugi/ochrona-
srodowiska/oczyszczalnia-sciekow.html).

Material do badan stanowity probki sciekéw surowych, osadu czynnego i Sciekow
oczyszczonych z oczyszczalni $ciekéw w Zywecu, a takze probki wod i osadéw z Jeziora
Zywieckiego. Kontrole stanowity probki wod i osadéw ze Soty pobrane na odcinku przy
ujsciu tej rzeki do jeziora.

Probki z oczyszczalni Sciekow dzieki uprzejmosci Zarzadu MPWIK otrzymywano

przez 3 kolejne lata (2013-2015). Do wstepnego etapu badan (2013 rok) wykorzystano

Materiaty i metody 21



Opornos$¢ na antybiotyki beta-laktamowe. .. Kinga Bondarczuk

probki sciekow surowych oraz osadu czynnego. W kolejnych dwoch latach otrzymywano
dodatkowo probki $ciekéw oczyszczonych. W sezonie letnim 2014 i 2015 pobierano
probki wod i 0sadow z Soty i Jeziora Zywieckiego (Rys. 6). Probki wody z gtebokosci do
20 cm czerpano za pomoca sterylnych butelek z gwintem; do pozostatych wykorzystano
specjalnie do tego celu przygotowany czerpak otwierany na odpowiedniej glebokos$ci
| umozliwiajacy sterylne pobranie probek. Probki osadu pobierano do sterylnych probowek
typu falcon. Schemat poboru probek oraz ich skrétowe oznaczenia umieszczono w Tabeli

1. Probki pobierano w trzech powtdrzeniach.
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Rys. 6. Jezioro Zywieckie. Miejsca poboru probek zaznaczono gwiazdkami.
Kolor czerwony — probki osadoéw z jeziora, niebieski — wod z jeziora, 2oty — 0osadow i wod
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Tabela 1. Schemat poboru probek w latach 2013-2015. Skréty: nd — nie dotyczy

Rok poboru ., Oznaczenie Objetos¢ pojedynczej Glebokos¢ ponizej lustra
probek Rodzaj proby proby probki (1) wody (m)
2013 Scieki surowe SS 5 nd
osad czynny OCz 5 nd
Scieki surowe SS 5 nd
osad czynny 0OCz 5 nd
scieki $0 5 nd
0czyszczone
2014 J_e2|_oro woda JW 1 0,2
jezioro osad JO 0,05 nd
rzeka SEW 1 0,1
woda
rzeka SLO 0,05 nd
osad
$cieki surowe SS 5 nd
osad czynny 0OCz 5 nd
Scieki .
Se1ek $0 5 nd
0czyszczone
2015 j.EZI'OI‘O woda JW 1 1,5
jezioro osad JO 0,05 nd
rzeka SLW 1 0,1
woda
k
rzexa SLO 0,05 nd
osad
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IV.2. Metody

IV.2.1. Oznaczanie liczebnos$ci hodowlanych frakcji mikroorganizméw metoda

plytkowa w badanych prébkach i izolacja szczepow opornych na ampicyline

Liczebno$¢ hodowlanych frakcji bakterii oznaczono metodg plytek tartych.
W celu oszacowania ogélnej liczebno$ci bakterii heterotroficznych wykorzystano podtoze
LA (1% NaCl, 1% pepton, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 15% agar, BTL). Natomiast do
okres$lenia liczebnosci bakterii Gram-ujemnych uzyto agaru MacConkeya (BTL).
Liczebno$¢ hodowlanych frakcji antybiotykoopornych bakterii oznaczono na wyzej
wymienionych podtozach z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml). W celu zahamowania
wzrostu grzybow do pozywek dodawano nystatyne (50 pg/ml).

Po 10 g osadu z rzeki lub jeziora dodawano do 90 ml sterylnego roztworu soli
fizjologicznej i wytrzgsano (120 rpm) przez 30 min. Natomiast pozostate probki (wod Soty
i jeziora, Sciekdw surowych i oczyszczonych oraz osadu czynnego) zageszczano poprzez
odwirowanie (1 litr), a otrzymywane osady zawieszano w 10 ml sterylnego roztworu soli
fizjologicznej. Ze wzgledu na uzyskiwanie duzej objetosci biomasy, osad czynny
zawieszano w 50 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej. Przygotowane zawiesiny
uzyto do sporzadzenia szeregow rozcienczen. Posiewy na odpowiednie podtoza
wykonywano z 5 wybranych rozcienczen w 5 powtoérzeniach. Ptytki inkubowano w 28°C
do 7 dni.

Wyniki z powtorzen technicznych usredniano, a uzyskane w ten sposob srednie
dla powtdérzen biologicznych wykorzystywano do analiz statystycznych (n=3). Liczbe
bakterii podawano w przeliczeniu na 1 ml wody lub 1 g suchej masy osadu, a koncowy
wynik wyrazono jako log jtk ml lub log jtk g s. m.™, gdzie jtk oznacza liczbe jednostek
tworzacych kolonie.

Uzyskane klasyczng metodg czyste kultury bakterii opornych na ampicyling
zostaly zamrozone z dodatkiem 15% glicerolu i przechowywane do dalszych analiz
w temperaturze -80°C.
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IVV.2.2. Oznaczanie liczby kopii genu 16S rRNA w badanych probkach

Metagenomowy DNA z probek osadow i wody (pobdr probek lato 2015)
izolowano za pomoca zestawow PowerSoil® DNA Isolation Kit i PowerWater® DNA
Isolation Kit (Mo Bio) wedlug dotaczonych protokotow. Jako§¢ wyizolowanego DNA
sprawdzano elektroforetycznie.

Liczbe kopii genu 16S rRNA oznaczano metodg tancuchowej reakcji polimerazy
w czasie rzeczywistym (qPCR). Do tego celu uzyto starterow zaprojektowanych przez
Edwardsa i in. (1989) pE (5’-AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG-3’) i pF’ (5-ACG
AGC TGA CGA CAG CCA TG-3") (Edwards i in., 1989). Do kontroli negatywnych
zamiast DNA dodawano ultraczysta wod¢. Odpowiednie rozcienczenia wyizolowanego
DNA zostaty uzyte do reakcji gPCR (20 ul) o sktadzie: 2 pul matrycowego DNA, 10 ul 2x
stezonego FastStart Essential DNA Green Master (Roche), 0,5 uM starterow pE i pF, 6 ul
sterylnej, ultraczystej wody. Program uwzglednial wstepng denaturacje (95°C, 10 min) i 28
cykli obejmujacych denaturacje (95°C, 10 s), przylaczanie starterow (57°C, 20 )
i elongacje (72°C, 30 s). Zastosowany FastStart Essential DNA Green Master (oprocz
polimerazy Taq i koniecznych do jej aktywnos$ci sktadnikéw) zawiera réwniez barwnik
SYBR Green I, specyficznie taczacy si¢ z dwuniciowym DNA. Sygnat emisji fluorescencji
wzrasta ze wzrostem st¢zenia produktu PCR i jest zbierany przez urzadzenie (Light
Cycler®96, Roche).

Liczbe¢ kopii genu 16S rRNA wyznaczono metoda wzgledng na podstawie
krzywej przygotowanej ze standardu (produkt reakcji PCR wklonowany w wektor
pTZ57R/T), ktora analizowano jednocze$nie z probkami. Uzyskane wyniki przeliczano
za pomocg narzedzia Light Cycler®96 Software oraz arkuszy kalkulacyjnych Microsoft®
Excel 2013.

IV.2.3. Amplifikacja fragmentu genu 16S rRNA

W celu sprawdzenia, czy preparat DNA zawiera inhibitory reakcji PCR
przeprowadzano wstepng amplifikacje zmiennego fragmentu (V3-V5) genu 16S rRNA
Z uzyciem pary starterow MF341 (5’- CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) (Muyzer i in.,
1993; Muyzer i Smalla, 1998) i MR907 (5’-CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT-3’) (Ishii
i in., 2000), ktorej dlugos¢ produktu wynosi 570 pz.
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W objetosci 25 pl przeprowadzano reakcje o sktadzie: 1 pl matrycowego DNA,
2,5 ul 10 x stezonego buforu, 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM kazdego ze starterow,
1 U polimerazy DNA Taq, 17,8 ul ultraczystej wody. Program uwzgledniat wstepna
denaturacje (94°C, 5 min) i 35 cykli obejmujacych denaturacje (94°C, 20 s), przytaczanie
starteréw (56°C, 20 s) i elongacje (72°C, 30 s). Koncowa elongacje (72°C) prowadzono
przez 5 min (Pacwa-Plociniczak i in., 2016). W kontroli negatywnej zamiast matrycowego
DNA stosowano ultraczystg wode. Kontrola pozytywna zawierata genomowy DNA E. coli
DH5a. Produkty reakcji PCR analizowano elektroforetycznie w obecnosci odpowiedniego

markera wielkosci (2% zele agarozowe).

IV.2.4. Detekcja genow warunkujacych opornosé na antybiotyki p-laktamowe metoda
PCR-DGGE

Detekcji genéw warunkujgcych oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe dokonano
za pomoca metody opartej na PCR, opracowanej przez Szczepanowskiego
I wspotpracownikow (2009).

Odwirowano 500 ml prébek sciekow surowych oraz osadu czynnego (4 700 rpm,
15 min). Z uzyskanej biomasy za pomocg zestawu Zymo Research Soil Microbe DNA
MiniPrep™ izolowano metagenomowy DNA wedtug dotaczonego protokotu. Jakosé DNA
sprawdzano elektroforetycznie. Uzyskany DNA wykorzystano w reakcji PCR o sktadzie:
2-4 ul matrycowego DNA, 2,5 ul 10 x stezonego buforu, 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTPs,
0,5 uM kazdego ze starteréw, 1 U polimerazy DNA Taq, 13,3-15,3 ul ultraczystej wody.
Program uwzglednial wstepng denaturacje (94°C, 4 min) 1 35 cykli obejmujacych
denaturacje (94°C, 1 min), przylaczanie starteréw (58°C, 1 min) i elongacje (72°C, 45 s).
Koncowg elongacj¢ (72°C) prowadzono przez 10 min (Szczepanowski i in., 2009). Zestaw
badanych gendéw i sekwencje wykorzystanych starterow zebrano w Tabeli 2. Produkty
reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie (4% zele agarozowe). Jako kontrole pozytywna
reakcji prowadzono ampifikacje genu blarem-1 na matrycy plazmidu pBR322. Do kontroli

negatywnej zamiast matrycowego DNA dodawano sterylnej, ultraczystej wody.
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Tabela 2. Geny warunkujace oporno$¢ na antybiotyki [-laktamowe
identyfikowane metodg PCR. Skroty: Amp — ampicylina, Atm — aztreonam, Car —
karbenicylina, Caz — ceftazydym, Cro — ceftriakson, Ctx — cefotaksym, Cxm — cefuroksym,
Fep — cefepim, Kf — cefalotyna, Mez — mezlocylina, Pen-G — penicylina G, Prl —
piperacylina, Tic — tykarcylina (za: Szczepanowski i in., 2009)

_— Spektrum
Nazwa Dtugose Klasyfi ka(fja substratow
Sekwencje starterow (F, R) kodowanej 3-
genu produktu laktamaz rozpoznawanych
a y przez enzym
cxm-4 - GGAGAAAAGTTCGGGAGGTC 155 Klasa A Amp, Ctx,
GCTTATCGCTCTCGCTCTGT Cxm, Atm
bla_ ~ CATTTTCGTGTCGCCCTTAT 167 Klasa A Amp, Pen-G
GGGCGAAAACTCTCAAGGAT
imp-2 CGGTTTGGTGGTTCTTGTAAA 200 Klasa B Amp, Ctx,
ATTCAGATGCATACGTGGGA Fep
imp-5  GTGGAACGCGGCTATAAAAT 186 Klasa B Amp, Ctx,
TAGCCAATAGCTAGCTCCGC Fep
imp-13 AGGAGCGGCTTTACCTGATT 198 Klasa B Cxm, Caz,
CGCTCCACAAACCAATTGAC Ctx, Cro,
Fep, Amp
ampC  CCTCTTGCTCCACATTTGCT 189 Klasa C Pen-G, Amp,
ACAACGTTTGCTGTGTGACG (cefalosporynaza) cefalosporyny
bla ., GGACCATCGTCATCGAGTCT 192 Klasa D Amp
ATTCGCAATCGAATACTGGG
oxa-46 ATGGCAATCCGATTCTTCAC 150 Klasa D Amp, Car,
ACGTTCGTCTGCAATAACGA Mez, Kf
oxa-50  CGAACGTACCGGTCTACCA 198 Klasa D Amp, Tic,
GGAATGGCAATTCTCCCTG Ctx, Prl, Kf,
Cxm
oxa-75 CGCTTCCATTTAGCCAAAAA 181 Klasa D Amp, Prl

AAGTTAAGGGAGAACGCTACAA
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Reakcje PCR, dla ktorych uzyskano specyficzne produkty powtdrzono
W objetosci 50 ul, tym razem startery F zawieraty klamr¢ GC (5°CGC CCG CCG CGC
CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCCG sekwencija startera F 37). Zawartos¢
poszczegodlnych sktadnikow reakcji  proporcjonalnie zwigkszono, a amplifikacje
prowadzono w warunkach jak uprzednio. Uzyskane produkty analizowano
elektroforetycznie w zelach agarozowych, a nastepnie uzyto do przeprowadzenia
elektroforezy w gradiencie czynnika denaturujgcego (DGGE, ang. denaturing gradient gel
electrophoresis). W tym celu przygotowano 10% zel poliakrylamidowy zawierajacy
mieszaning mocznika i formamidu stanowigca czynnik denaturujacy o gradiencie stezenia
wynoszacym od 35% do 65%. Elektroforeze prowadzono w buforze 1xTAE
w temperaturze 60°C przez 30 minut przy napieciu 200 V, a nast¢pnie przy napieciu 80 V
przez 17 godzin (DCode Universal Mutation Detection System, Bio-Rad). Po zakonczonej
elektroforezie, zel barwiono SYBR®™ Gold Nucleic Acid Gel Stain zgodnie z zaleceniami

producenta i analizowano w transilluminatorze Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad).
IV.2.5. Analiza elektroforetyczna DNA

Zele agarozowe (Prona) wybarwiano Midori Green (Nippon Genetics). Przy
naktadaniu probek DNA korzystano z barwnika obcigzajacego firmy Thermo Scientific.
Wykorzystywano nastepujace markery wielkosci: Lambda DNA/HindIIl Marker 2
(MHindIII), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, O’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Scientific). Rozdziat
elektroforetyczny DNA przeprowadzano w aparatach Mini-Sub® Cell GT Cell, Wide Mini-
Sub Cell GT Cell, Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad). DNA wizualizowano
w transilluminatorze Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad), a wyniki dokumentowano za pomoca

programu Image Lab.
IV.2.6. 1zolacja metagenomowego DNA do sekwencjonowania nowej generacji

Probki $Sciekdw oczyszczonych oraz wod z rzeki i jeziora pobierano w trzech
powtdrzeniach. Nastepnie powtdrzenia dla danego $rodowiska mieszano w réwnych
proporcjach, tworzac reprezentatywne probki. Natychmiast po przetransportowaniu do
laboratorium probki zwirowano w celu oddzielenia wigkszych czgstek (1 000 x g, 5 min,

4°C). Nastepnie przefiltrowano po 100, 250 i 500 ml tych probek (Sartorius, 0,45 um),
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po czym filtry zamrozono w -80°C. Filtry wykorzystano do izolacji metagenomowego
DNA za pomoca zestawow Metagenomic DNA Isolation Kit for Water (Epicentre®)
oraz PowerWater® DNA lIsolation Kit (Mo Bio) wedtug protokotéw dostarczonych
przez producentow.

Jakos¢ wyizolowanego metagenomowego DNA sprawdzano za pomoca
elektroforezy agarozowej oraz poprzez przeprowadzenie amplifikacji fragmentu genu 16S
rRNA z metagenomowym DNA jako matrcowym DNA. Czysto$¢ uzyskanych preparatow
DNA oznaczano spektrofotometrycznie (NanoDrop, Thermo Scientific), szacujac stosunek
absorbancji mierzonej przy dtugosciach fali 260 i 280 nm.

Stezenie metagenomowego dsDNA mierzono fluorymetrycznie (QuantiFlour™,
Promega) w obecnosci barwnika Quant-It™ PicoGreen® dsDNA (Quant-iT™ PicoGreen®

dsDNA Kit, Invitrogen) wedtug zatgczonego protokotu.
IV.2.7. Sekwencjonowanie nowej generacji

Dobrej  jako$ci  probki  metagenomowego DNA  zostaly  wystane
do sekwencjonowania nowej generacji (Genomed, Warszawa). DNA pofragmentowano
przy pomocy urzadzenia Covaris E210. Do przygotowania bibliotek wykorzystano zestaw
NEBNext® DNA Library Prep Master Mix Set for Illumina®, zgodnie z protokotem
producenta. Trzy probki (SEW, JW, SO) zsekwencjonowano na jednej $ciezce urzadzenia
[llumina HiSeq 4000 w technologii parowanych koncow (ang.: paired-end; PE), 2x101nt.
Jakos¢ uzyskanych odczytéw analizowano oprogramowaniem FastQC, natomiast

sekwencje adaptorowe usuni¢to w programie Trimmomatic (wersja 0.32).
IVV.2.8. Obrébka bioinformatyczna plikéw z odczytami sekwencji

Oba odczyty sekwencji z danej proby uzyskano w postaci dwoch odrebnych
plikow w formacie .fastq. Jakosciowe filtrowanie sekwencji przeprowadzono za pomoca
skryptu w jezyku PERL PE READ PREPARE.pl wedlug domyslnych ustawien
(Manojkumar Sumathiselvaraju) dostepnego w pakiecie Velvet (wersja 1.2.10, Zerbino
I Birney, 2008). Z uzyciem tego samego skryptu przygotowano pliki w formacie Multi-

FASTA, ktore postuzyty do dalszych analiz.
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IV.2.9. Oznaczenie bioréznorodnosci mikroorganizméw w metagenomach $ciekow

oczyszczonych oraz wodach jeziora i rzeki na podstawie sekwencji 16S rRNA

Do oznaczenia bior6znorodnosci w badanych metagenomach wykorzystano
pakiet Metaxa2 (wersja 2.1.3; Bengtsson-Palme i in., 2015b). Za pomoca Metaxa2
wyodrebniono sekwencje odpowiadajace sekwencjom matej podjednostki rybosomowej,
anastgpnie  wylonione sekwencje klasyfikowano do odpowiednich jednostek
taksonomicznych. Poszczegélne taksony zliczono przy uzyciu Metaxa2 Taxonomic
Traversal Tool, a pliki wynikowe z tego narzedzia postuzyly to utworzenia wspolnych
matryc z danymi dla wszystkich analizowanych metagenomow z wykorzystaniem Metaxa2
Data Collector. Krzywe rarefakcji dla 7 kategorii taksonomicznych (1 = domena, 2 = typ, 3
= klasa, 4 = rzad, 5 = rodzina, 6 = rodzaj, 7 = gatunek) otrzymano w programie Metaxa2
Rarefaction Analysis. Porownania sktadu populacji migdzy poszczegdlnymi probkami
dokonano za pomoca Metaxa2 Uniqueness of Community Analyzer. Do tego celu
wykorzystano metod¢ ilosciowa Bray-Curtisa (Bray-Curtis dissimilarity). Wymienione
programy do tworzenia krzywych rarefakcji oraz do pordwnania sktadu populacji stosuja
reprobkowanie.

Do poréwnania udziatu poszczegodlnych taksondw migdzy metagenomami liczbe
sekwencji genu 16S rRNA w danej probce przeliczano na liczbg wszystkich sekwencji
dobrej jakosci uzyskanych dla tej probki i mnozono razy 1 000 000 (16S rRNA/L min
odczytow).

W celu oceny bior6znorodnosci zespotow bakterii zasiedlajacych badane
srodowiska w analizowanych metagenomach wyznaczono: indeks Shannona (H’),
maksymalng warto$¢ indeksu Shannona (H’ max), niedostatek rownocenno$ci — wyrazona
w procentach warto$¢ wypehienia strukturalnych mozliwosci zbiorowiska (Vd), indeks
MacArthura — liczba taksonow w zbiorowisku, dla ktorego dany indeks przyjatby wartos$é
maksymalng (E), a takze wyrazony w procentach niedostatek bogactwa taksonow (Ps)

(Chomczynska i in., 2011).
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I1V.2.10. Oznaczenie gen6w warunkujacych opornos¢ na antybiotyki w metagenomach

sciekéw oczyszczonych oraz wodach jeziora i rzeki

Uzyskane sekwencje ttumaczono na sekwencje aminokwasowe i poréwnywano
z sekwencjami biatek warunkujacych opornos¢ na antybiotyki zebranymi w bazie danych
CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, wersja 1.1.5; Jia i in., 2016).
Dodatkowo z danych dostepnych w bazie Protein NCBI przygotowano bazg¢ sekwencji
aminokwasowych integraz 1 klasy zidentyfikowanych w genomach plazmidowych (intl1).

Poré6wnan dokonywano za pomoca pakietu Vmatch (Kurtz, 2016;
http://www.vmatch.de/; wersja 2.2.5). Bazy sekwencji w formacie multi-FASTA
indeksowano programem Mkvtree, a nastgpnie poréwnywano z sekwencjami (query)
badanych  metagenomow. Program  Vmatch najpierw tlumaczyt sekwencje
metagenomowego DNA na sekwencje biatkowe, uzywajac kodonow bakteryjnych (funkcja
-dnavsprot 11), a nastgpnic poréwnywal je z sekwencjami aminokwasowymi
w zindeksowanych bazach sekwencji CARD lub intll. Minimalng dlugo$¢ dopasowania
sekwencji wyznaczono na 20 aminokwasow przy minimum 90% identycznosci, zezwalajac
na maksymalnie 2 niesparowane aminokwasy (opcje -1 20 -identity 90 -h 2).

Aby moéc porownywac udziat ARGs pomigdzy probkami, liczbe uzyskanych
ARGs dla danej probki przeliczano na liczbg gendow 16S rRNA zidentyfikowanych w tej

probcee.
IvV.2.11. Izolacja plazmidowego DNA
1vV.2.11.1. Izolacja plazmidowego DNA na mala skale

Odwirowywano 4 ml nocnej hodowli bakterii (12 000 rpm, 22°C, 30 s), a komorki
zawieszano w 100 pl roztworu I (50 mM Tris/HCI o pH 8,0, 10 mM EDTA). Nastepnie
dodawano 200 pl roztworu II (1% SDS, 0,2 M NaOH) i1 prowadzono liz¢ przez 5 min.
Mieszaning neutralizowano 150 pl 3M octanu potasu (pH 5,3), po czym odwirowywano
(12 000 rpm, 4°C, 15 min). Pobrany supernatant ekstrahowano 1 objetoscig mieszaniny
fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (ROTI®-Phenol, Carl Roth). DNA wytracano 0,6
objetosci izopropanolu, a po zwirowaniu (12 000 rpm, 22°C, 5 min) osad przeptukiwano

70% etanolem. Po osuszeniu osad zawieszano w 50 pl buforu TE z RNazg (2 ul RNazy A
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(10 mg/ml) na 1 ml TE) i inkubowano przez 15 min w 37°C. RNaz¢ inaktywowano

w temp. 80°C przez 20 min.
1vV.2.11.2. Egzogenna izolacja plazmidowego DNA na drodze koniugacji

W przeprowadzanej koniugacji bakterie obecne w pobranych probkach wad,
Sciekow i osadow stanowily dawcow plazmidow. Hodowle komoérek biorcy (E. coli RifR)
w fazie logarytmicznego wzrostu mieszano z réwng objetoscig §wiezo pobranych probek
wody, $ciekow lub osadow. Biomas¢ odwirowywano, zawieszano w pozywce LB
i inkubowano przez noc bez wytrzgsania. Nast¢pnie odpowiednie rozcienczenia
mieszaniny koniugacyjnej wysiewano na podtoze zawierajace odpowiednie czynniki
selekcyjne (50 pg/ml rifampicyny, 100 pg/ml ampicyliny). Dodatkowo w celu

zahamowania wzrostu grzybow do podtoza dodawano nystatyne (50 pg/ml).
1vV.2.11.3. Egzogenna izolacja plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej

Izolacje plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej przeprowadzano
bezposrednio z probek Srodowiskowych oraz z hodowli wzbogaconych (podtoze LB
z dodatkiem ampicyliny i nystatyny zaszczepiano badang probg). Po 25 ml proby lub
hodowli wzbogaconej odwirowywano (12 000 rpm, 4°C, 10 min), a komorki zawieszano
w 1,8 ml roztworu | (50 mM Tris/HCI o pH 8,0, 10 mM EDTA, lizozym 5 mg/ml)
I inkubowano przez 60 min w 30°C. Nastepnie po dodaniu 3,6 ml roztworu Il (1% SDS,
0,2 M NaOH) prowadzono liz¢ w tazni lodowej przez 5 min. Mieszaning neutralizowano
2,7 ml 3M zimnego octanu potasu (pH 5,3), po czym kontynuowano inkubacj¢ w tazni
lodowej przez kolejne 5 minut. Po odwirowaniu (12 000 rpm, 4°C, 10 min) supernatant
przenoszono do $wiezych gilz i probki ekstrahowano najpierw 1 objetoscig mieszaniny
fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (ROTI®-Phenol, Carl Roth), a nastepnie
1 objetoscia chloroformu. DNA wytragcano 2 objetosciami 96% etanolu, a po zwirowaniu
(12000 rpm, 22°C, 10 min) osad przeptukiwano 70% etanolem. Po osuszeniu osad
zawieszano w 500 ul buforu TE z RNazg (2 ul RNazy A (10 mg/ml) na 1 ml TE)
i inkubowano w temperaturze 37°C przez noc. Probki ekstrahowano 1 objetoscig ROTI®-
Phenol, a nastepnie wytragcano DNA 1/10 objetosci 3M octanu potasu i 3 objetosciami 96%
etanolu. Probki inkubowano w -20°C przez godzing i wirowano przez 30 min (12 000 rpm,

4°C). Uzyskany osad przeplukiwano 70% etanolem, suszono i zawieszano W 30-50 pl
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buforu TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA). Wyizolowany ta metoda plazmidowy DNA

wprowadzano do komorek E. coli DH5a.
1vV.2.12. Transformacja komorek E. coli plazmidowym DNA

1vV.2.12.1. Przygotowanie komorek kompetentnych z uzyciem chlorku rubidu

Zalozono ptynng hodowle biorcy poprzez zaszczepienie 50 ml podioza LB
pojedyncza kolonig E. coli DH5a. Po nocnej inkubacji (130 rpm, 37°C) przeniesiono 5 ml
hodowli do 100 ml pozywki SOB (20 g/l pepton, 5 g /I ekstrakt drozdzowy, 0,6 g/l NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, pH 7). Hodowle prowadzono (160 rpm, 37°C) do momentu
uzyskania gestosci optycznej mieszczacej sie¢ w zakresie 0,6-0,8 (spektrofotometr Genesys
20 Thermo Spectronic). Nast¢pnie rozdzielono ja do dwoch schtodzonych probowek typu
falcon i inkubowano w tazni lodowej przez 15 min. Proboéwki wirowano (2000 rpm,
15 min, 4°C, wiréwka Sigma 4-16K), a uzyskang biomas¢ zawieszono w 16,66 ml
zimnego, sterylnego roztworu RF1 (100 mM RbCI, 50 mM MnCl> x 4H.O, 30 mM
CH3COOK, 10 mM CaCl>x2H.0, 15% (w/v) glicerol, ultraczysta woda do 1000 ml,
pH 5,8) i inkubowano w tazni lodowej przez 30 min. Po inkubacji komorki odwirowano
jak uprzednio, a nastepnie kazdy osad zawieszono w 4 ml zimnego roztworu RF2 (10 mM
RbCI, 10 mM MOPS, 73 mM CaClx2H20, 15% (w/v) glicerol, ultraczysta woda do 1000
ml, pH 6,8), po czym kontynuowano inkubacj¢ w tazni lodowej przez kolejne 15 min.
Uzyskane w ten sposob komorki kompetentne porcjowano po 100 ul do schtodzonych

probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -80°C.

1vV.2.12.2. Przygotowanie komoérek kompetentnych z uzyciem chlorku wapnia

Hodowle komorek E. coli DH5a lub S17-1 o odpowiedniej ggstosci optycznej
przygotowywano tak, jak w metodzie z chlorkiem rubidu. Nastepnie inkubowano ja
w tazni lodowej przez 10 min i odwirowywano (4 000 rpm, 10 min, 4°C). Biomas¢
zawieszano w 20 ml zimnego, sterylnego 0,1 M roztworu CaCly, chtodzono przez kolejne
10 min i odwirowywano jak uprzednio. Komorki zawieszano w 2 ml zimnego roztworu
chlorku wapnia i porcjowano po 100 ul do schtodzonych probowek typu Eppendorf.

Kompetentne komorki natychmiast wykorzystywano do transformacji.
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1vV.2.12.3. Transformacja komoérek kompetentnych E. coli DH5a/S17-1 metodg szoku

cieplnego

Do 100 pl kompetentnych komoérek dodawano po 5 pl probki z wyizolowanym
DNA. Po 30-minutowej inkubacji w tazni lodowej, przeprowadzano szok cieplny (42°C, 2
min). Po tym czasie proboéwki ponownie umieszczano w tazni lodowej na 2 min,
a nastepnie do kazdej z nich dodawano po 500 ul pozywki LB lub SOC (podtoze SOB, 20
mM glukozy). Komérki namnazano (37°C, 120 rpm, 60 min), po czym odwirowywano
przez 15 s przy 12 000 rpm, a osad zawieszano w 100 ul sterylnej soli fizjologiczne;.
Tak przygotowang zawiesing wysiewano na podloza z odpowiednimi czynnikami
selekcyjnymi i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C. Jako kontrole biorcy
przygotowywano dodatkowa probowke zawierajaca 100 ul komorek kompetentnych i 20
ul sterylnej, ultraczystej wody. Jako$¢ komorek kompetentnych sprawdzano poprzez

transformacj¢ plazmidem pBR322.

1vV.2.12.4. Przygotowane komorek elektrokompetentnych

500 ml podioza LB inokulowano 5 ml nocnej hodowli E. coli i wytrzasano
(160 rpm, 37°C) az do uzyskania gestosci optycznej 0,5-0,7 przy dtugosci fali 600 nm.
Hodowle chtodzono w tazni lodowej przez 20 min i od tej pory wszystkie etapy byly
prowadzone w temperaturze ok. 0°C. Komorki na przemian, czterokrotnie odwirowywano
(4000 x g, 15 min) i zawieszano w malejacych objgtosciach zimnego 10% roztworu
glicerolu (odpowiednio 500 ml, 250 ml, 20 ml, 1-2 ml). Przygotowane w ten sposob
komorki elektrokompetentne porcjowano po 40 pl do probowek typu Eppendorf,

zamrazano w suchym lodzie i przechowywano w -80°C.

1V.2.12.5. Elektroporacja

Do rozmrozonych w tazni lodowej elektrokompetentnych komoérek dodawano 1-
2 ul plazmidowego DNA i inkubowano 1 min, a nastgpnie przenoszono do schtodzonych
kuwet 0,2 cm. Elektroporacje przeprowadzano w aparacie MicroPulser (BIO-RAD)
z uzyciem zdefiniowanych programéow (Ec2 lub Ec3). Traktowanymi pulsem elektrycznym
komoérkami natychmiast inokulowano 1 ml podtoza SOC, po czym cato$¢ przenoszono do

nowych probowek typu Eppendorf. Komorki namnazano przez 60 min (300 rpm, 37°C),
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odwirowywano i zawieszano w 100 pl sterylnego roztworu soli fizjologicznej, a nastepnie

wysiewano na podtoze z odpowiednimi czynnikami selekcyjnymi.
1V.2.13. Charakterystyka wyizolowanych plazmidow

1vV.2.13.1. Analiza restrykcyjna plazmidow

Do analizy restrykcyjnej wykorzystywano plazmidowy DNA izolowany metoda
na matg skalg oraz nastgpujace enzymy: Dral, EcoRI, Hindlll, Pstl, Pvul, Scal, Xbal, Xhol

(ThermoFisher Scientific). Przygotowywano mieszaniny restrykcyjne o sktadzie:

plazmidowy DNA 10 ul
enzym 0,5 ul
bufor 2 ul
H20 7,5 ul.

Cigcie enzymatyczne przeprowadzano w tazni wodnej (37°C, 90 min), po czym

produkty analizowano elektroforetycznie (1,5% agarozowe zele).

1VV.2.13.2. Oznaczanie replikonéw metoda multipleks PCR

Replikony typowano za pomoca serii reakcji PCR zaproponowanych przez
Carattoli i in. (2005). Metoda ta pozwala na identyfikacj¢ replikonéw wystepujacych
na plazmidach nalezagcych do najwazniejszych grup niezgodnosci plazmidoéw
obserwowanych u Enterobacteriaceae. Carattoli i in. (2005) opracowali pig¢ reakcji typu
multipleks 1 trzy pojedyncze reakcje, ktore umozliwiaja identyfikacje 18 grup
niezgodnosci: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-1g, L/M, N, P,W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F
i FIA.

W trakcie wykonywania pracy doktorskiej nie dysponowano kolekcjg plazmidow
nalezacych do wszystkich badanych grup niezgodnosci, ktore stuzytyby jako matrycowy
DNA w kontrolach pozytywnych reakcji. W celu wykluczenia ewentualnego wptywu
zanieczyszczen w matrycowym DNA na brak produktu PCR, preparat plazmidowego
DNA byt najpierw wykorzystywany jako matrycowy DNA w amplifikacji fragmentu genu
16S rRNA. Nastgpnie wyniki metody PCR analizowano elektroforetycznie. Dodatkowo
wybrane produkty amplifikacji fragmentow replikonow wystano do sekwencjonowania

w celu sprawdzenia specyficznosci reakcji.
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Jako$¢ otrzymanych chromatograméw analizowano w programie Chromas, po czym

dobrej jakosci sekwencje porownano z sekwencjami w bazach danych NCBI za pomoca

narz¢dzia BLAST.

1VV.2.13.3. Oznaczanie profili lekoopornosci kodowanych przez plazmidy

Do oznaczenia profili lekoopornosci niesionych przez badane plazmidy
wykorzystano paski gradientowe firmy Liofilchem®. Test przeprowadzono zgodnie
z zalagczonym protokotem w dwoch powtdrzeniach. Profile AR niesione przez plazmidy
poréwnywano z profilem uzyskanym dla nietransformowanych komoérek E. coli DHS5a.
Sprawdzono oporno$¢ transformantdéw na nastgpujace antybiotyki: amikacyna (AK),
ampicylina (AMP), ceftazydym (CAZ), ciprofloksacyna (CIP), gentamycyna (CN),
meropenem (MRP), kolistyna (CS).

1V.2.13.4. Oznaczenie zdolnosci plazmidow do transferu koniugacyjnego

Hodowle dawcow (transformantow E. coli DHS5a niosgcych plazmidy
opornosciowe) i biorcow (E. coli RFP KmRRifR) mieszano w stosunku 1:1 i wysiewano na
plytki z podlozem LA. Po nocnej inkubacji komoérki splukiwano i odpowiednie
rozcienczenia wysiewano na ptytki z podtozem LA z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml),
kanamycyny (50 pg/ml) i rifampicyny (50 pg/ml). Dodatkowo okreslano miano biorcy
poprzez wysianie mieszaniny koniugacyjnej na podloze z kanamycyng i rifampicyna.
Dos$wiadczenie przeprowadzano w trzech powtoérzeniach. Czestos¢ koniugacji obliczano
jako stosunek liczby wyrostych transkoniugantow do miana biorcy. Podczas trwania
doswiadczenia nie zaobserwowano Spontanicznych mutantow biorcy. W celu
potwierdzenia przeniesienia plazmidow, z wybranych transkoniugantéw izolowano

plazmidowy DNA (metoda na mata skalg), ktory analizowano elektroforetycznie.
1V.2.13.5. Ocena mobilizowalnos$ci plazmidéw

Plazmidy, ktore nie byly zdolne do wlasnego transferu zostaty przeniesione
do komérek E. coli S17-1 (Tra®, Str®) za pomoca szoku termicznego. Nastepnie
przeprowadzano koniugacje tych komoérek z biorcg E. coli RFP KmRRifR wedhug protokotu
opisanego powyzej. Podczas trwania dos§wiadczenia nie zaobserwowanoO spontanicznych

mutantoéw biorcy.
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1V.2.13.6. Oznaczanie zakresu gospodarzy plazmidéw koniugacyjnych

Przeprowadzono koniugacje komoérek E. coli DH5a niosgcych plazmidy zdolne
do wiasnego transferu z Agrobacterium tumefaciens (RFP KmRRif®) wedtug protokotu
opisanego wyzej. Podczas trwania do$wiadczenia nie zaobserwowano spontanicznych

mutantéw biorcy.

1V.2.13.7. Identyfikacja elementow transpozycyjnych niosacych opornos¢ na ampicyling

za pomocg wektora pulapkowego

Do identyfikacji funkcjonalnych elementéw transpozycyjnych zastosowano
wektor putapkowy pMAT1 (KmR, kaseta selekcyjna sacB) (Szuplewska i Bartosik, 2009).
Zlokalizowana na nim kaseta selekcyjna sacB koduje enzym Kkatalizujacy rozktad
sacharozy do toksycznych dla bakterii lewanéw. Wzrost gospodarza tego wektora
na podtozu z sacharozg jest mozliwy tylko w przypadku inaktywacji genu sacB, do ktore;j
moze dojs¢ wskutek wlaczenia elementu transpozycyjnego lub mutacji.

Plazmid pMAT1 wprowadzono metoda z szokiem cieplnym do komorek E. coli
DHS5a niosgcych badane plazmidy. Zdolne do wzrostu w obecnosci ampicyliny 1 sacharozy
transformanty zmywano z podtoza i uzywano do izolacji plazmidow metoda na matg skalg.
Tymi plazmidami transformowano kompetentne komoérki E. coli DHSa (komorki
przygotowano metodg z chlorkiem wapnia), ktore nastepnie wysiewano na podioze LA

Z ampicyling 1 kanamycyng.
1V.2.14. Analiza statystyczna wynikéw

Do poréwnania liczby kopii genu 16S rRNA w poszczegdlnych probkach (QPCR)
oraz oceny liczebnosci hodowlanych frakcji mikroorganizméw w danym roku (metoda
ptytkowa), wykorzystano odpowiednio jednoczynnikowg oraz dwuczynnikowa analize
wariancji ANOVA. Natomiast do poréwnania liczebnosci mikroorganizmow
obserwowanej w latach 2014 i1 2015 zastosowano trojczynnikowa analize wariancji
ANOVA. Istotne statystyczne réznice (p<0,05) oceniano w oparciu o test post-hoc,
dokonujgc obliczen najmniejszych istotnych roznic (NIR) z zastosowaniem programu
STATISTICA® w wersji 12.0 PL. Warto$ci na wykresach s3 $rednimi z trzech powtdrzen

+ odchylenie standardowe (nie dotyczy wynikow sekwencjonowania nowej generacji).
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Wykresy i pozostate obliczenia wykonano z zastosowaniem arkuszy kalkulacyjnych
Microsoft®Excel 2013.
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V. WYNIKI

V.1. Liczebno$¢ hodowlanych frakcji bakterii w probkach

Z oczyszczalni Sciekow, a takze wod i osadow jeziora i rzeki

Liczebno$¢ hodowlanych frakcji bakterii oznaczong w 2014 roku przedstawiono
na Rys. 7. Analiza wariancji wykazala, ze za 87% zmiennosci pomiedzy liczebnos$cig
poszczegolnych frakcji mikroorganizméw w probkach odpowiadato srodowisko. Rodzaj
zastosowanego podtoza oraz dodatek antybiotyku wyjasniaja odpowiednio 5% oraz 5,5%
obserwowanej zmienno$ci. Najwyzsza liczebno$¢ poszczegolnych frakcji bakterii
obserwowano w probkach pochodzacych z oczyszczalni $ciekOw, natomiast najnizsza
w probkach wody z rzeki i jeziora. Stwierdzono, ze zardwno ogélna liczebnos$¢ bakterii,
liczebno$¢ bakterii Gram-ujemnych, jak i frakcji opornych na ampicyling byty istotnie
redukowane (p<0,001) w procesie oczyszczania S$ciekéw. Ogolna liczebnos¢ bakterii
heterotroficznych w $ciekach oczyszczonych byla mniejsza o dwa rzedy wielkosci
od liczebnosci obserwowanej w $ciekach surowych i wynosita 2,8x10%+8,6x10° jtk ml™,
Liczebnos$¢ wszystkich badanych hodowlanych frakcji bakterii byla istotnie statystycznie
wyzsza w osadach Soly niz w osadach jeziora. Podobng sytuacje obserwowano

w przypadku probek wody Soty i jeziora.
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® Ogolna liczebnos¢ bakterii heterotroficznych 2014
W Liczebnos¢ bakterii heterotroficznych opornych na ampicyline 2014
1 Liczebnos$¢ bakterii Gram-ujemnych 2014

Liczebnos¢ bakterii Gram-ujemnych opornych na ampicyline 2014

Rys. 7. Liczebno$¢ hodowlanych frakcji bakterii w badanych probkach w 2014
roku. Kolumny w obrebie frakcji mikroorganizméw oznaczone réznymi literami wykazuja

istotne statystycznie roznice (ANOVA n=3, p<0,001)

W 2015 roku okreslono og6lng liczebnos¢ bakterii heterotroficznych, w tym
opornych na ampicyling, uzywajac odpowiednio podtoza LA bez ampicyliny oraz z tym
antybiotykiem (100 pg/ml) (Rys. 8).

Analiza wariancji wykazata, ze za 91% zmienno$ci pomiedzy liczebnoscia
poszczegbdlnych frakcji mikroorganizméw w probkach odpowiadalo $rodowisko.
Natomiast termin poboru probek odpowiadat za 0,3% obserwowanej zmiennosci.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic pomig¢dzy wyznaczong w obu latach
liczebnoscia bakterii opornych na ampicyling w $ciekach surowych oraz ogodlna
liczebnoscig bakterii heterotroficznych w osadzie czynnym. W roku 2015 zaobserwowano
znaczny wzrost liczebnosci bakterii opornych na ampicyling w osadach jeziora,
co przetozylo si¢ na wzrost warto$ci udziatu procentowego tych bakterii w ogdlnej

liczebnos$ci bakterii heterotroficznych do 31% (Rys. 9). Podobnie udziat heterotroficznych
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bakterii opornych na ampicyling wzrést w ciggu roku z 4,7% do 17,5% w probkach

$ciekéw oczyszczonych. Najwickszy udziat (39%) bakterii Gram-ujemnych opornych na

ampicyling zaobserwowano w osadzie czynnym. Co interesujace udziat tej frakcji bakterii

byt wyzszy w wodach rzeki i jeziora niz w $ciekach surowych.

log jtk mI? lub g. s. m. osadu!

m Ogolna liczebnos¢ bakterii heterotroficznych 2014
m Ogolna liczebnos¢ bakterii heterotroficznych 2015

I Liczebnos¢ bakterii heterotroficznych opornych na ampicyline 2014

i Liczebnos¢ bakterii heterotroficznych opornych na ampicyling 2015

scieki surowe osad czynny Scieki Sofawoda jeziorowoda Sofaosad jezioro osad
oczyszczone

Rys. 8. Ogolna liczebno$¢ bakterii heterotroficznych, w tym opornych na

ampicyling w latach 2014 i 2015. Kolumny w obrgbie frakcji mikroorganizméw oznaczone

réznymi literami wykazuja istotne statystycznie roznice (ANOV A n=3, p<0,001)
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Rys. 9. Procentowy wudzial poszczegdlnych frakcji  bakterii  opornych
na ampicyling w sezonach 2014 12015

V.2. lIzolacja ampicylinoopornych szczepow

Ze wszystkich badanych srodowisk wyizolowano tacznie 490 szczepéw opornych
na ampicyling, ktore sg przechowywane w temperaturze -80°C, stanowigc katedralng

kolekcje antybiotykoopornych szczepow srodowiskowych.

V.3. Oznaczenie liczby kopii genu 16S rRNA w metagenomach wody,

sciekow i osadow

Liczbe kopii genu 16S rRNA w badanych probkach oznaczono technika qPCR
(Rys. 10). Analiza wariancji wykazata, ze podczas procesu oczyszczania $ciekow dochodzi
do istotnej statystycznie redukcji liczby kopii badanego genu (ANOVA, n=3, p<0,001).
Liczba kopii genu 16S rRNA zostala obnizona o rzad wielkosci z 2,97x10%+1,21x10° ml*
w $ciekach surowych do 2,94x10%+1,28x10®8 ml1 w $ciekach oczyszczonych.
Nie stwierdzono istotnych rdznic pomiedzy zawartoscig kopii badanego genu w probkach
sciekdw oczyszczonych oraz wod jeziora 1 rzeki. Wsrdd probek osadu najwiecej kopii

badanego genu zaobserwowano w osadzie czynnym (3,82x10M+1,1x10g s. m. D).
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Pozostate dwie probki osadu z rzeki i1 jeziora nie réznily sie istotnie od siebie pod

wzgledem analizowanego parametru.
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Rys. 10. Liczba kopii genu 16S rRNA w metagenomach badanych $rodowisk
oznaczona metoda qPCR. Kolumny oznaczone ro6znymi literami wykazujg istotne

statystycznie réznice (ANOV A n=3, p<0,001)

V.4. Detekcja genow warunkujacych opornos¢ na antybiotyki

p-laktamowe w metagenomach $ciekow surowych i osadu czynnego

W 2013 roku dokonano detekcji genow warunkujacych opornos¢ na antybiotyki
B-laktamowe w metagenomach izolowanych ze $ciekow surowych i osadu czynnego.
Do tego celu zastosowano metode opracowana przez Szczepanowskiego i in (2009).
Wyniki przeprowadzonych reakcji PCR zebrano w Tabeli 3. Stwierdzono obecno$¢ genow
kodujacych 3 z 4 klas B-laktamaz. Lacznie wykryto 7 sposréd 10 badanych ARGs.
Pie¢ ARGs wystgpowalo w obu probkach, natomiast 2 byty unikalne dla poszczegdlnych
probek. Gen imp-5 wystepowal tylko w osadzie czynnym, natomiast gen oxa-75
zidentyfikowano tylko w $ciekach surowych. Wykryte w probkach z oczyszczalni Sciekow
geny warunkujag oporno$¢ na co najmniej 11 antybiotykéw p-laktamowych, w tym

ampicyling.
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Tabela 3. Zestawienie wynikéw reakcji PCR. Skroty: Amp — ampicylina, Atm —
aztreonam, Car — karbenicylina, Caz — ceftazydym, Cro — ceftriakson, Ctx — cefotaksym,
Cxm — cefuroksym, Fep — cefepim, Kf — cefalotyna, Mez — mezlocylina, Pen-G —

penicylina G, Prl — piperacylina, Tic — tykarcylina, SS — §cieki surowe, OCZ — osad

czynny
Klasyfikacja
) Spektrum )
Nazwa genu kodowanej - SS 0OCz
substratow
laktamazy
ctx-m-4 Klasa A Amp, Ctx,
Cxm, Atm
bla_,, , Klasa A Amp, Pen-G - -
imp-2 Klasa B Amp, Ctx, Fep + +
imp-5 Klasa B Amp, Ctx, Fep - +
imp-13 Klasa B Cxm, Caz, Ctx,
+ +
Cro, Fep, Amp
ampC Klasa C Pen-G,
+ +
(cefalosporynaza)  cefalosporyny
bla ., Klasa D Amp + +
oxa-46 Klasa D Amp, Car,
+ +
Mez, Kf
oxa-50 Klasa D Amp, Tic, Ctx,
Prl, Kf, Cxm
oxa-75 Klasa D Amp, Prl + -

Poniewaz jako matryce w reakcji PCR stosowano metagenomowy DNA
wyizolowany z badanych probek, za pomoca techniki PCR-DGGE sprawdzono, czy

w otrzymanych produktach reakcji PCR znajdowata si¢ jedna, dominujagca w populacji
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bakterii sekwencja danego genu, czy tez znajdowata si¢ mieszanina réznych wersji genow

pochodzacych z ré6znych bakterii.
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Rys. 6. Produkty amplifikacji rozdzielone -elektroforetycznie w gradiencie
czynnika denaturujacego. M — marker 1kb, 1 — OCZ imp-2, 2 — OCZ imp-5, 3 — OCZ imp-
13, 4 — OCZ blanpsz, 5 — OCZ oxa-46, 6 — SS imp-13, 7 — SS blangsz, 8 — SS oxa-46, 9 — SS
ampC, 10 — SS oxa-75, 11 — K. poz.; a,b sekwencje unikalne dla osadu czynnego. Skroty:

SS — écieki surowe, OCZ — osad czynny

Wyniki tej metody potwierdzity obecnos¢ wielu roznych sekwencji tego samego
genu w badanych metagenomach. Intensywno$¢ i umiejscowienie prazkéw wskazuja, ze w

obu probkach dominowaly te same sekwencje. Ponadto w przypadku genu oxa-46
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stwierdzono obecnos¢ dodatkowych wariantow sekwencji w osadzie czynnym (zaznaczone

na Rys. 6 literami a, b), ktorych nie zaobserwowano w $ciekach surowych.

V.5. Wyniki sekwencjonowania nowej generacji

W wyniku sekwencjonowania trzech badanych metagenoméw na jednej $ciezce
urzadzenia HiSeq 4000 uzyskano tgcznie 62 Gpz, co odpowiadato 615 547 568 odczytom,
z czego 70% (432 407 090) stanowity sekwencje dobrej jakosci (Tabela 4).

Tabela 4. Podsumowanie wynikow sekwencjonowania probek $ciekow

oczyszczonych oraz wod rzeki i jeziora

2 £ <
L .- o S P
= 2 2 2 <ZE d <
o e

S 8% 22 £ & g < . 8
& 2 < N x ) o0 o 8 O 3
oxX > ST 2D = D e = > 8 x 8

= & o =~ O o O [92] =) © © ° S
Prébka 4 > O 1 o X o [(7p] = — — O < = <
Sola woda 196 262 972 137 365782 69,99 58996 0,04 57568 419 74584 0,05 1,30
jezioro woda 212 636 438 147692032 69,46 26062 0,02 21688 147 40329 0,03 1,86

Scieki oczyszczone 206 648 158 147 349276 71,30 19455 0,01 18248 124 42542 0,03 2,33

V.5.1. Oznaczenie bior6znorodnosci w metagenomach sciekow oczyszczonych

oraz wod jeziora i rzeki

Za pomoca programu Metaxa2 z sekwencji uzyskanych dla $ciekow
oczyszczonych oraz wod rzeki i jeziora wyodrgbniono odpowiednio 19 455, 58 996
1 26 062 odczytow/y odpowiadajacych/e fragmentom gendéw rRNA matej podjednostki
rybosomu (SSU, Small Subunit) (Tabela 4). 83-98% tych odczytow zostalo
zidentyfikowanych jako fragmenty bakteryjnego genu 16S rRNA (Rys. 11). Laczny udziat
sekwencji SSU archeonéw, eukariotow i genoméw mitochondrialnych w poszczegdlnych
metagenomach wynosit ponizej 2%. Najwyzszy udzial sekwencji SSU pochodzacych

z genomow chloroplastowych obserwowano w wodzie jeziora i siggat on 14,7%.
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Rys. 11. Udziat zidentyfikowanych sekwencji SSU rRNA w badanych

metagenomach

Liczba sekwencji odpowiadajacych genowi 16S rRNA w przeliczeniu na 1 min
odczytéow (16S rRNA/L mIn odczytow) w metagenomie wod Soty byta $rednio 3 razy
wyzsza niz w dwoch pozostatych probkach (Tabela 4).

Na podstawie otrzymanych krzywych rarefakcji (Rys. 12) do pordwnania
bioréznorodnosci migdzy badanymi probkami wybrano range typéw mikroorganizmow.
Wysycenie krzywych rarefakcji w pozostatych kategoriach taksonomicznych zebrano
w Tabeli 5.

a
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Rys. 12. Krzywe rarefakcji. a — Sota woda, b — jezioro woda, ¢ — Scieki
oczyszczone. (Krzywe obserwowanej liczby taksonow pokrywaja sie¢ z krzywymi dla
modelowanej i teoretycznej maksymalnej liczby taksonow)
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Tabela 5. Stopien wysycenia krzywych rarefakcji (obserwowana vs modelowana

liczba taksonow) W poszczegolnych rangach taksonomicznych

ranga taksonomiczna

probka domena typ klasa rzad rodzina rodzaj gatunek
Sota woda 100% 100% 100%  98% 98% 90% 62%
jezioro woda 100% 100% 98% 92% 87% 87% 79%
scieki oczyszczone 100% 100% 98% 96% 92% 80% 79%

Na Rys. 13 przedstawiono wyniki metody Bray-Curtisa opisujace podobienstwo
pomiedzy badanymi metagenomami w obrebie typéw mikroorganizmow. Na poziomie tej
rangi systematycznej wszystkie badane probki roznity si¢ istotnie statystycznie od siebie
(p<0,001). Pod wzgl¢dem analizowanych grup taksonomicznych najbardziej roznit sie

mikrobiom wod jeziora od mikrobiomu wod Soty.

grupy
jezioro Sota $cieki probki
woda woda  oczyszczone
0,34 - 0,54 .
etk jezioro woda
gff 0,34 a'fz Sota woda
0,46 0,55 0,34 $cieki
Hx FrE oczyszczone

Rys. 13. Srednie wartosci metryki Bray-Curtisa (im nizsza warto$é, tym bardziej
podobne probki) dla typow bakterii. Gwiazdkami oznaczono statystycznie istotne réznice

mig¢dzy porownywanymi metagenomami (p<0,001)

Zgodnie z wynikami metryki Bray-Curtisa najbardziej skrajne wartosci
wskaznikow bioréznorodnosci 0znaczono dla wod jeziora i rzeki (Tabela 6). Na podstawie
wyznaczonych indeksow w wodach Soty stwierdzono najnizsza, natomiast w wodach

jeziora najwyzsza wérod badanych metagenomow bioréznorodnosc.
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Tabela 6. Indeksy biordznorodnos$ci wyznaczone dla badanych metagenomow
w randze typow bakterii. Oznaczenia: H> — indeks Shannona, H’ max — maksymalna
warto$¢ indeksu Shannona, Vd — niedostatek rOwnocennosci, E — indeks MacArthura, Ps —

niedostatek bogactwa taksonow

Sota jezioro Scieki
Indeks woda woda oczyszczone
H' 0,99 1,84 1,72
H' max 3,40 3,22 3,40
Vd (%) 70,79 42,87 49,39
E 1,99 3,58 3,30
Ps (%) 93,36 85,69 89,01

W wodach Soty i jeziora dominowaly odpowiednio 2 (Bacteroidetes,
Proteobacteria) i 4 (Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria oraz Bacteroidetes),
natomiast w $ciekach oczyszczonych 3 (Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes) typy
bakterii, tgcznie stanowiac 77-93% wszystkich zidentyfikowanych w danej probce typow
(Rys. 14). Liczne w jeziorze sinice (18%) i Actinobacteria (22%) nie przekraczaty 2%
W pozostatych dwoch mikrobiomach. Natomiast Proteobacteria oraz Bacteroidetes miaty
istotny (12-59%) udziat we wszystkich badanych zespotach mikroorganizméw. Uderzajaco
wysoki, bo si¢gajacy 60% byt udziat Bacteroidetes w populacjach zasiedlajacych wody
Soty.
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Rys. 14. Udzial poszczegdlnych typéow w badanych metagenomach

(16SrRNA/LI min  odczytow).  Zidentyfikowane typy bakterii, ktorych udziat

we wszystkich metagenomach wynosit ponizej 1% zebrano w kategorii ,,Inne”

V.5.2. Udzial genéw warunkujacych antybiotykoopornos¢ oraz genow kodujacych
integrazy 1 klasy w metagenomach $ciekow oczyszczonych oraz wéd jeziora

i rzeki

Analiza metagenomiczna $ciekéw oczyszczonych oraz wod rzeki i jeziora
pozwolila na wylonienie odpowiednio 42 542, 74 584, 40 329 odczytéw odpowiadajacych
ARGs. Z Kkolei liczba sekwencji oznaczonych jako ARGs w przeliczeniu na liczbe
sekwencji 16S rRNA (ARGS/16S rRNA) w danej probie wynosita 2,33 dla Sciekow
oczyszczonych i odpowiednio 1,3 oraz 1,86 dla wod Soty i jeziora.

Lacznie we wszystkich probkach oznaczono 1 714 ré6znych gendw warunkujacych
antybiotykoopornos¢. Jakosciowa analiza porownawcza wszystkich ARGs oznaczonych

w metagenomach $ciekow oczyszczonych oraz wod Soty i jeziora wykazata obecnosé¢
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odpowiednio 422, 125 i 58 unikalnych dla danej probki genéw. 175 ARGs oznaczono
w trzech, a 934 ARGs w dwoch z trzech badanych metagenomow. Trzy geny (oxa-50,
vatA, tetH) wyst¢powaly w $ciekach oczyszczonych i wodach jeziora, a nie stwierdzono
ich obecnosci w wodach Soty. Zaobserwowano 11 genéw (vatl, otrC, vanO, vanM,
blarez-1, blathin-s, SmeS, oxa-29, fosA2, facT, aac(6')-11b) wspdlnych tylko dla probek wod
jeziora i rzeki, co oznacza, ze az 920 ARGs bylo wspdlnych wytacznie dla $ciekow
oczyszczonych 1 wod Soty.

Najwicksza roéznorodnos¢ gendw warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki
zaobserwowano w metagenomach sciekow oczyszczonych (1 520 gendéw) i wod Soty
(1231 gendw), natomiast najnizszg w wodach jeziora (247 gendéw). Do pordéwnania
metagenomow wybrano 50 najliczniej reprezentowanych w probkach ARGs (0,002-0,79
ARGs/16S rRNA), a otrzymane wyniki zgrupowano wzgledem klas antybiotykow,
na ktore opornos¢ jest niesiona przez te geny (Rys. 15). Jedng z najliczniejszych grup we
wszystkich trzech metagenomach stanowity geny kodujace opornos¢ na elfamycyny (0,31-
0,79 ARG/16S rRNA). Geny warunkujace opornos¢ wiclolekowg (MDR) w $ciekach
oczyszczonych i wodach Soty byly reprezentowane przez blisko 2 razy wiecej sekwencji
(0,4-0,53) niz w wodach jeziora (0,25). Podobnie w tych dwodch pierwszych
metagenomach obserwowano wigcej genow warunkujacych oporno$¢ na fluorochinolony
(0,15-0,23) w stosunku do metagenomu jeziora (0,04). Natomiast w wodach jeziora
stwierdzono odpowiednio 3,6 i 2,7 krotnie wigcej niz w $ciekach oczyszczonych i wodach
Soty genéw warunkujgcych oporno$¢ na aminokumaryny. Ponadto liczniej niz
W pozostatych probkach w $ciekach oczyszczonych reprezentowane byty geny kodujace

opornos¢ na tetracykliny i aminoglikozydy.
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Sota jezioro scieki
woda woda oczyszczone
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Rys. 15. Geny warunkujagce opornos¢ na poszczegdlne klasy antybiotykow
w badanych metagenomach (na podstawie 50 najliczniej wystepujacych w probkach

genow)

W badanych metagenomach stwierdzono takze obecno$¢ genow kodujacych B-
laktamazy (Rys. 16). Udziat poszczegdlnych genéw warunkujgcych opornosé na B-laktamy
(bla/16S rRNA) byt niski. Jednak taczny udziat wszystkich zidentyfikowanych genow
kodujacych B-laktamazy wynosit dla SO az 0,56, co w stosunku do wszystkich ARGs dla
tej probki dato 24% wszystkich ARGs. Ten wskaznik dla wod rzeki oraz jeziora byt
znacznie nizszy i wynosit odpowiednio 7% i 0,2%. W $ciekach oczyszczonych i wodach
Soty zidentyfikowano tacznie 17 i 14 typow B-laktamaz, wsrod ktorych dominowaly
enzymy TEM i oksacylinazy. Najwigksza roéznorodno$¢ omawianych enzyméw dla tych
probek obserwowano wsrod typow OXA (255 i 258 roznych genow), TEM (167 i 167),
SHV (155 i 104) i CTX-M (124 i 137). W wodach jeziora zidentyfikowano tacznie 67
réznych genoéw kodujacych 5 typoéw B-laktamaz. Najliczniej reprezentowane byly typy
KPC (18 genow), IND (15) 1 VEB (11).
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Rys. 16. Wystepowanie poszczegolnych klas B-laktamaz w badanych metagenomach. Klasyfikacja B-laktamaz i ich substratow za Bush i Jacoby (2010)
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Odczyty uzyskane dla badanych metagenoméw poréwnywano takze
z aminokwasowymi sekwencjami integraz niesionych przez integrony 1 klasy. W $ciekach
oczyszczonych, wodach Soty i jeziora zidentyfikowano odpowiednio 576, 574 i 569
réznych gendow intll. Laczny udzial wszystkich sekwencji rozpoznanych jako intll
w przeliczeniu na liczbg genu 16S rRNA (intl1/16S rRNA) byt najwyzszy w probce
$ciekow oczyszczonych i wynosit 21,14. W wodach Soty i jeziora ta warto$¢ byla
odpowiednio 6 razy (3,56) i 37 razy nizsza (0,57).

V.6. Kolekcja plazmidow

V.6.1. Egzogenna izolacja plazmidowego DNA z probek sciekow, wody i osadow

Egzogenna izolacja plazmidowego DNA poprzez bezposrednia koniugacje
mikroflory prébek z komorkami E. coli Rif® nie pozwolita na uzyskanie plazmidow
opornosciowych. Podobnie nie powiodia si¢ transformacja preparatami plazmidowego
DNA uzyskanych metodg lizy alkalicznej bezposrednio z probek. Dopiero zastosowanie
wzbogaconych hodowli do izolacji plazmidéw oraz elektroporacja otrzymanych wektorow
(Rys. 17) do E. coli DHSo umozliwity uzyskanie pierwszych transformantow. Pomimo
licznych prob, nie powiddt si¢ transfer plazmidow z wod jeziora. Natomiast dla wszystkich
pozostatych probek uzyskano transformanty, ktore wykorzystano do przygotowania

kolekcji plazmidow.

5 6 7

4 _
===

[
|

Il >

Rys. 17. Preparaty plazmidowego DNA izolowane ze wzbogaconych hodowli. 1 —
$cieki oczyszczone, 2 — 0sad czynny, 3 — $cieki surowe, 4 — marker A/Hindlll, 5 — wody

Soty, 6 — osady Soty, 7 —wody jeziora, 8 — osady jeziora, 9 — marker 1kb
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V.6.2. Przygotowanie kolekcji plazmidéw

Do dalszych analiz pobrano tgcznie 270 kolonii transformantow. Koloniami
inokulowano $wieza pozywke LB, a nast¢gpnie, aby potwierdzi¢ obecnos$¢ plazmidow
u transformantow, przygotowane hodowle uzyto to izolacji DNA na malg skalg.
Otrzymane preparaty plazmidowego DNA analizowano elektroforetycznie (Rys. 18).
W komoérkach E.coli DH5a transformowanych plazmidowym DNA 2z probek
z oczyszczalni $ciekow wystepowato wiele plazmidow. Aby rozdzieli¢ te plazmidy
i uzyska¢ transformanty =z pojedynczymi  wektorami, wykorzystano preparaty
plazmidowego DNA otrzymane z tych komorek do kolejnej elektroporacji E. coli DHSa.
U uzyskanych w ten sposob transformantow ponownie weryfikowano obecnosé
plazmidow. Tym razem na podstawie analizy elektroforetycznej preparatow plazmidowego
DNA wyselekcjonowano tacznie 30 transformantdw niosgcych pojedyncze plazmidy

(po 10 transformantow na probke z oczyszczalni §ciekow).

Wyniki 56



Opornos$¢ na antybiotyki beta-laktamowe. .. Kinga Bondarczuk

Rys. 18. Przykladowe elektroforogramy z rozdzialu preparatéw plazmidowego

DNA izolowanego z transformantow

Ponowna transformacja nie byta konieczna w przypadku probek z rzeki i jeziora.
Jednak, po rozdziale elektroforetycznym, plazmidy wyizolowane z tej samej proby
obserwowano na zblizonej pozycji w zelu (Rys. 18). Aby wyodrebni¢ poszczegdlne
wektory przeprowadzono analizg¢ restrykcyjna tacznie 89 plazmidow (Rys. 19).
Na podstawie uzyskanych profili wyodrgbniono: 12 wektorow z wod Soty, 6 z osadow

Soty oraz 8 z osaddw jeziora.
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Rys. 19. Przyktadowe elektroforogramy uzyskane w wyniku rozdzialu produktow

cigcia enzymatycznego badanych plazmidow

Zastosowane metody pozwolily na wyselekcjonowanie tacznie 56 wektoréw
niosgcych oporno$¢ na ampicyling. Nazwy plazmidéw utworzono od skrotow probek,

z ktorych je wyizolowano i 0znaczono kolejnymi literami alfabetu (Tabela 7).
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Tabela 7. Sposob oznaczenia badanych plazmidow

Probka Plazmidy

SS pSSa pSSb pSSc pSSd pSSe pSSf pSSg pSSh pSSi pSSj

0oCz pOCZa pOCzZb pOCZc pOCzZd pOCZe pOCZFf pOCZg pOCzZh pOCZI  pOCZj

SO pSOa pSOb pSOc pSOd pSOe pSOf pSOg pSOh pSOi pSOj

SEwW pSEWa  pSEWb  pSEWc  pSEWd  pSEWe  pSEWf  pSEWg  pSEWh  pSEWi  pSEWj  pSEWk  pSEWt
SLO pSLOa  pSLOb pSLOc pSEOd  pSLOe pSLOf

JO pJOa pJOb pJOc pJOd pJOe pJOf pJOg pJOh
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V.6.3. Oznaczanie replikon6w metoda multipleks PCR

Wyniki typowania replikonéw zebrano w Tabeli 8. Zastosowana metoda
pozwolita na przypisanie do grupy niezgodnosci 10 sposrod 56 badanych plazmidow.
Z tego osiem pochodzito z wod Soty i nalezato do grupy IncF, a dwa plazmidy (jeden
z osadow jeziora 1 jeden ze Sciekdow oczyszczonych) przypisano do grupy IncN. Nie udato
si¢ zidentyfikowa¢ zadnych plazmidéw ze $ciekéw surowych, osadu czynnego i osadoéw
Soty.

Aby potwierdzi¢ specyficzno$¢ otrzymanych amplikonow, 5 wybranych
produktow reakcji PCR wystano do sekwencjonowania. Uzyskane sekwencje
poréwnywano za pomocg narzedzia BLAST z genomami plazmidéw zebranych w bazach

NCBI. Wyniki poréwnania potwierdzity specyficzno$¢ reakcji PCR (Tabela 9).
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Tabela 8. Wyniki typowania replikonow

Grupy niezgodnosci

Plazmidy HI1 HI2 Ny X LM N FIA FB W Y P FIC AC T FlAs F K BO

pSSa - - - - - - - - - - - N N
pS$b - - - - - - - - - .. _
pSSc B - - - - - B - - - - - -
pSSd - - - - - - - - - - - - -
pSSe - - - - - - - - - - - - -
pSSf - - - - - - - - - - - - -
pSSg - - - - - - - - - - - - -
pS$h - - - - - - . . ... _
pSSi - - - - - - - - - - - - -
pSSi - - - - - - - - - .. _
pOCZa - - - - - - - - - - - - -
pOCZb - - - - - - - - . - -
pOCZc - - - - - - - - - - - -
pOCzd - - - - - - - - - - R -
pOCZe - - - - - - - - . - -
pocCzf - - - - . - - - - - - -
pOCZg - - - - - - - - - - - - -
pOCzh - - - - - - - - .- - -
pOCZi - - - - . - - - - - - -
pOCZj - - - - - - - - . - -
pSOa - - - - - - - - - - - - -
pSOb - - - - - - - - - - - - -
pSOc - - - - - - - - - - - - -
pSOd - - - - . _ . . ... _
pSOe - - - - - - - - - - - -
pSOf - - - - - B . - ... B

pSOg B = - - . - - . - - - - -
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pSOh
pSOi
p$0j
pSLWa
pSEWD
pSEWce
pSLWwd
pSLWe
pSEWT
pSEWg
pSEWh
pSEWI
pSLWj
pSEWk
pSLEW1
pSLOa
pSLOb
pSEOc
pSLOd
pSLOe
pSLOf
pJOa
pJOb
pJOc
pJOod
pJOe
pJOf
pJOg

pJOh
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Tabela 9. Wyniki przypisania sekwencji produktow reakcji PCR do sekwencji w bazie danych NCBI. Przedstawiono pierwszy przypisany wynik

posiadajacy najnizszg warto$¢ oczekiwang (E-value)

Bladan_)é ildentyfl— -SJOPIen . . Funkcja Plazmid Mikroorganizm Zrodto
plazmi owany gen ldentycznosci plazmidu
biatko Escherichia coli szczep czlowiek
pSLWa NZ_CP019014 221/222 o  pECAZ162_KPC
inicjacji replikacji Ecol_AZ162 (USA)
biatko Escherichia coli szczep cztowiek
pSEWc NZ_CP019014 221/222 L .. PECAZ162_KPC
inicjacji replikacji Ecol AZ163 (USA)
biatko Escherichia coli szczep czlowiek
pSLWi NZ_CP019014 221/222 R ~ pECAZ162_KPC
inicjacji replikacji Ecol_AZ164 (USA)
, biatko Escherichia coli szczep
pSOe NZ_CP019214 496/496 L ___ pMCR_WCHEC1613 $cieki (Chiny)
inicjacji replikacji WCHEC1613
biatko Escherichia coli szczep
pJOh NZ_CP019214 503/503 pPMCR_WCHEC1613 $cieki (Chiny)

inicjacji replikacji WCHEC1613
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V.6.4. Oznaczenie zdolnosci plazmidéw do transferu koniugacyjnego

Transformanty E. coli DH5a niosace badane plazmidy koniugowano z komérkami
E. coli RFP KmR Rif? bez plazmidu. 12 sposréd 56 badanych wektorow wykazato
zdolno$¢ do samodzielnego transferu. Transformant niosacy plazmid pSLWc rost
W obecnosci kanamycyny i rifampicyny, dlatego zostal wytaczony z tego dos§wiadczenia.
Wigkszo$¢ (10) plazmidow koniugacyjnych wyizolowano z wod Soty, dwa pozostate
pochodzity ze $ciekéw oczyszczonych i osadow jeziora (Tabela 10). Czestos¢ koniugacji
plazmidéw wyizolowanych z woéd Soty wynosita od  8,68x1071%+1,14x102
do 2,07x10°%+5,68x107 (Rys. 20). Najwyzsza czestoécia koniugaciji charakteryzowat sie
wyizolowany ze sciekow oczyszczonych plazmid pSOe (4,05x106+3,07x10x107),
natomiast czesto$¢ transferu plazmidu pJOh byla nizsza od tej wartosci o dwa rzgdy
wielkoéci i wynosita 4,75x108+8,22x10°°,

-12

-10

-8
-
o 6
=
2
L0
4_
2 4
0,

pSoe pJOh pStwa  pStWb  pStWc  pStwd  pStWe  pStwf  pStwh pStWi pSEWj pStwi

rr

log liczebnos¢ transkoniugantow miano

Rys. 20. Czgstos¢ transferu koniugacyjnego badanych plazmidow
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V.6.5. Ocena mobilizowalnosci plazmidéw

43 plazmidy, ktore nie wykazaly zdolnosci do koniugacji transformowano do
komoérek E. coli S17-1 (Str®). Ten szczep posiada wbudowany w chromosom region tra,
co umozliwia mobilizacje do transferu plazmidow posiadajacych sekwencje oriT (ang.
origin of conjugal transfer). Nastepnie przeprowadzano koniugacje uzyskanych
transformantéw z biorca E. coli RFP KmR Rif? bez plazmidu. Tylko trzy z badanych
plazmidow (pSOh, pSEWKk i pJODb) nie byty mobilizowalne (Tabela 10).

V.6.6. Oznaczanie zakresu gospodarzy plazmidéw koniugacyjnych

Transformanty E. coli DHSa niosace plazmidy zdolne do wtasnego transferu
koniugowano z biorca A. tumefaciens RFP KmR Rif? bez plazmidu (Alphaproteobacteria).

Po okresie inkubacji nie zaobserwowano zadnych transkoniugantow.
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Tabela 10. Okreslenie zdolno$ci badanych plazmidoéw do transferu

Plazmidy

pSO;j
pSOi
pSOh
pSOg
pSOf
pSOe
pSOd
pSOc
pSOb
pSOa
pOCZj
pOCZi
pOCZh
pOCZg
pOCZf
pOCZe
pOCzd
pOCZc
pOCZb
pOCZa
pSSj
pSSi
pSSh
pSSg
pSSf
pSSe
pSSd
pSSc
pSSb
pSSa

Sposoéb transferu

Koniugacja

Mobilizowa-

rr

Inos¢

Plazmidy

pJOh
pJOg
pJOf
pJOe
pJOd
pJOc
pJOb
pJOa
pSLOf
pSLOe
pSLOd
pSLOc
pSLODb
pSLOa
pSEWt
pSEWk
pSLW;j
pSLWi
pSEWh
pSLWg
pSLWT
pSLWe
pSLWd
pSEWb

=)
0]
gy
=
o

Sposob
transferu

Koniugacja

Mobilizowalno$é
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V.6.7. Oznaczanie profili lekoopornosci kodowanych przez plazmidy

Profile lekooporno$ci niesione przez badane plazmidy oraz opornos¢ szczepu
E. coli DH5a okreslono za pomoca paskow gradientowych na podtozu Mueller-Hinton.
Do testu oprocz ampicyliny, wybrano nowsze generacje antybiotykow f-laktamowych:
ceftazydym (cefalosporyna 11l generacji) i meropenem (karbapenem). Ponadto
zastosowano leki, na ktore opornos¢ jest czesto sprzezona z opornoscig na B-laktamy:
amikacyn¢ i gentamycyng (aminoglikozydy), ciprofloksacyne (fluorochinolon), a takze
kolistyng (polimyksyna).

Do okreslenia profili opornosciowych wybrano 18 plazmidow (Tabela 11).
16 sposrod badanych wektoréw warunkowato oporno$¢ na stezenie ampicyliny powyzej
256 pg/ml, ktore jest najwyzszg wartoscig dla komercyjnie dost¢gpnych paskow. Natomiast
najnizszg wartos¢ MIC dla ampicyliny (80 pg/ml) zaobserwowano u transformanta
niosgcego plazmid pJOa. Lacznie 5 plazmidow warunkowato opornos¢ na ceftazydym,
zczego 3 pochodzity z wod Soty. Jeden z nich, pSEWe, kodowat oporno$¢ na te¢
cefalosporyng w stezeniu 8 pg/ml, co stanowi ponad 85 krotnos¢ wartosci MIC
obserwowanej dla komoérek E. coli DHS5a. Niewrazliwo$¢ na wyzsze stgzenia
ciprofloksacyny wystepowala U transformantéw niosacych plazmidy pJOh i pSOe. Zaden
Z badanych wektoréw nie warunkowat opornosci na amikacyne, gentamycyne, meropenem

1 kolistyne.
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Tabela 11. Profile opornosci na antybiotyki niesione przez badane plazmidy
w odniesieniu do szczepu gospodarza plazmidéw — E. coli DH5a. Antybiotyki: amikacyna
(AK), ampicylina (AMP), ceftazydym (CAZ), ciprofloksacyna (CIP), gentamycyna (CN),
kolistyna (CS), meropenem (MRP)

Badanc AK AMP  CAZ CIP CN cs MRP
oot (0016 (0006- (0016 (0,002  (0,016-  (0,064-  (0,002-
P Y o5g) 256) 256) 32) 256)  1024) 32)
E. coli 15 15 0,094 0002 038 15 0,023
DH5a (bez
plazmidu)
pSSe 1,5 128 0,094 0002 038 1,5 0,023
pOCZc 1,5 >256 025 0002 038 1,5 0,023
pSOa 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
p$Od 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
pSOe 1,5 >256 0,094 0094 038 15 0,023
p$SOj 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
pJOa 1,5 80 0,094 0002 038 1,5 0,023
pJOb 1,5 >256 0,19 0002 038 1,5 0,023
pJOd 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
pJOf 1,5 >256 0,094 0002 038 15 0,023
pJOg 1,5 >256 0,094 0002 038 15 0,023
pJOh 1,5 >256 0,094 0,19 0,38 1,5 0,023
pSEWe 1,5 >256 8 0,002 038 1,5 0,023
pSEWd 1,5 >256 0,19 0002 038 1,5 0,023
pSEWh 1,5 >256 3 0,002 038 1,5 0,023
pSEWK 1,5 >256 0,094 0002 038 15 0,023
pSEOe 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
pSLOFf 1,5 >256 0,094 0002 038 1,5 0,023
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V.6.8. Wychwytywanie elementow transpozycyjnych

Wychwytywanie elementow transpozycyjnych przeprowadzono z zastosowaniem
wektora putapkowego pMAT1 posiadajacego kasete selekcyjng sacB i gen warunkujacy
oporno$¢ na kanamycyn¢. Za pomocg tej metody nie uzyskano zadnych elementow

transpozycyjnych.
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VI. DYSKUSJA

V1.1. Liczebnos¢ mikroorganizmow w badanych srodowiskach

W dobie analiz metagenomicznych metody hodowlane wciaz dostarczajg cennych
informacji na temat poszczegdlnych grup drobnoustrojéw zasiedlajacych badane
srodowiska. Wykorzystane w niniejszych badaniach techniki klasycznej mikrobiologii
pozwolity m. in. na poréwnanie liczebnosci hodowlanych frakcji bakterii pomiedzy
badanymi srodowiskami.

W 2014 1 2015 roku w sezonie letnim za pomocg metody ptytek tartych
oznaczono liczebno$¢ hodowlanych frakcji mikroorganizméw w probkach pochodzacych
Z oczyszczalni $ciekow w Zywcu (Scieki surowe, osad czynny, Scieki oczyszczone),
Jeziora Zywieckiego (wody i osady) i rzeki Soty (wody i osady). Analiza wariancji
wykazata, ze wyniki otrzymane z dwodch poborow réznity si¢ od siebie statystycznie
(p<0,001), ale termin poboru probek odpowiadal jedynie za 0,3% obserwowanej
zmiennosci. Brak statystycznie istotnych roznic (p<0,001) mi¢dzy wyznaczong w obu
latach ogo6lng liczebnoscig bakterii heterotroficznych wskazuje na stabilno$¢ osadu
czynnego. Podobnie brak istotnych statystycznie roznic (p<0,001) w obserwowanej
liczebno$ci bakterii heterotroficznych opornych na ampicyling w $ciekach surowych
sugeruje, ze w sezonie letnim liczebno$¢ tej frakcji bakterii jest dostarczana do
oczyszczalni na zblizonym poziomie. W obu latach zaobserwowano istotng redukcje¢
ogolnej liczebnosci mikroorganizméw w procesie oczyszczania. W 2014 roku redukcja
ta byta o rzad wielkosci nizsza (10° jtk mI™) niz rok pézniej (107 jtk ml™). Natomiast
usuwanie heterotroficznych bakterii opornych na ampicyling utrzymywato si¢ w obu latach
na tym samym poziomie (10° jtk mI™?).

W Centralnej Oczyszczalni w Kozieglowach oznaczono ogdlna liczebnos¢
hodowlanej frakcji bakterii (nie podano podtoza) w $ciekach surowych, osadzie czynnym
oraz $ciekach oczyszczonych i wynosita ona odpowiednio 3,1x10°-1,9x107, 2,3x10°-
3,0x10% oraz 3,5x10%-3,3x10° jtk ml?, co w przyblizeniu daje redukcje 10° jtk ml?
(Mokracka i in, 2012). Liczebnos¢ bakterii heterotroficznych w  surowych
i oczyszczonych $ciekach z zakltadu w Arabii Saudyjskiej (o0znaczona na agarze
odzywczym) byta érednio o 2 rzedy wielkosci nizsza w poréwnaniu z wynikami

uzyskanymi z Zywca. Liczebnos¢ tych bakterii wynosita 10°-10° jtk ml?t $ciekow
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surowych i byta redukowana w procesie oczyszczania $rednio ok. 30 razy, co daje redukcje
zblizona do obserwowanej na Zywiecczyznie — 10°-10° jtk mlI*t (Al-Jassim i in., 2015).
Liczebnos$¢ wszystkich badanych frakcji mikroorganizméw w obu latach byta znacznie
wyzsza W probkach z oczyszczalni §ciekow w poréwnaniu do proébek wody z jeziora
i rzeki. Ponadto liczebno$¢ wszystkich badanych frakcji mikroorganizmow w probkach
pochodzacych z Soly w obu latach byla statystycznie istotnie wyzsza (p<0,001) niz
W probkach z jeziora. W 2015 roku zaobserwowano 6-krotny wzrost ogolnej liczebnos$ci
bakterii heterotroficznych oraz 6,6-krotny wzrost bakterii opornych na ampicyling
w wodach Soty. Podobnie zwickszyta si¢ liczebno$¢ tych frakcji drobnoustrojow
w wodach jeziora. Jednak uzyskane w 2014 roku duze odchylenie standardowe i niska
liczebno$¢ bakterii opornych na ampicyling w wodzie jeziora $wiadcza o tym,
ze liczebno$¢ tej frakcji mikroorganizméw byla na granicy wykrywalnosci dla
zastosowane] metody. Stad mozna jedynie stwierdzi¢, ze bakterie te znajdowaly sie¢
w wodach jeziora, ale okreslenie ich liczebnosci bytoby obarczone zbyt duzym btedem.
W 2015 roku liczebno$¢ bakterii opornych na ampicyling w probkach z wody jeziora byta
juz wyzsza i wynosita 6,2x10° jtk mI. To najnizsza warto$¢ liczebnoéci, jaka odnotowano
dla ktorejkolwiek z probek, czy frakcji mikroorganizmow. Wzrost udziatu poszczegdélnych
frakcji bakterii w wodzie z jeziora w 2015 roku mogt by¢ zwigzany z poborem probek
z wigkszej gltebokosci (z 0,2 m w 2014 do 1,5 m w 2015 roku). Pobor probek wod jeziora
zinnej glgbokosci byt zwigzany z ich réwnoczesnym wykorzystaniem do analiz
metagenomicznych. Jednak, w porownaniu z wczesniejszym rokiem, w 2015 roku
W osadzie jeziora réwniez zaobserwowano wyzsza az o 4 rzedy wielkosci liczebno$é
ampicylinoopornych bakterii. Dla poréwnania ta frakcja bakterii w osadach Soty wzrosta
w ciggu roku tylko nieznacznie z 2,08x10°+8,68x10* do 2,9x10°+4,32x10* jtk ml™.
Podsumowujac, obserwowany wzrost liczebnosci ampicylinoopornych bakterii w jeziorze
mogt by¢ zwigzany z nie tylko ze zmiang gltebokosci poboru probek, ale takze z naptywem
wickszej liczebnosci mikroorganizméw wraz z wodami Soty. Liczebnos¢ wszystkich
analizowanych frakcji bakterii byta statystycznie istotnie wyzsza w probkach osadow (jtk g
s. m. 1) z rzeki i jeziora niz w probkach wod (jtk ml™). Podobne relacje obserwowali
Czekalski i wspotpracownicy (2012).

W 2014 roku do zaktadanej kolekcji ampicylinoopornych mikroorganizmow
izolowano bakterie Gram-ujemne. W tym roku dodatkowo oznaczono liczebno$é

hodowlanej frakcji wspomnianej grupy drobnoustrojéw, aby oceni¢ jej udziat
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w populacjach badanych srodowisk. Najwyzsza liczebnos$¢ bakterii Gram-ujemnych w tym
opornych na ampicyling zaobserwowano w $ciekach surowych. Liczebnos$¢ bakterii Gram-
ujemnych w tym opornych na ampicyling byta redukowana w procesie oczyszczania
sciekow o 3 rzedy wielko$ci. Bakterie Gram-ujemne mialy najwigkszy udzial wsrod
heterotrofow zasiedlajacych osady Solty (26%) i $cieki surowe (21%). Natomiast ich
ampicylinooporna frakcja stanowila 36% opornych na ten antybiotyk heterotrofow
w osadzie Soty i ok. 25% opornych heterotrofow bytujacych w $ciekach surowych, osadzie
czynnym i wodzie jeziora.

Analiza frakcji antybiotykoopornych mikroorganizméw dostarcza cennej
informacji na temat wudzialu tych drobnoustrojow w populacjach zasiedlajacych
poszczegbdlne srodowiska. Przykladowo udziat ampicylinoopornych frakeji bakterii byt
wyzszy w osadzie czynnym niz w S$ciekach surowych, co wskazuje na wybiodrcza
proliferacje tej grupy mikroorganizméw. Mogta by¢ ona wywotana presja selekcyjng
zwigzang z obecno$cig w komorze osadu czynnego antybiotykow i/lub innych zwigzkow
sprzyjajacych koselekcji ARGs (Serensen i in., 2005; Zhang i in., 2009; Mao i in., 2015).
Udziat ampicylinoopornych frakcji bakterii byt wyzszy w probkach osadéw rzeki i jeziora
niz w probkach wody. Moze to $wiadczy¢ o kumulowaniu si¢ ARGs w populacjach
bakterii zasiedlajacych osady denne, co rowniez odnotowali Czekalski i in. (2012).

Metoda ptytkowa pozwala na okreSlenie liczebno$ci jedynie niewielkiej frakcji
populacji mikroorganizméw Srodowiskowych, stad dla uzyskania pelniejszego obrazu
badanych populacji w 2015 roku w probkach oznaczono réowniez liczbg kopii genu 16S
rRNA. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze liczba kopii analizowanego genu nie oznacza
bezposrednio liczebnosci niechodowlanej frakcji bakterii. Jest to zwigzane ze zré6znicowang
zawarto$cig kopii tego genu w komorkach bakterii, a takze namnazaniem produktu PCR na
matrycy DNA pochodzacej z martwych komorek (Czekalski i in., 2012; Stoddard i in.,
2015). Liczba kopii genu 16S rRNA ml™? lub g s.m. osadu™ byta o 2-7 rzedéw wielkoséci
wyzsza niz ogolna liczebno$¢ bakterii heterotroficznych, co takze w swoich badaniach
zaobserwowali Czekalski i wspotpracownicy (2012). Najmniejszg roznice pomigdzy tymi
parametrami zaobserwowano dla proby Sciekow surowych. Wiekszy niz w pozostatych
probkach udziat bakterii heterotroficznych byt najpewniej zwigzany z wysoka zawartos$cia
materii organicznej w $ciekach surowych. Analiza wariancji wynikéw uzyskanych metoda
gPCR rowniez potwierdzila istotng statystycznie rdznice (p<0,001) migdzy surowymi

I oczyszczonymi $ciekami, wskazujac na znaczng redukcje bakterii w procesie
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oczyszczania $ciekow. Inaczej niz wskazywaly na to wyniki dotyczace frakcji
hodowlanych mikroorganizmow, nie wykazano istotnej statystycznie roznicy (p<0,001)
w liczbie kopii genu 16S rRNA migdzy probkami wod oraz migdzy probkami osadow
jeziora i rzeki. Natomiast liczba sekwencji odpowiadajacych genowi 16S rRNA/1 min
odczytéw w wodach Soty byla blisko 3 razy wyzsza niz w wodach jeziora. Te roznice
moga wynika¢ przede wszystkim z réznic w zastosowanych metodach. Miedzy innymi
istotng rolg mogto odegra¢ samo podejscie do uzyskania produktow PCR. W metodzie
gPCR  amplifikowano  wybiérczo  sekwencje  badanego  genu.  Natomiast
W sekwencjonowaniu nowej generacji przyjeto podejscie ,,shotgun”, €O 0znacza,

ze amplikony zawierajace fragmenty genu 16S rRNA trafiaty do bibliotek losowo.

V1.2. Kolekcja ampicylinoopornych szczepéw

Ze wszystkich badanych srodowisk wyizolowano tacznie 490 szczepow opornych
na ampicyling, w tym frakcje bakterii Gram-ujemnych rosnacych na agarze MacConkeya.
Ta kolekcja ma postuzy¢ w przysztosci do znalezienia powigzan gospodarz-plazmid
oporno$ciowy, ktorych okreslenie nie bylo mozliwe na podstawie zastosowanych

w projekcie metod.

V1.3. Bioréznorodnos$¢ mikroorganizméw w metagenomach s$ciekéw

oczyszczonych oraz woéd Soly i Jeziora Zywieckiego

Analiza krzywych rarefakcji wykazata, ze najnizsza rangg, dla jakiej uzyskano
pelne pokrycie byt typ. Stad bioréznorodnos¢ badanych metagenoméw poréwnywano
w tej kategorii systematycznej. Na podstawie metody Bray-Curtisa stwierdzono, ze pod
wzgledem skladu populacji wszystkie badane probki réznily si¢ od siebie statystycznie
(p<0,001), a najbardziej skrajne wartosci tej metryki uzyskano dla wod Soty i jeziora.
Wyznaczenie indekséw biordéznorodnosci pozwolito na wskazanie probki, w ktorej ten
parametr byt najwyzszy. Najwyzszg wartos¢ wskaznika roznorodnosci H’ oraz najnizsza
wartos¢ niedostatku rownocennosci zaobserwowano dla wod jeziora 1 (zgodnie z metryka
Bray-Curtisa) odwrotnie dla woéd Soty. Na uwage zastuguje fakt, ze udziat 16S
rRNA/L miIn odczytow w wodach Soty byt blisko 3 razy wyzszy niz w wodach jeziora.

Na podstawie warto$ci wskaznika niedostatku roéwnocenno$ci oraz niedostatku bogactwa
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taksondw mozna przypuszczac¢, ze niska bioréznorodno$¢ obserwowana w wodach Soty
jest zwigzana z wystepowaniem dominujgcych typoéw. Natomiast wieksza bioréznorodnos¢
w wodach Jeziora Zywieckiego — z wieksza rownocennoécia poszczegdlnych taksonow.
Istotnie, analiza udzialu poszczegdlnych typow bakterii potwierdzita dominacje
Bacteroidetes i Proteobacteria (tacznie 93%) w metagenomie wod Soty. Zespoty bakterii
zasiedlajgce rzeki sg najczeSciej zdominowane przez przedstawicieli Proteobacteria,
Actinobacteria,  Bacteroidetes, = Cyanobacteria i  Verrucomicrobia. = Wyniki
sekwencjonowania nowej generacji niektorych metagenomow rzecznych wskazuja wrecz
na przewage dwoch glownych typoéw Proteobacteria oraz Actinobacteria lub
Actinobacteria i Bacteroidetes. Na podstawie analiz metagenomicznych wod Tamizy
stwierdzono takze, ze dominacja typéw bakterii zmieniata si¢ na korzy$¢ Actinobacteria
wraz z odlegltoscia od Zrodta tej rzeki (Ghai i in., 2011; Staley i in., 2013; Kolmakova i in.,
2014; Read i in., 2015; Savio i in., 2015). Za dominacj¢ Bacteroidetes w wodach Soty
odpowiadaja przedstawiciele Flavobacteria (Tabela Al), a ich intensywny rozwoj zostat
powigzany ze zwickszong w wodach dostepnosciag materii organicznej (Parulekar i in.,
2017). Wyniki panstwowego monitoringu srodowiska potwierdzity okresowy, znaczacy
udziat zawiesin W wodzie Soty (Jagus, 2017).

We wszystkich badanych metagenomach udzial bakteryjnego genu 16S rRNA na
tle pozostatych genow SSU byt bardzo wysoki 1 wynosit od 83 do 96%. Najwyzszy
odsetek (14,7%) chloroplastowych SSU zaobserwowano w wodach jeziora. Moze to by¢
zwigzane z eutrofizacja zbiornika w okresie letnim, ktora wykazaty Jachniak i Suchanek
(2015). Co interesujace na podstawie obserwacji mikroskopowych wody z Jeziora
Zywieckiego podczas eutrofizacji w 2012 roku stwierdzono silny rozwdj zielenic i brak
obecnosci  sinic  (Jachniak i Suchanek, 2015). Tymczasem wyniki analiz
metagenomicznych 3 lata pozniej wykazaly 18% udzial Cyanobacteria w zespotach
mikroorganizméow bytujacych w wodach tego zbiornika. Typy bakterii dominujace
w jeziorze Zywieckim odpowiadaty dominujacym typom w norweskim jeziorze
eutroficznym Akersvannet i sa charakterystyczne dla tego rodzaju zbiornikow wodnych.
Przedstawiciele  Proteobacteria i Actinobacteria to powszechnie spotykane
mikroorganizmy wod stodkich. Bakterie nalezace do Bacteroidetes czgsto wystepuja
W okresie eutrofizacji zbiornikow 1 potrafia degradowac¢ toksyny sinic, a takze zlozone

czasteczki pochodzace z komorek glonow (Parulekar i in., 2017).
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W $ciekach oczyszczonych z oczyszczalni $ciekéw w Zywcu dominowaly typy
Proteobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes. Najczgsciej reprezentowane taksony
w badanym zakladzie pokrywaja si¢ z dominujacymi typami oznaczonymi w $ciekach
oczyszczonych z zaktadow z roznych rejonow swiata (Szwecja, Chiny, Arabia Saudyjska)
(Ye i Zhang, 2013; Al-Jassim i in., 2015; Bengtsson-Palme i in., 2016). Przy czym bakterie
nalezgce do Firmicutes nigdzie nie osiggaty tak wysokiego udziatu jak w oczyszczalni
w Zywcu. Ten wysoki udzial Firmicutes byt przede wszystkim zwigzany z obecnoscia
przedstawicieli rodzin Lachnospiraceae oraz Veillonellaceae, ktore sg zwigzane z uktadem
pokarmowym zwierzat i cztowieka (Tabela Al) (Ye i Zhang, 2013; Al-Jassim i in., 2015;
Bengtsson-Palme i in., 2016).

V1.4. Udzial genow warunkujacych antybiotykoopornos¢ oraz genow
kodujacych integrazy 1 klasy w metagenomach badanych

srodowisk

Porownanie badanych metagenomow wykazato istnienie najwickszego bogactwa
gendw warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki wsrod mikroorganizméw bytujacych
w Sciekach oczyszczonych. Warto$¢ stosunku liczby roznych zidentyfikowanych ARGs do
liczby sekwencji odpowiadajacej 16S rRNA dla danej probki w $ciekach oczyszczonych
byta odpowiednio 3,9 i 7,3 razy wyzsza niz w wodach Soty i jeziora. Tak wysoki udziat
ARGs w populacjach bytujacych w S$ciekach oczyszczonych nie jest zaskoczeniem.
Trafiajace do oczyszczalni $ciekow zwigzane z organizmem cztowieka bakterie sa czgsto
narazone na kontakt z terapeutycznymi dawkami antybiotykéw i1 wykazano, ze ich genomy
zawierajg znaczng pule genéw warunkujacych antybiotykoopornos¢ (Sommer i in., 2010;
Bengtsson-Palme, i in., 2015a; Schaik, 2015). Ponadto stwierdzono, ze usuwanie ARGS
podczas procesu oczyszczania Sciekow jest przede wszystkim zwigzane z redukcja
mikroorganizmow, a nie z selektywng redukcja ARGs z komorek bakterii (Czekalski i in.,
2012; Bengtsson-Palme i in., 2016).

We wszystkich trzech analizowanych metagenomach wysoki udzial stanowity
geny kodujace oporno$¢ na elfamycyny. Niewrazliwo$¢ na elfamycyny w badanych
mikrobiomach byla zwigzana z obecnoscig w komorkach zmodyfikowanego czynnika
elongacyjnego EF-Tu, ktéry pozostaje niewrazliwy na dziatanie tych lekow. Ten typ

oporno$ci uwaza si¢ za naturalng niewrazliwo$¢ wystepujaca wsroéd przedstawicieli
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promieniowcoéw, ktore produkujg antybiotyki nalezace do omawianej klasy (Cappellano
iin., 1997). Najwyzszy udzial zmutowanych genéow kodujacych EF-Tu (0,8 EF-Tu/16S
rRNA) stwierdzono w wodach jeziora, co moze by¢ wynikiem obserwowanej w tej probce
dominacji Actinobacteria, do ktorych naleza promieniowce. Bardzo wysoki udziat
sekwencji EF-Tu w wodach jeziora przyczynit si¢ do wzrostu ogodlnej liczby sekwencji
kodujacych ARGs, a to z kolei wplyngto na podwyzszenie wartosci udziatu wszystkich
ARGs/16S rRNA. Gdyby w obliczaniu tego wspotczynnika dla wszystkich prob nie bra¢
pod uwage sekwencji genow EF-Tu, to jego wartos¢ dla woéd Soly i jeziora bylaby
jednakowa 1 wynosita 1, natomiast dla Sciekow oczyszczonych wyniostaby 2. Takie
podejscie wydaje si¢ by¢ stuszniejsze, gdyz usuwa zaktocenie zwigzane z dominacjg
jednego taksonu (i naturalnie wyst¢pujacych w nim ARGs), a odstania realne zaleznosci
w udziale ARGs w poszczegélnych metagenomach. Ponadto udziat identyfikowanego
urodzaju Streptomyces genu parY kodujacego niewrazliwg na aminokumaryny gyraze
DNA rowniez byt najwyzszy w wodach jeziora. Oporno$¢ na aminokumaryny —
antybiotyki inhibujace gyraz¢ DNA — wystepuje czgsto u promieniowcdéw produkujacych
te antybiotyki (Schmutz i in., 2004).

Geny warunkujace wielolekoopornos¢ (MDR) najczesciej kodujg biatkowe
systemy efflux. Wszystkie sposrod 50 najliczniej reprezentowanych w metagenomach
ARGs niosgcych MDR miaty zwigzek z aktywnym usuwaniem antybiotykow z komorki.
Najczgsciej byly to geny kodujace biatka budujace trojsktadnikowe kompleksy RND, takie
jak mex czy acr identyfikowane odpowiednio u P. aeruginosa i E. coli. Dwukrotnie
wigkszy udzial tych genow niz w wodach jeziora obserwowano w wodach Soty i $ciekach
oczyszczonych. Przeciwnie, Tang i in. (2016) obserwowali najwyzszy udzial gendéw
kodujacych biatkowe systemy efflux w rzece otrzymujacej $cieki 0CzyszCzone ponizej
miejsca ich zrzutu. Natomiast Christgen i in. (2015) wykazali zwigkszony udzial genow
MDR w $ciekach oczyszczonych metoda tlenowa.

JakoSciowa analiza poréwnawcza obecnosci roznych ARGs w badanych
metagenomach wykazata wystepowanie odpowiednio 3 i 11 gendéw wspdlnych wylgcznie
dla $ciekdw oczyszczonych i wod jeziora oraz dla wod Soty i jeziora. Taki wynik sugeruje,
ze wigkszo$¢ ARGs dostarczanych do jeziora wraz ze $ciekami oczyszczonymi lub
wodami Soty nie jest utrzymywana w populacjach mikroorganizmow zasiedlajacych wody
jeziora. Podobnie liczba kopii ARGs/16S rRNA oznaczona metodg qPCR w chinskiej

rzece (okolice Pekinu) byta znacznie nizsza niz ta w §ciekach oczyszczonych, ktore do niej
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odprowadzano, co tlumaczono efektem rozcienczenia (Xu i in., 2015). Co wiecej,
wystepowanie 920 z 1 713 zidentyfikowanych gendéw tylko w probkach z wod Soty
I Sciekdw oczyszczonych moze wskazywacé na fekalne zanieczyszczenie wod Soty, jako
przyczyne tak duzego bogactwa ARGs. Swiadczy o tym najwyzszy w poréwnaniu do
pozostatych ~ metagenomow  udziat  sekwencji  16S rRNA  odpowiadajacych
przedstawicielom rodziny Enterobacteriaceae w wodach tej rzeki (Tabela Al). W raporcie
o stanie $rodowiska z 2016 roku Wojewoddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska
w Katowicach ocenia stan wod w Sole (przy wptywie do jeziora) i Kaskadzie Soty na zly
ze wzgledu na zanieczyszczenia chemiczne — wielopier§cieniowe weglowodory
aromatyczne. Jednakze do oceny klasy czystosci nie brano pod uwage obecnosci bakterii
katowych (WIOS w Katowicach, 2016). Jednostki odpowiedzialne za monitoring czysto$ci
wod powierzchniowych rutynowo oznaczaja bakterie katowe tylko w punktach ujecia
wody przeznaczonej do spozycia lub w figurujacych w ewidencji kapieliskach (Jezioro
Zywieckie nie figurowato w 2016 roku jako kapielisko w ewidencji PSSE w Zywcu).
Ujecie wody pitnej dla Browaru Zywieckiego znajdujace si¢ w Jeziorze Zywieckim zostato
zaklasyfikowane przez Wojewodzka Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng w Katowicach
w2015 roku do kategorii Al (WSSE w Katowicach, 2015). Wyniki badan
przeprowadzonych przez WIOS wskazuja, ze pod wzgledem parametréow fizyko-
chemicznych wody Soty na odcinku przy ujsciu do jeziora w 2012 mialy klas¢ I
Natomiast obecnos¢ bakterii kalowych swiadczy 0 ich 6wczesnym ztym stanie sanitarnym
(Jagus, 2017).

Poszczegdlne geny warunkujace oporno$¢ na B-laktamy (bla) w badanych
metagenomach miaty niski udzial w ogoélnej liczbie ARGS i nie znalazly si¢ w grupie 50
najliczniej reprezentowanych ARGSs. Jednakze analiza tacznego udzialu wszystkich
zidentyfikowanych genéw kodujacych B-laktamazy (Totalbla) wykazata, ze z powodu
duzej roznorodnosci tych gendéw, ich udziat w $ciekach oczyszczonych siggal az 24%
wszystkich ARGs. Natomiast udziat Totalbla/16S rRNA w tej probce wynosit 0,56.
Tak wysoka wartos¢ wspotczynnika  Totalbla/16S rRNA  wskazuje na duze
rozprzestrzenienie gendw warunkujacych oporno$¢ na P-laktamy wsrod bakterii
uwalnianych wraz z oczyszczonymi $ciekami z oczyszczalni $ciekéw w Zywcu. Jednakze
nizsza o 2 rzgdy wielkosci warto$¢ tego wspotczynnika (0,005) i zdecydowanie mniejsza
réznorodno$¢ gendéw bla w wodach jeziora wskazujg na brak znaczacej kumulacji badz

utrzymywania si¢ tych genow w genomach bakterii zasiedlajacych wody badanego jeziora.
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Co wigce] w wodach Soty dla wspomnianych wyzej parametrow obserwuje si¢ warto$ci
blizsze wartosciom otrzymanym dla $ciekow oczyszczonych. Rowniez dominujace typy B-
laktamaz sa wspolne dla obu prob. W tych préobkach dominujg geny kodujace enzymy
klasy A (2): TEM, SHV, CTX-M i klasy D: OXA. Chociaz OXA jest rowniez jednym
Z najliczniejszych wsrod typow B-laktamaz w wodach jeziora, to jego udziat jest 70-167
razy mniejszy w porownaniu do dwoch pozostatych metagenoméw. Ponadto w wodach
jeziora dominujg rowniez typy KPC (klasa A/2) oraz IND (klasa B/3), dla ktoérych
charakterystycznymi substratami sg karbapenemy, a takze typ VEB (klasa A/2), dla
ktorego charakterystycznymi substratami sa cefalosporyny o rozszerzonym spektrum
dziatania i monobaktamy (Bush i Jacoby, 2010). Warto zaznaczy¢, ze W pozostatych
dwoch metagenomach nie stwierdzono obecnosci gendéw kodujacych B-laktamazy typu
IND i KPC, co oznacza, ze geny te mogly si¢ dosta¢ do wdd jeziora z innych Zrodet.
Zidentyfikowane w badanych metagenomach typy pB-laktamaz byty juz spotykane
w podobnych s$rodowiskach. Przyktadowo 78% izolatéw ze $ciekéw oczyszczonych
z zaktadu w Wixu (Chiny) niosto przynajmniej 1 gen kodujacy B-laktamaze typu TEM,
SHV lub CTX-M. Przy czym najczgsciej identyfikowano geny kodujace enzymy typu
TEM. Ponadto udokumentowano zwi¢kszony udziat genow kodujacych B-laktamazy typu
CTX-M w metagenomach $ciekow oczyszczonych w poréwnaniu do $ciekéw surowych
w kilku zaktadach w Szwecji. Natomiast znaczny wzrost czgstosci wystepowania [-
laktamaz typu CTX-M wykazano w izolatach z osadéw angielskiej rzeki ponizej miejsca
zrzutu $ciekéw oczyszczonych. Enzymy typu CTX-M, VEB, KPC, czy OXA sa spotykane
w populacjach mikroorganizmow zasiedlajacych rézne ekosystemy stodkowodne (Girlich
iin., 2011; Lupo i in., 2012; Amos i in., 2014a; Zhang i in., 2015; Bengtsson-Palme i in.,
2016).

W 2014 roku za pomoca metody PCR identyfikowano geny kodujace B-laktamazy
w $ciekach surowych i osadzie czynnym. Wigkszos$¢ (7/10) sposrod badanych genow byta
obecna w obu metagenomach. Dodatkowo zastosowanie techniki PCR-DGGE pozwolito
na detekcj¢ w poszczegdlnych probkach wielu réoznych sekwencji tych samych genow,
co wskazywalo, ze geny te wystepuja u réoznych mikroorganizméw. Ponadto stwierdzono,
ze dominujace sekwencje zidentyfikowanych genow bla byly wspdlne dla obu probek.
Obecno$¢ w osadzie czynnym genu imp-5 oraz dodatkowych sekwencji genu oxa-46,
ktorych nie zaobserwowano w $ciekach surowych, swiadczy o mozliwosci utrzymywania

si¢ pewnych genow bla w genomach bakterii z osadu czynnego (Zhang i in., 2009).
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Wszystkie wybrane do oznaczenia metoda PCR geny wykryto w osadzie czynnym
i Sciekach oczyszczonych z oczyszczalni $cickow w Bielefeld (Niemcy) (Szczepanowski
iin., 2009). Poréwnanie wynikow metody PCR =z osadu czynnego (2014)
oraz sekwencjonowania nowej generacji probki $ciekow oczyszczonych (2015) wykazato,
ze geny ampC i blanps-2 zostaly wyeliminowane w $ciekach oczyszczonych. Natomiast
w $ciekach oczyszczonych oznaczono geny (blatem-1, 0xa-50, o0xa-75), ktorych
nie wykryto rok wczesniej w osadzie czynnym. Obecnosci genu ctxm-4 nie stwierdzono
W zadnej z omawianych probek. Zaobserwowane réoznice w uzyskanych danych moga
jednak wynika¢ z zastosowania dwoch odmiennych technik, a takze z r6znych terminow
poboru prébek.

Istotng role w rozprzestrzenianiu genow warunkujacych opornos$¢ na antybiotyki
odgrywa ich lokalizacja na ruchomych elementach genetycznych takich, jak integrony
1 klasy. Najwiekszy udziat (intl1/16S rRNA) genow kodujacych integrazy niesione przez
te klase integronéw zaobserwowano w $ciekach oczyszczonych. Podobnie Ma i in. (2013)
oraz Makowska i in. (2016) obserwowali zwigkszong cz¢sto$¢ wystgpowania integrondw
w komorkach bakterii bytujacych w $ciekach oczyszczonych (Ma i in., 2013; Makowska
iin., 2016). Ponadto odnotowywano rowniez zwigkszong czestos¢ wystepowania
integronow 1 klasy w odbiornikach $ciekow oczyszczonych (Aubertheau i in., 2016;
Makowska i in., 2016). Jednak warto$¢ intl1l/16S rRNA w probce wod z jeziora
Zywieckiego byla najnizsza.

VI1.5. Kolekcja plazmidéw opornosciowych w komérkach E. coli DH5a,

Kolekcje plazmidow opornosciowych pochodzacych z badanych s$rodowisk
probowano zalozy¢ na trzy sposoby. Dwa pierwsze mialy pozwoli¢ na uzyskanie
plazmidow R z metaplazmidomow (bez etapu namnazania mikroorganizméw) poprzez: (1)
bezposrednig koniugacje mikroflory badanych $srodowisk z wybranym biorcg oraz (2)
transformacje¢ plazmidowego DNA izolowanego bezposrednio z probek do wybranego
biorcy. Jednak zadna z wymienionych metod nie pozwolita na uzyskanie pozadanego celu.
Kolekcje plazmidow opornosciowych zatozono dopiero po elektroporacji komoérek E. coli
DHS5a uprzednio wyizolowanym ze wzbogaconych kultur plazmidowym DNA. Nalezy
zaznaczyC, ze zastosowanie jednego konkretnego gospodarza (E. coli) jest duzym
ograniczeniem puli pozyskiwanych plazmidow (Smalla i in., 2015). Wychwycono tylko te
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wektory, ktore replikuja si¢ i ulegaja ekspresji w E. coli. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w
badanych metagenomach wudzial plazmidow zdolnych do replikacji i ekspresji
w komorkach E. coli byt na tyle niski, Zze zastosowanie metod bez hodowli wzbogaconych
nie pozwolito na wychwycenie tych wektorow. Natomiast wprowadzenie etapu hodowli
badanej mikroflory w bogatym podtozu, jakim jest LB i w obecnosci ampicyliny
przyczynito si¢ do proliferacji heterotroficznych mikroorganizméw opornych na ten
antybiotyk (w tym posiadajgcych plazmidy opornosciowe).

Pomyslnie przeniesiono plazmidy opornosciowe z probek S$ciekdw surowych,
osadu czynnego, sciekéw oczyszczonych, wod Soty oraz osadow Soty i jeziora. Natomiast
(pomimo zastosowania metody z hodowlg wzbogacong) nie powiddl sie transfer
plazmidow izolowanych z probek wody jeziora. To niepowodzenie moglo by¢
spowodowane najnizszym wsrod badanych metagenomow $rodowiskowych udziatem
gendw warunkujacych opornos¢ na P-laktamy w wodach jeziora, co wykazata analiza
metagenomiczna. Natomiast wyizolowanie plazmidéw opornosciowych z osadu jeziora
moze $wiadczy¢ o kumulowaniu si¢ ARGs w populacjach bakterii zasiedlajacych osady
denne. Na co réwniez wskazujg wyniki metody ptytkowe;j.

W kolekcji plazmidéw niosacych oporno$¢ na ampicyling znalazto si¢ lacznie
56 wektoréw. Na podstawie typowania replikonéw 10 sposrod nich przypisano do grup
niezgodnos$ci. 8 plazmidéw pochodzacych z wod Soty (pSLWa/b/c/e/t/h/i/t) nalezato do
grupy IncF, natomiast 1 wyizolowany ze $ciekow oczyszczonych (pSOe) i 1 z osadu
jeziora (pJOh) przypisano do grupy IncN. Podobnie typowanie replikonow niesionych
przez oporne na B-laktamy bakterie izolowane z angielskiej rzeki wykazato najwigkszy
udzial plazmidow z grupy IncF (Amos i in., 2014a). Co wigcej t¢ grupe plazmidow
powigzano z rozprzestrzenianiem B-laktamaz CTX-M, ktorych réznorodno$é¢ w wodzie
Soty byla wysoka. Plazmidy nalezace do grupy IncF maja waski, bo ograniczony
do rodziny Enterobacteriaceae, zakres gospodarza i sa powszechnie spotykane zarowno
u szczepdw pochodzacych od ludzi, jak i od zwierzat. Waski zakres gospodarzy tlumaczy
brak  zaobserwowanych  transkoniugantow  po  przeprowadzonej  koniugacji
z A. tumefaciens. Wektory pSEWc i pSLWh warunkowaly oporno$¢ na ceftazydym
(cefalosporyne III generacji), ale nie na meropenem (karbapenem). Wrazliwosé
na karbapenemy i jednoczesna oporno$¢ na cefalosporyne III generacji moze wskazywac
na aktywno$¢ B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (Bush i Jacoby, 2010).

Oprécz warunkowania antybiotykoopornosci, plazmidy IncF czesto odpowiadajg za
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wirulencje mikroorganizmow (Carattoli, 2009; Marcadé i in., 2009; Wibberg i in., 2013;
Woerther i in., 2013).

Cho¢ w przesztosci wektory z grupy IncN czgséciej wystepowaly u bakterii
katowych izolowanych od zwierzat, obecnie odgrywaja one coraz wigksza role
W rozprzestrzenianiu antybiotykoopornosci wsrdd izolatow klinicznych (Eikmeyer i in.,
2012). Z tymi wektorami powigzano m.in. geny kodujgce PB-laktamazy KPC, ktore
dominowaly w wodzie jeziora (Carattoli, 2009, 2013). Z najwicksza czgstoscia
Z oczyszczalni $ciekdw izolowano plazmidy nalezace do IncP. Te zdolne do wilasnego
transferu plazmidy zostaly juz dobrze opisane (Schliiter i in., 2007). Natomiast plazmidy
z grupy IncN w oczyszczalniach obserwowano znacznie rzadziej. 4 wektory nalezace do
grupy IncN wyizolowano ze $ciekéw oczyszczonych z oczyszczalni w Bielefeld (Niemcy).
Charakteryzowaty si¢ one waskim zakresem gospodarzy oraz bardzo wysoka czestoscia
koniugacji (0,3-0,5), a takze niosty oporno$¢ na wiele antybiotykow (Eikmeyer i in., 2012).
Nalezacy do tej samej grupy plazmid pSOe rowniez wykazywal najwyzsza obserwowana
czesto$¢ koniugacji. Jednak byla ona az o 6 rzedow wielkosci nizsza niz w przypadku
wektorow pochodzacych z Bielefeld. Plazmidy pSOe i pJOh nie niosty opornoéci na
karbapenem, co oznacza, ze nie kodowaty B-laktamaz typu KPC. Omawiane wektory
warunkowaty takze oporno$¢ na ciprofloksacyng (fluorochinolon). Geny warunkujace
opornos$¢ na ten antybiotyk obserwowano roéwniez u innych plazmidéow nalezacych do tej
grupy niezgodnosci (Eikmeyer i in., 2012).

Dwa inne pochodzace z wod Soty replikony (pSLWd, pSLWj), ktorych
przynalezno$ci nie udato si¢ ustali¢, wykazywaty zdolnos¢ do koniugacyjnego transferu.
U pSLWd stwierdzono najwyzsza czestos¢ koniugacji wsrdd plazmidow izolowanych
ztego $rodowiska (2,07x10°+5,68x107). Ponadto oprécz opornosci na ampicyline
warunkowat on rowniez niewrazliwos$¢ na ceftazydym, co moze §wiadczy¢ o aktywnos$ci
B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym. Podobng sytuacj¢ zaobserwowano
u transformanta niosacego mobilizowalny plazmid pOCZc.

Plazmidy niezdolne do wlasnego transferu moga zosta¢ zmobilizowane
do przeniesienia przez wspotistniejace z nimi w komorce plazmidy koniugacyjne. Wyniki
doswiadczenia z zastosowaniem szczepu E. coli S17-1 jako dawcy badanych plazmidoéw
wykazaty, ze az 40 sposrod 43 niezdolnych do whasnego przeniesienia plazmidéw zostato
zmobilizowanych do transferu. Co interesujace najwyzszy udzial plazmidow

mobilizowalnych obserwowano wsrod wektoréw wyizolowanych z probek z oczyszczalni
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Scieckow oraz osadow rzeki i jeziora. Natomiast przewazajaca liczba plazmidow
uzyskanych z wod Soty to plazmidy koniugacyjne.

Zakres  gospodarzy  plazmidow  koniugacyjnych  sprawdzono  jedynie
z zastosowaniem A. tumefaciens (Alphaproteobacteria). Bylo to zwigzane z trudnosciami
w pozyskaniu odpowiednich szczepow biorcow, ktore z jednej strony posiadatyby
wiasciwy marker umozliwiajacy selekcje, a z drugiej bylyby niewrazliwe na ampicyling.
Powszechna oporno$¢ na ampicyling wsrdd bakterii srodowiskowych wykluczyta takze
mozliwos$¢ zastosowania srodowiskowych izolatow znajdujacych si¢ w kolekcji Katedry
Mikrobiologii. Okreslenie potencjalnego zakresu gospodarzy byto mozliwe w przypadku
tych wektorow, ktore udato si¢ zaklasyfikowac do grup niezgodnosci.

Zastosowanie wektoréw pulapkowych umozliwia identyfikacje funkcjonalnych
elementéw transpozycyjnych. Wykorzystany w badaniach pMAT1 zostat skonstruowany
z uzyciem mobilizowalnego plazmidu pBBR1MCS-2 o szerokim zakresie gospodarzy.
Umozliwia on wychwycenie wszystkich typéw elementéw transpozycyjnych. Za pomoca
PMATI1 uzyskiwano eclementy transpozycyjne z takich rodzajow, jak Halomonas,
czy Paracoccus (Sotyga i Bartosik, 2004; Szuplewska i Bartosik, 2009; Dziewit i in.,
2012; Dziewit i in., 2013;). Z wykorzystaniem wektora pulapkowego pMATI
nie uzyskano niosacych oporno$¢ na ampicyling elementow transpozycyjnych z zadnego
z badanych plazmidéw. Plazmidowo kodowane geny warunkujgce oporno$¢ na
wspomniany antybiotyk moga by¢ ulokowane poza elementami transpozycyjnymi, badz

tez te elementy nie sg aktywne np. z powodu mutacji.

V1.6. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Na podstawie wynikéw uzyskanych metodami hodowlanymi oraz analiz
metagenomicznych nie stwierdzono wyraznego wplywu uwalniania $ciekoéw
oczyszczonych z oczyszczalni w Zywcu na rozprzestrzenienie genéw warunkujacych
antybiotykooporno$¢ wérod populacji bakterii zasiedlajacych wody Jeziora Zywieckiego.
Co wigcej liczebno$¢ antybiotykoopornych bakterii oraz réznorodno$¢ i udziat genow
warunkujacych antybiotykoopornos¢ w wodach 1 osadach Soly byly wyzsze niz
w badanym jeziorze. Jeszcze dziesi¢¢ lat temu bardzo powazny problem w badanej zlewni
stanowita niezorganizowana gospodarka scickowa. Dopiero realizacja

wspotfinansowanego przez Uni¢  Europejska  projektu  Oczyszczanie — sciekow
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na ZywiecczyZnie, zwigzana z modernizacja oczyszczalni oraz budowg sieci kanalizacyjne;

przyniosta znaczng poprawe jakosci wod w Sole i Jeziorze Zywieckim. Jednakze, na co

wskazujg takze niniejsze badania, gospodarka Sciekowa w zlewni Soty wcigz nie jest

jeszcze w pelni kontrolowana i do rzeki dostaja si¢ zanieczyszczenia komunalne. Lepsza

jakos$¢ wod w jeziorze niz w rzece $wiadczy o tym, jak wazna, ochronng rol¢ dla calego

ekosystemu pelni oczyszczalnia $ciekéw w Zyweu.

W zwigzku z otrzymanymi w ramach niniejszej pracy wynikami, pojawily si¢

kolejne pytania, na ktore warto szuka¢ odpowiedzi w perspektywie dalszych badan:

1.

Wyniki  metody  ptytkowej  zasugerowaty  mozliwa  akumulacje
antybiotykoopornych bakterii i gendéw kodujacych antybiotykoopornosc
w osadach dennych, dlatego niezmiernie interesujgce bytoby przeprowadzenie
w tym kierunku analiz metagenomicznych w probkach osadéw z Soly
i Jeziora Zywieckiego.

Wielu plazmidéw nie udato si¢ przypisa¢ do grupy niezgodnosci. By¢ moze
te wektory to zupelmie nowe replikony. Warto byloby wykorzystaé
te plazmidy do konstrukcji minireplikonow w celu dokonania ich identyfikacji
I charakterystyki (np. sprawdzi¢ zakres gospodarzy).

Warto rowniez przeanalizowaé zalozong kolekcj¢ szczepdéw srodowiskowych.
Mozna wyodregbni¢ szczepy niosgce plazmidy opornosciowe (wykorzystujac
takze inne niz ampicylina antybiotyki) i dokona¢ ich identyfikacji, co pozwoli
znalez¢ zaleznos$¢ plazmid-gospodarz.

W pracy dokonano ogélnej charakterystyki plazmidéw, natomiast warto

byloby zsekwencjonowac wybrane replikony.
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VII.

WNIOSKI

Podczas procesu oczyszczania $ciekow w oczyszczalni $ciekow w Zywceu dochodzi
do istotnego statystycznie spadku liczebno$ci ogdlnej hodowlanej frakcji bakterii
heterotroficznych. A takze bakterii opornych na ampicyling.

W komorze osadu czynnego moze dochodzi¢ do wybiodrczej proliferacji bakterii
opornych na ampicyline, na co wskazuja wyniki uzyskane metoda ptytkowa.

Geny warunkujgce antybiotykooporno$¢ mogg kumulowaé si¢ w populacjach
bakterii zasiedlajacych osady denne jeziora i rzeki.

Geny warunkujace opornos¢ na antybiotyki oraz integrony 1 klasy miaty najwyzszy
udziat w metagenomie $ciekow oczyszczonych.

Scieki oczyszczone oraz wody Soty i Jeziora Zywieckiego cechowaty si¢ odmienna
biordéznorodnoscig. Najwigkszg biordéznorodnos¢ zaobserwowano w wodach
Jeziora Zywieckiego, a najmniejsza w wodach Soly.

Na wyizolowanych plazmidach nie wykryto funkcjonalnych elementow
transpozycyjnych niosgcych oporno$¢ na ampicyling. Wigkszos¢ plazmidow

pochodzacych z wod Soty ma zdolno$¢ do wiasnego transferu.

. Prawdopodobnie do Soly wcigz odprowadzane sg komunalne $cieki, co przyczynia

si¢ do duzego udzialu gen6w warunkujacych antybiotykooporno$¢ w metagenomie
jej waod.

Nie stwierdzono wyraznego wplywu uwalniania $ciekoOw o0czyszczonych
Z oczyszczalni $ciekéw w Zywcu na rozprzestrzenienie genéw warunkujacych

antybiotykooporno$¢ w wodach Jeziora Zywieckiego.
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VIIl. STRESZCZENIE

Oporno$¢ bakterii na antybiotyki stanowi zagrozenie dla wspdlczensej medycyny.
Za globalne rozprzestrzenianie si¢ tego zjawiska odpowiadaja przede wszystkim ruchome
elementy genetyczne niosgce geny warunkujace antybiotykoopornos¢. Udokumentowano,
ze bakterie Srodowiskowe odgrywaja kluczowa rolg¢ w nabywaniu tych gendéw przez
szczepy patogenne. Ponadto stwierdzono, Zze oczyszczalnie §ciekOw stanowig swoiste
rezerwuary antybiotykoopornych bakterii 1 genetycznych determinant opornosci, ktore sg
uwalniane do ekosysteméw wodnych. Jednakze wcigz niewiele wiadomo na temat
utrzymywania si¢ tych bakterii 1 gendow w odbiornikach $ciekoéw oczyszczonych. Stad
celem badan bylo okreslenie losu antybiotykoopornych bakterii i genetycznych
detreminant opornosci w otrzymujacym $cieki oczyszczone Jeziorze Zywieckim. Do analiz
pobrano probki Sciekow surowych, osadu czynnego 1 $ciekoOw oczyszczonych
Z oczyszczalni $ciekow w Zywcu oraz probki wod i osadéw z jeziora. Probki wod i osadow
z rzeki Sota pobrane powyzej miejsca utworzenia jeziora stanowity kontrole.

Za pomoca metody plytek tartych oznaczono ogdlng liczebno$¢ bakterii
heterotroficznych, w tym ampicylinooopornych. Wyniki metody ptytkowej wykazaty
istotng statystycznie redukcje wszystkich analizowanych frakcji bakterii w procesie
oczyszczania $ciekOw. Liczebno$¢ poszczegdlnych frakcji bakterii w probkach z Soty
| jeziora byla istotnie mniejsza niz w probkach pobranych z oczyszczalni Sciekow. Udziat
ampicylinoopornych bakterii byt wyzszy w osadach niz w wodach rzeki 1 jeziora, co moze
swiadczy¢ o kumulowaniu si¢ genow warunkujacych antybiotykoopornos¢ w populacjach
mikroorganizméw zasiedlajacych osady denne.

Roéznorodno$¢  zespoléw  bakterii oraz udzial genow  warunkujacych
antybiotykoooporno$¢ w Sciekach oczyszczonych, a takze wodach Soty i jeziora zostala
oznaczona poprzez sekwencjonowaniu nowej generacji na platformie Illumina®. Analiza
metagenomiczna wykazata najwigksza bior6znorodno$¢ mikroorganizméw w wodach
jeziora. Natomiast najnizsza bioréznorodno$¢ stwierdzono w wodach Soty, co bylo
spowodowane wyrazng dominacja w badanej populacji dwoch typoéw bakterii.
Zidentyfikowane w probkach typy bakterii byly charakterystyczne dla odpowiadajacych
im srodowisk. Najwyzszy udzial genéw warunkujacych antybiotykooporno$¢ 0znaczono
w $ciekach oczyszczonych, co wskazuje na uwalnianie z badanej oczyszczalni znaczacych

ilosci tych genoéw. Jednakze zdecydowowanie mniejsza roznorodnos¢ i nizszy udzial tych
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gendw w wodach jeziora w porownaniu do wod rzeki nie wskazuje na istotny wplyw
uwalniania Sciekow oczyszczonych na rozprzestrzenienie antybiotykoopornosci wérod
zespolow bakterii zasiedlajacych wody jeziora.

Za pomoca metody egzogennej zalozono kolekcje 56 plazmidow opornosciowych
w komorkach E. coli. Wykorzystanie opartej na PCR techniki typowania replikonow nie
pozwolilo na okre$lenie grup niezgodnos$ci wiekszosci wektorow. Zidentyfikowane
replikony nalezaty do grup IncF 1 IncN. Wszystkie plazmidy nalezace do grupy IncF
zostaly wyizolowane z wod Soty, natomiat wektory nalezace do grupy IncN pochodzity
z osadow jeziora i Sciekow oczyszczonych. Testy mobilnosci plazmidow wykazaty,
ze wickszos¢ wektorow uzyskanych z wod Soty byla zdolna do wiasnego transferu,
podczas gdy wsrod replikondw wyizolowanych z pozostatych probek przewazaty wektory
mobilizowalne. Tylko trzy plazmidy opornosciowe nie byly ani koniugacyjne,
ani mobilizowalne. Na podstawie proflii lekooporno$ci niesionych przez badane plazmidy
stwierdzono, ze cze$¢ plazmidow warunkowata niewrazliwo$¢ na cefalosporyny III
generacji oraz fluorochinolony. Nie zaobserwowano natomiast oporno$ci na karbapenemy,
aminoglikozydy oraz polimyksyny.

Wyniki przeprowadzonych badan nie wykazaty wplywu uwalniania $ciekdéw
oczyszczonych na rozprzestrzenienie antybiotykoopornosci wérod bakterii zasiedlajacych
wody Jeziora Zywieckiego. Bioragc pod uwage (1) odprowadzanie duzych ilosci $ciekow
komunalnych do jeziora i rzeki przed podtaczeniem zlewni Soty do oczyszczalni $ciekow
w Zywecu oraz (2) stan sanitarny Soly na odcinku przy wlocie do jeziora nalezy zwrdcié

uwage na ochronng rolg tej oczyszczalni dla catego badanego ekosystemu wodnego.
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IX. SUMMARY

Antibiotic resistance has become a global problem that threatens contemporary
medicine. The global spread of this phenomenon is mainly driven by mobile genetic
elements bearing antibiotic resistance genes. It has been already established that
environmental bacteria play a crucial role in the acquision of the genes among pathogens.
Wastewater treatment plants has been recognised as hotspots for antibiotic-resistant
bacteria and mobile genetic elements conferring antibiotic resistance. However, the fate of
the bacteria, the genes and the mobile genetic elements in the environment remains
uncetrain. Therefore the aim of the project was to evaluate the fate of the bacteria and the
genes in final effluent receiving Zywieckie Lake (Poland). For this purpose samples of raw
sewage, activated sludge and treated sewage were obtained from the wastewater treatment
plant in Zywiec and samples of water and sediments from Zywieckie Lake were collected.
Additional samples of water and sediments were collected from The Sota River upsteram
the lake and they served as control.

Plate counts were performed and culturable fraction of total heterotrophic bacteria
and ampicillin-resistant bacteria were determined. The results confirmed statistically
significant reduction of all studied bacterial fractions during the wastewater treatment
process. The number of bacteria observed in the samples of The Sota River and Zywieckie
Lake were considerably lower than in the samples collected from the wastewater treatment
plant. The number of ampicillin-resistant bacteria was higher in sediment when compared
to water samples what may suggest a possible accumulation of ampicillin-resistant bacteria
in freshwater sediments.

The biodiversity of microbial communities and antibiotic resistance genes relative
abundance in treated sewage, water of the lake and the river were assessed by next
generation sequencing on Illumina® platform. The metagenomic analysis revealed
the highest microbial diversity in the water sample of Zywieckie Lake. On the other hand,
the lowest diversity was observed in the water sample of The Sota, what was probably due
to the dominance of two bacterial phyla. The microbial phyla represented in the studied
metagenomes were typical of corresponding environments. The highest relative abundance
of antibiotic resistance genes (ARGs/16S rRNA) was observed in treated sewage
suggesting a considerable amount of the genes being released from the wastewater

treatment plant. However, the lowest relative abundance as well as the lowest diversity
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of the genes in the lake water, when compared to the other studied metagenomes, suggest
rather negligible effect of the treated sewage release on antibiotic resistance spread within
water microbial communities of the lake.

The exogenous isolation method allowed to capture 56 resistance plasmids
in E. coli cells. Using PCR-based replicon typing the majority of plasmids could not be
classified to any incompatibility group. The classified replicons belonged to IncF and IncN
groups. All IncF plasmids were isolated from water samples of The Sota the latter group
was represented by vectors captured from lake sediments and treated sewage. Mobility
testing revealed that the majority of plasmids isolated from the water samples of The Sota
were conjugative, whereas among plasmids captured from other samples mobilizable
vectors prevailed. Only 3 resistance vectors from the plasmid library were neither
conjugative nor mobilizable. Susceptibility testing revealed that some of the plasmids
conferred resistance to third generation cephalosporins and fluoroquinolones, whereas
resistance to carbapenems, aminoglycosides and polymyxins was not observed.
The isolation of resistance plasmids from the water samples of Zywieckie Lake failed
suggesting lower resistance plasmid abundance in this environment.

The results of the presented study revealed no obvious impact of the treated
sewage release on the spread of antibiotic resistance among bacteria residing in water
of the receiving lake. Furthermore, uncontrolled sewage dumping to the Sota River
and Zywieckie Lake in the past as well as lower quality of water upstream the lake indicate
rather protective role of the wastewater treatment plant in the studied ecosystem.
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XI.  ANEKSY

Tabela Al. Udziat poszczegolnych rodzin bakterii (16S rRNA/1 mIn odczytdéw) w metagenomach

wod Jeziora Zywieckiego i Soty oraz $ciekdéw oczyszczonych

RODZINY W SEW SO
Acidobacteria;Acidobacteria;Acidobacteriales;Acidobacteriaceae 0,183 0,058 0,122
Acidobacteria;Acidobacteria;Acidobacteriales; Unclassified Acidobacteriales 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Chloracidobacterium;Acidobacteria bacterium IGE-018 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Chloracidobacterium;Candidatus Chloracidobacterium

thermophilum 0,000 0,000 0,007
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Chloracidobacterium;Candidatus Chloracidobacterium

thermophilum B 0,000 0,000 0,020
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Solibacter;Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Solibacter;Unclassified Candidatus Solibacter 0,000 0,044 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Solibacter;bacterium Ellin6505 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Candidatus Solibacter;bacterium Ellin7504 0,000 0,022 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;DA023;Acidobacteria bacterium IGE-010 0,000 0,015 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;DA023;Acidobacteria bacterium IGE-011 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;DA023;Unclassified DA023 0,007 0,131 0,027
Acidobacteria;Acidobacteria;DA052;Unclassified DA052 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Acidobacteria;Order Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,027 0,036 0,014
Acidobacteria;Acidobacteria;Unclassified Acidobacteria; 0,061 0,087 0,054
Acidobacteria;Holophagae;Holophagales;Holophagaceae 0,000 0,036 0,041
Acidobacteria;Holophagae;Unclassified Holophagae 0,000 0,007 0,000
Acidobacteria;Unclassified Acidobacteria 0,020 0,022 0,041
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales;Acidimicrobiaceae 1,144 0,087 0,034
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales;Candidatus Microthrix 0,345 0,029 0,081
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales;lamiaceae 0,088 0,058 0,081
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales; TM214 0,034 0,000 0,000
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales;Unclassified Acidimicrobiales 1,503 0,277 0,115
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Unclassified Acidimicrobiia 0,149 0,029 0,020
Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,582 0,073 0,068
Actinobacteria;Actinobacteria;Actinopolysporales;Actinopolysporaceae 0,000 0,000 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae 0,298 0,015 0,149
Actinobacteria;Actinobacteria;Catenulisporales;Actinospicaceae 0,047 0,015 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Catenulisporales;Catenulisporaceae 0,047 0,000 0,014
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae 0,251 0,022 0,034
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae 0,014 0,182 0,075
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae 0,095 0,044 0,088
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Unclassified Corynebacteriales 0,054 0,073 0,075
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Acidothermaceae 0,027 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Cryptosporangiaceae 0,054 0,022 0,014
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Frankiaceae 0,230 0,029 0,014
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales; Geodermatophilaceae 0,440 0,036 0,020
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Nakamurellaceae 0,095 0,036 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Sporichthyaceae 0,007 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria; Frankiales;Unclassified Frankiales 0,345 0,007 0,081
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Actinobacteria;Actinobacteria;Kineosporiales;Kineosporiaceae 0,379 0,015 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Kineosporiales;Unclassified Kineosporiales 0,007 0,000 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Bogoriellaceae 0,007 0,000 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Brevibacteriaceae 0,034 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Cellulomonadaceae 0,806 0,051 0,034
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Dermabacteraceae 0,014 0,029 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Dermacoccaceae 0,007 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Intrasporangiaceae 1,490 0,116 0,271
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Jonesiaceae 0,000 0,000 0,014
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Microbacteriaceae 4,252 2,504 0,353
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae 0,345 0,029 0,075
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Promicromonosporaceae 0,014 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Sanguibacteraceae 0,135 0,029 0,020
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Unclassified Micrococcales 2,234 0,480 0,285
Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae 0,284 0,204 0,061
Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Unclassified Micromonosporales 0,007 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria; PeM15;Unclassified PeM15 0,041 0,116 0,054
Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Nocardioidaceae 0,332 0,146 0,204
Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae 0,399 0,051 0,095
Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Unclassified Propionibacteriales 0,027 0,036 0,041
Actinobacteria;Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae 0,548 0,029 0,054
Actinobacteria;Actinobacteria; Pseudonocardiales;Unclassified Pseudonocardiales 0,007 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae 1,408 0,124 0,299
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Unclassified Streptomycetales 0,020 0,007 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales;Nocardiopsaceae 0,108 0,022 0,014
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales; Streptosporangiaceae 0,034 0,015 0,007
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales; Thermomonosporaceae 0,481 0,007 0,075
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales;Unclassified Streptosporangiales 0,034 0,000 0,000
Actinobacteria;Actinobacteria;Unclassified Actinobacteria; 7,780 0,852 1,249
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae 0,217 0,109 0,170
Actinobacteria;Nitriliruptoria;Euzebyales;Euzebyaceae 0,000 0,007 0,000
Actinobacteria;Rubrobacteria;Rubrobacterales;Rubrobacteriaceae 0,007 0,007 0,000
Actinobacteria; Thermoleophilia;Gaiellales;Gaiellaceae 0,000 0,029 0,000
Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales;480-2 0,000 0,007 0,000
Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales; Conexibacteraceae 0,014 0,007 0,014
Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales;Patulibacteraceae 0,000 0,015 0,007
Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales;Solirubrobacteraceae 0,000 0,015 0,034
Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales;Unclassified Solirubrobacterales 0,007 0,051 0,122
Actinobacteria; Thermoleophilia;Unclassified Thermoleophilia 0,034 0,029 0,020
Actinobacteria;Unclassified Actinobacteria 2,065 0,248 0,183
Aquificae;Aquificae;Aquificales;Aquificaceae 0,176 0,007 0,007
Aquificae;Aquificae;Aquificales;Hydrogenothermaceae 0,000 0,029 0,007
Armatimonadetes;Armatimonadia;Armatimonadales;Armatimonadaceae 0,047 0,051 0,007
Armatimonadetes;Fimbriimonas ginsengisoli Gsoil 348;Unclassified Fimbriimonas ginsengisoli Gsoil

348 0,000 0,051 0,014
BD1-5;GNO02 bacterium canine oral taxon 291;Unclassified GNO2 bacterium canine oral taxon 291 0,000 0,044 0,034
BD1-5;GNO2 bacterium canine oral taxon 323;Unclassified GNO2 bacterium canine oral taxon 323 0,007 0,007 0,041
BD1-5;GNO2 bacterium canine oral taxon 364;Unclassified GNO2 bacterium canine oral taxon 364 0,000 0,000 0,034
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BD1-5;GNO2 bacterium canine oral taxon 394;Unclassified GNO2 bacterium canine oral taxon 394 0,000 0,015 0,054
BD1-5;Unclassified BD1-5 0,000 0,124 0,217
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae 0,115 0,735 1,948
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Marinilabiaceae 0,047 0,029 0,000
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; Porphyromonadaceae 0,122 2,424 2,891
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae 0,034 0,058 2,762
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae 0,176 0,073 0,170
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Unclassified Bacteroidales 0,095 0,808 0,597
Bacteroidetes;Bacteroidia;Unclassified Bacteroidia 0,047 0,102 0,048
Bacteroidetes;Class Incertae Sedis;Order Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,000 0,036 0,000
Bacteroidetes;Class Incertae Sedis;Unclassified Class Incertae Sedis 0,014 0,022 0,000
Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cyclobacteriaceae 0,582 0,262 0,034
Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytophagaceae 1,002 25,225 0,339
Bacteroidetes;Cytophagia; Cytophagales; DUNssu136 0,000 0,007 0,000
Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Flammeovirgaceae 0,163 0,218 0,088
Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Unclassified Cytophagales 0,372 0,735 0,129
Bacteroidetes;Cytophagia;Order Il Incertae Sedis;Rhodothermaceae 0,027 0,029 0,000
Bacteroidetes;Cytophagia;Order IV Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,007 0,000 0,007
Bacteroidetes;Cytophagia;Unclassified Cytophagia 0,115 0,670 0,014
Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Blattabacteriaceae 0,027 0,022 0,102
Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Cryomorphaceae 0,934 2,679 0,129
Bacteroidetes;Flavobacteria; Flavobacteriales;Flavobacteriaceae 6,466 197,953 2,396
Bacteroidetes;Flavobacteria; Flavobacteriales;Unclassified Flavobacteriales 0,569 0,590 0,034
Bacteroidetes;Flavobacteria;Unclassified Flavobacteria 0,047 0,095 0,014
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;Chitinophagaceae 5,085 2,512 0,421
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;Saprospiraceae 0,758 0,459 0,312
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;Sphingobacteriaceae 0,833 0,757 0,224
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;Unclassified Sphingobacteriales 0,108 0,066 0,034
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;WCHB1-69 0,000 0,007 0,000
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Unclassified Sphingobacteriia 0,081 0,036 0,048
Bacteroidetes;Unclassified Bacteroidetes 2,038 1,936 0,550
Candidate division SR1;SR1 bacterium canine oral taxon 380;Unclassified SR1 bacterium canine oral

taxon 380 0,000 0,000 0,048
Candidate division SR1;SR1 bacterium canine oral taxon 382;Unclassified SR1 bacterium canine oral

taxon 382 0,000 0,007 0,000
Candidate division SR1;Unclassified Candidate division SR1 0,000 0,015 0,007
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 237;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 237 0,000 0,000 0,014
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 250;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 250 0,000 0,000 0,020
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 251;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 251 0,000 0,007 0,014
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 308;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 308 0,000 0,000 0,068
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 322;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 322 0,000 0,000 0,007
Candidate division TM7;TM7 phylum sp. canine oral taxon 363;Unclassified TM7 phylum sp. canine

oral taxon 363 0,000 0,000 0,007
Candidate division TM7;Unclassified Candidate division TM7 0,000 0,182 1,004
Candidate division TM7;candidate division TM7 genomosp. GTL1;Unclassified candidate division

TM7 genomosp. GTL1 0,000 0,007 0,054
Candidate division WS6;toluene-degrading methanogenic consortium bacterium;Unclassified toluene-

degrading methanogenic consortium bacterium 0,000 0,000 0,020
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Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Candidatus Piscichlamydia salmonis 0,000 0,007 0,000
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Chlamydiaceae 0,007 0,051 0,088
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Parachlamydiaceae 0,020 0,102 0,081
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Simkaniaceae 0,007 0,087 0,075
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Unclassified Chlamydiales 0,027 0,116 0,326
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Waddliaceae 0,000 0,007 0,014
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;cvE6 0,007 0,036 0,183
Chlamydiae;Unclassified Chlamydiae 0,000 0,036 0,020
Chlorobi;Chlorobia;Chlorobiales;Chlorobiaceae 0,108 0,015 0,007
Chlorobi;Chlorobia;Chlorobiales;Unclassified Chlorobiales 0,135 0,015 0,000
Chlorobi;Unclassified Chlorobi 0,014 0,007 0,014
Chloroflexi;Anaerolineae;Anaerolineales;Anaerolineaceae 0,074 0,087 0,190
Chloroflexi;Anaerolineae;Anaerolineales;Unclassified Anaerolineales 0,000 0,000 0,007
Chloroflexi;Anaerolineae;Unclassified Anaerolineae 0,000 0,007 0,000
Chloroflexi;Caldilineae;Caldilineales;Caldilineaceae 0,020 0,000 0,014
Chloroflexi;Chloroflexi;Chloroflexales;Chloroflexaceae 0,393 0,029 0,204
Chloroflexi;Chloroflexi;Chloroflexales;Unclassified Chloroflexales 0,027 0,015 0,000
Chloroflexi;Chloroflexi;Herpetosiphonales;Herpetosiphonaceae 0,007 0,007 0,007
Chloroflexi;Chloroflexi;Unclassified Chloroflexi 0,020 0,007 0,007
Chloroflexi;Dehalococcoidetes;Order Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,000 0,044 0,041
Chloroflexi;KD4-96;bacterium Ellin6529;Unclassified bacterium Ellin6529 0,068 0,015 0,000
Chloroflexi;Ktedonobacteria;Ktedonobacterales;Ktedonobacteraceae 0,007 0,000 0,034
Chloroflexi;Ktedonobacteria;Ktedonobacterales;Unclassified Ktedonobacterales 0,000 0,000 0,014
Chloroflexi;Ktedonobacteria; Thermogemmatisporales; Thermogemmatisporaceae 0,000 0,000 0,007
Chloroflexi; Thermomicrobia;JG30-KF-CM45;bacterium Ellin6537 0,000 0,000 0,020
Chloroflexi;Unclassified Chloroflexi 0,210 0,087 0,149
Chrysiogenetes;Chrysiogenetes;Chrysiogenales; Chrysiogenaceae 0,095 0,000 0,000
Cyanobacteria;4C0d-2;rumen bacterium YS2;Unclassified rumen bacterium YS2 0,000 0,007 0,081
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionl;Familyl 22’58 0,502 0,163
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionl;Unclassified Subsectionl 0,000 0,007 0,027
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionll; Familyl 0,000 0,007 0,000
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionll;Familyll 0,000 0,153 0,000
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionll;Unclassified Subsectionll 0,000 0,007 0,000
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionlll; Familyl 0,142 0,328 0,204
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Subsectionlll;Unclassified Subsectionlll 0,000 0,015 0,000
Cyanobacteria;Cyanobacteria;SubsectionlV;Familyl 0,311 0,080 0,007
Cyanobacteria;Cyanobacteria;SubsectionlV;Familyl| 0,000 0,029 0,034
Cyanobacteria;Cyanobacteria;SubsectionlV;Unclassified SubsectionlV 0,000 0,015 0,000
Cyanobacteria;Cyanobacteria;SubsectionV;Familyl 0,034 0,007 0,014
Cyanobacteria;Cyanobacteria;Unclassified Cyanobacteria 0,961 0,393 0,170
Cyanobacteria;SM1D11;Vampirovibrio chlorellavorus;Unclassified Vampirovibrio chlorellavorus 0,000 0,022 0,041
Cyanobacteria;Unclassified Cyanobacteria 0,007 0,015 0,115
Deferribacteres;Deferribacteres; Deferribacterales;Deferribacteraceae 0,000 0,015 0,000
Deinococcus-Thermus;Deinococci;Deinococcales;Deinococcaceae 0,000 0,051 0,068
Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae 0,041 0,022 0,034
Deinococcus-Thermus;Deinococci;Unclassified Deinococci 0,000 0,022 0,014
Deinococcus-Thermus;Unclassified Deinococcus-Thermus 0,007 0,015 0,000
Aneksy 103



Opornos$¢ na antybiotyki beta-laktamowe. ..

Kinga Bondarczuk

Dictyoglomi;Dictyoglomia;Dictyoglomales;Dictyoglomaceae 0,007 0,000 0,000
Fibrobacteres;Fibrobacteria;Fibrobacterales;Fibrobacteraceae 0,000 0,015 0,014
Fibrobacteres;Fibrobacteria;Fibrobacterales;termite gut group 0,000 0,007 0,000
Fibrobacteres;Fibrobacteria;Unclassified Fibrobacteria 0,000 0,007 0,000
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Alicyclobacillaceae 0,000 0,007 0,000
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae 0,054 0,167 0,129
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Family XI Incertae Sedis 0,000 0,007 0,000
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Family XII Incertae Sedis 0,007 0,022 0,014
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Listeriaceae 0,102 0,007 0,027
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Paenibacillaceae 0,372 0,073 0,149
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Pasteuriaceae 0,000 0,000 0,014
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Planococcaceae 0,000 0,015 0,081
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Sporolactobacillaceae 0,000 0,000 0,014
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Staphylococcaceae 0,190 0,022 0,068
Firmicutes;Bacilli;Bacillales; Thermoactinomycetaceae 0,000 0,029 0,007
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Unclassified Bacillales 0,135 0,095 0,244
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Aerococcaceae 0,000 0,015 0,000
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Carnobacteriaceae 0,014 0,015 0,156
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Enterococcaceae 0,000 0,000 0,007
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae 0,135 0,146 0,170
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Leuconostocaceae 0,000 0,036 0,020
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae 0,020 0,051 1,079
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Unclassified Lactobacillales 0,081 0,036 0,143
Firmicutes;Bacilli;Unclassified Bacilli 0,142 0,095 0,075
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Caldicoprobacteraceae 0,000 0,007 0,020
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae 0,000 0,015 0,014
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1,876 0,328 0,787
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteriaceae 0,000 0,007 0,054
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XI Incertae Sedis 0,054 0,000 0,075
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XII Incertae Sedis 0,000 0,036 0,007
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XI1I Incertae Sedis 0,000 0,000 0,041
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XVIII Incertae Sedis 0,027 0,102 0,095
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Gracilibacteraceae 0,000 0,000 0,007
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae 0,041 0,211 7,302
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae 0,027 0,044 0,204
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae 0,000 0,080 0,170
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae 0,095 0,197 0,740
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Syntrophomonadaceae 0,014 0,007 0,048
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Unclassified Clostridiales 0,217 0,364 1,099
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae 0,088 0,473 8,246
Firmicutes;Clostridia;Halanaerobiales;64K2 0,000 0,007 0,007
Firmicutes;Clostridia;Halanaerobiales;Halanaerobiaceae 0,000 0,015 0,034
Firmicutes;Clostridia;Halanaerobiales;Halobacteroidaceae 0,000 0,007 0,007
Firmicutes;Clostridia;Natranaerobiales;Natranaerobiaceae 0,007 0,000 0,000
Firmicutes;Clostridia; Thermoanaerobacterales;Family 111 Incertae Sedis 0,034 0,007 0,020
Firmicutes;Clostridia; Thermoanaerobacterales;Family IV Incertae Sedis 0,000 0,000 0,020
Firmicutes;Clostridia; Thermoanaerobacterales; Thermoanaerobacteraceae 0,020 0,044 0,014
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Firmicutes;Clostridia; Thermoanaerobacterales; Thermodesulfobiaceae 0,000 0,000 0,007
Firmicutes;Clostridia; Thermoanaerobacterales;Unclassified Thermoanaerobacterales 0,000 0,007 0,014
Firmicutes;Clostridia; Thermolithobacterales; Thermolithobacteraceae 0,000 0,007 0,000
Firmicutes;Clostridia;Unclassified Clostridia 0,034 0,102 0,570
Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae 0,000 0,073 0,136
Firmicutes;Unclassified Firmicutes 0,393 0,422 0,780
Fusobacteria; Fusobacteria; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae 0,020 0,218 0,129
Fusobacteria;Fusobacteria;Fusobacteriales;Leptotrichiaceae 0,007 0,058 0,143
Fusobacteria; Fusobacteria; Fusobacteriales;Unclassified Fusobacteriales 0,000 0,015 0,054
Fusobacteria; Fusobacteria;Unclassified Fusobacteria 0,000 0,007 0,007
Fusobacteria;Unclassified Fusobacteria 0,000 0,000 0,007
Gemmatimonadetes; Gemmatimonadetes; Gemmatimonadales;Gemmatimonadaceae 0,386 0,204 0,041
Gemmatimonadetes; Gemmatimonadetes; Gemmatimonadales;Unclassified Gemmatimonadales 0,000 0,022 0,000
Gemmatimonadetes;Unclassified Gemmatimonadetes 0,027 0,000 0,000
Lentisphaerae;Lentisphaeria;Lentisphaerales;Lentisphaeraceae 0,000 0,102 0,027
Lentisphaerae;Lentisphaeria;Victivallales;Victivallaceae 0,000 0,000 0,007
Nitrospirae;Nitrospira;Nitrospirales;0319-6A21 0,007 0,022 0,000
Nitrospirae;Nitrospira;Nitrospirales;Nitrospiraceae 0,047 0,182 0,088
Planctomycetes;OM190;planctomycete A-2;Unclassified planctomycete A-2 0,007 0,007 0,000
Planctomycetes;Phycisphaerae;Phycisphaerales;Phycisphaeraceae 0,020 0,007 0,020
Planctomycetes;Phycisphaerae;Unclassified Phycisphaerae 0,054 0,015 0,000
Planctomycetes;Planctomycetacia;Brocadiales;Brocadiaceae 0,007 0,015 0,027
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;Planctomycetaceae 0,765 1,281 0,794
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;Unclassified Planctomycetales 0,000 0,000 0,007
Planctomycetes;Planctomycetacia;Unclassified Planctomycetacia 0,007 0,000 0,041
Planctomycetes;Unclassified Planctomycetes 0,115 0,051 0,068
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae 0,074 0,408 0,081
Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Caulobacterales;Hyphomonadaceae 0,102 0,131 0,061
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Unclassified Caulobacterales 0,000 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;DB1-14;Micavibrio aeruginosavorus ARL-13 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Kordiimonadales;Kordiimonadaceae 0,000 0,000 0,034
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Kordiimonadales;Unclassified Kordiimonadales 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;OCS116 clade;Unclassified OCS116 clade 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Aurantimonadaceae 0,014 0,022 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bartonellaceae 0,007 0,022 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Beijerinckiaceae 0,047 0,036 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae 0,203 0,364 0,149
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Brucellaceae 0,047 0,080 0,014
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Candidatus Liberibacter 0,054 0,015 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; F0723 0,014 0,000 0,000
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Family Incertae Sedis 0,068 0,138 0,034
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae 0,061 0,459 0,156
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae 0,081 0,116 0,034
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylocystaceae 0,156 0,153 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae 0,074 0,102 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Prosthecomicrobium pneumaticum 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae 0,027 0,379 0,061
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Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhodobiaceae 0,014 0,022 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Unclassified Rhizobiales 1,205 1,536 0,224
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Xanthobacteraceae 0,034 0,138 0,068
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;alphal cluster 0,007 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae 0,941 3,363 0,414
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Unclassified Rhodobacterales 0,000 0,044 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae 0,989 0,619 0,129
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;1-10 0,014 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae 0,488 0,466 0,088
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Unclassified Rhodospirillales 0,203 0,058 0,081
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;wr0007 0,081 0,204 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Anaplasmataceae 0,163 0,073 0,041
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Candidatus Captivus 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Candidatus Cyrtobacter 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Candidatus Hepatincola 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Candidatus Midichloria 0,014 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Candidatus Odyssella 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Family Incertae Sedis 0,000 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Holosporaceae 0,000 0,000 0,027
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales;Rickettsiaceae 0,217 0,226 0,068
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales; TK34 0,034 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rickettsiales; Unclassified Rickettsiales 0,156 0,066 0,034
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;SAR11 clade;Chesapeake-Delaware Bay 2,194 0,015 0,020
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;SAR11 clade;Surface 1 0,697 0,007 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;SAR11 clade;Unclassified SAR11 clade 0,379 0,000 0,000
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Erythrobacteraceae 0,102 0,160 0,020
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales; GOBB3-C201 0,108 0,240 0,027
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Sphingomonadaceae 0,630 2,621 0,305
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Unclassified Sphingomonadales 0,257 1,099 0,102
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Unclassified Alphaproteobacteria; 4,042 1,543 0,529
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae 0,217 1,019 0,346
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae 2,627 2,148 0,835
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae 8,389 68,015 8,592
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Family Incertae Sedis 0,102 0,044 0,000
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Oxalobacteraceae 1,273 1,208 1,873
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Unclassified Burkholderiales 1,334 4,055 0,909
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Hydrogenophilales;Hydrogenophilaceae 0,142 0,240 0,041
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Hydrogenophilales;Unclassified Hydrogenophilales 0,027 0,000 0,000
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Methylophilales; Methylophilaceae 0,880 0,400 0,048
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Methylophilales;Unclassified Methylophilales 0,027 0,066 0,007
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Neisseriaceae 0,068 1,208 1,900
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Unclassified Neisseriales 0,014 0,044 0,095
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Nitrosomonadales;Gallionellaceae 0,007 0,029 0,075
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Nitrosomonadales;Nitrosomonadaceae 0,088 0,160 0,238
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Nitrosomonadales;Unclassified Nitrosomonadales 0,007 0,007 0,014
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae 0,271 15,812 11,849
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Unclassified Rhodocyclales 0,014 0,160 0,719
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Proteobacteria;Betaproteobacteria;SC-1-84;Unclassified SC-1-84 0,000 0,015 0,000
Proteobacteria;Betaproteobacteria; TRA3-20;bacterium TG161 0,007 0,015 0,000
Proteobacteria;Betaproteobacteria;UCT N117;bacterium ROME35Asa 0,000 0,007 0,007
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Unclassified Betaproteobacteria 1,551 5,445 3,753
Proteobacteria;CF2;Unclassified CF2 0,020 0,000 0,007
Proteobacteria; CF2;magnetic coccus MP17;Unclassified magnetic coccus MP17 0,230 0,007 0,020
Proteobacteria;Class Incertae Sedis;Order Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,000 0,022 0,007
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Bdellovibrionales;Bacteriovoracaceae 0,115 0,386 0,048
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Bdellovibrionales;Bdellovibrionaceae 0,020 0,277 0,088
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Bdellovibrionales;Unclassified Bdellovibrionales 0,020 0,015 0,007
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfobacterales; Desulfobacteraceae 0,068 0,138 0,251
Proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Desulfobulbaceae 0,000 0,167 0,000
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfobacterales;Unclassified Desulfobacterales 0,020 0,022 0,007
Proteobacteria; Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales; Desulfohalobiaceae 0,000 0,044 0,075
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales; Desulfomicrobiaceae 0,007 0,000 0,007
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,251 0,204 0,455
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Unclassified Desulfovibrionales 0,041 0,022 0,034
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfurellales; Desulfurellaceae 0,000 0,015 0,129
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;BVA18 0,000 0,015 0,000
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;Desulfuromonadaceae 0,061 0,058 0,014
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;GR-WP33-58 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;Geobacteraceae 0,196 0,218 0,061
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;Unclassified Desulfuromonadales 0,095 0,248 0,020
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;0319-6G20 0,521 0,109 0,068
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Cystobacteraceae 0,291 0,182 0,061
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Haliangiaceae 0,020 0,029 0,048
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales; Myxococcaceae 0,061 0,000 0,007
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Nannocystaceae 0,007 0,036 0,041
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Phaselicystidaceae 0,000 0,000 0,014
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Polyangiaceae 0,081 0,189 0,149
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Sandaracinaceae 0,000 0,015 0,000
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Unclassified Myxococcales 0,190 0,277 0,143
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Order Incertae Sedis;Syntrophorhabdaceae 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Syntrophobacterales;Syntrophaceae 0,000 0,044 0,000
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Syntrophobacterales;Syntrophobacteraceae 0,014 0,007 0,041
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Unclassified Deltaproteobacteria 0,691 0,597 0,258
Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae 0,047 1,143 4,432
Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Helicobacteraceae 0,061 0,153 0,400
Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Unclassified Campylobacterales 0,007 0,051 0,088
Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Nautiliales;Nautiliaceae 0,020 0,022 0,197
Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Unclassified Epsilonproteobacteria; 0,000 0,044 0,129
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;34P16;Unclassified 34P16 0,000 0,007 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Acidithiobacillales;Acidithiobacillaceae 0,047 0,036 0,061
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae 0,027 1,099 0,611
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Succinivibrionaceae 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Alteromonadaceae 0,149 0,357 0,075
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Colwelliaceae 0,000 0,015 0,000
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Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;ldiomarinaceae 0,000 0,007 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Pseudoalteromonadaceae 0,000 0,007 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Alteromonadales;Psychromonadaceae 0,000 0,022 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Shewanellaceae 0,020 0,087 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Unclassified Alteromonadales 0,014 0,102 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Cardiobacteriales;Cardiobacteriaceae 0,000 0,007 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Chromatiaceae 0,135 0,422 0,041
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Ectothiorhodospiraceae 0,081 0,051 0,020
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Granulosicoccaceae 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Chromatiales;Halothiobacillaceae 0,014 0,007 0,027
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Unclassified Chromatiales 0,034 0,036 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae 0,169 0,786 0,550
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Unclassified Enterobacteriales 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Legionellales;Coxiellaceae 0,014 0,160 0,095
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Legionellales;Legionellaceae 0,000 0,269 0,122
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Legionellales;Unclassified Legionellales 0,000 0,015 0,007
Proteobacteria; Gammaproteobacteria;Methylococcales; Methylococcaceae 0,237 0,116 0,014
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Methylococcales;Unclassified Methylococcales 0,074 0,015 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;NKB5; Trachelomonas scabra 0,000 0,000 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Alcanivoracaceae 0,034 0,051 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Hahellaceae 0,007 0,007 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Halomonadaceae 0,027 0,044 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Oceanospirillaceae 0,081 0,051 0,014
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Unclassified Oceanospirillales 0,047 0,073 0,061
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Order Incertae Sedis;Family Incertae Sedis 0,014 0,000 0,048
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Order Incertae Sedis;Unclassified Order Incertae Sedis 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae 0,027 0,058 0,020
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae 0,081 4,805 1,194
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae 0,081 1,157 0,373
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Unclassified Pseudomonadales 0,020 0,051 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Salinisphaerales;Salinisphaeraceae 0,007 0,000 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Thiotrichales;Francisellaceae 0,020 0,044 0,014
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Thiotrichales;Piscirickettsiaceae 0,095 0,029 0,007
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Thiotrichales; Thiotrichaceae 0,102 0,058 0,373
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Thiotrichales;Unclassified Thiotrichales 0,014 0,036 0,000
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Unclassified Gammaproteobacteria 1,002 2,286 0,814
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae 0,007 0,066 0,034
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales;Sinobacteraceae 0,034 0,240 0,020
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales;Unclassified Xanthomonadales 0,088 0,146 0,020
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae 1,002 1,609 0,319
Proteobacteria;Unclassified Proteobacteria;; 2,261 1,864 1,737
Spirochaetes;Spirochaetes;Candidatus Cloacamonas;Candidatus Cloacamonas acidaminovorans str.

Evry 0,000 0,007 0,014
Spirochaetes;Spirochaetes;Spirochaetales;Brachyspiraceae 0,000 0,007 0,007
Spirochaetes;Spirochaetes;Spirochaetales;Leptospiraceae 0,020 0,058 0,041
Spirochaetes;Spirochaetes;Spirochaetales;Spirochaetaceae 0,034 0,342 0,461
Spirochaetes;Spirochaetes;Spirochaetales;Unclassified Spirochaetales 0,020 0,015 0,027
Spirochaetes;Spirochaetes;Unclassified Spirochaetes 0,000 0,007 0,007
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Spirochaetes;Unclassified Spirochaetes 0,007 0,000 0,007
Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae 0,088 0,029 0,061
Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Unclassified Synergistales 0,000 0,007 0,007
Synergistetes;Synergistia;Unclassified Synergistia 0,000 0,000 0,014
TM6;Verrucomicrobia bacterium YJF2-48;Unclassified Verrucomicrobia bacterium YJF2-48 0,000 0,044 0,041
Tenericutes;Mollicutes;Candidatus Phytoplasma;Phytoplasma sp. 0,000 0,000 0,007
Tenericutes;Mollicutes;Candidatus Phytoplasma;Unclassified Candidatus Phytoplasma 0,000 0,022 0,224
Tenericutes;Mollicutes;Entomoplasmatales; Entomoplasmataceae 0,000 0,007 0,007
Tenericutes;Mollicutes;Entomoplasmatales;Spiroplasmataceae 0,047 0,007 0,027
Tenericutes;Mollicutes; Entomoplasmatales; Unclassified Entomoplasmatales 0,014 0,000 0,027
Tenericutes;Mollicutes;Haloplasmatales;Haloplasmataceae 0,014 0,000 0,000
Tenericutes;Mollicutes;Mycoplasmatales;Mycoplasmataceae 0,014 0,146 0,672
Tenericutes;Mollicutes;RF9; Acholeplasmatales bacterium canine oral taxon 316 0,000 0,000 0,007
Tenericutes;Mollicutes;RF9; Acholeplasmatales bacterium canine oral taxon 375 0,000 0,007 0,000
Tenericutes;Mollicutes;Unclassified Mollicutes 0,014 0,058 0,095
Tenericutes;Unclassified Tenericutes 0,007 0,015 0,054
Thermodesulfobacteria; Thermodesulfobacteria; Thermodesulfobacteriales; Thermodesulfobacteriacea

e 0,000 0,015 0,007
Thermodesulfobacteria;Unclassified Thermodesulfobacteria 0,000 0,007 0,000
Thermotogae; Thermotogae; Thermotogales; Thermotogaceae 0,007 0,022 0,143
Thermotogae;Unclassified Thermotogae 0,000 0,000 0,014
Unclassified 11,74 6,603 11,354
Verrucomicrobia;Candidatus Methylacidiphilum;Unclassified Candidatus Methylacidiphilum 0,000 0,007 0,000
Verrucomicrobia;OPB35 soil group;Oikopleura dioica;Unclassified Oikopleura dioica 0,007 0,007 0,007
Verrucomicrobia;OPB35 soil group;Unclassified OPB35 soil group 0,298 0,386 0,095
Verrucomicrobia;OPB35 soil group;bacterium Ellin515;Unclassified bacterium Ellin515 0,000 0,007 0,000
Verrucomicrobia;OPB35 soil group;bacterium Ellin516;Unclassified bacterium Ellin516 0,020 0,015 0,007
Verrucomicrobia;OPB35 soil group;bacterium RS28G;Unclassified bacterium RS28G 0,007 0,007 0,000
Verrucomicrobia;Opitutae;Opitutales;Opitutaceae 1,374 0,619 0,095
Verrucomicrobia;Opitutae;Opitutales;Unclassified Opitutales 0,007 0,000 0,000
Verrucomicrobia;Opitutae;Puniceicoccales;Puniceicoccaceae 0,318 0,058 0,007
Verrucomicrobia;Opitutae; Puniceicoccales;Unclassified Puniceicoccales 0,041 0,015 0,000
Verrucomicrobia;Opitutae;Unclassified Opitutae 0,163 0,066 0,034
Verrucomicrobia;Spartobacteria;Chthoniobacterales;Chthoniobacteraceae 0,088 0,036 0,007
Verrucomicrobia;Spartobacteria;Chthoniobacterales; FukuN18 freshwater group 0,000 0,015 0,000
Verrucomicrobia;Spartobacteria;Chthoniobacterales;Unclassified Chthoniobacterales 0,047 0,073 0,020
Verrucomicrobia;Spartobacteria;Chthoniobacterales; Xiphinematobacteraceae 0,000 0,000 0,007
Verrucomicrobia;Spartobacteria;Unclassified Spartobacteria 0,027 0,015 0,020
Verrucomicrobia;Unclassified Verrucomicrobia 0,501 0,262 0,156
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Unclassified Verrucomicrobiae 0,007 0,029 0,000
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales;Rubritaleaceae 0,000 0,007 0,000
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales;Unclassified Verrucomicrobiales 0,047 0,102 0,007
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales;Verrucomicrobiaceae 0,379 1,128 0,197
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