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Streszczenie: Szczepy bakterii wieloopornych to obecnie najwigkszy problem zdrowotny na $wiecie. Liczne §wiatowe organizacje zajmujace
sie zdrowiem publicznym apelujg o konieczno$ci ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci z wszelkich mozliwych Zrodet.
Z danych literaturowych wiadomo, Ze takimi srodowiskami Zrédtowymi moga by¢ obszary uzytkowane rolniczo, gdzie powszechnie sto-
sowano antybiotyki i sole metali cigzkich do promocji wzrostu roslin i zwierzat. Dodatkowo, wérdd zrodet izolacji bakterii wieloopornych
znalazly sie rdwniez naturalne zbiorniki wodne, czy gleby nie uzytkowane rolniczo. W ostatnich latach, bakterie oporne na antybiotyki
i jednoczesnie metale ciezkie, zaczeto pozyskiwac z gleb zanieczyszczonych metalami oraz z roslin zasiedlajacych takie gleby. Wydaje sie
zatem, ze metale ciezkie, stanowigce zanieczyszczenie srodowiska, moga by¢ czynnikiem selekcyjnym promujgcym rozprzestrzenianie si¢
opornosci na antybiotyki. Zjawisko koselekeji bakteryjnych genéw opornosci dotyczy najczesciej braku wrazliwosci bakterii na antybio-
tyki oraz metale ciezkie. O zjawisku koselekcji mowimy, gdy rozne geny warunkujace opornos¢ na rézne czynniki stresowe wystepuja na
tym samym ruchomym elemencie genetycznym lub, gdy te same geny warunkuja opornos¢ na rézne czynniki stresowe. Niniejszy artykut
przedstawia aktualny stan wiedzy na temat tego zjawiska obserwowanego u bakterii izolowanych ze srodowisk pozaklinicznych.

1. Wprowadzenie. 2. Mechanizmy koselekgji. 2.1. Mechanizm opornosci krzyzowej. 2.2. Wspotopornosé. 2.3. Wspoélregulacja. 3. Czynniki
promujace rozprzestrzenianie si¢ zjawiska koselekeji. 4. Wystepowanie zjawiska koselekeji w srodowiskach pozaklinicznych. 4.1. Obszary
uzytkowane rolniczo. 4.2. Tereny nieuzytkowane rolniczo. 4.3. Naturalne zbiorniki wodne. 4.4 Endosfera rodlinna. 5. Wspdtwystepowanie
gendw opornosci w réznych genomach srodowiskowych. 6. Podsumowanie

OCCURRENCE OF THE CO-SELECTION PHENOMENON IN NON-CLINICAL ENVIRONMENTS

Abstract: Multi-resistant bacterial strains currently present the main health problem worldwide. Numerous public health organizations
call for the prevention, and control the spread, of antibiotic resistance from any sources. From the literature data, it is well known that
agricultural areas are a source of antibiotic resistance because of the use of antibiotics and heavy metals to promote plant and animal
growth. Moreover, natural water reservoirs and soil not used for agriculture are also sources of multi-drug resistant bacteria. In recent
years bacteria resistant to antibiotics and heavy metals have been isolated from heavy-metal contaminated soils and from metallophytes.
Therefore, it seems that heavy metals, an environmental pollutant, may also be a selection factor that promotes the spread of antibiotic
resistance. The co-selection phenomenon of resistant genes is most often connected with the lack of bacterial susceptibility to antibiotics
and heavy metals. Co-selection occurs when different resistant genes that enable resistance to different stress conditions are located on the
same mobile genetic elements, or when the same genes determine resistance to different stress conditions. This article presents the current
state of knowledge about the co-selection phenomenon observed in bacteria isolated from nonclinical environments.

1. Introduction. 2. Co-selection mechanisms. 2.1. Cross-resistance. 2.2. Co-resistance. 2.3. Co-regulation. 3. Factors promoting spread of
co-selection. 4. Occurrence of co-selection in non-clinical environments. 4.1. Areas used for agriculture. 4.2. Areas not used agriculturally.
4.3. Natural water reservoirs. 4.4. Plant endosphere. 5. Co-occurence of resistant genes in different environmental genomes. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Od wielu lat, na calym $wiecie obserwowany jest
bardzo intensywny rozwdj gospodarki, w tym sektora
przemystowego i rolniczego. Wraz z postgpujacym roz-
wojem dochodzi jednak do zanieczyszczania srodowisk
takich jak gleba, wody gruntowe i powierzchniowe oraz
powietrze. Generowane odpady i $cieki charakteryzuja
sie wysoka zawarto$cig metali ciezkich. Wsrdd najbar-
dziej istotnych zrdédel zanieczyszczania $rodowiska

wymienia sie: przemyst metalurgiczny i chemiczny,
sktadowanie odpaddw, stosowanie nawozow sztucz-
nych i osadéw Sciekowych w rolnictwie, a takze rozwdj
transportu [72]. Liczne badania wskazaly, iz skazenie
srodowiska metalami ciezkimi istotnie wptywa na roz-
przestrzenianie sie zjawiska antybiotykoopornosci [4,
6, 90]. Jest to szczegdlnie wazne, biorac pod uwage,
ze antropogeniczne skazenia metalami cigzkimi jest
obecnie kilkukrotnie wyzszy niz poziom antybiotykow
w srodowisku. Metale cigzkie nie ulegaja rozktadowi,
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przez co wywierajg dlugotrwala presje selekcyjna, a tym
samym przyczyniajg si¢ do nabywania i rozprzestrze-
niania wéréd mikroorganizméw mechanizméw opor-
nosci na metale ciezkie wystepujace w wysokich steze-
niach [4, 93]. Najczesciej izolowanymi i opisywanymi
w literaturze naukowej drobnoustrojami opornymi na
metale cigzkie i antybiotyki, sa bakterie zasiedlajace
gleby [19]. Rozpoczgcie badan metagenomicznych
ujawnilo, ze pula znanych genéw niosacych opornos¢
na antybiotyki, stanowi znikomy procent w stosunku
do gendw antybiotykoopornosci znajdujgcych sie w gle-
bie [2]. Zbiér wszystkich genéw opornosci na anty-
biotyki wystepujacych w danym $rodowisku nazwano
rezystomem (resistome) [21, 101]. W sklad rezystomu
mogg wchodzi¢ zaréwno geny wystepujace w genomach
bakterii patogennych, niepatogennych, jak i prekursory
genow opornosci czy geny kryptyczne. W roku 2009
opracowano baze danych zawierajaca sekwencje genow
opornosci na antybiotyki, w ktérej zdeponowano
20000 gendw [50].

Intensywnie prowadzone od ponad 20 lat badania
genetycznych determinant opornosci na metale ciezkie
ujawnily pewng zalezno$¢. Geny opornosci na metale
cigzkie, wykrywane u mikroorganizméw $rodowisko-
wych, bardzo czesto wystepuja razem z genami anty-
biotykoopornosci i lokalizowane sg na tych samych
mobilnych elementach genetycznych (MGE, Mobile
genetic elements). Zjawisko to nazwano koselekcja
gendw [4]. Zjawisko koselekeji zaobserwowano réwniez
u bakterii patogennych izolowanych od ludzi i zwie-
rzat. W grupie bakterii chorobotworczych majacych
plazmidy niosace geny opornosci na antybiotyki oraz
metale ciezkie, znalazly si¢ takie rodzaje jak: Enterococ-
cus, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus oraz Yersinia [75]. To niepoko-
jace zjawisko sklonilo naukowcéw do dalszych badan.
Wykazano, ze ekspresja réznych gendéw opornosci jest
czesto zalezna od tego samego czynnika. Jak dotad,
nie jest jednak znana rola koselekcji genéw dla danej
wspolnoty mikroorganizméw zasiedlajacej srodowi-
ska pozakliniczne. W 2016 roku, Andrea Di Cesare na
tamach czasopisma Journal of Limnology, podkrelil, ze
niezbedne sa badania podstawowe wyjasniajace znacze-
nie zjawiska koselekcji genow opornosci w srodowisku
naturalnym [23]. W 2013 roku, Steve Bernier zasugero-
wal, ze antybiotyki najprawdopodobniej dzialaja jako
regulatorowe czgstki sygnatowe [6]. Zrozumienie pro-
blemu od strony genetycznej wymaga jednak dalszych
badan. Naukowcy podejrzewaja, ze wystepowaniu
antybiotykoopornoséci sprzyjaja determinanty opor-
nosci na jony metali cigzkich, ktdre dzialaja prawdopo-
dobnie jako czynnik promujacy antybiotykoopornos¢.
Zapewne wspOlwystepowanie gendéw opornosci na
jony metali cigzkich i antybiotyki na MGE sprzyja roz-
powszechnianiu opornosci na antybiotyki oraz metale
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cigzkie, nawet w przypadku wystepowania tylko jed-
nego czynnika selekcyjnego: jonu metalu ci¢zkiego albo
antybiotyku.

O istotnosci problemu rozprzestrzeniania sie opor-
noéci na antybiotyki alarmuje Swiatowa Organizacja
Zdrowia [100]. W raporcie opublikowanym w kwietniu
2014 roku ogtoszono, iz ze wzgledu na problem utraty
skuteczno$ci terapii antybiotykowych, najwazniejszym
zadaniem jest poznanie i zredukowanie wszelkich nie-
kontrolowanych zrédel rozprzestrzeniania sie anty-
biotykoopornosci [100]. Badania ostatnich kilku lat
ujawniaja nowe srodowiska wystepowania bakterii nio-
sacych jednoczesnie opornos¢ na antybiotyki i metale
cigzkie. Wérdd nich sg zaréwno tereny uzytkowane rol-
niczo, jak i miejsca nieuzytkowane, naturalne zbiorniki
wodne oraz, jak ostatnio wykazano, komoérki roslinne
[22,25-27, 38, 43, 45, 64, 65, 68, 98].

2. Mechanizmy koselekcji

Koselekcja (co-selection) to zjawisko zaobserwo-
wane wérdéd mikroorganizmoéw, polegajace na jedno-
czesnej selekeji genetycznych determinant opornosci
na antybiotyki, w obecnosci gendéw warunkujacych
oporno$¢ na metale cigzkie czy biocydy [4, 96, 81].
Mechanizm koselekcji polega na wystepowaniu roz-
nych genéw opornosci w obrebie tego samego rucho-
mego elementu genetycznego, lub na wystepowaniu
genetycznych determinant opornosci warunkujacych
jednoczesna opornos¢ na antybiotyki oraz metale ciez-
kie czy biocydy [4, 23]. MGE sg przekazywane innym
komoérkom bakterii na drodze horyzontalnego trans-
feru genow (HGT, horizontal gene transfer) z wyko-
rzystaniem procesow takich jak koniugacja, transfor-
macja czy transdukcja [8, 61]. To, czy nowa informacja
genetyczna zostanie wyrazona a tym samym utrzymana
w komorce bakteryjnej, zalezy od obecnosci presji
selekcyjnej w srodowisku zycia bakterii [48]. Mecha-
nizmy opornosci bakterii na metale ci¢zkie sg znane.
Zostaly podzielone na pie¢ rodzajow [42]. Pierwszy
mechanizm polega na niespecyficznym wigzaniu
metalu przez rézne metabolity bakteryjne jak na przy-
kiad egzopolisacharydy, wystepujace na powierzchni
komorki i niedopuszczeniu ich do wnikniecia do wne-
trza komorki. Drugi mechanizm opiera si¢ na wpro-
wadzaniu zmian w strukturze $ciany i btony komorko-
wej bakterii w obecnosci metali cigzkich, co réwniez
uniemozliwia ich wnikni¢cie do wnetrza komorki.
Trzeci mechanizm polega na usuwaniu metalu z wne-
trza komorki dzigki aktywnym pompom, a caly system
nazwano systemem Efflux (efflux system). Uczestnicza
tu ATP-zalezne ATP-azy typu P oraz bialkowe trans-
portery dzialajace na zasadzie wymiany jonéw na dro-
dze gradientu chemiosmotycznego [42]. U licznych
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mikroorganizméw wystepuja réwniez mechanizmy
oparte na enzymatycznej detoksyfikacji jonéw metali.
Ostatni znany u bakterii mechanizm opornosci na
jony metali cigzkich polega na wewnatrzkomdrkowym
wigzaniu jonu przy udziale niskoczgsteczkowych pep-
tydow, takich jak na przyklad metalotioneiny (7, 73].
Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki, réw-
niez sg dobrze znane. Nalezg do nich: enzymatyczna
inaktywacja antybiotyku, strukturalne zmiany miejsca
dzialania antybiotyku, zmniejszenie przepuszczalnosci
bakteryjnych oston komdrkowych i niedopuszczenie
antybiotyku do wnikniecia wewnatrz komorki, aktywne
usuwanie antybiotyku z komorki bakteryjnej oraz omi-
niecie zablokowanego szlaku metabolicznego [69, 71].
Na poczatku XXI wieku zaczgto opisywac bakterie,
u ktorych stwierdzano oporno$¢ zaréwno na antybio-
tyk, jak i metal ciezki. Jeden z pierwszych przykladow
koselekeji opisano w 2003 roku [28]. Wyizolowano
wowczas bakterie, u ktérych geny opornosci na rte¢,
spektynomycyne i streptomycyne, byty zlokalizowane na
wspolnym elemencie genetycznym. Z badanych bakterii
wyizolowano transpozony Tn21 i Tn21I-like niosgce geny
opornosci. Bakterie pochodzity zaréwno ze $rodowi-
ska szpitalnego jak i naturalnego, byly reprezentowane
przez Gram-dodatnie i Gram-ujemne bakterie pato-
genne i niepatogenne [28, 4]. Dalsze badania pozwolity
na wstepna charakterystyke mechanizméw koselekeji
spotykanych u bakterii zasiedlajacych rézne srodowiska.
Wyrdzniono trzy gléwne mechanizmy koselekeji: opor-
nos¢ krzyzowa, wspotopornos¢ oraz wspolregulacje.

2.1. Mechanizm opornosci krzyzowej

Mechanizm opornosci krzyzowej (cross-resistance)
wystepuje wowczas, gdy geny warunkujace opornosé
na jeden antybiotyk, jednoczesnie warunkuja opornos¢
na inny antybiotyk lub metal ciezki [4]. Mechanizm
taki zaobserwowano na przykladzie Listeria mono-
cytogenes. U bakterii tego gatunku gen mdrL koduje
pompe MdrL (Multidrug efflux transporter of Listeria)
odpowiadajaca za opornos¢ na metale, takie jak cynk,
kobalt i chrom, biocydy, takie jak czwartorzedowe
zwigzki amoniowe i bromek etydyny oraz antybiotyki,
takie jak erytromycyna, josamycyna i klindamycyna
[63]. W innych badaniach zlokalizowano system DsbA-
-DsbB (Disulfide Bond formation system) wystepujacy
u Burkholderia cepacia. Badania fenotypowe wykazaty,
ze DsbA-DsbB uczestniczy w systemie efluksyjnym
eksportu m.in. metali ci¢zkich. Mutanty bez funk-
cjonalnego ukladu DsbA-DsbB byly bardziej wraz-
liwe na dzialanie wielu antybiotykéw i metali, w tym
B-laktamoéw, kanamycyny, erytromycyny, nowobiocyny,
ofloksacyny, laurylosiarczanu sodu (SDS), kadmu oraz
cynku [39]. Z kolei Conroy i wsp. [16] zbadali system
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GesABC wystepujacy u bakterii z rodzaju Salmonella.
Wykazano, Ze system jest odpowiedzialny nie tylko za
wypompowywanie zwigzkéw zlota z komorki ale row-
niez odpowiada za ochrone bakterii przed fluorochino-
lonami, chloramfenikolem i biocydami.

2.2. Wspdlopornosc¢

Wspdlopornos$¢ (co-resistance) definiowana jest
jako wystepowanie dwoch lub wigkszej liczby gendw
potozonych na tym samym MGE, nadajgcych bakte-
rii oporno$¢ na co najmniej dwa rézne czynniki stre-
sogenne [14]. Zjawisko wspoélopornosci pozwala na
rozprzestrzenianie si¢ genéw pomiedzy bakteriami.
W ostatnich latach pojawily si¢ liczne prace opisujace
wystepowanie zjawiska wspotopornosci u bakterii,
a geny nadajgce fenotyp opornosci zlokalizowano na
MGE. Zjawisko wspotopornosci bardzo czesto opisy-
wane jest w przypadku integronéw klasy 1, niosacych
zardwno geny opornosci na antybiotyki, jak i gen opor-
no$ci na czwartorzedowe sole amoniowe [12, 23, 30].
Plazmidy niosace jednoczesnie rézne geny opornosci
réwniez sg czesto izolowane. W 2010 roku Osman
i wsp. [74] pozyskali bakterie z naturalnych zbiorni-
kow wodnych, ktore wykazaly opornos¢ na antybio-
tyki oraz metale ciezkie, takie jak chrom i kobalt. Geny
odpowiedzialne za fenotyp opornosci zlokalizowano na
dwdch plazmidach o wielkosci 11 kb i 5kb. Plazmidy
zsekwencjonowano i zlokalizowano na nich transpor-
tery jonow metali ciezkich. Z kolei w roku 2016 portu-
galscy naukowcy pozyskali szczepy Salmonella zawiera-
jace plazmidy IncX4/IncHI2 niosgce geny opornosci na
kolistyne oraz na miedz [10]. W tym samym roku zse-
kwencjonowano plazmid IncH12 Klebsiella pneumoniae
H11 i zlokalizowano w nim geny odpowiedzialne za
oporno$¢ na metale cigzkie: cynk, kadm, kobalt, miedz,
nikiel, oféw, rte¢, tellur; biocydy oraz antybiotyki:
chloramfenikol, erytromycyne, kanamycyne, B-laktamy,
sulfonamidy i streptomycyne [108]. W celu potwierdze-
nia obecnosci roznych gendéw warunkujacych opornosé
bakterii, na tym samym plazmidzie, badacze czesto
wykorzystujg technike leczenia z plazmidu badanego
szczepu (plasmid curing). Na przykiad, Das i wsp. [19]
pozyskali szczepy E. coli oraz P. aeruginosa oporne na
szereg antybiotykéw i metali cigzkich. Z badanych
szczepow wyizolowali plazmidy. Po inkubacji bakterii
w warunkach stresowych w obecnosci SDS szczepy utra-
cily fenotyp opornosci, co potwierdzito obecnos¢ genéw
opornosci na plazmidzie. W przypadku szczepu E. coli
potwierdzono plazmidowg lokalizacje gendéw warunku-
jacych opornos¢ na chloramfenikol, trimetoprym, kadm
i rte¢. Natomiast dla szczepow P, aeruginosa potwier-
dzono wystepowanie na plazmidzie genéw warunku-
jacych oporno$¢ na ampicyline, chloramfenikol, trime-
toprym, cefpodoksym, cefoksytyne, kadm i rtec¢ [20].
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2.3. Wspdélregulacja

Wspotregulacja (co-regulation/co-expression) wyste-
puje u bakterii wtedy, gdy ekspresja genéw koduja-
cych opornos¢ na antybiotyk ulega zmianie po eks-
pozycji bakterii na metal ciezki. Mechanizm tej opor-
nosci polega na skoordynowanej odpowiedzi na stres,
poprzez powigzanie transkrypcyjne lub translacyjne
obu opornosci [4]. W 2007 roku opisano dwukom-
ponentowy system regulacyjny kodowany przez cscRS
wykryty u szczepéw P aeruginosa. Badania wyka-
zaly, ze w obecnosci cynku dochodzi do transkrypcji
operonu czcCBA, ktéry koduje pompe typu RND, co
zapewnia oporno$¢ na cynk, kadm i kobalt, a jedno-
cze$nie zmniejsza ekspresje poryny OprD, przez ktora
imipenem wnika do bakterii [9]. Z kolei w 2009 roku
opisano zjawisko wspdtregulacji u E. coli. Wykazano, iz
obecno$¢ miedzi oraz chromu wplywa na biatko regula-
cyjne SoxS aktywujac dodatkowo system Efflux AcrAB,
co z kolei powoduje dodatkowg tolerancje¢ bakterii
na antybiotyki takie jak chloramfenikol, tetracyklina,
nowobiocyna, nafcylina i oksacylina [37].

3. Czynniki promujjce rozprzestrzenianie si¢
zjawiska koselekcji

Gléwnym srodowiskiem wystepowania bakterii
wielolekoopornych (MDR, Multi-Drug Resistant) sa
szpitale, co jest nastgpstwem stosowania w lecznictwie
antybiotykéw oraz soli metali cigzkich. Obecnos¢ bak-
terii opornych na antybiotyki i metale ciezkie notowana
jest réwniez na obszarach uzytkowanych rolniczo.
Zwiazane jest to ze stosowaniem antybiotykéw i soli
metali cigzkich jako czynnikéw promujacych wzrost
rodlin i zwierzat hodowlanych [13, 41, 55].

Gleby rolne sg czesto nawozone osadami $cieko-
wymi, w skltadzie ktorych wykryto czynniki promujgce
rozprzestrzenianie si¢ determinant opornosci. Malik
i wsp. [53] badal probki takich gleb pobranych w Pot-
nocnych Indiach. Wyizolowal szczepy bakterii z rodzaju
Pseudomonas, ktore oprocz szerokiego spektrum opor-
nosci na metale ci¢zkie, wykazaly réwniez niewraz-
liwo$¢ na ampicyling, erytromycyne¢ i sulfadiazyne
(Tab.I). W wielu krajach do nawadniania pdl stosuje si¢
$cieki oczyszczone, ktdre sg zrodtem zaréwno bakterii
opornych na antybiotyki (ARB, Antibiotic Resistant
Bacteria), w tym patogennych, jak i genéw opornosci
na antybiotyki (ARG, Antibiotic Resistance Genes).
Badania réznego rodzaju $ciekow (Scieki surowe, biore-
aktor biologiczny, $cieki oczyszczone) przeprowadzone
w Polsce wykazaly niecatkowitg eliminacje ARB oraz
ARG w procesie oczyszczania biologicznego sciekow
oraz obecnos¢ w $ciekach oczyszczonych wielu bakterii
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MDR, w tym patogenéw wykazujacych opornos¢ na
B-laktamy [77, 78, 80]. Badania prowadzone w innych
krajach réwniez potwierdzaja obecno$¢ bakterii MDR
w $ciekach oczyszczonych [54, 56, 86, 89].

Gospodarstwa rolne sg rezerwuarem bakterii opor-
nych na antybiotyki i metale ciezkie. Stosowanie anty-
biotykéw w hodowli zwierzat sprzyja pojawianiu si¢
opornosci w srodowiskach rolniczych [11, 82, 84, 85].
Obornik stal si¢ rezerwuarem bakterii MDR i zwigz-
kéw antybiotycznych, a jego zastosowanie w nawozeniu
gleb uprawnych znaczaco zwiekszyto liczebnos¢ ARG
i promuje utrzymywanie si¢ populacji bakterii MDR
w glebie [3]. Lokalizacja genéw opornosci na MGE, do
ktérych nalezg m.in. plazmidy i elementy transpozy-
cyjne, sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ genéw opornosci
niezaleznie od pierwotnego gospodarza [29, 83].

Od ponad dziesieciu lat stosowanie antybiotykdw
jako dodatkéw do pasz dla zwierzat hodowlanych
zostalo znacznie ograniczone, a w niektorych sektorach
zupelnie zakazane [88]. Jednakze stosowanie innych
zwigzkéw o podobnym dziataniu nie zostalo objete
surowymi ograniczeniami. Wérdéd nich znajdujg sie
sole metali ciezkich, gléwnie cynku, miedzi oraz srebra.

Stosowanie soli metali ciezkich w rolnictwie jest zja-
wiskiem powszechnym. Dodawane do pasz, wykazuja
dziatanie bakteriobojcze, grzybobdjcze i wzmacniaja
odporno$¢ zwierzat. Tlenek cynku ZnO byt niegdys
stosowany profilaktycznie w hodowli prosiagt jako
alternatywa dla antybiotykéw i w celu uzyskania szyb-
kiego przyrostu masy migéniowej oraz prawidlowego
rozwoju ukladu nerwowego [70]. Dodatkowo, cynk
wykazywal dzialanie przeciwbiegunkowe. W nastep-
stwie wieloletniego, regularnego stosowania cynku
soli cynku w wysokich dawkach w paszach dla zwie-
rzat coraz czesciej w gospodarstwach zaczely pojawiaé
sie zakazenia powodowane przez bakterie oporne na
komercyjnie stosowane antybiotyki. Badania ostatnich
kilku lat wyjasnily to zjawisko, zwigzane z koselekcja
genow opornosci na antybiotyki u bakterii towarzysza-
cych zwierzetom hodowlanym [1, 13, 55].

Od okoto 2004 roku zaczeto regulowaé poziom
cynku i innych metali cigzkich w paszach dla zwie-
rzat, a mieszanki paszowe podlegaja cyklicznym kon-
trolom [70]. Siarczan miedzi (CuSO,) dzigki wiasci-
wosciom bakteriobdjczym i grzybobdjczym réwniez
byl stosowany na szeroka skale w hodowli zwierzat
[95]. Obecnie, stosowany jest gtéwnie do kapieli racic
w mleczarniach oraz jako czynnik promujacy wzrost
w hodowlach trzody chlewnej i drobiu. W klatkowe;
hodowli kur jest dodawany do paszy w celu obnize-
nia zawartosci cholesterolu w jajach [95, 109]. Z kolei
srebro koloidalne jest wykorzystywane jako s$rodek
dezynfekcyjny o dziataniu przeciwbakteryjnym i prze-
ciwgrzybiczym przede wszystkim w uprawie roslin [46].
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4. Wystepowanie zjawiska koselekcji
w $rodowiskach pozaklinicznych

4.1. Obszary uzytkowane rolniczo

Liczne badania potwierdzajg, iz stosowanie soli
metali ciezkich w hodowli zwierzat sprzyja pojawianiu
sie szczepow bakterii opornych na antybiotyki. Przy-
ktady badan potwierdzajacych obecnos¢ bakterii MDR
w gospodarstwach rolnych przedstawiono w Tabelil.
Na poczatku XXIwieku ukazala si¢ praca Hasman
i wsp. [38], ktérzy badali mikrobiote zwierzat hodow-
lanych. Pozyskane szczepy MDR wyizolowano wow-
czas m.in. z trzody chlewnej. Bakterie zaklasyfikowano
do gatunku E. faecium. Wykazywaly one opornoé¢ na
miedz oraz niewrazliwo$¢ na erytromycyne i wankomy-
cyne. Co wiecej, badacze potwierdzili eksperymental-
nie obecnos¢ wszystkich determinant opornosci na tym
samym plazmidzie koniugacyjnym. Zasugerowano, iz
obecno$¢ bakterii opornych na miedz byta nastepstwem
stosowanych w chlewni dodatkéw do paszy zawieraja-
cych siarczan miedzi [38].

Oproécz zwierzat hodowlanych, kolejnym powszech-
nym rezerwuarem bakterii MDR okazaly si¢ nawozy
zwierzgce. Do gleb uzytkowanych rolniczo nawozo-
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nych nawozami zwierzecymi, licznie przedostajg sie
pozostalosci metali cigzkich oraz antybiotykdw, co
negatywnie wplywa na jakos¢ i bezpieczenstwo zyw-
nosci. W ostatnich latach prowadzone s3 badania
dotyczace charakterystyki szczepéw $rodowiskowych
wyizolowanych z takich gleb. W Turcji, w miejsco-
wosci Kirsehir, prowadzono badania gleby ogrodowej
nawozonej obornikiem [27] (Tab.I). Pozyskano wow-
czas bakterie zaklasyfikowane do gatunkéw: B. subtilis,
B. cereus, E. coli oraz P. aeruginosa. Wszystkie szczepy
wykazaly opornos¢ na sole metali cigzkich, takich jak
otéw, kobalt, cynk i miedz. Ponadto, wigkszos¢ szcze-
pow byla niewrazliwa na antybiotyki - aztreonam,
klindamycyne oraz wankomycyne. Co wigcej, szczepy
zidentyfikowane jako P. aeruginosa wykazaly opornos¢
na amikacyne, ceftazydym i cyprofloksacyne, natomiast
szczepy E. coli byly oporne na ceftazydym i cefuroksym.

Podobne zjawisko zaobserwowano w akwakultu-
rze. Bakteriami MDR powszechnie izolowanymi z ryb
s3 patogenne szczepy z rodzaju Aeromonas [78, 79].
Bakterie z tego rodzaju zostaly migdzy innymi wyizo-
lowane z siedmiu réznych hodowli pstraga teczowego
w Australii [1]. Pozyskane szczepy byly oporne na
metale cigzkie oraz badane antybiotyki (Tab. I). Wszyst-
kie szczepy byly oporne na amoksycyling i cefalotin,

Tabela I
Profil opornosci bakterii izolowanych z obszaréw uzytkowanych rolniczo
Rodzaj/ gat.llmek Zrédio 1z<%ac]1 Opornosé bakterii na antybiotyki Opornoéé b'ak.te.rn Pls.mlen—
bakterii bakterii na metale ciezkie nictwo
Aeromonas sp. | Hodowla pstraga amoksycylina, cefalotin, ceftiofur, florfenikol, | chrom, cynk, kadm, kobalt, [1]
teczowego (Australia) streptomycyna, tetracyklina, sulfametoksazol, | mangan, miedz, otéw
tykarcylina
A. aquariorum, | Hodowla wegorza, amikacin, amoksycylina, kwas klawulanowy;, kadm [107]
A. hydrophila, | hodowla karpia (Korea) |ampicylina, cefpodoksym, ceftiofur, chloram-
A. veronii, fenikol, enrofloksacyna, imipenem, gentamy-
A. caviae, cyna, piperacylina, marbofloksacyn, tobramy-
A. jandami cyna, nitrofurantoina, trimetoprim,
sulfametoksazol tetracyklina
A. salmonicida | Hodowla lososia florfenikol, spektynomycyna, streptomycyna, | rte¢ [66]
atlantyckiego (Kanada) | sulfonamidy, tetracyklina
B. cereus, Gleba ogrodowa (Turcja) | aztreonam, ceftazydym, cefuroksym, cynk, kobalt, miedz, otéw [27]
B. subtilis klindamycyna, wankomycyna
Enterococcus Hodowla trzody erytromycyna, wankomycyna miedz [38]
faecium chlewnej (Dania)
E. coli Gleba ogrodowa (Turcja) | aztreonam, ceftazydym, cefuroksym, cynk, kobalt, miedz, otéw [27]
klindamycyna, wankomycyna
P aeruginosa Gleba ogrodowa (Turcja) | amikacyna, aztreonam, ceftazydym, cefuro- cynk, kobalt, miedz, otéw (27]
ksym, cyprofloksacyna, klindamycyna,
wankomycyna
Pseudomonas sp.| Hodowla pstraga amoksycylina, cefalotin, ceftiofur, chloramfe- | chrom, cynk, kadm, mangan
teczowego (Australia) nikol, florfenikol, streptomycyna, nitrofuran- | miedz, oléw
toina, trimetoprym [1]
Pseudomonas sp.| Gleba uprawna ampicylina, erytromycyna, sulfadiazyna chrom, cynk, miedz, nikiel, (53]
(Pbétnocne Indie) otow, rte¢
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wiegkszo$¢ szczepdw na tykarcyling, tetracykling oraz
streptomycyne, podczas gdy tylko niektore szczepy na
ceftiofur, florfenikol i sulfametoksazol. We wzmianko-
wanych badaniach wyizolowano tez bakterie z rodzaju
Pseudomonas, u ktérych réwniez powszechnie wyste-
powata oporno$¢ na amoksycyling, cefalotyne, ceftiofur,
chloramfenikol, florfenikol, streptomycyne, nitrofuran-
toing oraz trimetoprym. Podobne badania prowadzit
McIntosh i wsp. [66], ktéry z hodowli tososia atlan-
tyckiego w Kanadzie wyizolowal szczepy A. salmoni-
cida oporne na florfenikol, tetracykline, sulfonamidy,
spektynomycyne i streptomycyne oraz na rte¢ (Tab. I).
Obecnos¢ determinant warunkujacych taki fenotyp
bakterii zlokalizowano na plazmidach nazwanych
PRAS3 o wielkosci ok. 11 800 pz. W 2014 roku Yi i wsp.
[107] réwniez wyizolowali szczepy bakterii rodzaju
Aeromonas wykazujace oporno$¢ na szereg antybioty-
kéw, w tym amoksycyling z kwasem klawulanowym,
ajednoczes$nie opornos¢ na kadm. Badacze sugerowali
wystepowanie koselekcji genéw antybiotykoopornosci
i opornosci na metal, a kadm uznano za czynnik pro-
mujacy to zjawisko. Wsréd badanych ryb, z ktérych
izolowano szczepy, znalazly sie m.in. karpie i wegorze.
Pozyskano nastepujace gatunki: A. veronii, A. aquarium,
A. hydrophila, A.caviae, A.jandami i A.allosaccha-
rophila (Tab.I). Szczepy tych bakterii wykazaly brak
wrazliwosci na szereg antybiotykéw, w tym ampicy-
line (99% szczepow), piperacyling (84%), tetracykline
(83%), enrofloksacyne (80%), amoksycyline z kwasem
klawulanowym (59%), sulfametoksazol z trimetopri-
mem (54%), ceftiofur (54%), imipenem (44%), mar-
bofloksacyn (43%), nitrofurantoine (40%), chloramfe-
nikol (34%) cefpodoksym (26%), tobramycyne (24%),
gentamycyne (15%), amikacin (4%). Wéréd bakterii
wyizolowanych z karpia i wegorza, najpowszechniej
wystepowaly szczepy niewrazliwe na amoksycyling
z kwasem klawulanowym oraz chloramfenikol.

4.2. Tereny nieuzytkowane rolniczo

W $rodowisku naturalnym, na terenach nie uzyt-
kowanych przez cztowieka, réwniez wystepuja mikro-
organizmy oporne na antybiotyki oraz metale cigzkie.
Przyktadem takiego miejsca sa polozone powyzej
4000 m n.p.m. podmokle tereny Andéw. Panujg tam
ekstremalne warunki, takie jak silne promieniowa-
nie UV, wysoka zawartos¢ metali ciezkich (glownie
arsenu) oraz wysokie zasolenie. W roku 2008 z probek
gleb pobranych w Andach pozyskano kolekeje szcze-
poéw wykazujgcych silng antybiotykoopornos¢ oraz
niewrazliwo$¢ na promieniowanie UV-B [22]. Wirdd
nich zidentyfikowano S. saprophyticus i Micrococcus
sp. Wiekszo$¢ szczepow wykazala opornosé na arsen
(IIT) w stezeniu 10 mM. Ponadto, stwierdzono oporno$¢
bakterii na antybiotyki: azytromycyne, erytromycyne,
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klarytromycyne, roksytromycyne, streptomycyne, chlo-
ramfenikol, gentamycyne, kanamycyne, tetracykline
i ampicyling oraz wysokie minimalne st¢zenie hamu-
jace wzrost bakterii (2 ug/ml) w przypadku makroli-
déw. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaly, ze
w ekstremalnych $rodowiskach antybiotykoopornosé
jest rowniez powszechna pomimo braku presji selek-
cyjnej zwigzanej z obecnoscig antybiotykow. Kolej-
nym przykladem terenéw nieuzytkowanych rolniczo,
z ktérych wyizolowano bakterie MDR, sg torfowiska
w USA. W roku 2009 grupa naukowcdw badata probki
gleb (o przekroju 2m) pochodzacych z dwdch torfo-
wisk w Hrabstwie Kennebec w stanie Maine, USA [98].
Z réznych glebokosci warstwy korowej wyizolowano
bakterie i badano je pod katem opornosci na antybio-
tyki i rte¢ oraz obecnosci genu merA, ktéry odpowiada
za wystepowanie reduktazy rteciowej, redukujacej
toksyczne jony Hg** do postaci pierwiastkowej Hg’.
Mechanizm ten jest najczgstszym bakteryjnym syste-
mem opornosci na rte¢. Gen merA lokalizowany jest
w obrebie operonu mer, ktdry czesto wystepuje na
MGE, takich jak transpozony i plazmidy, dzigki czemu
jest tatwo przenoszony miedzy réznymi gatunkami
bakterii [98]. Co wigcej, jak juz wezesniej wykazano,
razem z operonem mer przenoszone sa tez geny opor-
noéci na antybiotyki [99]. Wérdd izolatow pozyskanych
z torfowisk najczesciej wystepowaly bakterie z rodzaju
Pseudomonas, Rahnella i Paenibacillus. Obecno$¢ genu
merA stwierdzono u 73% izolatéw ze stanowiska pierw-
szego i 67% izolatow z drugiego torfowiska. Oprocz
opornoéci na rte¢ u wielu izolatéw stwierdzono réw-
niez tolerancj¢ na antybiotyki B-laktamowe, amino-
glikozydy i cefemy. Z kolei w roku 2014 prowadzone
byty badania gleb pochodzacych z miasta Juja w Kenii
[65]. Z gleb wyizolowano bakterie i charakteryzowano
je pod katem wrazliwo$ci na antybiotyki i metale ciez-
kie. Wszystkie pozyskane izolaty wykazaly opornos¢ na
augmentin i cefuroksym, natomiast wigkszo$¢ izolatow
byta oporna na ampicyline oraz kotrimoksazol. Wiek-
sz0$¢ izolatow byla rowniez niewrazliwa na co najmniej
trzy antybiotyki. Co wiecej, bakterie wykazaly opornos¢
na metale cigzkie, takie jak cynk, kadm i rte¢. Wérod
identyfikowanych szczep6w, znalazly sie gatunki E. coli,
P aeruginosa i S. aureus.

Pewna grupa naukowcéw postawila pytanie, czy
antybiotykoopornos¢ byla réwniez zjawiskiem pow-
szechnym we wcze$niejszych latach, kiedy antybiotyki
nie byly stosowane na skale masowa. Knapp i wsp. [47]
badali wystgpowanie genéw niosacych opornos¢ na
antybiotyki w glebach zarchiwizowanych w Instytucie
Jamesa Huttona w Aberdeen w Szkocji. Pierwsza seria
gleb sktadala sie z 46 losowo wybranych probek zbie-
ranych w Szkocji od 1940 roku do wczesnych lat 70.
Druga seria gleb skladala si¢ z probek zebranych
w 2008 roku, z dzialek eksperymentalnych w Hartwood,
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North Lanarkshire i Auchincruive w South Ayrshire. Na
dziatki te, w latach 1994-98, rozprowadzano osady $cie-
kowe zawierajace miedz w ilosci do 200 mg/kg. Wyniki
badan wykazaly obecno$¢ we wszystkich badanych
probach genow kodujacych oporno$¢ na antybiotyki,
takie jak erytromycyna, karbapenemy i tetracyklina
oraz na metale ciezkie, takie jak chrom, miedz i nikiel.
Co wigcej, wykazano wspolne wystepowanie nastepu-
jacych determinant opornosci: tetracykliny, erytromy-
cyny i miedzi; tetracykliny, karbapeneméw i chromu
oraz tetracykliny i niklu. Podczas badan préobek gleb
pobranych w 2008 roku zanieczyszczonych osadami
$ciekowymi, wykryto wieksza czesto§¢ wystepowania
genow antybiotykoopornosci, w poréwnaniu z glebami
pobieranymi w latach 1940-1970. Badacze sugeruja, iz
zjawisko to moze by¢ zwigzane ze wzrostem konsump-
¢ji antybiotykow obserwowanym od konca XX wieku,
co w nastepstwie doprowadzito do wzrostu ilosci deter-
minant warunkujacych wielolekooporno$¢ w osadach
$ciekowych rozprowadzanych na badanym terenie [47].

4.3. Naturalne zbiorniki wodne

Presja selekcyjna wywierana przez zanieczyszcze-
nia wod powierzchniowych, w tym jonami metali cigz-
kich czy antybiotykami, sprzyja HGT i przekazywaniu
gendw opornosci, réwniez bakteriom patogennym. Sta-
nowi to duze zagrozenie dla zdrowia publicznego [43].
O koselekeji genéw opornosci w wodach rzecznych
donosi wiele zrodet. Na przykiad, z wod powierzchnio-
wych rzeki Mololoa w Tepic w Meksyku wyizolowano
szczepy E. faecalis oporne na metale ciezkie i antybio-
tyki [68]. Wszystkie izolaty wykazywala opornos¢ na
rte¢. W przypadku pozostalych metali 86% szczepow
wykazalo opornos¢ na chrom, a 42% na kadm. Ogélny
model wrazliwosci na antybiotyki byl nastepujacy:
cyprofloksacyna (100,0% szczepow opornych), kana-
mycyna (84,2%), wankomycyna (15,7%), gentamycyna
(13,15%) i ampicylina (7,8%) [68]. Obecnos$¢ bakterii
MDR wykryto réwniez w rzece Jamuna (Indie) [53].
Z wody pozyskano szczepy rodzaju Pseudomonas
oporne na caly szereg metali cigzkich oraz niewrazliwe
na polimyksyne B oraz tetracykling. Badacze potwier-
dzili obecnos¢ gendéw warunkujacych wielolekoopor-
nos¢ na plazmidach koniugacyjnych.

W 2014 roku pobrano prébki wody z rzeki Kizilir-
mak-Kirikkale w Turcji, aby zbada¢ wspotwystepowanie
bakteryjnej opornosci na metale ciezkie i antybiotyki
[43]. Profile opornosci okreslono stosujac 26 anty-
biotykéw i 17 metali ciezkich. Sposrdd 290 szczepow,
24 wykazywalo oporno$¢ na metale cigzkie i antybio-
tyki. Opornos¢ na otéw, cyne, nikiel, bar, glin, stront,
srebro i lit wahala si¢ miedzy 50 a 92%. Ponad 50%
izolatow wykazywalo opornos¢ na cefalosporyny, chi-
nolony, sulfonamidy i aminoglikozydy. W tym samym
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roku zbadano réwniez probki wody z Blekitnego Nilu
na terenie Etiopii [45]. Metalooporne izolaty nalezaly
do rodzajow Bacillus, Corynebacterium, Micrococ-
cus, Neisseria, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus. Minimalne stezenie metali cigzkich
(kadm, chrom, nikiel, cynk, oléw, rte¢ i miedz) hamu-
jace wzrost szczepow wynosito od 200 do 2300 pug/ml.
Izolaty byly oporne na wiele antybiotykow, takich
jak: chloramfenikol, cefoksytyna, kotrimoksazol, ery-
tromycyna, cyprofloksacyna, gentamycyna, kwas nali-
dyksowy, tetracyklina i wankomycyna. Obserwowano
statystycznie istotng korelacje miedzy opornoscia
na metal i opornos$cia na antybiotyk wsrdd szczepow
bakteryjnych [45].

Bardzo bogatym rezerwuarem szczepow bakterii
MDR okazaty sie rowniez wody morskie. W roku 2010
tureccy naukowcy zbadali wode pobrang z Zatoki
Iskenderun (Morze Srodziemne, Turcja) [64]. Pozy-
skali szczepy bakterii rodzaju Aeromonas i Pseudomo-
nas, ktore wykazaly opornos¢ na antybiotyki i metale
cigzkie. Wysoki odsetek izolatéw Aeromonas wykazy-
wal brak wrazliwosci na cefazolin i sulfametoksazol
z trimetoprimem. W$rdd izolatéw Pseudomonas czg¢sto
wystepowala oporno$¢ na nitrofurantoine (86,2% izo-
latow), cefazolin (84,8% izolatow) i cefuroksym (71,7%
izolatéw). Dodatkowo, wiekszos¢ izolatow wykazywala
tolerancje na rézne stezenia metali ciezkich, a mini-
malne stezenia hamujace wahaty si¢ od 25 do powyzej
3200 pg/ml. Aeromonas sp. i Pseudomonas sp. wyka-
zaly réwniez wysokg oporno$¢ na miedz, odpowied-
nio 98,3% i 75,4% oraz niskg opornoé¢ na otéw, odpo-
wiednio 1,7% i 7,2%. W 2012 roku Matyar [63] badat
takze izolaty pobrane ze wschodniego wybrzeza Morza
Srédziemnego. Zbadano wrazliwo$¢ 255 Gram-ujem-
nych izolatéw bakteryjnych na 16 réznych antybioty-
kow i pie¢ metali ciezkich. Najczestszymi gatunkami
izolowanymi ze wszystkich probek byly Citrobacter
koseri (9,0%), E.coli (8,2%) i Pantoea agglomerans
(8,2%). Wyniki wykazaty wysoka czesto$¢ wystepowa-
nia opornos$ci na ampicyline (74,0%), streptomycyne
(70,0%) i cefazoline (48,3%). Badane szczepy wykazaly
réwniez tolerancje na metale cigzkie, takie jak chrom
(3,0%), kadm (78,0%), mangan (3,5%), miedz (68,9%)
oraz otow (1,9%) [64].

4.4. Endosfera roslinna

Mikroorganizmy zasiedlajagce wewnetrzne tkanki
oraz przestrzenie miedzykomodrkowe roslin, nie wywo-
tujace oznak patogenezy, nazwano endofitami [36].
Endofity izolowane s3 powszechnie z roélin zielnych
[31-33, 87]. Pierwsze prace dotyczace izolacji mikro-
organizmoéw endofitycznych niosgcych opornosé¢ na
metale ciezkie zaczely pojawia¢ si¢ okoto roku 2004.
Wtedy to swoje badania opublikowal Idris i wsp. [44],
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ktéry wyizolowal bakterie endofityczne z wnetrza
roéliny bedacej hiperakumulatorem niklu - Thla-
spi goesingense Halacsy. Badania prowadzono na tere-
nach wschodniej Austrii, gdzie ogélna zawarto$¢ niklu
w kilogramie gleby wynosita 2,5 mg. W jednym gramie
nadziemnych czesci roslinnych oznaczono od 2,2 x 10°
do 5,6 x10%jtk bakterii opornych na nikiel. Badacze
zaklasyfikowali izolaty do klasy Alfaproteobacteria oraz
do bakterii Gram-dodatnich. 42% izolatéw wykazato
wysoki stopien podobienstwa do gatunku Methylobac-
terium mesophilicum, a 37% do Sphingomonas sp. Pozo-
state izolaty wykazaly podobienstwo do rodzajow: Rho-
dococcus, Curtobacterium i Plantibacter. El-Deeb i wsp.
[25, 26] wyizolowali endofityczne bakterie zaklasyfiko-
wane do rodzaju Enterobacter z rosliny wodnej Eich-
hornia crassipes wystepujacej powszechnie w Egipcie.
Badane szczepy bakterii wykazaly oporno$¢ na metale
cigzkie (cynk, kadm i ol6w) oraz byly zdolne do wzro-
stu w obecno$ci ampicyliny (100 ug/ml), kanamycyny
(100 pg/ml) oraz tetracykliny (20 pg/ml). Co ciekawe,
z uzyskanych bakterii udalo si¢ wyizolowa¢ plazmidy
i w wyniku dalszych badan potwierdzono, ze plazmid
o wielkosci 98 kb determinowal oporno$¢ bakterii na
cynk, kadm oraz ampicyline i kanamycyne. Z kolei
w roku 2008 opublikowano badania dotyczace izola-
¢ji bakterii endofitycznych z roslin rzepaku (Brassica
napus) rosnacych na przedmiesciach Nanjing w Chi-
nach [91]. Na terenach, z ktorych pobierano rosliny,
0znaczono najwyzsza zawarto$¢ otowiu (216,5 mg/kg)
oraz cynku ( 204,5 mg/kg). Z roélin rzepaku pozyskano
bakterie oporne m.in. na oléw, wéréd ktérych domi-
nowaly szczepy oznaczone jako Microbacterium sp.
oraz P fluorescens. Dalsza charakterystyka wykazala,
ze bakterie moga promowac wzrost roélin, poniewaz
produkuja hormony roélinne, prowadza do rozpusz-
czania olowiu, produkuja siderofory oraz produkuja
deaminaz¢ kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylo-
wego. Co wigcej, wykazano, ze bakterie nie sg wrazliwe
na badane antybiotyki, takie jak ampicylina, kanamy-
cyna, spektynomycyna oraz streptomycyna. Szczepy
endofityczne rosty w obecnosci takich czynnikow
stresowych, jak: ampicylina (100 pg/ml), kanamycyna
(20 pug/ml) i spektynomycyna (20 ug/ml). Dodatkowo,
szczep P, fluorescens rést w obecnosci streptomycyny
(20 pug/ml). Kolejna praca w ktdrej eksperymentalnie
potwierdzono brak wrazliwosci endofitéw na antybio-
tyki ukazala si¢ w 2015 roku [52]. Badaniom poddano
rodling bedaca hiperakumulatorem cynku i kadmu,
Sedum plumbizincicola. Wér6d wyizolowanych bak-
terii zidentyfikowano Achromobacter sp., Bacillus sp.,
B. pumilus oraz Stenotrophomonas sp. Endofity wyka-
zaly opornos¢ na cynk, kadm i otéw oraz brak wrazli-
wosci na antybiotyki.

W latach 2009-2018 opublikowano kolejne prace
badawcze dotyczace izolacji bakterii endofitycznych
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z endosfery roélin rosngcych na terenach skazonych
metalami ciezkimi (Tab.II). Wsréd przebadanych
metalofitow znalazly si¢ takie gatunki jak: olsza twarda
(Alnus firma), smagliczka (Alyssum serpyllifolium),
komelina pospolita (Commelina communis), elszol-
cja (Elsholtzia splendens), tyton szlachetny (Nicotiana
tabaccum L.), rdest (Polygonum pubescens), orliczka
(Pteris vittata), psianka czarna (Solanum nigrum L.)
oraz kukurydza zwyczajna (Zea mays). Z roslin izolo-
wano najczesciej bakterie klasyfikowane jako Acineto-
bacter sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., Microbacterium
sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp., Serratia sp., Steno-
trophomonas sp. (Tab. II) [25, 26, 40, 44, 51, 52, 62, 91,
92,94, 97, 109].

5. Wspolwystepowanie genow opornosci
w roznych genomach srodowiskowych

Technika analizy DNA izolowanego bezposrednio
z badanego $rodowiska, rozwéj metod sekwencjono-
wania nowej generacji (NGS, Next Generation Sequ-
encing) oraz rozwoj narzedzi bioinformatycznych
stuzacych do analizy danych umozliwit poznanie nie-
zbadanych dotad $rodowisk. Badania metagenomiczne
dowiodly wystepowania gendéw opornosci na anty-
biotyki i metale cigzkie lub biocydy m.in. w takich $ro-
dowiskach jak naturalne zbiorniki wodne oraz $cieki
[5, 15, 17, 18, 24, 35, 102-106]. Ponadto, stosujac
zaawansowane narzedzia bioinformatyczne, potwier-
dzono wspoélwystepowanie genéw ARG oraz MRG
(metal resistance genes) w réznych genomach srodo-
wiskowych [103, 104].

Zespol naukowcow pod kierunkiem Yuyi Yang opu-
blikowal niedawno wyniki analizy metagenomiczna
jezior i wod morskich [105, 106]. Badacze pracowali na
122 metagenomach pochodzacych z jezior (92 genomy)
oraz wod morskich (30 genoméw). Dane pozyskano
z bazy SRA (Sequence Read Archive). Pozyskane
sekwencje nastepnie analizowano w bazach danych
SARG (Structured Antibiotic Resistance Database)
oraz BacMet (Antibacterial Biocide & Metal Resistance
Genes Database) [75, 76]. Celem badan byta analiza
wspotwystepowania ARG i MRG w morzach i jezio-
rach oraz okreslenie wptywu stratyfikacji termiczne;j
wody w jeziorach i polozenia geograficznego jezior na
liczbe i sktad ARG i MRG. Co wiecej, badano rozmiesz-
czenie ARG i MRG w morzach w strefie przybrzez-
nej, w strefie wod glebokich i w wodach Antarktydy.
Badane genomy pochodzily z nastepujgcych regiondw:
Antarktyki, Brazylii, Finlandii, Kanady, Malawi, Rosji,
Rwandy, Szwecji i USA. W prébach pochodzacych ze
wszystkich badanych srodowisk dominowaly sekwen-
cje gendéw opornosci wielolekowej oraz genéw opor-
nosci na bacytracyne (warianty genu bacA). W przy-
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Tabela II
Profil opornosci bakterii endofitycznych

bakI::r(iiiZ:Jr: gztfliltr;ril;nej Zrédlo izolacji bakterii Oporno$¢ bakterii na antybiotyki ?15 ?;2?:12 E?é(itliir: Prllslrcr:isg
Achromobacter sp. Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, oléw [52]
Acinetobacter sp. Elsholtzia splendens nb miedz [94]
Bacillus sp. Alnus firma Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, oléow | [52, 92]
B. pumilus Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, olow [52]
Curtobacterium sp. | Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
Enterobacter sp. Eichhornia crassipes ampicylina, kanamycyna, tetracyklina | cynk, kadm, otéw | [25, 26]
Methylobacterium Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
mesophilicum

Microbacterium sp. | Brassica napus ampicylina, kanamycyna, cynk, kadm, miedz,| [91]

spektynomycyna nikiel, otéw
Plantibacter sp. Thlaspi goesingense Haldcsy nb nikiel [44]
Pseudomonas sp. Alyssum serpyllifolium nb nikiel [52]
P fluorescens Brassica napus ampicylina, kanamycyna, cynk, kadm, otéw [91]
spektynomycyna, streptomycyna
Rahnella sp. Polygonum pubescens Zea mays nb cynk, kadm, oléw [40]
Rhodococcus sp. Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
Serratia marcescens | Pteris vittata nb wanad [97]
Sphingomonas sp. Thlaspi goesingense Haldcsy nb nikiel [44]
Stenotrophomonas sp. | Sedum plumbizincicola ampicylina, chloramfenikol, kanamycyna, | cynk, kadm, otéw (52]
streptomycyna, tetracyklina

nb - nie badano

padku MRG, dominowaly geny opornosci na arsen,
rte¢ oraz miedz. W genomach pochodzacych z jezior
wykryto wieksza liczbe ARG w pordéwnaniu z geno-
mami pochodzacymi z moérz. Analizy wykazaly, iz przy-
brzezna woda morska wykazuje wiekszg biordznorod-
no$¢ oraz liczbe ARG i MRG w pordéwnaniu z woda
glebokich oceandw, czy antarktyczng woda morska.
Z kolei stratyfikacja termiczna nie wplyneta na liczbe
ARG. Jednakze w epilimnionie zaobserwowano wigksza
roznorodnos¢ ARG oraz wigcej MRG niz w glebszych
strefach jezior. Wykazano réwniez, iz polozenie geo-
graficzne ma istotny wplyw na réznorodnos¢ genow
opornosci, natomiast nie wplywa na ich ilo$¢. Analiza
korelacji Spearmana pozwolita oszacowaé prawdopo-
dobienstwo wspotwystepowania genéw ARG i MRG
w badanych genomach $rodowiskowych. W przypadku
jezior wyodrebniono 14 grup gendw wspdlnie wyste-
pujacych, natomiast dla wody morskiej wyodrebniono
2 grupy. W obrebie 14 grup wyznaczono m.in. wspol-
nie wystgpujace warianty genu bla . (opornos¢ na
B-laktamy), warianty genu mer (opornos¢ na rte¢), geny
cusR (opornos¢ na miedz) i silR (opornos¢ na srebro)
oraz wspotwystepowanie gendw warunkujacych wie-
lolekooporno$¢ i opornosé na metale ciezkie. Z kolei
w przypadku analizy genoméw morskich, wspotwyste-
powanie wykryto m.in. w przypadku wariantéw genow
nadajacych opornos¢ na bacytracyne, chloramfenikol,

polimyksyne, sulfonamidy i tetracykling [105, 106].

Po roku 2013 pojawily si¢ liczne prace potwier-
dzajace wystegpowanie ARG oraz MRG w $ciekach
[17, 34, 49, 67]. Co wiecej, zidentyfikowano w $ciekach
ruchome elementy genetyczne, ktére moga promo-
wac rozprzestrzenianie determinant opornosci wérod
bakterii [67].

W 2013 roku w Hongkongu prowadzono badania
na terenie dwoch oczyszczalniach $ciekéw bytowo-
-gospodarczych, w ktorych dziennie oczyszczanych
jest 230000 m® $ciekéw - oczyszczalnia Shatin oraz
93000m* $ciekdw - oczyszczalnia Shek Wu Hui
[49]. Z pobranych préb izolowano DNA plazmidowe
i wykonano sekwencjonowanie z wykorzystaniem
sekwenatora HiSeq2000 (Illumina). Uzyskane odczyty
sekwencjonowania filtrowano i analizowano in silico
z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych oraz
ogdlnie dostepnych baz danych, takich jak ARDB
(Antibiotic Resistance Genes Database), BacMet [50,
76]. Badacze uzyskali 6 metagenoméw plazmidowych,
w ktorych zlokalizowali 48 989 odczytéw pasujacych do
ARG oraz 16435 odczytow MRG. Wykryto 18 typow
ARG, z czego najbardziej powszechnym typem byty
geny opornosci na tetracykling (29% odczytow),
nastepnie geny opornosci na chinolony (17% odczy-
tow), B-laktamy (12% odczytéw), aminoglikozydy (10%
odczytéw) i makrolidy-linkozamidy-streptograminy
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(10% odczytow). W przypadkéw MRG, najpowszech-
niej zidentyfikowanymi typami genéw byly geny opor-
nosci na cynk (22% odczytéw) i miedz (20% odczytow),
a rzadziej wystepujacymi geny opornosci na kobalt
(11% odczytow) oraz arsen (11% odczytow).

6. Podsumowanie

Wrhasciwosci antybiotykow oraz metali cigzkich spo-
wodowaly wlaczenie ich do réznych obszaréw dziatal-
nosci ludzkiej, takich jak medycyna, weterynaria, czy
rolnictwo. Nastepstwem wieloletniego stosowania na
szeroka skale tych zwigzkéw byl wzrost ich stezenia
w $rodowisku i tym samym, wywieranie stalej presji
selekcyjnej wobec poszczegolnych mikroorganizmow
wchodzacych w sktad mikrobiomoéw wystepujacych
w danym $rodowisku. Dane literaturowe wskazuja, ze
warunki stresowe panujace na terenach zanieczysz-
czonych, moga promowaé rekombinacje genetyczne
i HGT, co sprzyja powstawaniu nowych mechanizmoéw
opornosci i rozprzestrzenianiu sie¢ ARG [57, 59]. Plaz-
midy moga zawiera¢ takze geny, zapewniajace zdol-
nos¢ do przezycia w obecnosci zwigzkow toksycznych
takich jak np. substancje ropopochodne, detergenty,
metale cigzkie i pestycydy, co ze wzgledu na rosnace
wciaz zanieczyszczenie Srodowiska faworyzuje prze-
zycie bakterii niosgcych takie plazmidy [57, 58, 60,
61, 83]. Dowiedziono, Ze zanieczyszczenie metalami
ciezkim sprzyja selekcji szczepéw opornych [4, 57].
Wykazano réwniez, ze opornos¢ krzyzowa na metale
ciezkie i antybiotyki zwigzana z koselekcja genow czyli
obecnoscia na plazmidzie genéw opornosci na anty-
biotyki i metale, powoduje utrzymanie si¢ opornosci
na antybiotyki, nawet w przypadku ich nieobecnosci
w $rodowisku skazonym metalami [57]. Jak si¢ oka-
zalo zjawisko to niesie ze sobg zagrozenia dla zdrowia
a nawet zycia ludzkiego. Powszechne stosowanie anty-
biotykéw oraz soli metali ciezkich w medycynie spowo-
dowato pojawienie si¢ szczepdw bakterii MDR, co jest
obecnie jednym z najwigkszych problemdéw zdrowot-
nych na $wiecie. Z kolei stosowanie antybiotykéw i soli
metali ciezkich w rolnictwie spowodowalo pojawienie
sie i wlaczenie bakterii MDR do taicucha pokarmo-
wego. Wystepowanie szczepdw MDR w réznych srodo-
wiskach pozaklinicznych to problem z jakim aktualnie
sie spotykamy. Tereny zanieczyszczone metalami ci¢z-
kimi oraz przede wszystkim rosliny zasiedlajace takie
tereny, tzw. metalofity, to nowe zrédto izolacji szczepow
bakterii opornych na antybiotyki i metale ciezkie. Je
réwniez nalezy rozpatrywa¢ jako potencjalne zagro-
zenie dla czlowieka poniewaz moga stanowi¢ zrédlo
szczepdw MDR. Metalofity wykorzystywane w pro-
cesach fitoekstrakcji powinny by¢ traktowane jako
material toksyczny. Powinny zatem zosta¢ poddane
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suszeniu i spaleniu w specjalnych miejscach przezna-
czonych na utylizacje odpaddéw toksycznych. Jedynie
takie postepowanie nie dopusci do wygenerowania
przez czlowieka kolejnego niekontrolowanego zrédta
antybiotykoopornosci. Co wiecej, odkrycie endofitow
metalofilnych zwrdcito uwage na ich ogromny poten-
cjal aplikacyjny i mozliwos¢ wykorzystania do inten-
syfikacji procesdéw fitoekstrakeji. Rozpatrywana jest
mozliwos¢ przenoszenia genéw opornosci na metale
cigzkie pozyskiwanych z endofitow metalofilnych do
roélin-hiperakumulatoréw. W przypadku wdrozenie na
skale swiatowa takich rozwigzan i nieodpowiedniego
sposobu utylizacji materialu roslinnego, moze dojs¢ do
wzbogacenia srodowiska w kolejng pule gendéw deter-
minujacych antybiotykoopornosc¢.

O problemie bakteryjnej opornosci na srodki prze-
ciwdrobnoustrojowe (AMR, antimicrobial resistance)
dyskutowata Organizacja Narodéw Zjednoczonych
ONZ, ktéra w pazdzierniku 2016 roku zatwierdzila
uchwale dotyczaca konieczno$ci zredukowania spo-
zycia antybiotykéw i ograniczenia czynnikéw sprzyja-
jacych rozprzestrzenianiu si¢ AMR. Zwalczanie anty-
biotykoopornosci to jedno z gltéwnych zatozen tzw.
strategii ,One Health” (One Health approach). Strategia
One Health zaleca do monitorowania $rodowiska i pro-
wadzenia wspdlnych badan przez specjalistow z wielu
dziedzin, takich jak zdrowie publiczne, weterynaria czy
ochrona $rodowiska. Przykladem programéw miedzy-
narodowych, w ramach ktérych prowadzone sg badania
dotyczace antybiotykoopornosci sa: program JPTAMR
(Joint Programming Initiative on Microbial Resistance)
i tu np. INART (Intervention of antimicrobial resi-
stance transfer into the food chain), czy BiodivERsA
(Biodiversity and its influence on animal, human and
plant health). Wspdlnym celem ma by¢ projektowanie
i wdrazanie programéw informacyjnych, badawczych
oraz ustawodawstwo stuzgce poprawie zdrowia publicz-
nego. Jako priorytetowe dzialania, obok zwalczanie
antybiotykoopornosci ustalono wzrost bezpieczenstwa
zywnosci oraz kontrole chorob odzwierzecych.
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