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Streszczenie

Szerokie i niekontrolowane stosowanie antybiotykow w medycynie, weterynarii i hodowli
zwierzat ma bezposrednie odzwierciedlenie w ich wystepowaniu w §rodowisku, zwlaszcza
wodnym. Szacuje si¢, ze rocznie do §rodowiska trafia kilka tysiecy ton antybiotykéw oraz
produktow ich przemiany metabolicznej. Za gtéwne zrédlo antybiotykow w wodach
powierzchniowych 1 podziemnych uznaje si¢ oczyszczalnie $ciekow (ang. wastewater
treatment plants, WWTPs). Obecnos¢ antybiotykéw w $ciekach wigze si¢ z rozwojem
bakterii opornych na antybiotyki (ang. antibiotic resistant bacteria, ARB) i wyst¢powaniem
gendw opornosci na antybiotyki (ang. antibiotic resistance gens, ARGs), ktore stanowig
szczegolne zagrozenie dla zdrowia ludzi 1 zwierzat na calym $wiecie. Ponadto antybiotyki
maja negatywny wplyw na proces biologicznego oczyszczania $ciekow, takich jak na
przyktad nitryfikacja 1 denitryfikacja, powodujac obnizenie aktywno$ci metabolicznej
mikroorganizméw prowadzacych te procesy, czego efektem moze by¢ obnizenie
efektywnosci oczyszczania $ciekow. Jednym z takich procesow, ktory jest szczegdlnie
wrazliwy na dziatanie antybiotykéw jest anammox (ang. anaerobic ammonium oxidation).
Anammox jest znany jako innowacyjna i bardziej ekonomiczna alternatywa dla
konwencjonalnych metod biologicznego usuwania azotu ze S$ciekow (nitryfikacji
i denitryfikacji). Jednakze bakterie prowadzace proces anammox s3 podatne na czynniki
toksyczne wystepujace w Sciekach (w tym antybiotyki), co moze utrudnia¢ wdrozenie procesu
w skali techniczne;j.

Prezentowana praca doktorska obejmuje trzy publikacje opisujace interakcje pomiedzy
trzema popularnymi antybiotykami (oksytetracyling (OTC), cyprofloksacyng (CIP)
i klarytromycyng (CLA)) a osadem czynnym anammox. Badania zostaly poprzedzone
szczegOlowy analizg literatury (Publikacja 1), ktora ujawnita kierunki badawcze, w ktorych
obecnie dostgpna wiedza z zakresu dziatania antybiotykdéw na proces anammox byla
ograniczona. Publikacja 1 ukazata w szczegélno$ci brak wystarczajacej liczby badan na
niskich st¢zeniach antybiotykéw (wystepujacych w $ciekach) oraz brak badan nad
antybiotykami, ktore powszechnie i w duzych ilosciach wystepuja w S$ciekach, jak
cyprofloksacyna i klarytromycyna. Badania opisane w niniejszej pracy byly prowadzone
w sekwencyjnym reaktorze porcjowym (ang. sequencing batch reactor, SBR). W ramach
pracy okreslono: (I) dziatanie sladowego st¢zenia antybiotykéw (0,001 mg LY na wydajnos¢

procesu anammox, (II) efekt wzrastajacych stezen antybiotykow (0,001-100 mg L) na proces
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anammox, (Ill) zmian w strukturze zbiorowiska bakteryjnego anammox wywotanych
dziataniem antybiotykéw, (IV) liczebno$¢ gendéw funkcyjnych (adaptatywnych) przemian
azotowych w osadzie czynnym anammox, (V) efekt dziatania antybiotykéw na wlasciwosci
mikroorganizmow i struktur¢ komorek bakterii anammox, (VI) mechanizmy obronne bakterii
anammox przed dzialaniem antybiotykow w oparciu o produkcje zewnatrzkomoérkowych
substancji polimerowych (ang. extracellular polymeric substances, EPSs) i wymiane genow
opornosci na antybiotyki (ARGs).

Wyniki przedstawione w Publikacji 2 wskazujg, ze krotkoterminowy wplyw
antybiotykow w stezeniu 0,001 mg Lt spowodowat wzrost efektywnos$ci procesu anammox
o okolo 7,1% podczas dziatania OTC, natomiast zarowno CIP, jak i CLA spowodowaty
spadek aktywnos$ci odpowiednio o 8,4% i 3,2%. Test dlugoterminowy nie wykazal istotnych
zmian w efektywno$ci procesu anammox, co moze wynika¢ z ochronnego dziatania
polimeréw zewnatrzkomodrkowych przed tak niskimi stezeniami antybiotykow. Niemniej
jednak kazdy z antybiotykdw powodowal zmiany w strukturze zbiorowiska bakteryjnego.
Zaobserwowano spadek liczebnoéci Candidatus Brocadia, natomiast liczebno$¢ bakterii
Nitrospira (nitryfikator Il fazy) wzrosta o 1,68% (bioreaktor z dodatkiem OTC), 4,43%
(bioreaktor z dodatkiem CIP), 3,08% (bioreaktor z dodatkiem CLA). Obecno$¢ bakterii
Nitrospira moze by¢ zwigzana z jej zdolno$cig do przeprowadzania catkowitej nitryfikacji
(comammox, ang. complete ammonia oxidation) w warunkach ograniczonego dostgpu do
tlenu. Zmiany w strukturze spotecznosci bakteryjnej odpowiadaly zmianom w obfitosci
genéw przemian azotowych, gdzie obfitos¢ genu hzo zmniejszyla si¢, natomiast geny
odpowiedzialne za nitryfikacj¢ (amoA i nxrA) miaty w catlym okresie trwania eksperymentu
wyzsza liczebnosé niz gen hzo. Sladowe stezenie antybiotykoéw spowodowato rowniez rozwoj
antybiotykoopornoséci. Sposrod 6 wykrytych genoéw determinujacych opornos¢ na badane
antybiotyki (tetX, tetC, tetW - ARGs-OTC; mphA - ARGs-CLA; gnrB4, gnrS - ARGs-CIP)
liczebno$¢ az 4 wzrosta (tetW, tetC, qnrB4, gnrS). W Publikacji 3 odnotowano, ze przy
dhlugim czasie ekspozycji antybiotykéw na proces anammox jedynie st¢zenia antybiotykow
powyzej 1 mg Lt majg istotny wplyw na efektywno$¢ usuwania azotu ze $ciekow. Dla
badanych antybiotykow efektywno$¢ usuwania azotu zmniejszyta si¢ o 27% (OTC), 30%
(CIP) 1 56% (CLA) na koniec eksperymentu, co wykazato, ze CLA ma najbardziej
niekorzystny wptyw na proces anammox. Analiza struktury spotecznosci bakterii anammox
1 gendOw przemian zwigzkoéw azotowych wykazata rozwdj bakterii nalezacych do typu
Planctomycetes (w tym bakterii anammox) pod wptywem kazdego z antybiotykdéw, podczas

gdy wigkszo$¢ tych bakterii nie byla zdolna do prowadzenia procesu anammox. Podobnie jak
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w badaniach przedstawionych w Publikacji 2, liczebno$¢ bakterii z rodzaju Nitrospira
wzrastala wraz ze wzrostem st¢zenia antybiotykéw. W czasie trwania eksperymentu
zaobserwowano rozwo0j opornosci na antybiotyki, gdzie liczebno$¢ poszczegdlnych ARGs
determinujacych oporno$¢ na badane antybiotyki byla wyzsza od poziomu na poczatku
eksperymentu. Dodatkowo, analiza zaleznos$ci pomiedzy dominujgcymi gatunkami a ARGs
i genami funkcyjnymi wskazata znaczaca role Candidatus Jettenia w transferze opornosci na
CLA.

Podsumowujgc, w prezentowanej rozprawie udowodniono, ze antybiotyki
w stezeniach takich, jakie wystepuja w $ciekach (0.001 mg L'l), nie wptywaja na efektywnos¢
procesu anammox. Powoduja natomiast zmiany w strukturze zbiorowiska bakterii osadu
czynnego oraz powoduja rozwoj antybiotykoopornos$ci na badane antybiotyki. Co wigcej,
dopiero wyzsze stezenia antybiotykow (powyzej kilku mg L") powoduja znaczne obnizenie
efektywnosci procesu anammox oraz powoduja zmiany w strukturze komorek bakterii
anammox. Dodatkowo, wykazano, ze bakterie zyjace w zbiorowisku osadu czynnego
anammox s3 w stanie ochroni¢ si¢ przed dzialaniem antybiotykow poprzez produkcje EPSs
i transfer ARGs. Udowodniono, ze Candidtus Jettenia uczestniczy w transferze ARGs

determinujacych opornos¢ CLA.



