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Woda wodociagowa przeznaczona do spozycia powinna by¢ szczegdlnie uwaznie monitorowana pod
wzgledem jako$ci mikrobiologicznej, gdyz stanowi potencjalne zrodto rozprzestrzeniania si¢ chordb
czy epidemii. Zjawisko antybiotykooporno$ci mikroorganizméw bytujacych w wodzie wodociggowej
jest niebezpieczne ze wzglgdu na mozliwoé¢ przekazania determinantéw opornosci na drobnoustroje
patogenne, rOwniez juz poza systemami oczyszczania i dystrybucji wody, co utrudnia ich unieszkodli-
wianie, obnizajac skuteczno$¢ antybiotykoterapii w procesie leczenia. Lekooporno$¢ mikroorgani-
zmoéw zasiedlajacych systemy oczyszczania i dystrybucji wody powinna by¢ monitorowana m.in.
w celu oceny ryzyka rozprzestrzeniania si¢ opornosci oraz ustalenia drog jej przekazywania pomiedzy
drobnoustrojami. Przedostanie si¢ lekoopornych bakterii do organizméw ludzi i zwierzat moze dopro-
wadzi¢ do powaznych komplikacji zdrowotnych. W badaniach nad opornoscig mikroorganizmow sto-
suje si¢ metody hodowlane, oparte na izolacji czystych kultur bakteryjnych i okresleniu profili ich
opornosci oraz metody molekularne, charakteryzujace probke pod wzgledem obecnosci (ilosci) se-
kwencji nukleotydowych kodujacych geny warunkujace opornos¢, rowniez w przypadku mikroorgani-
zmoé6w niezdolnych do wzrostu na pozywkach w warunkach laboratoryjnych. Zaktady oczyszczania
i systemy dystrybucji wody moga przyczyni¢ si¢ do selekcji drobnoustrojow antybiotykoopornych.

1. WSTEP

Antybiotykooporno$¢ jest stosunkowo dobrze poznanym i szeroko opisanym w lite-
raturze zjawiskiem, polegajacym na zdolnosci mikroorganizméw do wyksztatcania me-
chanizmow obronnych wobec antybiotykow (chemioterapeutykow), co skutkuje ogra-
niczeniem mozliwosci walki z niepozadanymi drobnoustrojami. Lekoopornos¢ moze
by¢ dziedziczona przez kolejne pokolenia mikroorganizmow lub przenoszona pomie-
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dzy bakteriami nalezacymi do tego samego lub innych gatunkéw (w procesie tzw. ho-
ryzontalnego transferu gené6w). Nabycie opornosci moze by¢ skutkiem przekazania ko-
morce bakteryjnej informacji genetycznej (genu lub zestawu gendw) kodujacych biatka
uczestniczace w jednym z wielu mechanizmow opornosciowych. Przekazanie genow
oporno$ci moze odbywac si¢ np. na drodze podziatéw komoérkowych, koniugacji, trans-
formacji, transdukcji, czy wymianie mobilnych elementow genetycznych (plazmidow,
integronow, transpozondéw); oporno$¢ moze by¢ tez wynikiem mutacji [6]. Mozna wy-
rézni¢ antybiotykoopornos¢ pierwotng i wtorng (nabyta). Odkrycie antybiotykoopor-
nych drobnoustrojéw w trudnodostepnych rejonach Ziemi potwierdza znaczenie meta-
bolitow wtornych dla tzw. lekoopornosci pierwotnej, niezaleznej od ekspozycji bakterii
na wspoélczesne wytwory medycyny (leki, antybiotyki) i cywilizacji, powodujacych wa-
runki stresu srodowiskowego [13].

Celem niniejszego opracowania jest scharakteryzowanie metod: hodowlanych i mo-
lekularnych, wykorzystywanych do badan antybiotykoopornos$ci (obecnosci antybioty-
koopornych mikroorganizméw i genéw warunkujacych opornos¢) w probkach wody
wodociggowej oraz okreslenie powszechnosci wystepowania zjawiska opornosci i moz-
liwosci jej rozprzestrzeniania w systemach dystrybucji wody przeznaczonej do
spozycia.

2. METODY BADANIA OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI

Klasyczne metody badania lekoopornosci mikroorganizméw opieraja si¢ na izolacji
kultur bakteryjnych i obserwacji wptywu antybiotyku na wyroste kolonie. Wséréd pod-
lozy hodowlanych przeznaczonych do identyfikacji lekoopornych szczepow bakteryj-
nych wyr6zni¢ mozna podtoza chromogenne: VRE (umozliwiajagce wykrywanie Ente-
rococcus faecium i E. faecalis wykazujacych nabyta oporno$¢ na wankomycyne,
rys. 1.), MRSA (umozliwiajace wykrywanie metycylino-opornych szczepéw Staphylo-
coccus aureus, rys 1.) czy ESBL (umozliwiajace wykrywanie enterobakterii wytwarza-
jacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania) [17].

Jedng z najprostszych, a zarazem najpowszechniejszych metod oznaczania lekoo-
pornosci jest metoda dyfuzyjno-krazkowa (antybiogram) Kirby-Bauer, polegajaca na
naktadaniu nasgczonych znanymi ilo§ciami antybiotykow krazkoéw bibutowych (krazki
moga zosta¢ zastagpione np. tabletkami) i obserwacji stref inhibicji wzrostu mikroorga-
nizméw wokot krazkow. Wyniki moga by¢ odczytywane manualnie, za pomocg linijki
czy suwmiarki, a takze za pomocg programéw do automatycznego odczytu antybiogra-
moéw. Lekowrazliwos¢ moze by¢ rowniez 0znaczana metodg rozcienczeniowa. W celu
wyznaczenia MIC (minimalnego st¢zenia hamujacego) stosuje si¢ nasgczone gradien-
tem stezen antybiotyku paski bibutowe i obserwuje stezenie wywolujace inhibicje wzro-
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stu. Ponadto, istnieja komercyjne testy (np. paski E-test, rys. 1.) do wykrywania i po-
twierdzania mechanizméw opornosci, takich jak ESBL, AmpC, MBL, KPC, VRE,
CARB i innych oraz automatyczne systemy okreslania lekowrazliwos$ci drobnoustro-
jow. Antybiogramy moga by¢ zastepowane np. testami ATB EU (08), umozliwiajacymi
okreslanie profilu antybiotykoopornosci (opornosci/wrazliwosci szczepow na kilka an-
tybiotykow) [17, 18]. Zastosowanie mogg tez znalez¢ metody immunologiczne, oparte
na wykrywaniu calych komorek lub antygendw bakterii. Coraz czesciej zastosowanie
znajduja metody molekularne, polegajace na detekcji genow warunkujacych opornosé
na dane antybiotyki obecnych w genomach wyizolowanych szczepow lub w postaci
wolnego DNA (RNA, bialek) w calej objetosci probki sSrodowiskowe;.

Rys. 1. Podtoza chromogenne VRE, MRSA, E-Test [17]

3. 0ZNACZANIE PROFILI ANTYBIOTYKOOPORNOSCI
MIKROORGANIZMOW WYIZOLOWANYCH Z WOD WODOCIAGOWYCH
Z WYKORZYSTANIEM PODLOZY HODOWLANYCH

Badanie bezpieczenstwa sanitarnego wody moze opiera¢ si¢ na izolacji szczepow
bytujacych w wodzie wodociggowej i poddaniu ich testowi na antybiotykoopornosgé.
Zaobserwowanie opornosci moze by¢ wskazowka do podjecia dalszych badan w celu
ustalenia zrédta i drogi transferu niepozadanych cech.

W pracy Vincenti i in. badano szpitalng wode wodociggowa w celu okreslenia po-
tencjalnej antybiotykoopornosci bytujacych w niej mikroorganizmow. Probki wody
przefiltrowano na dwoch saczkach celulozowych o $rednicy porow 45 pm. Nastepnie,
membrany umieszczono na dwoch pozywkach agarowych: wybiodrczej z cetrymidem
dla Pseudomonas aeruginosa oraz MacConkey dla pozostatych gram-ujemnych bakterii
niefermentujacych, ktére poddano inkubacji w 37°C przez 48 h. Za pomocg testow ATB
PSE 51 ATB PSE EU (08) wykazano, iz 100% wyizolowanych szczepéw P. areuginosa
byto opornych na fosfomycyng, za$ sposrod pozostatych gram-ujemnych bakterii nie-
fermentujacych, wszystkie wyizolowane szczepy P. fluorescens byty oporne na imipe-
nem. Badanie ograniczono do hodowlanych szczepow gram-ujemnych bakterii niefer-
mentujacych, ktore stanowig tylko cze$¢ mikroflory wody wodociggowej [13].
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W badaniach Subba i in. z prébek wody przeznaczonej do spozycia w Katmandu
(Nepal) wyizolowano czyste szczepy E. coli, wyodrebniajac ponadto szczepy termoto-
lerancyjne (inkubacja w 44,5°C), z ktorych ekstrahowano plazmidowe DNA. Wyka-
zano, iz wszystkie wyizolowane szczepy, zarowno E. coli jak i termotolerancyjne
E. coli, byly wrazliwe na ofloksacyng, chloramfenikol i kotrimoksazol, za$ szczepy ter-
motolerancyjne wykazywaty zwigkszona oporno$¢ na amoksycyling, amikacyne, cefik-
sym, kwas nalidyksowy i tetracykling. Pozytywne wyniki elektroforezy zelowej pla-
zmidowego DNA korelowatly z opornoscia szczepdw na kwas nalidyksowy, co sugeruje
mozliwo$¢ przenoszenia opornosci na ten lek na plazmidach. Nalezy zauwazy¢, ze
obecnos¢ paleczek okreznicy w kazdej probce wody stanowi dowdd skazenia wod
fekaliami [10].

Z problemem zanieczyszczenia wody przeznaczonej do spozycia bakteriami E. coli
boryka si¢ tez Dhaka (Bangladesz). Wyizolowane przez badaczy szczepy, u ktorych
stwierdzono oporno$¢ na cefalosporyny, poddano nastepnie testowi na obecno$¢
B-laktamaz o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) za pomocg synergicznego, po-
dwojnego testu krazkowego. W centralnej czeSci pozywki agarowej Mueller-Hinton
umieszczono krazek nasaczony amoksycyling (20 pg) i kwasem klawulanowym
(10 ng), zas w odlegtosci 15 mm umieszczono krazki z ceftazydymem, cefotaksymem
lub aztreonamem w ilosci 30 pg. Wszystkie szczepy wykazujace opornos¢ typu ESBL
zostaty poddane testowi na obecno$é genow nalezacych do grupy bla za pomocg tech-
niki PCR. Sposréd 233 wyizolowanych szczepow 36% wykazywato opornos¢ na trzy
lub wiecej antybiotykow (tzw. oporno$¢ wielolekowa), a ponad 9% szczepow wykazato
opornos¢ ESBL — wérdd nich 90 % posiadato geny blacrx-m-15, 41% geny blarem, za$
zaden z nich nie posiadat genu blasky [11].

O plastycznosci fenotypow organizmow prokariotycznych §wiadczy¢ moga badania
antybiotykoopornosci Sphingomonadaceae wyizolowanych ze szpitalnej wody wodo-
ciaggowej, w ktorych wykazano, ze szczepy nalezace do tego samego gatunku prezento-
waty inne fenotypy opornosci (gtdéwnie w wobec fluorochinolonéw, cefalosporyn i sul-
fonamidow) [8].

3.1. TESTY PRZEKAZYWANIA OPORNOSCI NA PLAZMIDACH

W pracach [11] i [14] badano zjawisko przekazywania opornosci na plazmidach.
Wykonano testy koniugacji plazmidow R pomiedzy 15 opornymi szczepami wyizolo-
wanymi z probek wody wodociggowej a laboratoryjnymi szczepami wrazliwymi na an-
tybiotyki. Pomiedzy bakteriami uczestniczagcymi w procesie nastgpowato samoistne
przekazanie plazmidéw o masach w przedziale 50-105 MDa, warunkujacych opornosé
na ampicyling, trimetoprim + sulfametoksazol, ceftriakson i tetracykling [11]. Udowod-
niono ponadto, iz wrazliwe bakterie E. coli (laboratoryjny szczep HB 101) sa w stanie
naby¢ przekazywang na plazmidach opornos¢ na tetracykling od szczepéw opornych,
wyizolowanych z wody wodociggowej [14].
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4. METAGENOMICZNE UJECIE PROBLEMU ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Ze wzgledu na brak mozliwosci hodowania w warunkach laboratoryjnych wielu
szczepoOw wystepujacych w probkach srodowiskowych, w tym wody wodociagowe;,
konwencjonalne metody ich identyfikacji i oznaczania antybiotykoopornosci, oparte na
izolacji szczepOw i obserwacji zmian w koloniach bakteryjnych, okazuja si¢ hiewystar-
czajace. Uzupekieniem klasycznych antybiograméw czy E-testow moze by¢ metage-
nomika - badanie sekwencji DNA ze wszystkich genomoéw danego $rodowiska (z tak
zwanych probek srodowiskowych) [2].

Znaczenie metagenomiki uwidacznia eksperyment Bergeron i in. wykorzystujacy
klasyczne techniki hodowli mikroorganizméw antybiotykoopornych i analize wolnego
DNA obecnego w probkach wody. Badano wodg surowa, oczyszczong oraz wodocia-
gowa (kranowa) na obecno$¢ antybiotykoopornych bakterii i genéw warunkujacych
opornos¢. Obecnos¢ antybiotykoopornych szczepow (zarowno bakterii gram-ujemnych
i gram-dodatnich) stwierdzono jedynie w probkach wody surowej - po procesie oczysz-
czania (na ktory sktadata si¢ m.in. filtracja) oraz w probkach wody wodociagowej (po
chlorowaniu) nie stwierdzono bakterii grupy coli ani zadnych jtk (jednostek tworzacych
koloni¢) tlenowych bakterii heterotroficznych. Jednoczesnie, z probek wody ekstraho-
wano DNA i powielono je za pomocg PCR, uzywajac starteréw zdefiniowanych dla
genow opornosci na antybiotyki, takich jak: mecA, ermB, sull, tetA, tetW, tetX (tab. 1.).
Jedynie w probkach wody surowej stwierdzono obecno$é poszukiwanych genéw (tetA
i sull). Jednakze, obecno$¢ genow 16S rRNA zaréwno w probkach wody po oczyszcza-
niu w zaktadzie, jak i pobranych u koncowych odbiorcow, wskazuje na nieskutecznosc¢
filtracji w usuwaniu fragmentow DNA (procesy te nie sag dedykowane do tych celow).
Moze to prowadzi¢ do rozprzestrzenienia si¢ zjawiska antybiotykooporno$ci, m.in. na
skutek transformacji czy horyzontalnego transferu genow. W rzeczywistosci, chlorowa-
nie unieszkodliwia bakterie, przyczyniajac si¢ jednoczesnie do uwalniania z nich mate-
rialu genetycznego, ktéry moze przenosi¢ potencjalnie niepozadane cechy na inne,
obecne migdzy innymi w rurociggach drobnoustroje [1].

5. DYNAMIKA ZMIAN BIOROZNORODNOSCI I ANTYBIOTYKOOPORNOSCI
MIKROORGANIZMOW OD ZRODLA DO ODBIORCY
WODY WODOCIAGOWE]

Ciekawym zjawiskiem jest korelacja migdzy opornoscig na antybiotyki i dezynfek-
tanty. Drobnoustroje antybiotykooporne wykazujg obnizong wrazliwo$¢ na proces de-
zynfekcji, gwarantujgcy przydatnos¢ do spozycia wody wodociggowej. Moze to wigzad
si¢ z wykorzystywaniem podobnych mechanizméw obronnych (takich jak zmniejszenie
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przepuszczalno$ci btony/$ciany komdrkowej, wytwarzanie otoczek, zastapienie uszko-
dzonych szlakéw metabolicznych), przekazanych na plazmidach typu R. Lekooporne
drobnoustroje sa tez znajdowane w wodach podziemnych, powszechnie (mylnie) uzna-
wanych za wolne od zanieczyszczen mikrobiologicznych. Ponadto, lekoopornos¢ mi-
kroorganizmow wyizolowanych z wody wodociggowej idzie w parze z obnizong wraz-
liwoscig na metale dwuwartosciowe [5].

Juz w 2009 roku w pracy Xi i in. stwierdzono znaczng rozbiezno$¢ pomiedzy obni-
zeniem liczebnoS$ci heterotroficznych bakterii w procesie uzdatniania wody (odpowied-
nio 9,9-10° jtk/100 ml wody przed oczyszczaniem i 68 jtk/100 ml wody po procesie)
a zmniejszeniem ilosci 16S rRNA (3,4-10" kopii/100 ml wody przed oczyszczaniem
i 1,6-10° kopii/100 ml wody po procesie), co $wiadczy o skutecznej dezaktywacji ko-
morek bakteryjnych, ale nie o ich usunigciu z wody. Ponadto, w przypadku testowanej
oporno$ci na amoksycyline, chloramfenikol, gentamycyne i rifampicyne stwierdzono
znaczny wzrost opornosci szczepéw obecnych w uzdatnionej wodzie w porownaniu do
wody surowej. Zaobserwowano tez namnazanie bakterii w systemie dystrybucji wody.
Autorzy zasugerowali, iz dezynfekcja monochloraminami, podobnie do dezynfekcji
chlorem, moze sprzyjac selekcji szczepoéw opornych - zastagpienie chlorowania mono-
chloraminami nie zniweluje zatem problemu opornosci bakterii wystepujacych w wo-
dzie wodociagowej [15].

Farkas i in. zatozyli, iz potencjalnym Zrodtem determinantéw antybiotykoopornosci
w wodzie wodociggowej jest biofilm tworzacy si¢ w zaktadach oczyszczania wody.
Aby zweryfikowac¢ te hipoteze dla konkretnego wodociagu, w pracy [3] badano obec-
nos$¢ integrondéw klasy 1., ze szczegdlnym uwzglednieniem gendéw: integrazy intl, wa-
runkujgcych oporno$¢ na czwartorzedowe zwiagzki amoniowe qack (i qacEA1) i warun-
kujacych oporno$¢ na sulfonamidy sull, a takze modutéw transpozonowych tni
w koloniach zasiedlajacych biofilm pobrany z zaktadu oczyszczania wody w Cluj (Ru-
munia). Probki biofilmu zostaty pobrane z osadnika oraz piasku filtracyjnego, a bakterie
wchodzace w ich sktad hodowane na réznych pozywkach wybiorczych i identyfiko-
wane za pomocg testow APL. W celu amplifikacji gendw specyficznych dla integronow
klasy 1. wykonano kolonijny PCR, wykorzystujac zawiesing czystych kultur bakteryj-
nych w sterylnej wodzie, o stezeniu 10° jtk/ml, jako matrycy DNA. Produkty PCR se-
kwencjonowano metoda Sangera; sekwencjonowano rowniez geny 16S rRNA kolonii,
u ktorych stwierdzono obecno$¢ poszukiwanych gendow integronéw 1. klasy, w celu
potwierdzenia ich przynaleznos$ci gatunkowej. Stwierdzono obecno$¢ gendw integrazy,
oporno$ci na czwartorzedowe zwigzki amoniowe (z reguly geny nalezace do grupy
gacE powiazane sg z integronami; wykrycie sekwencji qacE w srodowiskowym szcze-
pie P. fragi nieposiadajacym gendw integrazy wskazuje na wysoki stopien rekombinacji
i plastyczno$¢ materiatu genetycznego bakterii zasiedlajacych biofilm) oraz opornosci
na sulfonamidy. Obecno$¢ genéw charakterystycznych dla integronéw klasy 1., sprzg-
zonych z genami warunkujgcymi oporno$¢ na antybiotyki w koloniach bakteryjnych
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biofilmu obecnego w zaktadach oczyszczania wody moze prowadzi¢ do transferu opor-
no$ci na organizmy bytujace w wodzie wodociggowej [3].

Informacji na temat drég transferu opornosci dostarczy¢ moze pordwnanie dynamiki
zmian bior6éznorodnosci i profili antybiotykoopornosci. W badaniu bior6znorodnosci
antybiotykoopornych drobnoustrojow oraz obecnosci genow warunkujacych opornosé
w wodzie wodociggowej wykonanym przez Shi i in. postuzono si¢ wysokowydajnym
sekwencjonowaniem i ilo§ciowg PCR w czasie rzeczywistym (wykorzystujac SYBR
Premix jako znacznik). Stwierdzono, iz biordéznorodnos¢ mikroorganizmow ulegata
zmianom na roznych etapach oczyszczania wody. Izolujac mikroorganizmy wykazano,
iz w wodzie poddanej filtracji dominowaty szczepy z rodzaju Escherichia, za$ po de-
zynfekcji chlorem — z rodzaju Pseudomonas (ich wzgledna liczebno$¢ zwickszyta si¢
w miarg przeptywu wody przez rurociag - od zaktadu do miejsca poboru — z 27,8 % do
63,0%). Jednoczesnie wzrosta opornos¢ bakterii na antybiotyki: chloramfenikol, trime-
toprym, cefalotyne (nawet 4,8-krotnie w wodzie wodociagowej w porownaniu do pod-
danej filtracji), ampicyling i tetracykling. Badanie metagenomiczne potwierdzito wy-
razne zmiany bioréznorodno$ci prokariontow bytujacych w wodzie na roznych etapach
oczyszczania / przesyhu, w tym wzrastajacg przewage Pseudomonas w wodzie poddanej
dezynfekcji. Analiza wykonana technikg qPCR potwierdzita wzrost liczebnosci genow
warunkujacych oporno$¢ w probkach po dezynfekcji, w stosunku do wody poddanej
filtracji, przy jednoczesnym spadku ich liczebnosci w wodzie wodociagowej (liczeb-
no$¢ genéw odnoszono do ilosci 16S rRNA obecnego w probce). Podobng tendencje
zauwazono w badaniach metagenomicznych; stwierdzono ponadto, ze przewazaty geny
warunkujace oporno$é na B-laktamy. Pewna rozbiezno$¢ zaobserwowana migdzy wy-
nikami uzyskanymi dla izolowanych szczepow, a sekwencjami genow opornosci pro-
bek srodowiskowego DNA moze wynika¢ z faktu niezdolnosci wielu szczepéw do nam-
nazania si¢ w warunkach laboratoryjnych, réznic fenotypowo-genotypowych
(posiadanie genow oporno$ci nie musi oznacza¢ ich ekspresji i faktycznej opornosci
drobnoustrojow) oraz réznorodnosci sekwencji nukleotydowych (poznano tylko nie-
ktore geny warunkujace opornosc). Dezynfekcja chlorem stanowi jeden z czynnikow
stresu Srodowiskowego, ktory moze powodowac¢ odpowiedz bakterii przejawiajaca si¢
w replikacji plazmidowego DNA, co prowadzi w konsekwencji do zwigkszenia liczby
kopii genéw warunkujgcych opornos¢ wykrywanych w analizach qPCR [9].

W badaniach Vaz-Moreira i in. do izolacji i identyfikacji mikroorganizméw bytuja-
cych w wodzie wodociggowej nalezacych do rodzaju Pseudomonas spp. zastosowano
techniki hodowli na wybioérczych pozywkach oraz screening z wykorzystaniem specy-
ficznych dla Pseudomonas starterow Ps-F i Ps-R. Z probek pochodzacych z zaktadu
oczyszczania wody, systemu dystrybucji wody i wody wodociagowej pobranych u od-
biorcéw wyizolowano tacznie 95 szczepow nalezacych do Pseudomonas spp.. Wszyst-
kie poddano testowi na antybiotykoopornos¢ ATB PSE EU (08) oraz metodzie dyfu-
zyjno-krgzkowej  (dla  kwasu  nalidyksynowego, cefalotyny, tetracykliny
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i streptomycyny). Stwierdzono pojawienie si¢ opornosci na streptomycyng i rifampi-
cyn¢ W wodzie wodociggowej (opornosci tej nie wykryto w probkach wody z zaktadu
i systemu dystrybucji). Zaobserwowano tez znaczny wzrost opornosci na fosfomycyne
i kwas nalidyksowy, przy jednoczesnym zaniku opornosci na ceftazydym. Sugeruje to
istotne znaczenie nie tylko poziomego transferu genoéw, ale i przekazywania cech opor-
nosci w kolejnych pokoleniach mikroorganizméw namnazajacych si¢ w rurociggach,
w wodzie poddanej dezynfekcji. Nie wykluczono rowniez mozliwosci przedostania si¢
innych bakterii (posiadajacych cechy opornosci na antybiotyki) ze sSrodowiska do ruro-
ciagow [14]. Podobne obserwacje poczyniono wobec Acinetobacter spp., porownujac
bior6znorodnos$¢ i rozprzestrzenienie gatunkoéw nalezacych do tego rodzaju w probkach
wody pobranych bezposrednio z zaktadu oczyszczania i systemu dystrybucji; wyklu-
czono jednak wystepowanie tzw. efektu zatozyciela (odbudowania populacji z niewiel-
kiej liczby osobnikow zatozycielskich, skutkujacego m.in. ograniczeniem zmiennosci
genetycznej nowopowstatej populacji) [7].

6. METODY | STANDARDY OZNACZANIA ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Zasady przeprowadzania testow na antybiotykoopornosc¢ oraz interpretacji wynikow
sa regulowane wytycznymi European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) oraz Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI). Bazy da-
nych EUCAST zawierajg informacje dotyczace wnioskowania o wrazliwosci (S), $red-
niej wrazliwosci (I) 1 opornosci (R) szczepow, szacowania opornosci na inne (nieprze-
badane) antybiotyki na podstawie uzyskanego profilu opornosci, a takze dolne granice
stref zahamowania wzrostu. Mikroorganizmy wrazliwe na antybiotyki bywajg nazy-
wane drobnoustrojami typu dzikiego, o ile w te$cie dyfuzyjno-krazkowym $rednice stref
ich inhibicji nie przekraczajg okreslonych wartosci, podanych w mm. Jest to tzw. dolna
granica strefy zahamowania ECOFF (z ang. epidemiological cutoff). Zgodnie z definicja
EUCAST, organizm jest uznawany za typ dziki, jesli nie wykazuje nabytej (rowniez w
wyniku mutacji) opornosci na antybiotyki [7, 19].

Mimo, iz przytoczone eksperymenty byly projektowane do weryfikacji roznych hi-
potez, pewne etapy badan i zastosowane techniki wielokrotnie si¢ powtarzaty. Pobrane
probki wody byty transportowane i przechowywane w temperaturze 4°C [1, 4], nastep-
nie poddawane wirowaniu (w celu ekstrakcji DNA) [1] lub filtracji przez sterylne, ce-
lulozowe membrany o §rednicy poréw 45 um (w celu inokulacji podtéz hodowlanych
i hodowli drobnoustrojow) [7-9, 13] i ekstrakcji DNA [10].

Antybiotykooporno$¢ oznaczano za pomocg metody dyfuzyjno-krazkowej [1, 7,
9-11, 14] oraz testow ATB EU (08) [8, 13, 14]. Z reguly, mianem wieloopornych okre-
slano te szczepy, ktore wykazywaty oporno$¢ na substancje nalezace do przynajmnie;j
trzech klas antybiotykow, przy czym nie uwzgledniano opornosci pierwotne;.
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Geny opornosci wykrywano za pomoca techniki PCR [3, 11] lub (iloSciowo) real-
time PCR [4, 9], zar6wno z wyhodowanych na podtozach czystych kolonii i probek
srodowiskowych (podejscie metagenomiczne) [1, 9, 15].

Badanie zjawiska transformacji DNA przez laboratoryjne, wrazliwe szczepy pole-
gato na ich taczonej hodowli ze szczepami opornymi wyizolowanymi z wody [11, 14].
Po procesie koniugacji zastosowano test dyfuzyjno-krazkowy oraz alkaliczng ekstrakcjg
plazmidowego DNA [11] oraz hodowle populacji bakteryjnych na podtozach z antybio-
tykiem w celu selekcji transkoniugantéw (komorek, ktore nabyty plazmidy wraz z ge-
nami opornosci) [14].

W tabeli 1. przedstawiono niektore z wykorzystanych w analizach molekularnych
genowe determinanty oporno$ci na antybiotyki, kodowane przez nie mechanizmy opor-
nosci, ich sekwencje nukleotydowe oraz ich dlugo$¢ i temperatur¢ annealingu. Zesta-
wienie hipotez stawianych przez badaczy, zastosowanych technik badawczych oraz
uzyskanych wynikow i wnioskow przedstawia tabela 2.

Tabela 1. Wybrane geny warunkujace oporno$¢, mechanizm przez nie kodowany, sekwencja starterow
wykorzystywanych w technice PCR, dtugo$¢ sekwencji nukleotydowej genu oraz temperatura annealingu
PCR[1, 11]

Gen c?p_or- Mechanlgm opor- Sekwencia starteréw 5'-->3' Dt sek. | Temp. ann.
nosci nosci [bp] [°C]

erm(B) ochrona rybosomu F: GATACCGTTTACG TTGG 364 58
Y R: GAATCGAGACTTGAGTGTGC

modyfikacje enzy- | F: CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG

sull matyczne R: TTGCCGATCGCGTGAAGT 67 60

tet(A) pompa mikrobio- F: GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 60
logiczna R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG

F: GAGAGCCTGCTATATGCCAGC

tet(W) ochronarybosomu | p. -5 GTATCCACAATGTTAAC 168 60

tet(X) modyfikacje enzy- | F: AGCCTTACCAATGGGTGTAAA 278 60
matyczne R: TTCTTACCTTGGACATCCCG

mec(A) bialko wigzace - | FATGCGCTATAGATTGAAAGGAT | ., 50
laktamy R: TACGCGATATCTAACTTTCCTA

blatren geny ESBL F: TCGGGGAAATGTGCGCG 850 57

R: TGCTTAATCAGTGAGGACCC

F: CACTCAAGGATGTATTGTG
blaskv geny ESBL R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 861 57

F: CACACGTGGAATTTAGGGACT
blacrxms | geny ESBL R: GCCGTCTAAGGCGATAAACA 996 56
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Tabela 2. Metody badawcze zastosowane w oznaczaniu antybiotykoopornosci mikroorganizmow
bytujacych w wodach wodociaggowych

Cel / hipoteza Zastosowane metody ba- Wyniki / wnioski Z16-
dawcze dio
i | o oo | PO o
YbIotykoopornych oraz gen kowa; PCR DNA $rodowi- & POMOSCL - 147
opornosci w wodzie surowej, po w wodzie po oczyszczaniu
S . . skowego . . .
oczyszczeniu i wodociggowej i wodociagowej
obecno$¢ integronow klasy 1. . 8,33 % bakterii posiadato
w biofilmie ZOW kolonijny PCR integrony klasy 1. (3]
korelacja miedzy genami opor-
nosci a obecnoscia antybioty- PCR korelacja potwierdzona dla [4]
kow w wodach powierzchnio- g tetracykliny i sulfonamidow
wych
oznaczenie typow dzikich i mu- 0 .
tantow wsrod Acinetobacter metoda dyfuzyjno- Szigeﬁ’évv\;ysltz:;ggigyfh 7]
spp. z ZOW i wody wodociago- krazkowa p dzikie Py
wej
. . metoda dyfuzyjno-kraz- selekcja mikroorganizmow
wplyw chlorowania na antybi- kowa; gPCR DNA $rodo- opornych po dezynfekcji 9]
otykoopornosé¢ .
wiskowego chlorem
metoda dyfuzyjno-kraz- e, .
. .. : - mozliwos¢ przenoszenia
plazmidy E. coli jako wektory kowa; PCR plazmidowego - .
AT ) . - opornos$ci na kwas nalidyk- | [10]
oporno$ci na inne patogeny DNA, ekstrakcja alkaliczna sowv na plazmidach
plazmidowego DNA wynap
metoda dyfuzyjno-kraz- otwierdzenie przenoszenia
plazmidy E. coli jako wektory kowa; PCR; ekstrakcja al- P T P .
o : - opornosci wielolekowej na | [11]
opornosci na inne patogeny kaliczna plazmidowego .
DNA plazmidach
stosunkowo niewielka opor-
Pseudomonas spp. jako rezer- nos¢, ale mozliwo$¢ roz-
wuar antybiotykoopornosci testy ATB EU (08) przestrzeniania genow [12]
w wodach wodociagowych opornosci (pionowy trans-
fer)
3 -
antybiotykooporno$¢ bakterii 100 /o_Wylzolowanych
ram-ujemnych, niefermentuja- P. areuginosa opornych na
g - ’ . ATB EU (08) fosfomycyng, 100 % [13]
cych wyizolowanych ze szpital-
. . . P. fluorescens opornych na
nej wody wodociggowe;j -
imipenem
hodowla na podtozu z anty- . . .
. - R : potwierdzenie przenoszenia
plazmidy E. coli jako wektory biotykiem; ekstrakcja pla- . .
T : : opornosci na tetracykling na | [14]
opornosci na inne patogeny zmidowego DNA lizozy- :
. plazmidach
mem i SDS
(;b]:;::tofoglll;rrzofia:;zgm;zsv_ podtoza hodowlane z anty- | selekcja mikroorganizméow
YDIOtykoopory g biotykami; gPCR DNA $ro- opornych po dezynfekcji [15]

opornosci w wodzie surowej, po
oczyszczeniu i wodociggowej

dowiskowego

monochloraminami
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7. PODSUMOWANIE

Zjawisko antybiotykooporno$ci mikroorganizméw wystepujacych w wodzie wodo-
ciggowej jest wynikiem obiegu genéw warunkujgcych opornos¢, obecnych migdzy in-
nymi w $ciekach bytowo-gospodarczych, przedostajacych si¢ nastepnie do wod po-
wierzchniowych 1 podziemnych, a stamtad ujmowanych do zaktadéw oczyszczania
wod. Na rozpowszechnianie gendw opornosci znaczny wpltyw ma przedostawanie si¢
antybiotykow (gldwnie wraz z niewystarczajaco dokladnie oczyszczonymi $ciekami)
do $rodowiska. Niskie stezenia medykamentow w wodach powierzchniowych sa nie-
grozne dla drobnoustrojow, przyczyniajac si¢ jednocze$nie do wyksztatcenia mechani-
zmdw opornosci. Mikroorganizmy bytujace w srodowisku maja ponadto czas na prze-
kazanie sobie informacji genetycznej niosacej potencjalna opornos¢. Zaleznos¢ miedzy
obecnoscia antybiotykow i genéw warunkujacych na nie oporno$¢ wykazano m. in.
w badaniach Jiang i in. [4].

Dotychczas, zaktady oczyszczania wody koncentrowaty si¢ na mikrobiologicznych
wskaznikach jakosci wody, opierajacych si¢ na obecnos$ci organizmow wskaznikowych
w badanych probkach. Jednakze, niemniej wazne wydaja si¢ by¢ sladowe ilosci anty-
biotykow, szczepy wykazujace opornos¢ na antybiotyki, czy geny warunkujace opor-
nos$¢ [1]. Na przyktad, geny tetO i tetW, warunkujace opornos¢ na tetracykling, moga
swiadczyC¢ o zanieczyszczeniu wody fekaliami [15]. Warto zauwazy¢, iz techniki mem-
branowe mogg okaza¢ si¢ nieskuteczne w probach usuwania drobnoustrojéw antybio-
tykoopornych ze wzgledu na zjawisko deformacji $ciany komorkowej szczepdéw opor-
nych, umozliwiajgce przechodzenie takich komoérek przez pory membrany [5]. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, zaktady oczyszczania wody i oczyszczalnie $ciekow
obnizaja zawartos$¢ bakterii, ale przyczyniaja si¢ do selekcji mikroorganizmoéw opor-
nych, zdolnych do wyksztatcenia mechanizmoéw obronnych — a zatem do rozprzestrze-
niania si¢ zjawiska opornos$ci na inne drobnoustroje.

Podejscie metagenomiczne pozwala znacznie rozszerzy¢ zakres analiz i uzupethié
obraz antybiotykoopornos$ci szczepoéw zasiedlajacych wody wodociggowe; nalezy jed-
nak pamigtaé, ze sama obecno$¢ genow w probcee nie jest dowodem na fenotypowa
oporno$¢ i wirulencj¢ niehodowlanych szczepdéw. Ponadto, uzyskana liczebnos¢ se-
kwencji kodujacych biatka mechanizmow oporno$ci powinna by¢ odnoszona do liczeb-
nosci sekwencji 16S rRNA - tylko wowczas wyniki przedstawiaja realny obraz oporno-
$ci w odniesieniu do catkowitej populacji mikroorganizméw zasiedlajacych dana
probke.

Ograniczajac skuteczno$¢ dostgpnych na rynku farmaceutykow, lekoopornos¢ moze
stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi i zwierzat [16]. Z tego wzgledu
monitoringowi mikrobiologicznemu, ze szczegdlnym uwzglednieniem antybiotykoo-
pornosci, powinny zosta¢ poddane systemy dystrybucji wody przeznaczonej do spozy-
cia. Obecnos¢ mikroorganizméw antybiotykoopornych w wodzie wodociggowej sta-
nowi powazne ryzyko rozprzestrzenienia si¢ opornosci na inne, patogenne
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drobnoustroje. Woda wodociggowa okreslana jest w literaturze mianem "rezerwuaru"
genoéw opornosci. Przekazanie determinantow opornosci moze odby¢ si¢ juz poza sys-
temem dystrybucji wody wodociagowej, zatem stwierdzenie mikrobiologicznej przy-
datnosci wody do spozycia nie usprawiedliwia zaniechania monitoringu antybiotykoo-
pornosci.

Praca zrealizowana w ramach zlecenia statutowego S50-549.
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THE CULTURE-DEPENDENT AND MOLECULAR METHODS IN ANTIBIOTIC RESISTANCE
STUDIES OF TAP WATER

Drinking water should be especially carefully monitored in respect of microbiological quality, because
it is a potential source of diseases and epidemics. Antibiotic resistance of microorganisms dwelling in tap
water is a dangerous phenomenon, because there is a possibility of transmission of resistance determinants
to pathogenic microorganisms, also outside the treatment and distribution systems of water, what impedes
antibiotic therapy in a treatment process. Antimicrobial resistance of microorganisms dwelling in the water
treatment and distribution systems should be monitored i.a. in order to assess the risk of prevalence of
resistance and evaluate the ways of transmission of resistance among bacteria. The penetration of antibiotic-
resistant bacteria into human and animal organisms could lead to health complications. The methods used
in the antibiotic resistance studies include: the culture-dependent methods, based on the isolation of pure
bacterial cultures and their resistance-patterns assessments and the molecular methods for characterizing
the sample in respect of presence (quantity) of nucleotide sequences coding for resistance genes, also in the
case of non-cultivable bacteria. Water treatment plants and distribution systems could contribute to the
selection of antibiotic-resistant bacteria.



