STRESZCZENIE

Opornos¢ bakterii na substancje przeciwdrobnoustrojowe jest uznawana za jedno
z najwiekszych zagrozen zdrowia publicznego. Cho¢ jest to zjawisko naturalne, to do jego
rozpowszechnienia przyczynia si¢ przede wszystkim nadmierne stosowanie substancji
przeciwbakteryjnych w medycynie, weterynarii i rolnictwie. Dynamika rozprzestrzeniania
oporno$ci powoduje, ze coraz bardziej realna staje si¢ wizja braku mozliwosci skutecznego
leczenia zakazen bakteryjnych.

Majac na wzgledzie skale zjawiska opornosci oraz S$ciste zalezno$ci miedzy
cztowiekiem, zwierzgtami i1 srodowiskiem, a takze z uwagi na fakt, ze bakterie odzwierzece
stanowig istotny czynnik etiologiczny wielu zakazen ludzi, niezbedne jest poznanie roli r6znych
populacji zwierzat w rozprzestrzenianiu bakterii opornych.

Krokiem w tym przedsigwzigciu sg badania wykonane w ramach niniejszej pracy
doktorskiej. Celem badan byla charakterystyka zjawiska opornosci bakteryjnej flory jelitowe;j
wybranych  gatunkéw zwierzat oraz ocena przydatnosci metod molekularnych
W monitorowaniu oporno$ci na substancje przeciwdrobnoustrojowe.

Waznym aspektem pracy bylo zastosowanie molekularnych metod diagnostycznych
opartych na sekwencjonowaniu wysokoprzepustowym. Przeprowadzona analiza sekwencji
genomowych szczepoéw bakteryjnych pochodzacych od zwierzat umozliwita poréwnanie puli
determinant opornos$ci badanych szczepéw z ich fenotypowym profilem opornosci. Co wigcej,
pozwolita okresli¢ zwigzki epidemiologiczne szczepdéw, zidentyfikowaé geny patogennosci
oraz plazmidy uczestniczagce w horyzontalnym transferze gendéw, a takze okresli¢ role
klonalnego szerzenia si¢ mechanizméw opornosci. Ponadto, zastosowanie metody niezalezne]
od hodowli — sekwencjonowania catkowitego DNA izolowanego z tresci jelit oraz identyfikacji
poszczegdlnych determinant opornosci w catym mikrobiomie, umozliwito kompleksowg ocene
zjawiska, nieograniczong do pojedynczych izolatéw bakteryjnych. Takie podejscie dato
sposobno$¢ holistycznego spojrzenia na problem oraz pozwolito scharakteryzowac
i pordwaniac¢ rezystomy jelitowe réznych gatunkow zwierzat.

Badania przedstawione w niniejszej dysertacji objety 356 probek pobranych w latach
2016 — 2020 od zwierzat: gryzoni, ptakdw wolno zyjacych, dzikéw, liséw oraz zwierzat
hodowlanych.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze bakteryjna flora jelitowa zwierzat stanowi rezerwuar
licznych determinant opornosci, niemniej dowiedziono wystgpowania réznic w skali opornosci

mikrobiomu jelitowego badanych gatunkéw zwierzat.



Wykazano niewielkie znaczenie wolno Zyjacych gryzoni w szerzeniu opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe. Zdecydowana wigkszo$¢ E. coli izolowanych od gryzoni byta
wrazliwa na wszystkie badane substancje przeciwbakteryjne. Opornos¢ stwierdzono zaledwie
w przypadku kilku szczepéw opornych na kolistyne lub tetracykling. Pomimo niskiego statusu
opornosci bakterie pochodzace z tej populacji zwierzat moga stanowi¢ zrédto nieznanych dotad
determinant opornosci. 1zolacja szczepdéw wykazujacych fenotypowa opornos¢ na kolistyne, u
ktérych nie zidentyfikowano zadnego mechanizmu opornosci, wskazuje na potrzebe dalszych
analiz w celu charakterystyki podstaw genetycznych tego fenomenu. Zastosowanie technologii
WGS pozwolilo uzyska¢ dodatkowe informacje na temat réznorodnosci filogenetycznej i
struktury populacji E. coli u wolno zyjacych gryzoni. Wyniki potwierdzity, ze pomimo rzadko
obserwowanej opornosci, bakterie te stanowia rezerwuar licznych czynnikéw wirulencji.

Zdecydowanie wickszg skale opornosci stwierdzono u E. coli pochodzacych od wolno
zyjacych ptakéw. Wystepowanie determinant warunkujgcych oporno$¢ rowniez na substancje
przeciwbakteryjne o najwyzszym priorytecie w leczeniu zakazen u ludzi m.in. betalaktamdw,
cefalosporyn, chinolonéw, makrolidow, czy aminoglikozydéw potwierdza, ze ptaki wolno
Zyjace stanowig znaczacy rezerwuar i wektor opornych bakterii. Po$réd licznych determinant
stwierdzono obecno$¢ m.in. gendéw blactx-m-15, blacmy-2, blasuv-12, aac(6')-1b-cr, gnrSl,
qnrB19, mcr-1, fosA7, aac(3)-1la, ant(3")-1a, aph(3”)-1b, aph(6)-1d oraz chromosomalnych
mutacji w regionach determinujacych opornos¢ na chinolony gyrA, parC i parE.

Przedstawione analizy filogenetyczne E. coli pochodzacych od ptakow wykazaty, ze
wystepowanie okreslonych kombinacji genéw, jak i mutacji w regionach determinujacych
oporno$¢ bylo powigzane z okreslonymi typami sekwencyjnymi. Wskazuje to na mozliwos¢
klonalnego szerzenia si¢ specyficznych mechanizméw opornosci. Co wigcej, uzyskane wyniki
potwierdzity obecno$¢ determinant opornosci iczynnikdw wirulencji u szczepoéw
reprezentujacych klinicznie wazne typy sekwencyjne np. ST131, ST10 i ST224.

Badania dotyczace catkowitego mikrobiomu jelitowego pozwolily na poréwnanie
statusu opornosci zwierzat podlegajacych w Srodowisku réznej ekspozycji na S$rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Analizy objely zwierzeta hodowlane (kury, indyki i S$winie)
przypuszczalnie narazone na dzialanie tych substancji, a takze zwierzeta wolno zyjace (dziki,
lisy i gryzonie) prawdopodobnie wolne od bezposredniej antybiotykowej presji selekcyjnej. W
mikrobiomach jelitowych badanych zwierzat zidentyfikowano 117 réznych klastrow
reprezentujagcych geny opornosci. Najliczniej wystepowaly geny kodujgce opornos¢ na

tetracykliny, makrolidy, aminoglikozydy i betalaktamy.



Uzyskane wyniki potwierdzity wigkszg r6znorodnos¢ genéw opornosci i wyzszg skale
opornosci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe w mikrobiomie jelitowym gatunkow
hodowlanych w poréwnaniu z wolno zyjagcymi, wskazujagc na stosowanie S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych w sektorze produkcji zwierzgcej jako gléwnego czynnika
przyczyniajacego si¢ do pojawiania opornosci w bakteryjnej florze zwierzat. W mikrobiomach
gatunkéw hodowlanych stwierdzono wystepowanie m.in. tet(Q), tet(W), tet(40), tet(X), mef(A),
erm(B), erm(F), ant(6)-1a, aph(3’)-1lla, cfxA6, cfxA, blatem, cfr(C).

Badania wykazaly réwniez potencjal zwierzat wolno zyjacych, zwtaszcza liséw
i dzikéw w szerzeniu antybiotykoopornosci. W mikrobiomie tych gatunkéw wykryto obecnos¢
genow kodujacych opornos¢ na substancje o krytycznym znaczeniu z punktu widzenia ochrony
zdrowia publicznego m.in. cefalosporyny, chinolony, aminoglikozydy, makrolidy.
Zidentyfikowano réwniez liczne plazmidy przyczyniajace si¢ do rozprzestrzeniania si¢
opornosci.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej dysertacji przyczynily si¢ do poszerzenia wiedzy
na temat epidemiologii oporno$ci u zwierzat. Badania umozliwily poznanie roli réznych
gatunkéw zwierzat w rozprzestrzenianiu opornych bakterii. Ponadto pozwolily wykazaé
przydatnos¢ metod molekularnych w monitoringu opornosci. W przeciwienstwie do metod
fenotypowych, ktére zwykle obejmujg ograniczong 1ilo§¢ badanych substancji
przeciwbakteryjnych, wykorzystane w badaniach metody oparte na sekwencjonowaniu
umozliwity identyfikacj¢ catego profilu determinant warunkujacych opornos¢. Zrealizowane

badania wykazaty jednocze$nie szereg obszarow wymagajacych dalszych analiz.



SUMMARY

Antimicrobial resistance of bacteria is recognized as one of the greatest threats to public health.
Although it is a natural phenomenon, its dissemination is mainly caused by the excessive use
of antibacterial substances in medicine, veterinary and agriculture. Due to the resistance spread
dynamics, the vision of the lack of effective treatment of bacterial infections becomes more and

more realistic.

Considering the scale of the resistance phenomenon and the close relations between humans,
animals and the environment, as well as the fact that zoonotic bacteria remain an important
etiological factor of many human infections, it is essential to understand the role of different

animal populations in the dissemination of resistant bacteria.

The research carried out as part of this doctoral dissertation is a step toward this purpose. The
aim of the current study was to characterize the phenomenon of resistance of intestinal bacterial
flora in selected animal species and to evaluate the usefulness of molecular methods in

antimicrobial resistance monitoring.

An important aspect of the work was the application of diagnostic methods based on high-
throughput sequencing. The analysis of genome sequences of bacterial strains derived from
animals allowed for the comparison of the resistance determinants pool of tested strains with

their phenotypic resistance profiles.

Furthermore, it enabled the determination of the epidemiological relationships of the strains,
identification of pathogenicity genes and plasmids involved in the horizontal gene transfer as
well as to determine the role of the clonal spread of resistance mechanisms. In addition, the use
of a culture-independent method — sequencing of total DNA isolated from intestinal content
and the identification of individual resistance determinants in the entire microbiome, allowed
for a comprehensive evaluation of the phenomenon, not limited to single bacterial isolates. This
approach provided an opportunity for a holistic view of the problem and the characterization

and comparison of intestinal resistomes of different animal species.

The studies presented in the current work included 356 samples collected between 2016 — 2020

from animals like: rodents, free-living birds, wild boars, foxes, and farm animals.



The obtained results confirmed that the intestinal bacterial flora of animals constitutes
areservoir of numerous resistance determinants, nevertheless, differences in the scale of

resistance in the animal species included in the study were demonstrated.

Free-living rodents have been shown to play a minor role in antimicrobial resistance spreading.
The vast majority of E. coli isolated from rodents were susceptible to all tested antimicrobials.
Only a few strains were resistant to colistin or tetracycline. Despite the low resistance status,
bacteria from this animal population may be a source of yet unknown resistance determinants.
The isolation of strains with phenotypic resistance to colistin, with no resistance mechanism
identified, indicates the need for further study to elucidate the genetic basis of this phenomenon.
The use of WGS technology has provided additional information on the phylogenetic diversity
and structure of E. coli population in free-living rodents. The results confirmed that despite the

rarely observed resistance these bacteria constitute a reservoir of numerous virulence factors.

A substantially higher degree of resistance was found in E. coli from free-living birds. The
presence of resistance determinants also towards antimicrobials of the highest priority in the
treatment of human infections, including beta-lactams, cephalosporins, quinolones, macrolides,
and aminoglycosides confirms that free-living birds constitute a significant reservoir and vector
of resistant bacteria. Among numerous resistance determinants: blactx-m-1s, blacmy-2, blasuv-12,
aac(6')-1b-cr, gnrSl, gnrB19, mcr-1, fosA7, aac(3)-Ila, ant(3")-1a, aph(3”)-1b, aph(6)-1d as
well as chromosomal mutations in the regions determining quinolone resistance gyrA, parC,

and parE were found.

The presented phylogeny of E. coli deriving from birds showed that the occurrence of specific
resistance gene combinations and mutations in regions determining quinolone resistance was
associated with certain sequence types. The observation suggests that particular resistance
mechanisms could spread clonally. Moreover, results confirmed the existence of resistance
determinants and virulence factors in strains representing clinically significant sequence types,

e.g. ST131, ST10 and ST224.

The studies on the total gut microbiome allowed for the comparison of the resistance status of
animals exposed to various antimicrobial pressure in the environment. The analyses included
farm animals (chickens, turkeys and pigs) probably subjected to these substances and free-
living animals (wild boar, foxes and rodents) possibly free from direct antibiotic selective

pressure. Up to 117 different clusters representing resistance genes were identified in the gut



microbiome of the tested animals. The genes encoding resistance to tetracyclines, macrolides,

aminoglycosides and beta-lactams were the most abundant.

The obtained results confirmed a greater diversity of resistance genes and a larger scale of
antimicrobial resistance in the gut microbiome of farmed species in comparison to the free-
living ones, pointing at the use of antimicrobials in the livestock sector as a primary factor for
the emergence of resistance in the bacterial flora of animals. In the microbiome of farmed
species, the occurrence of, i.e., tet(Q), tet(W), tet(40), tet(X), mef(A), erm(B), erm(F), ant(6)-
la, aph(3’)-1lla, cfxA6, cfxA, blatem, cfr(C) were noted.

The studies have also shown the potential of free-living animals, especially foxes and wild
boars, to resistance spread. The presence of genes encoding resistance to substances critically
important for public health, including cephalosporins, quinolones, aminoglycosides, macrolides
were found in the microbiome of these species. Numerous plasmids contributing to the spread

of resistance were identified as well.

The results obtained within this dissertation have contributed to broadening the knowledge
about the epidemiology of resistance in animals. The studies highlighted the role of different
animal species in the spread of resistant bacteria. Furthermore, the conducted research allowed
for the demonstration of the efficacy of molecular methods in resistance monitoring. Unlike
phenotypic methods, which usually include a limited amount of tested antimicrobial
compounds, the sequencing-based methods used in this work identified the entire profile of
resistance determinants. Nevertheless, the current study indicates several areas for further

research on the resistance phenomenon.
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