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Monitoring of pharmaceutical residues, putrescine, and antibiotic
resistance in Gram-negative bacteria in cemetery well waters

Monitoring pozostatosci farmaceutycznych i putrescyny
oraz opornosci antybiotykowej pateczek Gram-ujemnych
w wodach studziennych lubelskich cmentarzy
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Well water samples collected in the vicinity of the necropolis were ana-
lyzed for the presence of Gram-negative bacilli, their antibiotic resist-
ance, and the levels of selected chems., such as paracetamol, salicylic
acid, and putrescine. Gram-negative bacilli were identified using cul-
ture and biochem. methods, and their susceptibility to antibiotics was
assessed in accordance with EUCAST guidelines. The concns. of phar-
maceuticals and putrescine were detd. using HPLC-MS/MS. Varied mi-
crobial. contamination and the presence of paracetamol, salicylic acid,
and putrescine were detected in the water, but no significant acquired
antibiotic resistance mechanisms were identified.

Keywords: cemetery, groundwater quality, microbiological contami-
nation, Gram-negative bacteria, antibiotic susceptibility, pharmaceu-
ticals, environmental monitoring

Prébki wéd studziennych pobrane w otoczeniu nekropolii analizo-
wano pod katem obecnosci pateczek Gram-ujemnych, ich opornosci
na antybiotyki oraz zawartosci wybranych substancji chemicznych,
takich jak paracetamol, kwas salicylowy i putrescyna. Pateczki Gram-
-ujemne oznaczano metodami hodowlanymi i biochemicznymi, aich
lekowrazliwo$¢ oceniano zgodnie z wytycznymi EUCAST. Zawartos$¢
farmaceutykoéw i putrescyny oznaczono metoda HPLC-MS/MS. W wo-
dach wykryto zréznicowane skazenie mikrobiologiczne oraz obecnos¢
paracetamolu, kwasu salicylowego i putrescyny, jednak bez stwier-
dzenia istotnych nabytych mechanizméw opornosci na antybiotyki.

Stowa kluczowe: cmentarz, jako$¢ wod gruntowych, zanieczyszczenie
mikrobiologiczne, bakterie Gram-ujemne, wrazliwo$¢ na antybiotyki,
substancje farmaceutyczne (leki), monitoring srodowiskowy

Niedobory wody na $§wiecie pozostaja powaznym proble-
mem. Jednym ze Zrodet zanieczyszczen wod sg cmentarze,
ktore wymagaja ciggtego monitoringu w celu zapobiega-
nia zagrozeniom $rodowiskowym'*. Wody podziemne
stanowig gtéwne zrodlo zaopatrzenia w wodg dla matych
wiejskich miejscowosci oraz zurbanizowanych miast. Sa
one wykorzystywane w rolnictwie, do celow pitnych oraz
innych potrzeb bytowych. Jako$¢ tych wod w duzym stop-
niu zalezy od dziatalno$ci cztowieka zaktocajacej obieg
hydrologiczny, co moze prowadzi¢ m.in. do wyptukiwania
substancji odzywczych i1 pestycydow z pol uprawnych.

Innymi przyczynami pogorszenia jakosci wod podziemnych
sg sktadowiska odpadéw komunalnych i przemystowych
(w tym spozywczych), eksploatacja surowcow naturalnych
oraz dziatalnos$¢ pogrzebowa. Powstale zanieczyszczenia
pogarszaja parametry wody pitnej, zmniejszajg jej zasoby
1 mogg stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego?.

Z rozktadajacego si¢ ciata ludzkiego powstaje ok. 0,5 L
odcieku na 1 kg masy ciata*®. Sktada si¢ on z ok. 50%
wody, 15% kosci oraz 35% substancji organicznej, a takze
zawiera pierwiastki nieorganiczne i $ladowe, takie jak np.
Ca, P, N oraz Na*. Szczatki ludzkie po pochdéwku ulegaja
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Table 1. ESI-MS/MS parameters and retention times for selected compounds
Tabela 1. Parametry ESI-MS/MS oraz czas retencji dla wybranych zwigzkow

Jon prekursorowy,

Jony potomne,

Fragmentor,

Energia kolizji, Czas retencji,

Nazwa zwiagzku /s /s v v Polaryzacja min
Paracetamol 152,0 16059,2)8 60 %8 + 1,27
Diazepam-D5 290,0 }2?:2 161 3 + 4,90
Tbuprofen 207.0 1792(?’98 280 %g + 477
Kadaweryna 103,0 zgzé 60 }8 + 0,52
Kwas salicylowy 137,0 242123 60 450 - 4,05
Putrescyna 89,0 ;g:(l) 60 250 - 0,52

+ pozytywna, - negatywna

réznym procesom, m.in. gnilnemu, autolizie oraz rozktado-
wi, ktory trwa zwykle 15-25 lat. W trakcie rozktadu zwtok
zachodzg procesy prowadzace do powstania zanieczyszczen
gazowych i ciektych, takich jak CO, CO,, H,S, CH,, NH,",
NO," oraz amin biogennych, ktore przenikajg nastgpnie do
gleby wokot grobu. Odpowiednia grubo$¢ warstwy ziemi
przykrywajacej trumng jest istotna z punktu widzenia emisji
tych substancji do srodowiskaV.

Abia i wspoltpr.” przeanalizowali wystgpowanie zanie-
czyszczen mikrobiologicznych w glebie w zalezno$ci
od glebokosci poboru probek wokot miejsca pochéwku.
Odnotowali istotne r6znice w skladzie bakterii w zalez-
nosci od glebokosci. Autorzy podkreslaja, ze cmentarze
jako zrodto zanieczyszczen mikrobiologicznych, takich jak
bakterie, wirusy i pozostatosci antybiotykéw, w wodach
podziemnych majg szczegolnie duze znaczenie na tere-
nach o ptytkim poziomie wod gruntowych, co potwierdzaja
rowniez inne badania®®®. Obszerny przeglad literatury
przeprowadzony przez Zychowskiego i Bryndala® dotyczg-
cy cmentarzy jako zrodet zanieczyszczen wod bakteriami
1 wirusami wskazuje, ze zwloki sg rezerwuarem licznych
bakterii z grupy coli, ktore nie przetrwajg dhugo poza
organizmem gospodarza. Jednak liczne gatunki laseczek
tlenowych i beztlenowych, przystosowane do zycia w nie-
sprzyjajacych warunkach, moga przetrwa¢ nawet kilka lat
dzieki tworzeniu przetrwalnikow. Po pochowku do $ro-
dowiska uwalniajg si¢ takze inne substancje chemiczne,
takie jak leki, ptyny do balsamowania zwtok i kosmetyki®.

Nalezy roéwniez wspomnie¢ o trumnach i sarkofagach oraz
materiatach i srodkach chemicznych stosowanych do ich
produkcji, w tym substancjach impregnujacych, farbach
1 lakierach. Rozktadajac si¢, przenikajg one z biegiem czasu
do okolicznej gleby, a w konsekwencji do wod gruntowych
i powierzchniowych?* ¥,

Polskie prawo dotyczace cmentarzy reguluje rozporzadze-
nie” i okresla wymogi sanitarne dla terenow wokot nekropo-
lii. Pierwszy paragraf opisuje og6lnie lokalizacje cmentarzy,
wskazujac, ze teren nowego cmentarza nie powinien nega-
tywnie oddziatywa¢ na otaczajace srodowisko. Wytyczne
dotyczace minimalnych odlegtosci studni lub innych zrodet
wody od cmentarzy okreslaja, ze dystans ten powinien wyno-
si¢ co najmniej 150 m od granicy cmentarza dla zabudowan
mieszkalnych, zaktadow przemyshu spozywczego, zywienia
zbiorowego lub przechowujacych artykuly spozywcze. Jesli
te budynki sa podtaczone do sieci wodociagowej, dystans ten
moze zosta¢ zmniejszony do 50 m.

Biorac pod uwage powyzsze uwarunkowania, date
powstania powyzszego rozporzadzenia oraz aktualne donie-
sienia dotyczace wpltywu cmentarzy na jakos$¢ sanitarng
gleby, wody i powietrza, konieczny jest stalty monitoring
tych elementow $rodowiska w otoczeniu miejsc pochow-
ku. Z tego wzgledu podjeto badania wod pochodzacych ze
studni cmentarnych celem oznaczenia zawartosci farmaceu-
tykow, toksyn i skazenia mikrobiologicznego, skupiajac si¢
na pateczkach Gram-ujemnych, oznaczajac dodatkowo ich
wrazliwo$¢ na antybiotyki.
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Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Specjalnos¢ - toksyko-
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Table 2. Gram-negative bacteria isolated from cemetery-site water and the degree of water-sample contamination by coli form bacteria

Tabela 2. Zidentyfikowane pateczki Gram-ujemne wyizolowane z wody z cmentarzy oraz stopien zanieczyszczenia probek wody bakteriami z grupy coli

Lokalizacja cmentarza Ogolna liczba bakterii z grupy

Zidentyfikowane gatunki bakterii

coli, jtk/100 mL

Dys 10500 Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa

Motycz 3712 NZ

Zemborzyce Podlesne 2890 i{el;Zizlzl’lZ Zf;erzronnoansu;; ’C[é;;;(]))l;?eclz}zr S)];o.ungae, Hafnia alvei, Burkholderia
KugniaJr !
Wojciechow 2 Enterobacter cloacae, Enterobacter sp., Proteus mirabilis

Konskowola 36 Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, NZ

Czerniejow 7 Citrobacter sp., NZ

Jabtonna 1 Hafnia alvei 1

Lublin, ul. Lipowa 440 Klebsiella pneumoaniae, Enterobacter gergoviae

Lublin, ul. Unicka 1 NZ

NZ - niezidentyfikowane

Czes¢ doswiadczalna

Materiat badawczy

Probki wody do badan mikrobiologicznych, analizy
zawarto$ci farmaceutykow i putrescyny pobierano 2-krotnie
ze studni na 10 wytypowanych cmentarzach potozonych
w woj. lubelskim. Probki do badan mikrobiologicznych
pobierano zgodnie z norma'” (z uwzglgdnieniem normy'").
Wykorzystano do tego celu sterylne plastikowe pojemniki,
ktoére nastepnie przewozono do laboratorium w warunkach
chtodniczych (2—8°C, czas transportu <4 h) i niezwtocznie
poddano analizom.

Metodyka badan
Identyfikacja gatunkowa wyizolowanych
pateczek Gram-ujemnych

Skazenie mikrobiologiczne oceniano hodowla na agarze
Endo LES (BTL sp. z 0.0., 1.6dz, Polska) w temp. 37°C, przez
2448 h, oznaczajac pateczki Gram-ujemne standardowg
metodg barwienia Grama. Paleczki Gram-ujemne izolo-
wano z podlozy Endo LES uzyskanych metoda posiewu
powierzchniowego oraz filtracji membranowej badanych
probek waod ze studni cmentarnych, zgodnie z normami'* 1.
Z kazdego punktu pomiarowego izolowano kolonie bakte-
ryjne o odmiennej morfologii wzrostu. Identyfikacje prowa-
dzono, okreslajac zdolno$¢ drobnoustrojow do fermentacji
laktozy na podtozu MacConkeya (BTL sp. z o.0., Lodz,
Polska), przeprowadzono test stuzacy do wykrywania enzy-
mu oksydazy cytochromowej (BioMerieux, Marcyl’Etoile,

France) oraz wykorzystujac testy biochemiczne API 20E
(BioMerieux, Marcyl’Etoile, France). Interpretacje wyni-
kow testow API 20E przeprowadzono za pomocg apiweb™
(BioMerieux, Marcyl’Etoile, France). W przypadku uzyska-
nia niejednoznacznych wynikow identyfikacji dla pateczek
niefermentujacych drobnoustroje posiewano na wybiorcze
podtoze Pseudo CN do izolacji pateczek Pseudomonas
aeruginosa. W przypadku wszystkich drobnoustrojow, dla
ktorych identyfikacja gatunkowa byta niewystarczajaca,
okreslano ich przynalezno$¢ do rodzaju. Pozostale pateczki
Gram-ujemne, dla ktorych nie uzyskano wiarygodnych wyni-
kow identyfikacji, oznaczono jako NZ (niezidentyfikowane).

Oznaczanie wrazliwosci na antybiotyki

Ze wszystkich gatunkéw pateczek Gram-ujemnych
wyizolowanych z wdd ze studni cmentarnych badanie
wrazliwo$ci na antybiotyki przeprowadzono wsrod rodza-
jow lub gatunkoéw o znaczeniu klinicznym w konteks$cie
wywolywania zakazen. Zardwno stosowane procedury
oznaczania wrazliwos$ci na antybiotyki, jak i interpretacje
uzyskanych wynikéw wykonano na podstawie aktualnych
wytycznych Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania
Lekowrazliwosci EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, Version 10.0'¥).

Dla pateczek z rodzaju Klebsiella wykrywano zdolno$é
do wytwarzania f-laktamaz o rozszerzonym spektrum dzia-
tania typu ESBL (extended-spectrum p-lactamases), zwiaz-
kéw o najwazniejszym znaczeniu dla opornosci tej grupy
drobnoustrojow na antybiotyki f-laktamowe. Oznaczenia
przeprowadzano, wykorzystujac metode 2 krazkow DDST

Dr hab. inz. tukasz WLAZtO, prof. UP (ORCID: 0000-0002-
1086-182X), w roku 2008 ukonczyt studia w Uniwersytecie
Przyrodniczym w Lublinie. Jest profesorem uczelni w Katedrze
Higieny Zwierzat i Srodowiska. Specjalno$¢ - zoohigiena, ochro-
na Srodowiska.

Prof. dr hab. Bozena NOWAKOWICZ-DEBEK (ORCID: 0000-0003-
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Przyrodniczym w Lublinie. Jest profesorem w Katedrze Higieny
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Table 3. Mean concentrations of selected drugs and putrescine in water sam-
ples from selected wells in cemeteries in the Lublin region, ng/mL

Tabela 3. Srednia koncentracja wybranych lekéw oraz putrescyny w préb-
kach wody z wybranych studni na lubelskich cmentarzach, ng/mL

Punkt Lokalizacja ) Kwas )
. " | Paracetamol | .. Putrescyna
pomiarowy cmentarza salicylowy
1 Dys 0 2,836 0
2 Motycz 0,784 4,325 2,685
3 Zemborzyce 0 4,708 1,48
Podlesne
4 I penics 0 10,442 0
Jara
5 Wojciechow 0 7,361 0
6 Konskowola 0 0 0
7 Czerniejow 0,813 3,745 0
8 Jabtonna 0 3,011 1,441
9 Lublin, 0 5,341 1,432
ul. Lipowa
Lublin,
1 ul. Unicka Y A v
Srednia 0,160 4,698 0,704
arytmetyczna

(double disc synergy test) i stosujac krazki z cefotaksymem
(30 pg), ceftazydimem (30 pg) oraz amoksycyling z kwa-
sem klawulanowym (20/10 pg). Szczepy klasyfikowano
jako ESBL (+), gdy widoczne byto powickszenie strefy
zahamowania wzrostu wokot krazkow z cefalosporynami,
od strony krazka z amoksycyling z kwasem klawulano-
wym. Dodatkowo, metoda krazkowo-dyfuzyjna, badano
wrazliwos$¢ na nastgpujace antybiotyki: ampicyling (10 pg),
amoksycyling z kwasem klawulanowym (20/10 ug), cefu-
roksym (30 pg), gentamycyne (10 pg), ciprofloksacyne
(5 ng), lewofloksacyne (5 pg) oraz trimetoprim/sulfame-
toksazol (1,25/23,75 pg).

W przypadku paleczek z rodzajow Enterobacter
i Citrobacter zdolno$¢ do wytwarzania f-laktamaz o roz-

494 4%

4% [

4%

12%

12%

16%a

Figure. Distribution of the individual genera and species of Gram-negative rods isolated from water

Rysunek. Udziat poszczegélnych rodzajow i gatunkéw pateczek Gram-ujemnych wyizolowanych z wody
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szerzonym spektrum dziatania typu ESBL badano jak dla
Klebsiella spp., ale dodatkowo uktadano krazek z cefepi-
mem (30 pg) celem wykrycia derepresji AmpC. Dodatkowo,
metodg krazkowo-dyfuzyjng, badano wrazliwo$¢ na takie
antybiotyki, jak: gentamycyna (10 ug), ciprofloksacyna (5
ug), lewofloksacyna (5 ug) oraz trimetoprim/sulfametok-
sazol (1,25/23,75 nug).

Dla pateczek Gram-ujemnych niefermentujacych
z rodzaju Pseudomonas wykrywano 2 mechanizmy opor-
nos$ci na antybiotyki: MBL warunkujacy opornos¢ na kar-
bapenemy w zwigzku ze zdolnoscig do produkcji metalo-$-
laktamaz oraz KPC warunkujacy oporno$¢ na antybiotyki
p-laktamowe, wynikajacy z produkcji karbapenemaz klasy
A. Test w kierunku MBL wykonywano z zastosowaniem
krazkow zawierajacych inhibitor EDTA, ceftazydym
(30 pg) oraz imipenem (10 pg), natomiast test w kierunku
KPC z wykorzystaniem meropenemu (10 pg) oraz mero-
penemu nasyconego kwasem boronowym.

Zawarto$¢ farmaceutykow i toksyn

Analizy farmaceutykéw (paracetamol, kwas salicylo-
wy) 1 putrescyny prowadzono metodg HPLC-MS/MS.
Wykorzystano w tym celu wysokosprawny chromatograf
cieczowy (HPLC 1260 Agilent Technologies, Germany),
ktory wyposazony byt w kolumng chromatograficzna
Poroshell 120 EC-C18 column 3,0 x 50 mm; 2,7 um (Agilent
Technologies, USA). Dodatkowo badania prowadzono za
pomoca spektrometru mas typu potrdjny kwadrupol (QqQ
6460, Agilent Technologies, USA; rodzaj jonizacji ESI
positive).

Przygotowanie probek

Pobrano 5 mL probki i zatezono do objetosci 1 mL (za
pomoca wyparki rotacyjnej RapidVap®N2/48). Dodano
10 pL deuterowanego standar-
du wewnetrznego (IS), czyli
Diazepamu-D5 D3 w st¢zeniu
10 pg/mL w MeOH. Material
z dodatkiem IS wymieszano,
dodano 0,5 mL buforu weglano-
wego (weglan amonu) o pH =9,
ponownie wymieszano i dodano
1,2 mL octanu etylu. Ekstrakcje
za pomocg wytrzasarki (amplitu-
da ruchow posuwisto-zwrotnych
wynosita 8 mm) prowadzono
przez 10 min przy predkosci
wytrzasania rownej 280 rpm. Fazg
organiczng oddzielano przez 2 min
przez wirowanie z predkoscia
14 000 rpm. Nastepnie supernatant
(octan etylu) o objetosci 0,95 mL
przeniesiono do fiolki Eppendorf
(2 mL). Odparowano do sucha
w strumieniu N, w temp. 45°C

m Klebsiellasp.
W Citrobacter sp.
m niezidentyfikowane

B Enterobacter sp.

Pseudomaonas
aeruginogsa
W Hafmia alvei

B FProteus mirabilis
B Surkholderia cepacia

B Ewingeila americana

W Acromonas spp.
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(za pomocg wyparki rotacyjnej RapidVap®N /48). Suchg
pozostato$¢ rozpuszczono w 50 uLL MeOH i odwirowano
przez 2 min (przy 14000 rpm). Ekstrakty przenoszono do
insertow i analizowano za pomoca systemu HPLC-QQQ-
-MS/MS.

Metody analityczne

Badane substancje rozdzielano w termostatowa-
nej (40°C) kolumnie Poroshell 120 EC-C18 column
3,0 x 50 mm; 2,7 um. Jako faze ruchoma zastosowano
wode z kwasem mrowkowym (0,1%) (A) oraz acetoni-
tryl (B). Predko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita
0,5 mL/min i przebiegata wg gradientu: 0—4 min 5-95% B,
4-6 min 95% B. Kazdorazowo do analizatora nastrzykiwano
10 pL probki.

W spektrometrze mas zastosowano jonizacj¢ typu elek-
trosprej (ESI). Analiz¢ jakosciowa oraz ilo§ciowg prze-
prowadzano na podstawie monitoringu wybranych reakcji
(MRM). Parametry ESI-MS/MS oraz czas retencji dla
wybranych zwigzkoéw przedstawiono w tabeli 1.

Wyniki badan
Zidentyfikowane gatunki pateczek Gram-ujemnych

W badaniach zaobserwowano duze réznice w liczbie
gatunkow wyizolowanych z poszczegolnych punktow
pomiarowych: z jednego punktu izolowano 1-6 r6znych
gatunkow pateczek Gram-ujemnych.

Lacznie z wody pobranej z 10 cmentarzy wyizolowano
25 szczepow pateczek Gram-ujemnych. Wyniki identy-
fikacji oraz stopien zanieczyszczenia probek wody bak-
teriami z grupy coli przedstawiono w tabeli 2, a udziat
poszczegolnych rodzajow i gatunkéw pateczek na rysunku.
Najczesciej izolowano pateczki Gram-ujemne z rodzaju
Klebsiella (16%), wsrod ktorych 80% (4/5) zidentyfikowa-
no jako Klebsiella pneumoniae. Wérdd pozostatych czesto
izolowanych stwierdzono obecno$¢ rodzajow Citrobacter
(16%), Enterobacter (12%) oraz gatunku Pseudomonas
aeruginosa (12%). Pomimo ze nie wyizolowano gatunku
Escherichia coli, gatunki nalezace do rodzajow Klebsiella,
Citrobacter 1 Enterobacter takze klasyfikowane sg w tzw.
grupie coli typu fekalnego, wiec ich obecnos$¢ moze
$wiadczy¢ o zanieczyszczeniu badanej wody odchodami.
Najwyzszy poziom zanieczyszczenia bakteriami z grupy
coli stwierdzono w probkach wody pobranych z cmentarzy
w Dysie, Motyczu oraz Zemborzycach Podlesnych, nato-
miast najnizszy w Jabtonnej, Lublinie przy ul. Unickiej
oraz w Wojciechowie. Liczba bakterii z grupy coli mie-
Scita si¢ w zakresie 1-10 500 jtk/100 mL, co wskazuje
na znaczne zroznicowanie pomiedzy poszczegolnymi
lokalizacjami.

Dekompozycja szczatkéw ludzkich i zwierzecych
wigze si¢ z uwolnieniem do $rodowiska licznych mikro-
organizméw, w tym bakterii z grupy coli: Escherichia
coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa oraz
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Salmonella spp.?. Wigkszo$¢ pateczek Gram-ujemnych
wystepuje powszechnie w srodowisku (gleba, woda), sta-
nowigc element mikrobioty przewodu pokarmowego ludzi
i zwierzat**'9. Drobnoustroje te moga jednak powodowac
zakazenia oportunistyczne i sg czgsto izolowane ze $ro-
dowiska szpitalnego. Szczepy kliniczne pateczek Gram-
-ujemnych czesto cechujg si¢ nabytymi mechanizmami
opornosci na antybiotyki, co pocigga za sobg trudniejsza
terapie i gorsze rokowania w przypadku zakazen. Dlatego
rekomenduje si¢ oznaczanie wrazliwosci na antybiotyki
pateczek Gram-ujemnych wyizolowanych ze srodowiska
w celu odréznienia szczepow srodowiskowych (wrazli-
wych) od klinicznych'®. Duza r6znorodno$¢ gatunkowa lub
wysokie stezenie tych drobnoustrojow moze wskazywac na
wtorne zanieczyszczenie wody lub eutrofizacje sprzyjajaca
namnazaniu mikroorganizméw, w tym patogenow'®.

Wyniki oznaczania lekowrazliwosci

W przypadku wszystkich testowanych szczepow z rzedu
Enterobacterales (Enterobacter spp., Citrobacters spp.,
Klebsiella spp.) nie stwierdzono zdolnosci do wytwarza-
nia beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum dziatania typu
ESBL. Nie stwierdzono takze opornosci na fluorochinolony,
trimetoprim-sulfametoksazol, gentamycyng i karbapenemy.
Tylko jeden izolat Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoanie
| charakteryzowat si¢ opornoscia na cefalosporyne II gene-
racji (cefuroksym) oraz 1 izolat Klebsiella pneumoniae
byl oporny na amoksycyling z kwasem klawulanowym.
Oba izolaty pochodzily z tego samego punktu pomiaro-
wego (punkt 4, Kr¢znica Jara). Nie stwierdzono obecnos$ci
mechanizmoéw oporno$ci na antybiotyki typu MBL 1 KPC
u paleczek z rodzaju Pseudomonas. Mimo ze nie stwier-
dzono obecnos$ci nabytych mechanizméw opornosci na
antybiotyki u wyizolowanych szczepow paleczek Gram-
-ujemnych, nalezy podkresli¢, ze czgs¢ z nich (Citrobacter
spp., Enterobacter spp.) charakteryzuje si¢ wysoka oporno-
$cig naturalng na wiele stosowanych antybiotykow. Badania
Abia i wspolpr.” wskazuja, ze woda z terendw cmentarnych
moze stanowi¢ rezerwuar patogennej, wielolekoopornej
MDR (multi-drug resistant) E. coli opornej na wiele klas
antybiotykow i posiadajacej geny wirulencji. Teze te zdaja
si¢ potwierdza¢ rowniez badania Brennana i wspotpr.®.
Autorzy przeanalizowali probki wody z cmentarzy i stwier-
dzili, ze sa one zrodtem bakterii (w tym z grupy coli, m.in.:
E. coli czy enterokokow), posiadajacych zarowno geny
patogennosci (produkcja réoznych toksyn), jak i geny opor-
nosci na antybiotyki.

Wyniki zawartosci farmaceutykéw i putrescyny

Zawarto$¢ farmaceutykéw w wodach podziemnych
jest od wielu lat przedmiotem dyskusji wielu osrodkéw
naukowych. Dlatego badaniami obj¢to jedne z najczesciej
stosowanych lekow oraz zwigzki, ktore moga powstawaé
w procesie rozktadu zwtok i przedostawac si¢ do srodowi-
ska. Wyniki przedstawiono w tabeli 3.
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Przy zastosowanej metodzie analitycznej paracetamol
wykryto w wodzie studziennej dwdch cmentarzy, oznaczo-
nych jako 2 (0,784 ng/mL) i 7 (0,813 ng/mL). Obecnosci
kwasu salicylowego nie potwierdzono w studni nr 6
(Konskowola). Koncentracja tego zwigzku w probkach
wody wahata si¢ w granicach 2,836 ng/mL (punkt 1, Dys)
do 10,442 ng/mL (punkt 4, Kr¢znica Jara). Na cmentarzach
komunalnych oznaczonych nr. 91 10 (odpowiednio Lublin,
ul. Lipowa i ul. Unicka) wielkosci te byly poréwnywalne
i wynosity 5,341 ng/mL oraz 5,211 ng/mL.

W wyniku dekompozycji ciata ludzkiego obserwuje si¢
nasilong aktywnos$¢ mikrobiologiczng w glebie otaczaja-
cej grob. Proces ten prowadzi do uwolnienia toksycznych
zwigzkow organicznych, czyli putrescyny (1,4-butanodia-
mina) i kadaweryny (1,5-pentanodiamina)?. Putrescyna
nalezy do grupy amin biogennych i powstaje w wyniku
dekompozycji bialek przy udziale bakterii beztlenowych.
Jej obecnos¢ potwierdzono w 4 studniach (2, 3, 8, 9), przy
czym najwicksze stezenie (2,685 ng/mL) wystapito w prob-
kach ze studni nr 2 z Motycza. Dalsze badania powinny
obja¢ inne poliaminy, takie jak spermidyna i spermina, kto-
rych prekursorem jest putrescyna. Poliaminy te sg istotnym
czynnikiem wzrostu wielu mikroorganizméw, takich jak E.
coli (indukcja produkceji biatek i kwasow nukleinowych,
przyspieszanie wzrostu)'”- '8, Haemophilus influenzae'
i Aspergillus nidulans®®. W prowadzonych analizach
zastosowane metody badawcze nie pozwolily na uzyskanie
pozytywnych wynikéw dla kadaweryny oraz ibuprofenu
w probkach wody w granicach oznaczalno$ci metody (LOQ
=1 ng/mL). Trwaja prace doskonalgce stosowane metodyki
badawcze.

Adsorpcja zwigzkow farmaceutycznych i ich metaboli-
tow zalezy od ich wlasciwosci. Zwiazki o wtasciwosciach
liofilowych sa lepiej adsorbowane na osadach i mikro-
organizmach niz hydrofilowe, za$ zwigzki o charakterze
kwasowym (ibuprofen, ketoprofen) praktycznie nie sg
adsorbowane i pozostajag w fazie wodnej. Mniejsze ste-
zenia farmaceutykow w wodach Lubelszczyzny koreluja
z regionalnymi réznicami w konsumpcji lekow — wydatki
NFZ per capita byly tu o 19-21% mniejsze niz np. w woj.
pomorskim i zachodniopomorskim?). W innych krajach
Unii Europejskiej w probkach wody z cmentarzy ozna-
czono acetaminofen, kwas salicylowy, ibuprofen, ketopro-
fen, nimesulid, karbamazepine, fluoksetyne i sertraling??.
Najwicksze stezenia uzyskano dla kwasu salicylowego
(w zakresie 33,7-71,0 ng/L); wielkosci te byly istotnie
wigksze niz uzyskane w badaniach wtasnych.

Podsumowanie i wnioski
Poczatkowe wyniki wskazuja na wptyw cmentarzy na

pogorszenie jako$ci wod gruntowych w analizowanym
obszarze, co potwierdza ich rol¢ jako zrodta lokalnego
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skazenia chemicznego i mikrobiologicznego. Wykrycie
opornosci na antybiotyki podkresla konieczno$¢ dalszych
badan nad pochodzeniem, migracja i trwato$cig tych
mechanizméw w $rodowisku wodnym, z uwzglednieniem
czynnikow biogeochemicznych. W kontekscie stref chro-
nionych uje¢ wody pitnej niezbgdne jest oszacowanie skali
tego zagrozenia. Ograniczony zakres istniejacych danych
wskazuje na potrzebe badan na wigkszg skale, stanowigcych
podstawe do reform w zarzadzaniu cmentarzami i strategii
minimalizacji ryzyka dla zasobéw wodnych.

Praca finansowana przez Wojewodzki Fundusz Ochrony
Srodowiska i Gospodarki Wodnej z siedzibg w Lublinie
w ramach zadania ,, Ocena zanieczyszczenia wody studzien-
nej na terenie cmentarzy Lubelszczyzny” Nr 39/2020/D/IN.
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