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ANOTACE

Prvni ¢ast disertacni prace se zabyvala detekci, vyskytem a antibiotickou citlivosti patogennich
bakterii Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica
a Salmonella spp. v odpadnich vodach. Podstatou druhé ¢asti disertacni prace bylo zhodnotit
pfijem polyfluorovanych 1é¢iv efavirenzu a kyseliny flufenamové za hydroponickych
podminek riznymi druhy rostlin, a to fefichou setou (Lepidium sativum), roketou setou (Eruca
sativa), fedkvic¢kou setou (Raphanus sativus) a hrachem setym (Pisum sativum). Ve tfeti ¢asti
disertacni prace byly hodnoceny zmény akutni toxicity v prubéhu heterogenni fotokatalyzy
vodnych roztoku chloracetanilidovych herbicida alachloru, metolachloru a acetochloru pomoci

zkousky inhibice riistu zelené fasy Chlorella kessleri.
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ANNOTATION

The first part of the dissertation dealt with the detection, occurrence, and antimicrobial
susceptibility of the pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia enterocolitica, and Salmonella spp. in wastewater. The essence of the second part of
the dissertation was to evaluate the uptake of polyfluorinated pharmaceuticals efavirenz
and flufenamic acid under hydroponic conditions by different plant species, namely cress
(Lepidium sativum), rocket (Eruca sativa), radish (Raphanus sativus), and pea (Pisum sativum).
In the third part of the dissertation, changes in acute toxicity during heterogeneous
photocatalysis of aqueous solutions of chloroacetanilide herbicides alachlor, metolachlor, and

acetochlor were evaluated via a growth inhibition test using the green alga Chlorella kessleri.
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UvVOD

Voda je podstatou zivota, dokud je ¢istd. Voda urcena k lidské spotfebé, jenz byla vyuzita
k jakémukoliv tcelu, a u niz clovék zménil jeji kvalitu, se stava vodou odpadni. Odpadni voda
jakéhokoliv piivodu s sebou vzdy nese riziko pro vetejné zdravi i Zivotni prostiedi, které je
u specifickych typ odpadnich vod umocnéno jejich siln¢ infekéni nebo toxickou povahou.
Ptedchazet vzniku odpadi je nejucinnéjs§im zplisobem, jak omezit jejich nepiiznivé dopady na
zivotni prostiedi. Tuto praxi vSak nelze dost dobie aplikovat na odpadni vodu, nebot’ bez
moznosti vyuzit vodu K lidské spotiebé a ¢innostem, by bylo jen téZko dosazeno soucasného
standardu Zivota ve vyspélych zemich.

At uz bude na odpadni vodu nahliZeno z jakéhokoliv thlu, vzdy bude specificky.
Z mikrobiologického hlediska se jedna o slozitou matrici vyznacujici se znacnou fekalni
kontaminaci. Av8ak patogenni bakterie, které predstavuji zdravotni riziko pro obyvatelstvo,
tvofi pouze minoritni ¢ast z celkové bakterialni populace v odpadnich vodach. Vzhledem
K tomu, ze se patogenni bakterie v odpadni vodé nachazeji uprostied mnohem vétsiho mnozstvi
komplexni doprovodné mikroflory a jejich koncentrace jsou relativné nizké, je jejich detekce
kultivaénimi metodami do zna¢né miry obtizna. Na rozdil od molekularné biologickych metod,
které sice nabizeji rychlejsi a presnéjsi detekci, umoznuje zisk bakterialniho izolatu
kultivaénimi metodami jeho dalsi charakterizaci, napiiklad stanoveni citlivosti k antibiotiktm.
Pro zivotni prostiedi piedstavuji odpadni vody zdroj znecist'ujicich latek, nebot’ soucasné
konvenéni technologie ¢isténi odpadnich vod zalozené na vyuziti aktivovaného kalu nejsou
Kk jejich odstranéni dostatecné G¢inné. Pouziti pie¢isténé odpadni vody k zavlazovani vede
k zaneseni téchto latek do padniho prostiedi, kde pii dlouhodobé aplikaci dochazi k jejich
akumulaci na urovné, jez vyrazné prevySuji jejich koncentrace ve zdrojové zavlahové vodeé.
Ptijem mikropolutanti rostlinami ze zavlahové vody nebo kontaminované pidy muze vést
K jejich vneseni do potravinového fetézce, kde predstavuji potencialni zdravotni riziko pro
spotiebitele. V tomto ohledu je problematicky zejména piijem léCiv.

Pro oblast environmentalniho inZenyrstvi je velkou vyzvou navrhnout pokro¢ilé technologie
Cisténi odpadnich vod, které by =zajistily nejenom 1G¢inné odstranéni specifickych
mikropolutantll, ale soucasné by se vyznaCovaly i ndkladovou efektivnosti. Zna¢ny aplikaéni
potencial maji v tomto sméru pokrocilé oxidacni procesy. Navrzené technologie je vsak
nezbytné hodnotit nejenom z hlediska jejich efektivnosti pfi odstrafiovani cilovych matetskych
sloucenin, ale vzhledem k riziku tvorby toxickych degrada¢nich produkti i z hlediska zmény

akutni toxicity oSetfované kontaminované vody.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Centralizované ¢isténi odpadnich vod

Centralizovany systém sbéru a ¢isténi odpadnich vod je v méstskych oblastech vyspélych
zemich zavedenym standardem (Libralato et al. 2012; Tang et al. 2020). Vysledkem je, Ze
meéstské Cistirny odpadnich vod pfijimaji nejenom splaskové vody z domécnosti, ale
Kk centralizovanému ¢isténi je zde shromazd’ovana i odpadni voda generovana priamyslovymi
oblastmi, zemédé&lstvim nebo zdravotnickymi zatizenimi. Centralizaci Cisticiho procesu tak do
méstskych Cistiren odpadnich vod vstupuje 1 specifické znecCisténi spojené s konkrétnim typem
odpadnich vod (Manaia et al. 2016; Nnadozie et al. 2017; Le et al. 2018; Lorenzo et al. 2018).
Legislativa v oblasti ¢isténi odpadnich vod v Ceské republice vychazi z principti pfislusnych
smérnic Evropské unie. Smérnice Rady ¢. 91/271/EHS o cisténi méstskych odpadnich vod,
vydana v roce 1991, stanovila pozadavky na ¢isténi odpadnich vod u méstskych aglomeraci
s vice nez 2000 obyvateli (Smérnice Rady ¢. 91/271/EHS). V roce 2000 byla vydana Smérnice
Evropského parlamentu a Rady ¢&. 2000/60/ES, kterou se stanovil ramec pro c¢innost
Spolecenstvi v oblasti vodni politiky. Touto ramcovou smérnici byla stanovena pravidla s cilem
dosahnout ,,dobrého stavu® povrchovych a podzemnich vod v Evropské unii (Smérnice

Evropského parlamentu a Rady ¢. 2000/60/ES).

1.2 Odpadni vody ze zdravotnickych zarizeni

Ptestoze odpadni vody ze zdravotnickych zafizeni piedstavuji specifickou a nebezpecnou
kategorii odpadu, je jejich ¢isténi na centralnich méstskych ¢istirnach odpadnich vod béznou
praxi i ve vyspélych zemich (Lorenzo et al. 2018; Majumder et al. 2021). Nevyhovujici nebo
zcela chybéjici predcCisténi odpadnich vod ze zdravotnickych zatizeni pifimo v misté jejich
vzniku vysvétluje pfitomnost kontaminantii primarn¢ spojenych s nemocni¢nim prostfedim
v méstskych Cistirndch odpadnich vod, ale také v povrchovych ipodzemnich vodach
(Korzeniewska and Harnisz 2013; Orias and Perrodin 2013).

Odpadni vody ze zdravotnickych zafazeni jsou obecné charakterizovany vysokou
biochemickou spotiebou kysliku (BSK), chemickou spotiebou kysliku (CHKS) a hodnotou
celkového organického uhliku (TOC). Podobné i obsah amoniakdlniho a organického dusiku,
fosforu a celkovy obsah nerozpusténych latek (TSS) je vyssi ve srovnani s komunalnimi
odpadnimi vodami (Carraro et al. 2016; Majumder et al. 2021; Parida et al. 2022). Odpadni

vody ze zdravotnickych zafizeni se vyznacuji pfitomnosti specifickych znecistujicich latek,
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které jsou generovany terapeutickou, laboratorni, diagnostickou nebo vyzkumnou ¢innosti.
Jedna se o t¢zké kovy, dezinfekeni latky, anestetika, radionuklidy nebo jodované kontrastni
latky (Verlicchi et al. 2010; Fuentefria et al. 2011; Orias and Perrodin 2013; Santos et al. 2013,;
Carraro et al. 2016; Lutterbeck et al. 2020; Majumder et al. 2021). Dusledkem pfitomnosti celé
fady mikropolutanti je znacna toxicita, kterd je 5—15krat vyssi v porovnani s komunalnimi
odpadnimi vodami. Z tohoto diivodu predstavuji odpadni vody ze zdravotnickych zatazeni
jeden z nejvice toxickych podilt, ktery je vypoustén do vetejné kanalizacni sité. VétSina
z ptitomnych mikropolutantli maze byt pro ¢lovéka i vodni organismy toxickd i ve velmi
nizkych koncentracich (pg/l az ng/l) (Tran et al. 2018; Ebrahimi et al. 2020; Khan et al. 2021a;
Khan et al. 2021b). Koncentrace 1é¢iv v odpadnich vodach ze zdravotnickych zatizeni muze
byt 2—150krat vyssi nez koncentrace v komunalnich odpadnich vodach, pficemz zvysené
koncentrace jsou pozorovany zejména pro antibiotika (Carraro et al. 2016; Perini et al. 2018;
Antonopoulou et al. 2021). Mezi dalsi casto se vyskytujici tfidy 1éCiv patii analgetika,
cytostatika, B-blokatory, protizanétlivé a psychiatrické 1éky (Carraro et al. 2016; Ebrahimi et al.
2020).

Biologické riziko spojené S odpadnimi vodami ze zdravotnickych zatizeni je disledkem
pritomnosti velkého mnoZstvi patogennich mikroorganismi (bakterie, viry, prvoci), které se do
odpadni vody uvolnuji stolici a mo¢i infikovanych pacienti (Carraro et al. 2016; Parida et al.
2022). Odpadni voda taktéz piedstavuje jednu z cest Sifeni rezistentnich bakterii a gena
antibiotické rezistence ze zdravotnickych zafizeni, ktera jsou v disledku intenzivniho
pouzivani antimikrobialnich latek povazovana za primarni mista vzniku antibiotické rezistence
(Varela et al. 2014; Hocquet et al. 2016; Tesfaye et al. 2019). Bakterie sdruzené pod akronym
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.) jsou spolu s bakterii
Escherichia coli celosvétové hlavnimi puvodci vaznych nozokomialnich ndkaz zejména
u kriticky nemocnych a imunosuprimovanych pacientd. Termin ESKAPE odrazi schopnost
téchto bakterii ,,uniknout* G¢inkim konvené¢ni antibiotické terapie a vyvinout si vysokou
uroven rezistence vuci fad¢é antibiotik. To nasledné vede K vysoké umrtnosti pacientl
a predstavuje kritické ohrozeni vefejného zdravi (Founou et al. 2018; Mulani et al. 2019;
Zhen et al. 2019; Ma et al. 2020; Savin et al. 2020). Nejvétsim rizikem, které je spojeno
S rozsifovanim téchto bakterii z nemocni¢niho prostedi, je pfenos jejich genil antibiotické
rezistence na dalsi patogenni bakterie (Asfaw et al. 2017). Ziskani gent antibiotické rezistence
klinicky vyznamnymi patogennimi bakteriemi mize zvysit Cetnost ptipadii, kdy dojde k selhani

antibiotické terapie. Nasledkem tohoto selhdni se zvySi zavaznost lidskych bakteridlnich
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infekci, a to zejména v pfipadé prenosu rezistence vuci terapeuticky vysoce dulezitym
antibiotikiim (Savin et al. 2020).

Celkové mnozstvi produkovanych odpadnich vod a jejich vlastnosti se mezi jednotlivymi
zdravotnickymi zafizenimi mohou do znacné miry li§it. Zalezi na velikosti zafizeni,
poskytované zdravotni péci (poCet a typ oddéleni), poctu lizek, poctu ambulantnich
a hospitalizovanych pacientli, poskytovanych sluzbach (pradelna, stravovaci zafizeni,
klimatizace) nebo technickém zazemi (Carraro et al. 2016; Lutterbeck et al. 2020; Khan et al.
2021a; Majumder et al. 2021; Parida et al. 2022).

1.3 Nakladani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zafizeni v Ceské

republice

Vzhledem k tomu, ze v Evropské Unii neexistuji zavazné pokyny pro nakladani s odpadnimi
vodami ze zdravotnickych zatizeni, ptijali jednotlivé ¢lenské zemé vlastni predpisy o nakladani
a kritériich hodnoceni odpadnich vod ze zdravotnickych zatizeni (Carraro et al. 2016; Ebrahimi
et al. 2020; Khan et al. 2019; Khan et al. 2021a; Khan et al. 2021b). V Ceské republice
specifikuje nakladani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zatizeni pied jejich vypusténim
do kanalizaéni sité pro vefejnou potiebu norma CSN 75 6406. Jeji revize probéhla v roce 2020,
a I ptesto, ze je v soucasné dobé platna, neni zavazna. Norma 75 6406 bere v tvahu zakladni
principy nakladani s odpadnimi vodami a pfisnd omezeni pro vypousténi nebezpecnych
a sledovanych latek ve smyslu piedpisi Evropské Unie do kanaliza¢ni sit€¢ pro vetejnou
potiebu. Soucasti normy je také obecny popis technologii vhodnych pro predcisténi odpadnich
vod ze zdravotnickych zafizeni v misté jejich vzniku, ato V zavislosti na pfitomnosti
specifickych znecistujicich latek. Jsou zde také shrnuty dostupné metody dezinfekce pro
odpadni vody ze zdravotnickych zafizeni a uvedeny jejich vyhody i nevyhody. Soucasné jsou
uvedeny fyzikéalné-chemické ukazatele a jejich limitni hodnoty pro pfedcisténé odpadni vody
ze zdravotnickych zafizeni, ale i mikrobiologické parametry a pozadavky na ekotoxicitu
(CSN 75 6406). Voda vypousténa ze zdravotnickych zafizeni musi v Ceské republice plnit
zakladni limity kanalizaéni sité, které jsou dané kanalizatnim tadem, pifiCemz nejvyssi
piipustné znecisténi je stanoveno na zéklad¢ parametrti kanaliza¢niho systému jeho vlastnikem
nebo provozovatelem. Zdravotnicka zafizeni taktéz zadaji na pfislusném vodopravnim ufadu
0 povoleni vypousténi odpadnich vod do kanalizacni sité pro vefejnou potiebu. Vodopravni
ufad podle charakteru zdravotnického zatizeni stanovi povinnost sledovat vybrané fyzikalné-

chemické ptipadné mikrobiologické ukazatele a Cetnost jejich sledovani v odpadni vodé.
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Piimé vypousténi odpadnich vod ze zdravotnickych zafizeni do vefejné kanalizacni sité bez
ptedchoziho pfedcisténi a centralizované Cisténi na méstskych cCistirnach odpadnich vod
predstavuje jeden z hlavnich ekologickych problémi, které je s timto typem odpadnich vod
spojen (Khan et al. 2021b). Nejvhodné&jsim zptisobem nakladani s odpadnimi vodami ze
zdravotnickych zafizeni je jejich efektivni Cisténi v misté jejich vzniku (Khan et al. 2019).
Decentralizovanym ¢iSténim odpadnich vod je mozné eliminovat rozsifeni specifickych
kontaminanti ze zdravotnickych zafizeni do vefejné kanalizacni sit¢ a dale do vodniho
recipientu. Pfedchazi se tim problémulim, jako je kontaminace a inhibice aktivovaného kalu nebo
podpora S§ifeni antibiotickd rezistence, které vznikaji v duasledku likvidace odpadnich vod

z téchto zafizeni na centralnich méstskych ¢istirnach (Perini et al. 2018).

1.4 Antibioticka rezistence v méstskych cistirnach odpadnich vod a vliv

odpadnich vod ze zdravotnickych zarizeni

Meéstské Cistirny odpadnich vod jsou uzndvanymi rezervodry rezistentnich bakterii a genti
antibiotické rezistence. SoucCasné piedstavuji jedno z nejvyznamnéjSich mist, kde se
antibioticka rezistence rozsifuje (Novo and Manaia 2010; Novo et al. 2013; Zhuang et al. 2015).
Vyznamné k tomu pfispiva intenzivni vypousténi antibiotik a dalSich latek s potencialnim
selektivnim tlakem, rezistentnich bakterii a genii antibiotické rezistence do vetejné kanalizacni
sit¢ (Novo et al. 2013; Manaia et al. 2016). Méstské Cistirny odpadnich vod pak slouzi jako
jejich sbérna mista (Dires et al. 2018). Nejvyznamnéjs$im zdrojem rezistentnich bakterii, genti
antibiotické rezistence a antibiotik ve vefejné kanalizacni siti jsou odpadni vody ze
zdravotnickych zatizeni, ptestoze obvykle tvoii pouze minoritni ¢ast surové odpadni vody,
kterd je do méstskych Cistiren odpadnich vod pfivadéna (Lorenzo et al. 2018). V Zivotnim
prostiedi nepiedstavuji antibiotika pouze chemické latky s moznym toxickym efektem, ale
piedevsim lé¢iva schopna pusobit na bakterialni populaci selektivnim tlakem (Pazda et al.
2019). Antibiotika jsou navic ve stfevech velmi §patné absorbovana, a mezi 30 a 90 % podané
terapeutické davky je vylouc¢eno ve form¢ pivodni nezménéné slouceniny (Harnisz et al. 2015;
Carvalho and Santos 2016; Lorenzo et al. 2018).

Podstatou piisobeni selektivniho tlaku je eliminace doposud citlivych bakteridlnich kment
a podpora proliferace kmenli rezistentnich. Rezistentni kmeny se mohou pfizplsobit
Disponuji totiz vlastnostmi umoziujicimi neptiznivy ucinek antibiotik piekonat (Thompson

et al. 2013; Moges et al. 2014; Varela et al. 2014; Hocquet et al. 2016; Lien et al. 2017,
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Lorenzo et al. 2018; Pazda et al. 2019). Soucasné¢ muze selektivni tlak indukovat horizontalni
ptenos gent (HGT) antibiotické rezistence na vnimavé jedince bakteridlni komunity, ¢imz
dojde k jejich rychlé adaptaci na nové podminky (Varela et al. 2014; Santoro et al. 2015).
Kromé¢ antibiotik a jinych 1é¢iv podporuji horizontalni pfenos gent i dezinfekéni prostredky
a tézké kovy (Hunitel et al. 2021). Praveé horizontalni pfenos genl je zasadnim krokem pro
preziti bakterie v konkuren¢nim nebo nepiiznivém prostiedi a je taktéz povazovan za jeden
z hlavnich faktort, ktery ovlada siteni bakterialni rezistence (Guo et al. 2015; Von Wintersdorff
et al. 2016). Horizontalni pfenos genti mezi bakteriemi je z velké Casti zprostiedkovavan
pomoci specializovanych mobilnich genetickych elementi (MGE), které predstavuji dilezity
zdroj genetické rozmanitosti a ptispivaji k adaptaci a evoluci bakterii (Rodriguez-Beltran et al.
2020). Mobilni genetické elementy piedstavuji pozoruhodné genetické prvky nezbytné pro
expresi a prenos genti mezi molekulami deoxyribonukleové kyseliny (DNA) uvnité bunky
i mezi jednotlivymi bakteriemi (Bondarczuk et al. 2016). Horizontalni pfenos geni dava
bakteriim pfileZitost ziskat nové rezistentni vlastnosti, a to nejen od zastupcu stejného rodu, ale
tak i od vzdalené piibuznych nebo zcela odlisnych bakterialnich rodt (Alekshun and Levy
2007; Hutinel et al. 2021).

Koncentrace antibiotik v odpadni vodé je vyrazné niz8i ve srovnani s bézné podavanymi
terapeutickymi davkami, pfesto jsou i takto nizké (tzv. subinhibi¢ni) koncentrace schopné
ovliviiovat citlivé bakterie, selektovat rezistentni bakterie nebo podporovat horizontalni pienos
gend antibiotické rezistence (Luczkiewicz et al. 2010; Manaia et al. 2018). Znaény dopad maji
subinhibi¢ni koncentrace antibiotik na vznik a Sifeni multirezistence. Existuji dukazy, ze
pusobeni subinhibi¢nich koncentraci antibiotik vede k mutagenezi v Sir§im spektru genu
kodujicich antibiotickou rezistenci a efluxni pumpy, coz vede K vytvofeni multirezistentniho
kmene (Sengupta et al. 2013). Jako multirezistentni jsou klasifikovany bakterie, které jsou
rezistentni k nejméné jednomu antibiotiku ze tii a vice tfid (Krzeminski et al. 2019).
Multirezistentni patogenni bakterie pfedstavuji vyznamnou globélni hrozbu pro vetfejné zdravi.
Schopnost ziskat rezistenci vic¢i Sirokému spektru antibiotik smétfuje k tomu, Ze infekce
zpusobené multirezistentnimi bakteriemi se stavaji prakticky nelécitelnymi (Nnadozie et al.
2017).

Druhym faktorem pftispivajicim k Sifeni antibiotické rezistence v prostiedi Cistiren odpadnich
vod je skutecnost, Ze podminky nabizené mikroorganismiim b&éhem biologického procesu
¢isténi poskytuji idedlni prostiedi pro selekcei rezistentnich bakterii, horizontalni ptenos genli
antibiotické rezistence a vznik novych rezistentnich kmend (Novo et al. 2013; Nnadozie et al.

2017; Lorenzo et al. 2018). Je obecné¢ znamo, ze biologicky proces ¢isténi odpadnich vod,
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zalozeny na aktivovaném kalu, ktery je Siroce pouzivany v méstskych Cistirnach odpadnich
vod, nabizi potencialni prostfedi pro rozvoj antibiotické rezistence (Zhuang et al. 2015; Manaia
et al. 2016; Michael-Kordatou et al. 2018). Vysoka hustota bunék a jejich blizky kontakt
v kombinaci s nadbytkem zivin, vysokou koncentraci kysliku, stabilni teplotou a pH,
pritomnosti subinhibi¢nich koncentraci antibiotik a dalSich latek se selektivnim tlakem, vytvari
idealni podminky pro snadny pienos gent resistence mezi bakteriemi, jehoz disledkem dochazi
k velmi rychlému Sifeni antibiotické rezistence (Luczkiewicz et al. 2010; Rizzo et al. 20133;
Zhang et al. 2015; Zhuang et al. 2015; Manaia et al. 2016; Nnadozie et al. 2017; Osinska et al.
2017; Manaia et al. 2018; Michael-Kordatou et al. 2018). V tomto prostfedi s vysokou
bakterialni hustotou maji mikroorganismy pfistup k obrovskému mnozstvi genti antibiotické
rezistence, ale také k mobilnim genetickym elementim, napf. plazmidim a transpozontm,
prostfednictvim nichZ se mohou geny antibiotickeé rezistence Sifit bakterialni populaci (Koczura
et al. 2012; Korzeniewska and Harnisz 2013). Pfi ¢isténi odpadnich vod pak dochazi k rozsahlé
genetické vyméné, pii které mohou patogenni bakterie ziskat zcela nové geny rezistence nebo
se stat multirezistentnimi, pokud ziskaji plazmid nesouci vice gent antibiotické rezistence
(Santoro et al. 2015; Hunitel et al. 2021).

Schopnost bakterii pfenaSet geny antibiotické rezistence pomoci mobilnich genetickych
elementu piedstavuje stézejni bod pro Sifeni antibiotické rezistence v bakterialnich komunitach
(Kotlarska et al. 2015; Osinska et al. 2017). Integrony nejsou samy o sobé mobilnimi elementy,
ale mohou byt v€lenény do jinych mobilnich genetickych elementt, jakymi jsou transpozony
nebo plazmidy, které umoznuji horizontalni pfenos genti mezi bakteriemi (Koczura et al. 2012;
Kotlarska et al. 2015). Prostiednictvim integrontt mohou bakterie ziskat geny, které jim
umoznuji rychlé ptizpiisobeni ménicim se podminkam prostiedi, ¢imz je zajisténo jejich preziti
(Osinska et al. 2017). Integrony jsou genetické platformy, které jsou schopny zachytit
a integrovat exogenni geny antibiotické rezistence a pievést je na funkcéni geny zajisténim jejich
spravné exprese (Zhang et al. 2019). Obsahuji kolekce genti, tzv. genetické kazety a vyznacuji
se schopnosti stabilné se integrovat do oblasti jinych DNA, kam pfi jediné vymén¢ soucasné
dodavaji vice genti (Alekshun and Levy 2007; Osinska et al. 2017). Do jednoho integronu mutize
byt vélenéno nékolik genetickych kazet (Koczura et al. 2012; Osinska et al. 2017; Zhang et al.
2019). V integronech mohou byt vytvafeny nové kombinace gent antibiotické rezistence, coz
pfispiva ke vzniku multirezistentnich kmend (Osinska et al. 2017). Integrony hraji velmi
dilezitou roli v horizontdlnim pfenosu genl antibiotické rezistence a ve zna¢né mife se
vyskytuji v precisténych odpadnich vodach (Zhang et al. 2019). Ackoliv jsou integrony Siroce

distribuovany v gramnegativnich bakteriich, u nichz se podileji na zachyceni, mobilizaci
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asifeni geni antibiotické rezistence, existuji dikazy naznacujici jejich vyskyt
i u grampozitivnich druhti bakterii (Koczura et al. 2012; Kotlarska et al. 2015).

Celosvétove vede cisténi odpadnich vod bez ohledu na jeho u¢innost nebo provozni podminky,
Kk produkci precisténych odpadnich vod s obsahem rezistentnich bakterii (Novo et al. 2013).
V disledku toho predstavuji precisténé odpadni vody jednu z nejvyznamnéjSich cest pro Sifeni

antibiotické rezistence do vodniho prostiedi (Lorenzo et al. 2018).

1.5 Odstranéni mikropolutantii biologickym procesem ¢iSténi odpadnich vod

Cistirny odpadnich vod zastavaji v procesu &i§téni odpadni vody funkci jedineéné bariéry, ktera
ma zabranit pfimému vstupu znecistujicich latek z odpadnich vod do zivotniho prostiedsi,
zejména pak do vodnich recipientti (Nnadozie et al. 2017; Manaia et al. 2018; Zhou et al. 2019;
Herraiz-Carboné et al. 2021). Konvenéni postup ¢isténi odpadnich vod vyuziva kombinaci
fyzikaln&-chemického (primarni stupen) a biologického €isténi (sekundarni stupent). Principem
biologického ¢isténi odpadnich vod je metabolickd aktivita komplexniho spolecenstva
mikroorganismil, tzv. aktivovaného kalu, kde interakce mezi jednotlivymi druhy nebo kmeny
piimo ovliviiuji a ur€uji celkovou uc¢innost biologického ¢isténi odpadnich vod. Zna¢né
mnozstvi informaci o fungovani téchto slozitych mikrobialnich spolecenstev neni ale doposud
znamo. Zakladni mechanicko-biologicky systém c¢isténi mize byt jesté doplnén tercidlnim
stupném c¢isténi, ktery slouzi k docisténi odpadni vody. Je cilen bud’ na odstranéni biologicky
nerozlozitelnych nebo obtizn¢ odstranitelnych znecistujicich latek anebo na hygienizaci
odpadni vody. Jeho ucelem je ziskani precisténé odpadni vody vysoké kvality pied jejim
vypousténim do vodniho recipientu nebo pied opétovnym pouzitim (Garrido-Cardenas et al.
2017). Blokové schéma zakladni technologické linky stfednich a velkych méstskych Cistiren
odpadnich vod je zobrazeno na Obrazku 1.

Tradiéné pouzivané a nakladové efektivni biologické Cisténi odpadnich vod je urceno pro
odstraniovani snadno biologicky odbouratelnych slouc¢enin uhliku, dusiku a fosforu, ale nikoliv
pro odstrafiovani organickych mikropolutantli, které se nachézeji ve specifickych typech
odpadnich vod (Han et al. 2020; Antonopoulou et al. 2021). Ostatné méstské Cistirny odpadnich
vod ani nebyly k odstranovani takovych zne€ist'ujicich latek navrzeny (Tran et al. 2018; Patel
et al. 2019; Phoon et al. 2020; Parida et al. 2022). Miseni odpadnich vod ze zdravotnickych
zafizenich nebo primyslovych odpadnich vod s komundlnimi odpadnimi vodami vede
Kk vytvoteni komplexni matrice se zvySenymi naroky na Cistici proces (Majumder et al. 2021).

Biodegradace, adsorpce a t€kani jsou hlavni mechanismy, které se v biologickém procesu
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¢isténi odpadnich vod uplatiiuji pti odstranovani znecistujicich latek (Mir-Tutusaus et al.
2021). VSechny tfi jsou do zna¢né miry ovlivnény chemickymi vlastnostmi odstranovanych
sloucenin (Luczkiewicz et al. 2010). Latky, u kterych nedochazi béhem procesu cisténi
K rozlozeni na jednoduché sloueniny, jsou pievazné adsorbovany a dale koncentrovany
v Cistirenském kalu (Hu et al. 2018; Alenzi et al. 2021). Typickym ptikladem mikropolutantt,
které prochazeji Cistirnami odpadnich vod prakticky bez jakéhokoliv dotéeni, jsou 1éc¢iva.
Adsorpce je hlavnim mechanismem, ktery se uplatiiuje pfi odstraiovani antibiotik béhem
biologického Cisténi. Piiblizné 70 % antibiotik je z odpadnich vod pfenaseno do Cistirenskych
kalt, ¢imz se stavaji jednim zjejich nejvyznamnéjSich rezervoarti. Naproti tomu vici
mikrobidlni degradaci jsou antibiotika vétSinou velmi odolnd, zejména pak fluorochinolony,
sulfonamidy a trimethoprim (Sun et al. 2019; Wang et al. 2019a; Buta et al. 2021; Mejias et al.
2021).

Mnoho z mikropolutantii zavadénych do ¢istiren odpadnich vod je schopno inhibovat
biologickou aktivitu spolecenstva mikroorganismi v aktivovaném kalu, coz mé za nasledek
dal§i snizeni Uc¢innosti biologického procesu c¢iSténi, a to z divodu vymirdni pfitomné

bakterialni populace (Khan et al. 2020; Khan et al. 2021a).
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Obrazek 1 Blokové schéma zakladni technologické linky stiednich a velkych méstskych cistiren odpadnich vod
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1.6 Odstranéni mikrobialni zatéZe biologickym procesem c¢iSténi odpadnich

vod

Pfi ¢isténi odpadnich vod je odstranéni mikrobialniho zne€isténi, zejména pak patogennich
bakterii, obecné vénovano malo pozornosti (Lucas et al. 2014; Topic-Popovic et al. 2015).
Prispiva k tomu i skutecnost, ze ve Smérnici Rady ¢. 91/271/EHS o ¢isténi meéstskych
odpadnich vod, ktera definuje pozadavky na piecisténé odpadni vody, nejsou uvedeny
mikrobiologické ukazatele. Limitni hodnoty pro mikrobiologické ukazatele jsou ve Smérnici
Rady ¢. 91/271/EHS specifikovany pouze v piipadg€, Ze je v Cisticim procesu zahrnut tercialni
stupen ¢isténi s dezinfekci odpadni vody (Lucas et al. 2014; Lopez et al. 2020). Z toho vyplyva,
ze proces Cisténi odpadnich vod zahrnujici pouze primarni a sekundarni stupent €iSténi neni
pfimo urden k odstrafiovani mikrobialni zatéze. U¢innost odstrafiovani mikrobialniho
znecCisténi pak zavisi na konkrétnich provoznich podminkach Cistirny odpadnich vod a na
povaze bakterialni populace ptitomné v ¢iSténé odpadni vodé. Obecné je mozné mikrobidlni
zatéz v urcitych fazich konvencniho Cisticiho procesu snizit, vzdy zde ale ztstane ¢ast bakterii,
které budou Vv odpadni vodé schopny pietrvat (Lopez et al. 2020).

Obecné se uvadi, Ze primarni a sekundarni stupen ¢isténi dokaze odstranit az 99 % indikatori
fekalniho zne€isténi. V zavislosti na Grovni mikrobialniho znec€isténi surové odpadni vody ale
nemusi byt ani tato ¢istici uc¢innost dostate¢na (Lucas et al. 2014; Topic-Popovic et al. 2015).
Cistici proces odpadnich vod taktéZ neni schopny efektivné odstranit rezistentni bakterie a geny
antibiotické rezistence (Guo et al. 2015; Liang et al. 2021).

Jak jiz bylo zminéno vyse, samotné podminky biologického Cisténi odpadnich vod jesté
piispivaji Kk rozvoji antibiotické rezistence. Zastoupeni rezistentnich bakterii muze byt
Vv precisténé odpadni vode jeste vyssi, nez v surové odpadni vodé privadéné do dané Cistirny
(Novo et al. 2013). Taktéz mnozstvi gent antibiotické rezistence detekované v precisténych
odpadnich vodach vyrazné piesahuje trovné typické pro vodni ekosystémy (Zhuang et al.
2015). Tento jev je ziejmeé opét spojen s biologickym ¢isténim odpadnich vod, nebot’ se uvadi,
7e biologické procesy ¢isténi vedou spise ke zvySovani mnozstvi gent antibiotické rezistence,
nez k jejich odstranéni (Liang et al. 2021; Zhu et al. 2021).

Kontaminace vodnich recipientl pfe€isténou odpadni vodou s nizkou mikrobialni kvalitou vede
K riziku $ifeni nakaz, zvlasté pokud dany vodni utvar slouzi jako zdroj pitné nebo zavlazovaci
vody, pfipadné je vyuzivan k rekrea¢nim uc¢elim (Lucas et al. 2014; Collivignarelli et al. 2017;
Gomes et al. 2019).
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1.6.1 Dezinfekce odpadnich vod po biologickém procesu ¢iSténi

Pro ucinnou kontrolu mikrobiologickych rizik spojenych s piecisténou odpadni vodou je
nezbytné zatadit do procesu Cisténi odpadnich vod dezinfekéni krok, jenz efektivné podpoti
odstranéni patogennich bakterii (Huang et al. 2011; Lucas et al. 2014; Gomes et al. 2019).
Dezinfekce odpadni vody mé predevSim zajistit ochranu obyvatel pred expozici vodou
Sifitelnych patogennich bakterii. Mikrobidlni inaktivace je dezinfek¢nim krokem, ktery
vyvolava biochemické zmény Vv bakteridlni populaci. Povaha téchto biochemickych zmén
zavisi na bakterialni komunité a pouzitém dezinfekénim prostiedku (Collivignarelli et al. 2017).
Pfesto 1 po provedeni dezinfekéniho kroku stale pretrvava mikrobidlni riziko, nebot’ hrozi
reaktivace bakterialnich bunék (Bouki et al. 2013). Po aplikaci dezinfek¢éniho prostiedku je
velka ¢ast bakterii, a to v€etné rezistentnich, zni¢ena. Ostatni bakterialni buniky ale v diisledku
vystaveni stresovym podminkdm prechazeji do stavu vegetacniho klidu, a po uvolnéni
stresovych faktorti mize dojit k jejich reaktivaci. K tomuto jevu dochazi naptiklad ziedénim
piecisténé odpadni vody ve vodnim recipientu nebo jejim dlouhodobym skladovanim (Manaia
et al. 2018).

Z mikrobiologického ani genetického hlediska neni divod ptedpokladat, ze rezistentni bakterie
1épe preziji proces dezinfekce, v porovnani s citlivymi bakteriemi. Dezinfek¢ni krok, vhledem
ke schopnosti snizovat mikrobialni zatéz piispiva 1 k redukci rezistentnich bakterii (Manaia
et al. 2018). Pro odstranéni gent antibiotické rezistence je ale dezinfek¢ni oSetfeni neucinné
(Liang et al. 2021).

Chlorace, ozonace a aplikace ultrafialového zareni (UV) pfedstavuji nejb€znéji pouzivané
procesy pro dezinfekci odpadnich vod (Zhuang et al. 2015). Pouziti chloru nebo oxidu
chlori¢itého je nejpouzivanéjsi metodou k dezinfekci precisténych odpadnich vod. Vyuziti
tohoto postupu vsak muze vést k tvorbé mutagennich, karcinogennich nebo toxickych
vedlejSich produktd, napf. halogenovanych organickych slouenin, Skodlivych pro vodni
organismy i lidské zdravi (Collivignarelli et al. 2017; Gomes et al. 2019).

UV zafeni stale Castéji zastupuje dezinfekci chlérem, nebot’ pfi jeho aplikaci nedochazi ke
tvorbé potencionalné nebezpecnych vedlejsich produkti (Rizzo et al. 2013b). Vyuziti UV
zafeni se ukazuje jako vhodny dezinfekéni postup pro odpadni vody obsahujici rezistentni
bakterie. Inaktivace genl antibiotické rezistence vétSinou zavisi na stupni poskozeni DNA,
ktery je dan absorpci UV zafeni proniklého do buriky nukleovymi kyselinami (Zhu et al. 2021).
Utinek ozonu spoéiva v poruseni bun&né stény v disledku protoplazmatické oxidace, coz

nakonec vyusti v 1yzi buiiky. K tomu miiZze dojit bud’ ptimo uc¢inkem molekularniho ozonu
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anebo nepiimo prostiednictvim hydroxylovych radikald, které vznikaji rozkladem ozonu.
Tvorbu hydroxylovych radikalii 1ze zvysit pomoci heterogennich katalyzatori, ale jejich pouziti
muze byt zna¢né finanéné nakladné (Gomes et al. 2019). Vykonost procesu pii eliminaci
rezistentnich bakterii a genti antibiotické rezistence siln€ zavisi na citlivosti cilové bakterie nebo
genu, koncentraci ozonu a dobé ptsobeni (Michael-Kordatou et al. 2018). Podobné jako vici
ucinku UV zéfeni, jsou i k plisobeni ozonu vice tolerantni grampozitivni bakterie, ve srovnani
s gramnegativnimi (Zhu et al. 2021).

Jako dezinfekéni prostfedek pro odpadni vody je mozné vyuzit 1 kyselinu peroctovou, silné
oxidac¢ni ¢inidlo se Sirokym antimikrobidlnim uc¢inkem. Béhem aplikace nedochézi ke vzniku
vedlej$ich mutagennich nebo toxickych produkti. Nevyhodou je vsak zvySeni koncentrace
organické slozky ptecisténé odpadni vody, vlivem hlavniho rozkladného produktu, kyseliny
octové. Tento jev naopak zvysuje potencial pro opétovny bakterialni rist (Collivignarelli et al.
2017).

Utinnost dezinfek&nich procest je zavisla piedeviim na pouzité davce dezinfekéniho ¢inidla.
Kone¢ny stupen odstranéni je ovlivnén jak strukturou bakterialnich bunék, tak i provoznimi
podminkami konkrétni ¢istirny odpadnich vod (Bouki et al. 2013; Manaia et al. 2018).
Dezinfekéni procesy obecné ucinné snizuji mnozstvi rezistentnich bakterii, ale pro eliminaci
gend antibiotické rezistence maji velmi omezeny G¢inek (Zhuang et al. 2015; Ferro et al. 2016;
Lan et al. 2019). Neporusené zbytky DNA mohou piezit a kddované geny antibiotické
rezistence se tak mohou pfenést na bakterialni populaci ve vodnich recipientech transformaci
nebo transdukci (Zhuang et al. 2015). Piestoze vysoké davky dezinfekénich prostiedki zpisobi
Vv mikrobialni komunité zavazné zmény, pro inaktivaci geni antibiotické rezistence mohou byt
nedostate¢né (Ferro et al. 2016; Manaia et al. 2018).

Aplikace jakéhokoliv dezinfek¢niho prostfedku vede ke zménam ve sloZzeni odpadnich vod,
Z nichZ mnohé ptetrvavaji i po ukonceni dezinfekéniho procesu. Povaha a rozsah téchto zmén
jsou specifické pro konkrétni dezinfekéni prostiedek. Jednim z disledki chemickych zmén

muze byt zvySeni toxicity precisténych odpadnich vod (Collivignarelli et al. 2017).
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1.7 Vhodné pristupy a technologie k ¢iSténi odpadnich vod

Navrzeni prizpisobenych a specializovanych Ccisticich technologii by mohlo podnitit
decentralizované Cisténi specifickych odpadnich vod pfimo v misté jejich vzniku. Konvencni
biologicky proces c¢isténi odpadnich vod, zalozeny na aktivovaném kalu, vzdy nemusi
poskytnout uspokojivé vysledky, pokud jde o odstranéni specifickych kontaminantli nebo
redukci vysoké mikrobialni zatéze. Stale se ale jedna o celosvétové nejbéznéji aplikovanou
technologii ¢isténi a mélo by na ni byt pohlizeno jako na metodu referenéni, se kterou je vhodné
nové Cistici technologie srovnavat (Jaén-Gil et al. 2021). Vzhledem Kk rtiznorodosti
chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnosti mikropolutantd je pro jejich efektivni
odstranéni nezbytné, aby navrzena technologie kombinovala rizné mechanismy ¢isténi
(Majumder et al. 2021). Biologické procesy mohou byt kombinovany s dal$imi technologiemi
Cisténi, jakymi jsou pokrocCilé oxidac¢ni procesy. Jejich zatazeni jako kroku pted¢isténi pred
biologickym c¢isténim spociva ve zvySeni biologické rozloZitelnosti kontaminanti. Naopak
zatazeni pokroc€ilych oxidacnich procesi jako tercialniho stupné ¢isténi, mtize vést ke zlepSeni
celkové ucinnosti odstraiiovani kontaminujicich latek a soucasné snizit ekonomické naklady
a ekologickou stopu (Jaén-Gil et al. 2021; Mir-Tutusaus et al. 2021). U¢innost kombinovaného
procesu ¢isténi bude vzdy ovlivnéna vlastnostmi ¢isténé odpadni vody. Navic je nutné spravné
vyhodnotit nejucinnéjsi kombinaci technologii, kterd zajisti celkové snizeni kontaminujicich
latek, coz zahrnuje odstranéni nejenom matetskych sloucenin, ale také hlavnich metaboliti
a vznikajicich transformacnich produktu (Jaén-Gil et al. 2021).

S ohledem na eliminaci Sifeni bakterialni rezistence je pak nezbytné nutné, aby technologie
byla schopna odstraiiovat nebo alespon redukovat nejenom celkové mikrobialni znec€isténi, ale
i geny antibiotické rezistence (Zhuang et al. 2015; Le et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze geny
antibiotické rezistence jsou vysokomolekularni slou¢eniny (biomakromolekuly) s molekularni
hmotnosti od desitek tisic do miliond, mohly by byt zachyceny na membrdnach a tim
odstranény z odpadni vody. Z tohoto diivodi je dilezité zhodnotit mozZnou roli membranovych
procest, zejména ultrafiltrace a nanofiltrace, pro eliminaci Sifeni genli antibiotické rezistence
skrze odpadni vody do Zivotniho prostfedi (Lan et al. 2019; Liang et al. 2021). Z pokrocilych
oxida¢nich procesti je to zejména Fentonova oxidace, kterd vykazuje vysokou ucinnost
Vv odstrainovani gent antibiotické rezistence (Lan et al. 2019; Liang et al. 2021; Majumder et al.
2021). Fotokatalyza 1 Fentonova oxidace mohou soucasné degradovat farmaceutické
slouceniny a inaktivovat mikroorganismy. Jevi se proto jako lukrativni moznost pro nakladani

s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zatizenich (Uyguner Demirel et al. 2018).
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1.8 Kultiva¢ni metody v mikrobiologii vody

Kontrola mikrobiologické kvality vod je historicky spojena s kultivaénimi metodami. Jakost
vod je rutinné kontrolovana pomoci standardnich metod, které jsou neustéle aktualizovany, aby
zajistily prikaz nebo stanoveni cilovych bakterii vyznamnych pro kontrolu kvality vod,
ochranu vefejného zdravi a hodnoceni rizik (Vaz-Moreira et al. 2011; Helmi et al. 2015).

Kultivacnimi metodami je mozné detekovat bakterie, které jsou v daném okamziku
Vv zivotaschopném stavu (Manaia et al. 2018). Naproti tomu bakterie, které se prechodné nebo
trvale nachazeji v nekultivovatelném stavu, detekci unikaji. Tento stav mize byt u bakterii
zpusoben specifickymi rustovymi pozadavky, které ale nejsou v daném prostiedi k dispozici.
Dale nedostatkem Zivin, vyskytem strukturdlnich poskozeni, které omezuji nebo zpomaluji
déleni bun¢k nebo nizkou riistovou rychlosti, snizujici konkurenceschopnost vuci rychle
rostoucim bakterialnim druhiim (Lévesque et al. 2011; Varela and Manaia 2013; Vaz-Moreira
et al. 2013; Manaia et al. 2016). Neschopnost riistu na kultivacnich pidach miize u nékterych
bakteridlnich druhii pfedstavovat vyznamné omezeni jejich detekce (Varela and Manaia 2013;
Helmi et al. 2015). Tato c¢ast bakterialni populace se nazyva Zivotaschopna, ale
nekultivovatelna (VBNC). Tyto bakterie mohou stidle vykazovat aktivni metabolismus
aV priznivych podminkdch se mohou potenciondlné¢ znovu zacit mnozit. Navic stav
nekultivovatelnosti nevylucuje schopnost zpusobit infekci a aktivovat mechanismy virulence
(Helmi et al. 2015; Manaia et al. 2018). Az 99 % bakterii nachazejicich se v zivotnim prostiedi
mize byt zivotaschopnych, ale nekultivovatelnych (Vaz-Moreira et al. 2013; Helmi et al. 2015;
Manaia et al. 2018; Pazda et al. 2019). Z tohoto divodu mohou kultiva¢ni metody podcenovat
skute¢né mnozstvi bakterii pifitomnych ve vySetfovaném vzorku (Helmi et al. 2015).
V obecném meéftitku je detekce bakterii kultivaénimi metodami velmi pracna a ziskani vysledkt
mize byt zna¢né ¢asove naroéné (Rizzo et al. 2013a; Alhamlan et al. 2015; McLain et al. 2016).
Navzdory nepopiratelnym omezenim vSak nelze vyznam a hodnotu kultiva¢nich metod
podcenovat (McLain et al. 2016). Kultiva¢ni metody jsou klic¢em k charakterizaci fenotypu
jednotlivych izolati (McLain et al. 2016; Pazda et al. 2019). Umoznuji nejenom studovat
strukturalni a fyziologické vlastnosti bakterii, ale ptedstavuji i neocenitelny nastroj pro studium
biologie a ekologie bakterii, nebot mnohé z fenotypovych znakl jsou zasadni pro jejich
pochopeni (Vaz-Moreira et al. 2013; Manaia et al. 2018). Kultiva¢ni metody taktéz umoznuji
stanovit pocet Zivotaschopnych bun¢k a hodnotit antibiotickou rezistenci izolatl. Fenotypova
charakterizace izolati ma rozhodujici vyznam pro urceni spektra antibiotické rezistence,

stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace nebo schopnosti podilet se na procesech
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horizontalniho pfenosu genti (Manaia et al. 2018). Jednou z vyhod zisku bakterialniho izolatu
je moznost stanoveni profild multirezistence. Velmi cennou vlastnosti metod vyuzivajicich
bakteridlni kultivaci je schopnost detekovat expresi gent kodujicich viceetnou antibiotickou
rezistenci v jednom izolatu, a nikoliv pouze prokazat ptitomnost téchto gent. Izolace bakterii
proto piedstavuje nejpiiméjsi cestu, jak vdaném prostiedi posoudit pfitomnost
multirezistentnich bakterii (McLain et al. 2016).

Kultivaéni metody jsou taktéz dulezité pti detekci vodou pfenosnych patogennich bakterii. Pti
vyskytu nédkazy je izolace bakteridlniho piivodce zasadni pro sérotypizaci a naslednou
epidemiologickou charakterizaci pomoci molekularné-genetickych metod (Laukkanen et al.
2010; Pitkdnen 2013; Strakova et al. 2021). Pti vyuziti kultivaénich metod tak mize byt
bakterialni izolat charakterizovan jak fenotypové, tak nasledné i genotypové (McLain et al.
2016).

1.8.1 Detekce patogennich bakterii v odpadnich vodach kultiva¢nimi metodami

Metody pritkazu nebo detekce vybranych patogennich bakterii ve vodach jsou specifikovany
normami. Jednd se zejména o patogenni bakterie, které maji indikatorovou hodnotu nebo
0 vyznamné puvodce vodou Sifitelnych onemocnéni, jejichz detekce je dulezita
z epidemiologického hlediska. Pro detekci patogennich bakterii v odpadnich vodach nejsou
definovany zadné specifické protokoly. Nékteré z norem z oblasti mikrobiologie vody vsak
specifikuji metody detekce patogennich bakterii pouzitelné pro vSechny druhy vod. Piipadné je
mozné vychazet z principt standardizovanych metod, které jsou ur¢eny pouze pro urcité druhy
vod nebo dokonce pro potravinovy fetézec. V kazdém piipadé je ale nezbytné pouzity
kultivacni protokol ptizpusobit specifickym vlastnostem odpadni vody.

Pfestoze se odpadni vody vyznacuji vysokou fekalni kontaminaci, od vzorkl stolice se
Z hlediska bakteridlniho slozeni znacné odliSuji. Vzorky stolice obvykle obsahuji velké
mnozstvi zivotaschopnych bunék patogennich bakterii. Dominantni postaveni cilové patogenni
bakterie, spolu s velkou populaci fyziologicky aktivnich bunék, usnadnuje detekci. Proto je pro
izolaci patogennich bakterii ze stolice postacujici metoda ptimého vyockovani na pevnd média
(Pitkdnen 2013; Petsios et al. 2016).

Naproti tomu v odpadnich vodach tvofi patogenni bakterie pouze minoritni ¢ast z celkové
bakterialni populace a jejich koncentrace jsou tak relativné nizké, nebot’ se nachazeji uprostied
mnohem vétsiho mnozstvi komplexni doprovodné mikroflory (Hsu et al. 2011; Varela

and Manaia 2013; Petsios et al. 2016). Ve srovnani s ostatnimi bakterialnimi skupinami jsou
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tak patogenni bakterie pfitomny ve vyrazné mensiné (Hsu et al. 2011; Varela and Manaia 2013).
Kromé toho je ptitomna populace patogennich bakteriich vétsinou fyziologicky malo aktivni
a znac¢na ¢ast bun¢k mize byt i strukturalné poskozena nebo mit potize s adaptaci na podminky
in vitro (Lévesque et al. 2011). Z téchto duvodu neni piima izolace patogennich bakterii na
pevnych piadach pro vzorky odpadnich vod dostatecné ucinna. Vzorky odpadnich vod typicky
vyzaduji pomnozeni v tekutém médiu pfed vyockovanim na pevna média, aby bylo dosazeno
zvySeni mnozstvi cilovych patogennich bakterii. K tomu lze pfispét i zkoncentrovanim vzorku
odpadni vody (Khan et al. 2013; Pitkdnen 2013; Petsios et al. 2016; Liu et al. 2018).
Membranova filtrace je nejb&znéjsi pouzivanou metodou pro zkoncentrovani bunck
v mikrobiologii vody a je soucasti fady standardizovanych metod. Jednd se o jednoduchy
a relativné rychly pfistup, jenz se snadno ptizptsobi jakémukoliv objemu vody (El Boujnouni
et al. 2022). Vyhody membranové filtrace 1ze vSak uplatnit pouze pro vzorky nezakalenych
vod. Proces membranové filtrace odpadnich vod je v praxi zna¢né komplikovany, nebot
pritomné plovouci nebo sedimentujici necistoty, zejména u surovych odpadnich vod, zptisobuji
ucpavani port membrany (Strakova et al. 2021; El Boujnouni et al. 2022). Mnohdy je k zachytu
velmi nizkych pocti cilovych patogennich bakterii zapotiebi zkoncentrovat zna¢né objemy
odpadni vody, coz je ale z divodu vysokého stupné znecisténi velmi obtizné (Pitkdnen 2013).
Vyuziti membranové filtrace pro vzorky odpadnich vod vyzaduje odstranéni mechanickych
necistot. K tomu lze vyuzit predifazené filtratni kroky za pouziti membran s dostate¢nou
velikosti pord, tak aby byly prostupné pro bakterialni buniky. Stale zde ale existuje riziko, Ze
timto postupem budou zachyceny i cilové patogenni bakterie. Navic vicestupiiové usporadani
filtrace zvySuje pracnost celého procesu zkoncentrovani vzorku (Lévesque et al. 2011).
Alternativnim pfistupem pro zkoncentrovani odpadni vody je centrifugace (Pitkdnen 2013).
Jednoduchost centrifuga¢niho protokolu je vSak omezena malym objemem zpracované¢ho
vzorku odpadni vody (El Boujnouni et al. 2022).

Pomnozeni odpadni vody v tekutém médiu pied vyockovanim na pevné piildy umoznuje navysit
pocty cilovych patogennich bakterii na detekovatelné trovné (Hsu et al. 2011; Pitkdnen 2013).
Pouziti neselektivniho média usnadiiuje obnoveni a nasledny rlst stresovanych nebo
poskozenych bunék cilovych patogennich bakterii, ale rovnéz vede k pomnozeni doprovodné
mikroflory (Liu et al. 2018; Sullivan et al. 2020). Ve vzorcich odpadnich vod vyznacujicich se
vysokou mikrobidlni zatézi vSak mlZe rist a metabolismus doprovodné mikrofléry pomnozeni
patogennich bakterii potlacit. PfevaZzujici necilova bakterialni populace spotfebovava béhem
procesu pomnoZeni enormni mnozstvi Zivin, ¢imz je inhibovan rist cilovych patogennich

bakterii. Pravdépodobnost tohoto jevu jesté zvysuje zkoncentrovani vzorku odpadni vody, ¢imz
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se krom¢ poctu cilovych bakterii zvysi i mnozstvi doprovodné mikroflory (Abulreesh et al.
2005; Pitkénen 2013).

Snizeni poctu konkurencnich bakterii 1ze dosahnout piisobenim vhodného selektivniho tlaku.
Ten miize byt aplikovan bud’ pfimo béhem primarniho pomnozeni, nebo byt do metody detekce
v¢lenén jako samostatny krok nasledujici po primarnim neselektivnim pomnozeni (Daquigan
et al. 2016). Selektivitu pomnozovaciho kroku lze ovliviiovat prostfednictvim kultiva¢nich
podminek (teplotou a ¢asem), ale taktéz pridavkem antibiotik nebo dalSich latek se selektivnim
tlakem, napf. chloridem sodnym (Pitkdnen 2013, Kim et al. 2016).

Zatazeni pomnoZeni v tekutém médiu do metody detekce patogennich bakterii z odpadnich vod
je klicové pro jejich tspé$nou izolaci, a proto je zcela nezbytné spravné nastavit podminky
pomnozeni. V tvahu je poticba brat pocet a selektivitu pomnozovacich krokd, objem
zpracovavaného vzorku odpadni vody, objem tekutého pomnozovaciho média, jejich vzajemny
pomeér, zkoncentrovani bun¢k nebo dobu a teplotu kultivace. Kazdy z téchto paramenth muze
hrat dilezitou roli (Lévesque et al. 2011; Kim et al. 2016).

Ackoliv pro siln€ kontaminované matrice odpadnich vod miiZze byt pomnoZeni v neselektivnim
médiu az kontraproduktivni, jeho pfedfazeni pted krok selektivniho pomnozeni zvysuje
pravdépodobnost detekce poskozenych patogennich bakterii, nebot’ tyto bakterie nemusi piezit
stresové podminky vyvolané pfimou kultivaci v selektivnim médiu (Davies et al. 2000;
Lévesque et al. 2011; Vaz-Moreira et al. 2011; Daquigan et al. 2016). Naproti tomu vynechani
kroku neselektivniho pomnoZzeni snizuje riziko ptemnozeni doprovodné mikroflory a nasledné
inhibice cilové patogenni bakterie a zkracuje dobu pottebnou k ziskani negativnich vysledka
(Margot et al. 2013).

Optimalni pevné médium se vyznacuje vysokou urovni citlivosti a specifity pro cilovou
patogenni bakterii (Carrique-Mas et al. 2009). Tradi¢ni selektivné-diagnosticka média odliSuji
cilové bakterie od ostatnich bakteridlnich druhi na zdklad€ vizualizace jednoduchych
biochemickych vlastnosti, jako je produkce sulfanu nebo fermentace cukrti. Tato média se ale
mohou vyznacovat pomérné Spatnou specifitou, nebot’ na nich nelze vizualné¢ rozlisit cilové
bakterie od bakteridlnich druht se stejnymi nebo podobnymi biochemickymi vlastnostmi
(Cassar and Cuschieri 2003; Hyeon et al. 2012; Tan et al. 2014). Tyto fale$né pozitivni kolonie,
které vzhledem odpovidaji cilovym patogennim bakteriim, vytvafeji zbytecnou pracovni zatéz
a také zvysuji naklady spojené s konfirmaénimi testy (Carrique-Mas et al. 2009; Kuijpers et al.
2018). Jednou z moznosti, jak pfekonat tento problém, je pouziti chromogennich médii, které
maji vysokou specifitu. Tato média obsahuji chromogenni substrat specificky pro ur¢ity enzym,

jehoz plsobenim dochdzi k barevné zméné substratu (Cassar and Cuschieri 2003).
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cilovych bakterii, ¢imz se snizuji pocty falesné pozitivnich kolonii vybranych pro konfirmacni
testy. Timto téZ dochazi k usnadnéni a urychleni detekce (Carrique-Mas et al. 2009; Lee et al.
2015). Piesto je ale vhodné ptedpokladané barevné reakce cilovych bakterii, ale také nejcastéji
se vyskytujicich druhti doprovodné mikroflory, ovérit pomoci kontrolnich kmenti (Kuijpers
et al. 2018).

Primarnim cilem kultiva¢ni detekce je zisk bakteridlniho izolatu. Soucasné je pak pozornost
soustfedéna na dosaZeni co nejrychlejsi detekce a identifikace, sniZeni pracnosti a celkovych
nakladt kultivace. Mnohdy je tyto dva aspekty velice tézké propojit. Kultivaéni protokol
kombinujici pomnozeni v jednom selektivnim pomnozovacim médiu S naslednou izolaci na
chromogennim médiu proces detekce zjednodusi, zkrati i zlevni. Vysledkem ale mutize byt
I nepfijatelné vysoky pocet falesné negativnich vysledkd. Naproti tomu pouziti nékolika
tekutych pomnoZovacich nebo pevnych médii povede ke zvySeni miry detekce cilové patogenni
bakterie a sniZzeni rizika fale$né negativnich vysledkd, ale soucasné se tim zvysi i naklady

a pracovni zatéz.

1.9 Molekularné biologické metody v mikrobiologii vody

Molekularn€ biologické metody vyuzivaji pii detekci specifickou nukleotidovou sekvenci
cilové bakterie. Umoznuji rychlou identifikaci cilové bakterie bez nutnosti ziskéani Cisté kultury
a vyznacuji se vysokou piesnosti a specifitou (Lee et al. 2015). Mezi zakladni a soucasné
I nejpouzivanéjsi postupy molekularni detekce patii polymerazova fetézova reakce (PCR)
a kvantitativni PCR (nej¢astéji oznacovana jako gqPCR nebo real-time PCR) (Pazda et al. 2019).
Proces extrakce DNA ze vzorku a zejména kvalita izolované DNA jsou klicové pro naslednou
detekci cilové nukleotidové sekvence. Vzorky odpadnich vod ptredstavuji komplexni matrici,
kterd obsahuje zna¢né mnozstvi organickych a anorganickych latek, z nichz mnohé ptisobi
inhibi¢né a znesnadiuji detekci cilovych bakteridlnich druhli nebo gent. Snizeni citlivosti
detekce miize zplsobit podhodnoceni poctu cilit nebo vést k faleSné negativnim vysledkim.
Typickym piikladem PCR inhibitord, které se nachazeji v odpadnich vodach, jsou huminové
latky a detergenty (Pazda et al. 2019; Zhang et al. 2021). Molekularni metody jsou obecné
povazovany za vysoce citlivé a schopné detekovat velmi nizké pocty cilovych bakterii. Pfesto
ale molekularni detekce velmi nizkych pocti patogennich bakterii ve vzorcich vod vyzaduje
zafazeni pomnozovaciho kroku v tekutém médiu, za ucelem zvySeni poctu cilovych bunék (Lee

et al. 2015). Tento pristup nejenom ze prodluzuje dobu detekce, ale v piipadé odpadnich vod
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vede i k pomnozeni uz tak vysokych tirovni doprovodné mikroflory, coz komplikuje nasledné
kroky molekularni detekce. V pripadé qPCR muze vynechani kroku pomnozeni vést ke zlepSeni
ptesnosti kvantifikace, ale i tento pfistup ma své nevyhody. Do reakéni smési miize byt pridano
pouze velmi malé mnoZstvi templatu (piedlohy DNA). Cistota a podil cilové DNA v celkovém
mnozstvi DNA obsazené ve vzorku, mize ovlivnit pfesnost vysledkt. Dal§im problémem PCR
metod je neschopnost odlisit DNA z zivych a mrtvych bunék. Zptsob, jak toto ptekonat, je
detekovat pfitomnost ribonukleové kyseliny (RNA). Tento pfistup je ale zna¢né pracny a mtize
vést k falesné negativnim vysledkim v dusledku degradace RNA (Liu et al. 2018). Na druhou
stranu molekuldrni metody umoznuji detekovat bakterie, jejichZ kultivace je za laboratornich
podminek velmi obtizna a taktéz zajistuji rychlou detekci u bakteridlnich druhi, které se mnozi
velmi pomalu (Pazda et al. 2019).

Ptestoze molekularni metody pfedstavuji nastroj pro kvantifikaci bakterii, ktery je pfesny,
rychly a zajist'uje specifickou detekci, nejsou soucasti standardnich metod. V této oblasti zcela
prevlada pouziti tradi¢nich kultiva¢nich metod (Zhamg et al. 2021). V soucasné dob¢ existuje
pouze jedna mezindrodni norma v oblasti kvality vod, ve které je primarné vyuzita molekularni
detekce. Jedna se o normu ISO/TS 12869:2019, ktera specifikuje metodu detekce a kvantifikace
Legionella spp. a Legionella pneumophila ve vodach, a to metodou qPCR. Metoda mize byt
pouzita pro vSechny typy vod, pokud povaha nebo obsah suspendovanych latek anebo
doprovodné mikroflory neovlivituje stanoveni (ISO/TS 12869:2019). Norma ISO/TS
12869:2019 vsak nebyla v Ceské republice piijata a metoda qPCR se k detekci ani kvantifikaci

legionel nepouziva.

1.10 Vyuziti preciSténych odpadnich vod pro zavlazovani

Vyuziti precisténych odpadnich vod pro zavlazovani je zdanlivé elegantnim a praktickym
fesenim nedostatku vody (Gatica and Cytryn 2013). Zejména v polosuchych nebo suchych
oblastech svéta umozniuje tento pfistup zmirnovat vy€erpani sladkovodnich zdroji vody pro
zavlazovani a zachovava je pro lidskou pottebu. Zavlazovani ptecisténou odpadni vodou je
dilezité pro zachovani potravinové bezpecnosti v oblastech, kde jsou zdroje sladké vody
omezené, nebot’ umoznuje rozsifit zeméd¢lskou ¢innost (Paudel et al. 2018; Marano et al. 2019;
Kampouris et al. 2021). Oc¢ekava se, ze vyznam pieisténé odpadni vody jako zdroje pro
zavlazovani vzroste i v dalSich oblastech svéta, a to s ohledem na zvySujici se nedostatek vody

vlivem zmény klimatu (Marano et al. 2019; Kampouris et al. 2021).
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Zavlazovani precisténymi odpadnimi vodami ma i agronomické vyhody, nebot zvySuje
organickou hmotu v pid¢ a také koncentrace zivin potfebnych pro rist rostlin, jako je dusik,
fosfor, zelezo, mangan, draslik, vapnik nebo hoicik. Vysoka nutriéni hodnota precisténé
odpadni vody miize zlepsit rist rostlin, omezit aplikaci chemickych hnojiv a zvysit produkci na
Spatné urodnych pidach (Gatica and Cytryn 2013; Paudel et al. 2018).

Navzdory zfejmym vyhodam jsou ale se zavlazovanim ptecisténou odpadni vodou spojeny
I obavy, tykajici se dusledkid pro lidské zdravi a zivotni prostiedi (Gatica and Cytryn 2013;
Kampouris et al. 2021). Vyuziti ptecisténé odpadni vody k zavlazovani zeméd¢lskych plodin
vyvolava otazky tykajici se biologické bezpecnosti této praxe, zejména s ohledem na riziko
kontaminace plodin patogennimi mikroorganismy. Ke kontaminaci dochézi nejcastéji pfimym
kontaktem plodin se zavlazovaci vodou, kterd obsahuje patogenni organismy schopné adheze
na jejich povrch. Alternativné vSak také muze dojit k pfijmu (tzv. internalizaci) patogennich
organismi skrze kofenovy systém rostlin z pudy (Marano et al. 2019). Zdravotni riziko pro
spotiebitele z hlediska fekalné-oralniho pfenosu predstavuje zejména konzumace neomytych
syrovych plodin, napf. salatti nebo jahod (Marano et al. 2019; Obayomi et al. 2019). Patogenni
mikroorganismy se vSak mohou ze zavlazovaci vody §ifit i ovzdusim, do kterého se dostavaji
béhem jakékoliv mechanické operace, zejména pak pii pouziti automatickych zavlazovacich
systémul. Bioaerosol pak mize byt prostredkem k pfenosu patogennich bakterii nebo virt,
pii¢emz jeho vlivu nejsou vystaveni jenom zeméd@lsti pracovnici, ale i obyvatelé v okoli
zavlazovanych ploch (Korzeniewska and Harnisz 2013; Korzeniewska et al. 2013).
Zavlazovéani preciSténou odpadni vodou taktéz dochazi ke kontinudlnimu uvoliovani
rezistentnich bakterii a genti antibiotické rezistence do pudniho prostiedi. Prostfednicim
horizontalniho pfenosu mohou geny antibiotické rezistence ziskavat piidni bakterie, ze kterych
se mohou nasledn¢ rozsifovat na dal$i patogenni bakterie (Kampouris et al. 2021).

Pouziti ptecisténé odpadni vody k zavlazovani taktéz vede k zavadéni mikropolutantti do
pudniho prostiedi (Kampouris et al. 2021). Dlouhodoba aplikace pak pfispiva k nahromadéni
znecist'ujicich latek v ptid€ na Grovné, jenz vyrazné prevysuji jejich koncentrace ve zdrojové
zavlahové vodé (Wu et al. 2015). Kontaminaci ptidy mtize dojit k ovlivnéni zakladnich funkeci
pudniho ekosystému, nezbytnych pro jeho spravné fungovani. Biochemické zmény uhliku
a dusiku v pidé€ ovlivituji dostupnost Zivin pro rostliny. Fyzikalné-chemické zmény, jako je
snizeni pH nebo zvySeni salinity a hydrofobicity pidy, mohou mit Skodlivé u¢inky na jeji
kvalitu. Aplikace precisténé odpadni vody na plidu mize také vést k strukturalnim a funkénim
zménam v puidnich bakteridlnich spolecenstvech. Dal§im environmentdlnim dopadem je

kontaminace vodnich ekosystémtl, prostfednictvim vyplavovani znecist'ujicich latek z pidy do
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podzemnich nebo povrchovych vod (Wu et al. 2015; Hammad et al. 2018; Jauregi et al. 2021,
Santana et al. 2021; Aydin et al. 2022).

Ziejmé nejvetsi obavy vSak vzbuzuje prijem zneCistujicich latek rostlinami, jez mohou byt
vnaseny do potravinového fetézce a predstavovat potencialni zdravotni riziko pro spotiebitele.
V tomto ohledu je problematicky zejména piijem 1é¢iv (Wu et al. 2015; Ben Mordechay et al.
2018; Madikizela et al. 2018). Rostliny mohou kofenovym systémem piijimat 1é¢iva jak z vody,
kterou jsou zavlazovany, tak i z kontaminované pudy (Barreales-Suarez et al. 2018; Madikizela
et al. 2018). V pudnim prostiedi jsou léCiva vystavena fadé procesu, které ovliviiuji jejich
koncentrace dostupné pro pfijem rostlinami. Sorpce a transformace 1€¢iv miize vést k vytvoreni
produktii s vyrazné snizenou biologickou dostupnosti. Na druhou stranu rozpusténé
a reverzibiln¢ sorbované frakce 1éCiv jsou v ptidé dostupné pro rostliny i piidni mikroorganismy
(Wu et al. 2015; Ben Mordechay et al. 2018).

Po piijmu kofenovym systémem mohou byt 1é¢iva pfemisténa do riznych ¢asti rostlin, zatimco
nektera zustavuji v kofenech, jiné jsou transportovany az do semen, listi a plodd, a to
predevsim v zavislosti na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech (Madikizela et al. 2018).
V rostlinnych tkanich nasledné 1é¢iva podléhaji metabolizaci a transformaci (Emhofer et al.
2017; Ben Mordechay et al. 2018; Klampfl 2019). Toxicita vznikajicich metaboliti pak mutize
piekrocit toxicitu matetfské slouCeniny. Na druhou stranu velkd ¢ast metabolith miize byt
Vv rostlinach preménéna zpét na matetskou slouceninu, coz je skutecnost, kterd pravdépodobné
podporuje 1ékovou rezistenci (Klampfl 2019). Hladiny 1é¢iv se tak v zeméd¢lskych produktech
pohybuji hluboko pod terapeutickou davkou, na koncentra¢nich trovnich ug/kg (Chuang et al.
2019). Piesto ale nejsou ucinky dlouhodobé konzumace nizkych koncentraci 1é¢iv skrze
potraviny zcela jasné (Madikizela et al. 2018).

Akumulace 1é¢iv v zeméd¢lskych produktech je klicovym faktorem pii hodnoceni rizik pro
lidské zdravi. Bioakumulac¢ni faktor je definovan jako pomér koncentrace 1éciva v rostliné
a okolnim prostiedi. Pohyb 1é¢iv v rostling je vyjadiovan pomoci transloka¢niho faktoru, ktery
vyjadiuje pomé&r koncentrace 1é¢iva v nadzemni ¢asti rostliny a kofenech (Chuang et al. 2019).
Léciva, které se nachazeji v pidnim prostfedi, ovliviiuji i samotné rostliny. Pfitomnost 1é¢iv
Vv rostlinnych tkdnich ma vliv na metabolismus rostlin. Zmény vyvolané v hladinach rostlinnych
hormonti vedou k negativnim dopadiim na zdravi rostlin. Rada 1é¢iv taktéZ vii¢i rostlindm
vykazuje toxicky uc¢inek (Kalaji and Rastogi 2017; Chuang et al. 2019). Rust rostlin je ovlivnén
skrze antimikrobialni G¢inek 1é¢iv na pldni mikroorganismy, kterym dochéazi k narusenim
symbiotickych interakci mezi rostlinami a mikroorganismy (Kalaji and Rastogi 2017).

Pritomnost antibiotik v piidni prostiedi ma vliv na mnozstvi ptidnich mikroorganismt a tim i na
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mineralizaci uhliku, kolobéh dusiku, celkovou mikrobidlni a enzymovou aktivitu. Soucasné
antibiotika také ovliviuji funkéni, strukturdlni a genetickou rozmanitost padnich
mikroorganismi (Cycon et al. 2019). Eliminace pudnich bakterii ma za nasledek nedostatek
potravy pro prvoky a dalsi ptidni mikroorganismy, coz miize vést k pomalé¢ degradaci
organickych latek, a tedy nedostatku zivin v pid¢ (Kalaji and Rastogi 2017).

Schopnost rostlin pfijimat znec¢ist'ujici latky mize byt i vyhodou, kterou Ize vyuzit ke snizeni
zatizeni povrchovych nebo odpadnich vod témito latkami (Madikizela et al. 2018).
Fytoremediace je termin shrnujici technologické postupy, které vyuzivaji tzv. hyperakumula¢ni
rostliny a jejich rhizosféricky mikrobiom k imobilizaci, stabilizaci a degradaci mikropolutanti
ve vode, pidé a ovzdusi. Jako hyperakumulacni jsou klasifikovany rostliny, které jsou schopné
piijimat a akumulovat znaéné mnozstvi znecist'ujicich latek z kontaminované vody nebo pudy,
a to bez zndmek toxického plsobeni (Nedjimi 2021). Rhizosféra oznacuje tenkou zonu
obklopujici kofeny rostlin s Cetnym vyskytem mikroorganismil a bezobratlych organismil.
V rhizosféte dochazi ke slozitym interakcim mezi koteny rostlin a pidnim mikrobiomem. Jedna
se 0 dynamicky systém s variacemi béhem rustu rostlin, i vlivem pisobeni abiotickych faktoru,
jakym je napft. plisobeni mikropolutantd, pro jejichz ptipadny piijem rostlinou je rhizosféra
klicova.

Fytoremediacni technologie jsou alternativou pro sekundarni stupeni ¢iSténi odpadnich vod,
pouzitelnou zejména pii decentralizovaném ¢isténi (Li et al. 2020). Kofenové Cistirny
odpadnich vod piestavuji uméelé moktady, vyuzivajici ptirozené biologické procesy zapojené
do pfemény a odstraniovani znecistujicich latek, ale za kontrolovanych podminek (Vymazal

2022).

1.10.1 Studium prijmu lé¢iv rostlinami

Ke studiu pfijmu a metabolizace 1é¢iv rostlinami jsou pouzivany ptredevsim dva, do zna¢né
miry odli$né, pfistupy. Prvni pfistup je zalozen na in vitro experimentech s bunéénymi
kulturami, které jsou inkubovany spole¢né s 1€¢ivy, zatimco druhy piistup vystavuje €¢inkiim
1é¢iv celou rostlinu (Klampfl 2019). V ptipad¢€ vyuziti celych rostlin je nejbéznéjSim ptistupem
hydroponické péstovani, kdy jsou rostliny vystaveny u€inklim vodnych roztoka jednoho nebo
vice 1éciv, které slouzi jako zavlahova voda. Pokud rostliny vyristaji v ptidé, mohou byt 1é¢iva
dodéavéana bud’ prostiednictvim zavlahové vody, nebo mohou byt soucasti piidniho substratu

(Wu et al. 2015; Madikizela et al. 2018; Klampfl 2019).
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Experimenty vyuzivajici bunééné kultury predstavuji rychly a piimy pfistup k objasnéni reakci
probihajicich pii metabolizaci 1é¢iv v rostlinach (Klampfl 2019). Naopak hydroponické
experimenty lze pouzit k rychlému screeningu a identifikaci 1é¢iv s vysokym potencidlem pro
pfijem rostlinami. Ptedpovidat na zékladé¢ vysledkli ziskanych pti hydroponickych
experimentech piijem daného lé¢iva rostlinami v redlnych podminkach, ale nemusi byt zcela
presné. Vzhledem ke slozitym procestim, kterymi jsou 1é¢iva v ptid€ ovlivnéna, mize byt jejich
piijem rostlinami z uméle kontaminované zavlahové vody a pudy zna¢né odlisny (Wu et al.
2015). Hydroponické experimenty se vyznacuji jednoduchym provedenim a nizkou pracovni
zatézi. Hydroponické podminky péstovani taktéZ snizuji riziko bakterialni kontaminace, nebot’
rostliny Ize oSetfit dezinfekénim piipravkem a zavlahovd média je mozné sterilizovat. Tyto
podminky umoZznuji minimalizovat nebo dokonce zcela eliminovat ovlivnéni experimenta
bakteridlni Cinnosti.

Pouziti pidy namisto hydroponickych podminek vyrazné zvySuje naroky na provedeni
experimentl, nebot’ je nutné brat v potaz fadu faktorti (Klampfl 2019). Sorpce 1é¢iv na pidni
Castice vede jednak k poklesu koncentrace 1é¢iv pro piijem rostlinami a soucasné snizuje jejich
biologickou dostupnost. Nékterd 1é¢iva se mohou za hydroponickych podminek v rostlinach
zna¢né akumulovat, zatimco z pudy je jejich piijem minimalni (Wu et al. 2015). Bakterialni
kontaminace vnesena do péstebniho systému plidnim substratem mize mit za nasledek
degradaci nebo metabolizaci matetfské slouceniny jest¢ pred samotnym piijmem rostlinou
(Klampfl 2019). Ptijem 1éCiva taktéz zavisi na druhu pouzitého substratu. Fyzikalné-chemickeé
vlastnosti ptdy, jako je obsah organického uhliku, maji schopnost ovlivnit pfijem léciv
rostlinami (Carter et al. 2018; Madikizela et al. 2018). Navic zabezpeceni homogenni
piipadech je ale nutné brat v tvahu moznost, ze ke vzniku transformacnich produkta cilovych
1é¢iv mize dochazet jiz v zavlahové vodé nebo pludnim substratu, ze kterych je nasledné
pfijimaji rostliny. Z tohoto diivodu je nezbytné analyzovat i samotna péstebni média (Klampfl
2019).

Podstatou experimentli s celymi rostlinami je jejich vystaveni zndmé koncentraci 1é¢iv po
urcené Casoveé obdobi. Po sklizeni rostlin nasleduje stanoveni cilovych sloucenin v rostlinnych
tkanich (Madikizela et al. 2018). Analyza muze byt zaméfena na kvantifikaci povétSinou
stopovych koncentraci piivodniho IéCiva v nezménéné formé nebo identifikaci metabolit
vznikajicich v rostliné (Emhofer et al. 2018). Pfi studiu mateiské slouc¢eniny, nékdy spolecné
s jednim nebo dvéma hlavnimi metabolity, se rostliny oSetfuji pouze stopovymi koncentracemi

1éciv, tedy takovymi, které jsou ofekavané ve skutecnych piecisténych odpadnich vodéach
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(nizké pg/l nebo méng). Avsak pro detekci a identifikaci novych metabolita se rostliny péstuji
Vv pfitomnosti podstatné vyssich koncentraci 1é€iv, prfedevsim z diivodu usnadnéni identifikace
a detekce domnélych metabolitti (Emhofer et al. 2017; Emhofer et al. 2019). Ovsem vystaveni
rostlin nadmérnym koncentracim 1é¢iv mize mit i zna¢ny toxicky efekt, vedouci k ovlivnéni
ptirozenych biologickych procest a poskozeni rostlin (Klampfl 2019).

Analyza 1é¢iv v rostlinnych matricich ¢asto vyzaduje zdlouhavé extrakéni postupy nasledované
Cisticim krokem, ktery slouzi k odstranéni interferujicich latek extrahovanych spole¢né
s cilovymi analyty (Emhofer et al. 2017; Barreales-Suarez et al. 2018; Carvalho et al. 2018).
Pokud nejsou vzorky rostlin zpracovany ihned po sklizni, uchovéavaji se ve zmrazeném stavu.
Pted extrakei cilovych sloucenin je rostlinny materidl bud’ pfimo homogenizovan, nejcastéji
nasekanim na drobné kousky nozem, rozmélnénim pomoci tfeci misky s tlouckem nebo
lyofilizovan s naslednym mechanickym rozmélnénim na jemny prasek (Carvalho et al. 2018;
Klampfl 2019). Mezi obvykle pouZivané extrakéni postupy patii ultrazvukova extrakce
a zrychlena extrakce rozpoustédlem. Dale je mozné vyuzit mikrovlnou extrakci nebo tlakovou
kapalinovou extrakci (Barreales-Suarez et al. 2018; Carvalho et al. 2018). Nezavisle na
pouzitém extrakénim kroku je nezbytné primarni extrakty pted vlastni instrumentalni analyzou
piecistit. Z rostlinnych matric jsou s cilovymi analyty extrahovany i lipidy a pigmenty, které
mohou zptsobit zna¢né ovlivnéni hmotnostni detekce, nebot” mohou vyrazné zvysit nebo
naopak potlacit signal iontt (Carvalho et al. 2018).

Nejbéznéjsi technikou pro piecisténi a zkoncentrovani rostlinnych extrakti je extrakce tuhou
fazi (SPE). Vyuziti SPE kroku ale mize mit za nasledek vyznamné prodlouZzeni doby
zpracovani vzorku pied analyzou. Navic existuje potencialni riziko, ze namisto zkoncentrovani
1é¢iv piitomnych pouze ve stopovych mnozstvi, dojde K jejich ztraté zadrzenim na SPE
kolonkach. Néktera Ié¢iva je naopak velmi obtizné zkoncentrovat, a to z divodu velmi omezené
interakce s naplni SPE kolon (Barreales-Suarez et al. 2018; Klampfl 2019). Jako alternativu
Kk jednoduché extrakci rozpoustédlem je mozné vyuzit metodu piipravy vzorku QUEChERS,
ktera umozni vynechat krok SPE, pfi soucasném zachovani velmi dobrych detekénich limith
jak pro matefské slouceniny, tak i metabolity (Klampfl 2019).

Pro analyzu rostlinnych extrakti je primarn¢ vyuzivdna vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC) spojend s hmotnostni (MS) nebo tandemovou hmotnostni detekci
(MS/MS) (Emhofer et al. 2017; Emhofer et al. 2018). Toto spojeni je vyhodné zejména kvili
vysoké citlivosti a selektivitg, ale také vzhledem k velmi sloZitému charakteru analyzované
matrice (Paiga et al. 2017). Pokud jsou cilovymi analyty ptivodni matei'ské slouceniny, které

jsou Vv rostlinné matrici vétsinou pfitomny pouze ve stopovych koncentracich, je nejbéznéjsi
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volbou systém HPLC/MS s trojitym kvadrupolem (QqQ). V ptipadé, ze je studie zamétena na
identifikaci novych metabolitd vznikajicich az po pfijmu matefské slouceniny rostlinou, je
nezbytné vyuzit hmotnostni analyzator s vysokou rozliSovaci schopnosti. Tu zajistuje napiiklad
hybridni spektrometr kombinujici kvadrupdl a analyzator doby letu (QTOF) nebo Orbitrap
(Emhofer et al. 2017; Emhofer et al. 2018). Pro analyzu 1é¢iv v biologickych matricich muze
byt také vyhodné vyuziti ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC). Pfinosem
je rychlejsi analyza, vyssi citlivost a zlepsSeni rozliSeni dané uzkymi piky oproti konven¢ni
HPLC. Nizsi spotieba rozpoustédel pak snizuje i naklady na provoz (Paiga et al. 2017; Rathod
et al. 2019).

1.10.2 Polyfluorovana léciva efavirenz a kyselina flufenamova

Efavirenz (C14HoCIF3NO») patii do skupiny antiretrovirovych 1é¢iv. Jedna se o nukleosidovy
inhibitor reverzni transkriptazy (NNRTI) pouzZivany pii 1écb€ viru lidské imunitni
nedostate¢nosti (HIV) (Cavalcante et al. 2017). Antirentovirova aktivita efavirenzu spociva
V pfimé vazbé na enzym reverzni transkriptazu, ¢imz dochazi k inhibici replikace viru (Gaida
et al. 2015). Efavirenz se vyznacuje vynikajici uc¢innosti a je kli¢ovou slozkou kombinované
1é¢by HIV infekci. Ma dlouhy polocas rozpadu, pohybujici se v rozmezi 40 az 55 hodin, a je
metabolizovan ptevazné V jatrech (Gaida et al. 2015; Cavalcante et al. 2017). Navzdory své
vysoké uc¢innosti je jeho pouziti ¢asto spojeno s vyznamnymi neuropsychiatrickymi vedlejSimi
ucinky, a to piedevsim v prvnich tydnech terapie. HlaSena byla deprese, uzkost, poruchy spanku
a koncentrace, agresivni chovani, no¢ni mury, halucinace, paranoia, psychdzy a bludy (Gatch
et al. 2013; Cavalcante et al. 2017). Mechanismy téchto vedlejSich u¢inku a jeho celkova
toxicita zistavaji doposud nepochopeny (Cavalcante et al. 2017).

Kyselina flufenamova (C14H10F3sNO2) patii do skupiny nesteroidnich antirevmatik (NSAID).

rrrrr

-----

spojen¢ho s muskuloskeletalnimi poruchami a revmatickymi onemocnénimi. Vzhledem ke
zna¢né individudlni variabilité v absorpci kyseliny flufenamové bylo peroralni podavani 1é¢iva
preruseno a v soucasné dobé dochazi vyhradné k lokalnimu podani (Guinamard et al. 2013;
Malinovskaja-Gomez et al. 2016). Podobné jako ostatni nesteroidni antirevmatika je uzivani

kyseliny flufenamové spojeno s vedlejsimi ucinky jako jsou gastrointestinalni poruchy
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a poskozeni ledvin, které jsou ale u tohoto léCiva Caste¢né potlaceny diky lokalni aplikaci

(Guinamard et al. 2013).

1.11 Odstranéni herbicidi z kontaminovanych vod

Jiz vice nez stoleti se ke zvyseni produktivity zemé&d¢lstvi a vynost kvalitnich plodin pouzivaji
herbicidy, pii¢emz jejich spotieba neustale roste (Huang et al. 2020; Machado and Soares 2021,
Wang et al. 2021). Vyhody plynouci z jejich pouziti jsou vSak doprovazeny negativnimi G¢inky
na lidské zdravi a zivotni prostfedi (Thiam and Salazar 2019). Rozséahla aplikace herbicidii ma
za nasledek jejich uvoliiovani do Zivotniho prostiedi a kontaminaci padniho prostfedi, ale
I vodnich ekosystémii, do kterych pronikaji v disledku povrchového odtoku (Huang et al. 2020;
Machado and Soares 2021; Wang et al. 2021). Herbicidy jsou hlavnimi produkty
agrochemického primyslu, které se nachazeji v odpadnich vodach. V disledku jejich vysoké
toxicity 1 pfi relativné nizkych koncentracich a nizké biologické rozloZitelnosti neni biologicky
proces Cisténi odpadnich vod, zaloZeny na aktivité mikroorganismt, dostateény pro jejich
odstranéni (Gar Alalm et al. 2015a; Gar Alalm et al. 2015b). Aby bylo mozné herbicidy
Z kontaminovanych vod efektivné odstranit, je nezbytné pouzit nové technologie, které se
budou vyznacovat jak dostate¢nou Géinnosti, tak i nakladovou efektivnosti (Thiam and Salazar
2019). Znacny aplikacni potencial maji v tomto sméru pokrocilé oxidacni procesy (AOPs)
(Cuerda-Correa et al. 2020).

Pokrocilé oxidacni procesy vyuzivaji silnd oxidacni ¢inidla, generovana specifickymi reakcemi
ve vodnych roztocich, k degradaci organickych latek na jednoduché a netoxické molekuly
(Gar Alalm et al. 2015a; Gar Alalm et al. 2015b; Kanakaraju et al. 2018; Thiam and Salazar
2019; Wang and Zhuan 2020). Ptedstavuji technologii Setrnou k zivotnimu prostiedi, nebot’
nepienasi znecCiStujici latky z jedné faze do druhé tak, jako je tomu pii vyuziti chemickych
procesu srazeni nebo adsorpce. Neprodukuji ani obrovské mnozstvi nebezpecného kalu, jako
pfi biologickych procesech ¢isténi odpadnich vod (Cheng et al. 2016).

Nejvyssi pozornosti se dostava hydroxylovym radikalim (OH'), které predstavuji jednu
povahou, vysokou reaktivitou a silnymi oxida¢nimi schopnostmi. S hodnotou redoxniho
potencialu 2,8 V je hydroxylovy radikal, po atomu fluoru (redoxni potencial 3,05 V), druhym
nejsilngj$im zndmym oxida¢nim c¢inidlem. Ve vodném prostiedi je schopny napadnout témét
vSechny organické 1 organokovové znecistujici latky. V tomto procesu hydroxylovy radikal

iniciuje sérii oxidac¢nich reakci, které v idedlnim piipad¢ vedou k jejich Gplné mineralizaci na
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oxid uhli¢ity, vodu a anorganické ionty (Cheng et al. 2016; Kanakaraju et al. 2018; Cuerda-
Correa et al. 2020).

Pokrocilé oxidacni procesy se klasifikuji na zdkladé zptsobu, jakym je generovano oxidac¢ni
¢inidlo (Cuerda-Correa et al. 2020; Wang and Zhuan 2020). Mezi pokro¢ilymi oxida¢nimi
procesy predstavuje heterogenni fotokatalyza jednu z nejslibnéjSich technologii pro
dekontaminaci vod znecisténych vysoce stabilnimi a perzistentnimi organickymi slou¢eninami
(Leeetal. 2017; Isari et al. 2018). Pfi tomto procesu se vyuZzivaji polovodicové fotokatalyzatory
a UV zafeni jako zdroj energie (A <400 nm) (Gar Alalm et al. 2015b). Absorpce svétla vhodnym
polovodi¢em ma za nasledek generovani elektroni (e¢7) s vysokou redukcni schopnosti ve
vodivém pasmu a vznik otvord (h*) s vysokou oxidaéni schopnosti ve valenénim pasmu.
Excitované elektory mohou redukovat molekularni kyslik za vzniku superoxidového radikalu.
Zatimco otvory ve valenénim padsmu migruji na povrch fotokatalyzatoru, kde oxiduji vodu za
vzniku hydroxylového radikélu, ¢imz vznika primarni oxidant pro fotokatalytickou oxidaci
organickych latek (Mbiri et al. 2018; Wang and Zhuan 2020). Jako fotokatalyzatory je mozné
pouzit oxidy kovt (TiO2, ZnOy), sulfidy kovt (CdS, ZnS), polovodi¢e z drahych kovii (Agz04)
nebo nekovové polovodice (grafiticky nitrid uhliku) (Wang and Zhuan 2020).

Ze vSech pouzitelnych polovodict poutd nejvétsi pozornost oxid titanicity (TiO2), vzhledem
k jeho vysoké fotokatalytické aktivité a znacné tepelné a chemické stabilité. Navic je oxid
titani¢ity netoxicky, relativné levny a lIze jej snadno recyklovat v primyslovém métitku (Isari
et al. 2018; Mbiri et al. 2018; Jamshidi et al. 2019; Wang and Zhuan 2020; Hu et al. 2021).
Oxid titaniCity se v prirod¢ vyskytuje ve tfech polymortnich krystalickych modifikacich —
anatasu, rutilu a brookitu, pfi¢emz anatas vykazuje nejvyssi fotokatalytickou aktivitu. Z tohoto
davodu se jako fotokatalyzator nejcastéji pouziva bud’ Cisty anatasovy prasSek nebo jeho smés
s rutilem, ktera se ale vyznaCuje vysokym podilem anatasu (70-80 %) (Lee et al. 2017;
Mahmoud et al. 2017).

Vyuziti oxidu titani¢itého jako fotokatalyzatoru ma vSak urcita omezeni, pti¢emz jednim z nich
je relativné nizka kvantovd ucinnost cistého oxidu titani¢it¢ho. Navic rekombinace
elektronovych dér vyrazné snizuje jeho fotokatalytickou aktivitu (Mbiri et al. 2018). Oxid
titani¢ity mize absorbovat pouze zafeni o vinovych délkach do 398 nm, a proto je aktivni pouze
pod UV zéfenim. Vzhledem k tomu, ze blizké UV zafeni tvoii pouze 5 % slune¢niho svétla,
neni Cisty oxid titaniCity pod slune¢nim osvétlenim aktivni. Jako svételny zdroj je nezbytné
vyuzivat umélé UV lampy, které ale pii praktické aplikaci vykazuji znanou spotiebu energie.

Pro umoZnéni aktivity oxidu titanic¢itého pod viditelnym zafenim byla navrZena fada strategii.
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Jednou z nich je modifikace povrchu organickymi molekulami nebo nanocasticemi, pouzit 1ze
také dopovani kovy nebo prechodnymi kovy (Isari et al. 2018; Cuerda-Correa et al. 2020).

Pti fotokatalytické oxidaci hraje zasadni roli i mnozstvi pouzitého fotokatalyzatoru. Pokud se
zvysi obsah fotokatalyzatoru, zvysi se i mnozstvi reakénich mist, coz vede ke zlepSeni u¢innosti
oxidace a mineralizace cilovych znecistujicich latek. Faktem ale zGstava, ze nadmérné
mnozstvi fotokatalyzatoru blokuje pronikani fotont, nebot’ dochazi ke stinéni, odrazu
a rozptylu svétla na pevnych ¢asticich, coz zpiisobuje ztratu svételné energie (Wang and Zhuan
2020).

1.11.1 Chloracetanilidové herbicidy

Vysokd mira vyuziti chloracetanilidovych herbicidi v poslednich nékolika letech znacné
zvysila pozornost vénovanou jejich potencialnim skodlivym u¢inkiim na lidské zdravi a zivotni
prostfedi (Huang et al. 2020). Systémové a selektivni chloracetanilidové herbicidy se
celosvétove pouzivaji k regulaci Sirokolistych pleveli a jednoletych trav pii péstovani kukufice,
soji, ¢iroku, cukrové fepy, slune¢nice nebo baviny (Souissi et al. 2013; Chen et al. 2017;
Mohanty and Jena 2019). Mezi nejc¢astéji pouzivané chloracetanilidové herbicidy patii alachlor,
metolachlor a acetochlor (Orge et al. 2017).

Alachlor (2-chloro-(2’,6'-dietyl-N-(metoxymetyl) acetanilid) v cilovych rostlinich pterusuje
produkci bilkovin a syntézu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Vzhledem ke své
rozpustnosti ve vodé (242 mg/1) a nizké sorpci na pudnich ¢asticich, muze alachlor pronikat do
povrchovych, podzemnich a pitnych vod. Alachlor je ve vodnim prostfedi perzistentni, velmi
Spatn¢ biologicky rozlozitelna sloucenina. Svou vysokou toxicitou negativné ovliviiuje ¢innost
aktivovaného kalu, coz neumoznuje vyuzit proces bioremediace k jeho odstranéni. Taktéz
fyzikéalné-chemické procesy, jako peroxidace manganistanem, koagulace nebo chlorace
nezajistuji jeho odstranéni z vodniho prostfedi. Pfitomnost alachloru ve vodnich zdrojich je
obzvlasté znepokojiva, vzhledem k jeho moZznym uc€inkim na lidské zdravi a toxickym
ucinklim na vodni faunu. Hlavni pfi¢inou jeho toxickych vlastnosti je ptitomnost atomu chléru.
Alachlor je lipofilni sloucenina, ktera je v zivych organismech metabolizovana jen velmi
omezené. Expozice alachloru vede kjeho akumulaci a pfetrvdvani v tukovych tkanich
(Jamshidi et al. 2019; Lou et al. 2020). Metolachlor (2-chloro-N-(2-etyl-6-metylfenyl)-N-
[(1S)-2-metoxy-1-metyletyl] acetamid) ptedstavuje jeden z celosvétové nejpouzivangjsich
herbicidu, pticemz jeho podil v celkové globalni spotiebé ¢ini 4,2 % (Chang et al. 2020;
Machado and Soares 2020). Metolachlor je absorbovan kofeny a vyhonky rostlin
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a ovliviilovanim enzymu blokuje syntézu chlorofylu, bilkovin, mastnych kyselin, isoprenoida
a flavonoidii. Po nakli¢eni je rast plevell zablokovan narusenim bunééného déleni,
prostiednictvim inhibice enzymu elongédzy, coz vede k zastaveni tvorby mastnych kyselin
svelmi dlouhym fetézcem (Machado and Soares 2020; Machado and Soares 2021).
Metolachlor je podobné jako alachlor velmi Spatné€ biologicky rozlozitelny a perzistentni
v pudé. PoloCas rozpadu v pidnim prostiedi je vice nez 200 dni. Ve srovnani s jinymi
chloracetanilidovymi herbicidy ma vyssi rozpustnost ve vodé (530 mg/l). Z téchto divodi ma
metolachlor vysoky potencial kontaminovat podzemni a povrchové vody (Chang et al. 2020;
Machado and Soares 2019; Machado and Soares 2020; Machado and Soares 2021).
To potvrzuje jeho Cetné detekce v téchto vodnich zdrojich v zemédélskych oblastech, kdy jeho
koncentrace mize dosahnout az 100 pg/l (Machado and Soares 2019). Metolachlor je méné
toxicky ve srovnani s alachlorem, pfesto ma skodlivy ucinek na lidské jaterni buniky (Chang
etal. 2020). Acetochlor [2-chloro-N-(etoxymetyl)-N-(2-etyl-6-metylfenyl) acetamid] je
preemergentné i postemergentné aplikovany axialn¢ chiralni herbicid (Liu et al. 2020; Wang
et al. 2019b). Blokuje tvorbu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, prostiednictvim inhibice
enzymu elongédzy a cyklizacnich enzymi geranylgeranylpyrofosfatu (Huang et al. 2020).
Vysoky potencial acetochloru kontaminovat vodu a ptidu vychazi z jeho nizké sorpce na ptdni

Castice, rozpustnosti ve vodé (233 mg/1) a vysoké perzistenci v prostiedi (Liu et al. 2020).

1.11.2 Hodnoceni toxicity

Ptestoze herbicidy byly navrzeny tak, aby byly toxické pouze pro urcity druh organismii,
v dnesni dob¢ existuji nepopiratelné diikazy, ze neplisobi specificky pouze na svlij primarni cil.
V dutsledku toho herbicidy piedstavuji vazné riziko i pro necilové organismy a jejich pfitomnost
Vv pudé nebo ve vodéch je doprovazena fadou nezadoucich ucinkti (Machado and Soares 2020).
Ve vodnich ekosystémech se ucinek herbicidii rozsifuje zejména na fytosynteticky aktivni
organismy, vzhledem Kk jejich podobnosti s rostlinami. Pravé fotosyntetizujici organismy ale
nejCastéji predstavuji primdrni producenty a prvni uroven potravinového fetézce, kterad
poskytuje pocatecni Ziviny a energii celému vodnimu ekosystému. Jakékoliv ovlivnéni
primarnich producentd mé disledky pro vyssi trofické urovné a nésledné ovlivni i cely
potravinovy fetézec (Machado and Soares 2020, Machado and Soares 2021).

Vyznamnou vlastnosti pokro¢ilych oxida¢nich procest je jejich schopnost detoxikovat ¢isténou
vodu prostfednictvim rozkladu vysoce toxickych organickych slouc¢enin na méné toxické nebo

dokonce netoxické produkty (Babu et al. 2019). Osetieni vody pokro¢ilymi oxida¢nimi procesy
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tak zpravidla zptsobi ztratu biologické aktivity znec€iSt'ujicich latek a jejich inaktivaci, aniz by
byla generovana jakakoliv toxicita (Sharma et al. 2018). V nékterych ptipadech ale muze
oxidace matetské slouceniny vést ke vzniku toxickych transformacnich nebo degradacnich
produktti. Podobné i pfi netplné oxidaci znecistujicich latek dochazi k vytvoteni toxickych
meziproduktii. Schopnost pokrocilych oxidacnich procest strukturdlné zmeénit organické
slou¢eniny mize potencialné prispét k novému znecisténi osetfované vody vzniklymi produkty,
Casto toxiCt&jSimi neZ puvodni matefska slouc¢enina (Sharma et al. 2018; Babu et al. 2019).
Vzhledem K riziku tvorby toxickych sloucenin se v riznych fazich osetfeni kontaminovanych
vod pokro€ilymi oxidacnimi procesy provadi testovani akutni toxicity, které napomaha
posoudit vhodnost navrZzenych postupt (Babu et al. 2019).

V ptipadé, Ze testovany vzorek obsahuje sloZitou smés latek s potencialnim toxickym ucinkem,
neni mozné jeho nebezpecnost hodnotit pomoci chemické analyzy, zaloZené na identifikaci
jednotlivych kontaminantti. Jednak neni mozné identifikovat kazdou ptitomnou chemickou
latku, nebot’ mohou byt pfitomny ve stopovych koncentracich, navic znacné ¢ast téchto latek
nemusi byt detekovatelna vitbec. Chemicka analyza taktéZz neodhaluje slozité interakce mezi
jednotlivymi zneciStujicimi latkami a neposkytuje informace o jejich biologické dostupnosti.
Navic kontaminanty s nejvyssi zjiSténou koncentraci nemusi byt nutné ty s nejvySSim
biologickym dopadem na zivé organismy (Blanco et al. 2018).

Biologické testy toxicity pouzivaji k hodnoceni toxického ucinku chemickych latek zivé
organismy (Ghosh et al. 2017). Po vystaveni zku$ebnich organismi riznym koncentracim
potencionalné toxické latky se sleduji a kvantifikuji fyziologické nebo behavioralni zmény
vyvolané ucinkem dané slouCeniny na zivy organismus. Hlavnim cilem je zjistit, zda latka
vykazuje toxicky ucinek a jaka je hrani¢ni koncentrace umoznujici pfeziti pouzitého
zkuSebniho organismu (Ghosh et al. 2017; Abbas et al. 2018). Zmény v biologické odpovédi,
které souvisi s expozici nebo toxickymi U¢inky chemickych latek, lze objektivné méfit
a vyhodnocovat pomoci biomarkerti (Ghosh et al. 2017). Protoze interakce xenobiotik s zivymi
organismy zpocatku probihd na molekuldrni a buné¢éné Grovni, jsou reakce na téchto urovnich
povazovany za prvni projev toxicity. Méteni vhodnych biomarkerii na molekularni nebo
bunécné trovni slouzi jako vhodny ndstroj pro v€asnou a citlivou detekci biologickych ucinkl
vyplyvajicich z expozice danou latkou (Ghosh et al. 2017; Blanco et al. 2018). Vysledna reakce
zkusebniho organismu je pii biologickém testu toxicity zpisobena kombinovanym t¢inkem
smési vSech biologicky dostupnych znamych i nezndmych sloucenin a jejich pfitomnych
metabolitt. Timto se pfekonava omezeni vyplyvajici z chemické analyzy, ktera je limitovana

poctem cilovych sloucenin (Babu et al. 2019; De Baat at al. 2019).
44



Pouziti jediného biologického testu toxicity odrdzi citlivost pouze jednoho zkuSebniho
organismu a muze vést k podcenéni toxicity dané znecist'ujici latky pro ekosystém. Aby bylo
mozné porovnat vypoveédni hodnoty jednotlivych testli toxicity U pouzitych zkusebnich
organismil a spravné vyhodnotit mozny toxicky efekt, provadi se testovani latek na souboru
biologickych testti, oznaCovanych jako baterie testd. Baterie biologickych testi toxicity
vyuzivaji rozdilného charakteru zkuSebnich organismi, které pochazeji zrtznych casti
ekosystému, ¢imz umoziuji komplexni posouzeni toxicity napfi¢ riiznymi trofickymi urovnémi
(Ghosh et al. 2017).

Biologické testy toxicity mohou byt provadény bud’ in vitro za pouziti bunécnych kultur, nebo
in vivo. Testy in vitro se primarné vyuzivaji k hodnoceni specifickych mechanisma ptisobeni
kontaminantl pfitomnych ve vzorku, kdy je na bunécnych kulturdch zkoumana cytotoxicita
nebo genotoxicita chemickych latek. Mohou byt také pouzity k odhadu biologické dostupnosti
kontaminanti Zivotniho prostiedi (Ghosh et al. 2017). Vzhledem ke klicové roli jater
vV metabolismu xenobiotik, se pfi testech in vitro ¢asto vyuzivaji rybi hepatocyty a jaterni
bunééné linie ryb (Blanco et al. 2018).

Testy in vivo poskytuji ucelengjsi reakci organismu. Jsou provadény jak s vyuzitim
prokaryotickych, tak eukaryotickych bunék, a to véetné mnohobunéénych organismti. Mezi
bézn¢ pouzivané zkuSebni organismy patii bakterie (Vibrio fischeri), zelené ftasy
(Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus, Chlorella vulgaris, Chlorella
kessleri), rostliny a jejich semena (oves sety, hoi€ice bila), korysi (hronatka velka) nebo ryby
(zivorodka duhova, danio pruhovany, pstruh duhovy) (Abbas et al. 2018; Babu et al. 2019).
Ackoli vyuziti zvifecich modeli umoznuje komplexni zhodnoceni toxickych ucinka
testovanych latek, jejich pouziti je spojeno se zvysSenymi provoznimi naklady a Casovou
naro¢nosti, vhledem k dlouhé dobé ristu (Abbas et al. 2018).

Bé&zné€ pouzivanym ukazatelem toxicity je stfedni G€inna (efektivni) koncentrace ECso, ktera
pfedstavuje koncentraci zkouSené latky ovlivilujici 50 % testované populace. Pokud je
disledkem toxického ucinku smrt zkuSebnich organismu, jednd se o tzv. stfedni letalni
koncentraci LCso. V piipad¢, Ze toxicky uéinek inhibuje ruast, jde o tzv. stfedni inhibiéni
koncentraci I1Cso (Ghosh et al. 2017).
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1.11.3 Vybrané zkuSebni organismy pro biologické testy toxicity

Zelené mikrorasy jsou jednobunécéné eukaryotické organismy schopné fotosyntézy, které se
vyskytuji ve sladkych, slanych a brakickych vodach (Afify et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze
jsou ftasy Siroce rozsifené ve vodnim prostiedi a tvoii zde zaklad vétSiny potravnich fetézci,
ptedstavuji idealni organismy pro testovani toxicity. Jakakoliv zména ve spolecenstvu fas bude
mit obrovsky dopad na cely vodni ekosystém — tj. jakykoliv u¢inek testované slou¢eniny na
fasy bude mit G¢inek i na vyssi trofické urovné (Afify et al. 2018; Machado and Soares 2019;
Machado and Soares 2020).

Pseudokirchneriella subcapitata (znama také jako Raphidocelis subcapitata nebo diive jako
Selenastrum capricornutum) je mikrofasa bézn¢ pfitomna ve sladkych vodach. Lze ji snadno
kultivovat v laboratornich podminkach a vykazuje vysokou citlivost vic¢i Siroké Skale
mikropolutanti. Vzhledem ke svym vlastnostem a environmentalnimu vyznamu je
Pseudokirchneriella subcapitata doporu¢ovana mezinarodnimi organizacemi, naptiklad
Organizaci pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD) nebo Agenturou pro ochranu
zivotniho prostfedi (US-EPA), jako primarni zéastupce zelenych fas pro hodnoceni toxicity
chemickych latek (Machado and Soares 2019; Machado and Soares 2020; Machado and Soares
2021).

Druhy z rodu Chlorella patii k nejrozsifenéjsim zastupcim jednobunéénych zelenych mikrofas
a jsou soucasti fytoplanktonu ve sladkovodnich i moiskych ekosystémech (Chaufan et al. 2006;
Spoljaric et al. 2011). Zastupci rodu Chlorella, zejména Chlorella vulgaris a Chlorella kessleri,
jsou Casto vyuzivani pfi testech toxicity, nebot’ dokazi velmi rychle reagovat na toxicky ucinek
a vykazuji vysokou citlivost vli¢i xenobiotiktli, pfedev§im pak vici herbicidim. Vyhodny je
i jejich kratky Zivotni cyklus a snadna kultivace za laboratornich podminek (Chaufan et al.
2006; Doicheva et al. 2009; Kaeoboon et al. 2021).

Koncovym bodem toxicity je pfi testech na zelenych fasach nejcastéji inhibice ristu, vyjadiena
jako rozdil mezi koncentraci bunék na konci testu a pocatecni koncentraci bun¢k (Machado
and Soares 2019). Taktéz fotosyntetické pigmenty (chlorofyl a karotenoidy), mohou
poskytnout prehled o inhibici fasového riistu. Stanoveni obsahu chlorofylu na zékladé¢ jeho
fluorescence muize byt taktéZz pouzito jako koncovy bod toxicity (Abdelhaleem et al. 2020).
Hodnoty ECso ziskané pro jednu latku pfi testech toxicity na jednom druhu zelené fasy se
mohou znac¢né lisit. Variace ve vysledcich mohou byt spojeny s konkrétnimi podminkami testu,
zejména S pocatecni koncentraci bun€k, kultivaénimi podminkami, dobou expozice testované

latky a pouzitym koncovym bodem (Machado and Soares 2019). Kromé toho se 1i8i 1 citlivost
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jednotlivych druhti fas viaci jedné latce. Tento jev muze byt disledkem rozdilného
makromolekuldrniho slozeni bun¢k (konkrétné typu a obsahu lipida a slozeni bunééné stény),
ale také odliSnymi intracelularnimi cili, na které urcitd latka plsobi, poptipadé rozdily
Vv aktivaci obrannych mechanismti (Machado and Soares 2020).

Oktehkové (Lemnaceae) jsou podobné¢ jako tasy klicovou slozkou sladkovodnich ekosystémii,
ve kterych jsou primarnimi producenty. Z téchto divodi jsou OECD doporuceni jako
organismy vhodné pro testovani toxicity chemickych latek (Fekete-Kertész et al. 2015; Chen
et al. 2016). Okiehek (Lemna spp.) je celosvétoveé rozsifena vyssi rostlina plavouci na vodni
hladin¢ (Fekete-Kertész et al. 2015; Hampel et al. 2018). Pro testy toxicity jsou pouzivany
zejména dva druhy, a to Okichek mensi (Lemna minor) a Okiehek hrbaty (Lemna gibba)
(Fekete-Kertész et al. 2015). Vhledem ke své malé velikosti a jednoduché struktuie, ktera
zahrnuje pouze kofeny a listy se s okiehkem velmi snadno manipuluje. Pro rychly rist,
vegetativni rozmnozovani, snadnou kultivaci za laboratornich podminek a citlivost k fad¢
chemickych latek je okiehek idealnim organismem pro testovani toxicity (Fekete-Kertész et al.
2015; Chen et al. 2016; Hampel et al. 2018). Doba, za kterou dojde k zdvojnasobeni poctu listt,
se pohybuje mezi 0,35-2,8 dny.

Koncovym bodem toxicity je pii testech na okiehku, podobné jako u zelenych fas, inhibice
rustu, kterou je mozno vyjadfit pomoci rozdilu méfeného paramentu na konci a na zacatku
zkousky. NejCastéji méfenymi paramenty jsou pocet listd, celkova plocha porostla listy
a Cerstva nebo sucha hmotnost biomasy (Fekete-Kertész et al. 2015). Nejcitlivéjsim koncovym
bodem pro hodnoceni toxickych u¢inki latek na okiehek je vSak stanoveni obsahu chlorofylu
(Markovic et al. 2021).

Okiehek reaguje odlisSn¢ na razné chemické latky, coz je odrazen rozdilnych fyzikalné-
chemickych vlastnosti testovanych sloucenin, stupném jejich translokace v rostling,
metabolické degradace a pfitomnosti nebo naopak nepfitomnosti molekularnich cilovych mist

(Tagun and Boxall 2018).
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Detekce, vyskyt a antibioticka citlivost vybranych patogennich bakterii

vV odpadnich vodach

Prvni cast této diserta¢ni prace byla zaméfena na detekci, vyskyt a antibiotickou citlivost
patogennich bakterii Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica
a Salmonella spp. v odpadnich vodach. Hlavnim cilem této ¢asti disertacni prace bylo stanovit
optimalni kultivaéni protokoly pro izolaci cilovych patogennich bakterii z odpadnich vod.
Podstatou bylo porovnani rtiznych kultivaénich protokolt, které byly bud’ nové navrzeny nebo
vznikly upravami standardizovanych metod. V obou ptipadech byl kladen diraz na zohlednéni
specifickych vlastnosti odpadnich vod, tak aby byly navrzené kultiva¢ni protokoly co nejlépe
prizpisobené této komplexni matrici. Z tohoto ditvodu byly pouzivany pouze piirozené
kontaminované vzorky odpadnich vod. Pro mikrobiologické rozbory byly zvoleny ¢tyfi odlisné
typy odpadnich vod, a to méstska surova a biologicky ¢iSténa odpadni voda, dale surova
nemocni¢ni infekéni odpadni voda a surova nemocni¢ni odpadni voda. U ziskanych izolath
byla vySetfena citlivost K antibiotikiim standardni diskovou difizni metodou dle metodologie
Evropské komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST). Vzhledem ke dvouletému
vzorkovacimu obdobi, byly ziskany podrobné udaje o vyskytu a antibiotické citlivosti
patogennich  bakterii  Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
enterocolitica, a Salmonella spp. na jednotlivych odbérovych mistech.

Kromé toho byla v této Casti disertani prace provedena rozsifena studie se zaméfenim na
vyskyt, charakterizaci a antibiotickou citlivost izolatd Yersinia enterocolitica v riznych typech
odpadnich vod, nebot’ tyto data jsou celosvétoveé velmi omezena. V dalsi studii byla hodnocena
antibioticka citlivost izolatd Pseudomonas aeruginosa v nemocni¢nich odpadnich vodach, a to

zejména za ucelem zjisténi vyskytu multirezistentnich kmenti.

2.1.1 Typy odpadnich vod pro mikrobiologicky rozbor

Meéstskymi odpadnimi vodami se dle Smérnice Rady ¢. 91/271/EHS rozumi splasky nebo smés
splaski, primyslovych odpadnich vod nebo destovych vod. Splasky jsou odpadni vody ze sidel
a sluzeb, které vznikaji prevazné jako produkt lidského metabolismu a ¢innosti v domacnosti.
Primyslovymi odpadnimi vodami se rozumi jakékoli odpadni vody vypousténé z objektl
pouzivanych pro jakoukoli obchodni nebo priimyslovou ¢innost, které jsou jiné povahy nez

splasky a destové vody (Smérnice Rady €. 91/271/EHS).
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Infekéni odpadni vody jsou dle normy CSN 75 6406 definovany jako odpadni vody obsahujici
biologické cinitele nebo geneticky modifikované organismy takového druhu a v takovém
mnozstvi, ze vyzaduji zvlastni opatfeni pred vypousténim do kanalizace pro vetejnou potiebu.
Mohou, ale nemusi obsahovat i rizikové chemické latky. Jedna se naptiklad o odpadni vody
z infek&nich oddélenich, patologie, chirurgie nebo mikrobiologie (CSN 75 6406).

Odpadni vody ze zdravotnickych zatizenich neobsahujici rizikové koncentrace znecisténi jsou
dle normy CSN 75 6406 definovany jako odpadni vody, v nichZ koncentrace rizikovych
chemickych latek anebo biologickych €initeld neptekracuje limitni hodnoty pro vypousténi do
kanalizace pro vetejnou potiebu. Rizikové chemickeé latky jsou latky nebo skupina latek, které
jsou nebo mohou byt toxické, perzistentni a nachylné k bioakumulaci, nebo mohou vykazovat
antimikrobialni aktivitu (CSN 75 6406).

2.1.2 Vzorky odpadnich vod

Surova a preciSténa meéstskd odpadni voda byla odebirdna z Cistirny odpadnich vod
s projektovou kapacitou 45000 ekvivalentech obyvatel (EO). Na Cistirnu je ptipojeno piiblizné
32000 obyvatel, coz odpovida 40000 EO. Sekundarni stupeii ¢iSténi zahrnuje biologické ¢isténi
s dosazovanim. Celkové mnozstvi &isténych odpadnich vod za rok dosahuje 2500 tisic m?,
pii¢emz nejvyssim podilem je zastoupena splaskova odpadni voda (1100 tisic m3/rok).
Vzorky surovych méstskych odpadnich vod byly odebirany Vv Ceslovné za jemnymi Ceslemi,
které v této méstské Cistirné odpadnich vod predstavuji prvni stupen mechanického predcisténi
odpadni vody. Biologicky pfecisténa méstska odpadni voda byla odebirana za dosazovacimi
nadrzemi pied vypusti do vodniho recipientu.

Nemocni¢ni odpadni voda byla odebirana v nemocnici s kapacitou 1300 luzek. V arealu
nemocnice se nachazi interni Cistirna odpadnich vod se sekundarnim biologickym stupném
CiSténi, na ktery navazuje tercidlni dezinfekéni stupent Vv podobé chloracni stanice. Interni
Cistirna slouzi k decentralizovanému piedcisténi infekénich odpadnich vod pted jejich
vypusténim do kanalizacni sité pro vefejnou pottebu. Do interni Cistirny je svadéna odpadni
voda z infek¢niho oddéleni, patologie a centralnich nemocniénich laboratofi. Odpadni voda
pochézejici z ostatnich oddéleni nemocnice a technického zazemi je pifimo vypousténa do
kanaliza¢ni sit€ pro vefejnou potfebu a €iSténa na centralni méstské Cistirn€. Jedna se tedy
0 odpadni vodu, kterd neobsahuje rizikové koncentrace znecisténi. Tuto odpadni vodu lze

oznacit také jako ,,hybridni, nebot” je tvofena jak splaskovymi a primyslovymi odpadnimi
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vodami (zachody, stravovaci zafizeni, pradelna), tak i odpadni vodou z luzkovych oddéleni,
ambulanci nebo operac¢nich sali.

Infekéni nemocni¢ni odpadni voda byla odebirdna v Ceslovné interni nemocni¢ni Cistirny
odpadnich vod, za hrubymi ¢eslemi, které v této Cistirn€ ptedstavuji prvni stupeit mechanického
predcisténi odpadni vody. Nemocni¢ni odpadni voda neobsahujici rizikové koncentrace
znecisténi byla odebirdna v centralni revizni Sachté nemocni¢ni kanalizaéni sité pred vystupem

do kanaliza¢ni sit¢ pro vetejnou potiebu.

2.1.3 Odbér vzorku odpadnich vod

Vzorkovani odpadnich vod probihalo od ¢ervna 2020 do kvétna 2022. Celkem bylo odebrano
56 vzorkl odpadnich vod, coz odpovidalo 14 vzorkiim na kazdém odbérovém misté. Vzorky
byly odebirany béhem vSech ro¢nich obdobi, aby byly pokryty celoro¢ni povétrnosti podminky.
Casovy interval mezi odbéry vzorki se pohyboval mezi &tyfmi az $esti tydny. Byly odebirdny
bodové vzorky o objemu 500 ml. Vzorkovani na kazdém odbérovém misté probihalo vzdy
v pondéli. Na meéstské Cistirné odpadnich vod byly vzorky odebirany v 7 hodin réno,
V nemocnici v 8 hodin rdno. Den i ¢as odbéru byl dodrzovan po celou dobu vzorkovani na vSech
odbérovych mistech. Na méstské ¢istirné odpadnich vod byl odbér vzorkl provadén sterilnimi
plastovymi odbérovymi nadobami (kadinky) na teleskopické ty¢i. V nemocnici byly vzorky
odpadnich vod odebirdny pomoci sterilnich nerezovych odbérnych naddob na zirkochromovém
fetézu. Thned po odbéru byla u vzorkl odpadnich vod zmétena orientacni hodnota pH pomoci
indikatorovych pH papirkti (Fisher Scientific). Vzorky odpadnich vod byly do laboratote
transportovany ve sterilnich lahvich z borosilikatového skla s plastovym Sroubovacim
uzavérem. Lahve s odebranymi vzorky byly umistény v polystyrenovych termoboxech, aby se
zabranilo zménam teploty odpadni vody béhem transportu. Vzorky odpadnich vod byly

zpracovany do dvou hodin od odbéru.

2.1.4 VySetteni citlivosti k antibiotikiim diskovou difizni metodou

Vysetteni citlivosti k antibiotikiim u kment izolovanych z odpadnich vod bylo provedeno
pomoci diskové diftizni metody dle standardni metodiky EUCAST (EUCAST 2023a). Pro
testovani byl pouzit Mueller Hinton agar (MH agar) (HiMedia, M173) a komer¢né dostupné
antibiotické disky (OXOID). Inkubace byla provadéna pfi teploté 35 + 2 °C po dobu 18 + 2 °C.
Z6ny inhibice byly interpretovany dle aktudlnich tabulek breakpointt EUCAST (EUCAST
2020, 2021, 2022). Vysledky testovani citlivosti k antibiotiktim byly klasifikovany do kategorii
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C, I a R dle doporuc¢eni EUCAST. V kategorii testovani citlivosti C je bakteridlni kmen
definovan jako citlivy, pii standardnim davkovacim rezimu. V kategorii testovani citlivosti I je
bakterialni kmen definovan jako citlivy, pii zvySené expozici. V kategorii testovani citlivosti
R, je bakterialni kmen definovan jako rezistentni (EUCAST 2019). Pokud byla u bakteriadlniho
kmene zjisténa rezistence vici alespon jednomu antibiotiku ze tfi a vice riznych tfid, byl kmen
klasifikovan jako multirezistentni. Ke sledovani kvality vysetfeni citlivosti k antibiotikim byly
pouzity kontrolni kmeny Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
29213) a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

2.1.5 Staphylococcus aureus
2.1.5.1 Experimentalni ¢ast

Pro prikaz bakterie Staphylococcus (St.) aureus Vv odpadnich vodach byly vyuzity dvé
kultivacni metody, které se liSily pouZzitim pomnozovaciho kroku pted vyockovanim na pevna
média. Zatimco jedna metoda pomnoZzeni vzorki odpadnich vod v tekutém médiu zahrnovala,
druha metoda vyuzivala pfimy roztér odpadni vody na pevna média. Celkem byla pouzita tfi
tekuta pomnozovaci média, kterd se liSila selektivitou a slozenim. V obou metodach pak byla
pouzita dvé pevna média. V zavislosti na pouzitém tekutém pomnozovacim médiu nebo
pevném médiu byly metody déle rozd€leny do jednotlivych protokolii. S ohledem na vSechny
mozné kombinace byl kazdy vzorek odpadni vody za ucelem prikazu bakterie St. aureus
paraleln¢ vySetfovan pomoci osmi kultivacnich protokolti. Schéma kultiva¢nich protokola
pouzitych pro izolaci bakterie St. aureus z odpadnich vod je uvedeno v Tabulce 1. Izolace byla
provedena nasledovné:

Metoda s pomnozenim odpadni vody: 10 ml odpadni vody bylo nao¢kovano do 90 ml mozko-
srdcové infuze (BHI bujon) (HiMedia, M210) s obsahem 6,5 % NaCl (ptidavek 30 g NaCl na
500 ml BHI bujonu). Paralelné bylo dal§ich 10 ml odpadni vody nao¢kovano do 90 ml BHI
bujonu. DalSich 10 ml odpadni vody bylo naockovano do 90 ml trypton-s6jového bujonu (TSB
bujon) (HiMedia, MO11). Naockované bujony byly inkubovéany pii 36 + 1 °C po dobu
21-24 hodin. PomnoZené kultury z BHI bujonu s 6,5 % NaCl byly kiiZzovym roztérem
vyoCkovany na povrch dvou ploten Baird-Parker agaru (B-Pagar) (HiMedia, M043
s pfidavkem FD046) a na povrch dvou ploten slaného agaru s manitolem (MS agar) (HiMedia,
M118). Pomnozené kultury z BHI bujénu a TSB bujonu byly zifedény desitkovym fedénim
pomoci sterilniho fyziologického roztoku (0,9 %) na pozadované fedéni. Pro surové méstské

odpadni vody, infekéni nemocni¢ni odpadni vody a nemocni¢ni odpadni vody bylo pouZito
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fedéni na plotnach 103, 10*a 10, Pro piedisténi méstské odpadni vody bylo pouZito fedéni na
plotnach 102 a 1073, 100 pl piislusného fedéni pomnozené kultury bylo pipetou pieneseno na
povrch dvou ploten B-P agaru a dvou ploten MS agaru. Inokulum bylo po povrchu agarovych
ploten rozetfeno pomoci L-hokejky. VSechny naockované plotny byly inkubovéany pii
36 £ 1 °C po dobu 24 + 3 hodin.

Metoda primého roztéru L-hokejkou: Vzorky odpadnich vod byly ziedény desitkovym fedénim
pomoci sterilniho fyziologického roztoku (0,9 %). Pro surové méstské odpadni vody, infekéni
nemocni¢ni odpadni vody a nemocni¢ni odpadni vody bylo pouzito fedéni na plotnach 107,
102, 10 a 10* Pro precisténi méstské odpadni vody bylo pouzito fedéni na plotnach
101 a 102. 100 pl odpadni vody nebo piislusného fedéni bylo pipetou pfeneseno na povrch
dvou ploten B-P agaru a dvou ploten MS agaru. Inokulum bylo po povrchu agarovych ploten
rozetieno pomoci L-hokejky. Naockované plotny byly inkubovany pii 36 = 1 °C po dobu
24 + 3 hodin. Po inkubaci byly na dn¢ misek oznaceny polohy vSech zjisténych presumptivnich
kolonii a plotny byly nasledné reinkubovany dalsich 24 + 3 hodin pii 36 + 1 °C.

Z kazdé pozitivni plotny B-P agaru a MS agaru bylo vybrano tii az pét presumptivnich kolonii
bakterie St. aureus pro biochemické potvrzeni. Na B-P agaru byly za presumptivni povazovany
cerné nebo Sedé, leskle, vypouklé kolonie obklopené zonou projasnéni. Na MS agaru byly za
presumptivni povazovany zlut¢ zbarvené kolonie obklopené zlutou zoénou. Vybrané
presumptivni kolonie byly inkubovany na krevnim agaru (HiMedia, M834 se 7 % sterilni
defibrinované berani krve) pfi 36 + 1 °C po dobu 24 + 3 hodin. Pfedbézna identifikace byla
provedena na zaklad¢ prikazu enzymii cytochromoxidazy, katalazy a hyaluronidazy.
Oxidazovy test byl proveden za pomoci komer¢nich oxidazovych diski (HiMedia, DD018).
Kataldzovy test byl proveden s vyuzitim 3% peroxidu vodiku. Prikaz hyaluronidazy byl
proveden pomoci dekapsulacniho testu na krevnim agaru za pouziti detekéniho kmene
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (ATCC 35195). U kment s pozitivnim katalazovym
a dekapsulacnim testem a negativnim oxidazovym testem byla provedena konecna identifikace
pomoci soupravy STAPHYtest 16 (Erba Lachema, MLT00012).

Z kazdého pozitivniho vzorku odpadni vody byly vybrany dva az tfi potvrzené kmeny
St. aureus k vysetieni antibiotické citlivosti. Pro bakterie St. aureus byla vybrana sestava Sesti
antibiotik zahrnujici cefoxitin, ciprofloxacin, gentamicin, klindamycin, erythromycin
a trimetoprim-sulfametoxazol. Sestava antibiotickych diskt pro bakterii St. aureus je uvedena

v Tabulce 2.
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Tabulka 1 Schéma kultivacnich protokolil pro pritkaz bakterie Staphylococcus aureus v odpadnich voddch

Kultivaéni PomnozZeni v tekutém

metoda/protokol médiu Vyockovani Pevné médium
Metoda s pomnoZenim odpadni vody
90 ml BHI bujonu
BHI 6,5 % NaCl/
) 0 -
B-P agar (A) $6,5 /+0 NaCl B-P agar
, kfizovy roztér
BHI 6.5 % NaCl/ 10 ml odpadni vody S agar
MS agar (B) 36 + 1 °C, 21-24 hodin
) 90 ml BHI bujonu )
BHI/B-P agar (C) N roztér 100 il B-P agar
10 ml odpadni vody ptislusnych fedéni
pomnoZené kultury
BHI/MS agar (D) 36+ 1 °C, 21-24 hodin MS agar
) 90 ml TSB bujonu )
TSB/B-P agar (E) N roztér 100 il B-P agar
10 ml odpadni vody ptislusnych fedéni
pomnozené Kultury
TSB/MS agar (F) 36+ 1 °C, 21-24 hodin MS agar
Metoda piimého roztéru L-hokejkou
tér/B-P agar (G B-P agar
roztér/B-P agar (G) roztér 100 pl g
--- odpadni vody
a dalsich fedéni
roztér/MS agar (H) alsich redent MS agar

BHI bujon — mozko-srdcova infaze; TSB bujon — trypton-sojovy bujon; B-P agar — Baird-Parker agar; MS agar —
slany agar s manitolem

Tabulka 2 Sestava antibiotickych diskii pro bakterii Staphylococcus aureus

Sestava antibiotickych diski pro bakterii Staphylococus aureus

Trimetoprim-

Cefoxitin ~ Ciprofloxacin  Gentamicin  Klindamycin  Erythromycin
sulfametoxazol

30 ug 5 ug 10 ug 2 ug 15 ug 1,25-23,75 ng
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2.1.5.2 Vysledkova ¢ast a diskuse

Bakterie St. aureus byla prokazana alespon jednim z pouzitych kultiva¢nich protokolt v 70,8 %
(34/48) vysettovanych vzorka odpadnich vod. Podil pozitivnich vzorkd se mezi jednotlivymi
typy odpadnich vod do zna¢né miry lisil a pohyboval se v rozmezi od 50 % do 100 % (Tabulka
3). Vysoka mira vyskytu bakterie St. aureus v surovych i precisténych méstskych odpadnich
vodach je vsouladu s dalsimi studiemi provedenymi ve Spojenych statech americkych,
Spanélsku a Polsku (Rosenberg Goldstein et al. 2012; Gomez et al. 2016; Amirsoleimani et al.
2019; Zielinski et al. 2020). Naproti tomu ve studii provedené v Tunisku byla bakterie
St. aureus detekovana jen ve 20 % vzorkt méstskych odpadnich vod (Ben Said et al. 2017).
Vysoky podil pozitivnich vzorkl piecisténych méstskych odpadnich vod naznacduje, ze
aktivovany kal neni dostate¢né ti¢innou metodou pro odstranéni bakterie St. aureus z odpadnich
vod (Zielinski et al. 2020). To podporuje i studie Rosenberg Goldstein et al. (2012), ve které
nebyla bakterie St. aureus izolovana ze vzork odpadnich vod, které byly Cistény za pouziti
jinych technologii nez aktivovaného kalu.

Bézny vyskyt bakterie St. aureus v surovych nemocniénich odpadnich vodach taktéz neni
piekvapujici, a lze ho dat do pfimé souvislosti s vazbou bakterie St. aureus na nemocni¢ni
prostiedi. Ta nabizi snadny a kontinudlni zdroj kontaminace pro nemocnic¢ni kanaliza¢ni systém

(Thompson et al. 2013; Girijan and Pillai 2021).

Tabulka 3 Vyskyt bakterie Staphylococcus aureus v riznych typech odpadnich vod

Typ vzorku odpadni vody Celkovy pocet vzorki Pocet pozitivnich vzorki
Surova méstska OV 12 12 (100 %)

PieciSténa méstska OV 12 9 (75,0 %)

Infekéni nemocniéni OV 12 6 (50,0 %)

Nemocni¢ni OV 12 7 (58,3 %)

Celkem 48 34 (70,8 %)

OV - odpadni voda
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Kultiva¢ni protokoly A (BHI 6,5 % NaCl/B-P agar) a B (BHI 6,5 % NaCI/MS agar) poskytly
nejvyssi miru detekce bakterie St. aureus v odpadnich vodach a byly schopny detekovat témét
vSechny pozitivni vzorky (Tabulka 4). Nadfazenost téchto kultivacnich protokolt, odrazejici se
ve vysokém poctu detekovanych pozitivnich vzorki, Ize pricist znaénému selektivnimu tlaku
pomnozovaciho kroku. Ten zvyhodnil rust halotolerantni bakterie St. aureus a soucasn¢ potlacil
rast vétsiny doprovodné mikroflory, coz umoznilo vyockovat nefedéné pomnozené kultury na
pevna média kiizovym roztérem. Prekvapive je vSak pouziti BHI bujonu se zvySenym obsahem
soli pro detekci bakterii St. aureus z odpadnich vod velmi malo rozsifené, a omezené jen na
jednotky studii (Gomez et al. 2016).

Vzhledem k ptedpokladu, ze by vysoce selektivni pomnozeni v BHI bujonu s 6,5 % NaCl
nemuselo zajistit vhodné podminky pro obnoveni poskozenych bun¢k bakterie St. aureus, byly
pro detekci vyuzity i kultivaéni protokoly zahrnujici neselektivni pomnozeni. Na zakladé
ziskanych vysledku je vsak patrné, Zze neselektivni pomnozeni nepiedstavuje vhodny ptistup
pro izolaci bakterie St. aureus z odpadnich vod. Protokoly s neselektivnim pomnozenim
odpadni vody (C az F) poskytly ve srovnani S kultivaénimi protokoly se selektivnim
pomnozenim (A a B) vyrazné¢ méné pozitivnich vzorkl. Tyto vysledky naznacuji, ze izolaty
St. aureus pochéazejici z odpadnich vod se vyznacuji zna¢nou odolnosti, nebot’ jsou schopné
piezit a mnozit se ve vysoce selektivnim prostfedi. Pfi pfimém srovnani obou pouzitych
neselektivnich pomnozovacich médii bylo lepSich vysledkti dosazeno za pouziti BHI bujonu
(protokoly C a D), ve srovnani s TSB bujonem (protokoly E a F) (Tabulka 4). Ptesto je to ale
pravé TSB bujon, jehoz pouziti 1ze pii detekei St. aureus v odpadnich vodach zaznamenat
i v dalsich studiich (Boopathy 2017; Oladipo et al. 2019).

Soucasné pomnozeni doprovodné mikroflory béhem neselektivniho pomnoZeni vyzadovalo
ziedéni pomnozenych kultur a jejich roztér na pevna média, tak aby byla zvySena
pravdépodobnost vyskytu presumptivnich kolonii bakterie St. aureus. Podobny ptistup byl
vyuzit i ve studii Zielinski et al. (2020), ve které byly desitkovym fedénim ziedény kultury

ziskané po pomnoZzeni v bujonu podle Giolittiho a Cantoniho pied roztérem na B-P agar.
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Tabulka 4 Pocet vzorkii odpadnich vod pozitivnich na pritomnost bakterie Staphylococcus aureus na zdklade
pouczitého kultivacniho protokolu

Infekéni Celkovy
Kultivaéni Surova PreciSténa nemocniéni Nemocniéni pocet
metoda/protokol mésts_kz'l ov méstslfé ov oV O_V pozitivnfch
(n=12) (n=9) (n=6) (n=7) vzorki
(n=34)
Metoda s pomnoZenim odpadni vody
BHI 6,5 %
NaCl/ 12 (100%)  9(100%)  6(100%)  6(857%) 33 (97,1%)
B-P agar (A)
BHI 6,5 %
NaCl/ 12 (100%) 8(889%) 4(66,7%) 5(71,4%) 29 (853 %)
MS agar (B)
BHI/ Egg; a0  g667%)  0(0%)  2(333%)  0(0%) 10 (29,4 %)
BHI/ '2’[')3) 03N ge67%)  0(0%)  2(333%) 2(286%) 12 (353 %)
TSB/ E(EF)’ AT G00) 6(667%)  0(0%) 00%)  6(17.6%)
TSB/ 'z/l';;’ agar 0 (0 %) 6 (66,7 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 6 (17,6 %)
Metoda piimého roztéru L-hokejkou
roztér/B-P agar
©) 3(250%)  2(222%) 0(0%)  2(286%)  7(20,6%)
roztér/MS agar 4 g 395 0 (0 %) 000%)  1(143%)  2(59%)

(H)

OV - odpadni voda; BHI bujon — mozko-srdcova infize; TSB bujon — trypton-séjovy bujon; B-P agar — Baird-
Parker agar; MS agar — slany agar s manitolem

Kultivaéni protokoly s ptimym roztérem odpadni vody na pevna média (G a H) poskytly v této

praci nejnizsi miru detekce bakterie St. aureus v odpadnich vodach a ve srovnani s kultiva¢nimi

protokoly s pomnozovacim krokem (A az F) byly méné G¢inné. Pfimé vyockovani nebo piimy

rozté€r odpadni vody a piislusnych fedéni na pevné médium je ale nejbéZnéjSim piistupem pro

izolaci St. aureus z odpadnich vod, pti¢emz ve studiich pievlada pouziti MS agaru jako pevného
média (Adekanmbi and Falodun 2015; Mohd Zulkeflle et al. 2019; Akya et al. 2020; Rahman
et al. 2021; Zagui et al. 2022). Oblibenost téchto kultiva¢nich protokoli miize souviset s jejich
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velmi jednoduchym provedenim a relativné kratkou dobou potiebnou pro ziskani vysledki.
V této praci bylo ale obvykle nezbytné inkubovat B-P agar i MS agar pii ptimém roztéru
odpadni vody 48 hodin. Tim byla vyrovndna ¢asovd naro¢nost protokolti S pomnozovacim
krokem, kde vyockovani pomnozenych kultur vyzadovalo pouze 24hodinovou inkubaci
agarovych ploten. Metoda roztéru L-hokejkou umoznuje nejenom zisk izolatd, ale také
stanoveni poctu bakterii St. aureus ve vzorku odpadni vody, ¢ehoz je ve studiich taktéz
vyuzivano (Boopathy 2017; Akya et al. 2020; Kozajda and Jezak 2020).

Roztér na B-P agar je podstatou standardni metody pro stanoveni po¢tu koagulaza pozitivnich
stafylokokt (tj. St. aureus a dalsi druhy) v potravinach a krmivech, ktera je specifikovana
normou CSN EN ISO 6888-1. Tato metoda je vyuZivana i pro stanoveni poétu bakterii
St. aureus ve vzorcich vod zumélych koupalist, pro které je vyhlaskou ¢.238/2011 Sb.
St. aureus uréen jako mikrobiologicky ukazatel jakosti. Pro potieby této vyhlasky je vSak
normovana metoda upravena a namisto roztéru vzorku se pouziva technika membranové
filtrace 100 ml vody (Vyhlaska ¢. 238/2011 Sb.).

Ptestoze je MS agar vzhledem k vysoké koncentraci soli (7,5 %) znaéné selektivnim médiem,
jeho vhodnost pro vzorky odpadnich vod neni zcela jednozna¢na. Vysoka koncentrace
doprovodné mikroflory ve vzorku mize na médiu zpisobit az souvisly nartst, za ktery jsou
zodpovédné zejména halotolerantni druhy bakterii, napf. zastupci rodu Bacillus (Davis et al.
2006). Tento jev byl pozorovan i v této praci, ale vyhradné po vyockovani neselektivné
pomnoZzenych kultur. Pfi pfimém roztéru odpadni vody a piislusnych fedéni byla doprovodna

mikroflora ¢asteéné potlacena (Obrazek 2).

Obrazek 2 Vzhled MS agaru po roztéru ziedéné neselektivné pomnozené kultury ziskané z TSB bujonu
(Fedéni 107°) () a po roztéru ziedéné odpadni vody (fedéni 10°%) (b)
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Po vyockovani selektivné pomnozenych kultur byla na MS agaru pozorovana pouze ptitomnost
zlutych presumptivnich kolonii St. aureus. Ve vsech piipadech byla ale morfologie
presumptivnich kolonii St. aureus na MS agaru nejednoznacna a charakter riistu se 1isil zejména
Vv oblasti velikosti, prifezu a konzistence. Pro konecnou identifikaci presumptivnich kolonii
proto bylo nezbytné jejich pieockovani na B-P agar. Podobné i ve studii Vivehananthan
and Luphzhy (2021) bylo pro identifikaci presumptivnich kolonii z MS agaru pouzito jejich
pieockovani na B-P agar. Tento piistup ale vede jednak k prodlouzeni doby nezbytné pro
identifikaci bakterii St. aureus a soucasné ke zvySeni pracnosti a nakladnosti celého procesu.
K ptekonani téchto problému se nabizi ptimé vyuziti B-P agaru. Na druhou stranu pro vzorky
s nizkou mikrobialni zatézi prestavuje MS agar vynikajici pevné médium zajistujici snadnou
identifikaci bakterii St. aureus (Davis et al. 2006).

Na rozdil od MS agaru poskytoval B-P agar velmi snadno vizudlné identifikovatelné
presumptivni kolonie St. aureus, a to zejména na zakladé pfitomnosti zony projasnéni kolem
kolonii. Ac¢koliv i na B-P agaru dochazelo k ristu doprovodné mikroflory, byla do zna¢né miry
potlacena, a to i pii vyofkovani neselektivné pomnozenych kultur (Obrazek 3). Typicka byla
piitomnost hnédavé zbarvenych kolonii, ve kterych vyrustaly bakterie rodu Proteus. Podobné
jako u MS agaru byly na B-P agaru po vyockovani selektivné pomnoZenych kultur velmi ¢asto

pritomny pouze presumptivni kolonie (Obrazek 4).

a)

Obrazek 3 Vzhled B-P agaru po roztéru ziedéné neselektivné pomnozené kultury ziskané z TSB bujonu
(Fedéni 107°) () a po roztéru ziedéné odpadni vody (fedéni 10°%) (b)
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Obrazek 4 Vyockované selektivné pomnozené Kultury ziskané z BHI bujénu s 6,5 % NaCl na B-P agaru (a)
a MS agaru (b)

Zatimco u kultivacnich protokold S totoznym pomnozovacim krokem byla mira izolace bakterie
St. aureus z obou pouzitych pevnych médii srovnatelna, u protokoli S pfimym roztérem
L-hokejkou byla patrna nadiazenost B-P agaru z hlediska poc¢tu detekovanych pozitivnich
vzorku. Tento jev lze pri¢ist slozeni B-P agaru, nebot’ je obohacen glycinem a pyruvatem
sodnym, jejichz ukolem je chranit poSkozené buiky a usnadnit jejich obnovu. Z tohoto davodu
je mozné B-P agar pouzit k izolaci a stanoveni poc¢tu poSkozenych bun¢k St. aureus i bez
pouziti neselektivniho pomnozovaciho kroku (da Silva et al. 2000). Naproti tomu piimé
pocitani presumptivnich kolonii na MS agaru za t¢elem stanoveni po¢tu bakterii St. aureus ve
vzorcich odpadnich vod miZe byt velice nepiesné (Davis et al. 2006).

Pro vysSetfeni citlivosti k antibiotikiim bylo vybrano 76 kmenti St. aureus izolovanych
Z odpadnich vod. U 89,5 % izolath (68/76) byla zjisténa citlivost ke vSem testovanym
antibiotikim. Na zaklad¢ zjisténé rezistence k cefoxitinu byly detekovany tfi meticilin-
rezistentni St. aureus (MRSA) (3,9 %, 3/76) (Tabulka 5). Dva MRSA izolaty byly zachyceny
v precisténych méstskych odpadnich vodach, zatimco jeden MRSA izolat pochazel ze vzorku
nemocnic¢ni odpadni vody. Nizky zachyt MRSA kmenii v méstské odpadni vodé zjistény v této
praci je v rozporu s ptedchozimi studiemi, které prokazaly béznou ptitomnost MRSA kment
v surovych i pregisténych méstskych odpadnich vodach ve Svédsku nebo Spojenych statech
americkych (Borjesson et al. 2010; Rosenberg Goldstein et al. 2012; Boopathy 2017).
Na druhou stranu nulova detekce MRSA kmend byla zaznamenana na dvou méstskych
Cistirnach odpadnich vod v Tunisku (Ben Said et al. 2017). Nizky vyskyt MRSA kment
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v méstskych odpadnich vodach miize byt odrazem velmi nizkého vyskytu nebo absence MRSA
kment ve zdravé populaci vV dané oblasti.

Vzhledem k tomu, Ze MRSA kmeny jsou jedny z hlavnich ptivodcti nozokomialnich nakaz,
které se vzhledem k obtizné 1éCitelnosti vyznacuji vysokou timrtnosti pacientt, jejich Sifeni
z nemocni¢niho prostiedi je globalni hrozbou pro vefejné zdravi (Borjesson et al. 2010).
Pfedchozi studie uvedly piitomnost MRSA kmenii v nemocni¢nich odpadnich vodach
v Australii, franu nebo Nigérii. Nemocni¢ni MRSA kmeny se vyznacovaly vysokou mirou
rezistence k dalsich testovanym antibiotikiim a vysoké procento z nich bylo klasifikovano jako
multirezistentni (Thompson et al. 2013; Oladipo et al. 2019; Akya et al. 2020). Multirezistentni
profil je u MRSA kment velmi ¢asty, kromé rezistence ke v§em f-laktamovym antibiotikiim je
bézna i rezistence Kk fluorochinoloniim, makrolidim, aminoglykosidim, tetracyklinim
a linkosamidim (Algammal et al. 2020). Multirezistentni profil byl u nemocni¢niho MRSA
kmene zaznamenan i v této praci, nebot’ jako jediny MRS A izolat vykazoval rezistenci k dal§im
testovanym antibiotikiim. Konkrétné¢ k ciprofloxacinu, klindamycinu a erythromycinu. Jak
uvedl ve své studii Thompson et al. (2013), pocet MRSA kment v nemocni¢nich odpadnich
vodach mize byt do zna¢né miry ovlivnén velikosti nemocnice, ktera urcuje pocet a skladbu
1éCenych pacientl. Taktéz ¢as odbéru vzorkii mize mit vliv na miru izolace MRSA kmenti,
nebot’ Cinnosti prispivajici k jejich uvolnéni do kanaliza¢niho systému, jako je sprchovani

pacientt, jsou provadény spise v prub&hu dopoledne nez brzy rano.

Tabulka 5 Antibioticka citlivost kmenii Staphylococcus aureus izolovanych z odpadnich vod

Pocet kment Staphylococcus aureus (N=76)
Antibiotikum (obsah disku)

S | R
Cefoxitin (30 ug) 73(96,1%) 0 (0 %) 3 (3,9 %)
Ciprofloxacin (5 pg) 0 (0 %) 74 (97,4 %) 2 (2,6 %)
Gentamicin (10 pg) 72 (94,7 %) 0 (0 %) 4 (5,3 %)
Klindamycin (2 pg) 75 (98,7 %) 0 (0 %) 1(1,3 %)
Erythromycin (15 pg) 74 (97,4 %) 0 (0 %) 2 (2,6 %)
Trimetoprim-sulfametoxazol (1,25-23,75ug) 76 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

S — citlivy, standardni davkovaci rezim; I — citlivy, zvySena expozice; R — rezistentni
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2.1.6 Pseudomonas aeruginosa
2.1.6.1 Experimentalni ¢ast

Pro pritkkaz bakterie Pseudomonas (P.) aeruginosa v odpadnich vodach byly vyuzity dvé
kultivaéni metody, liSici se zafazenim pomnozovaciho kroku pfed vyockovanim na pevné
médium. Zatimco jedna metoda pomnozeni vzorkd odpadnich vod v tekutém médiu zahrnovala,
druha metoda vyuzivala ptimy roztér odpadni vody na pevné médium. Celkem byla pouzita dvé
neselektivni tekuta pomnozovaci média a jedno pevné médium. S ohledem na vSechny mozné
kombinace byl kazdy vzorek odpadni vody za Gi¢elem prikazu bakterie P. aeruginosa paralelné
vySetfovan pomoci tii kultivacnich protokolii. Schéma kultivacnich protokolii pouzitych pro
izolaci bakterie P. aeruginosa z odpadnich vod je uvedeno v Tabulce 6. 1zolace byla provedena
nasledovné:

Metoda s pomnozenim odpadni vody: 10 ml odpadni vody bylo naockovano do 90 ml BHI
bujonu. Dalsich 10 ml odpadni vody bylo nao¢kovano do 90 ml TSB bujonu. Naockované
bujony byly inkubovany pii 36 + 1 °C po dobu 21-24 hodin. Pomnozené kultury byly ziedény
desitkovym fedénim pomoci sterilniho fyziologického roztoku (0,9 %) na pozadované fedéni.
Pro surové méstské odpadni vody, infek¢éni nemocni¢ni odpadni vody a nemocni¢ni odpadni
vody bylo pouZito fedéni na plotnach 102 10 a 105, Pro pfe¢isténi méstské odpadni vody
bylo pouZito fedéni na plotnach 102 a 1073, 100 ul ptislugného fedéni pomnozené kultury bylo
pipetou pieneseno na povrch dvou ploten cetrimidového agaru (CET agar) (HiMedia, M024
s piidavkem glycerolu). Inokulum bylo po povrchu agarovych ploten rozetieno pomoci
L-hokejky. Naockované plotny byly inkubovany pii 36 =+ 1 °C po dobu 24 + 3 hodin.
Po inkubaci byly na dné misek oznaceny polohy vSech zjisténych presumptivnich kolonii
a plotny byly nésledné reinkubovany dalSich 24 + 3 hodin pii 36 = 1 °C.

Metoda primého roztéru L-hokejkou: Vzorky odpadnich vod byly ziedény desitkovym fedénim
pomoci sterilniho fyziologického roztoku (0,9 %). Pro surové méstské odpadni vody, infekéni
nemocni¢ni odpadni vody a nemocni¢ni odpadni vody bylo pouZito fedéni na plotnach 107,
102, 10° a 10 Pro precisténi méstské odpadni vody bylo pouZito fedéni na plotnach
101 a 102 100 pl odpadni vody nebo piislusného fedéni bylo pipetou pfeneseno na povrch
dvou ploten CET agaru. Inokulum bylo po povrchu agarovych ploten rozetfeno pomoci
L-hokejky. Naockované plotny byly inkubovany pii 36 + 1 °C po dobu 24 + 3 hodin.
Po inkubaci byly na dné¢ misek oznaceny polohy vSech zjiSténych presumptivnich kolonii

a plotny byly nasledné reinkubovany dalSich 24 + 3 hodin pii 36 = 1 °C.
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Z kazdé pozitivni plotny CET agaru bylo vybrano tfi az pét presumptivnich kolonii bakterie
P. aeruginosa pro biochemické potvrzeni. Za presumptivni byly na CET agaru povazovany
kolonie s modrozelenym, zelenym, zlutozelenym nebo zlutym zbarvenim. Vybrané
presumptivni kolonie byly inkubovany na krevnim agaru (HiMedia, M834 se 7 % sterilni
defibrinované berani krve) pii 36 =1 °C po dobu 24 + 3 hodin. Pfedbézna identifikace byla
provedena na zaklad¢ prikazu enzymil cytochromoxidazy a katalazy. Oxidazovy test byl
proveden za pomoci komerénich oxidazovych diski (HiMedia, DD018). Katalazovy test byl
proveden s vyuzitim 3% peroxidu vodiku. U kmenti s pozitivnim katalazovym a oxidazovym
testem byla provedena kone¢na identifikace pomoci soupravy NEFERMtest 24 (Erba Lachema,
MLTO00010).

Tabulka 6 Schéma kultivacnich protokolii pro pritkaz bakterie Pseudomonas aeruginosa v odpadnich voddch

Kultiva¢ni PomnozZeni v tekutém Vvockovani Pevné médium
metoda/protokol médiu y
Metoda s pomnoZenim odpadni vody
90 ml BHI bujonu
+ roztér 100 pl
BHI/CET agar (A) 10 ml odpadni vody ptislusnych fedéni CET agar

pomnozené kultury
36+ 1 °C, 21-24 hodin

90 ml TSB bujénu
+ roztér 100 pl
TSB/CET agar (B) 10 ml odpadni vody ptislusnych fedéni CET agar

pomnozené kultury
36+ 1 °C, 21-24 hodin

Metoda piimého roztéru L-hokejkou

roztér 100 pl
roztér/CET agar (C) --- odpadni vody CET agar
a dalsich fedéni

BHI bujon — mozko-srdcova infuze; TSB bujon — trypton-sdjovy bujon; CET agar — cetrimidovy agar

Z kazdého pozitivniho vzorku odpadni vody byly vybrany dva az tfi potvrzené kmeny
P. aeruginosa k vysetfeni antibiotické citlivosti. Pro bakterie P. aeruginosa byla vybrana

sestava Sesti antibiotik zahrnujici piperacilin-tazobaktam, ceftazidim, meropenem,
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ciprofloxacin, aztreonam a amikacin. Sestava antibiotickych diskti pro bakterii P. aeruginosa

je uvedena v Tabulce 7.

Tabulka 7 Sestava antibiotickych diskit pro bakterii Pseudomonas aeruginosa

Sestava antibiotickych diski pro bakterii Pseudomonas aeruginosa

Piperacilin- Ceftazidim  Meropenem  Ciprofloxacin ~ Aztreonam Amikacin
tazobaktam
30-6 pg 10 pg 10 pg 5ug 30 pg 30 pg

2.1.6.2 Vysledkova ¢ast a diskuse

Bakterie P. aeruginosa byla prokazana alespon jednim z pouzitych kultivaénich protokoli
v 87,5 % (42/48) vysetfovanych vzorkii odpadnich vod. Vysokd mira vyskytu bakterie
P. aeruginosa byla zaznamenana ve vSech typech odpadnich vod. Podil pozitivnich vzorki se
pohyboval v rozmezi od 75,0 % do 100 % (Tabulka 8). Velmi vysoky vyskyt bakterie
P. aeruginosa (92 %) v odpadnich vodach byl zaznamenan i ve studii Crone et al. (2019), ve
které odpadni voda soucasné piedstavovala environmentalni matrici S nejvysSim zastoupenim
bakterie P. aeruginosa. Ve studii Slekovec et al. (2012) byla bakterie P. aeruginosa zjisténa
v 95,5 % vySetrovanych vzorkt, které zahrnovaly jak nemocnicni a méstskou odpadni vodu,
tak 1 Cistirenské kaly a fi¢ni vodu, do které tustily vypusté Cistiren odpadnich vod.

Vysoka frekvence vyskytu bakterie P. aeruginosa v odpadnich vodach je piisuzovana jeji
piitomnosti v lidském gastrointestinalnim traktu, ktery je povazovan za jeden z jejich
nejvyznamnéjSich rezervoara (Okuda et al. 2010; Heimesaat et al. 2019). P. aeruginosa b¢zné
kolonizuje gastrointestinalni trakt pacientd hospitalizovanych v nemocnicich, ale v mensi miie
se nachazi 1 Vv gastrointestinalnim traktu zdravych jedinci jako soucast normalni stievni
mikroflory (Christofi et al. 2019; Pachori et al. 2019). Uvadi se, Ze ptiblizné kazdy Sesty zdravy
¢lovek je gastrointestinalnim pienaSeéem bakterie P. aeruginosa. To podporuje skute¢nost, Ze
lidské vykaly jsou hlavnim zdrojem kontaminace odpadnich vod bakterii P. aeruginosa (Crone
et al. 2019).

Do nemocni¢nich odpadnich vod se P. aeruginosa uvolfiuje nejenom z kolonizovanych
pacientl, ale také zkontaminovaného nemocni¢niho prostfedi a zdravotnického vybaveni
(Pachori et al. 2019). Vysoka prevalence bakterie P. aeruginosa v nemocni¢nim prostiedi vede
K tomu, ze se v nemocni¢nich odpadnich vodach vyskytuje v daleko vyssich koncentracich nez

v méstskych odpadnich vodach (Slekovec et al. 2012).
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Tabulka 8 Vyskyt bakterie Pseudomonas aeruginosa v riiznych typech odpadnich vod

Typ vzorku odpadni vody Celkovy pocet vzorki Pocet pozitivnich vzorki
Surova méstska OV 12 12 (100 %)

Precisténa méstska OV 12 9 (75,0 %)

Infekéni nemocniéni OV 12 9 (75,0 %)

Nemocni¢ni OV 12 12 (100 %)

Celkem 48 42 (87,5 %)

OV - odpadni voda

Nejvyssi miru detekce bakterie P. aeruginosa v odpadnich vodach poskytl kultiva¢ni protokol
s neselektivnim pomnoZzenim v TSB bujonu (B). Naproti tomu kultivaéni protokol
Tyto podminky neselektivniho pomnozeni nefungovaly adekvatné a vedly k nepiijatelné

vysokému poctu fale$né negativnich vysledka (Tabulka 9).

Tabulka 9 Pocet vzorkii odpadnich vod pozitivnich na pritomnost bakterie Pseudomonas aeruginosa na zaklade
pouzitého kultivacniho protokolu

. Celkovy
Kultivacni Surova PreciSténa ngrllf(fi(lf'néln' Nemocni¢ni pocet
witivacnt méstska OV méstska OV em oV pozitivnich
metoda/protokol _ _ oVv _ o
(n=12) (n=9) (n=9) (n=12) vzorki
B (n=42)
Metoda s pomnoZenim odpadni vody
BHI/ C(i)T agar - 3(25,0%) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 3 (7,1 %)
TSB/ C(E)T a9ar  12(100%) 6(66,7%)  9(100%) 12 (100%) 39 (92,9 %)

Metoda piimého roztéru L-hokejkou

roztér/CET agar

©) 12 (100%)  3(33,3%) 5(556%) 12(100%) 32 (76,2 %)

OV - odpadni voda; BHI bujon — mozko-srdcova infuze; TSB bujon — trypton-sojovy bujon;
CET agar — cetrimidovy agar
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Zna¢né ovlivnéni izolace bakterie P. aeruginosa z odpadnich vod podminkami neselektivniho
pomnozeni ukazuje na dilezitost spravného vybéru tekutého pomnozovaciho média. Piestoze
je pouziti BHI bujonu jako ristového média pro bakterii P. aeruginosa béznou praxi, uplatnéni
nachazi piedevsim ve studiich, které se zabyvaji tvorbou nebo inhibici biofilmu. A dale pii
posuzovani antimikrobidlni aktivity latek vaci P. aeruginosa (Dave et al. 2019; Wijesinghe
etal. 2019; Gosal et al. 2021). Pii izolaci P.aeruginosa z odpadnich vod neni pouziti
neselektivniho pomnozeni pfilis bézné. Ve studii Imanah et al. (2017) byly ziedéné vzorky
surové nemocni¢ni odpadni vody pomnozeny v TSB bujonu pied roztérem na pevna média. Ve
studiich Fuentefria et al. (2011) a Miranda et al. (2015) byly membranové filtry po filtraci
odpadni vody selektivné pomnozeny v asparaginovém bujonu. Kultury pozitivni na rust
P. aeruginosa byly nasledné inkubovany Vv acetamidovém bujonu a rozetieny na acetamidovy
agar.

Roztér pomnoZenych kultur namisto jejich vyockovani kfizovym roztérem, se pro izolaci
P. aeruginosa ukazal jako velmi pfinosny pfistup. Vzhledem ke znac¢né velikosti
presumptivnich kolonii P. aeruginosa na cetrimidovém agaru poskytlo vyuziti celé plochy
agarové plotny dostate¢ny prostor pro jejich rist a umoznilo také jejich jednodussi identifikaci.
Navic pro rozvoj charakteristického zbarveni presumptivnich kolonii bakterie P. aeruginosa na
cetrimidovém agaru bylo nutné plotny inkubovat 48 hodin a roztér pomnozené kultury zajistil,

ze presumptivni kolonie nebyly ovlivnény ristem doprovodné mikrofléry (Obrazek 5).

Obrazek 5 Presumptivni kolonie bakterie Pseudomonas aeruginosa na cetrimidovém agaru po 48hodinové
inkubaci (oznaceny cervenou Sipkou) po vyockovani neselektivné pomnozenych kultur ziskanych z TSB bujénu
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Vysokou miru detekce bakterie P. aeruginosa z odpadnich vod kultivaénim protokolem
S pfimym roztérem odpadni vody (C), ktera byla srovnatelnd s kultivaénim protokolem
zahrnujicim pomnozeni v TSB bujonu (B), lze pficist zna¢né adaptabilni povaze a vysoké
schopnosti preziti bakterie P. aeruginosa v neptiznivych podminkach (Pachori et al. 2019).
Cetrimidovy agar se totiz vyznacuje velmi vysokou selektivitou, ktera je zajisténa obsahem
relativné vysoké koncentrace cetrimidu (0,3 mg/ml) (Tang et al. 2017). Roztér odpadni vody
na cetrimidovy agar predstavuje nejbéznéjsi postup pro izolaci bakterie P. aeruginosa
z odpadnich vod. V tad¢ studii byl pouzit jak pro meéstské, tak nemocni¢ni odpadni vody
(Santoro et al. 2015; Oliveiraet al. 2017; Crone et al. 2019; Chavez et al. 2020). Metoda roztéru
na cetrimidovy agar je béZzn¢ vyuzivana i ke stanoveni poc¢tu bakterii P. aeruginosa ve vzorcich
odpadnich vod (Igbinosa et al. 2017; Govender et al. 2021). Jednozna¢na morfologie a typické
zabarveni presumptivnich kolonii bakterie P. aeruginosa na cetrimidovém agaru umoznuji
jejich snadné vizualni rozliSeni.

V této praci nebyl na cetrimidovém agaru zjistén vyskyt faleSn¢ pozitivnich kolonii. Rust
doprovodné mikrofléry ale nebyl zcela potlacen a na cetrimidovém agaru byl zaznamenan
vyskyt bakterii rodu Klebsiella a Proteus. Ke znaénému nartstu doprovodné mikroflory
dochazelo zejména po vyockovani kultur pomnoZenich v BHI bujonu. Pfi vyockovani kultur
pomnozenych v TSB bujonu, stejné tak jako pii pfimém roztéru odpadni vody, byl nartst

doprovodné mikrofléry minimalni (Obrazek 6).

Obrazek 6 Nariist doprovodné mikroflory na cetrimidovém agaru po vyockovani neselektivné pomnozené kultury
ziskané z BHI bujonu (Fedént 103) (a) a neselektivné pomnozené kultury ziskané z TSB bujonu (b)
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Nadrazenost cetrimidového agaru pro izolaci bakterie P. aeruginosa z odpadnich vod doklada
skute¢nost, ze pouziti jinych pevnych médii, jakymi jsou agar s glutamatem, Skrobem
a fenolovou Cerveni, pseudomonadovy izola¢ni agar nebo Kingovo médium B, je omezeno
pouze na jednotky studii (Ighinosa et al. 2012; Odjadjare et al. 2012; Falodun and Adekanmbi
2016).

Metoda membranovych filtri je dalSim z pfistuptt pouzivanych pro izolaci bakterie
P. aeruginosa z odpadnich vod. Ve studiich pifevlada filtrace zfedénych odpadnich vod
0 objemu 100 ml za vyuziti membranovych filtri o porozité 0,45 um (Moges et al. 2014,
Luczkiewicz et al. 2015; Hosu et al. 2021; Mapipa et al. 2021). Metoda membranovych filtra
je pro izolaci a stanoveni poétu bakterii P. aeruginosa ve vodach standardizovana. Metoda,
kterou specifikuje norma CSN EN ISO 16266, je ale primarné uréena pro balené pitné vody,
pro které jediné je bakterie P. aeruginosa piedepsana jako mikrobiologicky ukazatel. Piestoze
1ze metodu pouzit 1 pro jiné druhy vod, podminkou zlstava nizky pocet doprovodné mikroflory
ve vySetfovaném vzorku. Tu spliuji napiiklad vody z bazénii nebo vody urcené k lidskeé
spotiebg. Uréenym médiem pro inkubaci membranovych filtrl je CN agar, ktery obsahuje niZsi
koncentraci cetrimidu nez cetrimidovy agar. Membranové filtry se vyhodnocuji po
44 + 4 hodinach (CSN EN ISO 16266). Prodlouzeni doby inkubace na 48 hodin pfi pfimém
roztéru na cetrimidovy agar bylo nezbytné i v této praci. Podobné jako pii roztéru pomnozenych
kultur byl tento ptistup potiebny pro rozvoj charakteristického zbarveni presumptivnich kolonii
bakterie P. aeruginosa.

Pro vySetieni citlivosti k antibiotikim bylo vybrano 89 kmenid P. aeruginosa izolovanych
z odpadnich vod. U 97,8 % izolata (87/89) byla zjisténa citlivost ke vSem testovanym
antibiotikiim (Tabulka 10). Vysoky podil izolata P. aeruginosa citlivych ke vSem testovanym
antibiotikim (81,5 %, 22/27) byl zjistén Vv surovych a precisténych odpadnich vodach
pochazejicich z méstské Cistirny odpadnich vod Vv jihovychodni Brazilii s 24000 piipojenymi
obyvateli (Oliveira et al. 2017). Podobné i ve studii Slekovec et al. (2012) byla hlasena vysoka
mira citlivosti izolatt P. aeruginosa ziskanych z méstské Cistirny odpadnich vod ve vychodni
Francii se 120000 ptipojenymi obyvateli. Zde bylo 76,5 % ziskanych izolatu citlivych ke vSem
testovanym antibiotikim. Ve studii Luczkiewicz et al. (2015) byla u vSech izolath
P. aeruginosa pochazejicich z méstské Cistirny odpadnich vod v severnim Polsku zjisténa
citlivost k deviti z patnacti testovanych antibiotik. Jediny multirezistentni kmen byl zachycen
na odtoku z této méstské Cistirny odpadnich vod.

V této praci byly jako multirezistentni klasifikovany dva izolaty P. aeruginosa (2,2 %, 2/89),

pficemz oba byly zachyceny ve vzorcich nemocni¢ni odpadni vody. Jeden multirezistentni
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izolat vykazoval rezistenci ke vSem Sesti testovanym antibiotikiim. U druhého izolatu byla
zjisténa rezistence Kk péti testovanym antibiotikiim. Bakterie P. aeruginosa ma zna¢ny potencial
Kk rozvoji multirezistence, nebot’ se vedle ptirozené rezistence k celé fad¢ antibiotik, vyznacuje
i schopnosti snadno ziskat geny antibiotické rezistence horizontalnim ptenosem (Feng et al.

2017; Golle et al. 2017).

Tabulka 10 Antibioticka citlivost kmenii Pseudomonas aeruginosa izolovanych z odpadnich vod

Pocet kmenti Pseudomonas aeruginosa (n=89)
Antibiotikum (obsah disku)

S | R
Piperacilin-tazobaktam (30-6 ug) 0 (0 %) 87 (97,8 %) 2 (2,2 %)
Ceftazidim (10 pg) 0 (0 %) 87 (97,8 %) 2 (2,2 %)
Meropenem (10 ug) 81 (91,0 %) 6 (6,7 %) 2 (2,2 %)
Ciprofloxacin (5 ng) 0 (0 %) 87 (97,8 %) 2 (2,2 %)
Aztreonam (30 ug) 0 (0 %) 88 (98,9 %) 1(1,1%)
Amikacin (30 ug) 87 (97,8%)  0(0%) 2 (2,2 %)

S — citlivy, standardni davkovaci rezim; I — citlivy, zvySena expozice; R — rezistentni

V nemocniénich odpadnich vodach neni vyskyt multirezistentnich kment piekvapujici, nebot’
se piedpoklada, Ze jsou do nich kontinualné uvolovany z nemocniéniho prostiedi. V ném je
vznik multirezistentnich profild u bakterie P. aeruginosa podpoifen kontinualné pusobicim
selektivnim tlakem. Vysoka prevalence multirezistentnich kmeni P. aeruginosa
V nemocni¢nich odpadnich vodach, hlaSena v nékterych studiich, je alarmujici situaci.
V surovych nemocni¢nich odpadnich vodach v Nigérii byl multirezistentni profil zjistén
u 93,2 % izolati P. aeruginosa (Falodun et al. 2019). Ve studii Divyashree et al. (2022) bylo
89,4 % izolatu P. aeruginosa v surovych nemocniénich odpadnich vodach, pochazejicich ze
dvou nemocnic Vindickém mést¢ Maglurar, multirezistentnich. Vysoky podil
multirezistentnich kment (82,0 %) byl zjistén i mezi izolaty P. aeruginosa v nemocni¢ni
Cistirn€ odpadnich vod Vv arealu nemocnice v brazilském mésté Rio de Janeiro (Miranda et al.
2015). Na druhou stranu ve studii Santoro et al. (2015), ktera byla provedena V totozné
nemocni¢ni Cistirné odpadnich vod, byl zjistény podil multirezistentnich izolat P. aeruginosa
22,2 %. Proménlivost vyskytu multirezistentnich kmenti P. aeruginosa v nemocni¢nich

odpadnich vodach dokazuje i studie Fuentefria et al. (2011). Ve studii byl zjistén zna¢ny rozdil
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ve frekvenci vyskytu multirezistentnich kmenti P. aeruginosa Vv nemocnic¢nich odpadnich
vodach z arealu brazilské nemocnice Sdo Vicente de Paulo, a to v zavislosti na misté odbéru
odpadni vody. Zatimco na jednom odbérovém misté vykazovalo 85,7 % izolati P. aeruginosa
multirezistentni profil, na dalSich dvou bylo jako multirezistentnich klasifikovano 12,0 % resp.
4,8 % izolatq.

Rozdily ve vyskytu rezistentnich a multirezistentnich kmena P. aeruginosa v nemocni¢nich
odpadnich vodach v Ceské republice byly zaznamenany i ve studii (viz Piiloha 1):

Roulova, N., Mot’kova, P., Brozkova, I. & Pejchalova, M. (2022). Antibiotic resistance
of Pseudomonas aeruginosa isolated from hospital wastewater in the Czech Republic.
Journal of Water and Health, 20(4), 692-701.

Do studie bylo zafazeno Sest nemocnic rtizné velikosti v Ceské republice, ve kterych byl
proveden jednorazovy odbér prostého vzorku surové nemocni¢ni odpadni vody. P. aeruginosa
byla ze vzorkli nemocni¢nich odpadnich vod izolovana kultivaénim protokolem zahrnujicim
pomnoZeni odpadni vody v TSB bujonu s naslednym roztérem ziedéné pomnozené kultury na
cetrimidovy agar. U ziskanych izolath byla vySetfena citlivost vic¢i fadé sedmi antibiotik
diskovou difuzni metodou. Rezistence byla zjiSténa ke vSem testovanym antibiotikiim.
V nejvy$§i mife vuci ciprofloxacinu (30,5 %, 18/59), gentamicinu (28,8 %, 17/59)
a meropenemu (27,2 %, 16/59). Multirezistentni profil vykazovalo 28,8 % (17/59) izolath
P. aeruginosa. Ptitomnost rezistentnich kmenti P. aeruginosa byla zaznamenana ve vSech
vySetiovanych vzorcich nemocni¢nich odpadnich vod, ale frekvence jejich vyskytu se
V jednotlivych vzorcich znaéné liSila a pohybovala se vrozmezi od 15,4 % do 63,6 %.
Pfitomnost multirezistetnich kment P. aeruginosa byla zjisténa ve ¢tyfech (66,7 %, 4/6)

vzorcich nemocni¢nich odpadnich vod.

2.1.7 Yersinia enterocolitica
2.1.7.1 Experimentalni ¢ast

Pro prukaz bakterie Yersinia (Y.) enterocolitica v odpadnich vodach byly vyuzity dvé kultivaéni
metody, liSici se pfedevsim zpracovanim vzorki odpadnich vod pied selektivnim pomnoZzenim.
V jedné metodé bylo pouzito pfimé nao¢kovani odpadni vody do selektivniho pomnoZovaciho
média, zatimco Ve druhé metodé byly vzorky odpadni vody prfed selektivnim pomnoZenim
zkoncentrovany centrifugaci. V obou kultivacnich metodach byly pouzity dvé selektivni tekuta
pomnozovaci média a jedno pevné médium. S ohledem na pouzité selektivni pomnozovaci

médium a alkalické oSetfeni pomnoZenych kultur byly kultivacni metody dale rozdéleny do
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jednotlivych kultivaénich protokold. S ohledem na vSechny mozné kombinace byl kazdy
vzorek odpadni vody za ucelem pritkazu bakterie Y. enterocolitica paralelné vysSetfovan pomoci
Sesti kultivacnich protokolt. Pti navrhu kultivacnich metod pro prikaz bakterie
Y. enterocolitica v odpadnich vodach bylo &aste¢né vychazeno z normy CSN EN ISO 10273,
ktera specifikuje horizontalni metodu prikazu Y. enterocolitica v potravinach a krmivech.
Schéma kultivac¢nich protokolt pouzitych pro izolaci bakterie Y. enterocolitica z odpadnich
vod je uvedeno v Tabulce 11. Izolace byla provedena nasledovné:

Metoda s primym selektivnim pomnozenim odpadni vody: 10 ml odpadni vody bylo nao¢kovéano
do 90 ml bujoénu s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem draselnym (ITC bujon) (HiMedia,
M1220 s piidavkem FD102 a FD103). Dalsich 10 ml odpadni vody bylo nao¢kovano do 90 mli
bujonu s peptonem, sorbitolem a zluCovymi solemi (PSB bujon) (HiMedia, M941l).
Naockované bujony byly inkubovany pii 25+ 1 °C po dobu 44 + 4 hodin. Po ukon¢eni inkubace
byla kazda pomnozena kultura kiizovym roztérem vyockovana na dvé plotny agaru
s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem (CIN agar) (HiMedia, M843 s piidavkem FD034).
Soucasné byla kazdd pomnoZend kultura oSetfena roztokem hydroxidu draselného (KOH).
Do 4,5 ml sterilniho roztoku KOH bylo pfidano 0,5 ml pomnozené kultury a promichano.
Po 20 + 5 sekundach byla alkalizovana kultura pomoci kli¢ky vyockovana ¢arami na povrch
CIN agaru. Souc¢asn¢ bylo 100 ul alkalizované kultury rozetieno na povrch dalsi plotny CIN
agaru L-hokejkou. Vyockovani alkalizovanych kultur bylo ob&éma zptsoby provedeno
v dupletu. Pro kazdé vyockovani na CIN agar byla piipravena nova alkalizovana kultura.
Vsechny naockované plotny CIN agaru byly inkubovany pii 30 + 1 °C po dobu 24 + 3 hodin.
Roztok KOH byl ptipraven den pied pouZitim rozpusténim ptislusné navazky KOH ve sterilnim
fyziologickém roztoku (0,9 %) dle postupu definovaném Vv normé CSN EN ISO 10273.
Koncentrace roztoku KOH pro alkalické oSetfeni pomnoZenych kultur se pohybovala v rozmezi
od 0,3 do 0,5 %.

Metoda se selektivnim pomnozZenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody: 50 ml odpadni
vody bylo zkoncentrovano centrifugaci pii 4688 x g po dobu 30 minut pti 4 °C (ROTINA 420R,
Hettich). Ziskané pelety byly resuspendovany v 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku
(0,9 %) a nasledné ptidany do 10 ml ITC bujoénu a 10 ml PSB bujonu. Naockované bujony byly
inkubovany pti 25 £ 1 °C po dobu 44 = 4 hodin. Po ukonéeni inkubace byla kazda pomnozena
kultura oSetfena roztokem KOH. Do 4,5 ml sterilniho roztoku KOH bylo pifidano 0,5 ml
pomnozené kultury a promichdno. Po 20 + 5 sekundéach byla alkalizovana kultura pomoci
klicky vyockovana ¢arami na povrch CIN agaru. Soucasné bylo 100 pl alkalizované kultury

rozetfeno na povrch dalsi plotny CIN agaru L-hokejkou. Vyockovani alkalizovanych kultur
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bylo obéma zptisoby provedeno v dupletu. Pro kazdé vyockovani na CIN agar byla pfipravena
nova alkalizovand kultura. VSechny naoCkované plotny CIN agaru byly inkubovany pfi
30+ 1 °C po dobu 24 + 3 hodin.

Z kazdé pozitivni plotny CIN agaru bylo vybrano tfi az pét presumptivnich kolonii bakterie
Y. enterocolitica pro biochemické potvrzeni. Jako presumptivni byly na CIN agaru povazovany
malé, kruhové, hladké kolonie S uzkym ostie ohrani¢enym tmave ¢ervenym stiedem (tzv. ,,byci
oko*) obklopenym prasvitnym nebo prihlednym hladkym okrajem. Vybrané presumptivni
kolonie byly inkubovany na trypton-sojovém agaru (TSA agar) (HiMedia, M290) pii 30 £ 1 °C
po dobu 24 + 3 hodin. PfedbéZna identifikace byla provedena na zakladé fermentace laktozy,
prikazu uredzy a utilizace citratu. Prikaz fermentace laktéozy byl proveden za vyuziti
Kliglerova agaru (HiMedia, MO78A). Pro prukaz tvorby ureazy byl pouzit Christensentiv agar
s mocovinou (HiMedia, M112 s ptidavkem FDO048). Zjisténi utilizace citratu bylo provedeno
za pouziti Simmonsova citratového agaru (Oxoid, CM0155). U kment S pozitivnim prikazem
ureazy anegativni fermentaci laktozy a utilizaci citratu byla déale zkouSena fermentace
sachar6zy a ramnozy a dekarboxylace lyzinu. Zkousky na fermentaci sachardzy a ramnozy byly
provedeny v peptonové vodé s fenolovou cerveni (HiMedia, M028I), do které byly ptfidany
komer¢ni disky obsahujici piislusny sacharid (HiMedia, DD010, DD013). Dekarboxylace
lyzinu byla zkousena v bujonu s L-lyzinem (HiMedia, M3761). VSechny biochemické zkousky
byly provedeny za podminek stanovenych normou CSN EN ISO 10273. Izolaty, u nichZ byly
vysledky konfirmacénich zkousek v souladu s interpretaci uvedenou v normé CSN EN ISO
10273, byly nasledné identifikovany pomoci soupravy ENTERO test 24 N (Erba Lachema,
MLTO00008).

U izolatd identifikovanych jako Y. enterocolitica byla provedena biotypizace dle diive
popsaného biotypiza¢niho schématu (Wauters et al. 1987). Kmeny Y. enterocolitica byly
rozd€leny na biotypy na zakladé zkouSky na eskulin, indol, tween-esterazu (lipazu),
pyrazinamidazu, xylozu, trehal6zu a salicin. K prikazu hydrolyzy eskulinu byl pouzit agar se
zlu¢i a eskulinem (HiMedia, M972I). Prikaz tvorby indolu byl proveden v bujonu
s L-tryptofanem (HiMedia, M1784l). Pro tween-esterazovou zkouSku byl pouzit agar
s obsahem Tween80 (HiMedia, M1912 s piidavkem GRM159). Prikaz pyrazinamidazy byl
proveden na sojovém agaru s kaseinem (HiMedia, M290). ZkouSky na fermentaci xylozy,
trehal6zy a salicinu byly provedeny v peptonové vodé s fenolovou ¢erveni (HiMedia, M028]I),
do které byly pfidany komercni disky obsahujici pfislusny sacharid (HiMedia, DD011, DD014,
DDO031). Biotypiza¢ni zkousky byly provedeny a jejich vysledky interpretovany dle CSN EN

ISO 10273. Ziskané izolaty Y. enterocolitica nebyly v této praci serotypizovany.
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Tabulka 11 Schéma kultivacnich protokolii pro pritkaz bakterie Yersinia enterocolitica v odpadnich voddch

Kultivacni ., . . Alkalické Nt Pevné
Selektivni pomnoZeni v v Vyockovani g
osetreni meédium

metoda/protokol

Metoda s primym selektivnim pomnoZenim odpadni vody

0,5 ml kultury garami pomoci

90 ml ITC bujonu
+ 5
ITC/ALK/ N 4,5 ml Klicky
CIN agar (A) 10 ml odpadni vody roztoku KOH  roztér 100 pl CIN agar
° i alkalizované
25+ 1°C, 44+ 4hodin o0\ o g ity
90 ml ITC bujonu
+ bez

alkalického ktizovy roztér CIN agar

ITC/CIN agar (B) 10 ml odpadni vody
oSetfent

25 + 1 °C, 44 + 4 hodin

0,5 ml kultury garami pomoci

90 ml PSB bujonu +
PSB/ALK/ N 4,5 ml Khicky
CIN agar (C) 1o mlodpadnivedy  ozioku KOH ~ rozer 100 a1 ' 20
o . alkalizované
25+ 1 °C, 44 + 4 hodin 20 + 5 sekund kultury
90 ml PSB bujonu
+ bez
PSB/CIN agar (D) 10 ml odpadni vody alkalického  kifzovy roztér CIN agar
oSetieni
25+ 1 °C, 44 + 4 hodin
Metoda se selektivnim pomnoZenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody
10 mlITC bujonu 0,5 mlkultury <05 pomoci
+ + x
klick
CENT/ITC/ALK/ 50 ml odpadni vody/ 4,5 ml ' CIN agar
CIN agar (E) centrifugace roztoku KOH  roztdr 100 pl °
alkalizované
25+ 1°C, 44 + 4 hodin 20 + 5 sekund kultury
10 mI PSB bujonu 0,5 mlkultury ¢, i bomoc
+ + i&
klick
CENT/PSB/ALK/ 50 ml odpadni vody/ 4,5 ml g CIN agar
CIN agar (F) centrifugace roztoku KOH  roztér 100 pl °
alkalizované
25+ 1 °C, 44 + 4 hodin 20 + 5 sekund kultury

ITC bujon — bujon s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem draselnym; PSB bujon — bujon s peptonem,
sorbitolem a zluSovymi solemi; CIN agar — agar s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem; ALK — alkalizace;

CENT - centrifugace
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Z kazdého pozitivniho vzorku odpadni vody byly vybrany dva az tfi potvrzené kmeny
Y. enterocolitica k vySetieni antibiotické citlivosti. Pro bakterie Y. enterocolitica byla vybrana
sestava Sesti antibiotik zahrnujici ampicilin, cefotaxim, ciprofloxacin, gentamicin, tetracyklin
a trimetoprim-sulfametoxazol. Sestava antibiotickych diskd pro bakterii Y. enterocolitica je

uvedena v Tabulce 12.

Tabulka 12 Sestava antibiotickych diskit pro bakterii Yersinia enterocolitica

Sestava antibiotickych diski pro bakterii Yersinia enterocolitica

Trimetoprim-

Ampicilin ~ Cefotaxim  Ciprofloxacin ~ Gentamicin Tetracyklin sulfametoxazol

10 pg 5ug 5ug 10 ug 30 ug 1,25-23,75 ug

2.1.7.2 Vysledkova ¢ast a diskuse

Bakterie Y. enterocolitica byla prokazana alespon jednim z pouzitych kultivaénich protokoli
V69,6 % (39/56) vySetrovanych vzorki odpadnich vod. Podil pozitivnich vzorka se
Vv jednotlivych typech odpadnich vod pohyboval od 21,4 % do 100 %. Zna¢ny rozdil ve vyskytu
bakterie Y. enterocolitica byl zejména mezi méstskymi a nemocni¢nimi odpadnimi vodami.
Zatimco v surovych a ptecisténych méstskych odpadnich vodéach byl zaznamenan konzistentni
vyskyt bakterie Y. enterocolitica, v nemocni¢nich odpadnich vodach byl vyskyt této bakterie
vyrazné niz8i. To bylo patrné zejména pro infekéni nemocni¢ni odpadni vody, ve kterych byla
bakterie Y. enterocolitica prokazana pouze ve 21,4 % vySetfovanych vzorka (Tabulka 13).

Vsechny izolaty Y. enterocolitica ziskané z odpadnich vod patfily do biotypu 1A.

Tabulka 13 Vyskyt bakterie Yersinia enterocolitica v riiznych typech odpadnich vod

Typ vzorku odpadni vody Celkovy pocet vzorkii Pocet pozitivnich vzorki
Surova méstska OV 14 14 (100 %)

PieciSténa méstska OV 14 14 (100 %)

Infekéni nemocniéni OV 14 3 (21,4 %)

Nemocni¢ni OV 14 8 (57,1 %)

Celkem 56 39 (69,6 %)

OV - odpadni voda
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Pro izolaci bakterie Y. enterocolitica z odpadnich vod bylo G¢innéjs$i pomnozeni v PSB bujonu
ve srovnani s pomnozenim v ITC bujonu. Konkrétné kultivacni protokoly C (PSB/ALK/CIN
agar) a F (CENT/PSB/ALK/CIN agar) poskytly nejvyssi miru detekce bakterie
Y. enterocolitica. Kultiva¢ni protokol C (PSB/ALK/CIN agar) byl soucasné jedinym
protokolem, kterym byla Y. enterocolitica izolovana ze vzorku infekénich nemocni¢nich
odpadnich vod. Pokud jde o0 zpracovani vzorkd odpadnich vod, bakterie Y. enterocolitica byla
Castéji detekovana protokoly spiimym ockovanim odpadni vody do selektivnich
pomnozovacich médii nez protokoly, ve kterych bylo vyuzito zkoncentrovani odpadni vody
centrifugaci (Tabulka 14). SniZzena ucinnost téchto protokolti byla primarné ptisouzena pfilis
malému objemu tekutych selektivnich médii (10 ml), ktery byl pouzit pro pomnozeni pelet
ziskanych po centrifugaci odpadni vody. Je ale nutné podotknout, ze ucelem pouziti takto
malého objemu bylo zjednoduseni metody detekce a snizeni nakladi. Soucasné bylo také
piihlédnuto k vysoké selektivité obou tekutych pomnoZovacich médii. Aby byl ovétfen vliv
objemu tekutého pomnozovaciho média na miru izolace bakterie Y. enterocolitica kultivaénimi
protokoly se zkoncentrovanim odpadni vody centrifugaci, byla u osmi vzorka odpadnich vod
odebranych v roce 2022 (dva vzorky na kazdém odbérovém mist¢) peleta ziskana centrifugaci
pomnozena jak v 10 ml tak v 90 ml obou tekutych selektivnich médii. Na zaklad¢ ziskanych
vysledkii bylo zjisténo, ze objem tekutého média pro pomnozeni pelety, nema zadny vliv na
miru izolaci bakterie Y. enterocolitica z odpadnich vod, a tedy neovlivituje G¢innost téchto
kultivacnich protokold.

Jako klicové se pro uspéSnou izolaci bakterie Y. enterocolitica z odpadnich vod ukazalo
alkalické oSetieni pomnozenych kultur pied vyockovanim na CIN agar. Dulezitost zafazeni
alkaliza¢niho kroku do metody prikazu odrazi nulova mira izolace bakterie Y. enterocolitica
kultivacnimi protokoly B (ITC/CIN agar) a D (PSB/CIN agar), ve kterych nebyly pomnozené
kultury alkalizovany. Vyockovani pomnoZenych kultur bez Gpravy roztokem KOH vychazi
z normy CSN EN ISO 10273. Zatimco ve druhém vydani normy z roku 2017 byl tento postup
povinny, po revizi normy vroce 2020 byl postup zménén na volitelny. Piesto mize mit
vyockovani nealkalizovanych kultur své vyhody, zejména s ptihlédnutim ke skuteénosti, ze pti
alkalickém oSetieni je pomnoZzena kultura desetinasobné ziedéna, ¢imz se mize snizit i pocet
bakterii Y. enterocolitica v roztoku (CSN EN ISO 10273). Nealkalizované kultury nebyly v této
praci vyoCkovany u protokolii se zkoncentrovanim odpadni vody centrifugaci, nebot’ bylo
predpokladano soucasné navySeni mnozstvi doprovodné mikroflory, ¢imz se zvysily naroky na

selektivitu kultiva¢niho protokolu.
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Tabulka 14 Pocet vzorkit odpadnich vod pozitivnich na pritomnost bakterie Yersinia enterocolitica na zdakladé
pouczitého kultivacniho protokolu

Xt Celkovy
Kultiva&ni Surova PreciSténa n;:lllf(fflfinélni Nemocni¢ni pocet
metoda/protokol méstska OV méstska OV oV oV pozitivnich
(n=14) (n=14) (n=3) (n=8) vzorki
(n=39)

Metoda s pfimym selektivnim pomnoZenim odpadni vody

ITC/ALK/
CIN agar (A) 9 (64,3 %) 9 (64,3 %) 0 (0 %) 5(62,5%) 23 (59,0 %)
ITc/ %'3';' agar g g o) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
CTEIZgAaIF}((é) 14(100%) 12(857%) 3(100%) 6(750%) 35 (89,7 %)
PSB/ CE[')';' agar 4 (g o) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Metoda se selektivhim pomnoZenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody
CENT/ITC/
ALK/ 8(57,1%)  3(21,4 %) 0 (0 %) 4(50,0%) 15 (38,5 %)
CIN agar (E)
CENT/PSB/
ALK/ 14 (100 %) 10 (71,4 %) 0 (0 %) 6 (75,0%) 30 (76,9 %)
CIN agar (F)

OV - odpadni voda; ITC bujon — bujon s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem draselnym; PSB bujon — bujon
S peptonem, sorbitolem a Zlu¢ovymi solemi; CIN agar —agar s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem; ALK —
alkalizace; CENT - centrifugace

Uspésna izolace baterie Y. enterocolitica z alkalicky ogetfenych kultur byla ale podminéna
volbou spravné koncentrace roztoku KOH. V této praci byly pro alkalické oSetieni
pomnozenych kultur zkouseny roztoky KOH o koncentracich 0,3 %, 0,4 % a 0,5 %. I piesto,
ze byl rozdil v koncentracich roztoktt KOH pomérmné maly, mél zasadni vliv na izolaci bakterie
Y. enterocolitica z odpadnich vod. Pouziti 0,5% roztoku KOH, ptedepsaného normou CSN EN
ISO 10273, nevedlo Kk ptitomnosti presumptivnich kolonii na CIN agaru, a to ani v ptipadé
zkraceni doby alkalizace z 20 na 10 sekund. Pfestoze pouziti 0,5% roztoku KOH potlacilo na
CIN agaru rast veskeré doprovodné mikroflory, soucasné vedlo k inhibici samotné bakterie
Y. enterocolitica. Naproti tomu pouziti 0,3% roztoku KOH dostate¢né nepotlacilo rist

doprovodné mikroflory na CIN agaru, coz znatné ztéZovalo identifikace presumptivnich
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kolonii Y. enterocolitica. Navic v disledku hustého nartstu doprovodné mikrofléry byl rust
Y. enterocolitica na CIN agaru casto zna¢né potlacen. NejlepSich vysledk bylo nakonec
dosazeno pii pouziti 0,4% roztoku KOH. Tato koncentrace roztoku KOH pfi alkalickém
oSetfeni zajistila dostateéné potlaceni ristu doprovodné mikroflory, ale nevedla k inhibici
samotné bakterie Y. enterocolitica. Osetfeni pomnozenych kultur roztokem KOH o koncentraci
0,4 % bylo postacujici pro potlaceni doprovodné mikroflory jak u protokolit S pfimym
o¢kovanim odpadni vody do tekutych selektivnich médii, tak i u protokolti, kde byla odpadni
voda zkoncentrovana centrifugaci.

Zpusob vyockovani alkalizovanych kultur na CIN agar také ovliviioval pfitomnost
presumptivnich kolonii bakterie Y. enterocolitica. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno, pokud
byly alkalizované kultury vyoc¢kovany pomoci klicky ¢arami na povrch CIN agaru. Pro tento
zpusob vyockovani byla navic dostacujici polovina Petriho misky o praméru 90 mm, ¢imz se
snizil pocdet potiebnych agarovych ploten a tim i naklady (Obrazek 7). Roztér 100 ul
alkalizovanych kultur nevedl ke zvySeni po¢tu presumptivnich kolonii Y. enterocolitica na CIN
agaru. Naopak po roztéru alkalizovanych kultur ¢asto nebyly na CIN agaru pfitomny
presumptivni kolonie, a to i v pfipadé, Ze po vyockovani kli¢kou byl vyskyt presumptivnich

kolonii zaznamenan.

Obrazek 7 Vyockovani alkalizovanych kultur na CIN agar carami za pomoci klicky

CIN agar je povazovan za nejlepsi pevné médium pro izolaci bakterie Y. enterocolitica a je
taktéZ soucasti standardizované metody prikazu, ptesto je ale jeho pouziti spojeno s urcitymi

omezenimi (Petsios et al. 2016). Jednou z nevyhod CIN agaru je to, Ze na ném dalsi manitol
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fermentujici druhy bakterii mohou vyristat v koloniich vzhledové velmi podobnym
presumptivnim koloniim Y. enterocolitica. Jedna se napiiklad o druhy Serratia liquefaciens,
Enterobacter agglomerans, a dale o zastupce roda Citrobacter, Aeromonas, Providencia nebo
Morganella (Tan et al. 2014, Morka et al. 2016; Petsios et al. 2016). Vyskyt falesn¢ pozitivnich
kolonii byl na CIN agaru zaznamenan i v této praci, a to pii vyockovani alkalizovanych
i nealkalizovanych kultur (Obrazek 8). Ackoliv se tyto kolonie vyznaCovaly zbarvenim
typickym pro presumptivni kolonie Y. enterocolitica byly od nich relativné dobfe vizualné
rozlisitelné. Nejnapadnéjsim rozdilem byl SirSi, Casto az svétle rizové zbarveny stied.
Z hlediska morfologie byly falesné pozitivni kolonie vétsi velikosti, ¢asto vypouklé a nékteré
az mukdzni. Z téchto diivodi nepiedstavoval vyskyt falesné pozitivnich kolonii na CIN agaru
piilisné zvySeni narocnosti identifikace bakterie Y. enterocolitica, zejména pokud byl vybér
presumptivnich kolonii provadén peclivé. Je ale nutné dodat, Ze spravny vybér presumptivnich
kolonii bakterie Y. enterocolitica na CIN agaru byl do zna¢né miry zavisly na zkuSenostech

pracovnika.

Obrazek 8 Falesné pozitivni kolonie na CIN agaru po vyockovani nealkalizované kultury ziskané z ITC bujonu
(a) a nealkalizované kultury ziskané z PSB bujonu (b)

Pro vysetfeni citlivosti k antibiotikiim bylo vybrano 98 kmend Y. enterocolitica izolovanych
Z odpadnich vod. U 92,9 % (91/98) izolatd Y. entererocolitica byla zjisténa rezistence
k ampicilinu. Rezistence va¢i ampicilinu, podobné jako rezistence viaci amoxicilinu,
amoxicilin-klavulanové kyselin¢, ampicilin-sulbaktamu, tikarcilinu, cefazolinu, cefalotinu,
cefalexinu, cefadroxilu a cefoxitinu, je u bakterie Y. enterocolitica dle EUCAST

kategorizovana jako oc¢ekavany rezistentni fenotyp (EUCAST 2023Db). Dale byla u Sesti izolatl
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(6,1 %, 6/98) zjisténa rezistence k ciprofloxacinu. Kmeny Y. enterocolitica rezistentni vuci
ciprofloxacinu byly zaznamenany ve vSech typech odpadnich vod. VsSechny izolaty
Y. enterocolitica byly citlivé k cefotaximu, gentamicinu, tetracyklinu a trimetoprim-

sulfametoxazolu (Tabulka 15).

Tabulka 15 Antibioticka citlivost kmenii Yersinia enterocolitica izolovanych z odpadnich vod

Pocet kmenii Yersinia enterocolitica (n=98)
Antibiotikum (obsah disku)

S | R
Ampicilin (10 pg) 7 (7,1 %) 0 (0 %) 91 (92,9 %)
Cefotaxim (5 png) 98 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Ciprofloxacin (5 ng) 86 (87,8 %) 6 (6,1 %) 6 (6,1 %)
Gentamicin (10 ug) 98 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Tetracyklin (30 ug) 98 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Trimetoprim-sulfametoxazol (1,25-23,75 ug) 98 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

S — citlivy, standardni davkovaci rezim; I — citlivy, zvySena expozice; R — rezistentni

Cast vysledki ziskanych o bakterii Y. enterocolitica v odpadnich vodach prezentovanych v této
Casti diserta¢ni prace se stala soucasti publikace (viz Ptiloha 2):

Roulova, N., Mot’kova, P., Brozkova, 1., Swiontek Brzezinska, M. & Pejchalova, M.
(2022). Detection, characterization, and antimicrobial susceptibility of Yersinia
enterocolitica in different types of wastewater in the Czech Republic. Journal of Applied
Microbiology, 133(4), 2255-2266.

Cilem této studie bylo zhodnotit vyskyt bakterie Y. enterocolitica v riznych typech odpadnich
vod a charakterizovat izolaty z hlediska biotypu, sérotypu a antibiotické citlivosti. Vzhledem
Kk tomu, ze jsou udaje o bakterii Y. enterocolitica v odpadnich vodach celosvétové velmi
omezené, jednalo se o viibec prvni studii, ktera hodnotila prevalenci Y. enterocolitica v riznych
typech odpadnich vod. Do studie bylo zatazeno 44 vzorkd odpadnich vod pochazejicich
z 11 rtznych zdroju, které zahrnovaly tii méstské Cistirny odpadnich vod, pét nemocnic, dvoje
jatka s primarni porazkou prasat a jeden velkokapacitni kravin. Soucasné byla v této studii
hodnocena uc¢innost navrzenych a vyse popsanych kultiva¢nich protokolti pro prukaz bakterie
Y. enterocolitica v odpadnich vodach. Vysledky ziskané v této studii jsou zcela v souladu

S vySe prezentovanymi zavery a dale je dopliuji. Bakterie Y. enterocolitica byla detekovana
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v84,1 % (37/44) vysettovanych vzorkt odpadnich vod. Mira vyskytu se vSak mezi
jednotlivymi typy odpadnich vod lisila. Konzistentni pfitomnost Y. enterocolitica byla zjisténa
v surovych a precisténych méstskych odpadnich vodach, jateénich odpadnich vodach
I odpadnich vodach z kravina. Surova méstska odpadni voda a jate¢ni odpadni voda byly
hlavnimi zdroji izolatti, coz naznacovalo, ze je bakterie Y. enterocolitica v téchto odpadnich
vodach vsSudypfitomnad. Navzdory vysokému podilu pozitivnich vzorkd precisténych
méstskych odpadnich vod a odpadnich vod z kravina, byl ale pocet izolati zachycenych
Vv jednotlivych vzorcich nizky. Nejnizsi vyskyt bakterie Y. enterocolitica byl zaznamenan
v nemocni¢nich odpadnich vodach (64,7 %, 11/17). Piesto ale byla Y. enterocolitica
detekovana alesponl jednou ve vSech nemocnicich. Ve vSech typech odpadnich vod byl zjistén
vyhradni vyskyt biotypu 1A (98,3 %, 175/178). Vétsina kmenti Y. enterocolitica biotypu 1A
nepattila k Zadnému z testovanych sérotypli. Vyskyt patogennich biosérotypti 4/0:3 a 3/0:3 byl
zaznamenan pouze V jateCnich odpadnich vodach. U 106 izolatd Y. enterocolitica byla
vySetfena citlivost vici fedé¢ 12 antibiotik. NejvysSi mira rezistence byla zjisténa vici
ampicilinu (92,5 %, 98/106) a amoxicilin-klavulanové kyselin¢ (36,8 %, 39/106). Dale byla
U osmi izolatl zaznamenana rezistence vuci ciprofloxacinu (7,5 %) a u jednoho izolatu vaci
cefotaximu (0,9 %).

Pomnozeni v PSB bujonu bylo pro izolaci Y. enterocolitica z odpadnich vod u¢innéjsi nez
pomnozeni v ITC bujénu. Pfimé ockovani odpadni vody do tekutych selektivnich médii
poskytlo podstatné vice pozitivnich vzorkd, nez zkoncentrovani vody centrifugaci a pomnozeni
ziskané pelety. OSetieni pomnozenych kultur roztokem KOH bylo zasadni pro aspé$nou izolaci
Y. enterocolitica z odpadnich vod, coz dokazuje skute¢nost, Ze vSechny izolaty v této studii
byly ziskdny po vyockovani alkalizovanych kultur. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno
s roztokem KOH o koncentraci 0,4 %. Vysledky ziskané v této studii potvrdily, Ze kultiva¢ni
protokoly navrzené pro prukaz Y. enterocolitica v odpadnich vodach jsou pouzitelné v Siroké
Skale typd odpadnich vod. Ve studii je rozsahle diskutovana prevalence Y. enterocolitica
v riznych typech odpadnich vod, charakter ziskanych izolatl a jejich antibioticka citlivost

a také ucinnost kultivacnich protokolt.
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2.1.8 Salmonella spp.
2.1.8.1 Experimentalni ¢ast

Pro prtkaz bakterii rodu Salmonella v odpadnich vodach byly vyuzity tfi kultivaéni metody,
lisici se predevsim poc¢tem pomnozovacich krokii a zpracovanim vzorkd odpadnich vod. Jedna
metoda zahrnovala jak neselektivni, tak selektivni pomnozeni, zatimco dal$i dvé metody
vyuzivaly pouze selektivni pomnoZeni. Tyto metody se lisily ve zpracovani vzork odpadnich
vod. Jedna metoda zahrnovala ptimé naockovani odpadni vody do selektivniho pomnozovaciho
média, zatimco ve druhé metod¢ byly vzorky odpadni vody pied selektivnim pomnoZenim
zkoncentrovany centrifugaci. Ve vSech tfech kultiva¢nich metodéach byly pouZity dvé selektivni
tekutd pomnozovaci média a Ctyfi pevna média. V zavislosti na selektivnim pomnozovacim
médiu a inkubacni teploté selektivniho pomnoZeni byly kultivaéni metody dale rozd€leny do
jednotlivych protokoli. S ohledem na vSechny mozné kombinace byl kazdy vzorek odpadni
vody za uCelem prukazu bakterii rodu Salmonella paralelné¢ vySetfovan pomoci deseti
kultiva¢nich protokold. Pfi navrhu kultiva¢nich metod pro prikaz bakterii rodu Salmonella
v odpadnich vodach bylo vychazeno z normy CSN ISO 19250, ktera specifikuje metodu
pritkazu piitomnosti bakterii rodu Salmonella ve vzorcich vod. Schéma kultiva¢nich protokolt
pouzitych pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod je uvedeno v Tabulce 16.
Izolace byla provedena nasledovné:

Metoda s neselektivnim a selektivnim pomnozenim: 10 ml odpadni vody bylo naockovano do
90 ml pufrované peptonové vody (PPV) (HiMedia, M1494l) a inkubovano pii 36 + 1 °C po
dobu 16 hodin. Po inkubaci byl 1 ml pomnozené kultury pifenesen do 10 ml bujonu podle
Mullera a Kauffmanna s tetrathionanem a novobiocinem (MKTTn bujon) (Oxoid, CM1048B
s pfidavkem SRO181E a roztoku jodu v jodidu draselném). Zkumavky s nao¢kovanym MKTTn
bujonem byly inkubovany pii 36 = 1 °C a 41,5 + 1 °C po dobu 21-24 hodin. Paralelné bylo
0,1 ml pomnozené kultury preneseno do 10 ml bujonu podle Rappaporta a Vassiliadise se sdjou
(RVS bujon) (Oxoid, CM0866B). Zkumavky s nao¢kovanym RVS bujénem byly inkubovany
pii36 =1°Ca4l,5+1 °C po dobu 21-24 hodin.

Metoda s primym selektivnim pomnozZenim odpadni vody: 1 ml odpadni vody byl nao¢kovan do
10 ml MKTTn bujoénu. Zkumavky s naockovanym MKTTn bujonem byly inkubovany pii
36 £ 1°Ca4l,5+1 °C po dobu 21-24 hodin. Paraleln¢ byl 1 ml odpadni vody naockovan do
10 ml RVS bujonu. Zkumavky s naockovanym RVS bujonem byly inkubovany pii 36 + 1 °C
a41,5+ 1 °C po dobu 21-24 hodin.
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Metoda se selektivnim pomnozenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody: 50 ml odpadni
vody bylo zkoncentrovano centrifugaci pii 4688 x g po dobu 30 minut pii 4 °C (ROTINA 420R,
Hettich). Ziskané pelety byly resuspendovany v 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku
(0,9 %) a nasledné piidany do 10 ml MKTTn bujéonu a 10 ml RVS bujonu. Zkumavky
s naockovanym MKTTn a RVS bujonem byly inkubovany pii 41,5 + 1 °C po dobu 21-24 hodin.
Selektivné pomnozené kultury ze vSech kultivacnich protokold byly kfizovym roztérem
vyockovany na povrch dvou ploten agaru s xylozou, lyzinem a deoxycholanem (XLD agar)
(HiMedia, M031), dvou ploten deoxycholat citratovy agaru (DC agar) (HiMedia, M065), dvou
ploten agaru s briliantovou zeleni (BG agar) (HiMedia, MO16A) a dvou ploten Rambach agaru
(Merck Millipore; 1.07500). Naockované plotny byly inkubovany pifi 36 = 1 °C po dobu
24 + 3 hodin.

Z kazdé pozitivni plotny bylo vybrano tfi aZ pét presumptivnich kolonii bakterii rodu
Salmonella pro biochemické potvrzeni. Na XLD agaru byly za presumptivni povazovany
kolonie s ¢ernym stiedem a svétlou pruhlednou zoénou ¢ervené barvy. Na DC agaru byly za
presumptivni povazovany bezbarvé kolonie s cernym stifedem. Na agaru s briliantovou zeleni
byly za presumptivni povazovany ¢ervené, rizové nebo bilé nepruhledné kolonie. Na Rambach
agaru byly za presumptivni povazovany cervené zbarvené kolonie. Vybrané presumptivni
kolonie byly inkubovany na krevnim agaru (HiMedia, M834 se 7 % sterilni defibrinované
berani krve) pii 36 + 1 °C po dobu 24 + 3 hodin. K biochemickému potvrzeni izolatt byl pouzit
agar s ttemi cukry a Zelezem (HiMedia, M021), Christenseniv agar s mocovinou (HiMedia,
M112 s ptidavkem FD048) a bujon s L-lyzinem (HiMedia, M3761). Biochemické zkousky byly
provedeny a jejich vysledky interpretovany dle normy CSN ISO 19250. Izolaty s typickymi
biochemickymi reakcemi dle normy CSN ISO 19250 byly identifikovany pomoci soupravy
ENTERO test 24 N (Erba Lachema, MLT00008). Ziskané izolaty Salmonella spp. nebyly v této

praci serotypizovany.
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Tabulka 16 Schéma kultivacnich protokolii pro pritkaz bakterii rodu Salmonella v odpadnich voddch

Kultiva¢ni Neselektivni Selektivni Pevné médium
metoda/protokol pomnoZeni pomnoZeni

Metoda s neselektivnim a selektivnim pomnoZenim

1 ml kultury z PPV
o]
PPV/MI?KSTH 37°C 10 ml MKTTn bujénu

36 +2°C,21-24 h.

1 ml kultury z PPV
o ,
PPV/M KZ'B'I;n 41,5°C 10 ml odpadni vody 10 m! MKTThn bujénu XLD agar
+ 41,5+ 1°C,21-24h. DC agar
90 mi PPV 0,1 ml kultury z PPV BG ager
] ,1 ml kultury z
PPV’R(‘S 37°C 36+2°C. 16hodin  10mI RVSbujénu  Rambach agar
’ 36 +£2°C,21-24 h.
0,1 ml kultury z PPV
o )
PPV/R\(’S)M,S C 10 ml RVS bujénu

41,5+ 1°C, 21-24 h.

Metoda s pFrimym selektivnim pomnoZenim odpadni vody

1 ml odpadni vody
o
MKT(T£)37 C 10 ml MKTThn bujénu
36+2°C,21-24h
1 ml odpadni vody
o
MKTT(nF ;1,5 C 10 ml MKTTn bujénu XLD agar
415+1°C,21-24h. DC agar
1 ml odpadni vody BG agar
o
RV? 8)7 ¢ 10 ml RVS bujénu ~ Rambach agar
36 +2°C,21-24 h.
1 ml odpadni vody
[e]
RVS(]:I),S C 10 ml RV'S bujonu

415+ 1°C, 21-24 h.

Metoda se selektivhim pomnoZenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody

50 ml odpadni vody
CENT/MKTTn 41,5 °C centrifugace
n 10 ml MKTTn bujénu XLD agar
415=+1°C,21-24h. DC agar
50 ml odpadni vody BG agar
CENT/RVS 41,5 °C centrifugace Rambach agar
J) 10 ml RVS bujonu

415+ 1°C,21-24 h.

PPV — pufrovana peptonova voda; MKTTn bujéon — bujon podle Mullera a Kauffmanna s tetrathionanem
a novobiocinem; RVS bujon — bujon dle Rappaporta a Vassiliadise se sdjou; XLD — agar s xylézou, lyzinem
a deoxycholanem; DC — deoxycholat citratovy agar; BG — agar s briliantovou zeleni; CENT — centrifugace
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Z kazdého pozitivniho vzorku odpadni vody byly vybrany dva az tfi potvrzené kmeny
Salmonella spp. k vysetieni antibiotické citlivosti. Pro bakterie rodu Salmonella byla vybrana
sestava Sesti antibiotik zahrnujici ampicilin, pefloxacin, cefotaxim, gentamicin, chloramfenikol
a trimetoprim-sulfametoxazol. Sestava antibiotickych diskti pro bakterie rodu Salmonella je

uvedena v Tabulce 17.

Tabulka 17 Sestava antibiotickych diskii pro bakterie rodu Salmonella

Sestava antibiotickych diski pro bakterie rodu Salmonella

Trimetoprim-

Ampicilin Pefloxacin Cefotaxim  Gentamicin  Chloramfenikol
sulfametoxazol

10 pg 5ug 5ug 10 ug 30 ug 1,25-23,75 ug

2.1.8.2 Vysledkova ¢ast a diskuse

Bakterie rodu Salmonella byly prokazany alespon jednim z pouzitych kultivaénich protokoli
v 71,4 % (40/56) vySetfovanych vzorkll odpadnich vod. Vysoka mira vyskytu bakterii rodu
Salmonella byla zaznamenana V surovych (85,7 %) i precisténych (78,6 %) méstskych
odpadnich vodach (Tabulka 18). Ve studii Masarikova et al. (2016) byl vyskyt bakterii rodu
Salmonella zjistén ve vSech 37 vzorcich pieéisténych méstskych odpadnich vod, které byly
odebrany na odtoku z méstské Cistirny v Brné. Ve studii Santiago et al. (2018) byly bakterie
rodu Salmonella detekovany v 61,9 % a 45,8 % vzorka odpadnich vod pochazejicich ze dvou
meéstskych Cistiren ve Span€lském mésté¢ Valencie, které byly vybaveny tercialnim
dezinfekénim krokem (chlorace, UV zafeni). Kontaminace bakteriemi rodu Salmonella byla
zjisténa vyhradné v surové méstské odpadni vod€, zatimco po dezinfekénim oSetieni byly
pozitivni pouze dva vzorky. Ve studii Yanagimoto et al. (2020) byly bakterie rodu Salmonella
izolovany z 99 % vzorkil ptitokii do dvou meéstskych Cistiren odpadnich vod v japonské
prefektuie Yamanashi.

Znacny rozdil ve vyskytu bakterii rodu Salmonella byl zjistén v jednotlivych typech
nemocni¢nich odpadnich vod. Zatimco vzorky nemocni¢nich odpadnich vod odpovidaly
stupném kontaminace (85,7 %) méstskym odpadnim vodam, V infekénich nemocni¢nich
odpadnich vodach byl zachyt bakterii rodu Salmonella viibec nejnizsi ze vSech typt odpadnich
vod (35,7 %) (Tabulka 18).
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Tabulka 18 Vyskyt bakterii rodu Salmonella v riiznych typech odpadnich vod

Typ vzorku odpadni vody Celkovy pocet vzorki Pocet pozitivnich vzorki
Surova méstska OV 14 12 (85,7 %)

Precisténa méstska OV 14 11 (78,6 %)

Infekéni nemocniéni OV 14 5 (35,7 %)

Nemocni¢ni OV 14 12 (85,7 %)

Celkem 56 40 (71,4 %)

OV - odpadni voda

Klicovym faktorem pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod byl krok selektivniho
pomnozeni. Pouzité selektivni pomnoZovaci médium a inkubacni teplota zdsadné ovliviiovaly
ucinnost pevnych médii a tim i miru izolace bakterii rodu Salmonella. Naproti tomu primarni
neselektivni pomnozeni odpadnich vod, stejné tak jako zplisob jejich zpracovani pied
selektivnim pomnoZenim, neméli na G€¢innost jednotlivych kultivac¢nich protokoll zasadni vliv.
Pomnozeni v MKTTn bujonu bylo pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod
ucinnéjsi nez pomnozeni v RVS bujénu. Z hlediska inkubacni teploty selektivniho pomnozeni
byly bakterie rodu Salmonella ¢astéji izolovany pii zvysené teploté 41,5 °C, a to bez ohledu na
pouzité selektivni pomnozovaci médium. Kultiva¢ni protokoly B (PPV/MKTTn 41,5 °C),
F (MKTTn 41,5 °C) al (CENT/MKTTn 41,5 °C) poskytly nejvyssi miru detekce bakterii rodu
Salmonella. Naproti tomu kultiva¢ni protokoly A (PPV/MKTTn 37 °C) a J (CENT/RVS
41,5°C) poskytly nejniz§i miru detekce a fungovaly Spatn€é ve srovnani s ostatnimi
kultivaénimi protokoly. Bakterie rodu Salmonella nebyly v odpadnich vodach detekovany
kultivaénimi protokoly se selektivnim pomnozenim v RVS bujonu pii 37 °C (C a G). Tyto
vysledky ukézaly, Ze inkubaéni teplota vyrazné ovliviiuje ti€innost selektivnich pomnozovacich

médii (Tabulka 19).
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Tabulka 19 Pocet vzorkii odpadnich vod pozitivnich na pritomnost bakterii rodu Salmonella na zdklade

pouczitého kultivacniho protokolu

Infekéni Celkovy
Kultivaéni Surova PreciSténa nemocnicni Nemocniéni pocet
metoda/protokol mests_ka ov mests_ka ov oV (EV pozmvn:ch
(n=12) (n=11) (n=5) (n=12) vzorki
a (n=40)
Metoda s neselektivnim a selektivnim pomnoZenim
PPV/MKTTn
37 °C 183%)  1(91%)  0(0%)  4(333%)  6(150%)
(A)
PPV/MKTTn
41,5 °C 7(583%) 8(727%) 2(400%) 9(750%) 26 (65,0 %)
(B)
(o]
PPV’R(‘S 37°C 0w 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
[o]
PPV/R‘(’S)‘”’S C o 5@17%) 2(182%) 2(400%) 5(41,7%) 14 (350 %)
Metoda s primym selektivnim pomnoZenim odpadni vody
[o]
MKT(Té‘)” C  6G00% 3(273%) 0(0%)  6(500%) 15 (37,5%)
[o]
MKTT(‘::;“’S C 9@50%) 6(B45%) 2(400%) 7(583%) 24 (60,0 %)
[o]
RV?é; C 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
[o]
RVS(‘LII)’S C 90w  2(182%)  0(0%)  6(500%) 17 (42,5%)

Metoda se selektivnim pomnoZenim zkoncentrovaného vzorku odpadni vody

CENT/MKTTn
41,5°C
(N

10 (83,3%) 6 (54,5 %) 0 (0 %)

7 (58,3 %)

23 (57,5 %)

CENT/RVS
41,5°C
()

5(41,7%) 2 (18,2 %) 0 (0 %)

1 (8,3 %)

8 (20,0 %)

OV - odpadni voda; PPV — pufrovana peptonova voda; MKTTn bujon — bujon podle Mullera a Kauffmanna

s tetrathionanem a novobiocinem; RVS bujon — bujon dle Rappaporta a Vassiliadise se

CENT - centrifugace
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Pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod byl nejucinnéjsi XLD agar, dale DC agar
a Rambach agar. Naproti tomu z BG agaru nebyly ziskany Zzadné izolaty bakterii rodu
Salmonella. Na vsech pouzitych pevnych médiich byl zaznamenan vyskyt falesné pozitivnich
kolonii. Na XLD agaru a DC agaru vyrustaly nej¢astéji V koloniich vzhledové podobnym
presumptivnim koloniim bakterie rodu Proteus. Na Rambach agaru falesné pozitivni kolonie
nejcastéji vytvarel Cirobacter freundii, zatimco bakterie rodu Proteus byly jednoznacné
vizualné rozlisitelné a vyristaly ve svétle oranzovych koloniich. Na BG agaru byla nejcastéjsim
puvodcem fale$né pozitivnich kolonii bakterie Pseudomonas aeruginosa.

Konkrétni podminky selektivniho pomnozeni mély zasadni vliv na vyskyt presumptivnich
kolonii bakterii rodu Salmonella na pevnych médiich, i na mnozstvi a slozeni pfitomné
doprovodné mikroflory. Pomnozeni v MKTTn bujonu vedlo nezavisle na inkubacni teploté
k vyskytu presumptivnich kolonii na XLD a DC agaru téméft ve vSech vySetfovanych vzorcich.
Avsak podil vzorki, ve kterych byly presumptivni kolonie potvrzeny jako bakterie rodu
Salmonella, byl nizky a kombinace MKTTn bujonu s XLD a DC agarem poskytovala vysoké
mnozstvi fale$né pozitivnich vysledkd. Jedinou vyjimkou byla kombinace protokolu
F (MKTTn 41,5 °C) a XLD agaru. K falesné¢ pozitivnim vysledkiim pfispivala 1 skutecnost, Ze
na vétsiné ploten DC agaru byly po vyockovani kultur pomnozenych v MKTTn bujonu
pritomny pouze bezbarvé kolonie s cernymi stiedy. To znac¢né ztézovalo az znemoznovalo
jednoznac¢né rozliSeni presumptivnich kolonii bakterii rodu Salmonella. K tomuto jevu ale na
DC agaru nedochazelo pii vyockovani kultur pomnozenych v RVS bujonu. I piesto ale
kultivacni protokoly kombinujici selektivni pomnozeni v MKTTn bujonu pii 41,5 °C
s vyoCkovanim na XLD a DC agar poskytly viubec nejvy$si miru detekce bakterii rodu
Salmonella v odpadnich vodach.

Pii kombinaci RVS bujonu s XLD a DC agarem méla inkubacni teplota zasadni vliv na vyskyt
presumptivnich kolonii. Pomnozeni v RVS bujonu pti 37 °C vedlo k vysokému podilu vzorkl
S presumptivnimi koloniemi na XLD a DC agaru, podobné jako pii pomnozeni v MKTTn
bujonu. Vsechny ptitomné presumptivni kolonie ale byly falesné pozitivni. Naproti tomu
pomnozeni v RVS bujonu pii 41,5 °C vedlo kpodstatné niz§imu poctu vzorkl
S presumptivnimi koloniemi na XLD a DC agaru. AvSak ve vysokém podilu téchto vzorki byly
ptitomné presumptivni kolonie identifikovany jako bakterie rodu Salmonella. Kombinace
pomnozeni v RVS bujonu pii 41,5 °C a XLD agaru byla nejucinngjsi v potlaceni vyskytu
fale$né pozitivnich kolonii, ale sou¢asné vedla k vysokému poctu fale$né negativnich vysledka.
Pii vyoc¢kovani kultur pomnozenych v RVS bujonu pti 41,5 °C byl na XLD a DC byl v nejvyssi

mife potlacen rist doprovodné mikroflory.
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zvyseni poctu vzorkl s presumptivnimi koloniemi na Rambach agaru. Avsak zadna z téchto
kolonii nebyla pozitivné potvrzena Ve srovnani s XLD a DC agarem byl podil pozitivné
potvrzenych vzorkd s presumptivnimi koloniemi pfitomnymi na Rambach agaru po vyockovani
kultur pomnozenych v RVS bujénu pii 41,5 °C podstatné nizsi.

Ptitomnost presumptivnich kolonii na BG agaru byla zaznamenana pouze po vyockovani kultur
pomnozenych v MKTTn bujonu, ale zadna z téchto kolonii nebyla pozitivné potvrzena jako

bakterie rodu Salmonella.

Vysledky ziskané v oblasti detekce bakterii rodu Salmonella v odpadnich vodach se staly
zékladem publikace (viz Ptiloha 3):

Roulova, N., Mot’kova, P., Brozkova, I. & Pejchalova, M. (2023). Comparison of culture
methods for the detection of Salmonella in wastewater. Scientific Papers of the University
of Pardubice Series A, 29.

V publikaci jsou rozsahle diskutovany ziskané vysledky, pfedevs§im s dirazem na zhodnoceni
vlivu jednotlivych proménnych na ucinnost izolace bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod.
Navrzené kultivac¢ni protokoly byly srovnany se standardizovanou metodou specifikovanou
v normé& CSN SO 19250, zejména pak s konkrétnimi postupy, ktera norma doporuéuje p¥imo
pro odpadni vody. Dale jsou vysvétleny pravdépodobné divody rozdilné prevalence bakterii
rodu Salmonella v riznych typech odpadnich vod. Publikace obsahuje podrobné vysledky pro
kombinace jednotlivych kultiva¢nich protokoli a pevnych médii ve form¢ souhrnnych tabulek.

Publikace je doplnéna rozsahlou fotografickou dokumentaci.

Pro vySetieni citlivosti k antibiotikim bylo vybrano 93 kment Salmonella spp. izolovanych
Z odpadnich vod. U 71,0 % (66/93) izolati byla zjisténa citlivost ke vSem testovanym
antibiotikim. Rezistence byla v nejvyssi mife zaznamenana vici pefloxacinu (18,3 %, 17/93)
(Tabulka 20). Disk s5 ug pefloxacinu lze u bakterii rodu Salmonella vyuzit pro screening
rezistence k fluorochinolonim. Od diskového difizniho testu s pefloxacinem lze také odvodit
citlivost bakterii rodu Salmonella k ciproflaxinu, nebot disk s 5 pg ciprofloxacinu neni
spolehlivy k detekci nizkého stupné rezistence k ciprofloxacinu u bakterii rodu Salmonella
(EUCAST 2022). Dale byla u Sesti izolati zjisténa rezistence vuci gentamicinu (6,5 %)
ashodné u t# izolati rezistence vuci ampicilinu a trimetoprim-sulfametoxazolu (3,2 %).
Vsechny izolaty vykazovaly citlivost vici cefotaximu a chloramfenikolu (Tabulka 20). Vyskyt

rezistentnich kmeni (29,0 %, 27/93) byl zaznamenan ve vsech typech odpadnich vod. U dvou
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izolatd z precisténych méstskych odpadnich vod (7,4 %, 2/27) byla zaznamenana rezistence ke
dvéma antibiotikiim, ostatni izolaty byly rezistentni vii¢i jednomu antibiotiku (92,6 %, 25/27).
Ve studii Masarikova et al. (2016) byly rezistentni kmeny Salmonella spp. zaznamenany
v 89 % vzorkl precisténych odpadnich vod odebranych na odtoku méstské v Brn¢. Nejcastéji
byla zjisténa rezistence k tetracyklinu a sulfonamidim (52 %), kyseliné nalidoxové (38 %)
a ampicilinu (33 %). Rezistence k tetracyklinu je mezi izolaty Salmonella spp. z odpadnich vod
Siroce roz$ifena, a v fadé studii je hlaSena jako nejcastéjsi (Santiago et al. 2018; Zhang et al.
2019; Yanagimoto et al. 2020). Dale se mezi izolaty z odpadnich vod ve vysoké mife vyskytuje
rezistence vuci streptomycinu, sulfametoxazolu a ampicilinu (Odjadjare and Olaniran 2015;
Mhongole et al. 2017; Santiago et al. 2018; Zhang et al. 2019; Yanagimoto et al. 2020). V rtuzné
mife je v odpadnich vodach hlasen vyskyt multirezistetnich kmenti Salmonella spp. (Oubrim
et al. 2012; Masarikova et al. 2016; Santiago et al. 2018; Zhang et al. 2019).

Tabulka 20 Antibioticka citlivost kmenii Salmonella spp. izolovanych z odpadnich vod

Pocet kmeni Salmonella spp. (n=93)
Antibiotikum (obsah disku)

S | R
Ampicilin (10 pg) 90 (96,8%) 0 (0 %) 3 (3,2 %)
Pefloxacin (5 ug) 76 (81,7 %) 0 (0 %) 17 (18,3 %)
Cefotaxim (5 png) 93 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Gentamicin (10 ug) 87 (93,5 %) 0 (0 %) 6 (6,5 %)
Chloramfenikol (30 ug) 93 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Trimetoprim-sulfametoxazol (1,25-23,75 ug) 90 (96,8 %) 0 (0 %) 3 (3,2 %)

S — citlivy, standardni davkovaci rezim; I — citlivy, zvySena expozice; R — rezistentni
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2.2 Prijem polyfluorovanych léciv efavirenzu a Kkyseliny flufenamové
rostlinami za hydroponickych podminek a jejich detekce v rostlinnych

extraktech

Cilem druhé c¢asti disertacni prace bylo zhodnotit pfijem polyfluorovanych 1é¢iv efavirenzu
a kyseliny flufenamové z kontaminované vody riznymi druhy rostlin, a to fefichou setou
(Lepidium sativum), roketou setou (Eruca sativa), fedkvickou setou (Raphanus sativus)
a hrachem setym (Pisum sativum). Schopnost ptirozené absorpce cilovych 1é¢iv vybranymi
modelovymi rostlinami byla posuzovana pomoci hydroponickych experimenti za vyuZiti
vodnych roztokli jednotlivych 1€¢iv jako péstebnich médii. V této ¢asti disertacni prace byly
navrzeny podminky hydroponického péstovani rostlin, metoda pro zpracovani rostlinného
materidlu pred extrakci cilovych 1é€iv a optimalizovana metoda jejich extrakce z rostlinné
matrice. Déle byla navrZena analytickd metoda, zaloZend na HPLC/MS analyze, pro detekci

efavirenzu a kyseliny flufenamové v rostlinnych extraktech.

2.2.1 Experimentalni ¢ast
2.2.1.1 Modelové rostliny a péstebni médium

Jako modelové rostliny pro sledovani ptirozené absorpce efavirenzu a kyseliny flufenamové
z vodnych roztoku byly vybrany nasledujici druhy: feficha seta (Lepidium sativum), roketa seta
(Eruca sativa), fedkvicka seta (Raphanus sativus) a hrach sety (Pisum sativum). Osiva vSech
modelovych rostlin byla ziskana od firmy MoravoSeed a. s.

Jako péstebni média byly pouzity roztoky standarda efavirenzu a kyseliny flufenamové (LGC
Standards) Vv destilované vod¢. Péstebni média obsahovala cilova 1é¢iva ve tiech
koncentra¢nich trovnich, a to 1,00, 3,75 a 7,50 mg/l. Pfislusnd navazka 1éCiv byla
Vv ultrazvukové lazni (Kraintek) rozpusténa ve 2 ml smési metanolu (99,9 %, Sigma-Aldrich)
a 1M NaOH (Penta) (10:1, v/v) a nasledné doplnéna sterilni destilovanou vodou na objem
1 litru. Destilovana voda pro pfipravu péstebnich médii byla sterilizovana v autoklavu (V-40,
Systec) pii 120 £+ 2 °C po dobu 15 minut. Pfipravena péstebni média byla skladovana ve tmé
pii teploté 4 °C a pouzivana maximalné jeden den po piipravé. Pied pouzitim byla péstebni

média vytemperovana na laboratorni teplotu.
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2.2.1.2 Podminky hydroponického péstovani rostlin

Hydroponické péstovani rostlin probihalo ve sklenénych Petriho miskéch o priméru 12 cm,
jejichz celd plocha byla pokryta dvéma vrstvami syntetické vaty z polyesterovych vldken
(Cellona). Péstovani probihalo v malych plastovych sklenicich bez umélého osvétleni. Skleniky
byly umistény na vnitinich okennich parapetech v mistnosti s kontrolovanou teplotou, ktera se
pohybovala v rozmezi 21 + 1 °C. Vsechny pomicky pouzivané pro péstovani rostlin byly
sterilni a veskeré operace byly provadény za aseptickych podminek, aby bylo omezeno riziko
kontaminace péstebniho systému. Petriho misky byly sterilizovany v horkovzdusném
sterilizatoru (5104.2, BMT Medical Technology) pii 180 °C. Plastové pomucky a synteticka
vata byly sterilizovany v autoklavu (STERILAB®, BMT Medical Technology) pti 105 °C po
dobu 15 minut.

2.2.1.3 Expozice rostlin efavirenzem a kyselinou flufenamovou

Rostliny byly péstovany po dobu sedmi dni, pficemz obdobi péstovani zacinalo vzdy v pondéli
prvniho tydne a bylo ukon¢eno v pond€li nasledujici tydne. Rostliny byly 1é¢iviim
prostiednictvim péstebniho média vystaveny po celou dobu 7denniho obdobi péstovani,
tj. i v obdobi kli¢eni. Vrstva syntetické vaty byla v den seti rostlin zvlh¢ena 40 ml péstebniho
média s obsahem prislusného 1é¢iva. Nasledné byl 1 gram seminek fefichy seté, rokety seté
a fedkvicky seté nebo 20 kust semen hrachu setého rovnomérné rozprostfeno na povrch
navlhéené syntetické vaty v Petriho miskdch. Zalivka péstebnim médiem s obsahem léciv
probihala po dobu dalSich Ctyf dnii (utery az patek). Pies vikend nebyly rostliny zalévany.
V pondéli nasledujiciho tydne taktéz nedochazelo k zalivce, nebot’ v tomto dni bylo obdobi
péstovani ukonceno. Celkovy objem zalivky za 7denni obdobi péstovani byl 150 ml. Denni
objem zalivky nebyl totozny a ménil se v zavislosti na rastové fazi rostlin (Tabulka 21). Aby
byly minimalizovany zmény v koncentraci 1éCiv v Petriho miskach, byla zalivka rostlin
provadéna nasledujicim zptsobem: zbytek péstebniho média z ptedeslého dne byl odsan
pomoci automatické pipety, nasledné¢ byla Petriho miska proplachnuta 20 ml cerstvého
pestebniho média, a po jeho odstranéni byly rostliny zality pfisluSnym objemem péstebniho
média pro dany den. Péstebni médium bylo vzdy nalévano pod syntetickou vatu, tak aby se
zabranilo ulpivani 1é¢iv z péstebniho média pfimo na rostlinach.

Kontrola rastu jednotlivych druhi rostlin za navrzenych podminek hydroponického péstovani
byla provadéna pomoci zalivky destilovanou vodou. Kontrolni vzorky byly nasazovany ve

tiech replikatech pro kazdy druh rostliny pii kazdém péstebnim obdobi. Podminky péstovani
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a systém zalivky kontrolnich vzorkt byly totozné s rostlinami, které byly vystaveny ucinktim

1éCiv.

2.2.1.4 Odbér a zpracovani vzorkii rostlin

Vzorky rostlin byly odebirany bud’ jednorazové na konci 7denniho obdobi péstovani, nebo
kazdodenné beéhem celého 7denniho obdobi péstovani. Podminky péstovani a systém zélivky
byl pro obé metodiky odbéru vzorku totozny (Tabulka 21).

Pti jednordzovém odbéru vzorkli byly vzorky odebirdny v pondéli nasledujiciho tydne,
v piipadé, ze byly rostliny zasety v pondéli tydne piedchazejiciho. Pro kazdy druh rostliny
a kazdou koncentra¢ni hladinu efavirenzu a kyseliny flufenamové v péstebnim médiu (1,00,
3,75 a 7,50 mg/l) byly nasazovany tii replikaty ve dvou sériich opakovani (n=6).

Pti kazdodennim odbéru vzorkl byl odbér zapocat ithned prvni den po zaseti rostlin, tj. v ttery,
pokud byly rostliny zasety v pondé€li. Nasledné byly vzorky odebirany dennég, a to vcetné
vikendu. Za 7denni obdobi péstovani byly tedy vzorky odebirany 7krat, aby bylo mozné
sledovat zménu koncentrace 1é€iv V rostlinach v zavislosti na dobé expozice. Pro kazdy druh
rostliny a kazdou koncentra¢ni hladinu efavirenzu a kyseliny flufenamové v péstebnim médiu
(1,00, 3,75 a 7,50 mg/l) byly nasazovany tii replikaty v jedné sérii opakovani (n=3).

Pied sklizenim byly rostliny fadné¢ oplachnuty destilovanou vodou a osuSeny papirovou
utérkou, aby doslo K odstranéni zbytki péstebniho média, které v prubéhu péstovani mohlo
ulpit na povrchu rostlin. K analyze byly odebirany vSechny rostliny narostlé v dané Petriho
misce, a to véetné kofenové Casti. Rostlinny material byl po odbéru pienesen do Cistych Petriho
misek a pfesné zvazen, aby bylo mozné ptepocitat vysledky na hmotnost zivé rostliny. Nasledné
byly rostliny zamrazeny pii teploté —20 °C po dobu nejméné 24 hodin. Po uplynuti této doby
byl rostlinny material vysuSen mrazem V lyofilizatoru (L4-110, Gregor Instruments) po dobu
25 hodin. Lyofilizované rostliny byly rozetfeny na jemny prasek pomoci tfeci misky s tlouckem
a premistény do 50ml centrifuga¢nich zkumavek (Corning, 430829), ve kterych byla provedena

extrakce cilovych 1é¢iv z rostlinného materialu.
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Tabulka 21 Systém zdlivky rostlin a metodika odbéru vzorkii

Jednorazovy odbér Kazdodenni odbér

Den péstovani Denni objem zalivky vzorki vzorkit
SETI (pondéli) 40 ml

1. den (utery) 30 ml --- ANO
2. den (stfeda) 20 ml --- ANO
3. den (¢tvrtek) 20 ml --- ANO
4. den (patek) 40 ml --- ANO
5. den (sobota) bez zalivky ANO
6. den (nedéle) bez zalivky --- ANO
7. den (pondéli) bez zalivky ANO ANO

2.2.1.5 Extrakce efavirenzu a kyseliny flufenamové z rostlinné matrice

Efavirenz a kyselina flufenamova byly z rostlinné matrice izolovany extrakci kapalinou.
Po optimalizaci extrak¢nich podminek byla extrakce provedena pomoci 20 ml smési metanolu
(99,9 %, Sigma-Aldrich) a 1M NaOH (Penta) (10:1, v/v) v ultrazvukové lazni (Kraintek) po
dobu 60 minut. Rostlinny material byl od extrakéniho ¢inidla oddélen centrifugaci pii 4688 x g
po dobu 30 minut pii 4 °C (ROTINA 420R, Hettich). Supernatant byl po centrifugaci
odpipetovan pomoci automatické pipety a do HPLC/MS analyzy uchovavan v zamrazeném

stavu pfti teploté —20 °C.

2.2.1.6 HPLC/MS analyza efavirenzu a kyseliny flufenamové v rostlinnych extraktech

Analyza efavirenzu a kyseliny flufenamové v rostlinnych extraktech byla provedena pomoci
HPLC v systému S obracenymi fazemi (RP-HPLC) spojené s MS detekci. Pro kvantifikaci
cilovych 1é¢iv byla pouzita metoda kalibracni ptimky.

Systém HPLC byl vybaven binarnim gradientovym cerpadlem HPG-3400RS, termostatem
kolon TCC-3000 a autosamplerem WPS-3000TRS (Thermo Fisher Scientific). HPLC systém
byl spojen s hmotnostnim detektorem Orbitrap Q Exactive Focus s hmotnostnim rozsahem
70-1000 m/z pracujicim po dobu 6 minut v pozitivnim modu s iontovym zdrojem Probe-HESI-

M2 a Assy-APCI Probe-USI (Thermo Fisher Scientific).
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Optimalni separace bylo dosazeno na kolon¢ Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm, 2,7 um)
(Supelco) za pouziti gradientové eluce. Mobilni faze byla slozena z 0,1% roztoku kyseliny mravenci
ve vode (A) az 0,1% roztoku kyseliny mravenci v metanolu (B). Gradientovy profil byl nasledujici:
0-2 min: 20 % B, 2,5-3 min: 90 % B a 6 min: 20 % B. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou
byla 0,4 ml/min a kolona byla termostatem vytemperovana na 25 °C. Objem vstiikovaného

vzorku byl 10 pl.

2.2.2 Vysledkova ¢ast a diskuse
2.2.2.1 Hydroponické experimenty

Navrzené podminky hydroponického péstovani minimalizovaly ovlivnéni experimentl
mikrobialni ¢innosti. Pouziti malych plastovych sklenikli pro kultivaci rostlin branilo vzdusné
kontaminaci, a na Petriho miskach nebyl zaznamenan rust plisni. Soucasné nedochazelo
k odpafovani péstebniho média a béhem péstovani bylo mozné udrzovat konstantni teplotu.
Synteticka vata z polyesterovych vlaken slouzila jako vyborny podklad pro ukotveni kotfent
rostlin béhem rastu. Nejvétsi vyhodou syntetické vaty vSak byla moznost jeji sterilizace
v autoklavu. Nebylo zjisténo, ze by dochazelo k absorpci cilovych 1é¢iv z péstebniho média na
syntetickou vatu.

Je tfeba poznamenat, Ze navrzené podminky hydroponického péstovani mély urcitd omezeni.
Z4sadnim omezenim byla skute¢nost, Ze ne vSechny faktory ovliviiujici rtst rostlin byly plné
kontrolovany. V tomto ohledu se jednalo zejména o vyuziti pfirozeného svétla namisto
vhodného umélého svételného zdroje. Vzhledem k tomu, Ze experimenty byly provadény
Vv prib¢hu roku béhem riznych rocnich obdobi, ménila se 1 délka denniho slune¢niho svitu. Tim
byl pfirozen¢ ovlivnén rist rostlin, a pravdépodobné i piijem 1é¢iv z péstebniho média. Z tohoto
divodu by bylo vhodnéjsi pouzit umélé osvétleni a nastavit konstantni svételny rezim,
naptiklad 12 hodin svétlo a 12 hodin tma, ¢imz by se minimalizoval vliv vnéjsich podminek na
rust rostlin. Behem hydroponického péstovani by pak bylo vhodné kontrolovat vedle teploty
i relativni vlhkost vzduchu. Dal§im omezenim byl samotny systém zalivky. Ackoliv byly
rostliny vystaveny u¢inkim lé¢iv po celou dobu 7denniho obdobi péstovani, v pribéhu vikendu
nebylo mozné zajistit jejich zalivku a vyménu péstebniho média. Tim nebyla zajisténa
konstantni koncentrace cilovych 1é¢iv v Petriho miskach. Obdobi péstovani nebylo v této praci
rozdé€leno na fazi kliceni a obdobi rustu. Tento systém je ve studiich zabyvajicich se studiem
piijmu lé¢iv rostlinami za hydroponickych podminek velmi rozsiteny. V obdobi kliceni jsou

rostliny zavlazovany pitnou vodou a K expozici 1éCivy dochazi obvykle tieti den po seti
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(Emhofer et al. 2017; Reichl et al. 2018; Emhofer et al. 2019). Pii zpétném pohledu by proto
bylo vyhodné;jsi, rozdé€lit 7denni obdobi péstovani na dvoudenni fazi kliceni, ktera by probihala
béhem vikendu, a pétidenni fazi ristu, pti které by byly rostliny vystaveny u¢inktim 1é¢iv. Tato
faze by byla zapocata v pondéli. Timto zptisobem by mohla byt vyména péstebniho média
provadéna denné po celou dobu Sdenni faze rlstu rostlin (pondéli az patek). Avsak tento systém
by byl pouzitelny pouze u fetichy a rokety, nebot’ k vykli¢eni fedkvicky a hrachu dochazelo za
vice nez dva dny. Na druhou stranu ale nebyl divod piedpokladat, ze béhem kliceni semen
nedochdzi k pfijmu 1é¢iv z péstebniho média.

Rozhodujicimi atributy pro vybér modelovych rostlin byl rychly rist a moznost
hydroponického péstovani. TaktéZ bylo pfihlédnuto k tomu, aby byly vybrané druhy rostlin
jedlé. Reficha setd je &asto vyuzivana jako modelova rostlina pro studium piijmu
a metabolizace 1é¢iv ze zavlahové vody, nebot spliiuje pozadavky pro hydroponické péstovani
a vyznacuje se kratkym rustovym cyklem (Reichl et al. 2018). Roketa seta je taktéz rychle
rostouci rostlina, pro niz predstavuje hydroponické péstovani idealni ptistup, nebot’ vyzaduje
stalé zavlazovani (Marsoni et al. 2014). Jako modelova rostlina byla roketa seta pouzita ve
studii Cuellar et al. (2021), ve které byl zkouman piijem a akumulace Sestimocného chromu
z kontaminované zavlahové vody. Semena fedkvicky seté byla vyuzita ve studii Rhodes et al.
(2021), ato pro sledovani piijmu a akumulace cefalexinu za hydroponickych podminek po
dobu Sesti dnti. Naproti tomu sazenice fedkvicky seté péstované za hydroponickych podminek
byly vyuzity pro pochopeni metabolismu diazepamu a jeho vlivu na vybrané metabolické
enzymy V rostlinach (Dudley et al. 2019). Hrach sety byl pouzit jako modelova rostlina pfi
studiu pfijmu beta-blokatoru atenololu, antiepileptika karbamazepinu a antibiotika
sulfametoxazolu z kontaminované pudy (Klement et al. 2020). Za hydroponickych podminek
byl hrach sety vyuzit ke studiu metabolitd vznikajicich po piijmu Ié¢iva telmisartanu
(Lang et al. 2021).

U fefichy a rokety byla maximalni doba trvani hydroponickych experimenti omezena na sedm
dni. Po této dobé& dochazelo k postupnému odumirani rostlin a jejich zahnivani. Tento jev lze
ptipsat skutecnosti, ze fetficha i roketa kli¢ily velmi rychle, obvykle druhy az tieti den po zaseti
(Obrazek 9). Ke kliceni fedkvicky a hrachu dochazelo az okolo ¢tvrtého dne od zaseti
a hydroponické experimenty s témito rostlinami bylo mozné prodlouzit az na dobu 14 dnti. Ve
studii Mlynek et al. (2021) byla celkova doba hydroponického péstovani fetichy seté 15 dnu,
avSak prvnich sedm dni zahrnovalo Kliceni semen v kohoutkové vodé. K expozici 1é¢ivy

dochazelo az od osmého dne.
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Maximalni koncentrace 1éCiv, kterym bylo mozné vSechny druhy rostlin vystavit, odpovidaly
7,50 mg/l. Pti vyssSich koncentracich nedochazelo k vykliceni rostlin. Nejvyssi zkouSena

koncentrace byla u obou cilovych 1é¢iv 10 mg/1.

a) b)

Obrdzek 9 Semena rerichy seté v den seti (a) a vyklicend semena rerichy seté po 72 hodindach hydroponického
péstovani (b)

2.2.2.2 Vzhled rostlin po expozici efavirenzem a kyselinou flufenamovou

Morfologie rostlin, které byly vystaveny u¢inkim polyfluorovanych 1é¢iv v péstebnim médiu,
se vyrazn¢ nelisila od kontrolnich rostlin zalévanych pouze destilovanou vodou, a to ani pii
nejvyssi koncentraci 1é¢iv v péstebnim médiu (7,50 mg/l). Nebyly zjistény zadné vyznané
rozdily v hmotnosti rostlinného materialu narostlého za pfitomnosti 1é¢iv v péstebnim médiu
a Vv kontrolnich vzorcich. Tato skute¢nost naznacuje nulovou miru fytotoxicity cilovych léciv
pii koncentrac¢nich trovnich, ve kterych byly pfitomny v péstebnim médiu.

Pouze u fetichy byl v ptipadé expozice kyselinou flufenamovou pozorovan viditelny odklon od
vzhledu kontrolnich rostlin, a t0 v podob¢é uzkého az nitkovitého stonku, jehoZ Sitka
neptesahovala 0,5 mm. Tento jev m¢l za nasledek zna¢nou nestabilitu rostlin, ktera vedla az
k jejich ohnuti. Tato morfologicka odchylka od kontrolnich rostlin nebyla u fefichy
zaznamenana pii zalivce péstebnim médiem s obsahem efavirenzu. V tomto piipadé byl stonek
pevny s sitkou okolo 1 mm, coz odpovidalo kontrolnim rostlinam.

Nejnapadnéjsim rozdilem mezi rostlinami, které byly vystaveny piisobeni efavirenzu a kyseliny
flufenamové, byla jejich vyska. Rostliny zalévané péstebnim médiem s obsahem kyseliny
flufenamové byly vyssi neZ rostliny zalévané péstebnim médiem s obsahem efavirenzu

0 totozné koncentraci. Jedinou vyjimku ptedstavoval hrach, u kterého tento vyskovy rozdil
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nebyl pozorovan. Vzhled modelovych rostlin po 7denni expozici kyselinou flufenamovou

0 koncentraci 3,75 mg/l v péstebnim médiu je zobrazen na Obrazku 10.

Obrazek 10 Vzhled rostlin po 7denni expozici Kyselinou flufenamovou o koncentraci 3,75 mg/l v péstebnim
médiu: Fericha setd (a), roketa seta (b), Fedkvicka setd (c) a hrdach sety (d)

2.2.2.3 Optimalizace extrakce efavirenzu a kyseliny flufenamové z rostlinnych matric

Byla provedena optimalizace extrakéniho postupu pro extrakci efavirenzu a kyseliny
flufenamové z rostlin. V ramci optimalizace byl testovan druh extrakéniho rozpoustédla, doba
extrakce v ultrazvukové lazni a celkova ¢asova a manualni naro¢nost extrakce, véetné procesu
suSeni. Pro extrakci cilovych 1é¢iv byly vyzkouSeny tfi extrakéni smési, zahrnujici metanol
s HCI (10:1, v/v), acetonitril s HCI (125:1, v/v) a metanol s 1M NaOH (10:1, v/v). Zkousena

doba trvani extrakce v ultrazvukové lazni byla 15, 30, 45 a 60 minut. Nejlepsi extrakcni
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vytéznosti pro ob¢ cilova 1éCiva bylo dosazeno pifi pouziti smési metanolu
s 1M NaOH (10:1, v/v), a to pii extrakci v ultrazvukové lazni po dobu 60 minut. U ziskaného
extraktu byly zkouSeny ruzné formy zpracovani pred HPLC/MS analyzou, a to odpafeni pod
proudem dusiku a SPE extrakce.

Extrakt byl odpafen pod proudem dusiku a nasledné rozpustén v 1 ml smési o slozeni
odpovidajici mobilni fazi na zacatku gradientu (20% metanol). Déle byl pro rozpusténi
odpaieného extraktu zkousen 90% metanol a 20% acetonitril. Ziskané vysledky ukazaly, ze
odpareni a nasledné rozpusténi vysuSeného extrakéniho zbytku sniZilo vytéznost v porovnani
s analyzou neupraveného extraktu ziskaného pfimo po extrakci 20 ml smési metanolu
s 1M NaOH (10:1, v/v). Kroky odpafovani a rekonstituce proto nebyly do navrzeného
extrakénim postupu zatfazeny.

Dale byla zkouSena SPE extrakce na kolonkach s riiznou stacionarni fazi. Byly zkouSeny
kolonky Strata C18 (Phenomenex) a Oasis HBL (Waters). Ziskany extrakt o objemu 20 ml byl
ziedén deionizovanou vodou na celkovy objem 400 ml a byla provedena SPE extrakce. Eluce
byla provedena metanolem o objemu 3 ml. Ziskany eluat byl odpafen pod proudem dusiku
a nasledné rozpustén v 1 ml 90% metanolu. Pouziti kolonky Oasis HBL je Siroce rozsifeno jak
pro zakoncentrovani 1éCiv nebo jejich metabolitii v rostlinnych extraktech, tak pro ptecisténi
rostlinnych extrakti pied dalsi analyzou (Hu et al. 2010; Di Baccio et al. 2017; He et al. 2017,
Gonzalez Garcia et al. 2018). V této praci vSak ani jednou ze zkousenych SPE kolonek nebyly
ziskany uspokojivé vysledky. SPE krok nejenze prodluzoval dobu zpracovani vzorku, ale také
prispival ke ztraté¢ cilovych 1éciv. SPE krok proto nebyl do navrzené¢ho extrakéniho postupu

zahrnut.

2.2.2.4 Prijem efavirenzu a Kkyseliny flufenamové rostlinami

Koncentrace kyseliny flufenamové a efavirenzu V rostlinach na konci 7denniho obdobi
péstovani jsou uvedeny v Tabulce 22. V tabulce jsou uvedeny priméry ze vSech analyzovanych
rostlinnych extrakti (n=6).

Obé cilova 1éciva byla detekovéana ve vSech druzich rostlin, a to pfi vSech tiech koncentra¢nich
tirovnich v p&stebnim médiu. Zadné z 1é¢iv nebylo detekovano v kontrolnich vzorcich rostlin.
Dle ocekavani byla nejvyssi koncentrace obou 1é¢iv V rostlinach zjisténa pti jejich nejvyssi
koncentraci v péstebnim médiu (7,50 mg/l). Z hlediska pouzitych druhii rostlin byla nejvyssi
schopnost pfijmu obou polyfluorovanych 1é¢iv zaznamenana u fedkvicky. Naopak vibec

nejnizsi piijem obou 1é¢iv vykazovala roketa.
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Tabulka 22 Koncentrace kyseliny flufenamové a efavirenzu v rostlindch na konci 7denniho obdobi péstovani

(19/g zivé rostliny)
Modelova rostlina
(xe Koncentrace 1é¢iva  Reficha Roketa  Redkvi¢ka Hrach
Lécivo « , ‘1 . . . ,
VvV péstebnim médiu seta seta seta sety
Koncentrace 1é¢iva v ug/g Zivé rostliny?
7,50 mg/l 2,33+0,17 0,85+0,08 6,80+0,24 1,80+0,17
Kyselina 3,75 mg/l 0,89+0,20 0,69+019 2,09+0,15 159015
flufenamova
1,00 mg/I 0,37+0,06 045+0,18 1,41+0,22 0,77+0,10
Modelova rostlina
(xe Koncentrace 1é¢iva  Reficha Roketa  Redkvi¢ka Hrach
Lécivo « , , 1s . . . ,
V péstebnim médiu seta seta seta sety
Koncentrace lé¢iva v ng/g zZivé rostliny®
7,50 mg/l 746+082 220+0,26 2360+511 9,92+1,13
Efavirenz 3,75 mg/l 6,15+0,99 194+0,28 17,46+1,43 4,68+0,62
1,00 mg/I 0,75+0,10 1,04+0,30 4,68+0,51 2,17+0,20

& primérna koncentrace (n=6)

Vyssi piijem rostlinami byl zjistén pro efavirenz. Pii totoznych koncentra¢nich tirovnich obou
cilovych 1é¢iv v péstebnim médiu byly v piipad¢ efavirenzu V rostlinach stanoveny az o tad
vy$8i koncentrace v ug/g Vporovnani s kyselinou flufenamovou. Tento jev lze piicist
skute¢nosti, ze piijem chemickych latek rostlinami do zna¢né miry zavisi na jejich lipofilité,
vyjadiené hodnotou rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (Log Kow) a ioniza¢nim stavu,
ktery je silné ovlivnén hodnotou disocia¢ni konstanty (pKa) a pH prostiedi (Wu et al. 2013;
Marsoni et al 2014; Barreales-Suarez et al. 2018). Hodnoty Log Kow a pKa pro kyselinu
flefenamovou a efavirenz jsou uvedeny v Tabulce 23. Zatimco hodnota Log Kow je u obou
cilovych 1é¢iv srovnatelna, hodnota pKa kyseliny flufenamové (3,88) je vyrazné nizs§i nez
hodnota pKa efaverinzu (12,52). Dusledkem nizké hodnoty pKa je omezeny ptijem daného
1é¢iva kofenovym systémem (Marsoni et al 2014). Tato skute¢nost miize vysvétlovat, pro¢ byly
V této praci Vrostlinach stanoveny niz8i koncentrace kyseliny flufenamové V porovnéni

s efavirenzem.

98



Tabulka 23 Molekularni struktura a vybrané fyzikalné-chemické viastnosti kyseliny flufenamové a efavirenzu

Molekularni
Lécivo Struktura hmotnost Log Kow® pKa?
(g/mol)
Kyselina
flufenamova 281,23 5,25 3,88
(C14H10F3NO»)
Efavirenz
315,67 4,46 12,52

(C14H9CIF3NOy)

azjisténo z DrugBank https://go.drugbank.com/

Pii koncentraci 7,50 mg/l kyseliny flufenamové v péstebnim médiu bylo Vv fedkvicce
detekovano 6,80 pg/g tohoto 1é¢iva. V roketé byla zjisténa koncentrace 0,85 pg/g. V fefise
a hrachu bylo pfi nejvyssi koncentraci kyseliny flufenamové v péstebnim médiu stanoveno
2,33 ng/g, respektive 1,80 pg/g tohoto 1éciva.

V fefiSe a fedkvicce byl shodné pozorovan vyrazny pokles detekovaného mnozstvi kyseliny
flufenamové pii sniZzeni koncentrace tohoto 1é¢iva v péstebnim médiu na 3,75 mg/l a 1,00 mg/I.
V roketé a hrachu byl naproti tomu rozdil mezi detekovanym mnozstvim kyseliny flufenamové
pti jednotlivych koncentra¢nich trovnich tohoto 1é¢iva v pé€stebnim médiu vyrazné¢ mensi.
Tento jev byl patrny zejména pro roketu, ve které se koncentrace kyseliny flufenamové pii
vSech koncentra¢nich trovnich tohoto Ié¢iva v péstebnim médiu pohybovala v rozmezi
od 0,45 do 0,85 pg/g. V hrachu bylo detekovano srovnatelné mnozstvi kyseliny flufenamové
(1,59 png/g a 1,80 pg/g) pii koncentracich 3,75 mg/l a 7,50 mg/l tohoto 1é¢iva v péstebnim

médiu. Ke snizeni detekované mnozstvi v hrachu (0,77 png/g) doslo az pii nejnizsi koncentraci

kyseliny flufenamové v péstebnim médiu (Graf 1).
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Koncentrace kyseliny flufenamové v rostlinach na konci 7denniho obdobi péstovani

(ng/g zivé rostliny)
5 7,50
"g 7,00
= 6,50
2 6,00
>
z 5,50
3 Z 500
EE 450
88 40
= o 350
;\ R 3,00
=20 250
0 &
2= 200
8 1,50
g 1,00
= 0,00
Q Reficha seta Roketa seta Redkvitka seta Hrach sety

Modelova rostlina

m 7,50 mg/l m3,75 mg/l =1,00 mg/l

Graf 1 Koncentrace kyseliny flufenamové V rostlinach na konci 7denniho obdobi péstovdni (ug/g zivé rostliny)

Pfi koncentraci 7,50 mg/l efavirenzu v péstebnim médiu bylo v fedkvicce detekovano
23,60 pg/g tohoto 1é¢iva. V roketé byla zjisténa koncentrace 2,20 ug/g. V hrachu bylo pti
nejvyssi koncentraci efavirenzu v péstebnim médiu detekovano 9,92 pg/g tohoto 1é€iva, Vv fefise
7,46 ng/g.

V fefise a fedkvicce byl pokles detekovaného mnozstvi efavirenzu pozorovan az pii nejnizsi
koncentraci tohoto 1éCiva v péstebnim médiu (1,00 mg/l). Pii koncentracich 7,50 mg/l
a 3,75 mg/l efavirenzu v péstebnim médiu bylo detekované mnozstvi 1é¢iva v fefise a fedkvicce
srovnatelné. U rokety byl opét patrny pouze maly rozdil mezi koncentracemi efavirenzu, které
byly detekovany pfi riiznych koncentra¢nich Urovnich tohoto 1é¢iva v péstebnim médiu.
V hrachu trend poklesu detekovaného mnozstvi efaverinzu odpovidal postupnému poklesu
koncentrace tohoto 1é¢iva v péstebnim médiu (Graf 2). Ve studii Mlunguza et al. (2020) byl
studovadn piijem efavirenzu a dalSich dvou antiretrovirovych 1é¢iv vodnim hyacintem
z ptirozené kontaminovanych vodnich utvart. Efavirenz byl ze vSech cilovych IéCiv zjistén
Vv nejvyssi koncentraci ve vSech ¢éastech rostlin. Maximalni koncentrace byla zaznamenana
Vv kofenové ¢asti, a to 29,6 png/kg. Ve studii Akengaet al. (2021) byl studovan piijem antivirotik
a antiretrovirotik sazenicemi salatu za hydroponickych podminek. U efavirenzu byla

zaznamenana vubec nejvyssi akumulace v rostlinnych tkanich. V salatu, ktery byl po dobu
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21 dnt vystaven pusobeni péstebniho média s obsahem 100 pg/l efavirenzu, bylo detekovano
3,46 ug/g tohoto 1é¢iva.

Koncentrace efavirenzu v rostlinach na konci 7denniho obdobi péstovani
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Reficha seta Roketa seta Redkvitka seta Hréch sety

Modelova rostlina

m 7,50 mg/l m3,75 mg/l = 1,00 mg/l

Graf 2 Koncentrace efavirenzu v rostlindch na konci 7denniho obdobi péstovini (ug/g Zivé rostliny)

2.2.2.5 Prijem efavirenzu a Kyseliny flufenamové rostlinami v pribéhu 7denniho obdobi

péstovani

Zjisténé koncentrace 1é¢iv v rostlinach v zavislosti na dobé expozice jsou uvedeny v Tabulkach
24, 25 a 26. V tabulkach jsou uvedeny priméry ze vSech analyzovanych rostlinnych extrakta
(n=3). Nad kazdym sloupcem je vyobrazen trend pfijmu 1é¢iva v zavislosti na dob¢é expozice
ve form¢ minigrafu. Z minigrafli je na prvni pohled zfejmé, ze absorp¢ni trend nebyl zavisly na
druhu [é¢iva, ale na druhu rostliny. Sou€asné bylo zjisténo, ze absorp¢ni trend nezavisel na
koncentraci 1é¢iv v péstebnim médiu.

U fefichy a rokety vykazoval ptijem kyseliny flufenamové a efaverinzu podobny trend. Ten
sestaval z velmi rychlého narlstu koncentrace 1é¢iv v rostlinach, kdy bylo maximalnich
detekovanych koncentraci dosazeno ve tfetim nebo ¢tvrtém dnu péstovani. Poté nasledovala
faze charakterizovana strmym poklesem koncentrace 1éCiv V rostlinaich s ¢asem expozice.
Velmi intenzivni piijem 1éCiv z peéstebniho média béhem prvnich tfi dnli obdobi péstovani
odpovidal u fefichy i rokety fazi kliceni. Nasledny prudky pokles koncentrace 1é¢iv v rostlinach
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mohl byt zplisoben poskozenim rostlin v prubehu kliceni. Néasledkem ¢ehoz nadzemni Casti
rostliny ptestaly absorbovat 1é¢iva a pozorovany pokles koncentrace byl disledkem degradace
1é¢iv v rostlin¢ (Barreales-Suarez et al. 2018). Kromé toho lze sniZzeni koncentrace mateiskych
1é¢iv v rostlinach pfisoudit tvorbé transformacnich produktd (Rhodes et al. 2021). Vyse
popsany absorp¢ni trend pro fefichu a roketu nebyl zaznamenan pouze u fetfichy vystavené
ucinkim nejvyssich koncentraci kyseliny flufenamové a efavirenzu v péstebnim médiu.
V piipad¢ ptijmu kyseliny flufenamové byla v fefise nejvyssi koncentrace zjisténa az Sesty den
expozice. V piipadé efavirenzu byl sice zaznamenan velmi intenzivni pfijem béhem prvnich
Ctyf dnd obdobi péstovani, avsak k poklesu koncentrace 1é¢iva v fefiSe doslo pouze nasledujici
den. Dalsi dny expozice naopak dochazelo k opétovnému nartstu koncentrace efavirenzu
V rostling.

U ftedkvicky a hrachu byl pfijem kyseliny flufenamové i1 efaverinzu charakterizovan
kontinualnim nartstem koncentrace 1é¢iv Vv rostlinach s ¢asem expozice. Nejvyssi koncentrace
1é¢iv byla v rostlinach zjisténa v sedmém, tedy poslednim dnu péstovani. OdlisSny trend pfijmu
1é¢iv v porovnani s fefichou a roketou je mozZné ptisoudit pozdéjSimu vykliceni hrachu
a fedkvicky, ke kterému dochazelo az béhem ¢tvrtého dne obdobi péstovani. Skutecnost, Ze ke
zvySovani koncentrace 1é¢iv v fedkviéce a hrachu dochazelo az do konce expozice naznacuje,
ze po prijmu lé¢iv nedochazelo kK jejich transformaci. U fedkvicky a hrachu by proto bylo
vhodné prodlouzit dobu expozice a zjistit, zda dochézi k dal§imu zvySovani koncentrace 1é¢iv
Vv rostlinach s ¢asem expozice, nebo naopak k jejimu poklesu, coz by naznacovalo tvorbu
transformacnich produkti. Vyse popsanému absorpénimu trendu pro hrach a fedkvicku
neodpovidal pouze pfijem kyseliny flufenamové o koncentraci 1,00 mg/l v péstebnim médiu
fedkvickou. V tomto piipad¢ byla nejvyssi koncentrace 1éCiva v rostling zjisténa ve tfetim dnu
obdobi péstovani a nasledné byl zaznamenan jeji postupny pokles. To odpovidalo absorpénim
trendlim popsanym pro fefichu a roketu.

Rozdilné koncentrace obou lé¢iv V rostlinach na konci 7denniho obdobi péstovani, zjisténé pii
jednorazovém odbéru vzorkli a kazdodennim odbéru vzorkd, Ize dat do souvislosti s vySe
popsanym omezenim hydroponickych experimenti. Konkrétné vyuZiti pfirozen¢ho svétla
K péstovani rostlin. Zatimco experimenty s jednorazovym odbérem vzorkl na konci obdobi
péstovani byly provadény v jarnich mésicich, zavislost pfijmu Ié¢iv rostlinami na ¢ase expozice

byla hodnocena v podzimnich mésicich.
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Tabulka 24 Koncentrace kyseliny flufenamové a efavirenzu V rostlindch (ug/g Zivé rostliny) v prithéhu 7denniho
obdobi péstovani (koncentrace léciv v péstebnim médiu 1,00 mg/l)

Modelova rostlina

Lécivo
Den Reficha Roketa  Redkvitka  Hrach
Koncentrace 1é¢iva péstovani seta seta seta sety
V péstebnim médiu e . . 4
Koncentrace lé¢iva v pg/g Zivé rostliny
1 0,39+0,05 0,28+0,09 0,40+£0,10 0,30+0,06
2 0,66 +0,11 055+0,16 0,63+0,13 0,36+0,09
Kyselina flufenamova
3 1,29+0,28 1,10+0,30 2,41+0,55 0,32+0,11
1,00 mg/l 4 1,13+0,12 0,67+0,40 2,00+0,18 0,29 +0,04
5 0,74+0,22 052+0,12 1,49+0,23 0,30+0,06
6 0,44+0,12 046+0,03 129+043 0,50+0,12
7 0,38+0,11 0,20+0,12 1,30+0,11 0,88+0,22
e Modelova rostlina
Lécivo
Den Reficha Roketa Redkvicka Hrach
Koncentrace lé¢iva péstovani seta seta seta sety
VvV péstebnim médiu e o, ;
Koncentrace lé¢iva v ng/g zZivé rostliny®
1 0,33+0,04 0,39+0,07 0,64+0,03 0,28+0,05
2 091+0,06 0,74+0,08 155+0,17 0,31+0,05
Efavirenz
3 1,29+0,11 161+0,12 2,76+0,20 0,34+0,01
1,00 mg/l
9 4 1,14+0,08 1,360,060 4,29+0,44 0,70+0,09
5 098+0,16 119+0,04 390+0,27 1,19+0,12
6 0,74+0,06 096+0,16 3,02+0,39 1,72+0,04
7 0,53+0,07 041+0,08 395+0,52 2,05+0,04

8 pramérna koncentrace (n=3)

103



Tabulka 25 Koncentrace kyseliny flufenamové a efavirenzu v rostlindch (ug/g Zivé rostliny) v pritbéhu 7denniho
obdobi péstovani (koncentrace léciv v péstebnim médiu 3,75 mg/l)

Modelova rostlina

Lécivo
Den Reficha Roketa ~ Redkvitka  Hrach
Koncentrace 1é¢iva péstovani seta seta seta sety
W t b r Vd.
v pestebnim mediu Koncentrace 1é¢iva v pg/g Zivé rostliny?
1 0,27+0,07 0,20+£0,05 0,91+0,15 0,57=+0,05
2 0,53+0,09 124+0,16 124+0,10 0,72+0,09
Kyselina flufenamova
3 155+0,33 194+024 443+041 1,17+0,13
3,75 mg/l 4 1,30+0,20 2,30+0,30 7,05+098 1,29+0,14
5 0,99+0,16 2,05+0,20 7,50+0,60 1,49+0,20
6 0,85+0,05 0,35+0,08 8,82+1,01 1,60=+0,23
7 096+0,11 0,44+0,10 11,38+1,53 1,95+0,19
e Modelova rostlina
Lécivo
Den Reficha Roketa Redkvicka Hrach
Koncentrace léciva péstovani seta seta seta sety
VvV péstebnim médiu e o, ;
Koncentrace lé¢iva v ng/g zivé rostliny®
1 1,22+0,01 1,15+0,18 1,46+0,34 1,82+0,19
2 3,11+0,21 3,12+0,43 3,68+0,11 1,97+0,13
Efavirenz
3 544+0,15 3,64+0,39 596+0,82 248=+0,35
3,75 mg/l
9 4 465+0,15 3,74+0,57 8,30+0,89 3,01+0,29
5 0,74+0,07 293+0,29 935+0,55 3,56+0,47
6 1,08+0,12 2,43+0,11 1290+1,48 3,68+0,41
7 3,11+0,39 2,04+0,37 16,03+1,73 4,14+0,21

aprimérna koncentrace (n=3)
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Tabulka 26 Koncentrace kyseliny flufenamové a efavirenzu v rostlindch (ug/g Zivé rostliny) v pritbéhu 7denniho
obdobi péstovani (koncentrace léciv v péstebnim médiu 7,50 mg/l)

Modelova rostlina

Lécivo
Den Reficha Roketa ~ Redkvitka  Hrach
Koncentrace 1é¢iva péstovani seta seta seta sety
W t b r Vd.
v pestebnim mediu Koncentrace 1é¢iva v pg/g Zivé rostliny?
1 0,24+0,07 087+0,09 169+0,15 0,99+0,11
2 0,38+0,04 132+0,12 291+0,31 1,34+0,18
Kyselina flufenamova
3 0,95+0,09 192+020 7,71+0,89 1,44+0,17
7,50 mg/ 4 2164020 3004039 1371+1,51 2,45+0,19
5 2,83+0,21 2,30+0,24 1459+1,99 3,50+0,31
6 3,04+0,33 1,38+0,17 16,08+1,64 3,90+0,32
7 2,66 £0,31 0,71+0,08 18,96+2,01 4,37+0,53
e Modelova rostlina
Lécivo
Den Reficha Roketa Redkvicka Hrach
Koncentrace léciva péstovani seta seta seta sety
VvV péstebnim médiu e o, ;
Koncentrace lé¢iva v ng/g zivé rostliny®
1 0,50+0,01 2,32+0,32 3,20+£0,25 1,53+0,38
2 3,38+£0,66 599+1,40 7,53+0,40 2,20+0,77
Efavirenz
3 549+0,99 6,20+1,36 9,10+1,36 2,50+0,59
7,50 mg/l
9 4 598=+1,13 5,69+0,43 11,52+0,49 2,60=+0,25
5 425+0,75 4,26+1,25 18,14+2,65 3,14+0,80
6 6,48+ 1,01 397+1,46 2352+3,12 4,05+0,42
7 7,50+1,60 3,84+1,07 30,00+2,99 6,50+0,57

aprimérna koncentrace (n=3)
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2.3 Hodnoceni akutni toxicity v pribéhu fotokatalytické degradace

chloracetanilidovych herbicidu alachloru, metolachloru a acetochloru

Cilem tieti ¢asti disertacni prace bylo zhodnotit zmény akutni toxicity reakénich roztokul
v pribéhu heterogenni fotokatalyzy chloracetanilidovych herbicidi alachloru, metolachloru
a acetochloru pomoci zkousky inhibice ristu zelené fasy Chlorella kessleri. Hodnoceni toxicity
prestavovalo jeden z pfistupll, jejichz prostiednictvim byla posuzovana vhodnost rtznych
experimentalnich uspotadani heterogenni fotokatalyzy (TiO2/UV-A) pro odstranéni vybranych
chloracetanilidovych herbicidli z vodnych roztokti. ZkouSkou inhibice ristu zelené ftasy
Chlorella kessleri bylo mozné v pribéhu procesu heterogenni fotokatalyzy zaznamenat zmény
v akutni toxicité reakcéniho roztoku, které odrazely vznik toxickych fotokatalytickych
degradacnich produkt. Ty by pfi realné aplikaci konkrétniho experimentalniho nastaveni
procesu, jako pokrocilé technologie pro CciSténi kontaminovanych odpadnich vod,

pfedstavovaly potencidlni ekologicke riziko pro vodni recipient.

2.3.1 Vzorky pro hodnoceni akutni toxicity

Vzorky, u nichz byla hodnocena akutni toxicita, pochazely z procesu heterogenni fotokatalyzy
vodnych roztokd alachloru, metolachloru a acetochloru. Fotokatalyticka degradace byla
provedena ve vsadkovém laboratornim systému, ktery byl tvofen nerezovou reakéni nadobou
(reaktorem) a nad ni umisténou UV-A lampou. Byly pouzity dvé rizné reak¢éni nadoby lisici se
Vv rozmérech, objemu a velikosti ozafované plochy. Vodné prostiedi bylo tvoieno
deionizovanou vodou s vodivosti mensi nez 0,1 S/cm. Pocateéni koncentrace ptislusného
herbicidu v reak¢nim roztoku byla 10 mg/l, pfiCemz objem reak¢niho roztoku na zacatku
experimentu byl 1000 ml. Reakéni roztok byl michdn magnetickym michadlem frekvenci
500 otacek za minutu a zahiivan na teplotu 25 °C. Jako fotokatalyzatory byly pouZity dva
komeréné dostupné oxidy titanicité (TiO2), a to Aeroxide® P25 a Pretiox® AV-01 (dale jen P25
a AV-01). Koncentrace fotokatalyzatoru v reakénim roztoku byla 1 g/l.

Na zacatku experimentu byl roztok pfislusného herbicidu homogenizovan michdnim
magnetickych michadlem po dobu 5 minut. Po uplynuti této doby byl odebran pocate¢ni vzorek,
ktery piedstavoval pouze roztok herbicidu o koncentraci 10 mg/1 bez fotokatalyzatoru (oznacen
jako 0/0). Nasledn¢ byl do reakéniho roztoku pridan fotokatalyzator, ktery byl v roztoku
dispergovan michanim magnetickych michadlem po dobu 5 minut. Po uplynuti této doby byl
odebran dalsi vzorek, ktery pfedstavoval roztok herbicidu o koncentraci 10 mg/l

s fotokatalyzatorem o koncentraci 1 mg/l (oznacen jako 0/Ti0O2). Nasledné byl zapnut svételny
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UV-A zdroj, ¢imz byla zahajena fotokatalyticka degradace. V prubéhu fotokatalytické
degradace byly v pravidelnych 15minutovych intervalech odebirdny vzorky reakéni smési
o objemu 20 ml. Prvni vzorek byl odebran v 15. minuté experimentu. Dale byly vzorky
odebirany ve 30., 45., 60., 75., 90., 105., 120. a 150. minuté. Posledni vzorek byl odebran ve
180. minute, coz odpovidalo dobé ukonceni experimentu. Z odebranych vzorkl byl centrifugaci
odstranén fotokatalyzator a odstfedéné vzorky byly do provedeni zkousky akutni toxicity
ulozeny ve tmé pti 4 °C. Pro hodnoceni toxicity byly odebrané vzorky 1000x ziedény sterilni
deionizovanou vodou.

Do hodnoceni toxicity byly zahrnuty vSechny odebrané vzorky, v€etné pocatecniho roztoku
samotnych herbicidt a roztoku herbicida s piidavkem fotokatalyzatoru. Ugelem hodnoceni
toxicity utéchto vzorkd bylo posouzeni ptipadného toxického ucinku samotnych

fotokatalyzatorti vii¢i zelené fase Chlorella kessleri.

2.3.2 Experimentalni ¢ast
2.3.2.1 Zkusebni organismus a rustové médium

ZkuSebnim organismem byla sladkovodni jednobunééna zelena tasa Chlorella (Ch.) kessleri
Fott & Novakova (kmen LARG/1), ktera byla ziskana ze sbirky kultur autotrofnich organismi
Botanického ustavu Akademie véd Ceské republiky (CCALA). Jako ristové médium pro
zkousku inhibice ristu zelené fasy Ch. kessleri bylo pouzito OECD médium piipravené dle
metodiky OECD 201. K pfipravé ristového média byla pouzita deionizovana voda s vodivosti
mensi nez 0,1 S/cm, ktera byla pfipravena pomoci &isticiho zafizeni Milli-Q® Direct 8 (Merck
Millipore). Deionizovana voda byla sterilizovana v autoklavu (V-40, Systec) pii 120 £ 2 °C po
dobu 15 minut. Jednotlivé zasobni roztoky pro piipravu rustového média byly sterilizovany dle
pokyni v OECD 201. pH ristového média bylo v piipadé potieby upraveno na hodnotu
8,1 + 0,2. SloZzeni OECD média véetné koncentraci vSech slozek je uvedeno v Tabulce 27.
Vsechny chemikalie pouZité pii piipravé OECD média byly analytické Cistoty p.a.

Zasobni kultury fasy Ch. kessleri o objemu 250 ml byly uchovavany v 300ml Erlenmeyerovych
baiikach uzavienych zatkou z buniciny pii 26 + 2 °C pod bilym svétlem pii svételném rezimu
12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Svételna intenzita na povrchu tasovych kultur odpovidala
6000 Ix, ¢ehoz bylo dosazeno za pomoci Ctyf zativek s univerzalnim bilym svétlem s teplotou
chromati¢nosti 4300 K umisténych pfiblizné¢ ve vzdalenosti 0,5 m od povrchu fasové kultury.
Aby byla zasobni kultura udrZena v exponencidlni fazi ristu, bylo kazdy tyden 10 ml narostlé

zasobni kultury pfeneseno do 250 ml Cerstvého ristového média.
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Tabulka 27 Slozeni riistového média OECD dle metodiky OECD 201

Hmotnostni Koneéna hmotnostni
Zasobni roztok Chemikalie koncentrace koncentrace
V zasobnim roztoku V rustovém médiu

NH4CI 1,50 g/l 15 mg/I
MgClz - 6H20 1,20 g/l 12 mg/l
I CaCl; - 2H.0O 1,80 g/l 18 mg/l
MgSQO;s - 7TH20 1,50 g/l 15 mg/I
KH2PO4 0,16 g/l 1,6 mg/I
FeCls - 6H20 64 mg/l 64 ng/l
! Na;EDTA - 2H,0 100 mg/I 100 pg/l
H3sBO3 185 mg/I 185 ug/l
MnCI; - 4H,0 415 mg/I 415 pg/l
ZnCl; 3 mg/l 3 ng/l
. CoCl; - 6H,0 1,5 mg/l 1,5 pg/l
CuCl; - 2H,0 0,01 mg/I 0,01 pg/l
Na:MoO; - 2H20 7 mg/l 7 ng/l
v NaHCO3 50 g/l 50 mg/l

2.3.2.2 Zkouska inhibice ristu zelené Fasy Chlorella kessleri

Provedeni zkous$ky inhibice rastu vychazelo z metodiky popsané v OECD 201, ale metoda byla
upravena s ohledem na pouziti zelené tasy Ch. kessleri jako zkusebniho organismu. Vsechny
pomicky pouZzivané pro zkousku byly sterilni a veSkeré operace byly provadény za aseptickych
podminek. Ugelem bylo udrZeni axenické kultury Ch. kessleri bez kontaminace bakteriemi
nebo jinymi fasami.

Piedkultura 0 objemu 250 ml s pocate¢ni hustotou bun&k 5-10% bunék/ml byla ptipravena ze
zasobni kultury a inkubovana v 300ml Erlenmeyerovych batikaich uzavienych zatkou
Z buni¢iny. Predkultivace byla zapocata 72 hodin pfed zacatkem zkouSky. Podminky inkubace
predkultury odpovidaly vlastni zkousce. Inkubace probihala pti 28 + 2 °C po dobu 72 + 2 hodin

za michani na orbitalni tfepacce (Rotamax 120, Heidolph) o frekvenci kmitt 120 za minutu
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Vv kultivaénim boxu pod bilym svétlem ve svételném rezimu 18 hodin svétlo a 6 hodin tma.
Svételna intenzita na povrchu fasovych kultur odpovidala 9000 IX, ¢ehoz bylo dosazeno za
pomoci ¢tyf zafivek s univerzdlnim bilym svétlem s teplotou chromati¢nosti
4300 K umisténych piiblizné ve vzdalenosti 0,3 m od povrchu fasové kultury.

Exponencialné rostouci ptredkultivace byla pouzita jako inokulum pro vlastni zkousku.
Bezprostfedné pied pouzitim byla v predkultuie stanovena hustota bunék, a byl spocitan
potfebny objem inokula, tak aby hustota bun&k na zadatku zkousky byla 5-10* bunék/ml.
Zkousené sady o0 objemu 30 ml byly pfipraveny smichanim zkou$eného vzorku nebo zasobniho
roztoku referen¢ni latky, ristového média a inokula ve zkusebnich nadobach. Jako zkuSebni
nadoby byly pouzity 50ml Erlenmeyerovy bariky, jejichz hrdlo bylo zakryto tenkou vrstvou
buniciny, aby se zabranilo vzdusné kontaminaci a odpafovani ristového média. Kontrolni sady
0 objemu 30 ml byly pfipraveny smichanim inokula a rtistového média. Doba trvani zkousky
byla 72 + 2 hodin. Zkouska probihala za inkubacnich podminek vySe popsanych pro
predkultivaci. Kazda zkousSena sada byla pfipravena ve tiech replikatech. Kontrolni sady byly
pfipraveny v Sesti replikatech.

Na konci zkousky byla stanovena hustota bun¢k v kazdé zkousené a kontrolni sadé na zakladé
méfeni optické hustoty pii 684 nm (ODegs) pomoci spektrofotometru (RD6000, Hach Lange).
Pro spektrofotometrické vyhodnoceni zkousek toxicity byla stanovena korelace mezi poétem
bunék v fasové kultute a absorbanci. Hustota fasovych kultur pro vytvoieni korela¢ni zavislosti
byla stanovena pomoci pocitaci komurky Cyrus I.

Rustové rychlosti pro kazdy replikat zkousené a kontrolni sady a inhibice ristové rychlosti
Vv procentech pro kazdou zkouSenou sadu replikatt byly vypocteny dle metodiky OECD 201.
Procentualni inhibice rastové rychlosti byly vyneseny do grafu proti dobé trvani heterogenni
fotokatalyzy, aby bylo mozné vyhodnotit zmény akutni toxicity reak¢niho roztoku v pribéhu
fotokatalytické degradace.

Hodnoty ECso pro zkouSenou referen¢ni latku byly vypocteny v programu GraphPad Prism
(verze pro Windows, GraphPad Software), ve kterém byl pro experimentalni data regresivni

analyzou sestrojen vhodny nelinearni model.
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2.3.3 Vysledkova ¢ast a diskuse
2.3.3.1 Modifikace zkousky inhibice rustu zelené iasy Chlorella kessleri

Podminky zkousky inhibice ristu sladkovodnich fas definované metodikou OECD 201 jsou
uréeny vyhradné pro metodikou pfimo doporuc¢ené druhy fas, kterymi jsou Pseudokirchneriella
subcapitata a Desmodesmus subspicatus. Pii pouziti druhu Ch. kessleri bylo proto nezbytné
podminky zkousky upravit tak, aby byla splnéna pozadovana kritéria platnosti. Pfedevsim pak
podminka, Ze by se mélo mnozstvi biomasy v kontrolnich saddch béhem 72hodinové zkousky
nejméné 16x zvysit. Tento ptirtstek hustoty bun¢k odpovidd minimalni rGstové rychlosti
v kontrolnich sad4ch 0,92 d! (OECD 201). Dale bylo nutné zajistit exponencialni riist fasové
kultury po celou dobu trvani zkousky.

Pro zajisténi dostatecného prirtustku biomasy béhem 72 hodin bylo nezbytné pouzit fadové
vy$8i pocatecni hustotu buné€k, nez je doporu¢ovano metodikou OECD 201. Pro zvySeni rustové
rychlosti bylo také potiebné zvysit teplotu inkubace z doporu¢ené rozmezi 21 az 24 °C az na
hodnotu 28 °C. Dalsim pottebnym krokem bylo pouziti osvétleni o intenzité, ktera na povrchu
fasovych kultur odpovidala 9000 Ix. Ackoliv tyto podminky vedly pii kontinualnim osvétleni
k riistové rychlosti presahujici 1,4 d?, soucasné zplsobily rychlé vyderpani fasovych kultur.
To se projevilo prechodem z exponencialni do stacionarni faze ristu uz po 48 hodinéch trvani
zkousky. UdrZeni kultur v exponencidlni fazi rastu po celou dobu trvani zkousky bylo dosazeno
zménou svételného rezimu. Ten byl zkontinualniho osvétleni zménén na rezim
18 hodin svétla a 6 hodin tmy. I pfi tomto svételném rezimu byla zachovana svételna intenzita
odpovidajici 9000 1x na povrchu fasovych kultur, nebot’ bylo zjisténo, Zze druh Ch. kessleri
nedosahuje pozadované rustové rychlosti pifi nizSich intenzitich svétla (6000-70000 Ix),
a to ani v piipadé kontinualniho osvétleni. Soucasné bylo vylouceno, Ze pii svételné intenzité
9000 Ix dochazi k poskozeni fasovych kultur Ch. kessleri. Prestoze takto nastaveny svételny
rezim vedl k mirnému sniZeni ristové rychlosti, primérné ristové rychlosti v kontrolnich
sadach se stale pohybovaly nad hodnotou 0,92 d, ¢imz bylo toto kritérium platnosti zkousky
spInéno. Pfi nastaveném svételném rezimu se rustova rychlost v kontrolnich sadach pohybovala
vrozmezi od 1,2 d* do 1,3 d*.Varia¢ni koeficient riistové rychlosti v kontrolnich sadach
v zadné ze zkousek nepiekrocil 2,5 %. Pro platnost zkousky nesmi varia¢ni koeficient piekrocit

5 % (OECD 201).
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2.3.3.2 Zkouska s referen¢ni latkou dichromanem draselnym

Jako prostfedek kontroly zkuSebniho postupu byly v pravidelnych intervalech provadény
zkousky s referencni latkou dichromanem draselnym (K2Cr207) (Penta). Dichroman draselny
je spolu s 3,5-dichlorofenolem doporucen jako referencni latka pro zelené fasy metodikou
OECD 201. Z obecného hlediska poskytuji zkousky S referencnimi latkami informace
0 ptipadnych zménach citlivosti zkusebniho organismu v prub¢hu ¢asu. Zmény citlivosti na
cilovou toxickou latku mohou ukazovat na Spatnou kondici fasovych kultur. Proto je pfi
zkouskach toxicity mimofadné dualezité vyuzivat pouze zdravé kultury zkuSebnich organismi,
které zajisti spolehlivé ureni urovni toxicity zkouseného vzorku pro vodni prostredi (Kikuchi
et al. 2017).

Rozsah zkousenych koncentraci dichromanu draselného pfi zkousce na zelené tase Ch. kessleri
byl 0,25-4 mg/l s koeficientem 2. Zkouska s dichromanem draselnym byla provadéna
v pravidelnych tfimési¢nich intervalech. Celkové byly provedeny ctyfi zkouSky, pricemz
stanovené hodnoty 72hECs pro dichroman draselny na zelené fase Ch. kessleri byly 1,20 mg/I,
1,26 mg/l, 1,26 mg/l a 1,30 mg/l. Ziskané vysledky ukazuji, Ze béhem rocniho testovaciho
obdobi nedoslo ke zméné citlivosti zkuSebniho organismu. Ve studii Rojickova-Padrtova
and Marsalek (1999) byla zjisténa hodnota 72hECso pro dichroman draselny na zelené tase
Ch. kessleri 0,575 mg/l. Ch. kessleri byla sou¢asné¢ druhym nejcitlivéjsim druhem vuéi
dichromanu draselnému, a to ze sedmi druhti zelenych a modrych fas, jejichz citlivost byla

V této studii hodnocena.

2.3.3.3 Zmény akutni toxicity reakénich roztoki v priibéhu fotokatalytické degradace

alachloru, metolachloru a acetochloru

Vzhledem k vysoké koncentraci chloracetanilidovych herbicidt v reakénim roztoku na poc¢atku
fotokatalytickych experiment (10 mg/l), byly vSechny odebrané vzorky bezprostiedné pied
zkouskou toxicity 1000x zfedény sterilni deionizovanou vodou. Ucdelem bylo ziskat
koncentrace ptiblizné odpovidajici odhadovanym hodnotam ECso pro alachlor, metolachlor
a acetochlor.

U obou pouzitych fotokatalyzatorti nebyla zjisténa toxicita vii¢i zelené fase Ch. kessleri. P¥idani
fotokatalyzatoru P25 ani AV-01 do reak¢éniho roztoku nevedlo ke zvySeni toxicity, nebot

nebyla pozorovana zadna vyrazna zména v inhibici rustu zelené fasy Ch. kessleri pro vzorky
0/0 a O/TiOo.
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Ptestoze bylo pomoci riznych experimentalnich uspotadani heterogenni fotokatalyzy dosazeno
odstranéni 98,2 % metolachloru, 97,5 % alachloru a 93,1 % acetochloru z reakéniho roztoku,
nebyla tato uc¢innost dostate¢na pro snizeni toxicity. Nebyl tedy potvrzen pocate¢ni predpoklad,
ze S klesajici koncentraci cilovych herbicidl v reakénim roztoku bude soucasné klesat i jeho
toxicita. Béhem degradace metolachloru byl zaznamenan kontinualni rist toxicity reakéniho
roztoku s casem fotokatalyzy. Vysledkem bylo, Ze toxicita reakéniho roztoku byla nejvyssi na
konci procesu fotokatalyzy ve 180. minuté. Naproti tomu pii degradaci acetochloru se toxicita
reakéniho roztoku s ¢asem fotokatalyzy meénila jen minimalné a zavislost mezi procentudlni
inhibici ristové rychlosti zelené fasy Ch. kessleri a ¢asem fotokatalyzy ptedstavovala prakticky
rovnobé&zku s 0sou X. Pfi degradaci alachloru bylo jako u jediného herbicidu zaznamenano
snizeni toxicity reak¢niho roztoku v prub&hu procesu heterogenni fotokatalyzy. K poklesu
toxicity reakcniho roztoku vSak dochazelo pouze prvnich 15 minut procesu, zatimco
od 30. minuty toxicita reakéniho roztoku postupné stoupala. Ve 180. minuté odpovidala toxicita
kone¢ného reakéniho roztoku toxicité pocatecniho roztoku alachloru. U vSech herbicidi bylo
tedy zjisténo, Ze akutni toxicita kone¢ného reakéniho roztoku, odebrané¢ho po 180 minutach
procesu heterogenni fotokatalyzy, je bud’ srovnatelna nebo dokonce vyssi nez akutni toxicita
pocate¢niho roztoku samotného herbicidu o koncentraci 10 ug/l. Vzhledem ktomu, ze
koncentrace vSech herbicidi béhem prubéhu heterogenni fotokatalyzy poklesla, je
pravdépodobné, Ze za zvySeni akutni toxicity reakénich roztoku je zodpovédna tvorba
fotokatalytickych degradacnich produkti, které ovlivnily rust fas ve vétsi mife nez ptvodni
mateiské herbicidy. AvSak kyselina ethansulfonova ani kyselina oxanilova, které jsou
povazovany za hlavni metabolity vznikajici pii degradaci chloracetanilidovych herbicidq,

nebyly v reakénich roztocich detekovany.

Vysledky hodnoceni akutni toxicity v pribéhu fotokatalytické degradace alachloru,
metolachloru a acetochloru se staly soucasti publikace (viz Ptiloha 4):

Roulova, N., Hrda, K., Kaspar, M., Peroutkova, P., Josefova, D. & Palarcik, J. (2022).
Removal of Chloroacetanilide Herbicides from Water Using Heterogeneous
Photocatalysis with TiO2/UV-A. Catalysts, 12(6), ¢islo ¢lanku 597.

Soucasti publikace jsou zavislosti procentualni inhibice rlstové rychlosti zelené tasy
Ch. kessleri na dob¢ trvani heterogenni fotokatalyzy pro alachlor, metolachlor a acetochlor,

a to pro oba pouzité fotokatalyzatory a viechny experimentalni uspotfadani procesu.
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3 ZAVER

Spole¢nym jmenovatelem vSech tii ¢asti této disertacni prace byla odpadni voda, na kterou vSak
bylo nahlizeno z riznych thli pohledu. Jednak jako na specifickou matrici pro mikrobiologicky
rozbor, ale také jako na zdroj znecistujicich latek pro zivotni prostfedi, které mohou pronikat
az do potravinového fetézce a jejichz odstranéni z odpadnich vod vyzaduje pouziti pokrocilych
technologii Cisténi.

Pro izolaci bakterii Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa byly shodné vyuzity
kultivaéni metody liSici se primarné Vv pouziti pomnoZovaciho kroku pfed vyo€kovanim na
pevna média. Nejvyssi miru detekce obou patogennich bakterii poskytly kultivaéni metody
s pomnozovacim krokem. Pro dostate¢nou Gc¢innost téchto metod byla ale rozhodujici spravna
volba tekutého pomnozovaciho média. Predpoklad, Ze piima izolace patogennich bakterii na
pevnych médiich neni pro vzorky odpadnich vod dostate¢né ucinna, byl potvrzen jenom
a ve srovnani s kultivaénimi protokoly s pomnozovacim krokem fungovala Spatné. Naproti
tomu u bakterie Pseudomonas aeruginosa byla t¢innost metody s pfimym roztérem odpadni
vody na pevné médium srovnatelna s nejucinnéjSim kultivaénim protokolem s pomnozovacim
krokem. Ziskané vysledky naznacuji, ze pfimou izolaci na pevnych médiich Ize Gspésné vyuzit
jen pro detekci téch bakteridlnich druhti, které se vyznacuji velmi vysokou odolnosti
a schopnosti pteziti v nepfiznivych podminkach. Pro izolaci bakterie Yersinia enterocolitica
a bakterii rodu Salmonella byly pouzity pouze kultiva¢ni metody zahrnujici pomnoZzovaci krok.
Zasadnim faktorem pro izolaci bakterie Yersinia enterocolitica byla alkalizace pomnoZenych
kultur. Pti alkalickém oSetieni bylo ale nezbytné upravit koncentraci roztoku KOH, aby se
zabranilo inhibici samotné bakterie Yersinia enterocolitica. Pro izolaci bakterii rodu Salmonella
byl klicovy krok selektivniho pomnoZeni, ktery mél zasadni vliv na G¢innost pevnych médii.
Cilem prvni ¢asti disertaéni prace bylo stanovit optimalni kultiva¢ni protokol pro izolaci
vybranych patogennich bakterii z odpadnich vod. V ptipad¢ bakterii Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa byl tento cil splnén. Pro izolaci bakterii Staphylococcus aureus
Z odpadnich vod lze za optimalni povazovat kultivacni protokol zahrnujici pomnozeni v BHI
bujonu s 6,5 % NaCl s naslednym vyockovanim na B-P agar. Optimalni kultivacni protokol pro
izolaci bakterie Pseudomonas aeruginosa zahrnuje pomnozeni v TSB bujonu s naslednym
vyockovanim na cetrimidovy agar. V piipadé bakterie Yersinia enterocolitica a bakterii rodu
Salmonella by ale nebylo vhodné doporucovat jen jediny kultivaéni protokol, nebot’ bylo

zfejmé, ze se ucinnost jednotlivych kultivacnich protokold u jednotlivych typti odpadnich vod
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lisila. Pfesto je ale mozné uvést, ze kultivaéni protokol pro izolaci bakterie Yersinia
enterocolitica z odpadnich vod by mél zahrnovat pomnozeni v PSB bujonu s naslednou
alkalizaci pomnozené kultury pfed vyockovanim na CIN agar. U bakterii rodu Salmonella
nejlépe fungovalo selektivni pomnozeni v MKTTn bujonu pii 41,5 °C v kombinaci s XLD
agarem. Tato kombinace by tedy mohla pfedstavovat nejlepsi piistup k izolaci bakterii rodu
Salmonella z odpadnich vod. Je v§ak na misté pfipomenout, ze rozsah proménnych, které je
mozné hodnotit v ramci optimalizace kultiva¢niho protokolu je zna¢ny, a v této praci zdaleka
nebyly zhodnoceny vsechny.

Polyfluorovana lé€iva efavirenz a kyselina flufenamové byla v nezménéné formé detekovana
ve vSech pouZitych modelovych druzich rostlin, ¢imz byl potvrzen jejich ptfijem za
hydroponickych podminek. Zatimco péstebni média obsahovala cilova 1é¢iva v mg/l (7,50, 3,75
a 1,00 mg/l), v rostlinach pak byla 1é¢iva detekovana v nezménéné formé na koncentrac¢ni
urovni pg/g. Nejvyssi schopnost piijmu obou polyfluorovanych 1é¢iv byla zaznamenana
polyfluorovanych 1é¢iv byl rostlinami ve vys§i mife pfijimdm efavirenz. Pfi totoZnych
koncentracnich urovnich obou cilovych 1é¢iv v pé€stebnim médiu byly v ptipadé efavirenzu
Vv rostlinach stanoveny az o fad vyssi koncentrace v ug/g ve srovnani s kyselinou flufenamovou.
Tato skutecnost miize souviset s nizkou hodnotou pKa kyseliny flufenamové, kterd mohla byt
divodem omezeného piijmu tohoto léCiva z péstebniho média kofenovych systémem.
Pii sledovani pfijmu efavirenzu a kyseliny flufenamové Vv zavislosti na dobé expozice bylo
zjisténo, Ze absorpcni trend neni zavisly na druhu léCiva, ale na druhu rostliny. U fefichy
a rokety byl zaznamenan podobny absorp¢ni trend, kdy béhem tii az ¢tyt dnti doslo k nartistu
koncentrace 1é¢iv az na maximum. Poté v rostlinach nasledoval postupny pokles koncentrace
1é¢iv az do konce expozice. Naproti tomu fedkvicka a hrach piijimaly 1éCiva z péstebniho média
po celou dobu expozice. Rozdilné absorpéni trendy mohly byt spojeny s odlisnou dobou kli¢eni
jednotlivych druhti rostlin a tim rozvojem kofenového systému. VSechny druhy modelovych
rostlin pouzité v této praci byly jedlé. Je pravdépodobné, Ze pii zalivce vodou kontaminovanou
efavirenzem a kyselinou flufenamovou bude dochazet k piijmu téchto 1é¢iv, ¢imz dojde k jejich
vneseni do potravinového fetézce. Na druhou stranu je ale nutné zdlraznit, Ze v této praci byly
rostliny vystaveny péstebnim médiim obsahujici cilova 1é¢iva v daleko vysSich koncentracich,
neZ jsou ocekavatelné ve skucenych precisténych odpadnich vodach.

Heterogenni fotokatalyza za vyuziti oxidu titani¢itého jako fotokatalyzitoru se ukazala byt
vhodnou technologii pro odstranéni chloracetanilidovych herbicidi alachloru, metolachloru

a acetochloru z vodnych roztokti. AvSak ani jeji maximalni ucinnost, kdy bylo z reakéniho
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roztoku odstranéno 98,2 % metolachloru, 97,5 % alachloru a 93,1 % acetochloru, nebyla
dostatecna ke snizeni toxicity. Ackoliv se koncentrace vSech herbicidii béhem fotokatalytické
degradace snizila, akutni toxicita reakénich roztokd byla na konci procesu srovnatelna nebo
vy$§i nez akutni toxicita pocatecniho roztoku samotnych herbicidli o koncentraci 10 pg/l. Tento
jev lze pricist tvorbé degradacnich fotokatalytickych produktd, které ovliviiovaly rist zelené
fasy Chlorella kessleri ve vétsi mife nez ptivodni matefské herbicidy. Skutecnost, ze zadny
z hlavnich metabolitd vznikajicich ptfi degradaci chloracetanilidovych herbicidi nebyl
v reak¢nich roztocich detekovan, svédci o slozitosti fotokatalytického procesu a o existenci
riznych degradacnich cest, jejichz vysledkem je riiznorodd smés degradacnich produkti.
Z tohoto thlu pohledu jsou testy toxicity velmi cennym nastrojem pro optimalizaci navrzené

technologie ¢isténi kontaminované vody.
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