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1 Uvod

ciné. Pouzivaji se k [éceni bakterialnich infekci u lidi, zvifat i rostlin. In-
hibuji bakterialni metabolismus a tim potlacuji bakterialnf rist, nebo

ABSTRAKT

Aktivovany kal na Cistirnach odpadnich vod je neustale vystavovan nizkym koncentracim antimi-
krobialnich latek a dalsich [éciv. To vyvolava otazku, jak mikroorganismy k témto latkdm na Cis-
tirné odpadnich vod pristupuji. Zda jsou schopny se v tomto prostfedi na tyto latky adaptovat,
degradovat je, pfipadné je vyuZit jako substrat. Nebo jestli jsou tyto latky aktivovanym kalem
opomijeny.

Pro posouzeni adaptace aktivovaného kalu byla vyuzita metoda PCR pro sledovani gen( resis-
tence a testy biologické rozlozitelnosti. Pro testy byl vyuZit aktivovany kal z COV a kal adaptovany
v laboratornich SBR modelech pfi koncentracich antibiotik 500 ng-L™ a 500 pg-L™. Biologicka
rozlozitelnost byla posuzovana dle normy CSN ISO 14593. Testované latky byly sledovany pomo-
ci skupinového stanoveni celkového anorganickeho uhliku. Jako testované latky byly vybrany:
benzylpenicilin, ampicilin, streptomycin, erythromycin, chloramfenikol, sulfamethoxazol a tri-
metoprim.

Aktivovany kal z ¢istirny odpadnich vod nemél vyvinutou aktivitu k biodegradaci testovanych
antibiotik. Je pravdépodobné, Ze vysoké zatizeni snadno biologicky rozloZitelnym substratem
a kratké zdrzeni odpadni vody na COV, vede k tomu, ze mikroorganismy aktivovaného kalu ne-
jsou nuceny tyto latky aktivné utilizovat a brani se jim pouze tvorbou obrannych mechanismu
pomoci genll antibiotické resistence. Nizké koncentrace antibiotik v SBR modelech vytvérely se-
lekeni tlak na mikroorganismy a podnécovaly Sifeni gent antibiotické resistence.

ABSTRACT

Activated sludge in wastewater treatment plants is constantly exposed to low concentrations
of antimicrobials and other drugs. This raises the question of how microorganisms approach
to these substances in the sewage treatment plant. Whether they can adapt, degrade, or use
antibiotics as a substrate in this environment or the activated sludge neglects these substances.

To assess the adaptation of activated sludge, the PCR method for monitoring antibiotic resist-
ance genes and biodegradability tests were used. These tests were carried out with activated
sludge from WWTP and sludge adapted in laboratory SBR models at 500 ng-L™* and 500 pg-L™
of chosen antibiotics. Their biodegradability was assessed according to CSN SO 14593. The test-
ed substances were monitored by group determination of total inorganic carbon. The chosen
substances were: benzylpenicillin, ampicillin, streptomycin, erythromycin, chloramphenicol,
sulfamethoxazole and trimethoprim.

Activated sludge had no developed activity for biodegradation of tested antibiotics. It is likely
that the high load of readily biodegradable substrate and the short retention of the wastewater
at the WWTP lead to the activated sludge not being forced to actively utilize these substances
and will only prevent from them by forming defence mechanisms using antibiotic resistance
genes. Low concentrations of antibiotics in SBR models produced selective pressure on micro-
organisms and stimulated the spread of antibiotic resistance genes.

bakterialni buriku pfimo usmrcuji, coz vede ke sniZeni poctu téchto
mikroorganism( (Kimmerer, 2009a). JelikoZz maji antibiotika pfimy
Ucinek na mikroorganismy, tak maji silny potencial k ovlivnéni ekosys-
tému. Vychyleni rovnovahy v prirozenych mikrobialnich komunitach
mUze mit vyznamny vliv na Zivotni prostfedi (Kimmerer, 2009b).
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Hlavnim zdrojem residui antibiotik v povrchovych vodach jsou komu-
nalni odpadni vody. Jestlize antibiotika nejsou odstranéna na cistir-
nach odpadnich vod, pronikaji do povrchovych vod a déle do Zivotni-
ho prostredi, kde tyto ekosystémy mohou ovliviiovat. Vedle primarnich
latek mohou do Zivotniho prostfedi vstupovat i jejich metabolity
a dalsi degradacni produkty (hydrolyza, fotodegradace aj.), které stéle
mohou byt biologicky aktivni a toxické. Rozlozitelnost rliznych druht
antibiotik je velice rozdilna od snadno biologicky rozlozitelnych latek
podléhajici Uplné mineralizace jako benzylpenicillin, aZ po persistent-
ni latky jako trimetoprim (Kimmerer, 2003).

Tendenci k degradaci na COV se antibiotika sledovana v této praci
velice lisi. Betalaktamy benzylpenicilin a ampicilin nejsou obvykle
na COV detekovany, nejspise z toho divodu, ze betalaktamovy kruh
(v zavislosti na pH a strukture daného betalaktamu) podléha hydro-
lyze. Peniciliny vhodné pro peroralni uZiti, mezi které patfi i ampicilin,
jsou proti hydrolyze odolnéjsi, proto jsou stabilnéjsi i na COV. Beta-
laktamovy kruh u téchto latek maze byt rozstépen a tim inaktivovan
extraceluldrnimi betalaktamazami, které jsou produkovany nékterymi
typy bakterii resistentnich na betalaktamy. Dalsim ddvodem, proc¢ tyto
latky nemusi byt detekovany na COV, by mohla byt jejich problema-
tickd stanovitelnost pomoci hmotnostni spektroskopie (Kimmerer,
2009b). Z penicilinovych antibiotik byva obc¢asné detekovan na COV
a v povrchovych vodach amoxicilin v koncentracich radove 10 ng-L™
(Brar, 2011). Béhem rozkladu betalaktam( vznika kyselina penicilino-
va a penicilova. Biodegradace konci Uplnou mineralizaci (Kimmerer,
2009b). Betalaktamy nejsou povazovany za problematické polutanty,
jelikoz snadno podléhaji biotickému i abiotickému rozkladu. Ze vsech
antibiotik vSak pokryvaji vice jak 70 % celkové spotreby, proto je nelze
zcela prehlizet. Jejich vliv se miize projevovat zajeména na COV v sou-
visosti s antibiotickou resistenci.

Streptomycin se vzhledem k ryhlému rdstu antibiotikcé resistence jiz
pro lécbu lidi nevyuziva. Je pouze soucasti antibiotické smési na [écbu
tuberkulozy. Hojné se viak vyuziva v zemedélstvi, zejména pro pésto-
vani ovoce a pro chov ryb. Z tohoto divodu neni detekovan na COV,
ale mdze se sezéné vyskytovat v povrchovych vodéach vlivem splachu
zemédélskych oblasti béhem privalovych destu. Dle databaze https://
toxnet.nlm.nih.gov je streptomycin z organismu obvykle vylucovan
v nezménéné formé a informace o biodegradaci nebyly nalezeny.
Rozklad streptomycinu je navrzen v praci (Shen et al., 2017), autor se
v praci vénuje prevazné abiotické degradaci. Jako jeden z moznych
metabolitd streptomycinu je streptidin (Granados and Meza Ruiz,
2005), ackoli tato prace je zamérena na klinické testy, nikoli na osud
l&tky v Zivotnim prostredi.

Od pouziti chloramfenikolu se jiz v minulosti upustilo vzhledem k jeho
nezadoucim Gcinkdim na kostni dren a riziku vzniku aplastické anémie,
presto ma v mediciné stale své misto jako lécivo posledni volby diky
jeho Sirokospektrému Gcinku a velice dobré farmakokinetice. Na COV
v Evropé z tohoto divodu jiz obvykle detekovan nebyva. Na zakladé
¢inské studie (Peng et al., 2006) je odstranéni chloramfenikolu na COV
pravdépodobné Uplné. Biodegradace chloramfenikolu byla navrzena
v praci (Smith et al., 2007), probihala skrze redukci nitroskupiny s final-
nim metabolitem iminochinonem.

Erythromycin dnes jiZz nema velké vyuZiti, jeho vyznam pretrval pfevaz-
né jako lék na [écbu akné a je soucasti antibiotickych masti. Z tohoto
ddvodu se vsak do vod mze dostavat pfimo bez predchozi metaboli-
zace v organismu a znecistovat Sedé nebo i rekreacni vody. Ve vodnim
prostredi erythromycin vaze dalsi molekulu vody a obvykle se oznazu-
je jako erythromycin-H,0. Pfestoze se erythromycin pouziva pomérné
malo, stale ho v odpadnich vodach nalézame v koncetracich fadové
10" ng-L™" ana COV se odstrani pfiblizné 230 % (Tylova et al., 2013).
Sulfamethoxazola trimetoprim se ve vétsiné pripadd predepisujivkom-
binaci pod obchodnim nézvem cotrimoxazol na lé¢bu zanétu moco-
vych cest, pfipadné hornich cest dychacich. Trimetoprim je silné per-
sistentni latka. Na COV je detekovan v koncentracich 10-10% ng- L™
a v podstaté neni odstrafiovan. V praci slovenskych autort (BiroSova
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et al., 2014) bylo detekovano na pfitoku 99 ng-L* + 11 ng-L™* a na od-
toku 87 ng-L + 6 ng-L™. V praci némeckych autord (Rossmann et al.,
2014) bylo stanoveno na pritoku 186 ng-L™, a na odtoku dokonce vyssi
koncentrace 208 ng-L™. Trimetoprim podléha pouze mensim zménam
naetherovychneboamonnych funkénich skupinach (Berghetal., 1989).
Sulfamethoxazol je jedno z nejcastéji detekovanych antibiotik a obec-
né [éciv v Zivotnim prostredi. Sulfonamidy jsou ze vsech antibiotik pre-
depisovany z vice jak 20% a jsou vysoce odolné proti rozkladu (Kim-
merer, 2009a; Brar, 2011). Degradace sulfonamidl je pomérné dobre
probddana, pravdépodobné i z toho divodu, Ze sulfamethoxazol ma
velice dobrou odezvu pfi stanoveni hmotnostni spektrometrif. V praci
(Tylova et al., 2013) bylo v Ceské republice detekovano 550 ng-L ™ sulfa-
methoxazolu na odtoku z COV, ktery byl odstranén z cca 20 %. Sulfame-
thoxazol je latka, u které mizeme casto pozorovat vyssi vyskyt na od-
toku z COV nez na pfitoku, jelikoz u néj mize dochazet k reverzibilni
oxidaci amonnych skupin, které se v anoxické ¢asti mohou redukovat
zpét. Béhem metabolizace a degradace mohou vznikat néasleduijici
metabolity: N*-hydroxy-sulfamethoxazol, N*-acetyl-sulfamethoxazol,
N*-nitro-sulfamethoxazol, desamino-sulfamethoxazol, 4-aminoben-
zensulfamethoxazol, anilin (Garcia-Galan et al., 2008; Bonvin et al,,
2012; Jiang et al., 2014).

Data o odstranéni [é¢iv na konvenénich COV jsou pomérné nekonzi-
stentni. Obecné se pise, ze |éc¢iva se na COV odstrani z 90-99,9 %, ale
odstranitelnost rdznych typl léciv se maze pohybovat mezi 0-100%.
(Miége et al., 2009; Wanner et al., 2011). U¢innost odstranéni se méize
liSit i na zadkladé technologického uspofadani a technologickych para-
metr(. Vyznamnymi parametry jsou napfiklad doba zdrzeni aktivova-
ného kalu nebo odpadni vody ad. Biodegradace nékterych léciv [épe
probiha v pritomnosti nitrifikacnich bakterii.

Odstranéni téchto latek na COV muze probihat rdznymi procesy: bio-
degradaci, sorpci, hydrolyzou aj. a nelze vzdy jasné urcit, ktery z téchto
procesl se na odstranénf latky podilel a jakého stupné degradace bylo
dosazeno. Mlze vznikat Siroké spektrum stabilnich metabolitt, které
jsou stale biologicky aktivni a které neni mozné v dnesni dobé efektiv-
né sledovat. Odstranéni primarni latky nemusi v nékterych pfipadech
pfimo znamenat zlepseni stavu odpadni vody. Proto je dllezité rozsi-
fovat informace o degradaci téchto polutantli za rliznych podminek
a riznymi metodami a idealné tyto informace i prehledné evidovat.
Sledovani degradace pomoci selektivnich a skupinovych metod sta-
noveni, muze poskytnout velice uzitecné informace o osudu téchto
latek v Zivotnim prostiediina COV.

Informace o biologické rozlozitelnosti [éCiv a dalSich mikropolutantd
jsou pro sledovani a predikci jejich osudu v Zivotnim prostfedi zcela
zasadni. Hlavni faktor ovliviujici jejich stabilitu ve vodach a padach je
pritomnost a aktivita mikroorganismu se schopnosti rozkladat danou
latku. Biodegradace muze probihat metabolickymi a kometabolicky-
mi drahami. Metabolickd draha ukazuje na vyuziti dané chemikalie
jako zdroj energie, uhliku a jinych nutrientd, zatimco kometabolizmus
je spojen s nahodnym rozkladem vlivem enzymu nebo kofaktoru, ktery
je vytvaren béhem metabolismu jiného substratu. V nékterych pripa-
dech opakovana expozice téchto latek vodnim a pldnim mikroorga-
nismim mUze posilit jejich biodegradacni aktivitu a tim urychlit nebo
umoznit biologicky rozklad. Dalsimi faktory ovliviujicimi osud a podi-
lejicimi se na stabilité residui léciv v prostredi jsou fyzikalné chemické
vlastnosti farmaka a environmentalni faktory (svétlo, teplota, pH, rocni
obdobi aj.), s nimiz se poji dulezité abiotické degradacni procesy fo-
todegradace a hydrolyza (Barra Caracciolo et al., 2015). | kdyz vétsina
léCiv se z prostfedi odstrani pfirozenou cestou, uchovavaji si pseudo-
-persistentni charakter, protoZe je do Zivotniho prostredi neustale vy-
poustime (Ducey a Sapkota, 2010).

Pro charakterizaci biologické rozloZitelnosti organickych latek ve vod-
nim prostfedi jsou dnes platné smérnice OECD 301, 302, 303 a 308
a z nich vychazejici narodni normy (Kimmerer, 2009a). U nas jsou pro
tyto Gcely nejvhodnéjsi normy CSN EN 1SO 9888 (ZW test), CSN 1SO
14593 (HS test) a CSN 1SO 10707 (BSK test). Princip téchto metod je
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stejny, testovana latka je jedinym zdrojem organického uhliku a ener-
gie pro smésnou kulturu mikroorganismu. Lisi se zplsobem prove-
deni, koncentraci inokula a testované latky a analytickou koncovkou.
V ramci zkousek se vedle biodegradace testované latky sleduje i cho-
vani samotného inokula jako slepy pokus, aktivita inokula pomoci
snadno rozloZitelné standardni latky, inhibi¢ni plsobeni testované
latky na mikroorganismy a pfipadné abiotické déje. Ubytek testované
latky se stanovuje pomoci nasledujicich skupinovych stanovenf orga-
nickych latek: CHSK_, (chemicka spotfeba kysliku dichromanem dra-
selnym), TOC (celkovy organicky uhlik), TIC (celkovy anorganicky uhlik)
a BSK (biochemicka spotreba kysliku).

S vyskytem antibiotik v Zivotnim prostfedi se poji jeden z nejvétsich
problém( moderni spolecnosti, resistence patogennich mikroorgani-
smU na antimikrobialni [atky. Omezeny pocet znamych mechanismd,
jakym antibiotika Ucinkuji, zplsobuje relativné snadny vznik odolnosti
(Brar, 2011). Znédme dva zpUsoby selekce resistentnich mikroorganis-
m, a to mutaci a plazmidovou resistenci. Pfi mutaci dochéazi ke vzniku
bunék s nahodnou mutaci DNA, diky niZ se stavaji necitlivé proti dané-
mu antibiotiku (Kimmerer, 2004). Plazmidova resistence je kodovana
v tzv. mobilnich genetickych elementech, které poskytuji danému mik-
roorganismu evoluc¢nivyhodu. Bunky disponuji mechanismy, které za-
jistuji prenos plazmidu do dalsi generace (vertikélni prenos). Zaroven
je mozné, aby se plazmidy sifily i z buriky do buriky, jelikoZ se vyskytuiji
volné v cytoplazmé (horizontalni pfenos) (Snyder a Champness, 2007).
Jeden plazmid muze kédovat odolnost i proti vice antibiotikiim na-
jednou a burika mudZze vlastnit i vice mobilnich genetickych elementl
zéroven, coz umoznuje tvorbu multiresistentnich kmen@ (Kimmerer,
2004). Vliv plosného vyskytu antibiotik v zivotnim prostredi na tvorbu
resistentnich bakteridlnich kmen( neni objasnén, ale predpoklada
se, Ze tvorbu odolnosti podporuje. Nasveédcuje tomu zvyseny vyskyt
resistentnich mikroorganism( za odtoky z ¢istiren odpadnich vod. Dal-
i problém spojeny s vyskytem antibiotik v Zivotnim prostfedi je vliv
na pfirozené se vyskytujici mikroorganismy a ovlivnéni mikrobialni di-
verzity a s ni spojeny negativni vliv na samodistici procesy a ucinnost
biologickych cistiren odpadnich vod (Escher et al., 2011).

Villa-Costa (Vila-Costa et al.,, 2017) navrhuje dva mechanismy, jak se
mikroorganismy mohou antibiotikim branit: biodegradaci a Sifeni
genl antibiotické resistence. V praci byl méfen vyskyt gen( resistence
sull a sul2 a degradace sulfonamidl. Z vysledkd vychazi, Ze za téchto
podminek se mikroorganismy brani nizkym koncentracim sulfonami-
du Sifenim gend resistence a vyssim koncentracim sulfonamidd biode-
gradaci antibiotika.

2 Metodika prace

V této praci byla sledovana biologicka rozloZitelnost vybranych an-
tibiotik neadaptovanym kalem odebranym z COV a kalem predem
adaptovanym na testovanou latku v SBR laboratornich modelech
a vysledky byly mezi sebou porovnany. Bylo sledovano nasledujicich
sedm antibiotik: benzylpenicillin, ampicilin, streptomycin, erythro-
mycin, chloramfenikol, sulfamethoxazol a trimetoprim. Pro testy byly
vyuzity standardy pro mikrobiologické testy od firmy Sigma-Aldrich.
Déle byly detekovany geny antibiotické resistence na peniciliny (kédu-
jici beta-laktamazy) a sulfonamidy (kodujici dihydropteroat syntazu,
ktera snizuje afinitu cilové struktury na daném enzymu k sulfonami-
dim).

Biologicka rozlozitelnost byla posuzovana pomoci standardizovaného
testu dle normy: CSN ISO 14593 ~ Metoda stanoveni anorganického
uhliku v tésné uzavienych lahvickach (CO, headspace test).

Zkousena latka byla davkovana tak, aby pocatecni koncentrace cel-
kového organického uhliku byla 20mg-L™. Jako inokulum byl pouzit
aktivovany kal z COV a kal adaptovany v laboratornich modelech. Ak-
tivovany kal byl davkovan tak, aby konec¢na koncentrace susiny v mo-
delu byla4mg-L™.
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U kazdého testu byly sledovany modely pro slepy pokus, kontrolu
aktivity inokula na standardni latku benzoan sodny, biodegradaci tes-
tované latky a test inhibice, ktery obsahoval zkoumanou slouceninu
a benzoan sodny v poméru celkového organického uhliku 1:1. U test
s adaptovanym kalem nebyl provadén test inhibice.

Béhem testl bylo postupovano s nasledujicimi odchylkami od norem.
Pri pripravé mineralniho média byl chlorid amonny davkovan ve formé
samostatného roztoku. Inkubace probihala v reagencnich lahvi¢kach
0 objemu 250 mL namisto 160 mL a byl zachovan predepsany pomer
mezi kapalnou a plynou fazi. Pro pfeménu oxidu uhli¢itého na uhlici-
tany byl pouzivan tmérné mensi objem roztoku hydroxidu sodného
o koncentraci 15 mol-L™* misto 7 mol-L™, z ddvodu omezeni rozpust-
nosti oxidu uhli¢itého v roztoku a tim snizeni koncentrace TIC slepého
stanoveni (Macharova a Sykora, 2007). Pro udrzeni rovnovahy mezi
kapalnou a plynnou fazi béhem testu byly vyuzity magnetické michac-
ky namisto laboratornich tfepacek. Pfi vypoctu stupné biologického
rozkladu v case t byla vzdy od hodnoty TIC v ¢ase t u zkousené latky
a slepého pokusu odectena koncentrace TIC v ¢ase 0 kv(li korekei vy-
poctu na skutecnou pocatecni koncentraci. Stupen biodegradace D;
byl vypocitan dle rovnice 1 (Macharova a Sykora, 2007).

(TIC,, - TIC,,) - (TIC,, - TIC,.)
D = L 10 Bt B0 100% (1)
TOC,

Kde TIC,, je koncentrace anorganického uhliku v modelu s testovanou
latkou v case ¢, TIC,, je koncentrace anorganického uhliku v modelu
s testovanou latkou v Case 0, TIC,, je koncentrace anorganického uh-
liku ve slepem pokusu v Case ¢, TIC,, je koncentrace anorganického
uhliku ve slepém pokusu v case 0 a TOC, je koncentrace organického
uhliku na pocatku testu.

Hodnoty TIC byly stanoveny vzdy ze tfi nezavislych stanoveni se smé-
rodatnou odchylkou niZsi neZ 2%. Intervaly spolehlivosti naznacené
na grafech chybovymi Useckami byly vyhodnoceny pomoci studen-
tova rozdéleni na 5% hladiné vyznamnosti ze dvou az tfi opakovani
(dle vysledné smérodatné odchylky jednotlivych stanoveni). V pfipadé
benzylpenicilinu, chloramfenikolu a sulfamethoxazolu byly intervaly
spolehlivosti vypocitany ze vsech hodnot ziskanych pro testy adap-
tovanych kald, jelikoZ na zékladé vysledkd byl vliv adaptace pfi obou
podminkach obdobny.

Adaptace aktivovaného kalu byla provadéna v laboratornich SBR mo-
delech o objemu 1L, s jednodennim cyklem, s dennim pfitokem 0,5L,
se zdrzenim aktivovaného kalu 20 dni, s dennim pfitokem methanolu
260mg- L*-d™ (CHSK) a peptonu 550mg-L™*-d™ (CHSK). Pro udrZeni
stabilntho pH byl davkovan fosfore¢nanovy tlumivy roztok. Kal byl
adaptovan na dvou koncentrac¢nich hladinach testovanych antibiotik
500 yg-L™*a500 ng-L™

Geny resistence na antibiotika (ARG, Antibiotic Resistance Genes) byly
detekovany metodou PCR. PouZité primery jsou shrnuty v tab. 1. DNA
byla izolovana pomoci kitu DNA PowerSoil (Qiagen).

Pufr, MgCl,, dNTP a polymeraza byly pouZity od firmy Roche (FastStart
Tag DNA Polymerase, dNTP pack), Pridavané BSA (Sigma-Aldrich)
bylo nafedéno na 2mg-mL™. Pfidavané primery mely koncentraci
25 pmol-L* a byly syntetizovany u Sigma-Aldrich (Vejmelkova et al.,
2018).

Multiplex metoda byla pfipravena zvlast pro ARG na betalaktamy a sul-
fonamidy. Do PCR smési byla pfidéna vyse zminéna cinidla v danych
objemech: 2,5 pL pufru, 1,6 L MgCl,, 1,5 uL BSA, 0,75 uL dNTP, 0,5 pL
od kazdého primeru a 0,3 uL polymerazy. Cinidla byla pfidana do vody
s PCR distotou o takovém objemu, aby konecny objem byl 24 pL.
K mastermixu byl pfidan vzdy 1 pL roztoku izolované DNA. Smés byla
po promichanivlozena do termocykleru VWR Doppio a byl spustén pri-
slusny program. Soucasti kazdé PCR byla pozitivni a negativni kontrola
(Vejmelkova et al., 2018).
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Tabulka 1: Seznam pouzitych primert pro PCR (upraveno dle Vejmelkova et al., 2018)

Pouzity par primert F-primer a R-primer Velikost PCR produktu [bp] Citace
F- 5'-ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3'
BleSIY R-5'-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA-3' e
(MONSTEIN et al., 2007)
bla-TEM F-5'-TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA-3' 445
R- 5'-ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT-3'
sull F-5'-CTTCGATGAGAGCCGGCGGC-3' 433
R- 5'-GCAAGGCGGAAACCCGCGCC-3'
(Blahna et al., 2006)
sub F-5'-GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3' 293
R-5'-GCGTTTGATACCGGCACCCGT-3'

Polycyklicka reakce betalaktamaz byla provadéna za nasledujicich
podminek:

- Pocatecni denaturace 15 minut pfi 95 °C
- 30 cykll
- Denaturace 30 sekund pfi 94 °C
- Hybridizace 30 s pfi60 °C
- Elongace 2 minuty pfi 72 °C
- Finalni extenze 10 minut pfi 72 °C (Monstein et al., 2007).
Polycyklicka reakce sull a sul2 byla provadéna za néasledujicich pod-
minek:

- Pocatecni denaturace 5 minut pfi 94 °C
- 30 cykll
- Denaturace 40 sekund pfi 94 °C
- Hybridizace 40 s pfi 55 °C
- Elongace 1 minuta pfi 72 °C
- Finalni extenze 7 minut pfi 72 °C (Blahna et al., 2006).

3 Vysledky a diskuse

Pribéhy biologicke rozloZitelnosti testovanych antibiotik jsou shrnuty
na obrazcich 1-6. V grafu je mezi sebou vzdy porovnan rozklad latky
vlivem neadaptovaného a adaptovaného inokula. U trimetoprimu ne-
byl sledovan zadny viditelny biologicky rozklad. Zadna z testovanych
latek neméla inhibicnivliv a ovéreni aktivity inokula byla vzdy pozitivni.

Zkouska biodegradace ma dle normy CSN ISO 14593 trvat 28 dni,
ztoho dlvodu budou mysleny stupné biodegradace po 28 dnech testu,
jestlize nebude specifikovan jiny cas.

Benzylpenicilin se neadaptovanym kalem rozlozil ze 70% a adaptova-
nymi kaly z 85%. Biologicky rozklad v obou pfipadech zapocal hned
na pocatku testu, ale v pfipadé adaptovaného inokula byla degradace
rychlejsi (14 dni), oproti neadaptovanému inokulu (21 dni). Maximalni
stupen biodegradace byl v obou pfipadech pfi ukonéeni testu po 35
dnech kolem 90% (Obr. 1).

Benzylpenicilin
-+-AK, p =500 ug/L

e NK ~e AK, p = 500 ng/L

0 5 10 15 20 25 30 35 40
tld]

Obr. 1: Pribéh biologického rozkladu benzylpenicilinu adaptovanym
a neadaptovanym kalem

Ampicilin, prestoze se od benzylpenicilinu lisi pouze amino skupinou,
byl proti degradaci mnohem odolnéjsi. Pozitivni vliv adaptace se pro-
jevil pouze u kalu, ktery byl adapatovan pfi koncentraci ampicilinu
500 pg- L, kdy se rozloZil ze 70%. V ostatnich pfipadech byl stupen
degradace kolem 25%. U testl s adaptovanym kalem mUZeme vidét
jiz na pocatku testu maly rozklad pravdépodobné zplsobeny sekun-
darnim rozkladem. Oproti tomu neadaptovany kal projevoval prvnich
7 dni lagovou fazi a teprve poté zapocala pomala degradace (Obr. 2).

Ampicilin

——NK -+-AK, p=500 pgiL -~ AK, p = 500 ng/L

t[d]

Obr. 2: Pribéh biologického rozkladu ampicilinu adaptovanym
a neadaptovanym kalem

Streptomycin se vlivem neadaptovaného inokula vyznamné nerozkla-
dal, na pocatku testu doslo k degradaci pfiblizné 10 % latky, ktera byla
déle stabilni. Adaptace na obou hladinach koncentraci méla u strepto-
mycinu podobny vliv. Byla zde pozorovana ctrnactidenni lagova faze,
a pak pomaly biologicky rozklad, ktery dosahl ke konci testu stupen
rozkladu 30-60% (Obr. 3).

Streptomycin

——NK  -+-AK, p=500 pgiL =~ AK, p = 500 ng/L

Obr. 3: Pribéh biologického rozkladu streptomycinu adaptovanym
a neadaptovanym kalem

Erythromycin byl [épe rozloZitelny kalem adaptovanym na nizsi kon-
centraci antibiotika, kdy se rozlozil témér ze 40% po ctrnactidennt la-
gové fazi. V ostatnich pripadech byl pozorovan pouze minimalni nebo
zadny rozklad (Obr. 4).
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Erythromycin

——NK --AK, p=500 pg/L -+ AK, p = 500 ng/L

Obr. 4: Pribéh biologického rozkladu erythromycinu adaptovanym a nea-
daptovanym kalem

Chloramfanikol neadaptovanym kalem rozlozitelny nebyl. Adaptace
inokula méla na biodegradaci silny vliv, biodegradace zapocala hned
na zacatku testu a bylo dosazeno rozkladu 80-90% (Obr. 5).

Chloramfenikol
-+-AK, p =500 pg/L

e NK -~ AK, p = 500 ng/L

0 5 10 15 20 25 30
tld]

Obr. 5: Pribéh biologického rozkladu chloramfenikolu adaptovanym
a neadaptovanym kalem

Sulfamethoxazol se na pocatku testu s neadaptovanym inokulem roz-
loZil z 5% a dale se jiz nerozkladal. Oproti tomu pfi degradaci adap-
tovanym inokulem vzrostl maximalni stupen rozkladu na 20-30%
a i v tomto pripadé nizsi koncentrace antibiotika pfi adaptaci byla
Ucinnéjsi (Obr. 6).

Sulfamethoxazol
-+-AK, p =500 pg/L

100

-~ AK, p = 500 ng/L

80

60

Dy [%]

40

20

40

Obr. 6: Pribéh biologického rozkladu sulfamethoxazolu adaptovanym
a neadaptovanym kalem

V tabulce 2 jsou shrnuty nalezy gent resistence v modelech adapta-
ce s koncentraci antibiotika 500 pg-L™ a srovnany s neadaptovanym
kalem (inokulem). Gen bla,, nebyl detekovan ani v inokulu ani v zad-
ném z modelll adaptace, oproti tomu gen sul2 byl objeven ve vSech
modelech. Nevymizel ani v modelu, kam nebylo davkovano 7adné
antibiotikum. Na zakladé toho mizeme usuzovat, jak je tento typ re-
sistence v Zivotnim prostfedi béZny a stabilni. Resistence na betalak-
tamazy bla.,,, prekvapive nebyla objevena v modelech adaptovanych
na betalaktamy, ale byla pozitivni v modelech adaptovanych na ery-
thromycin a trimetoprim. Stejné tak gen sull nebyl selektovan vlivem
sulfamethoxazolu, ale sifil se spolu s odolnosti na trimetoprim, ktery
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se pouziva v kombinaci se sulfamethoxazolem, a dokonce i spolu s re-
sistenci na testované peniciliny a streptomycin. Tento vliv je pravdépo-
dobné zplsoben prenosem genu resistence na plazmidu, ktery koduje
resistenci na tato antibiotika. Proc byl gen sull selektovan v modelech
adaptovanych na peniciliny, pfestoZze nebyly detekovany bla,, ani
blag,,, mohlo byt zplisobeno napfiklad prenosem s geny, které koduji
efluxni pumpy, nebo jiné geny kodujici resistenci na betalaktamy, které
nebyly sledovany.

Tabulka 2: Nalezy ARG v SBR modelech adaptace pfi koncentraci antibiotik
500 ng-L™*

Lééivo v modelu Gen resistence
adaptace bla,, blag,, sull sul2
Inokulum (NEAD) - + + +
Kontrola (bez antibiotika) - - - +
Benzylpenicilin - - + i
Ampicilin - _ n i
Streptomycin - - + +
Erythromycin - + - +
Chloramfenikol - . . +
Sulfamethoxazol - - _ +
Trimetoprim - + " N

Ve vsech testech se projevil aspon maly pozitivni vliv adaptace akti-
vovaného kalu na obou koncentracnich hladinach na biodegradaci
testovanych antibiotik. Ve vétsiné pfipadl nebyl rozdil, jestlize byl ak-
tivovany kal adaptovan na 500 ng-L™ nebo 500 pg-L™, ale v nékolika
pfipadech se aktivovany kal pfizplsobil testovanému antibiotiku lépe
pfi nizsich koncentracich v SBR modelu adaptace. PfestoZe bude nut-
né doplnit vysledky i o dalsi geny resistence a o sledovani ARG v mode-
lech adaptovanych na nizsi koncentrace antibiotik, tak z dosavadnich
testl je evidentni, Ze nizké koncentrace antibiotik podporuji Sifenf
gend resistence, a to i na jina antibiotika neZ ta, kterym jsou mikroor-
ganismy vystaveny.

Dalsi podnét, ktery vychazi z téchto experimentl je, Ze aktivovany kal
z Cistirny odpadnich vod, pfestoZe je neustale exponovan antibioti-
kim a dal$im léciviim, nebyl na rozklad téchto latek adaptovan, nebo
jeho aktivita byla k rozkladu téchto latek mnohem nizsi, nez tomu bylo
v pfipadé kalu adaptovaného v SBR modelech na koncentrace odpo-
vidajici vyskytu na cistirnach odpadnich vod (cca 10% az 10° ng-L™).
Adaptace aktivovaného kalu na rozklad téchto latek se muaze lisit v za-
vislosti na dané COV, pouzité technologii, ro¢nim obdobi apod., pfesto
bylo toto pozorovani necekané. Jeden z dlivodd by mohl byt, Ze pfi
kontinualnim procesu, ktery je bézny na COV, ma aktivovany kal v pod-
staté celou dobu pristup k organickym Zivinam. V pripadé SBR modelu
s jednodennim cyklem dojde k rychlému vycerpani Zivin, a poté na-
sleduje nékolikahodinova faze, kdy jsou mikroorganismy zavislé pouze
na svych zasobach a na organickych latkach, které jsou hlife rozlozi-
telné. V tento okamZik se pravdépodobné zacnou rozvijet i mechanis-
my k biodegradaci téchto latek. Tuto myslenku podporuji i vysledky
z testl inhibice, které jsou znazornény na obrazku 7. Na obrazku jsou
graficky oddéleny pouze kfivky, které prekrocily stupen biodegradace
50% a pro lepsi pfehlednost nebyly vlozeny chybové Usecky.

Béhem testl inhibice se biologicky vyznamnéji rozkladal pouze ben-
zylpenicilin. U vSech ostatnich latek byl sledovan celkovy rozklad orga-
nického uhliku v rozmezi 40-60%. JelikoZ je do testl davkovan vedle
testované latky jesté benzoan sodny v poméru 1:1 (TOC), prvotni roz-
klad 50% pfislusi biodegradaci benzoanu sodného a lagova faze pro
testovanou latku se posunula do doby, kdy mikroorganismy vycerpaiji
vlastni zasoby zivin.
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Obr. 7: Pribéhy zkousek inhibice testovanych latek na neadaptovany kal

Vysledky testl biologické rozloZitelnosti lze s Gcinnosti odstranéni
téchto latek na COV porovnavat pouze ¢astec¢né a ve vhodném kontex-
tu. Podminky na cistirnach odpadnich vod jsou hodné odlisné. Kon-
centrace aktivovaného kalu na COV je 1000krat vy3i a vyssije i koncen-
trace organickych latek. V aktivacni nadrZi jsou mnohem agresivnéjsi
enzymatické podminky, vzhledem k vétsimu celkovému povrchu vlo-
i fotodegradace, které bylo béhem testll zcela zabranéno. Na druhou
stranu doba zdrzeni odpadni vody na COV je velice kratka pro efektivni
biologicky rozklad persistentnich polutantd. Testy biodegradace dob-
fe slouzi k predikci osudu téchto latek dale v povrchovych vodach, ale
cili na vyznam biotického pusobeni na degradaci a snazi se potlacit
abiotické vlivy.

Na zakladé vyse zminénych vysledkd miizeme usuzovat, ze na COV ne-
dochéazi k pfimé metabolizaci téchto mikropolutantd, ale mikroorgani-
smy je prehliZeji, jelikoZz maji dostatek snadno rozloZitelného substratu
a na tyto antibiotika se adaptuji pouze Sifenim ARG, diky kterym se
stavaji odolné proti jejich negativnim vlivim. Tyto mechanismy bak-
terialni resistence mohou zplsobovat i primarni rozklad antibiotik,
resp. premenu funkcnich skupin, kterd potlaci jejich ucinek na mikro-
organismy, ale v odpadnivodé pak zlistava metabolit, ktery stale mlze
mit toxické Ucinky na Zivotni prostiedi a ¢lovéka. Bakterie se vSak vli-
vu antibiotik brani castéji pasivné tim zplsobem, Ze pozméni cilovou
strukturu na enzymu, kde se antibiotikum vaze, nebo pomoci efluxnich
pump apod. Jestlize dochazi k biodegradaci téchto latek na COV, tak
pravdépodobné prevazné kometabolizaci s jinym substratem, nebo
v piipadé, ze COV ma velmi nizké zatizeni organickym uhlikem. Odstra-
néni téchto latek na COV tedy pfipada nejspise prevazné na abiotic-
ké procesy a velka cast téchto mikropolutanttl pravdépodobné muze
prochazet do povrchovych vod odtokem z COV, bud jako priméarni lat-
ka, nebo jako jeji metabolit.

COV jsou jiz delsi dobu povazovany za tzv. hotspoty gend resisten-
ce a tyto vysledky podporuji zavery, ze nizké koncentrace antibiotik
na COV wytvafi selekeni tlak na mikroorganismy v aktivovaném kalu
a Sifeni ARG. V pfipadé, Ze mikroorganismy nebyly antibiotikdim vysta-
veny (kontrolni SBR model), vyskyt gen( resistence se v prostredi snizil
pod hladinu detekce. Pouze gen sul2 byl natolik stabilni, Ze se v mode-
lu udrzel a bylo mozné ho detekovat.

4 Zaver

Z testovanych antibiotik byl neadaptovanym kalem biologicky roz-
loZitelny pouze benzylpenicilin. Ve vsech pfipadech méla adaptace
aktivovaného kalu v SBR modelech pozitivni vliv na biodegradaci tes-
tovanych latek. Vlivem adaptovaného inokula se rozkladal i ampicilin
(70%), streptomycin (50 %), erythromycin (30 %), chloramfenikol (85 %)
a sulfamethoxazol (25 %). Trimetoprim rozkladu nepodléhal. Adapta-
ce probihala mirné efektivnéji pfi koncentracich antibiotika 500 pg-L™*
nez pfi 500 ng- L% Na zakladé klasifikace biologické rozlozitelnosti
mUlzeme podle téchto testl jako biologicky rozlozitelny v Zivotnim
prostiedi oznacit pouze penicilin, dale za potencialné biologicky roz-
loZitelny ampicilin a chloramfenikol, jelikoZ se rozlozily pisobenim
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adaptovaného kalu aspon z 60 %, za biologicky nerozlozitelné trime-
toprim, sulfamethoxazol, streptomycin, erythromycin. Pfesto lze oce-
kavat, Ze vSechny tyto latky, s vyjimkou trimetoprimu, se v Zivotnim
prostiedi postupné degraduji v soucinnosti s abiotickou degradaci.
Trimetoprim je natolik stabilni, Ze lze o¢ekévat jeho akumulaci v Zivot-
nim prostredi.

PrestoZe i koncentrace v fadech 10?-ng - L™* mohou umoznit mikroor-
ganismlim se na rozklad nékterych z téchto latek adaptovat, aktivo-
vany kal z Cistirny odpadnich vod nemél ve vétsiné pfipadl vyvinutou
aktivitu k biodegradaci testovanych mikropolutantd. Mikroorganismy
na COV se na antibiotika adaptovaly spie ifenim obrannych mecha-
nismu skrze geny antibiotickeé resistence, coz mdzeme vidét na pozitiv-
nich nalezech gen( resistence v inokulu. Na zakladé porovnani testl
biologického rozkladu s testy inhibice a s nalezy gen( resistence, lze
usuzovat, ze na COV nejsou tyto latky pravdépodobné odstrariovany
pfimou metabolizaci, ale na odstranéni se podili spiSe abiotické pro-
cesy, nebo jsou odstrariovany kometabolizaci s jinou organickou lat-
kou. Pozitivni nalezy gen( resistence v laboratornich SBR modelech
potvrzuji, Ze nizké koncentrace antibiotik kolem nékolika 100 ng- L™
podnécuji selekci gend resistence a spolu s geny resistence na dané

antibiotikum se mohou sifit i geny resistence na jiné latky.

5 Podékovani

Financovéno z Ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum
(MSMT ¢.21-SW/2018)
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